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โรคแคงเกอรซ์ึ่งมีสาเหตุจากเชื ้อแบคทีเรีย  Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) เป็นโรค

ระบาดที่ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อการผลิตมะนาวแป้น (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle cv. Paan) 
เกษตรกรจึงนิยมใชส้ารเคมีในการควบคมุโรคจนเกิดมลภาวะส่ิงแวดลอ้ม ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
คดัแยกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษท์ี่สามารถยบัยัง้เชือ้ Xcc และมีคณุสมบตัิที่ดีในการส่งเสรมิการเจรญิเติบโตของพืช 
และเพื่อประเมินความสามารถของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการกระตุน้ยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรค
แคงเกอรข์องมะนาวแป้น ท าโดยคัดแยกเชือ้ Xcc และเชือ้ปฏิปักษ์จากชิน้ส่วนมะนาวแป้น การทดสอบการ
ยับยั้งเชื ้อ Xcc ด้วยวิธี dual-culture plate พบว่าเชื ้อ Pseudomonas aeruginosa SWUC02 และ Bacillus 
velezensis SWUA08 มีประสิทธิภาพสงูในการยบัยัง้เชือ้ Xcc และมีคุณสมบัติในการส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืช นอกจากนีน้  า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิดยงัมีฤทธ์ิยบัยัง้เชือ้ Xcc อีกดว้ย การประเมินเชือ้ปฏิปักษ์ในการ
เป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพในตน้กลา้มะนาวแป้นที่เพาะในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อและในตน้มะนาวแป้น  
พบว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถลดความรุนแรงของโรคในตน้กลา้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ และการ
ใชต้ัวเซลลแ์ละน า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์ทั้ง 2 ชนิด สามารถลดดัชนีความรุนแรงของโรคไดอ้ย่างมีนัยส าคัญ  (p < 
0.05) เมื่อน าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ไปทดสอบความสามารถในการกระตุน้ยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการ
ตา้นทานโรคของมะนาวแป้นดว้ยวิธี reverse-transcription PCR (RT-PCR) พบว่าเชือ้ดงักล่าวสามารถกระตุน้
การแสดงออกของยีน leucine-rich repeat receptor like kinase (LRR8) ที่ 24 ชั่วโมงหลังจากการปลูกเชื ้อ 
จากผลการศกึษาในงานวิจยันีช้ีใ้หเ้ห็นว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และ B. velezensis SWUA08 สามารถ
ใช้ควบคุมโรคแคงเกอรใ์นมะนาวแป้นไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ  นอกจากนี ้เชื ้อ P. aeruginosa SWUC02 ยัง
สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคของมะนาวแป้นไดอ้ีกดว้ย 
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Citrus canker caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) is an 

epidemic disease that severely affects the production of Paan-lime (Citrus aurantifolia (Christm.) 
Swingle cv. Paan). Hence, in order to control the disease, farmers often use various chemical 
bactericides that result in environmental pollution. This research aims to screen efficient bacterial 
antagonists against Xcc that also have plant growth promoting traits, and to evaluate the ability 
of bacterial antagonists to induce defense-related genes in Paan-lime tree. The Xcc and the 
bacterial antagonists were isolated from lime leaves, sticks and fruit and tested for antagonistic 
activity against Xcc of isolates by a dual-culture plate assay. Pseudomonas aeruginosa SWUC02 
and Bacillus velezensis SWUA08 showed clear inhibition zones, and the cell-free cultures obtained 
from both strains also inhibited Xcc growth in vitro. Then, the bacterial cells and cell-free cultures of 
P. aeruginosa SWUC02 and B. velezensis SWUA08 were evaluated for thier potential against Xcc in 
Paan-lime seedlings and trees. P. aeruginosa SWUC02 significantly reduced the severity of 
disease in Paan-lime seedlings under tissue culture conditions. The bacterial cell and cell-free 
cultures of both strains could significantly reduce the disease severity index (p < 0.05) in Paan-lime 
trees grown in outdoor conditions. Afterwards, P. aeruginosa SWUC02 was chosen to evaluate the 
ability to induce defense-related gene expression by reverse-transcription PCR (RT-PCR). The results 
showed that this strain could induce leucine-rich repeat receptor like kinase (LRR8) gene at twenty-
four hours post-inoculation (hpi). The results indicated that P. aeruginosa SWUC02 and B. velezensis 
SWUA08 can be used as efficient biocontrol agents for citrus canker control in Paan-lime. In 
addition, P. aeruginosa SWUC02 has the ability to induce a defense-related gene expression. 

 
Keyword : Citrus canker disease, Bacterial antagonist, Biocontrol, Xanthomonad, Defense-related 
gene 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

มะนาว (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle) เป็นพืชตระกูลส้ม (Citrus spp.) ที่
ส  าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย จากรายงานปี 2559 ของส านักงานเศรษฐกิจ
การเกษตรพบว่า พืน้ที่เพาะปลูกรวมของมะนาวภายในประเทศไทยมีทัง้หมด 106,692 ไร่ โดยให้
ผลผลิตเป็น 145,952 ตัน สายพันธุ์ของมะนาวที่ได้รับความนิยมทางการค้าคือ มะนาวแป้น  
(C. aurantifolia Swingle cv. Paan) เนื่องจากสามารถปลกูไดใ้นทุกภูมิภาคของประเทศ ออกผล
ดกตลอดปี เปลือกบาง ปริมาณน า้คั้นมาก เมล็ดน้อยและมีกลิ่นหอม (1) จึงเป็นที่ต้องการของ
ตลาดทั้งภายในและภายนอกประเทศ แต่การเพาะปลูกและการคา้มะนาวมักประสบปัญหาการ
แพร่ระบาดของโรคแคงเกอร ์เนื่องจากมะนาวแปน้เป็นสายพนัธุท์ี่อ่อนแอต่อโรคแคงเกอรส์งู ท าให้
เกษตรกรผูเ้พาะปลูกมะนาวมีความเสี่ยงต่อการขาดทุน โดยผลมะนาวที่ติดโรคแคงเกอรไ์ม่ผ่าน
ขอ้ก าหนดดา้นคณุภาพและความปลอดภยัของมาตรฐานสินคา้การเกษตร (2) 

โรคแคงเกอรม์ีสาเหตมุาจากเชือ้แบคทีเรีย Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) ซึ่งถูก
ระบุเป็นเชือ้สาเหตโุรคพืชกกักนัในหลายประเทศ ฉะนัน้จึงมีกฎหมายควบคมุและหา้มน าเขา้พืชที่
ติดเชือ้ดงักล่าวอย่างเขม้งวด (2) โดยเชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรส์รา้งความเสียหายใหแ้ก่พืชตระกลูสม้
ในวงกวา้งและพบการระบาดหนกัในหลายพืน้ที่ทั่วโลก เชือ้สาเหตโุรคสามารถแพรก่ระจายจากตน้
หนึ่งไปสู่ตน้หนึ่งผ่านละอองฝน กระแสลมและอุปกรณ์ทางการเกษตร จากนัน้เชือ้จะบุกรุกเขา้สู่
เซลลพ์ืชผ่านทางบาดแผลหรือช่องเปิดตามธรรมชาติ และก่อใหเ้กิดอาการของโรคแคงเกอรข์ึน้ ซึ่ง
อาการของโรคแคงเกอรส์ามารถพบไดบ้นใบ กิ่ง กา้นและผลของมะนาว โดยในระยะแรกปรากฏ
รอยแผลเป็นสะเก็ดนูนฟูสีขาว จากนั้นพัฒนาเป็นสีน า้ตาล แข็งขรุขระ อีกทั้งมีบริเวณสีเหลือง 
(yellow halo) และรอยฉ ่าน ้าล้อมรอบแผล (water-soaked margin) ต้นมะนาวที่ติดเชือ้อย่าง
รุนแรงจะมีตน้แคระแกรน็ ใบและผลรว่ง กิ่งแหง้ ผลผลิตลดลงและตน้อาจตายในท่ีสดุ (3) 

การควบคมุและป้องกนัโรคแคงเกอรจ์ึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง  เพื่อลดปัญหาความเสี่ยง
ต่อสภาวะขาดทนุในกลุ่มเกษตรกรผูเ้พาะปลกูมะนาว ปัญหาดา้นการคา้ระหว่างประเทศ และเพื่อ
เพิ่มผลผลิตของมะนาวใหเ้ท่าเทียมกับความตอ้งการของตลาด ปัจจุบนัเกษตรกรนิยมใชส้ารเคมี
คอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์และคอปเปอรอ์อกซีคลอไรดฉี์ดพ่นในปรมิาณมาก เพื่อก าจดัเชือ้สาเหตโุรค
แคงเกอรด์งันัน้จึงเกิดการวิวฒันาการของเชือ้ใหท้นต่อสารเคมีกลุ่มคอปเปอรม์ากขึน้ ท าใหต้อ้งใช้
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สารเคมีในกลุ่มอ่ืนร่วมด้วย (4) ซึ่งการใชส้ารเคมีอาจท าให้เกิดการตกคา้งบนผลมะนาวและใน
สิ่งแวดลอ้ม การควบคุมโรคแคงเกอรอี์กวิธีหนึ่งคือ การคดัเลือกและปรบัปรุงสายพนัธุข์องมะนาว
ให้ต้านทานต่อโรคแคงเกอรม์ากยิ่งขึน้  แต่การปรบัปรุงสายพันธุ์ส่งผลให้คุณลักษณะที่ดีของ
มะนาวเปลี่ยนแปลงไปจากสายพันธุ์ดั้งเดิม  นอกจากนี ้การควบคุมโรคแคงเกอรโ์ดยชีววิธี 
(biological control) เป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ โดยใชเ้ชือ้แบคทีเรียปฏิปักษท์ี่มีคณุสมบติัใน
การเจริญแก่งแย่งพืน้ที่อาศยั ผลิตสารปฏิชีวนะหรือสารบางชนิดออกมา เพื่อยบัยัง้การเจริญของ
เชือ้สาเหตุโรค หรือสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรค 
(defense-related gene) ให้พืชมีภูมิคุ้มกันต่อการเกิดโรค ซึ่งการควบคุมโรคโดยชีววิธีเป็น
แนวทางปอ้งกนัโรคในระยะยาวและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดลอ้ม 
 
ความมุ่งหมายของการวิจัย 

1. เพื่อคัดแยกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่สามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้มะนาว
แป้นและยับยัง้เชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพทัง้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อและ
สภาพธรรมชาติจรงิ 

2. เพื่อศึกษาคุณสมบัติการส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้มะนาวแป้น และการสรา้ง
สารทติุยภมูิออกนอกเซลลข์องเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษใ์นการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรใ์นมะนาว  

3. เพื่อศึกษาผลของการใชเ้ชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการกระตุน้การแสดงออกของยีนที่
เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคแคงเกอรใ์นมะนาว 
 
ขอบเขตของการวิจัย 

การคดัแยกและทดสอบเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพสงูต่อการยบัยัง้การเจริญ
ของเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรจ์ากใบและกิ่งของมะนาว จากนัน้ศึกษาคุณสมบติัของไอโซเลทที่ถูก
เลือกต่อการส่งเสริมการเจรญิเติบโตของตน้มะนาวแป้น ไดแ้ก่ การสรา้งฮอรโ์มนพืชในกลุ่มออกซิน 
การตรงึก๊าซไนโตรเจน การละลายธาตฟุอสฟอรสั การสรา้งซิเดอรโ์รฟอร ์(siderophore) การสรา้ง
เอนไซม์ 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase และการสร้างไฮโดรเจน
ไซยาไนด์ (hydrogen cyanide, HCN) จากนั้นจัดจ าแนกชนิดของเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ด้วย
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบือ้งตน้ และวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน 16S rRNA และยีน 
gyrase A น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์มาสรา้งแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ  รวมทั้ง
ทดสอบการสรา้งสารทุติยภูมิออกนอกเซลล์ (extracellular secondary metabolite) ของเชื ้อ
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แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคแคงเกอร ์และการประยุกตใ์ชเ้ชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
คดัแยกไดเ้ป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพ (biocontrol agent) เพื่อป้องกันการเกิดโรคแคงเกอรใ์น
ตน้มะนาวแป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อและสภาพธรรมชาติจริง อีกทัง้ศึกษาผลของการใชเ้ชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการกระตุน้การแสดงออกของยีนที่ เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรคแคง
เกอรข์องมะนาวแปน้ 
 
ผลทีค่าดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1. เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่สามารถยับยั้งการเจริญของเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรอ์ย่างมี
ประสิทธิภาพ และมีคุณสมบัติที่ ดีในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช  และสามารถน าไป
ประยกุตใ์ชเ้ป็นตวัควบคมุโรคแคงเกอรท์างชีวภาพไดจ้รงิ 

2. ขอ้มูลความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่เก่ียวข้องกับกลไกการต้านทานโรคแคงเกอรข์อง
มะนาวแปน้กบัเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ ์ซึ่งมีผลในการเพิ่มหรือลดความตา้นทานต่อโรคแคงเกอร ์
 



 

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
1. โรคแคงเกอร ์

1.1 การระบาดของโรคแคงเกอร ์
โรคแคงเกอรม์ักพบการระบาดในพืชตระกูลส้มซึ่งเกิดจากติดเชือ้แบคทีเรียสกุล 

Xanthomonas (5) จดุก าเนิดของโรคแคงเกอรย์งัไม่มีขอ้มลูที่ระบุแน่ชดัแต่เชื่อกนัว่าเป็นประเทศใน
ทวีปเอเชีย และมีการระบาดนานมากกว่า 191 ปี เนื่องจากตรวจพบรอยโรคแคงเกอรบ์นชิน้ส่วน
ของตัวอย่างพืชตระกูลส้มในสวนพฤกษศาสตรเ์มืองหลวงคิวซึ่งเป็นตัวอย่างใบมะงั่ว  (Citrus 
medica) ที่ถกูเก็บจากประเทศอินเดียในช่วงปี ค.ศ. 1827-1831 (6) 

ในปัจจบุนัการระบาดของโรคแคงเกอรพ์บไดห้ลายพืน้ที่ทั่วโลก เช่น ทวีปเอเชีย, ทวีป
อเมริกา, ประเทศแถบตะวันออกกลาง, หมู่เกาะบนมหาสมุทรแปซิฟิกและมหาสมุทรอินเดีย 
ส าหรบัในประเทศแอฟริกาใตแ้ละออสเตรเลียประสบความส าเร็จในการควบคุมโรคแคงเกอร์ แต่
จ าเป็นตอ้งมีการเฝ้าระวงัและตรวจสอบการน าเขา้สินคา้ทางการเกษตรอย่างเขม้งวด เพื่อป้องกัน
การกลบัมาระบาดของโรคแคงเกอรอี์กครัง้ อย่างไรก็ตามในเดือนเมษายนปี ค.ศ. 2018 ประเทศ
ออสเตรเลียตรวจพบและยืนยนัการระบาดของโรคแคงเกอรอี์กครัง้จึงจ าเป็นตอ้งมีการติดตามและ
ควบคมุโรคอย่างเขม้งวด (2) 

ประเทศไทยไม่มีหลกัฐานที่บ่งชีแ้น่ชัดว่าการระบาดของโรคแคงเกอรเ์กิดขึน้เมื่อใด 
แต่มีหนงัสือและรายงานเริ่มกลา่วถึงโรคแคงเกอรใ์นช่วงปี พ.ศ. 2500-2504 โดยเกษตรกรชาวไทย
เรียกชื่อโรคแคงเกอรอี์กอย่างหนึ่งว่า โรคขี ้กลากหรือโรคขี ้เรือ้น ซึ่งเป็นโรคที่ก่อให้เกิดความ
เสียหายต่อผลผลิตของพืชตระกูลส้มอย่างกว้างขวาง และพบการระบาดทั่วทุกแหล่งที่มีการ
เพาะปลูกพืชตระกูลส้ม  เช่น มะนาว , ส้มเกลี ้ยง (Citrus sinensis), ส้มโอ (Citrus maxima 
(Burm.) Merr.) และสม้ที่ใชเ้ป็นสายพนัธุต์น้ตอ (7) และยงัคงระบาดอย่างหนกัมาจนถึงปัจจบุนั 
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1.2 การแพร่กระจายและวงจรการเกิดโรคแคงเกอร ์
การแพร่กระจายของเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรม์ักเกิดขึน้ในฤดูฝน โดยมีพาหะเป็น

ละอองฝนและลมพายุ นอกจากนีก้ารใชช้ิน้ส่วนพืชที่ติดเชือ้ในการขยายพนัธุ์และการใชเ้ครื่องมือ
ทางการเกษตรโดยที่ไม่มีการท าความสะอาดก็เป็นอีกปัจจยัหนึ่งที่ช่วยแพร่กระจายเชือ้สาเหตโุรค
ในระยะไกลได ้แต่ยงัไม่มีรายงานถึงการถ่ายทอดโรคแคงเกอรผ์่านทางเมล็ดพนัธุ ์(3) 

เชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรม์ักเขา้บุกรุกเซลลพ์ืชผ่านทางปากใบ หรือบาดแผลซึ่งอาจ
เกิดจากการใชอุ้ปกรณ์ทางการเกษตรหรือการกัดกินของศัตรูพืช เมื่อมีการเพิ่มจ านวนและเขา้
อาศยัของเชือ้สาเหตโุรคจะท าใหเ้กิดรอยแผลที่มีลกัษณะแตกนนู จากการแบ่งเซลลแ์บบไมโทซิสที่
มากเกินของเซลลพ์ืช (cell hyperplasia) ซึ่งถูกชกัน าโดยเชือ้สาเหตุโรค (ภาพประกอบ 1) (5) เมื่อ
สภาพแวดลอ้มเหมาะสมเชือ้จะสามารถแพร่กระจายไปสู่พืชอาศัยตน้ใหม่ได้ หากเชือ้สาเหตุโรค
อยู่บนบรเิวณผิวของพืชอาศยัจะตายลง เนื่องจากสมัผสักบัแสงแดดโดยตรง (8) 
 

 

ภาพประกอบ 1 วงจรการเกิดโรคแคงเกอร ์
 

ที่มา: Gottig N, Garavaglia BS, Garofalo CG, Zimaro T, Sgro GG, Ficarra F, et al. 
Mechanisms of infection used by Xanthomonas axonopodis pv.  citri in citrus canker 
disease.  In:  Méndez-Vilas A, editor.  Current Research, Technology and Education 
Topics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology. Spain: FORMATEX; 2010. 
p. 196-204 (5) 
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1.3 อาการของโรคแคงเกอร ์
เชือ้สาเหตโุรคมกัเขา้บุกรุกพืชอาศยับริเวณส่วนเหนือดิน ขนาดของรอยโรคแคงเกอร์

จะแตกต่างกันขึน้อยู่กับชนิดและอายุของพืชอาศัย โดยตน้ที่ติดเชือ้โรคแคงเกอรอ์ย่างรุนแรงจะ
ทรุดโทรม ใบรว่ง ยอดตาย ผลผลิตตกต ่า ไม่มีคณุภาพ สดุทา้ยตน้จะแคระแกรน็และตายในที่สดุ  

1.3.1 ลกัษณะอาการของโรคแคงเกอร ์
ในสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมจะเริ่มสังเกตรอยโรคแคงเกอรบ์นใบได้ชัดเจน 

หลงัจากการบุกรุกของเชือ้สาเหตุโรค 7-10 วัน หากสภาพแวดลอ้มไม่เหมาะสมอาจตอ้งใชเ้วลา
มากกว่า 60 วนั โดยใบแก่มีความตา้นทานต่อโรคมากกว่าใบอ่อน (3) ในระยะเริ่มแรกพบแผลเป็น
จดุขนาดเล็กเท่าหวัเข็มหมดุ ลกัษณะฟูคลา้ยฟองน า้สีขาว (ภาพประกอบ 2A) ต่อมาขยายใหญ่ขึน้
และเป็นสีเหลืองอ่อน มีเสน้ผ่านศนูยก์ลางสงูสดุประมาณ 2-10 มิลลิเมตร (ภาพประกอบ 2B) และ
พัฒนาไปเป็นแผลเนือ้เยื่อตายที่มีสะเก็ดแข็งขรุขระ เป็นสีน า้ตาล ขอบนูนตรงกลางยุบลงไป
เล็กนอ้ย พบวงแหวนสีเหลืองและรอยฉ ่าน า้ลอ้มรอบแผล (ภาพประกอบ 2C) ซึ่งวงแหวนสีเหลือง
และรอยฉ ่าน า้จะค่อย ๆ หายไปเมื่อแผลแก่ (3) 

อาการบนผลคลา้ยกบับนใบ (ภาพประกอบ 2D) แต่แผลจะฝังลึกในเปลือกของ
ผลประมาณ 1 มิลลิเมตร อาจมียางหากแผลหลดุออก บางครัง้พบวงแหวนสีเหลืองรอบแผลแต่ไม่
ชดัเจน (7) การติดเชือ้โรคแคงเกอรอ์ย่างรุนแรงในผลอ่อนอาจท าใหผ้ลร่วงก่อนก าหนด โดยทั่วไป
อาการของโรคแคงเกอรจ์ะพบบนเปลือกของผลเท่านัน้  ไม่ท าลายถึงเนือ้ภายในผล แต่บางกรณี
หากแผลลึกเขา้ไปถึงเนือ้ผลจะเกิดเป็นรอยแตกตามขวาง และอาจเกิดการติดเชือ้จลุินทรียช์นิดอ่ืน
ซ า้จนแผลเน่าได ้(8) 

อาการที่พบบนกิ่งและกา้นมีลกัษณะคลา้ยกับอาการบนใบ (ภาพประกอบ 2E) 
แต่แผลแก่สามารถลามขยายไปรอบกิ่ง ท าใหม้ีรูปร่างไม่แน่นอน อีกทัง้ไม่มีวงแหวนสีเหลืองรอบ
รอยแผล (3) โดยแผลจะอยู่บนกิ่ งและก้านได้นานมากกว่าใบและผล ฉะนั้นจึงเป็นแหล่ง
แพรก่ระจายเชือ้สาเหตโุรคในฤดกูาลต่อไปได ้(8) 
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ภาพประกอบ 2 อาการของโรคแคงเกอรท์ี่พบในมะนาว 
(A-C) อาการบนใบ, (D) อาการบนผลและ (E) อาการบนกิ่ง 

 

ที่ ม า :  (A-B)  Department of Agriculture AG.  National diagnostic protocol for 
asiatic citrus canker, Xanthomonas citri subsp. citri. 2016. p. 33. (9) (C) Florida Division of 
Plant Industry. Symptoms on leaves. 2007.  (10) (D) Goto M. Xanthomonas citri pv. citri 
infection on fruit of Citrus unshiu showing crater-like lesions. 2004a. (11) (E) Goto M. Stem 
canker caused by Xanthomonas citri pv. citri on Citrus natsudaidai. 2004b. (12) 
 

1.3.2 ลกัษณะอาการรว่มกบัหนอนชอนใบ 
หนอนชอนใบในพืชตระกูลสม้ (Phyllocnistis citrella) จะเขา้ท าลายกัดกินชั้น

เอพิเดอรม์ิส (epidermis) ของใบ ผล กิ่งและกา้น ท าใหเ้ชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรส์ามารถเขา้บุกรุก
เนือ้เยื่อชัน้ในของพืชไดง้่ายขึน้ แผลโรคแคงเกอรจ์ึงลกุลามไปตามรอยที่หนอนชอนใบกดักิน ดงันัน้
การระบาดของหนอนชอนใบจะช่วยใหโ้รคแคงเกอรม์ีความรุนแรงและเกิดไดร้วดเร็ว  อีกทัง้ยงัเพิ่ม
การแพรก่ระจายของเชือ้สาเหตโุรคไปสูพ่ืน้ที่อ่ืน (8) 
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2. เชือ้สาเหตุโรคแคงเกอร ์
2.1 สายพันธุ ์

โรคแคงเกอรใ์นพืชตระกูลสม้แบ่งออกเป็น 5 สายพันธุ์ ไดแ้ก่ โรคแคงเกอร ์A, B, C, 
D และ E โดยแต่ละชนิดถูกแบ่งตามถิ่นก าเนิด พืน้ที่ระบาด ความจ าเพาะกับพืชอาศัย รวมทั้ง
ลกัษณะจีโนไทป์ของเชือ้สาเหตุโรค แต่ในปัจจุบันเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรถ์ูกจัดกลุ่มใหม่เป็น 3 
กลุ่มดว้ยกัน โดยเชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรก์ลุ่มที่ 1 คือ X. citri subsp. citri (Xcc) หรือมีอีกชื่อหนึ่ง
ว่า X. axonopodis pv. citri ที่ก่อใหเ้กิดโรคแคงเกอร ์A โดยสามารถเขา้บุกรุกพืชอาศยัในตระกูล
สม้ไดห้ลายชนิด มีถิ่นก าเนิดจากทวีปเอเชียและพบการระบาดมากที่สดุทั่วโลก ดงันัน้โรคแคงเกอร ์
A จึงถูกเรียกอีกชื่อหนึ่งว่า Asiatic citrus canker (13) เชื ้อสาเหตุโรคกลุ่มที่  2 คือ X. fuscans 
subsp. aurantifolii สายพันธุ์ B, C และ D โดยพืชอาศัยของเชือ้สายพันธุ์ B เป็นส้มซ่า (Citrus 
aurantium), สม้โอ, เลมอน (Citrus limon) และมะนาว ส่วนเชือ้สายพันธุ์ C จะก่อโรคในมะนาว
เท่านั้น ทั้งเชือ้สาเหตุโรคสายพันธุ์ B และ C มีถิ่นก าเนิดมาจากทวีปอเมริกาใต้ ส  าหรบัเชือ้สาย
พันธุ์ D มีการก่อโรคในมะนาวเช่นเดียวกัน แต่ท าให้เกิดอาการของโรคแคงเกอรบ์นส่วนต่าง ๆ 
ยกเวน้บนผลมะนาว และถูกรายงานในประเทศเม็กซิโก ซึ่งมีลกัษณะทางเซรุ่มวิทยาแตกต่างจาก
เชื ้อสาเหตุโรคสายพันธุ์  A, B และ C สุดท้ายเชื ้อสาเหตุโรคแคงเกอรก์ลุ่มที่  3 คือ X. alfalfae 
subsp. citrumelonis ซึ่ ง เป็น เชื ้อสา เหตุ โรคสายพันธุ์  E มีถิ่ นก า เนิ ด ในรัฐฟลอริดาของ
สหรฐัอเมริกา จากผลการท า restriction fragment length polymorphism (RFLP) พบว่ามีความ
แตกต่างกบัเชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรส์ายพนัธุอ่ื์น และมกัก่อโรคในสม้สามใบ (Poncirus trifoliata), 
มะนาวและเกรปฟรุต (Citrus paradisi var. Duncan) โดยพบรอยฉ ่าน า้และวงแหวนสีเหลืองรอบ
รอยแผล แต่แผลจะเรียบแบนต่างจากรอยโรคแคงเกอรใ์นกลุม่อื่น (14, 15) 

2.2 ลักษณะท่ัวไป 
เชื ้อ Xcc เป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนสั้นมีขนาด 1.5-2.0 × 0.5-0.75 

ไมโครเมตร ตอ้งการอากาศในการเจริญ มีแฟลกเจลลาเสน้เดียวบริเวณปลายหรือขัว้ของเซลล์ 
(monotrichous flagellum) เชื ้อสามารถสร้างรงควัตถุสี เหลืองที่ เรียกว่า แซนโทโมนาดิน 
(xanthomonadin) ท าใหโ้คโลนีของเชือ้สาเหตุโรคมีสีเหลือง เมื่อเชือ้เจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ที่มี
น ้าตาล เป็นส่ วนประกอบจะผลิตแซนแทน  (xanthan) ซึ่ ง เป็ น เอ็ก โซพอลิ แซ็ กคาไรด ์
(exopolysaccharide, EPS) ที่หลั่งออกมานอกเซลล ์และท าใหโ้คโลนีเป็นเมือกเยิม้ ช่วงอณุหภูมิ
ที่เหมาะสมในการเจรญิเติบโตของเชือ้สาเหตโุรคคือ 28-30 องศาเซลเซียส (8) 
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2.3 กลไกการก่อโรค 
เชือ้ Xcc มีกลไกที่หลากหลายในการเขา้บุกรุกและก่อใหเ้กิดอาการของโรคแคงเกอร ์

ส าหรบักลไกที่ใชเ้พื่อเขา้ยึดเกาะกับพืน้ผิวของพืชอาศัย ท าโดยการสรา้งโปรตีน XacFhaB เป็น
โปรตีนแอดฮีซิน (adhesin) ที่มีความจ าเพาะต่อการเขา้ยึดเกาะและส าคญัต่อการก่อโรคแคงเกอร ์
รวมทั้งมีผลต่อความรุนแรงของโรคโดยตรง เนื่องจากเมื่อทดสอบการกลายของยีน XacFhaB 
พบว่าเชือ้ Xcc สายพันธุ์กลายจะเข้ายึดเกาะผิวของพืชอาศัยได้น้อยลง นอกจากนีข้นาดและ
จ านวนของรอยแผลที่พบมีอาการไม่รุนแรงเท่ากบัอาการที่เกิดจากเชือ้ Xcc สายพนัธุป์กติ (16) 

เมื่อเชือ้สามารถเข้ายึดเกาะกับผิวของพืชอาศัยได้ส  าเร็จจะมีการส่งผ่านโปรตีนที่
เก่ียวข้องกับการก่อโรค (effector protein) เข้าสู่เซลล์พืชผ่านทาง type III protein secretion 
system (T3SS) โดยกลุ่มของยีนที่ท าหน้าที่ สร้าง  T3SS คือ hypersensitive response และ 
pathogenicity (hrp) gene ซึ่ง effector protein มีบทบาทไปปรบัเปลี่ยนหรือลดการตอบสนองใน
กลไกการป้องกนัตวัเองของพืช ส่งผลใหส้ภาวะภายในเซลลพ์ืชเหมาะสมต่อการเขา้บุกรุกของเชือ้
สาเหตโุรค หรือเหมาะสมต่อการก่อโรคแคงเกอร ์ (5) 

โปรตีน PthA เป็น effector protein ที่จ  าเป็นต่อการเกิดอาการของโรคแคงเกอร ์ซึ่ง
ถูกก าหนดการแสดงออกโดยบริเวณ  pathogenicity gene (PthA) ที่มีอยู่หลายต าแหน่งบน 
พลาสมิดดีเอ็นเอของเชื ้อ Xcc แต่ไม่พบยีน PthA ในเชื ้อ Xanthomonas ชนิดอ่ืนที่ไม่ก่อโรค 
แคงเกอร ์มีการทดลองยืนยันท าโดยแยกยีน PthA จากเชือ้ Xcc ถ่ายเขา้สู่เชือ้แบคทีเรียในสกุล 
Xanthomonas อ่ืน ๆ และทดสอบการก่อโรคแคงเกอรพ์บว่าเชื ้อแบคที เรียดังกล่าวสามารถ
ก่อใหเ้กิดอาการของโรคแคงเกอรใ์นพืชตระกลูสม้ได้ (17) 

เชือ้ Xcc สามารถสรา้งแซนแทนที่มีลกัษณะเป็นเมือกหลั่งออกมานอกเซลล์ ซึ่งการ
สรา้งแซนแทนถูกควบคุมโดยกลุ่มยีน  regulation of pathogenicity factors (rpf) (5) แซนแทน
ไม่ไดม้ีบทบาทในระยะแรกของการเขา้บุกรุก แต่มีความส าคญัในการเขา้อาศยัและเพิ่มจ านวนของ
เชือ้ Xcc ในเซลลพ์ืช นอกจากนีแ้ซนแทนและโปรตีน XacFhaB ยงัเก่ียวขอ้งกบัการสรา้งไบโอฟิลม์ 
(biofilm) ที่ช่วยเพิ่มการรอดชีวิตของเชือ้บรเิวณผิวนอกของพืชอาศยั และเก่ียวขอ้งกบัการเคลื่อนที่
ของเชือ้ Xcc ไปยงัเซลลข์า้งเคียง ท าใหเ้กิดการขยายและลกุลามของอาการโรคแคงเกอร ์(16) 

จีโนมของเชื ้อ Xcc มีบริเวณยีน plant natriuretic peptide (PNP)-like (XacPNP) 
โดยจะพบการแสดงออกในระหว่างที่เชือ้ก่อให้เกิดโรคแคงเกอรใ์นพืชเท่านั้น  ซึ่ง XacPNP เป็น 
เปปไทดส์ายสัน้ ๆ ที่จดัเป็น effector protein ชนิดหนึ่งซึ่งมีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน PNP ที่พืช
สรา้งขึน้เอง เพื่อควบคุมสมดุลไอออนและน า้ภายในเซลลข์องพืช โปรตีน XacPNP มีบทบาทไป
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กระตุน้การสงัเคราะหแ์สง และช่วยลดความเครียดของพืชในสภาพแวดลอ้มที่ไม่เหมาะสม โดยจะ
เป็นผลดีต่อการด ารงชีวิตของเชือ้ Xcc ภายในเซลลพ์ืช เนื่องจากเชือ้ Xcc จะอาศัยอยู่ในเซลลพ์ืช
ที่มีชีวิตเท่านัน้ (biotrophic lifestyle) (5) 

2.4 การคัดแยกและการตรวจสอบ 
2.4.1 การคดัแยกเชือ้สาเหตโุรค 

เชือ้ Xcc สามารถคดัแยกไดจ้ากใบ ผล กิ่งและกา้นของพืชตระกูลสม้ที่มีรอยโรค
แคงเกอร ์ซึ่งควรคัดแยกเชือ้ทันทีหลังจากการเก็บตัวอย่าง โดยใช้อาหาร nutrient agar ที่เติม 
0.1% กลโูคส (NGA) กรณีที่แยกเชือ้สาเหตโุรคจากตวัอย่างที่ไดม้าจากสิ่งแวดลอ้มควรใชอ้าหารที่
มีกลโูคสความเขม้ขน้ 0.01% หรืออาจคัดแยกบนอาหารเลีย้งเชือ้ yeast peptone glucose agar 
และ Wakimoto medium โดยเติมยาปฏิชีวนะ cycloheximide เพื่อยับยั้งการเจริญของเชือ้รา 
ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Xanthomonas จะมีสีเหลือง กลม นูน ขอบเรียบและมีเมือกเยิม้บนอาหาร
ทัง้ 3 ชนิด โดยใชเ้วลาบ่ม 3-5 วนัที่อณุหภมูิ 25-28 องศาเซลเซียส (13) 

อาหารเลีย้งเชือ้กึ่งคดัเลือก modified tween medium B (mTMB) ที่ม ีtween 80 
เป็นส่วนประกอบส าคัญและมีการเติมยาปฏิชีวนะ cephalexin, 5-fluorouracil, tobramycin 
sulphate และ nystatin เพื่อยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียแกรมบวกบางชนิด แบคทีเรียแกรมลบ
ในสกุล Pseudomonas และเชือ้รา ซึ่งลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Xanthomonas บนอาหาร mTMB 
หลงัจากบ่ม 4-7 วันจะมีสีเหลืองอ่อน กลม นูน ขนาดเล็ก มีเมือกเยิม้เล็กนอ้ย พบตะกอนขาวขุ่น 
(ภาพประกอบ 3A) เนื่องจากเชือ้สามารถย่อยสลาย Tween 80 ในอาหาร mTMB ได ้(18) 

 Lee และคนอ่ืน ๆ (2009) ไดพ้ฒันาอาหารเลีย้งเชือ้ Xanthomonad differential 
medium (Xan-D) ซึ่งเป็นอาหารที่บ่งบอกความแตกต่าง (differential medium) ของเชือ้ในกลุ่ม 
Xanthomonads ออกจากเชือ้จุลินทรียท์ี่มีโคโลนีสีเหลืองคลา้ยคลึงกนั อาหารเลีย้งเชือ้ Xan-D มี
ส่วนประกอบที่ส  าคัญคือ Tween 80 และ skim milk อีกทัง้มีการเติมอินดิเคเตอร ์(indicator) เป็น 
bromothymol blue และยาปฏิชีวนะ cephalexin, 5-fluorouracil และ cycloheximide เพื่อยบัยัง้
การเจริญของเชือ้ราและแบคทีเรียแกรมบวก โดยหลงัจากการบ่ม 3-4 วัน โคโลนีของเชือ้ในกลุ่ม 
Xanthomonads จะมีลกัษณะมันวาว กลม นูน และมีสีเหลืองอมเขียว เนื่องจากเชือ้สามารถย่อย 
Tween 80 ในอาหารเลีย้งเชือ้ไดจ้ึงท าใหค่้าพีเอชของอาหารสูงขึน้ ส่งผลให ้bromothymol blue 
เปลี่ยนจากสีเหลืองไปเป็นสีเขียว และพบตะกอนขาวขุ่นขนาดเล็กรอบโคโลนีจากการย่อยสลาย 
Tween 80 และรอบนอกของบริเวณขาวขุ่นพบบริเวณใสขนาดใหญ่จากการย่อยสลาย skim milk 
(ภาพประกอบ 3B) (19) 
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ภาพประกอบ 3 โคโลนีของเชือ้ในกลุม่ Xanthomonads บนอาหารเลีย้งเชือ้ mTMB และ Xan-D 

(A) อาหารเลีย้งเชือ้ mTMB และ (B) อาหารเลีย้งเชือ้ Xan-D 
 

ที่ ม า :  ( A)  International Seed Federation.  Method for the detection of 
Xanthomonas spp. on pepper seed. 2013. p. 1-7. (20) (B) Lee YA, Sung AN, Liu TF, Lee 
YS.   Combination of chromogenic differential medium and estA-specific PCR for 
isolation and detection of phytopathogenic Xanthomonas spp.  Appl Environ Microbiol.  
2009; 75(21): 6831-8. (19) 
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2.4.2 การตรวจสอบเชือ้สาเหตโุรค 
การระบุชนิดของเชือ้ Xcc ควรตรวจสอบดว้ยเทคนิคที่หลากหลาย เนื่องจากเชือ้

ในสกุล Xanthomonas บางชนิด สามารถคัดแยกไดจ้ากพืชตระกูลสม้เช่นเดียวกัน ดังนัน้ควรใช้
เทคนิคที่นอกเหนือจากการศกึษาสณัฐานวิทยาและลกัษณะโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ 

2.4.2.1 การตรวจสอบทางเซรุม่วิทยา 
เทคนิคทางดา้นเซรุ่มวิทยาถูกน ามาใชใ้นการตรวจสอบเชือ้ Xcc ยกตวัอย่าง

เช่ น  indirect immunofluorescence, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  แ ล ะ 
double antibody sandwich ELISA ซึ่งต้องใช้แอนติบอดีที่มีความจ าเพาะสูงต่อเชื ้อ Xcc เพื่อ
ความถูกตอ้งและแม่นย า นอกจากนีย้ังมีการพัฒนาชุดตรวจสอบเชือ้ Xcc โดยใชเ้ทคนิค ELISA 
แต่ตอ้งใชต้รวจสอบเชือ้บริสทุธิ์เท่านัน้ เนื่องจากมีความไวต ่าเกินกว่าที่จะใชต้รวจหาเชือ้ Xcc ใน
ตวัอย่างพืช และยงัสามารถเกิดปฏิกิรยิาขา้มกลุม่ (cross-reaction) กบัเชือ้ในสกลุเดียวกนัได ้(13) 

2.4.2.2 การตรวจสอบลกัษณะทางชีวเคมี 
เชื ้อ Xcc มีลักษณะทางชีวเคมีใกล้เคียงกับเชื ้อชนิดอ่ืนในสกุลเดียวกัน  ซึ่งมี

ลกัษณะบางประการทางชีวเคมีที่นิยมใชจ้ัดจ าแนก โดยเชือ้ Xcc ใหผ้ลบวกกับการทดสอบการ
ย่อยแป้ง , casein, Tween 80, esculin, gelatin และ pectin, การทดสอบ catalase, การใช้
กรดอะมิโน methionine และ cysteine และให้ผลลบกับการทดสอบ  oxidase, การทดสอบ 
nitrate reduction, การใชก้รดอะมิโน asparagine และ 0.02% triphenyltetrazolium chloride (13) 

2.4.2.3 การตรวจสอบความสามารถในการก่อโรค 
ท าโดยปลูกเชือ้ที่ตอ้งการทดสอบการก่อโรคบนใบพืช และควรทดสอบในพืชที่

เป็นสายพันธุ์อ่อนแอต่อโรคแคงเกอร ์ยกตวัอย่างเช่น เกรปฟรุต, สม้วาเลนเซีย (C. sinensis var. 
Valencia) และมะนาว เพื่อยืนยนัความถูกตอ้งในการระบุชนิดของเชือ้ Xcc ที่มีความสามารถใน
การก่อโรคแคงเกอร ์โดยท าแผลบนใบแลว้ทาเชือ้ทดสอบหรือฉีดพ่นใบดว้ยเชื ้อทดสอบ นอกจากนี ้
ควรทดสอบโดยใชใ้บอ่อน เนื่องจากอยู่ในระยะที่อ่อนแอต่อการเกิดโรคสงู อาการของโรคแคงเกอร์
จะปรากฏขึน้หลงัจากปลกูเชือ้ 7-14 วนัหากสภาวะเหมาะสม ระยะแรกแผลจะมีลกัษณะเป็นสีขาว
ฟ ูส าหรบัการทดสอบการก่อโรคควรใชเ้ชือ้ทดสอบที่มีจ  านวน 106-108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร (colony 
forming unit per mL, CFU/mL) และควรมีชุดควบคมุเชิงลบ (negative control) และชุดควบคุม
เชิงบวก (positive control) เพื่อเปรียบเทียบลกัษณะของรอยโรคแคงเกอร ์(13) 
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2.4.2.4 การตรวจสอบดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
การใชเ้ทคนิค PCR เพื่อตรวจสอบเชือ้ Xcc ควรใชไ้พรเมอร  ์2 ชุดที่แตกต่าง

กัน เนื่องจากการใช้ไพรเมอรเ์พียงคู่เดียวยังขาดความจ าเพาะและไม่น่า เชื่อถือมากพอตาม
ค าแนะน าของมาตรฐาน International Standards for Phytosanitary Measure (ISPM) 27 (13) 
โดยคู่ไพรเมอรช์ุดที่  1 สามารถเลือกใชไ้พรเมอร ์J-pth1/J-pth2 ซึ่งจ าเพาะกับยีนที่เก่ียวขอ้งกับ
การสร้างโป รตีน  PthA หรือ ใช้ไพ รเมอร์ J-RXg/J-RXc2 ซึ่ งจ า เพ าะกับบริ เวณ  internal 
transcribed spacer (ITS) regions ของ 16S และ 23S rDNAs ในเชื ้อ Xcc สายพันธุ์ A ส่วนคู่
ไพรเมอรช์ุดที่ 2 สามารถเลือกใชไ้พรเมอร ์Xac01/Xac02 ซึ่งจ าเพาะกบับริเวณกลุ่มของยีน rpf ที่
เก่ียวขอ้งกับการสรา้งแซนแทนหรือเอนไซมท์ี่จ  าเป็นในการก่อโรคแคงเกอร์ หรือเลือกใชไ้พรเมอร ์
XACF/XACR ซึ่งจ าเพาะกบับริเวณยีน hrpW ที่เป็นส่วนหนึ่งของยีน hrp โดยยีน hrpW มีโดเมนที่
คล้ายคลึงกับบริเวณยีนที่ถูกแปลรหัสเป็นโครงสรา้ง  hairpin และเอนไซม์ pectate lyase ของ
บริเวณ T3SS ที่ใชแ้ทงทะลุผ่านและย่อยสลายผนังเซลลพ์ืช ตามล าดับ (21) ขอ้มูลของไพรเมอรท์ี่
กลา่วดา้นบนแสดงดงัตาราง 1 
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2.5 วิวัฒนาการต้านทานต่อสารเคมี 
ในธรรมชาติเชือ้แบคทีเรียสามารถเกิดกระบวนการแลกเปลี่ยนยีน  หรือสามารถ

ถ่ายทอดสารพันธุกรรมผ่านกระบวนการถ่ายทอดยีนแนวราบ  (horizontal gene transfer) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งกระบวนการคอนจูเกชัน (conjugation) ซึ่งยีนที่เก่ียวขอ้งกับความรุนแรงของ
โรคบางยีนที่อยู่บนพลาสมิดอาจถูกถ่ายทอดไปสู่เชือ้แบคทีเรียชนิดเดียวกันหรือต่างชนิด ท าให้
เกิดวิวฒันาการของเชือ้สาเหตโุรคเป็นสายพนัธุท์ี่มีความรุนแรงในการก่อโรค หรือมีความตา้นทาน
ต่อสารเคมีที่ใชค้วบคมุโรคแคงเกอร ์

Behlau และคนอ่ืน ๆ (2011) (24) รายงานว่าการต้านทานต่อสารเคมีประเภท 
คอปเปอรข์องเชือ้ Xcc เกิดจากกระบวนการขบัสารดงักลา่วออกนอกเซลลแ์ละการสะสมไวภ้ายใน
เซลลไ์ดม้ากกว่าปกติ ซึ่งกลไกเหลา่นีถู้กควบคมุดว้ยยีน copL, copA  และ copB โดยเก่ียวขอ้งใน
การสรา้งโปรตีนที่จับกับสารกลุ่มคอปเปอร ์ส่วนมากมักพบยีนอยู่บนพลาสมิดของเชือ้สาเหตโุรค 
ดงันัน้การถ่ายทอดพลาสมิดที่มียีนตา้นทานสารคอปเปอรผ์่านกระบวนการคอนจูเกชนัเป็นผลให้
การควบคมุโรคแคงเกอรด์ว้ยสารเคมีกลุม่ดงักลา่วไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ 

เชือ้ Xcc สามารถต้านทานต่อยาปฏิชีวนะ streptomycin ที่ใช้ในการควบคุมโรค 
แคงเกอร ์โดย Chiou และ Jones (1995) (25) ตรวจพบการกลายแบบ point mutation บริเวณยีน 
rpsL ซึ่งถูกแปลรหัสเป็น ribosomal protein S12 (องค์ประกอบของไรโบโซม) ส่งผลให้ยา
ปฏิชีวนะไม่สามารถขดัขวางการท างานของไรโบโซมในสายพนัธุท์ี่มีการกลายได ้และอีกกลไกหนึ่ง
เกิดจากการที่เชือ้แบคทีเรียไดร้บัพลาสมิดที่มียีนตา้นยาปฏิชีวนะ streptomycin ยกตัวอย่างเช่น 
พลาสมิด pEa3 ที่มี transposon Tn5393 ซึ่งมีล  าดับที่ซ  า้กันของยีน strA-strB โดยพลาสมิดดัง 
กล่าว สามารถถูกส่งถ่ายไปยงัเชือ้แบคทีเรียอ่ืน ๆ ผ่านกระบวนการคอนจูเกชัน (26) Hyun และคน
อ่ืน ๆ (2012) (27) ศึกษากลไกการตา้นทานต่อยาปฏิชีวนะ streptomycin ของเชือ้ Xcc จ านวน 21  
ไอโซเลทที่ก่อใหเ้กิดโรคแคงเกอรบ์นเกาะเชจู พบว่ามีจ านวน 18 ไอโซเลทที่เกิดการกลายบริเวณ
ยีน rpsL ที่โคดอนต าแหน่ง 41 จาก AAG เป็น AGG เป็นผลใหก้รดอะมิโน lysine ถูกเปลี่ยนไป
เป็นกรดอะมิโน arginine และตรวจพบการไดร้บัพลาสมิดที่มียีน strB ดังกล่าวซึ่งสอดคลอ้งกับ
รายงานขา้งตน้ อีกทัง้การชักน าใหเ้ชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรต์า้นทานต่อยาปฏิชีวนะ streptomycin 
สามารถเกิดขึน้ไดง้่าย โดยการเลีย้งเชือ้สายพนัธุต์า้นทานและสายพนัธุอ่์อนแอรว่มกนั 
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3. มะนาว 
มะนาวเป็นพืชตระกูลสม้ที่จดัจ าแนกอยู่ในวงศ์ Rutaceae โดยเชื่อกันว่ามีถิ่นก าเนิดอยู่

ในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใตบ้ริเวณภูมิภาคอินโดมาลายนั (Indo-Malayan region) ในปัจจุบนั
การปลูกมะนาวแพร่กระจายไปในหลายพืน้ที่ทั่วโลก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเขตภูมิอากาศอบอุ่น
และเขตรอ้น 

ประเทศไทยมีการคา้มะนาวเป็นพืชเศรษฐกิจ โดยนิยมปลกูทางการคา้ 2 ชนิดหลกั ไดแ้ก่ 
Citrus aurantifolia (Christm. )  Swingle ซึ่ ง มี ชื่ อ ส า มั ญ ว่ า  Mexican lime ห รื อ  key lime 
ครอบคลุมมะนาวไทย เช่น มะนาวแป้น มะนาวไข่ มะนาวหนัง และลูกผสมอ่ืน ๆ อีกชนิดหนึ่งคือ 
Citrus latifolia (Yu. Tanaka) Tanaka ซึ่งมีชื่อสามัญว่า Persian lime, bearss lime หรือ Tahiti 
lime เช่น มะนาวตาฮิติ และลกูผสมอ่ืน ๆ (28) ในปี พ.ศ. 2559 พืน้ที่การปลกูมะนาวในประเทศไทย
มีทั้งหมด 106,692 ไร่ ซึ่งมีผลผลิต 145,952 ตันต่อปี ภูมิภาคที่มีการเพาะปลูกมะนาวมากที่สุด
ของประเทศไทยคือ ภาคกลางและภาคเหนือ โดยสายพันธุ์ของมะนาวที่ได้รบัความนิยมทาง
การคา้คือมะนาวแป้น เนื่องจากสามารถปลูกไดใ้นทุกภูมิภาคของประเทศ ออกผลตลอดปี ใหผ้ล
ดก เปลือกบาง ปริมาณน า้คัน้มาก เมล็ดนอ้ยและมีกลิ่นหอม มะนาวพันธุ์แป้นเกิดจากการเพาะ
เมล็ดของมะนาวพื ้นบ้านจนมีการกลายพันธุ์ได้ลักษณะที่ดี  (1) ท าให้เป็นที่ต้องการของตลาด
ภายในและภายนอกประเทศ แต่การเพาะปลูกและการคา้มะนาวแป้นมักประสบปัญหาการแพร่
ระบาดของโรคแคงเกอร ์เนื่องจากมะนาวแป้นเป็นพืชอาศยัที่จดัอยู่ในกลุ่มที่มีความอ่อนแอต่อโรค
แคงเกอรส์ูงมาก (3) ท าใหเ้กษตรกรผูเ้พาะปลูกมะนาวมีความเสี่ยงต่อการขาดทุน ยกเวน้มะนาว
แป้นพันธุ์พิจิตร 1 ที่ผ่านการปรบัปรุงพันธุ์ใหต้า้นทานต่อโรคแคงเกอรไ์ดดี้ยิ่งขึน้ แต่การปรบัปรุง
พนัธุส์ง่ผลใหค้ณุลกัษณะที่ดีของมะนาวเปลี่ยนแปลงไปจากสายพนัธุด์ัง้เดิม (29) 

การก าหนดมาตรฐานของมะนาวทั้งด้านคุณภาพและความปลอดภัยถูกระบุไว้ใน
มาตรฐานสินคา้เกษตร โดยมีขอ้ก าหนดขัน้ต ่าคือ ผลมะนาวตอ้งสด สภาพดี ไม่มีรอยช า้และแดด
เผา ไม่เน่าเสีย ไม่มีกลิ่นหรือรสชาติที่ผิดปกติ มีอายกุารเก็บเก่ียวท่ีเหมาะสม มีปรมิาณน า้คัน้ไม่ต ่า
กว่า 40% โดยค านวณจากน า้หนักของผลมะนาว ผิวมะนาวควรมีสีเขียวหรือพบแตม้สีเหลืองต ่า
กว่า 30% ของพืน้ที่ผิว ไม่มีความเสียหายจากศตัรูพืชที่มีผลกระทบต่อคณุภาพภายในของมะนาว 
และไม่มีศัตรูพืชหรือโรคพืช ยกตัวอย่างเช่น โรคแคงเกอร ์และโรคจากราด า นอกจากนี ้ยังมี
ขอ้ก าหนดในการบรรจุหีบห่อ โดยใหม้ีการติดฉลากและเครื่องหมายแสดงรายละเอียดที่หีบห่อ
อย่างชัดเจน มีเครื่องหมายรบัรองมาตรฐานสินคา้การเกษตร อีกทั้งยังมีการตรวจสอบปริมาณ
สารพิษตกคา้งและปรมิาณสารเคมีที่ใชใ้นการควบคมุโรคพืช (28) 
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4. การควบคุมโรคแคงเกอร ์
โรคแคงเกอรเ์ป็นโรคกักกันที่ รุนแรงในหลายประเทศ ดังนั้นแต่ละประเทศจ าเป็นต้อง

อาศยัมาตรการทางการกกักนัพืช เพื่อกีดกนัไม่ใหเ้ชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรเ์ขา้สู่ประเทศและป้องกนั
การระบาดของโรค ในประเทศที่สภาพอากาศเหมาะสมต่อการแพรก่ระจายของเชือ้ Xcc มาตรการ
กกักนัพืชจะยิ่งเขม้งวดมากขึน้ในการน าเขา้กิ่งพนัธุ์ หรือชิน้ส่วนที่ใชใ้นการขยายพนัธุ์ และผลจาก
ประเทศที่มีการระบาดของโรคแคงเกอรอ์ยู่ก่อนแล้ว  นอกจากนี ้ยังมีมาตรการป้องกันการ
แพร่กระจายของเชือ้ Xcc ผ่านทางผูป้ฏิบติังานและอุปกรณเ์ครื่องมือทางการเกษตร ยกตัวอย่าง
เช่น เสือ้ผา้, ผิวหนงั, ถุงมือ และเครื่องพ่นสารเคมี โดยตอ้งมีการฆ่าเชือ้ Xcc ดว้ยสารเคมีก่อนเขา้
และภายหลงัออกจากบรเิวณเพาะปลูก (3, 8) วิธีการก าจัดและป้องกันการเกิดโรคแคงเกอรม์ีหลาย
วิธีดว้ยกัน ทัง้ในแง่ของการเผาท าลายตน้พืชที่เป็นโรค การใชส้ารเคมีฉีดพ่น การควบคุมโรคโดย 
ชีววิธีและการปรบัปรุงพนัธุพ์ืชตระกลูสม้ หรือการปลกูพืชสายพนัธุต์า้นทานทดแทน 

4.1 การเผาท าลาย 
เมื่อตรวจพบโรคแคงเกอรใ์นบริเวณที่มีการเพาะปลูกพืชตระกูลสม้ การก าจัดเชือ้ 

Xcc ในขัน้ตน้ ท าไดโ้ดยการตดั ถอนรากถอนโคน และเผาท าลายตน้ที่ปรากฏอาการของโรคทิง้ไป 
ซึ่งเป็นวิธีที่ไดร้บัการยอมรบัในการก าจัดโรคแคงเกอร์ รฐัฟลอริดามีกฎหมายที่ก าหนดไวว้่า หาก
พบตน้สม้ที่เป็นโรคแคงเกอรท์ัง้ในที่อยู่อาศัยและพืน้ที่เพาะปลูกทางการคา้จะตอ้งท าลายตน้สม้
ทกุตน้ในรศัมี 579 เมตร (3) 

4.2 การฉีดพ่นสารเคมีกลุ่มคอปเปอร ์
คอปเปอรเ์ป็นโลหะหนกัซึ่งท าหนา้ที่เป็นโคแฟกเตอรข์องเอนไซมท์ี่มีความส าคญัต่อ

การด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิต แต่หากไดร้บัคอปเปอรป์ริมาณมากเกินจะเกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ 
โดยมีผลไปท าปฏิกิริยากบักรดนิวคลีอิก รบกวนระบบการถ่ายทอดพลงังาน ยบัยัง้การท างานของ
เอนไซม์และเยื่อหุ้มเซลล์ ดังนั้นจึงมีการประยุกต์ใช้สารเคมีในกลุ่มคอปเปอรเ์ป็นยาฆ่าเชื ้อ
แบคทีเรีย (30) โดยสารเคมีกลุ่มคอปเปอรส์ามารถป้องกันการบุกรุกของเชือ้สาเหตุโรคที่ อยู่บนผิว
ของพืชเท่านัน้จึงตอ้งมีการฉีดพ่นอยู่บ่อยครัง้  เพื่อใหก้ารควบคุมโรคมีประสิทธิภาพสูงที่สุด หาก
พืชอาศัยมีความอ่อนแอต่อโรคแคงเกอรม์ากจ าเป็นต้องใช้วิธีควบคุมหลายแนวทางร่วมกัน 
เนื่องจากการฉีดพ่นสารเคมีกลุม่คอปเปอรเ์พียงอย่างเดียวไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอ (31) 

สารเคมีกลุ่มคอปเปอรท์ี่เกษตรกรนิยมใชม้ีหลายสตูรดว้ยกัน ไดแ้ก่ คอปเปอรอ์อกซี
คลอไรด,์ คอปเปอรซ์ลัเฟต, คอปเปอรไ์ฮดรอกไซดแ์ละคอปเปอรอ์อกไซด์ แต่การใชส้ารดังกล่าว
ฉีดพ่นเป็นระยะเวลานานส่งผลใหเ้กิดการกลายของเชือ้ Xcc เป็นสายพนัธุท์ี่ตา้นทานต่อสารเคมี
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กลุ่มคอปเปอร ์ท าใหก้ารควบคุมโรคแคงเกอรท์ าไดย้ากมากขึน้ (31) นอกจากนีย้ังมีการใช้สารใน
กลุ่มคอปเปอรร์ว่มกบัยาปฏิชีวนะ streptomycin (27) และสารเคมีกลุ่มอ่ืน ๆ เช่น แมนโคเซบ (4) ซึ่ง
การใช้สารเคมีอย่างต่อเนื่องในปริมาณมากอาจท าให้เกิดการตกค้างอยู่บนผลมะนาวและใน
สิ่งแวดลอ้มได ้

4.3 การปรับปรุงพันธุแ์ละการปลูกพืชสายพันธุต์้านทาน 
แนวทางในการปรบัปรุงพันธุพ์ืชตระกูลสม้ใหต้า้นทานต่อการเกิดโรคแบ่งออกเป็น 2 

วิธีหลกั วิธีแรกคือการปรบัปรุงพันธุ์ดว้ยวิธีดัง้เดิม (conventional method) ยกตัวอย่างเช่น การ
คดัเลือกสายพันธุต์า้นทาน, การน าเขา้พืชสายพันธุต์า้นทาน และการผสมพนัธุพ์ืชจากตน้พ่อพนัธุ์
และตน้แม่พันธุท์ี่ตา้นทานต่อการเกิดโรคแคงเกอร ์ส าหรบัวิธีที่สองคือการปรบัปรุงพันธุด์ว้ยวิธีดัด
แปรพันธุกรรม (non - conventional method) ยกตัวอย่างเช่น การชักน าให้เกิดการกลาย, การ
หลอมรวมโปรโตพลาสต ์และการดดัแปรพนัธุกรรมดว้ยเทคนิคทางพนัธุวิศวกรรมอื่น ๆ (32) 

Prasad และคนอ่ืน ๆ (1997) (33) รายงานถึงการผสมพันธุม์ะนาวเพื่อสรา้งสายพันธุ์
ตา้นทานต่อโรคแคงเกอร ์โดยการคัดเลือกเลมอนสายพันธุ์ Nepali oblong หรือ Assam lemon 
(C. limon (L.) Burm. f.) ที่ตา้นทานต่อโรคแคงเกอรม์าผสมกับมะนาวเกิดเป็นลูกผสมที่มีความ
ต้านทานต่อโรคแคงเกอรร์ะดับปานกลางและมีคุณลักษณะที่ดี นอกจากนี ้ยังมีรายงานการ
คัดเลือกพืชตระกูลสม้สายพันธุ์ตา้นทานต่อโรคแคงเกอร์ เพื่อใชเ้ป็นตน้กลา้ในการเพาะปลูก ท า
โดยตรวจวัดปริมาณอนุมูลอิสระของออกซิเจน (reactive oxygen species, ROS) ที่พืชสรา้งขึน้
และประเมินการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค หลงัจากพืชถูกกระตุน้ดว้ย
โปรตีนแฟลกเจลลินของเชือ้ Xcc อีกทัง้ยังทดสอบการปลูกเชือ้ Xcc และสงัเกตความรุนแรงของ
รอยโรคแคงเกอรท์ี่เกิดขึน้ว่ามีมากหรือนอ้ยเพียงใด เพื่อคดัเลือกตน้แม่พนัธุแ์ละตน้พ่อพนัธุใ์นการ
สรา้งลกูผสมสายพนัธุใ์หม่ที่ตา้นทานต่อโรคแคงเกอรไ์ดดี้ (34) 

ในประเทศไทยมีการปรบัปรุงพันธุ์มะนาวดว้ยวิธีดั้งเดิม จากการผสมมะนาวพันธุ์
แปน้ร  าไพและมะนาวพนัธุน์  า้หอมจนไดล้กูผสมที่มีชื่อว่ามะนาวแปน้พนัธุพ์ิจิตร 1 เนื่องจากมะนาว
พันธุ์แป้นร  าไพมีคุณลักษณะที่ดีแต่อ่อนแอต่อการเกิดโรคแคงเกอร์ ส่วนมะนาวพันธุน์  า้หอมเป็น
มะนาวที่มีความตา้นทานต่อโรคแคงเกอรส์ูง ดังนั้นมะนาวพันธุ์พิจิตร 1 ที่ได้จากการผสมจึงมี
ลกัษณะที่ดี เจรญิเติบโตรวดเรว็ ตน้สงู ใหผ้ลผลิตไว ปรมิาณน า้คัน้สงู และมีความตา้นทานต่อโรค
แคงเกอรม์ากกว่ามะนาวพนัธุแ์ปน้ร  าไพ โดยพบอาการของโรคแคงเกอรบ์นใบนอ้ยกว่ามะนาวพนัธุ์
แปน้ร  าไพประมาณ 4.5 เท่า (29) 
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การปรบัปรุงพันธุ์ดว้ยวิธีการดัดแปรพันธุกรรม ยกตัวอย่างเช่น การสรา้งสม้ดัดแปร
พันธุกรรมใหต้า้นทานต่อโรคแคงเกอร ์โดยการน ายีน Xa21 จากขา้วซึ่งเป็นยีนที่ถูกแปลรหัสเป็น
ตวัรบัรู ้(receptor) ที่ดีต่อการจดจ าเชือ้สาเหตโุรคในสกลุ Xanthomonas โดยถ่ายทอดยีนดงักลา่ว
เขา้ไปในจีโนมของสม้ผ่านกระบวนการ protoplast transformation (35) 

4.4 การควบคุมโรคโดยชีววิธี 
การลดปริมาณของเชือ้สาเหตุโรคในระยะเริ่มตน้หรือลดกิจกรรมการก่อโรคของเชือ้

สาเหตโุรค โดยใชส้ิ่งมีชีวิตหนึ่งชนิดหรือมากกว่าหนึ่งชนิดที่นอกเหนือจากมนุษย์ ยกตวัอย่างเช่น 
แบคทีเรีย, แอคติโนมยัสีทและเชือ้รา ซึ่งจุลินทรียท์ี่ใชใ้นการควบคมุโรคโดยชีววิธีเหล่านีถ้กูเรียกว่า 
ตัวควบคุมโรคทางชีวภาพหรือเชื ้อจุลินทรีย์ปฏิปักษ์  โดยที่จุลินทรีย์จะมีความสัมพันธ์ในเชิง
ปฏิปักษ์กบัเชือ้สาเหตุโรคพืช นอกจากนีก้ารควบคมุโรคโดยชีววิธียังรวมถึงการใชผ้ลิตภัณฑจ์าก
ธรรมชาติที่ ได้จากการสกัดหรือการหมัก  ข้อดีในการใช้ตัวควบคุมโรคทางชีวภาพคือมี
ความจ าเพาะต่อเชือ้สาเหตโุรคจึงไม่มีผลในวงกวา้งต่อเชือ้จุลินทรียท์ี่ไม่ใช่เป้าหมาย เป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดลอ้ม ยั่งยืน ราคาถูก และปราศจากสารเคมีตกคา้งในสิ่งแวดลอ้ม (36) โดยการควบคุมโรค
แคงเกอรด์ว้ยเชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษต่์อเชือ้สาเหตโุรค Xcc เป็นอีกหนึ่งวิธีที่เป็นแนวทางเลือกที่ถกูใช้
อยู่ในปัจจบุนั 

ในประเทศไทยมีการควบคุมโรคแคงเกอร์ในมะนาวโดยชีววิธี นลินีและคนอ่ืน ๆ 
(2556) (37) ศึกษาประสิทธิภาพของการใช้เชื ้อแบคทีเรีย  Bacillus subtilis N5102 ในรูปแบบ
ผลิตภณัฑน์ า้หมกัและแบบผงต่อการควบคมุโรคแคงเกอรใ์นมะนาว จากผลการทดลองพบว่าเชือ้ 
B. subtilis N5102 ในรูปแบบผงอัตรา 10 กรัมต่อน ้า1 ลิตรมีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค 
แคงเกอรส์ูงกว่ารูปแบบน า้หมกั อีกทัง้ยังสามารถลดความรุนแรงของโรคแคงเกอรไ์ดเ้ทียบเท่ากับ
สารเคมีคอปเปอรไ์ฮดรอกไซด ์ไม่ท าใหผ้ลร่วงก่อนถึงระยะเก็บเก่ียวและมีน า้หนักเฉลี่ยของผล
มะนาวมากกว่าการใชส้ารเคมีดงักลา่ว 

พงศธร (2560) (38) ไดพ้ฒันาสตูรชีวภณัฑอ์ารกัขาพืชชนิดผงจากผงถ่านชีวภาพ เพื่อ
ควบคมุโรคแคงเกอรพ์บว่าการผสมเชือ้ B. subtilis TU-Orga13 (ความเขม้ขน้เชือ้ 1016 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรในสูตรชีวภัณฑ ์500 กรมั ซึ่งสูตรชีวภัณฑน์ีป้ระกอบดว้ยผงถ่าน
ชีวภาพ แป้งทัลคัม, โดโลไมต์, แคลเซียมคารบ์อเนต, คารบ์อกซิเมทิลเซลลูโลสและน า้สกัดถั่ว
เหลือง โดยสตูรดงักล่าวสามารถคงการมีชีวิตของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษแ์ละลดจ านวนเชือ้ Xcc ได้
ดีที่สุด อีกทัง้ยังช่วยชกัน าการสะสมกรดซาลิไซลิก (salicylic acid) ในตน้มะนาวไดอ้ย่างรวดเร็ว
ภายใน 24 ชั่วโมง ซึ่งช่วยให้ตน้มะนาวตา้นทานต่อการเขา้บุกรุกของเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรไ์ด้ 
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โดยกรรมวิธีการใชส้ารชีวภณัฑด์งักล่าวใหม้ีประสิทธิภาพสูงสดุคือ การราดลงในดินบริเวณแปลง
ปลกู 

การควบคุมโรคแคงเกอรโ์ดยชีววิธีมีการศึกษาและคน้หาเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ หรือ
สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพชนิดใหม่ ๆ ที่มีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ Xcc เพื่อลดความเสียหายที่
เกิดจากโรคแคงเกอรใ์นพืชตระกูลสม้ที่เป็นพืชเศรษฐกิจของแต่ละประเทศเช่นกนั Huang และคน
อ่ืน ๆ (2012) (39) รายงานว่าเชือ้ B. subtilis TKS1-1 และเชือ้ Bacillus ชนิดอ่ืน ๆ ที่แยกมาจาก
บริเวณแปลงปลกู ดินรอบแปลงปลกูและปุ๋ ยอินทรียส์ามารถยบัยัง้เชือ้ Xcc ไดอ้ย่างดีเยี่ยม โดยมี
ผลไปขดัขวางการเขา้อาศัยและการสรา้งไบโอฟิลม์ของเชือ้ Xcc จึงลดอาการของโรคแคงเกอรใ์น
ตน้มะนาวลงได ้นอกจากนีไ้ดท้ดสอบการยับยั้งโรคแคงเกอรโ์ดยการฉีดพ่นเอนโดสปอรข์องเชือ้ 
B. subtilis TKS1-1 พบว่าการใชเ้อนโดสปอรจ์ านวน 109 สปอรต่์อมิลลิลิตรสามารถลดการเกิดโรค
แคงเกอรไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ หลงัจากฉีดพ่นเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมงก่อนปลกูเชือ้ Xcc 

Khodakaramian แ ล ะ ค น อ่ื น  ๆ  (2008)  (14) ร า ย ง าน ว่ า เชื ้ อ  Pseudomonas 
fluorescens Pf-15 และ Pseudomonas putida Pp-1 สามารถใชเ้ป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพ
เพื่อลดอาการของโรคแคงเกอร ์โดย P. fluorescens Pf-15 มปีระสิทธิภาพดีที่สดุในสภาพโรงเรือน 

De Oliveira และคนอ่ืน ๆ (2016) (40) ศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพก่ึงบริสุทธิ์ท่ีได้
จากน า้เลีย้งเชือ้ของ Pseudomonas aeruginosa LV ที่ถูกเลีย้งในสภาวะที่มีโลหะหนักคอปเปอร ์
0.01% พบว่าเชือ้สามารถสรา้งสารประกอบออรแ์กโนคอปเปอร ์(organocopper) ท่ีมีฤทธิ์ในการ
ยบัยัง้เชือ้ Xcc ไดดี้ เมื่อน าสารดังกล่าวมาฉีดพ่นเพื่อควบคุมโรคแคงเกอรบ์นตน้สม้วาเลนเซียใน
สภาพโรงเรือน พบว่าสามารถลดอาการของโรคแคงเกอรไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยลดจ านวน
ของเชือ้ Xcc ได้ทั้งในเซลล์และนอกเซลลพ์ืช ซึ่งสารดังกล่าวมีผลต่อการสรา้งไบโอฟิลม์และ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างเซลล์ของเชือ้ Xcc จากการศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพนีไ้ม่มีผลต่อเซลล์
ของพืช และที่ส  าคัญคือไม่มีผลต่อเซลลส์ตัวซ์ึ่งไดท้ าการทดสอบกับเซลลไ์ตลิง (LLC-MK2 cell) 
อีกทัง้สารยงัมีความคงทนสามารถอยู่ไดห้ลายสปัดาหท์ัง้บรเิวณผิวนอกและในเซลลข์องพืช 

Michavila และคนอ่ืน ๆ (2017) (41) คัดแยกเชือ้ Pseudomonas protegens CS1 ที่
สามารถผลิตสาร pyochelin ซึ่งเป็นซิเดอรโ์รฟอรช์นิดหนึ่งที่สามารถยับยัง้การเจริญของเชือ้  Xcc 
ได้ โดยมีผลเก่ียวข้องกับการสรา้ง ROS ที่ เป็นโมเลกุลส่งสัญญาณภายในเซลล์พืช  โดยเชื ้อ  
P. protegens CS1 ถูกแยกจากบริเวณส่วนเหนือดินของต้นเลมอน และถูกน ามาทดสอบการ
ยบัยัง้เชือ้ Xcc ทัง้ในระดบั in vitro และ in vivo  
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5. กลไกของเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ ์
เชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์มีกลไกในการยับยัง้เชือ้สาเหตโุรคพืชทัง้ทางตรงและทางออ้ม โดย

สภาวะปฏิปักษ์จะเกิดขึน้ระหว่างเชือ้จุลินทรีย์ 2 ชนิดที่อาศัยอยู่ในสิ่งแวดลอ้มเดียวกัน และมี
ความเฉพาะเจาะจงในการตอบสนองต่อกนั โดยการเป็นปฏิปักษ์ทางตรงเป็นผลมาจากการสมัผสั
ทางกายภาพ และกลไกการควบคุมเชือ้สาเหตุโรคทางอ้อมเกิดจากกิจกรรมของเชือ้จุลินทรีย์
ปฏิปักษ์ที่ไม่เก่ียวข้องในการตรวจจับหรือการก าหนดเป้าหมายของโฮสต์โดยตรง  โดยกลไกที่
เชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษใ์ชม้ี 5 รูปแบบหลกั (42) 

5.1 ภาวะปรสิต 
เชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์สามารถด ารงชีวิตแบบปรสิตในเซลลข์องเชือ้สาเหตุโรค โดยที่

ไม่มีผลต่อเชือ้จุลินทรีย์ต่างชนิดที่ไม่ใช่โฮสต์ (host) ดังนั้นจึงมีความจ าเพาะระหว่างชนิดของ
เชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์และเชือ้สาเหตุโรคพืชซึ่งจัดเป็นการยับยัง้ทางตรง Elad (1983) (43) รายงาน
ว่าเชือ้รา Trichoderma spp. ที่เป็นปรสิตของเชือ้รา Rhizoctonia solani และ Sclerotium rolfsii 
สามารถผลิตเอนไซมท์ี่ย่อยสลายผนงัเซลลข์องเชือ้รา เพื่อท าลายเซลลแ์ละเขา้ไปอยู่อาศยัในเซลล์
ของเชือ้ราเหลา่นัน้ 

5.2 การสร้างสารปฏิชีวนะ 
เชือ้จลุินทรียป์ฏิปักษบ์างชนิดสามารถผลิตสารปฏิชีวนะ ซึ่งเป็นสารทติุยภูมิที่เป็นพิษ

ต่อเซลลข์องเชือ้สาเหตุโรคพืช ในการประยุกตใ์ชส้ารเหล่านีเ้พื่อควบคุมโรคพืช ความเขม้ขน้ของ
สารตอ้งเพียงพอต่อจ านวนของเชือ้สาเหตุโรค เพื่อประสิทธิภาพที่ดีในการยับยัง้โรค เชือ้ในสกุล 
Bacillus, Pseudomonas, Streptomyces และ Trichoderma มีรายงานถึงการผลิตสารปฏิชีวนะ
ได้ อ ย่ า งห ล ากห ล าย  ย กตั ว อ ย่ า ง เช่ น  bacillomycin, fengycin, iturin A, mycosubtilin, 
zwittermicin A ที่ถูกผลิตโดยเชื ้อในสกุล  Bacillus และ pyoluteorin, pyrrolnitrin, phenazine 
และ DAPG ที่ผลิตโดยเชือ้ในสกลุ Pseudomonas (42) 

5.3 การสร้างเอนไซมย่์อยสลายและผลิตภัณฑอ์ื่น ๆ 
เชื ้อจุลินทรีย์มีคุณสมบัติในการผลิตและหลั่ งเอนไซม์ที่ สามารถย่อยสลาย

สารประกอบพอลิเมอร ์เช่น ไคติน, โปรตีน, เซลลโูลส และดีเอ็นเอ โดยกิจกรรมของเอนไซมเ์หล่านี ้
มีผลยบัยัง้กิจกรรมของเชือ้สาเหตโุรคพืชไดโ้ดยตรง นอกจากนีเ้ชือ้ในสกุล Pseudomonas spp. มี
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด์ซึ่งเป็นสารระเหยที่มีผลยับยั้งการท างานของ 
ไซโตโครมออกซิเดส (cytochrome oxidase) จึงมีความเป็นพิษสงูต่อจุลินทรียท์ี่ตอ้งการอากาศใน
การเจรญิ (42) 
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เชื ้อแบคที เรียที่ สามารถส่งเสริมการเจริญของพืช  (plant-growth promoting 
bacteria, PGPB) สามารถแสดงความเป็นปฏิปักษ์ทางออ้มต่อเชือ้สาเหตุโรคไดเ้ช่นกัน โดยการ
เพิ่มความแข็งแรงใหพ้ืชตา้นทานต่อการบุกรุกของเชือ้สาเหตโุรค รวมทัง้ลดความเครียดที่เกิดจาก
การตอบสนองต่อการติดเชือ้สาเหตุโรค เชือ้ PGPB สามารถผลิตเอนไซม ์ACC deaminase เพื่อ
ย่อยสลาย ACC ซึ่งเป็นสารตัง้ตน้ในวิถีการสังเคราะหเ์อทิลีนของพืช ดังนั้นจึงช่วยควบคุมระดับ 
เอทิลีนไม่ใหสู้งเกินไปจนยับยั้งการเจริญเติบโตของพืช กิจกรรมของเอนไซม์ ACC deaminase 
สามารถยบัยัง้การพฒันาโรคปุ่ มปมที่เกิดจากเชือ้สาเหตโุรค Agrobacterium tumefaciens ได ้(44) 

เชือ้ P. fluorescens SP007s สามารถผลิตฮอรโ์มนพืช IAA และ gibberellins ซึ่งมี
ผลช่วยส่งเสริมการงอกของเมล็ด เพิ่มจ านวนรากแขนง เพิ่มความสงูล าตน้และความยาวของราก 
ท าให้ส่วนล าต้นเหนือดินเจริญเติบโตรวดเร็วจึงลดโอกาสการเกิดโรคในระยะต้นกล้า  (45) 
นอกจากนีค้วามสามารถในการละลายธาตฟุอสฟอรสั และการตรงึไนโตรเจนของเชือ้ PGPB ก็ช่วย
สง่เสริมการเจริญเติบโตของพืชโดยตรง เนื่องจากธาตไุนโตรเจนและธาตฟุอสฟอรสัมีความจ าเป็น
อย่างมากในการเจริญเติบโตของพืช แต่มักมีอยู่อย่างจ ากัดในดินหรืออยู่ในรูปที่พืชไม่สามารถ
น าไปใชไ้ด ้ซึ่งเชือ้จุลินทรียก์ลุ่ม PGPB จะช่วยเปลี่ยนรูปธาตุทัง้ 2 ชนิดใหอ้ยู่ในรูปที่พืชสามารถ
ดดูซมึเขา้สูเ่ซลลพ์ืชและน าไปใชป้ระโยชนไ์ด ้(46, 47) 

5.4 ภาวะแก่งแย่งแข่งขัน 
การเจริญเติบโตของเชือ้จุลินทรียใ์นธรรมชาติมีปัจจยัจ ากดัที่ส  าคญั เช่น สารอาหาร

ในดินและพืน้ที่อาศัย โดยการแก่งแย่งสารอาหารของเชือ้จุลินทรียป์ฏิปักษ์ต่อเชือ้สาเหตโุรคมีผล
ต่อความส าเร็จในการเขา้อาศยัในเซลลพ์ืช การเกิดอาการและความรุนแรงของโรค โดยช่วยลดการ
บกุรุกและการเจรญิเติบโตของเชือ้สาเหตโุรคพืช (42)  

เหล็กเป็นแร่ธาตุที่ จ  าเป็นในการเจริญ เติบโตของเชื ้อจุลินทรีย์  มีบทบาทใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมและเป็นส่วนประกอบของเซลล์ แต่เหล็กมักเป็นปัจจัยจ ากัดในดิน
เนื่องจากส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปที่ไม่ละลายน า้ ท าใหเ้ชือ้จลุินทรียไ์ม่สามารถน าธาตเุหล็กเขา้สู่เซลล์
ได ้ฉะนัน้เชือ้จุลินทรียส์่วนมากจึงผลิตซิเดอรโ์รฟอรท์ี่มีคณุสมบติัเป็นสารคีเลทจบัไอออนของธาตุ
เหล็ก เพื่อน าเขา้สู่เซลลแ์ละใชใ้นการด ารงชีวิต แต่ซิเดอรโ์รฟอรท์ี่ผลิตจากเชือ้จลุินทรียต่์างชนิดจะ
มีความสามารถในการจบัไอออนเหล็กไดแ้ตกต่างกนั เช่น ซิเดอรโ์รฟอรข์องเชือ้ P. fluorescens มี
ประสิทธิภาพในการจับไอออนของเหล็กไดม้ากกว่าซิเดอรโ์รฟอรท์ี่สรา้งจาก Erwinia carotovora 
และ Fusarium oxysporum ส่งผลให้เชื ้อจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชเหล่านี ้ไม่สามารถเจริญได้ 
เนื่องจากขาดธาตเุหล็กซึ่งเป็นแรธ่าตทุี่ส  าคญั (42) 
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5.5 การชักน าความต้านทานเชิงระบบของพืช 
พืชสามารถตอบสนองต่อสิ่งเรา้ที่พบในธรรมชาติทั่วไป รวมถึงสิ่งเรา้ที่สรา้งจาก

เชือ้จลุินทรีย ์ซึ่งอาจมีผลชกัน าหรือปรบัเปลี่ยนระบบภมูิคุม้กนัของพืชใหต้า้นทานต่อการบุกรุกของ
เชือ้สาเหตุโรคเฉพาะบริเวณและ/หรือชักน าเชิงระบบ โดยกลไกการชักน าความตา้นทานนีแ้สดง
ความเป็นปฏิปักษ์ทางอ้อมต่อเชือ้สาเหตุโรค ความต้านทานเชิงระบบของพืชที่ถูกชักน าโดย
เชื ้อจุลินทรีย์แบ่งเป็น  2 รูปแบบ ได้แก่  (1) systemic acquired resistance (SAR) และ (2) 
induced systemic resistance (ISR) โดยขึน้อยู่กับชนิดของตัวกระตุ้นที่ผลิตจากเชือ้จุลินทรีย์ 
และโมเลกลุสง่สญัญาณภายในระบบ (42) 

5.5.1 การชกัน าความตา้นทานแบบ systemic acquired resistance (SAR) 
SAR เป็นระบบการป้องกันตัวเองของพืชต่อเชื ้อสาเหตุโรคหลายชนิด โดยมี

โมเลกุลส่งเสรมิสญัญาณคือกรดซาลิไซลิก ซึ่งเป็นฮอรโ์มนพืชที่มกัผลิตขึน้เมื่อพืชถูกบุกรุกโดยเชือ้
สาเหตโุรค ต่อมาจึงกระตุน้การตอบสนองฉับพลนัของพืช (hypersensitive response) เป็นผลให้
เกิดการตายของเนือ้เยื่อในบริเวณที่ติดเชือ้ เพื่อจ ากดัการแพร่กระจายของโรคไปยงัสว่นอ่ืน ๆ และ
ระบบ SAR ยังส่งผลต่อการปรบัเปลี่ยนโครงสรา้งของผนังเซลล์พืช เพิ่มการสะสม ROS และ
กระตุ้นการแสดงออกของยีนที่ เก่ียวข้องกับกลไกการต้านทาน โรค โดยเฉพาะยีนในกลุ่ม 
pathogenesis-related (PR) gene (48) การชกัน าระบบ SAR จะเกิดขึน้หลงัจากการบุกรุกของเชือ้
เพียงระยะเวลาสัน้ ๆ แต่สามารถคงอยู่ไดเ้ป็นเวลานาน ฉะนัน้พืชจึงมีความตา้นทานต่อการติดเชือ้
ซ  า้ ซึ่งอาจเป็นเชือ้สาเหตุโรคชนิดเดิมหรือต่างจากชนิดเดิมก็ได้ (49) เชือ้ PGPB บางชนิดสามารถ
ผลิตกรดซาลิไซลิกไดใ้นสภาวะที่ดินมีธาตเุหล็กจ ากดั ยกตัวอย่างเช่น P. aeruginosa 7NSK2 ซึ่ง
กรดซาลิไซลิกที่ถกูผลิตมานัน้สามารถชกัน าความตา้นทานของพืชในเชิงระบบได ้(50) 

5.5.2 การชกัน าความตา้นทานแบบ induced systemic resistance (ISR)  
ISR เป็นระบบการป้องกันตัวเองของพืชที่ไม่มีความจ าเพาะต่อเชือ้สาเหตุโรค

เช่นเดียวกับระบบ SAR แต่มีโมเลกุลส่งเสริมสัญญาณเป็นกรดจัสโมนิกและ/หรือเอทิลีน ซึ่ง
โมเลกุลทัง้สองมกัถูกกระตุน้โดยเชือ้กลุ่ม PGPB ระบบ ISR มักมีการสรา้งโปรตีนที่เฉพาะเจาะจง 
เพิ่มการสะสมแคลโลสและสารประกอบฟีโนลิกซึ่งเป็นองคป์ระกอบของผนงัเซลล์พืช รวมทัง้สรา้ง
สารไฟโตอเล็กซิน (phytoalexin) ที่เป็นพิษต่อเชือ้สาเหตุโรค (51) ดังนั้นการชักน าความตา้นทาน
โดยเชือ้ PGPB จึงเป็นการเพิ่มความแข็งแรงใหก้บัพืช เพื่อเตรียมรบัมือต่อการบุกรุกของเชือ้สาเหตุ
โรคพืชในวงกวา้ง มีรายงานจ านวนมากกล่าวถึงความสามารถของ Pseudomonas spp. และ 
Bacillus spp. ในการชกัน าความตา้นทานของพืชผ่านระบบ ISR (52, 53) 
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เชือ้ PGPB บางชนิดสามารถชักน าความตา้นทานผ่านระบบ SAR และ ISR ร่วมกัน
ได ้ซึ่งการชักน าทั้ง 2 ระบบจะช่วยเพิ่มขอบเขตการป้องกันเชือ้สาเหตุโรคไดใ้นวงกวา้งมากกว่า
ความตา้นทานจากระบบใดระบบหนึ่ง Niu และคนอ่ืน ๆ (2011) (54) รายงานว่า Bacillus cereus 
AR156 สามารถชกัน าความตา้นทานต่อการติดเชือ้ Pseudomonas syringae pv. tomato ในตน้ 
อะราบิดอฟซิส (Arabidopsis thaliana) โดยกระตุน้การแสดงออกของยีน PR-1, PR-2 และ PR-5 
ซึ่งเป็นยีนที่จัดอยู่ในระบบ SAR นอกจากนีส้่งผลใหพ้ืชสรา้งโปรตีน defensin 1.2 ที่ถูกแปลรหัส
จากยีน PDF1.2 ซึ่งอยู่ในระบบ ISR นอกจากนี ้Lee และคนอ่ืน ๆ (2012) (55) พบว่าสารระเหยของ 
Paenibacillus polymyxa E681 สามารถชักน าระบบ SAR และ ISR เพื่อตา้นทานต่อเชือ้สาเหตุ
โรค P. syringae pv. maculicola 
 
6. การป้องกันตัวเองของพืช (plant defense response) 

พืชมีกลไกการตอบสนองต่อเชือ้สาเหตโุรคหลายวิธี อาจเป็นความตา้นทานทางกายภาพ
ที่มีอยู่แต่แรก เช่น ความหนาและความแข็งแรงของผนงัเซลล์ อีกส่วนหนึ่งคือความตา้นทานที่พืช
ถูกชักน าให้สรา้งขึน้ เพื่อป้องกันตัวเองจากการบุกรุกของเชือ้สาเหตุโรค โดยพืชมีโมเลกุลที่ท า
หนา้ที่เป็นตัวรบัรู ้(pattern recognition receptor, PRR) คอยตรวจจบัโมเลกุลของเชือ้สาเหตโุรค 
(pathogen-associated molecular pattern, PAMP) ตัวอย่าง เช่น โปรตีนแฟลกเจลลิน และ
องคป์ระกอบผนังเซลลข์องเชือ้จุลินทรียต่์าง ๆ โดยเรียกความตา้นทานในลักษณะนีว้่า PAMP-
triggered immunity (PTI) ซึ่ งอาศัยความจดจ าระหว่าง  PRR และ  PAMP แต่บางครั้งความ
ต้านทานแบบ PTI อาจไม่มีประสิทธิภาพเพียงพอต่อการยับยั้งเชือ้สาเหตุโรคบางชนิดที่สรา้ง 
avirulence (Avr) protein หรือ effector protein ที่มีผลยับยั้งการส่งสัญญาณหรือชะลอการ
ตา้นทานโรคในเซลลพ์ืช (effector-triggered susceptibility, ETS) ท าใหพ้ืชยงัคงเป็นโรคและตาย
ลงในที่สุด ดังนั้นพืชจึงพัฒนากลไกการตรวจจับ  effector protein โดยการสรา้ง avirulence 
receptor (Avr-R) protein ซึ่งเป็นตัวรับรู ้ที่จดจ าต่อ effector protein ของเชื ้อสาเหตุโรค เพื่อ
ตอบสนองแบบฉบัพลนัต่อการยบัยัง้การเจริญและแพรก่ระจายของเชือ้สาเหตโุรคในเซลลพ์ืช เรียก
ความตา้นทานในลักษณะนีว้่า effector-triggered immunity (ETI) (56) ดังนั้นจึงเกิดวิวัฒนาการ
ของเชือ้สาเหตุโรคและพืชอาศัยร่วมกันตลอดเวลา หาก Avr-R protein ของพืชไม่สามารถจดจ า 
effector protein ไดจ้ะส่งผลใหพ้ืชอาศัยเป็นโรคในที่สุด ฉะนัน้การตอบสนองแบบ PTI และ ETI 
จึงถกูเรียกว่า zig-zag model ดงัแสดงในภาพประกอบ 4 (57) 
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ภาพประกอบ 4 ความสมัพนัธร์ะหว่างพืชอาศยัและเชือ้สาเหตโุรคในรูปแบบ zig-zag 
PAMPs = pathogen-associated molecular patterns, Avr-R = avirulence receptor protein, 

PTI = PAMP-triggered immunity, ETS = effector-triggered susceptibility  
และ ETI = effector-triggered immunity  

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Jones JDG, Dangl JL.  The plant immune system.  Nature.  

2006; 444: 323–9. (57) 
 

การชักน าเชิงระบบของพืชมีผลกระตุน้การแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการ
ตา้นทานโรคในพืชไดห้ลายกลุ่ม ฉะนัน้จึงมีรายงานถึงขอ้มลูของยีนเหลา่นีข้องพืชที่มีความส าคญั
ต่อเศรษฐกิจ แต่การศึกษายีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรคในมะนาวยงัมีการศึกษาเพียง
เล็กนอ้ยเท่านัน้ โดยจะกลา่วถึงเฉพาะยีนที่ใชศ้กึษาในการวิจยันีเ้ท่านัน้ ซึ่งมีทัง้หมดจ านวน 4 ยีน  
 
 

Hypersensitive 
response 

Threshold for 

Threshold for  
Effective resistance 
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6.1 Leucine-rich repeat receptor-like kinase (LRR-RLK) gene  
LRR-RLK เป็นกลุ่มยีนตา้นทานของพืชที่แสดงออกเป็น PRR ซึ่งเป็นตัวรบัรูบ้ริเวณ

เยื่อหุม้เซลลข์องพืช โดยเก่ียวขอ้งในกระบวนการตรวจสอบ PAMP จากภายนอกเซลลพ์ืช เพื่อ
กระตุน้ความตา้นทานแบบ PTI ต่อไป (ภาพประกอบ 5) ส่งผลใหเ้กิดการป้องกนัการบุกรุกของเชือ้
สาเหตุโรคพืช โดยชักน าการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรค การสะสม 
ROS และการสะสมแคลโลสในผนงัเซลลข์องพืช 
 

 
 

ภาพประกอบ 5 การชกัน าระบบความตา้นทาน PTI และ ETI ในพืช 
PAMPs = pathogen-associated molecular patterns, PTI = PAMP-triggered immunity, 

ETI = effector-triggered immunity, PRR = pattern recognition receptor 
และ NBS-LRR = nucleotide binding site–leucine-rich repeat 

 
ที่ ม า :  ดั ด แ ป ล ง จ า ก  Dodds PN, Rathjen JP.   Plant immunity:  Towards an 

integrated view of plant–pathogen interactions.  Nat Rev Genet.  2010; 11: 539. (58) 
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โครงสรา้งของโปรตีน LRR-LRK แบ่งเป็น 3 โดเมน ไดแ้ก่ (1) extracellular domain, 
(2) transmembrane domain และ (3) intracellular domain ซึ่ง extracellular domain จะมีทั้ง
จ านวนชุดที่ซ  า้กันของ LRR และมีบริเวณที่มีความหลากหลายของ LRR (ภาพประกอบ 6) เพื่อ
ช่วยใหส้ามารถตรวจจับ PAMP ไดอ้ย่างหลากหลาย โดย LRR-RLK มีการตอบสนองต่อ PAMP 
แบบจ าเพาะ ตัวอย่างของ LRR-RLK ไดแ้ก่ flagellin sensing 2 (FLS2) และ elongation factor 
thermo unstable (EF-Tu) receptor (EFR) ที่ตอบสนองต่อโปรตีนแฟลกเจลลินและโปรตีน EF-Tu 
ของเชือ้แบคทีเรีย ตามล าดบั (59) 
 

 
 

ภาพประกอบ 6 โครงสรา้งของ LRR-RLK 
FLS2 = flagellin sensing 2, EFR = elongation factor thermo unstable receptor,  

EF-Tu = elongation factor thermo unstable และ LRR = leucine rich repeat 
 

Rodrigues และคนอ่ืน ๆ (2013) (60) ศึกษาการแสดงออกของยีนในตน้สม้แมนดาริน 
(Citrus reticulata) ดว้ยวิธี RNA sequencing หลงัจากปลูกเชือ้ Xylella fastidiosa เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง ซึ่งเป็นเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคใบเลอะเหลืองของสม้ (Citrus variegated chlorosis) จาก
ผลพบว่ามีการแสดงออกของยีนที่ถูกแปลรหสัเป็น PRR หลายชนิดรวมถึง LRR-RLK หลงัจากการ
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ปลูกเชือ้สาเหตโุรค นอกจากนีย้งัมีการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัการสรา้งสารทุติยภูมิ  การ
เพิ่มความแข็งแรงของผนังเซลล์ และการสรา้งฮอรโ์มนพืช ยกตัวอย่างเช่น กรดจัสโมนิกและกรด
แอบไซซิก (abscisic acid) 

Pitino และคนอ่ืน ๆ (2015) (34) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ของปริมาณ ROS ที่ต้นส้ม 
วาเลนเซียสรา้งขึน้กับระดับการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรค โดยมียีน  
LRR-RLK เป็นหนึ่งในกลุ่มยีนที่ศึกษา โดยออกแบบไพรเมอรต์ามล าดับนิวคลีโอไทดข์องตน้สม้
แมนดาริน ซึ่งพบว่าต้นส้มที่ต้านทานต่อโรคแคงเกอรไ์ด้ดีสามารถชักน าการแสดงออกของยีน 
LRR-RLK ไดส้งูตรงกบัปรมิาณ ROS ที่เพิ่มสงูขึน้  

Magalhães และคนอ่ืน ๆ (2016) (61) ศึกษาวิวัฒนาการของยีนในกลุ่ม LRR-RLK 
ของสม้คลีเมนไทน ์(Citrus clementina) และสม้เกลีย้ง เนื่องจากมีบทบาทส าคญัเก่ียวขอ้งกบัการ
วิวฒันาการรว่มกบัเชือ้สาเหตโุรค เพื่อตา้นทานต่อการเกิดโรคในพืชตระกลูสม้ 

6.2 Nucleotide binding site–leucine-rich repeat (NBS–LRR) gene family  
NBS-LRR เป็นกลุ่มยีนตา้นทานที่แสดงออกเป็นตัวรบัรูต่้อ effector protein ที่ผลิต

โดยเชือ้สาเหตโุรค โดยโปรตีน NBS-LRR จะตรวจจบั effector protein บริเวณภายในเซลลข์องพืช 
ซึ่งเป็นการชักน าความต้านทานของพืชในรูปแบบ  ETI (62) เมื่อ NBS-LRR ตรวจพบ effector 
protein จะน าไปสูก่ารชกัน ายีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค การสงัเคราะห ์ROS และกรด 
ซาลิไซลิก รวมทั้งปัจจัยอ่ืน ๆ อีกมากมายเช่นเดียวกับการชักน าความตา้นทานแบบ PTI (63) ดัง
แสดงในภาพประกอบ 5  

โปรตีน NBS-LRR ในพืชแบ่งเป็น 2 ประเภทขึน้กับโดเมนที่อยู่บริเวณ N-terminus 
ไดแ้ก่ (1) toll and interleukin-1-like receptor (TIR) domain และ (2) coiled-coil (CC) domain 
(63) (ภาพประกอบ 7) โดเมน NBS มีบรเิวณอนุรกัษข์องล าดบักรดอะมิโนที่เป็นโมทีฟ (motif) อยู่ใน
โครงสร้าง  เช่น  P-loop/kinase 1, kinase 2 และ kinase 3-a และ hydrophobic GLPL โดย
บริเวณโมทีฟเหล่านีม้ักถูกใชป้ระโยชนใ์นการศึกษายีนที่มีล  าดับนิวคลีโอไทดค์ลา้ยยีนตา้นทาน 
( resistance gene analogs, RGAs ห รื อ  resistance gene candidates, RGCs)  เพื่ อ เ ป็ น
เครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker) ส าหรบัปรบัปรุงพันธุแ์ละคัดเลือกพนัธุต์า้นทานต่อโรค
พืชต่าง ๆ สว่นโดเมน LRR อยู่บรเิวณ C-terminal ของยีน NBR-LRR เป็นโดเมนที่มีบทบาทส าคญั
ในการจดจ า effector protein ของเชือ้สาเหตโุรค (64) 
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ภาพประกอบ 7 โครงสรา้งของ NBS-LRR ทัง้ 2 ประเภท 
TIR = toll and interleukin-1-like receptor domain, NBS = nucleotide binding site,  

CC = coiled-coil domain และ LRR = leucine rich repeat 
 

ที่ ม า :  Tarr DEK, Alexander HM.   TIR-NBS-LRR genes are rare in monocots: 
Evidence from diverse monocot orders.  BMC Res Notes.  2009; 2: 197. (65) 
 

Deng และคนอ่ืน ๆ (2000) (66) ท าการโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน RGCs 
ในพืชตระกูลสม้สายพันธุ์ผสมระหว่างสม้สามใบและส้มโอ ซึ่งได้ยีน RGCs ทั้งหมด 10 คลาส 
ได้แก่ RGC1-RGC10 โดยยีนในคลาส RGC2 คือ Pt14 ซึ่งโปรตีน Pt14 ถูกจัดอยู่ใน NBS-LRR 
ประเภทที่มี TIR domain เนื่องจากโปรตีน Pt14 มีล าดับกรดอะมิโนเหมือนกับโปรตีน N และ L6 
คิดเป็นรอ้ยละ 48 และ 33 ตามล าดับ โดยที่ยีน N และ L6 เป็นยีนในกลุ่ม RGCs ของตน้ยาสูบ
และตน้ลินิน ตามล าดบั ซึ่งถกูแปลรหสัเป็นบรเิวณ N-terminus ที่ม ีTIR domain อยู่ในโครงสรา้ง 

การศึกษาพฒันาเครื่องหมายโมเลกุลตา้นทานโรคแคงเกอรใ์นมะนาว โดยวิเคราะห์
ยีนในกลุ่ม NBS-LRR ท าโดยวิธี PCR ร่วมกบัการตัดดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ พบว่ายีน Pt14 ที่ถูก
ตัดดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ Bfa1 สามารถใชเ้ป็นเครื่องมือในการศึกษาความตา้นทานหรือความ
อ่อนแอของมะนาวต่อโรคแคงเกอรไ์ด ้โดยประเมินความตา้นทานต่อโรคเปรียบเทียบกับการปลูก
เชือ้ลงในมะนาวแปน้ มะนาวน า้หอมและมะนาวพนัธุพ์ิจิตร (67) 
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6.3 Pathogenesis-related gene 1 (PR-1)  
PR-1 เป็นยีนในกลุ่ม  PR gene ที่ มี การแสดงออกเป็น  pathogenesis-related 

proteins (PRs) ซึ่งในพืชมีโปรตีน PRs อยู่ทั้งหมด 17 กลุ่ม จากการศึกษาถึงการแสดงออกของ 
PR gene ของพืชตระกูลสม้ พบว่ายีนแต่ละกลุ่มมีการแสดงออกแตกต่างกันขึน้อยู่กับสิ่งกระตุน้ 
อวยัวะ ชนิดของพืช และระยะเวลาหลงัจากถูกกระตุน้ โดยโปรตีน PRs เหล่านีม้ีบทบาทหนา้ที่ใน
การป้องกันพืชจากการบุกรุกของเชือ้สาเหตุโรค เช่น โปรตีน PR-3, PR-4, PR-8 และ PR -11 มี
คณุสมบติัเป็นเอนไซม์ chitinase โปรตีน PR-9 มีคุณสมบติัเป็นเอนไซม์ peroxidase และโปรตีน 

PR-2 มีคณุสมบติัเป็นเอนไซม ์-1,3-glucanase (68) 
โ ป ร ตี น  PR-1 จั ด อ ยู่ ใ น  cysteine-rich secretory protein, antigen 5, and 

pathogenesis-related-1 (CAP) protein superfamily โดยมีหนา้ที่เก่ียวขอ้งในการจับและปล่อย 
สเตอรอล และการจบัไอออนต่าง ๆ (69, 70) Gamir และคนอ่ืน ๆ (2017) (71) รายงานว่าโปรตีน P14c 
และ PR-1a ซึ่งเป็นโปรตีน PR-1 ที่ ได้จากต้นมะเขือเทศและต้นยาสูบสามารถยับยั้งการ
เจริญเติบโตของเชือ้รา Phytophthora brassicae แต่ไม่มีผลยบัยัง้เชือ้รา Aspergillus niger และ 
Botrytis cinerea แต่เมื่อเติมยาฆ่าเชือ้ราในความเขม้ขน้ต ่า เพื่อยบัยัง้กระบวนการสรา้งสเตอรอล 
พบว่า P14c สามารถยับยั้งการเจริญ เติบโตของเชื ้อราทั้ง 2 ชนิดได้มากขึน้  จากการศึกษา
คณุสมบติัในการเป็นสารตา้นเชือ้จุลินทรียข์องโปรตีน PR-1 เก่ียวขอ้งกบัการดึงสเตอรอลที่เยื่อหุม้
เซลลข์องจุลินทรียอ์อกไป หรือรบกวนการท างานของเยื่อหุม้เซลล์ ดงันัน้จึงมีประสิทธิภาพในการ
ยบัยัง้เชือ้ P. brassicae ที่ไม่มีความสามารถในการสงัเคราะหส์เตอรอลไดเ้อง (sterol auxotroph) 

โปรตีน PR-1 สามารถพบไดใ้นพืชเกือบทกุชนิดที่มีการศึกษาและมีปริมาณมากที่สดุ
เมื่อเทียบกับโปรตีน PRs กลุ่มอ่ืน และมักถูกใช้เป็นเครื่องหมายบ่งบอกถึงการชักน าความ
ตา้นทานเชิงระบบแบบ SAR อีกดว้ย เมื่อพืชถูกบุกรุกโดยเชือ้สาเหตุโรคหรือสิ่งกระตุน้อ่ืน ๆ ที่
ก่อให้เกิดการผลิตและสะสมกรดซาลิไซลิก จากนั้นกรดซาลิไซลิกจะท าหน้าที่ เป็นโมเลกุลส่ง
สัญญาณกระตุ้น nonexpressor of pathogenesis related 1 (NPR1) protein ที่อยู่ รูปในมัลติ 
เมอรบ์รเิวณไซโตพลาสซึมซึ่งเป็นโปรตีนที่ไม่สามารถท างานได้ ท าใหโ้ปรตีน NPR1 ถูกรีดิวซก์ลาย
เป็นโมเลกุลที่ท างานได้ในรูปโมโนเมอรแ์ละเคลื่อนย้ายเข้าสู่นิวเคลียส  และเข้าจับกับ TGA 
transcription factor (TGA) ท าใหเ้กิดการกระตุน้การแสดงออกของยีน PR-1 ดังภาพประกอบ 8 
(53, 72) 
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ภาพประกอบ 8 การชกัน าการแสดงออกของยีน PR-1 โดยเชือ้สาเหตโุรคพืช 
NPR1 = nonexpressor of pathogenesis related 1, SA = salicylic acid, 
TGA = transcription factor และ PR-1 = pathogenesis-related gene 1 

 
ที่ ม า : Pieterse CMJ, Van Loon LC.   NPR1:  The spider in the web of induced 

resistance signaling pathways.  Curr Opin Plant Biol.  2004; 7(4): 456-64. (72) 
 

พืชสายพันธุต์า้นทานมักมีการแสดงออกของโปรตีน PRs ที่สูงมากกว่าพืชสายพันธุ์
อ่อนแอ Pitino และคนอ่ืน ๆ (2015) (34) ท าการศึกษาถึงวิธีการคัดเลือกสม้สายพันธุ์ตา้นทานต่อ
โรคแคงเกอร ์เพื่อใชเ้ป็นตน้กลา้ในการเพาะปลูก โดยพบว่าตน้สม้ที่ตา้นทานต่อโรคแคงเกอรไ์ดดี้
จะมีการแสดงออกของยีน PR-1 สูงกว่าตน้ที่อ่อนแอ เมื่อถูกกระตุน้ดว้ยโปรตีนแฟลกเจลลินของ
เชือ้สาเหตโุรค Xcc 
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Li แ ล ะ ค น อ่ื น  ๆ  (2015)  (7 3 )  พ บ ว่ า  Bacillus amyloliquefaciens LJ02 มี
ประสิทธิภาพในการใชเ้ป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพ เพื่อควบคุมโรคราแป้งในต้นแตงกวา โดย
กระตุ้นให้ต้นแตงกวาผลิตกรดซาลิไซลิกและชักน าการแสดงออกของยีน  PR-1 ได้มากกว่าใน 
กลุ่ มการทดลองที่ ไม่ ได้ใช้ตัวควบคุม โรคทางชี วภาพถึง  5 เท่ า  หลังจากการปลูก เชื ้อ  
B. amyloliquefaciens LJ02 เป็นเวลานาน 3 วัน นอกจากนี ้P. polymyxa AC-1 ซึ่งมีคุณสมบัติ
เป็นเชือ้ PGPB สามารถชักน าการแสดงออกยีน PR-1 ในตน้อะราบิดอฟซิส เพื่อตา้นทานต่อการ
บกุรุกของ P. syringae (74) 

6.4 Lipoxygenase (LOX) gene family 
ยีน LOX มีการแสดงออกเป็นเอนไซม ์lipoxygenases (LOXs) ที่มีกิจกรรมในการเร่ง

ปฏิกิรยิาออกซิเดชนัของกรดไขมนัไม่อิ่มตวัเชิงซอ้น (polyunsaturated fatty acid) ยกตวัอย่างเช่น 
linolenic acid, linoleic acid และ arachidonic acid โดยจดัจ าแนกเอนไซม ์LOXs ที่เก่ียวขอ้งใน
การออกซิเดชนักรดไขมันไม่อ่ิมตวัเหล่านีเ้ป็น 2 ประเภท ไดแ้ก่ 9-LOX และ 13-LOX ซึ่งขึน้อยู่กับ
ต าแหน่งคารบ์อนที่ถูกออกซิไดซ ์เกิดเป็นสารในกลุ่มออกซีไลพิน (oxylipin) ที่ไดจ้ากกระบวนการ
ออกซิเดชันของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ซึ่งมีความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโต การพัฒนาและการ
ป้องกันตัวเองต่อแมลงและเชือ้สาเหตุโรคของพืช  นอกจากนีอ้อกซีไลพินยังถูกสังเคราะห์เพื่อ
ตอบสนองต่อความเครียดที่ไม่มีชีวิต (75) ยกตัวอย่างเช่น กรดจสัโมนิกและสารระเหยจากใบพืชสี
เขียว ซึ่งกรดจสัโมนิกเป็นโมเลกลุสง่เสรมิสญัญาณที่ส  าคญัในระบบ ISR ของพืช 

การสงัเคราะหก์รดจัสโมนิกในพืชเกิดขึน้ผ่าน octadecanoid pathway ดังแสดงใน

ภาพประกอบ 9 เริ่มจากเอนไซม์ 13-LOX ไปออกซิไดซ์ -linolenic acid (18:3) ท าให้เกิด  
13-hydroperoxy linolenic acid แล้ วถู ก เป ลี่ ย น ต่ อ เป็ น  12,13-epoxy linolenic acid แล ะ  
12-OPDA โดยเอนไซม์  allene oxide synthase และ allene oxide cyclase ตามล าดับ  ซึ่ ง
ปฏิกิริยาที่กล่าวมาเกิดขึน้บริเวณพลาสติดในคลอโรพลาสต์ ต่อจากนัน้จะเกิดปฏิกิริยาสงัเคราะห์
กรดจัสโมนิกในเพอรร์อกซิโซม (peroxisome) ซึ่ง 12-OPDA จะถูกรีดิวซโ์ดยเอนไซม์ 12-OPDA 
reductase แล้วเกิดกระบวนการเบตาออกซิเดชันของกรดไขมันจ านวน 3 รอบ จนได้เป็นกรด 
จัสโมนิก (76, 77) นอกจากนีก้รดจัสโมนิกยังสามารถถูกเปลี่ยนเป็น methyl jasmonate ซึ่งเป็นสาร
ระเหยชนิดหนึ่งและ jasmonoyl isoleucine (JA-Ile) ซึ่งเป็นฮอรโ์มนพืชในรูปแบบที่สามารถ
ท างานกระตุน้การแสดงออกของยีน โดยยับยั้งการท างานของโปรตีน jasmonate ZIM-domain 
(JAZ) ที่เป็นโปรตีนควบคมุ (repressor protein) การแสดงออกของยีนในระบบป้องกนัตวัเองของ
พืชที่ขึน้กบัการชกัน าของกรดจสัโมนิก (78) 
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García-Gutiérrez และคน อ่ืน  ๆ  (2013) (79) รายว่า  B. subtilis UMAF6639 มี
คุณสมบัติเป็นเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อเชือ้รา Podosphaera fusca ที่ก่อโรคราแป้งในเมล่อน 
(Cucumis melo L.) โดยสามารถชกัน าการแสดงออกของยีน LOX2 ในตน้เมล่อนไดใ้นระดบัปาน
กลาง 
 

 
 

ภาพประกอบ 9 การสงัเคราะหก์รดจสัโมนิกผ่าน octadecanoid pathway 
 

ที่มา: Gupta R, Lee SJ, Min CW, Kim SW, Park K-H, Bae D-W, et al.  Coupling of 
gel-based 2-DE and 1-DE shotgun proteomics approaches to dig deep into the leaf 
senescence proteome of Glycine max.  J Proteomics.  2016; 148: 65-74. (76) 
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สารไล โป เปปไทด์ที่ มี ลักษณ ะเป็นวง  (cyclic lipopeptide) ได้แก่  surfactin, 
fengycin และ iturin A ที่ถูกสรา้งจากเชือ้ B. subtilis ABS–S14 สามารถชกัน าการแสดงออกของ
ยีน LOX ในสม้วาเลนเซียได ้โดยพบว่ายีน LOX เริ่มมีการแสดงออกในชั่วโมงที่ 48 และสงูที่สดุใน
ชั่ วโมงที่  72 หลังจากหยดสาร surfactin ลงในแผลที่ท าขึน้  ส่วนสาร fengycin และ iturin A 
สามารถชักน าการแสดงออกของยีน LOX ไดเ้ล็กนอ้ยในชั่วโมงที่ 48 และค่อย ๆ ลดลง โดยศึกษา
การแสดงออกของยีนดว้ยวิธี quantitative real-time (qRT) PCR ดว้ยไพรเมอรท์ี่ออกแบบจากยีน 
13-LOX ของสม้วาเลนเซีย ผลการศึกษาชีใ้ห้เห็นว่าสารเหล่านีเ้ป็นตัวกระตุน้ยีนที่เก่ียวขอ้งกับ
กลไกการตา้นทานโรคในสม้วาเลนเซียได ้(80) 
 



 
 

 

บทที ่3 
อุปกรณ ์สารเคมีและวธิีด าเนินการวิจัย 

 
อุปกรณแ์ละเคร่ืองมือ 
 
ตาราง 2 อปุกรณแ์ละเครื่องมือที่ใชใ้นการวิจยั 
 

อปุกรณแ์ละเครื่องมือ บรษิัท ประเทศ 
กระดาษกรอง Whatman No.1 Schleicher & Schuell Germany 
กลอ้งจลุทรรศนแ์บบใชแ้สง Zeiss Germany 
เข็มฉีดยาปลอดเชือ้ Nipro Japan 
เครื่องเขย่าแบบควบคมุอณุหภมูิ Forma Scientific USA 
เครื่องเขย่าสาร (vortex mixer) Scientific Industries USA 
เครื่องควบคมุอณุหภมูิ (dry bath incubator) Major Science USA 
เครื่องชั่งสาร Sartorius Germany 
เครื่องถ่ายภาพเจล Bio-Rad USA 
เครื่องป่ันเหวี่ยงแบบควบคมุอณุหภมูิ Tomy Japan 
เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพนัธุกรรม (PCR thermal cycler) Scilogex USA 
เครื่องยูว-ีวิสิเบิล สเปคโตรโฟโตมิเตอร ์(UV-visible 
spectrophotometer) 

Shimadzu Japan 

เครื่องวดัปรมิาณสารพนัธุกรรมแบบนาโน (nanodrop) Thermo Scientific USA 
เครื่องวดัพีเอช Suntex Taiwan 
เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (electrophoresis) Bio-Rad USA 
ตูบ้่มเชือ้ Shel Lab USA 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar air flow) NuAire USA 
ตูอ้บฆ่าเชือ้ (hot air sterilizing oven) Fisher Scientific USA 
พาราฟิลม์ Bemis USA 
หมอ้นึ่งความดนัไอน า้ Tomy Japan 
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อาหารและสารเคมี 
 
ตาราง 3 อาหารและสารเคมีที่ใชใ้นการวิจยั 
 

อาหารและสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC) Sigma-Aldrich USA 
1 kb DNA ladder  SibEnzyme Russia 
100 bp DNA ladder SibEnzyme Russia 
10X loading buffer Takara Japan 
10X tris borate EDTA (TBE) solution Bio Basic Canada 

5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-
galactopyranoside (X-gal) 

Wako Japan 

70% perchloric acid Qrec New Zealand 
Absolute ethanol Qrec New Zealand 
Agar Himedia India 
Agarose Invitrogen USA 
Ammonium chloride (NH4Cl) Ajax Finechem Australia 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4) EMSURE Germany 
Ampicillin, sodium salt VWR USA 
Boric acid (H3BO3) Ajax Finechem Australia 
Calcium chloride (CaCl2) Ajax Finechem Australia 
Casamino acid Bio Basic Canada 
Chrome Azurol S (CAS) Sigma-Aldrich USA 
Citric acid Fluka Switzerland 
Copper (II) chloride anhydrous (CuCl2) Ajax Finechem Australia 
Copper (II) sulfate pentahydrate (CuSO4.5H2O) Ajax Finechem Australia 
D-glucose anhydrous Ajax Finechem Australia 
Disodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Ajax Finechem Australia 
Ethachinmate Nippon Gene Japan 
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ตาราง 3 (ต่อ) 
 

อาหารและสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
Ethidium bromide solution Bio Basic Canada 
Ferric chloride anhydrous (FeCl3) Fluka Switzerland 
Ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4.7H2O) Ajax Finechem Australia 
Glacial acetic acid EMSURE Germany 
Glycine Fisher Scientific England 
Hexadecyltrimethylammonium bromide (HDTMA) Fluka Switzerland 
Iron (III) chloride hexahydrate (FeCl3.6H2O) Ajax Finechem Australia 

Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) Takara Japan 

Magnesium sulfate heptahydrate (MgSO4.7H2O) Merck USA 
Manganese sulfate monohydrate (MnSO4.H2O) Ajax Finechem Australia 
Molybdenum trioxide (MoO3) Ajax Finechem Australia 
Murashige & Skoog (MS) basal medium Himedia India 
Nutrient broth (NB) Himedia India 
Peptone, bacteriological Himedia India 
Picric acid Merck USA 
PIPES, sodium Salt Bio Basic Canada 
Potassium bromide (KBr) Ajax Finechem Australia 
Potassium chloride (KCl) Ajax Finechem Australia 
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Ajax Finechem Australia 
Skim milk Ajax Finechem Australia 
Sodium carbonate (NaCO3) Ajax Finechem Australia 
Sodium chloride (NaCl) Ajax Finechem Australia 
Sodium-D-gluconate, A.R. Himedia India 
Sodium hypochlorite (NaOCl) Kao Thailand 
Sucrose Ajax Finechem Australia 
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ตาราง 3 (ต่อ) 
 

อาหารและสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
Tricalcium phosphate (Ca3(PO4)2) Merck USA 
Tryptone soya broth (TSB) Himedia India 
Tryptophan Pacific science Thailand 
Tween 80 Ajax Finechem Australia 
Yeast extract Ajax Finechem Australia 
Zinc sulfate heptahydrate (ZnSO4.7H2O) Ajax Finechem Australia 

 
เอนไซม ์เวกเตอรแ์ละชุดส าเร็จ (kit) 
 
ตาราง 4 เอนไซม ์เวกเตอรแ์ละชดุส าเรจ็ที่ใชใ้นการวิจยั 
 

อาหารและสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
AccuPrep® Genomic DNA extraction kit Bioneer Korea 
BamHI Takara Japan 
DNase I Invitrogen USA 
EcoRI Takara Japan 
HindIII Takara Japan 
HiYieldTM Gel/PCR DNA fragments extraction kit RBC Bioscience Taiwan 
HotStarTaq DNA polymerase Qiagen Germany 
KAPA Taq ReadyMix PCR Kit KAPA Biosystems USA 
KOD-Plus-Neo DNA polymerase Toyobo Japan 
Ligation-Convenience kit manual (4th edition) Nippon Gene Japan 
MyTaq™ One-Step RT-PCR kit Bioline Canada 
NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) Macherey-Nagel Germany 
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ตาราง 4 (ต่อ) 
 

อาหารและสารเคมี บรษิัท ประเทศ 
pBluescrip SK (-) Stratagene USA 
Proteinase K Macherey-Nagel Germany 
Total RNA extraction kit (plant) RBC Bioscience Taiwan 
XhoI Takara Japan 

 
วิธีด าเนินการวิจัย 
 
1. การคัดแยกเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอร ์

1.1 การคัดแยกเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 
ท าโดยน าใบ และกิ่งของมะนาวแป้นที่มีรอยโรคแคงเกอรล์า้งดว้ยน า้สะอาด ซับให้

แหง้ดว้ยกระดาษปลอดเชือ้ แลว้เลือกตดับริเวณชิน้พืชที่มีรอยโรคแคงเกอร ์โดยตัดใบและเปลือก
ของผลเป็นชิน้สี่เหลี่ยมจตัรุสัขนาด 1 ตารางเซนติเมตร และตดักิ่งเป็นท่อนยาวขนาด 1 เซนติเมตร 
ฟอกฆ่าเชือ้บริเวณผิวดว้ย 1% โซเดียมไฮโปคลอไรด ์(NaOCl) เป็นเวลา 5 นาที ลา้งดว้ยน า้ปลอด
เชือ้ 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 นาที ตดัผ่ากลางรอยโรคแคงเกอรด์ว้ยมีดปลอดเชือ้ จากนัน้แบ่งการคัดแยก
เชื ้อเป็น 2 วิธี ดังนี ้ (1) น าชิน้พืชที่ถูกผ่าวางบนอาหาร mTMB (ภาคผนวก) (18) และ Xan-D 
(ภาคผนวก) (19) และ (2) น าชิน้พืชที่ถูกผ่าเขย่าในสารละลายน า้เกลือความเขม้ขน้ 0.85% ดว้ย
ความเร็ว 130 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แลว้น าสารละลาย
ดังกล่าวมาท าการเจือจาง และเกลี่ยเชือ้ (spread plate) บนอาหาร mTMB และ Xan-D ซึ่งเป็น
อาหารสูตรส าหรบับ่งบอกความแตกต่างโคโลนีของเชือ้ Xcc ออกจากเชือ้จุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ โดย
บ่มอาหารเลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หลงัการบ่มส าหรบัอาหาร mTMB 
คัดเลือกโคโลนีที่มีสีเหลืองอ่อน ขนาดเล็ก กลม ขอบเรียบ มีเมือก พบตะกอนขาวขุ่นรอบโคโลนี 
ส่วนอาหาร Xan-D คดัเลือกโคโลนีที่มีลกัษณะเช่นเดียวกับอาหาร mTMB แต่มีโคโลนีสีเหลืองอม
เขียว และพบบริเวณใสรอบตะกอนขาวขุ่น โดยเปรียบเทียบลักษณะของโคโลนีบนอาหารทั้ง 2 
ชนิดกบัเชือ้ Xcc สายพนัธุท์ี่ไดร้บัจากกรมวิชาการเกษตร (XccD) โคโลนีที่มีลกัษณะดงักล่าวถูกท า
เชือ้ใหบ้รสิทุธิ์ เพื่อจดัจ าแนกชนิดต่อไป 
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1.2 การตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 
น าเชือ้บริสุทธิ์ของไอโซเลทท่ีถูกคัดเลือกมาขีดไขว ้(cross streak) แลว้บ่ม จากนั้น

เขี่ยโคโลนีเด่ียวจ านวน 3-4 โคโลนีลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน า้ปลอดเชือ้ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ต้มในน ้าเดือดเป็นเวลานาน 20 นาที  แล้วใช้สารแขวนลอยเซลล์ที่ถูกต้มแทน 
ดีเอ็นเอตน้แบบส าหรบัการท า colony PCR ดว้ย KAPA Taq ReadyMix PCR kit โดยใชไ้พรเมอร ์
3 คู่ ไดแ้ก่ J-RXg/J-RXc2, Xac01/Xac02 และ XACF/XACR ดังตาราง 1 ขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่
ไดค้วรมีความยาว 179, 582 และ 561 คู่เบส ตามล าดบั ส าหรบัส่วนประกอบในปฏิกิรยิาแสดงดงั
ตาราง 5 และก าหนดสภาวะดังตาราง 6 ผลผลิต PCR ถูกตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรส
เจล อิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช ้ (agarose gel) ความเขม้ขน้ 1% ใน 
0.5X tris borate EDTA (TBE) buffer หยอดสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตรลงในช่อง
เจล แยกขนาดของดีเอ็นเอภายใตก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที แล้วน าเจลแช่ใน
สารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตรนาน 
15 นาที เมื่อครบก าหนดตกัเจลแช่ในน า้สะอาด เพื่อลา้งเอธิเดียมโบรไมดส์่วนเกินออกก่อนไปส่อง
ภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล โดยใช ้1 kb ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน
ในการเปรียบเทียบขนาด ซึ่งไอโซเลทที่ใหผ้ลบวกกบัไพรเมอรท์ัง้ 3 คู่ จะถกูน าไปทดสอบต่อไป 
 
ตาราง 5 สว่นประกอบปฏิกิรยิา PCR โดยใช ้KAPA Taq ReadyMix PCR kit 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
2X KAPA Taq ReadyMix 25 1X 
10 ไมโครโมลาร ์forward primer  2 0.4 ไมโครโมลาร ์
10 ไมโครโมลาร ์reverse primer 2 0.4 ไมโครโมลาร ์
น า้กลั่นปราศจาก RNase และ DNase 16 - 
ดีเอ็นเอตน้แบบ 5  250 นาโนกรมั 
รวม 50  

หมายเหตุ: 2X KAPA Taq ReadyMix ที่  1X มี MgCl2 ความเข้มข้น 1.5 มิลลิโมลาร์, 
dNTPs ความเข้มขน้ 0.2 มิลลิโมลาร ,์ KAPA Taq DNA polymerase 1 ยูนิตต่อ 50 ไมโครลิตร
ของปรมิาตรรวม, KAPA Taq buffer และสารใหค้วามคงตวั (stabilizer) 
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ตาราง 6 สภาวะปฏิกิรยิา colony PCR โดยใช ้KAPA Taq ReadyMix PCR kit 
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 3 นาที 1 
Annealing 50-55* 5 นาที 1 
Extension 72 3 นาที 1 
Denaturation 94 45 วินาที 

30 Annealing 50-55* 45 วินาที 
Extension 72 2 นาที 
Final extension 72 10 นาท ี 1 

หมายเหต:ุ* อณุหภมูิที่ใชข้ึน้อยู่กบัค่า Tm ของไพรเมอรแ์ต่ละชนิด 
 

1.3 การจัดจ าแนกชนิดของเชือ้จุลินทรีย ์
1.3.1 การจดัจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบือ้งตน้ 

น าเชื ้อจุลินทรีย์บริสุทธิ์ท่ีคัดแยกได้แต่ละไอโซเลทมาศึกษารูปร่างของเซลล์
เบือ้งต้น คุณสมบัติในการย้อมติดสีและลักษณะโคโลนี โดยเลีย้งบนอาหารเลีย้งเชือ้ tryptone 
soya agar (TSA) (ภาคผนวก) ใหม้ีอายุ 24 ชั่วโมง ท าการบนัทึกรูปร่างและสีของโคโลนี จากนัน้
น าเชือ้บริสุทธิ์มายอ้มสีแกรม และส่องภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบใชแ้สงก าลังขยาย 1,000 เท่า 
บนัทกึรูปรา่งของเซลลแ์ละการยอ้มติดสีแกรม 

1.3.2 การจดัจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะทางพนัธุกรรมโดยใชบ้รเิวณยีน 16S rRNA  
ท าโดยวิ ธี  colony PCR ด้วย  KAPA Taq ReadyMix PCR kit (เช่น เดียวกับ

ขั้ น ต อ น ก า รต รว จ ห ายี น ใน จี โน ม ข อ ง เชื ้ อ  Xcc)  โด ย ใช้ คู่ ไพ ร เม อ ร์ส า ก ล  27F (5' 
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3') และ  1492R (5' GGTTACCTTGT TACGACTT 3') ซึ่ งมี
ส่วนประกอบปฏิกิริยาดังตาราง 5 และก าหนดสภาวะการท า colony PCR ดังตาราง 6 ผลผลิต 
PCR ถกูตรวจสอบแถบแบนดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส (เช่นเดียวกบัขัน้ตอนการ
ตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xcc) ซึ่งขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่ไดค้วรมีความยาว 1,465 คู่เบส 

การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน 16S rRNA ท าโดยน าผลผลิต PCR ที่
ผ่านการตรวจสอบการมีอยู่ของชิน้ดีเอ็นเอบริเวณยีน 16S rRNA มาท าบริสุทธิ์ตามคู่มือของชุด 
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HiYieldTM Gel/PCR DNA fragments extraction kit จ า ก นั้ น ยื น ยั น ก า ร ค ง อ ยู่ ข อ ง ชิ ้ น 
ดีเอ็นเออีกครัง้ โดยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิสเช่นเดียวกับที่กล่าวไวข้า้งตน้ ผลผลิต PCR ที่
ผ่านการท าบรสิทุธิ์ถกูส่งไปวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดท่ี์บริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี โดยใช้
ไพรเมอร ์27F และ 1492R ผลการวิเคราะหล์  าดับนิวคลีไทดข์องบริเวณยีน 16S rRNA ที่ไดร้บัถูก
น ามาตรวจสอบวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม MEGA 7.0.26 (81) แล้วน ามาเทียบเคียงกับฐานขอ้มูล 
GenBank ด้วยค าสั่ง Nucleotide BLAST (BLASTN) ร่วมกับการเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน 16S rRNA ของเชือ้จุลินทรียส์ายพันธุ์ตน้แบบ (type strain) ในฐานขอ้มูล EzTaxon 
เพื่อความแม่นย าและความถกูตอ้งในการจดัจ าแนกชนิดของเชือ้จลุินทรีย ์

1.4 การทดสอบความสามารถในการก่อโรคแคงเกอร ์
ท าโดยน าตน้กลา้มะนาวแป้นที่ปลกูในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อมาท าแผลตน้ละ 2 ใบ 

ใบละ 6 แผลดว้ยเข็มฉีดยาปลอดเชือ้ ทาแผลดว้ยเชือ้ไอโซเลทที่คดัแยกได ้โดยมีเชือ้ XccD และน า้
ปลอดเชือ้เป็นชุดควบคุมเชิงบวกและเชิงลบ ตามล าดับ เพาะเลีย้งต้นกลา้มะนาวต่อในสภาพ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ หลงัการปลกูเชือ้ 30 วนั สงัเกตรอยสะเก็ดสีขาวฟูบริเวณแผลที่ถูกปลูกเชือ้แต่
ละไอโซเลท โดยเปรียบเทียบรอยโรคแคงเกอรจ์ากชุดควบคมุเชิงบวก หากพบรอยโรคแคงเกอรจ์ะ
ยืนยนัไดว้่าเชือ้จลุินทรียด์งักลา่วเป็นเชือ้ Xcc ที่ก่อใหเ้กิดโรคแคงเกอรใ์นตน้มะนาวแปน้ 
 
2. การคัดแยกและคัดเลือกเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษต์่อเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 

2.1 การคัดแยกเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์
น าใบ และกิ่งของมะนาวแป้นที่มีรอยโรคและปราศจากรอยโรคแคงเกอรม์าลา้งดว้ย

น า้สะอาด ซบัใหแ้หง้ดว้ยกระดาษปลอดเชือ้ ตดัใบเป็นชิน้สี่เหลี่ยมจตัรุสัขนาด 1 ตารางเซนติเมตร 
และตัดกิ่งเป็นท่อนยาวขนาด 1 เซนติเมตร ฟอกฆ่าเชือ้บริเวณผิวดว้ย 1% โซเดียมไฮโปคลอไรด ์
เป็นเวลา 5 นาที ลา้งดว้ยน า้ปลอดเชือ้ 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 นาที ตัดผ่ากลางชิน้พืชดว้ยมีดปลอดเชือ้ 
จากนัน้แบ่งการคดัแยกเชือ้เป็น 2 วิธีเช่นเดียวกบัขัน้ตอนการคดัแยกเชือ้สาเหตโุรค Xcc แต่ท าการ
แยกเชือ้บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA หลงัจากนัน้บ่มอาหารจากทัง้ 2 วิธีที่อณุหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แลว้น าเชือ้ท่ีขึน้บนอาหารมาท าเชือ้ใหบ้ริสุทธิ์ ซึ่งแต่ละไอโซเลทจะถูกน าไป
ตรวจสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรค Xcc ต่อไป  

2.2 การคัดเลือกเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์
ท าโดยเลีย้งเชือ้ Xcc ที่คัดแยกได้หรือ XccD ร่วมกับเชือ้แบคทีเรียที่คัดแยกได้ใน

หัวข้อ 2.1 บนจานเพาะเชือ้เดียวกัน (dual-culture plate) เริ่มจากน าอาหาร TSA มาเกลี่ยเชือ้ 
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Xcc ความเขม้ขน้ 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตรใหท้ั่วผิวหนา้อาหาร ทิง้ใหแ้หง้ จากนัน้เจาะใหเ้ป็นช่อง
ด้วย cork borer ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 เซนติเมตร แล้วน าเชื ้อแต่ละไอโซเลทที่ต้องการ
ทดสอบความเขม้ข้น 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตรปริมาตร 100 ไมโครลิตรใส่ในช่องที่เจาะไว้ โดยมี
อาหารเหลว tryptone soya broth (TSB) เป็นชดุควบคมุเชิงลบ จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิหอ้งนาน 24 
ชั่วโมง หลงับ่มวัดเสน้ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณยับยัง้ (inhibition zone) ในหน่วยมิลลิเมตร ท า
การทดลองซ า้ 3 ครัง้ เพื่อหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ซึ่งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
สามารถท าใหเ้กิดบริเวณยบัยัง้ไดม้ากที่สดุจะถูกคดัเลือกไปตรวจสอบคุณสมบติัการส่งเสริมการ
เจริญเติบโตของพืชต่อไป โดยระหว่างการศึกษาเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ถูกเก็บรกัษาในกลีเซอรอล
20% ที่อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 
 
3. การตรวจสอบคุณสมบัติของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืช 

3.1 การผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด ์
ท าโดยขีดเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ตอ้งการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar 

(NA) ที่เติมกรดอะมิโนไกลซีน (ปริมาณ 4.4 กรมัต่อลิตร) จากนัน้น ากระดาษกรองปลอดเชือ้ที่ชุ่ม
ดว้ย 0.5% สารละลายกรดพิคริก (picric acid solution) (ภาคผนวก) ใน 2% สารละลายโซเดียม
คารบ์อเนตซึ่งเป็นสารละลายสีเหลือง จากนัน้วางกระดาษกรองใหติ้ดฝาบนภายในจานเพาะเชือ้ 
ปิดรอบขอบจานเพาะเชือ้ด้วยพาราฟิล์ม แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน สังเกตสีของ
กระดาษกรอง หากเปลี่ยนจากสีเหลืองไปเป็นสีน ้าตาลอมแดงแสดงว่ามีการผลิตไฮโดรเจน
ไซยาไนด ์เนื่องจากกรดพิครกิจะถูกรีดิวซไ์ปเป็นกรดไอโซเพอพิวรกิ (isopurpuric acid) ในสภาวะ
ที่มีไซยาไนดอิ์สระ (82) 

3.2 การละลายธาตุฟอสฟอรัส 
ท าโดยขีดเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ตอ้งการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้ Pikovskaya’s 

agar (PVK) (ภาคผนวก) จากนัน้บ่มที่อณุหภมูิหอ้งเป็นเวลา 5 วนั หากพบบรเิวณใส (clear zone) 
แสดงว่าเชือ้สามารถละลายไตรแคลเซียมฟอสเฟต (tricalcium phosphate, Ca3(PO4)2) ในอาหาร 
PVK ได ้วดัเสน้ผ่านศนูยก์ลางของบรเิวณใสรอบโคโลนีในหน่วยมิลลิเมตร (83) 

3.3 การผลิตซิเดอรโ์รฟอร ์
ท าโดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ตอ้งการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้  Chrome 

Azurol-S (CAS) agar (ภาคผนวก) บ่มที่อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 วนั หากพบบริเวณฮาโล (halo 
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zone) รอบโคโลนีแสดงว่าเชือ้สามารถผลิตซิเดอรโ์รฟอรม์าจับกับเฟอรร์ิกไอออนในอาหารได้ วัด
เสน้ผ่านศนูยก์ลางของบรเิวณสีเหลืองสม้ในหน่วยมิลลิเมตร (84) 

3.4 การผลิตกรดอินโดลอะซิติก 
ท าโดยเลีย้งเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในอาหารเลีย้งเชื ้อ nutrient broth (NB) ที่ เติม

กรดอะมิโนทริปโตเฟน (ปริมาณ 0.1 กรมัต่อลิตร) จากนัน้เขย่าดว้ยความเร็ว 130 รอบต่อนาที ที่
อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง น าสารแขวนลอยเซลลไ์ปป่ันเหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยงหนีศูนยก์ลาง 
8,000 g เป็นเวลา 10 นาที เพื่อเก็บส่วนใสที่ปราศจากตวัเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร มาทดสอบกบั 
Salkowski reagent (ภาคผนวก) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันแลว้น าไปบ่มในที่มืดเป็น
เวลา 15 นาที สังเกตการเกิดสารละลายสีชมพูแดง หากพบแสดงว่าเชือ้มีความสามารถในการ
ผลิตกรดอินโดลอะซิติก (indole-3-acetic acid, IAA) ออกมาในอาหารเลีย้งเชือ้  โดยปฏิกิริยา
ระหว่าง IAA และ Salkowski reagent ท าให้เกิดสารประกอบเชิงซ้อน tris-(indole-3-acetato) 
iron (III) ที่มีสีชมพแูดง (85) 

3.5 การตรึงก๊าซไนโตรเจน 

ท าโดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ตอ้งการทดสอบบนอาหารเลีย้งเชือ้ Dworkin 
and Foster (DF) salt medium (ภาคผนวก) (86) 2 ชนิด ไดแ้ก่ (1) อาหารเลีย้งเชือ้ DF ที่ปราศจาก
แหล่งไนโตรเจนและ (2) อาหารเลีย้งเชือ้ DF ที่มีแอมโมเนียมซัลเฟตเป็นแหล่งไนโตรเจน โดย
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดที่ 2 ใชเ้ป็นชุดควบคมุเชิงบวก จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 วนั สงัเกต
การเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ DF ทัง้ 2 ชนิด หากเชือ้มีความสามารถในการตรงึก๊าซไนโตรเจนจาก
บรรยากาศไดจ้ะพบการเจรญิบนอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้ 2 ชนิด 

3.6 การผลิตเอนไซม ์ACC deaminase  
ท าโดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์บนอาหารเลีย้งเชือ้ DF 3 ชนิด ไดแ้ก่ (1) อาหาร

เลีย้งเชือ้ DF ที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจน (2) อาหารเลีย้งเชือ้ DF ที่มีแอมโมเนียมซลัเฟตเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนและ (3) อาหารเลีย้งเชื ้อ DF ที่มี ACC เป็นแหล่งไนโตรเจนเพียงชนิดเดียว (87) โดย
อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดที่  1 และ 2 ใช้เป็นชุดควบคุมเชิงลบและเชิงบวก ตามล าดับ จากนั้นบ่มที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 วัน สังเกตการเจริญบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ  DF ทั้ง 3 ชนิด หากเชื ้อมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซม ์ACC deaminase ไดจ้ะพบการเจรญิบนอาหารชนิดที่  2 และ 3 
แต่ไม่พบการเจรญิบนอาหารชนิดที่ 1 เนื่องจากเชือ้ขาดแหลง่ไนโตรเจนในการเจรญิเติบโต 

เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรค Xcc และมีคณุสมบติั
ในการสง่เสรมิการเจรญิของพืชไดดี้จะถกูจดัจ าแนกชนิดต่อไป 
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4. การจัดจ าแนกชนิดของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์
การจดัจ าแนกชนิดของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทที่ถูกคดัเลือก ท าโดยศึกษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบือ้งต้น (เช่นเดียวกับขั้นตอนการจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทาง
สณัฐานวิทยาเบือ้งตน้ของเชือ้สาเหตุโรค) และจัดจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะทางพันธุกรรมโดยใช้
บริเวณยีน 16S rRNA เริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ โดยเลีย้งเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์แต่ละไอโซเลทลงในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB น าไปเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 16 ชั่วโมง จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตรมาป่ันเหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยงหนี
ศนูยก์ลาง 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที แลว้เก็บตัวเซลลเ์พื่อน าไปสกัดดีเอ็นเอตามวิธีในคู่มือชุด
สกดั AccuPrep Genomic DNA extraction kit สารละลายดีเอ็นเอที่ไดถู้กตรวจสอบการมีอยู่ของ
ดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส (เช่นเดียวกบัขัน้ตอนการตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ 
Xcc) 

สารละลายดีเอ็นเอของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ถูกใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบ เพื่อเพิ่มจ านวน
บรเิวณยีน 16S rRNA ดว้ยวิธี PCR โดยใชคู้่ไพรเมอรส์ากล 27F และ 1492R (เช่นเดียวกบัขัน้ตอน
การจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางพันธุกรรมโดยใช้บริเวณยีน 16S rRNA) และส าหรบัเชื ้อ
แบ คที เรี ย ป ฏิ ปั ก ษ์ ที่ ต้ อ ง ใช้บ ริ เวณ ยี น  gyrase A ใน ก า รจั ด จ า แ น ก ชนิ ด เพิ่ ม เ ติ ม 
จ ะ ใช้คู่ ไพ ร เม อ ร์  P-gyrA-F (5' CAGTCAGGAAATGCGTACGTCCTT 3')  แ ล ะ  P-gyrA-R  
(5' CAAGGTAATGCTCCAGGCATTGCT 3') ในการเพิ่มจ านวนใหเ้กิดแถบแบนดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 1,000 คู่เบส (88) ซึ่งสว่นประกอบในปฏิกิรยิาและการก าหนดสภาวะปฏิกิรยิา PCR แสดง
ดงัตาราง 5 และ 7 ตามล าดบั จากนัน้ผลผลิต PCR ถูกตรวจสอบชิน้ดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจล 
อิเล็กโทรโฟรีซิส และท าบริสุทธิ์ผลผลิต PCR เพื่อส่งไปวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทด์ จากนั้นน า
ล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดร้บัมาตรวจสอบความถูกตอ้งและเทียบเคียงกบัฐานขอ้มลู GenBank และ 
EzTaxon (เช่นเดียวกับขั้นตอนการจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางพันธุกรรมโดยใชบ้ริเวณยีน 
16S rRNA) 
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ตาราง 7 สภาวะปฏิกิรยิา PCR โดยใช ้KAPA Taq ReadyMix PCR kit 
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ านวนรอบ 

Initial denaturation 94 3 นาที 1 
Denaturation 94 45 วินาที 

30 Annealing 52-55 * 45 วินาที 
Extension 72 2 นาที 
Final extension 72 10 นาท ี 1 

หมายเหต:ุ * อณุหภมูิที่ใชข้ึน้อยู่ค่า Tm ของไพรเมอร ์
 

ล าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน 16S rRNA และยีน gyrase A ของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์
และของเชือ้จลุินทรียส์ายพนัธุต์น้แบบถกูน ามาสรา้งแผนภมูิความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการของทัง้ 2 
บริเวณ โดยเริ่มจากการท า multiple sequence alignment จากนัน้น าขอ้มลูที่ไดม้าสรา้งแผนภูมิ
ความสัมพันธ์ด้วยโปรแกรม  MEGA 7.0.26 โดยวิ ธี  neighbor joining ที่ ค่ าความ เชื่ อมั่ น 
(bootstrap) เท่ากบั 1,000 ครัง้ 
 
5. การตรวจสอบการผลิตสารทุติยภูมิออกนอกเซลลข์องเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์

ท าโดยวิธี agar well diffusion เริ่มจากน าเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่ถูกเลือกมาเลีย้งใน
อาหาร TSB ที่เติม 0.01% คอปเปอรค์ลอไรด์ (copper(II) chloride, CuCl2) (89) เป็นเวลา 3 วัน 
เขย่าที่ความเร็ว 100 รอบต่อนาทีที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลลไ์ป
ป่ันเหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยงหนีศูนยก์ลาง 8,000 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แลว้น าส่วนใสมากรองดว้ยตัวกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร น าส่วนใสจากน า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ที่ผ่านการกรองปริมาตร 100 ไมโครลิตรหยอดลงในช่องที่ถูกเจาะดว้ย cork borer ขนาด
เสน้ผ่านศูนยก์ลาง 1 เซนติเมตร บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ที่มีการเกลี่ยดว้ยเชือ้ Xcc เช่นเดียวกับ
ขัน้ตอนการคดัเลือกแบคทีเรียปฏิปักษ์ จากนัน้บ่มที่อณุหภมูิหอ้ง 24 ชั่วโมง สงัเกตการเกิดบริเวณ
ยับยัง้และวดัเสน้ผ่านศูนยก์ลางในหน่วยมิลลิเมตร ท าการทดลองซ า้ 3 ครัง้ เพื่อหาค่าเฉลี่ยและ
สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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6. การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการยับย้ังโรคแคงเกอรใ์นต้น
กล้ามะนาวแป้นและต้นมะนาวแป้นในสภาพจริง 

6.1 การเตรียมต้นมะนาวแป้น 
การเตรียมตน้กลา้มะนาวแป้นปลอดเชือ้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  ท าโดยน าเมล็ด

จากผลมะนาวแป้นที่ปราศรอยโรคแคงเกอรม์าฟอกฆ่าเชือ้ที่ผิวดว้ย 0.5% โซเดียมไฮโปคลอไรด์
เป็นเวลา 5 นาที ล้างด้วยน ้าปลอดเชื ้อ 3 ครั้ง ครั้งละ 1 นาที จากนั้นน าไปเพาะบนอาหาร
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อพืชสตูร Murashige & Skoog (MS) (ภาคผนวก) (90) ที่บรรจอุยู่ในขวดแกว้ปลอด
เชือ้ภายใตอ้ณุหภูมิหอ้ง โดยมีการควบคุมใหแ้สงต่อวันนาน 12 ชั่วโมงเป็นเวลาประมาณ 60 วัน 
เพื่อใหต้น้กลา้มะนาวแปน้เจรญิอยู่ในระยะที่มีจ  านวนใบ 4-7 ใบต่อตน้ 

การทดสอบในสภาพจริงจะใช้ตน้มะนาวแป้นจากกรมวิชาการเกษตร โดยเป็นกิ่ง
มะนาวแป้น (C. aurantifolia) ที่ถูกต่อกิ่งลงบนต้นตอแรงเพอรไ์ลม์  (rangpur lime) ซึ่งมีชื่อ
วิทยาศาสตรว์่า Citrus limonia โดยแต่ละตน้มีความสงูประมาณ 1.2 เมตรเท่าๆ กนั ส าหรบัใชท้ า
การทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อกันจ านวน 2 ครัง้ โดยตน้มะนาวถูกวางไวใ้นสภาพธรรมชาติจริง 
และมีการใหน้ า้ในปรมิาณเท่า ๆ กนัจ านวน 3 ครัง้ต่อสปัดาห ์

6.2 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการใช้เป็นตัวควบคุม
โรคทางชีวภาพในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 

6.2.1 การประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกบัตน้กลา้มะนาวแป้น 
(co-culture) ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  

ท าโดยแบ่งตน้กลา้มะนาวแป้นในขวดแก้วปลอดเชือ้เป็น 5 กลุ่ม กลุ่มละ 4 ตน้ 
ดงัตาราง 8 โดยมีกลุ่มการทดลองที่ 1 เป็นชุดควบคมุเชิงลบ ท าการทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อ
กนัจ านวน 3 ครัง้ เริ่มจากน าตน้กลา้มะนาวในแต่ละกลุ่มมาท าแผลตน้ละ 2 ใบ ใบละ 3 แผลดว้ย
เข็มฉีดยาปลอดเชือ้ขนาด 0.4×25 มิลลิเมตร แลว้ทาด้วยไม้พันส าลีปลอดเชือ้ที่ชุ่มดว้ยอาหาร
เลีย้งเชือ้ TSB หรือเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีจ  านวนเซลลเ์ท่ากบั 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร น าตน้กลา้
ทัง้หมดเพาะเลีย้งต่อนาน 30 วัน โดยในวันที่ 15 และ 30 หลงัจากการปลูกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ ์
สงัเกตลกัษณะรอยแผลและการเจริญเติบโตของตน้กลา้มะนาวแปน้ แลว้ใหค้ะแนนความรุนแรงดงั
ตาราง 9 น าคะแนนที่ได้จากแต่ละกลุ่มการทดลองมาวิเคราะห์ความแตกต่างค่ามัธยฐานด้วย
วิธีครสัคาล-วลัลิส (Kruskal-Wallis test) และเปรียบเทียบพหุคูณ (multiple comparisons) ดว้ย
วิธีแมน-วิทนียย์ู (Mann-Whitney U test) ที่ระดับนัยส าคัญเท่ากับ 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 
25.0 (IBM Corp.) 
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ตาราง 8 กลุ่มการทดลองการประเมินผลของเชือ้ปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกับตน้กลา้มะนาวแป้นใน
สภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 

กลุม่การทดลอง การปฏิบติั 
1 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ 
2 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 1 
3 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 
4 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 3 
5 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 4 

 
ตาราง 9 คะแนนความรุนแรงส าหรบัการประเมินผลของเชือ้ปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกับต้นกล้า
มะนาวแปน้ 
 

ล าดบั 
 

ลกัษณะของตน้กลา้มะนาว 
คะแนน

ความรุนแรง 
1  ใบรว่งหมดตน้ หรือตน้ตาย 4 
2  มีใบรว่ง และไม่มีใบเขียวสมบรูณ ์ 3 
3  มีใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ ใบมีเนือ้เยื่อตายตัง้แต่ 3 ใบขึน้ไป 2 
4  มีใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ เนือ้เยื่อตาย 1-2 ใบ 1 
5  สขุภาพดี ใบเขียวสมบรูณ ์ไม่พบว่ามีใบรว่งหรือใบเหลือง 0 

 
6.2.2 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยัง้โรคแคงเกอร์

ในตน้กลา้มะนาวแปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
ท าโดยแบ่งตน้กลา้มะนาวแป้นในขวดแก้วปลอดเชือ้เป็น 6 กลุ่ม กลุ่มละ 4 ตน้ 

ดังตาราง 10 โดยมีกลุ่มการทดลองที่ 1 และ 2 เป็นชุดควบคุมเชิงลบและเชิงบวก ตามล าดับ ท า
การทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อกนัจ านวน 3 ครัง้ เริ่มจากท าแผลตน้กลา้มะนาวแปน้ในแต่ละกลุ่ม
การทดลอง (เช่นเดียวกับขัน้ตอนการประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกับตน้
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กลา้มะนาวแป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ) แลว้ทาดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ TSB หรือเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ หลงัจากนัน้ 24 ชั่วโมงทาซ า้ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ TSB หรือเชือ้สาเหตโุรค Xcc (ใช ้Xcc ที่
คัดแยกไดแ้ละ XccD) ซึ่งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์และเชือ้สาเหตุโรค Xcc ถูกปรบัใหม้ีจ านวนเซลล์
เท่ากบั 108 และ 106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ น าตน้กลา้ทัง้หมดเพาะเลีย้งต่อนานเป็นเวลา 
30 วัน โดยในวันที่ 15 และ 30 หลังจากการปลูกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ สังเกตลกัษณะรอยแผล
และการเจริญเติบโตของต้นกล้ามะนาวแป้น แล้วใหค้ะแนนความรุนแรงดังตาราง 11 จากนั้น
ทดสอบความแตกต่างค่ามัธยฐานของคะแนนและเปรียบเทียบพหุคูณ (เช่นเดียวกับขัน้ตอนการ
ประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกับตน้กลา้มะนาวแป้นในสภาพเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อ) 
 
ตาราง 10 กลุ่มการทดลองการประเมินเชือ้ปฏิปักษ์ในการยับยั้งโรคแคงเกอรใ์นตน้กลา้มะนาว
แปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 

กลุม่การทดลอง 
วิธีการปฏิบติั 

ปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 24 ชั่วโมงหลงัการปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 
1 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ 
2 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ ทาเชือ้ Xcc 
3 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 1 ทาเชือ้ Xcc 
4 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 ทาเชือ้ Xcc 
5 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 3 ทาเชือ้ Xcc 
6 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 4 ทาเชือ้ Xcc 
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ตาราง 11 คะแนนความรุนแรงส าหรบัการประเมินเชือ้ปฏิปักษใ์นการยบัยัง้โรคแคงเกอรใ์นตน้กลา้
มะนาวแปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
 

ล าดบั ลกัษณะของตน้กลา้มะนาว 
คะแนน

ความรุนแรง 
1 ใบรว่งหมดตน้ หรือตน้ตาย 7 
2 มีใบรว่ง และไม่มีใบเขียวสมบรูณ ์ 6 
3 พบรอยสะเก็ดสีขาวฟ ูและ/หรือ ใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ เนือ้เยื่อ

ตาย ตัง้แต่ 3 ใบขึน้ไป 
5 

4 มีใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ ใบมีเนือ้เยื่อตายตัง้แต่ 3 ใบขึน้ไป 4 
5 พบสะเก็ดสีขาวฟรูว่มกบัมีใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ เนือ้เยื่อตาย 

1-2 ใบ 
3 

6 พบสะเก็ดสีขาวฟเูพียงอย่างเดียว 2 
7 มีใบรว่ง และ/หรือ ใบเหลือง และ/หรือ เนือ้เยื่อตาย 1-2 ใบ 1 
8 สขุภาพดี ใบเขียวสมบรูณ ์ไม่พบว่ามีใบรว่งหรือใบเหลือง 0 

 
 

เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพสูงในการยับยัง้การเจริญของเชือ้สาเหตุ
โรค Xcc และการลดการเกิดโรคแคงเกอรใ์นตน้กลา้มะนาวแป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อจะถูก
คดัเลือกไปศกึษาในขัน้ต่อไป 

6.3 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการใช้เป็นตัวควบคุม
โรคทางชีวภาพในสภาพธรรมชาติจริง 

ท าโดยแบ่งต้นมะนาวแป้นเป็น 10 กลุ่ม กลุ่มละ 3 ต้น ดังตาราง 12 ท าการ
ทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อกนัจ านวน 2 ครัง้ โดยมีกลุ่มการทดลองที่ 1 และ 2 เป็นชดุควบคมุเชิง
ลบและเชิงบวก ตามล าดบั แต่ละกลุ่มการทดลองถูกปลกูเชือ้ 2 ครัง้ โดยครัง้ที่ 1 ทาใบมะนาวให้
ทั่วดว้ย phosphate buffer saline (PBS) หรือเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ หรือส่วนใสจากน า้เลีย้งเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ หลังจากนั้น 24 ชั่วโมงทาซ า้ดว้ย PBS หรือเชือ้สาเหตุโรค Xcc (ใช ้Xcc ที่คัด
แยกไดเ้ท่านัน้) โดยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์และเชือ้สาเหตโุรค Xcc ถูกปรบัใหม้ีจ านวนเซลลเ์ท่ากับ 
108 และ 106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ น าตน้กลา้ทัง้หมดเพาะเลีย้งต่อนานเป็นเวลา 30 วัน 
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ในวนัที่ 30 หลงัจากการปลกูเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ ท าการนบัจ านวนรอยแผลโรคแคงเกอรบ์นใบที่
ถูกปลูกเชือ้ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนแ์บบสเตอริโอ (stereo microscope) เพื่อค านวณดัชนีความ
รุนแรงของโรคโดยน าจ านวนรอยแผลที่นบัไดข้องแต่ละใบหารดว้ยพืน้ที่ใบนัน้  ๆ (หน่วยเป็นตาราง
เซนติเมตรหรือ cm2) ซึ่งพืน้ที่ใบค านวณไดจ้ากโปรแกรม ImageJ analysis 1.52a (NIH, USA) (39) 
จากนัน้วิเคราะหค์วามแปรปรวนของการทดลองดว้ย ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละ
กลุ่มการทดลองดว้ย Tukey’s HSD ที่ระดับนัยส าคัญเท่ากับ 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 25.0 
(IBM Corp.) นอกจากนีท้  าการค านวณค่ารอ้ยละของประสิทธิภาพในการควบคมุโรค (% disease 
control efficacy) โดยใชค่้าความรุนแรงของชุดควบคุมเชิงบวก (C) และกลุ่มการทดลองที่มีการ
ปลกูเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษร์ว่มกบัเชือ้สาเหตโุรค Xcc (T) ในการค านวณดว้ยสตูรดา้นล่าง (91) 
 

ประสิทธิภาพในการควบคมุโรค (%) = 
C−T

T
 × 100 

 
ตาราง 12 กลุ่มการทดลองการประเมินเชือ้ปฏิปักษ์ในการใชเ้ป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพใน
สภาพธรรมชาติจรงิ 
 

กลุม่การ
ทดลอง 

การปฏิบติั 
ปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 24 ชั่วโมงหลงัการปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 

1 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ 
2 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ ทาเชือ้ Xcc 
3 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 1 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ 
4 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ 
5 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 1 ทาเชือ้ Xcc 
6 ทาเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 ทาเชือ้ Xcc 
7 ทาสว่นใสจากน า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์ชนิดที่ 1 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ 
8 ทาสว่นใสจากน า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 ทา PBS ที่ปลอดเชือ้ 
9 ทาสว่นใสจากน า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 1 ทาเชือ้ Xcc 
10 ทาสว่นใสจากน า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษช์นิดที่ 2 ทาเชือ้ Xcc 
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7. การตรวจสอบความสามารถของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการกระตุ้นยีนทีเ่กี่ยวข้องกับ
กลไกการต้านทานโรคของมะนาวแป้น 

7.1 การตรวจหายีนทีเ่กี่ยวข้องกับกลไกการต้านทานโรคในจีโนมของมะนาวแป้น 
7.1.1 การสกดัดีเอ็นเอ 

ท าโดยน าใบอ่อนของมะนาวแป้นมาบดใหเ้ซลลแ์ตกดว้ยไนโตรเจนเหลวในโกร่ง
จนเป็นผงละเอียด แล้วน าใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นท าตามคู่มือในชุดสกัดดีเอ็นเอ 
AccuPrep® Genomic DNA extraction kit น าสารละลายดีเอ็นเอที่ไดม้าตรวจสอบการมีอยู่ของ
ดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส (เช่นเดียวกบัขัน้ตอนการตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ 
Xcc) 

7.1.2 การโคลนและการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทดข์องบริเวณยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไก
การตา้นทานโรค 

7.1.2.1 การเตรียมชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศกึษา 
ท าโดยวิธี PCR ซึ่งใชจ้ีโนมิกสดี์เอ็นเอของมะนาวแป้นเป็นตน้แบบ ตาราง 13 

แสดงข้อมูลของไพรเมอรท์ี่ถูกดัดแปลงจากพืชตระกูลสม้สายพันธุ์อ่ืน  ๆ ให้มีบริเวณจดจ าของ
เอนไซม์ตัดจ าเพาะ HindIII และ EcoRI อยู่บริเวณปลาย 5' ของ forward primer และ reverse 
primer ตามล าดับ อีกทั้งยังมีบริเวณเบสส่วนเกิน 4 ต าแหน่งที่เติมอยู่บริเวณปลาย 5' ถัดจาก
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ัดจ าเพาะ ส่วนประกอบปฏิกิริยา PCR แสดงดังตาราง 14 ยีน PR-1 
ซึ่งใช ้HotStarTaq DNA polymerase มีการก าหนดสภาวะในการท า PCR ดังตาราง 15 ส  าหรบั
ยีน Pt14, LRR8, LOX และ Ef-1a ซึ่งใช ้KOD-Plus-Neo DNA polymerase มีการก าหนดสภาวะ
ในการท า PCR ดงัตาราง 16 
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ตาราง 14 สว่นประกอบปฏิกิรยิา PCR ในการเตรียมชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศกึษา 
 

สว่นประกอบ 
ปรมิาตร

(ไมโครลิตร) 
ความเขม้ขน้สดุทา้ย 

10X PCR buffer  5 1X 
2 มิลลิโมลาร ์dNTPs 5 0.2 มิลลิโมลาร ์
25 มิลลิโมลาร ์MgSO4 2-3* 1.0-1.5 มิลลิโมลาร ์
10 ไมโครโมลาร ์forward primer  1 0.2 ไมโครโมลาร ์
10 ไมโครโมลาร ์reverse primer 1 0.2 ไมโครโมลาร ์
KOD-Plus-Neo หรอื HotStarTaq DNA polymerase 1 1 ยนูิต 
น า้กลั่นปราศจาก RNase และ DNase 33-34** - 
ดีเอ็นเอตน้แบบ 1 40 นาโนกรมั 
รวม  50  

หมายเหต:ุ * และ ** ปรมิาตรท่ีใชข้ึน้อยู่กบัความเหมาะสมของชนิดยีนที่ศกึษา 
 
ตาราง 15 สภาวะปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนบรเิวณยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค
โดยใช ้HotStarTaq DNA polymerase 
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ านวนรอบ 
Initial activation step 95 15 นาท ี 1 
Denaturation 94 45 วินาที 

35 Annealing  54 30 วินาที 
Extension 72 45 วินาที 
Final extension 72 7 นาที 1 
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ตาราง 16 สภาวะปฏิกิริยา PCR ในการเพิ่มจ านวนบรเิวณยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค
โดยใช ้KOD-Plus-Neo DNA polymerase 
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ านวนรอบ 
Pre-denaturation 94 2 นาที 1 
Denaturation 98 10 วินาที  
Annealing 55-62* 30 วินาที 35 
Extension 68 30 วินาที  
Final extension 68 7 นาที 1 

หมายเหต:ุ * อณุหภมูิที่ใชข้ึน้อยู่ค่า Tm ของไพรเมอรแ์ต่ละชนิด 
 

ผลผลิต PCR ถูกตรวจสอบแถบแบนดีเอ็นเอของชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่
ตอ้งการศึกษาดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใชเ้จลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.5% ใน 
0.5X TBE หยอดสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 5 ไมโครลิตรที่ผสมกับ 5X loading buffer ปริมาตร 
1 ไมโครลิตรลงในช่องเจล แยกขนาดของดีเอ็นเอภายใตก้ระแสไฟฟ้า 50 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที 
โดยมี 100 bp ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐานในการเปรียบเทียบขนาดของชิน้ส่วนดีเอ็นเอ น า
เจลไปยอ้มและลา้งเอธิเดียมโบรไมด์ (เช่นเดียวกับขัน้ตอนการตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xcc) 
แลว้น าไปส่องภายใตแ้สงอัลตราไวโอเลตดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล ท าบริสุทธิ์ผลผลิต PCR ตาม
ขัน้ตอนในคู่มือของชุดท าบริสุทธิ์ HiYieldTM Gel/PCR DNA fragments extraction kit แลว้น าไป
ตรวจสอบการมีอยู่ของชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศึกษาอีกครัง้ดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทร
โฟรีซิสตามวิธีดา้นบน วัดความเขม้ขน้ของชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนดังกล่าวดว้ยเครื่องวัดปริมาณ
สารพนัธุกรรมแบบนาโน (nanodrop) 

จากนั้นตัดผลผลิต PCR ท่ีถูกท าบริสุทธิ์ดว้ยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิดใน
ปฏิกิริยาเดียวกัน  (double digestion) โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ HindIII และ EcoRI ซึ่ งมี
ส่วนผสมของปฏิกิริยาดังตาราง 17 แลว้บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 
เป็นเวลา 60 นาที จากนัน้เติมสารผสมของฟีนอลและคลอโรฟอรม์ (อัตราส่วน 1:1 ) ปริมาตร 1 
เท่าของสารละลายดีเอ็นเอเริ่มตน้ เขย่าใหเ้ขา้กนัดว้ยการวอรเ์ท็กซแ์ลว้น าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยค่าแรง
เหวี่ยงหนีศูนย์กลาง 13,000 g ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บส่วนใสของ
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สารละลายดา้นบน (upper phase) ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม sodium acetate ความเขม้ขน้ 
3 โมลาร์ ปริมาตร 3.3 ไม โครลิตรต่อ  100 ไม โครลิตรของสารละลายดี เอ็น เอ  แล้วเติม 
ethachinmate ปริมาตร 1 ไมโครลิตร เขย่าดว้ยการวอรเ์ท็กซ ์จากนัน้เติม 100% เอทานอล เขย่า
ดว้ยการวอรเ์ท็กซอี์กครัง้ก่อนน าไปป่ันเหวี่ยงดว้ยค่าแรงเหวี่ยงหนีศนูยก์ลาง 13,000 g ที่อณุหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ดดูส่วนใสดา้นบนทิง้เพื่อเก็บตะกอนดีเอ็นเอ ทิง้ใหต้ะกอนดีเอ็น
เอแห้ง เติม tris EDTA (TE) buffer เพื่อละลายตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นวัดความเข้มข้นด้วย
เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน และตรวจสอบการมีอยู่ของชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่
ตอ้งการศึกษาดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิสตามวิธีดา้นบน โดยสารละลายดีเอ็นเอจะถูก
เก็บรกัษาที่อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

ท าการเจือจางชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่ต้องการศึกษาด้วย TE buffer โดย
ชิน้สว่นดีเอ็นของยีน PR-1, Pt14, LRR8, LOX และ Ef-1a ใหม้ีความเขม้ขน้เป็น 0.7, 4.0, 1.8, 3.0 
และ 1.3 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ตามล าดับ เพื่อใช้ในขั้นตอนการสร้างพลาสมิดลูกผสม 
(recombinant plasmid) 
 
ตาราง 17 สว่นประกอบปฏิกิรยิาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ HindIII และ EcoRI 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
10X M buffer 3 1X 
ชิน้ดีเอ็นเอบริสทุธิ์ หรือพลาสมิดดีเอ็นเอ 25 0.2-1.4 ไมโครกรมั* 

1.9 ไมโครกรมั** 
HindIII (15 ยนูิตต่อไมโครลิตร) 1 15 ยนูิต 
EcoRI (15 ยนูิตต่อไมโครลิตร) 1 15 ยนูิต 
รวม 30  

หมายเหตุ: * ความเขม้ขน้สดุทา้ยขึน้กบัความเขม้ขน้ของชิน้ดีเอ็นเอบริสทุธิ์เริ่มตน้ และ 
** ความเขม้ขน้สดุทา้ยของพลาสมิดดีเอ็นเอ 
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7.1.2.2 การเตรียมพาหะดีเอ็นเอ (DNA vector)  
พาหะ ดี เอ็น เอที่ ใช้ในการถ่ ายยี น คื อ  พ ลาสมิ ด  pBluescript SK (-) 

(ภาคผนวก) เริ่มจากการตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ HindIII และ EcoRI ใน
ปฏิกิริยาเดียวกัน ส่วนประกอบในปฏิกิริยาแสดงดงัตาราง 16 ส  าหรบัขัน้ตอนการท าบริสทุธิ์ การ
ตกตะกอนพลาสมิดดีเอ็นเอ การละลายตะกอนด้วย TE buffer การวัดความเข้มข้นและการ
ตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิดดีเอ็นเอมีกระบวนการเช่นเดียวกับขั้นตอนการเตรียมชิน้ส่วน 
ดีเอ็นเอของยีนที่ต้องการศึกษา แต่ใชเ้จลอะกาโรสความเขม้ข้น 1% ภายใตก้ระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และใช ้Lambda-HindIII ladder ในการเปรียบเทียบขนาด และเจือจางพ
ลาสมิดดีเอ็นเอด้วย TE buffer ให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 30 นาโนกรมัต่อไมโครลิตร เพื่อใช้ใน
ขัน้ตอนการสรา้งพลาสมิดดีเอ็นเอลกูผสม 

7.1.2.3 การสรา้งพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมและการส่งถ่ายพลาสมิดดีเอ็นเอลูก 
ผสมเขา้สูเ่ซลลผ์ูร้บั (transformation)  

ท าโดยเชื่อมต่อชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศึกษากับพลาสมิดดีเอ็นเอ
เข้ า ด้ ว ย กั น  ( ligation)  ด้ ว ย ชุ ด  Ligation-Convenience kit manual (4th edition)  ผ ส ม
สว่นประกอบปฏิกิริยาใหเ้ขา้กนัดงัตาราง 18 จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิ 16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที จากนัน้ดดูสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอลกูผสมปรมิาตร 5 ไมโครลิตรใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตรที่
มี  competent cell ของแบคที เรียผู้ ร ับ  Escherichia coli ส ายพั น ธุ์  JM109 ปริม าตร  100 
ไมโครลิตรอยู่ภายในหลอด ส าหรบัชุดควบคมุเชิงลบดูดสารละลายพลาสมิดเปล่าความเขม้ขน้ 1 
พิโคกรมัปรมิาตร 10 ไมโครลิตรผสมกบัเซลลแ์บคทีเรียผูร้บัปริมาตร 100 ไมโครลิตร จากนัน้บ่มใน
น า้แข็งนานเป็นเวลา 30 นาที บ่มต่อที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาทีในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิ แลว้รีบยา้ยมาบ่มในน า้แข็งนานเป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติมอาหารเลีย้งเชือ้ 
super optimal broth with catabolite repression (SOC) (ภาคผนวก) ปริมาตร 900 ไมโครลิตร 
บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาทีในอ่างควบคุมอณุหภูมิ แลว้น าสารแขวนลอย
เซลล์มาท าการเกลี่ยบนอาหาร Luria-Bertani agar (LBA) (ภาคผนวก) ที่ เติม X-Gal (0.2 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร), IPTG (1 มิลลิโมลาร)์ และ ampicillin (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 
จากนัน้บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง หลงัการบ่มคดัเลือกโคลนจากสีของ
โคโลนี (blue-white screening) โคโลนีสีขาวจ านวน 6 โคโลนีถูกท าเชือ้ใหบ้ริสทุธิ์บนอาหาร LBA 
ที่เติม ampicillin (100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เพื่อตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิดดีเอ็นเอ
ลกูผสมที่มีชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศกึษาต่อไป 
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ตาราง 18 ส่วนประกอบปฏิกิริยาการเชื่อมต่อชิน้ส่วนดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศึกษากบัพลาสมิด 
ดีเอ็นเอ 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 

2X ligation mix 5 1X 
พลาสมิดดีเอ็นเอ 1 30 นาโนกรมั 
ชิน้สว่นดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศึกษา 1 0.7-4.0 นาโนกรมั * 
น า้กลั่นปราศจาก RNase และ DNase 3 - 
รวม 10  

หมายเหต ุ* ความเขม้ขน้ขึน้กบัชนิดของชิน้สว่นดีเอ็นเอจากแต่ละยีน 
 

7.1.2.4 การตรวจสอบพลาสมิดดีเอ็นเอลกูผสม  
ท าโดยเลีย้งโคโลนีสีขาวที่ถกูคดัเลือกในอาหารเหลว LB ปรมิาตร 5 มิลลิลิตร

ที่เติม ampicillin (100 ไมโครกรมัต่อมิลลิลิตร) เขย่าที่ความเร็ว 130 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนัน้น าสารแขวนลอยเซลลม์าป่ันเหวี่ยงที่ค่าแรงเหวี่ยงหนี
ศนูยก์ลาง 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที เก็บตัวเซลลเ์พื่อน าไปสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอตามคู่มือของ
ชุดสกดั NucleoSpin® Plasmid / Plasmid (NoLid) วดัความเขม้ขน้และคุณภาพของสารละลาย 
พลาสมิดดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตรด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรมแบบนาโน  และ
ตรวจสอบการมีอยู่ของพลาสมิดดีเอ็นเอดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิสเช่นเดียวกบัขัน้ตอน
การเตรียมพาหะดีเอ็นเอ  

จากนั้นตัดพลาสมิดดีเอ็นเอที่ไดจ้ากแต่ละโคลนดว้ยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ 2 
ชนิดในปฏิกิ ริยาเดียวกัน  ได้แก่  เอนไซม์ตัดจ าเพาะ  BamHI และ XhoI เพื่ อตรวจสอบ 
พลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมที่มีชิน้ดีเอ็นเอของยีนที่ตอ้งการศึกษา และมีชิน้ยีนดังกล่าวเพียง 1 ชุด
เท่านัน้ โดยมีส่วนประกอบในปฏิกิรยิาดงัตาราง 19 บ่มที่อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 
นาทีในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ตรวจสอบการมีอยู่ของชิน้ดีเอ็นเอของยีนที่ต้องการศึกษาด้วยวิธี 
อะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส ท าโดยน าสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอที่ถูกตัดปริมาตร  10 
ไมโครลิตรผสมกับ 5X loading buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร หยอดลงในช่องเจลอะกาโรสความ
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เขม้ขน้ 1.5% และปฏิบติัตามขัน้ตอนที่กล่าวดา้นบน สุดทา้ยเปรียบเทียบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอที่
ถกูตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI กบั Lambda-HindIII ladder 

เซลลผ์ูร้บั E. coli ที่ไดร้บัพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมซึ่งมีชิน้ดีเอ็นเอของยีนที่
ตอ้งการศึกษาถูกเก็บที่อุณหภูมิ  -80 องศาเซลเซียสในกลีเซอรอล 20% และพลาสมิดดีเอ็นเอ
ลกูผสมที่เหลือจะถกูใชศ้กึษาในขัน้ตอนต่อไป 
 
ตาราง 19 สว่นประกอบปฏิกิรยิาการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BamHI และ XhoI 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
10X K buffer 1.5 1X 
พลาสมิดดีเอ็นเอ 11.5 1-1.5 ไมโครกรมั 
BamHI (20 ยนูิตต่อไมโครลิตร) 1 20 ยนูิต 
XhoI (15 ยนูิตต่อไมโครลิตร) 1 15 ยนูิต 
น า้กลั่นปราศจาก RNase และ DNase -  
รวม 15  

 
7.1.2.5 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดข์องยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทาน

โรค 
ท าโดยส่งสารละลายพลาสมิดดีเอ็นเอลกูผสมของแต่ละยีนที่ตอ้งการศึกษา

ไปวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท  FASMAC ประเทศญ่ีปุ่ น โดยใช้คู่ไพรเมอร์ M13M3  
(5' GTAAAACGACGGCCAGT 3')  แ ล ะ  M13RV (5' CAGGAAACAGCTATGAC 3')  ซึ่ ง มี
บริเวณจับอย่างจ าเพาะบนพลาสมิด pBluescript SK (-) ผลการวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดข์อง
บริเวณยีนที่ตอ้งการศึกษาที่ไดร้บัถูกน ามาตรวจสอบวิเคราะห์ และเทียบเคียงกับล าดับนิวคลีโอ
ไทดข์องบริเวณดงักล่าวในพืชตระกูลสม้ในฐานขอ้มูล GenBank ดว้ยค าสั่ง BLASTN และท าการ 
pairwise alignment เพื่อเปรียบเทียบค่ารอ้ยละความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทดท์ัง้  2 ล าดับ
อีกครัง้ดว้ยโปรแกรม EMBOSS MATCHER (European Bioinformatics Institute) ส าหรบัยืนยัน
ว่ายีนเหลา่นีเ้ป็นยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคในจีโนมของมะนาวแปน้ 
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7.2 การประเมินการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการต้านทานโรคของ
มะนาวแป้นด้วยวิธี reverse-transcription PCR (RT-PCR) 

7.2.1 การปลกูเชือ้แบคทีเรีย และการสกดัอารเ์อ็นเอทัง้หมดจากใบมะนาวแปน้ 
ท าโดยแบ่งตน้กลา้มะนาวแปน้ในขวดแกว้ปลอดเชือ้เป็น 4 กลุ่ม ดงัตาราง 20 ท า

การทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อกนัจ านวน 3 ครัง้ เริ่มจากท าแผลตน้กลา้มะนาวแปน้ในแต่ละกลุ่ม 
(เช่นเดียวกับขั้นตอนการประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกับตน้กลา้มะนาว
แป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนื ้อเยื่อ) แล้วทาด้วยอาหารเลีย้งเชือ้ TSB หรือเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ ์
หลงัจากนัน้ 24 ชั่วโมงทาซ า้ดว้ยอาหารเลีย้งเชือ้ TSB หรือเชือ้สาเหตุโรค Xcc (ใช ้Xcc ที่คดัแยก
ไดเ้ท่านัน้) โดยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์และเชือ้สาเหตโุรค Xcc ถูกปรบัใหม้ีจ านวนเซลลเ์ท่ากับ 108 
และ 106 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั  

หลงัจากปลกูเชือ้ 24 และ 48 ชั่วโมง น าใบมะนาวแปน้จากแต่ละกลุ่มในปรมิาณ
เท่า ๆ กันมาท าให้เซลล์แตกโดยบดด้วยไนโตรเจนเหลวในหลอด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นสกัด 
อารเ์อ็นเอตามคู่มือของชุดสกัด  RBC Real Genomics total RNA extraction kit (plant) แล้ว
ก าจัดดีเอ็นเอที่อาจปนเป้ือนมาในขัน้ตอนการสกัดอารเ์อ็นเอดว้ยเอนไซม์ DNase I ท าโดยผสม
ส่วนประกอบปฏิกิริยาลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตรที่อยู่ในกล่องเก็บความเย็น ดังนี ้(1) สารละลาย
อารเ์อ็นเอ 17 ไมโครลิตร (2) 10X DNase I reaction buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และ (3) 
DNase I (1 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กันดว้ยปิเปตอย่างระมัดระวัง 
บ่มที่อณุหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที แลว้หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ DNase I โดยเติมสารละลาย 
EDTA ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร ์ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กันและบ่มที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นตรวจสอบด้วยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 
(เช่นเดียวกบัขัน้ตอนการตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xcc) เจือจางความเขม้ขน้ของอารเ์อ็นเอจาก
แต่ละตัวอย่างใหเ้ท่ากัน โดยเปรียบเทียบจากความเขม้ของแถบแบนอารอ์าเอ็นเอจากภาพเจลที่
สอ่งดดูว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล จากนัน้อารเ์อ็นเอถูกเก็บรกัษาที่อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียสส าหรบั
ศกึษาในขัน้ต่อไป  
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ตาราง 20 กลุ่มการทดลองการประเมินการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค
ของมะนาวแปน้ดว้ย RT-PCR 
 

 
7.2.2 การเพิ่มจ านวนยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคของมะนาวแปน้ดว้ยวิธี 

RT-PCR 
ท าโดยน าอารเ์อ็นเอทั้งหมดจากใบมะนาวแป้นทั้ง 4 กลุ่มการทดลองที่มีความ

เขม้ขน้เริ่มตน้เท่ากนัมาท า RT-PCR ส าหรบัชุดควบคมุเชิงลบใชน้ า้กลั่นปราศจาก nuclease แทน
อารเ์อ็นเอตน้แบบ ตาราง 21 แสดงไพรเมอรท์ัง้ 5 คู่ ที่ถูกใชใ้นการท า RT-PCR ดว้ยชุด MyTaq™ 
One-Step RT-PCR kit ซึ่งส่วนประกอบปฏิกิริยาแสดงดังตาราง 22 แลว้ก าหนดสภาวะดงัตาราง 
23 เมื่อครบก าหนดน าผลผลิต RT-PCR ที่ไดม้าตรวจสอบดว้ยวิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิส 
โดยหยอดผลผลิต RT-PCR ปริมาตร 1 ไมโครลิตรที่ผสมกับ 2X loading buffer ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร ลงในช่องของเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 2% แยกขนาดของดีเอ็นเอภายใตก้ระแสไฟฟ้า 
50 โวลต ์เป็นเวลา 60 นาที และใช ้100 bp ladder เป็นแถบดีเอ็นเอมาตรฐานในการเปรียบเทียบ
ขนาด ยอ้มและลา้งเอธิเดียมโบรไมด์ (เช่นเดียวกับขัน้ตอนการตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xcc) 
แลว้น าเจลไปส่องภายใตแ้สงอัลตราไวโอเลต และถ่ายภาพเจลดว้ยเครื่องถ่ายภาพเจล โดยท า
วิธีอะกาโรสเจล อิเล็กโทรโฟรีซิสซ า้ 3 ครัง้ ต่อการท า RT-PCR 1 รอบ และเลือกภาพที่มีความ
ชดัเจนมากท่ีสดุใชใ้นขัน้ตอนต่อไป 
 

กลุม่การทดลอง 
วิธีการปฏิบติั 

ปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 24 ชั่วโมงหลงัการปลกูเชือ้ครัง้ที่ 1 
กลุม่ที่ 1 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ 
กลุม่ที่ 2 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ ทาเชือ้ Xcc 
กลุม่ที่ 3 ทาเชือ้ปฏิปักษ์ ทาเชือ้ Xcc 
กลุม่ที่ 4 ทา TSB ที่ปลอดเชือ้ ทาเชือ้ปฏิปักษ์ 
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ตาราง 22 สว่นประกอบปฏิกิรยิา RT-PCR โดยใช ้MyTaq™ One-Step RT-PCR kit 
 

สว่นประกอบ ปรมิาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สดุทา้ย 
2x MyTaq One-Step mix 5 1X 
Reverse transcriptase 0.1 0.2 มิลลิโมลาร ์
RiboSafe RNase inhibitor 0.2 1.0-1.5 มิลลิโมลาร ์
10 ไมโครโมลาร ์forward primer 0.4 0.4 ไมโครโมลาร ์
10 ไมโครโมลาร ์reverse primer 0.4 0.4 ไมโครโมลาร ์
น า้กลั่นปราศจาก RNase และ DNase 2.9 - 
อารเ์อ็นเอตน้แบบ 1  
รวม  10  

 
ตาราง 23 สภาวะปฏิกิรยิา RT-PCR โดยใช ้MyTaq™ One-Step RT-PCR kit 
 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซลเซียส) เวลา จ านวนรอบ 
Reverse transcription 45 20 นาท ี 1 
Polymerase activation 95 1 นาที 1 
Denaturation 95 10 วินาที 

30-40*** Annealing 55-62* 10 วินาที 
Extension 72 20-35 วนิาท*ี* 
Final extension 72 7 นาที 1 

หมายเหต:ุ * อุณหภูมิที่ใชข้ึน้อยู่ค่า Tm ของไพรเมอร,์ ** เวลาทีใชข้ึน้กับความยาวของ
แต่ละชิน้ยีน และ *** จ านวนรอบที่ใชข้ึน้กบัความเขม้ขน้ของอารเ์อ็นเอเริ่มตน้ 
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7.2.3 การเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค  
ท าโดยใชโ้ปรแกรม Image Lab 6.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) แปลงความ

เขม้แถบแบนดีเอ็นเอบนภาพเจลเดียวกนัเป็นค่าตวัเลขความเขม้แถบแบนดีเอ็นเอ โดยใหค่้าตวัเลข
ความเขม้แถบแบนดีเอ็นเอของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคเป็น X และค่าตวัเลขความ
เขม้แถบแบนดีเอ็นเอของยีนเปรียบเทียบเป็น Y จากนั้นหักลบพืน้หลงัดว้ยค่าตัวเลขของชุดการ
ทดลองควบคุมเชิงลบ (Z) ดังสมการที่ 1 จะไดค่้าหักลบพืน้หลงัของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการ
ต้านทานโรค (A) และค่าหักลบพื ้นหลังของยีนเปรียบเทียบ  (B) จากนั้นน ามาค านวณค่า
ความสมัพนัธก์ารแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค (C) ดงัสมการที่ 2  
 

X = ค่าตวัเลขความเขม้แถบแบนดีเอ็นเอของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทาน 
Y = ค่าตวัเลขความเขม้แถบแบนดีเอ็นเอของยีนเปรียบเทียบ 
Z = ค่าตวัเลขของชดุการทดลองควบคมุเชิงลบ 
A = ค่าหกัลบพืน้หลงัของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค 
B = ค่าหกัลบพืน้หลงัของยีนเปรียบเทียบ 
C = ค่าความสมัพนัธก์ารแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรค

เปรียบเทียบกบัค่าการแสดงออกของยีนเปรียบเทียบ 
 

X - Z = A หรอื Y - Z = B    ------------- (1) 
A

B
 = C    ------------------------------------ (2) 

 
จากนัน้ค านวณค่า E ซึ่งเป็นค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกของยีนที่

เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคของกลุ่มการทดลองที่ปลกูเชือ้เปรียบเทียบกบักลุม่การทดลองที่
ไม่ปลกูเชือ้ ดงัสมการที่ 3  
 

Ct = ค่าความสมัพนัธ์การแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค
ของกลุ่มการทดลอง (กลุ่มที่ถูกปลกูเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ หรือเชือ้สาเหตโุรค หรือเชือ้จุลินทรียท์ัง้ 
2 ชนิดรว่มกนั) 

C1 = ค่าความสมัพนัธก์ารแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรค
ของกลุม่การทดลองควบคมุ (กลุม่ที่ไม่ถกูปลกูเชือ้) 
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E = ค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดับการแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการ
ตา้นทานโรคของกลุม่การทดลองที่ปลกูเชือ้เปรียบเทียบกบักลุม่การทดลองที่ไม่ปลกูเชือ้ 
 

Ct

C1
 × 100 = E    ------------------------------------ (3) 

 
การประเมินการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับกลไกการต้านทานโรคของ

มะนาวแป้นดว้ย RT-PCR จะท าการทดลองซ า้อย่างเป็นอิสระต่อกัน 3 ครัง้ เพื่อค านวณค่าเฉลี่ย
และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของค่ารอ้ยละความสัมพันธ์ระดับการแสดงออก (E) ของแต่ละยีน 
จากนัน้วิเคราะหค์วามแปรปรวนของการทดลองดว้ย ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของแต่ละ
กลุ่มการทดลองด้วย Tukey’s HSD ที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS 25.0 (IBM 
Corp.) 
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บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
1. การคัดแยกเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอร ์

1.1 การคัดแยกเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 
การคัดแยกเชือ้สาเหตุโรค Xcc จากใบและกิ่งของมะนาวแป้นที่มีรอยโรคแคงเกอร์

บนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ mTMB และ Xan-D สามารถคัดแยกและท าเชื ้อให้บริสุทธิ์ได้จ านวน 86  
ไอโซเลท โดยโคโลนีที่ถูกคัดเลือกจากอาหารเลีย้งเชือ้ mTMB มีลกัษณะกลม ขนาดเล็ก สีเหลือง
อ่อน พบตะกอนขาวขุ่นรอบโคโลนีจากการย่อยสลาย Tween 80 (ภาพประกอบ 10A) และโคโลนี
ที่ถูกคัดเลือกจากอาหารเลีย้งเชือ้ Xan-D มีลกัษณะกลม ขนาดเล็ก สีเหลืองอมเขียว พบตะกอน
ขาวขุ่นรอบโคโลนี และรอบนอกของโคโลนีพบบริเวณใสขนาดใหญ่จากการย่อยสลาย skim milk 
(ภาพประกอบ 10B) ซึ่งมีลักษณะเช่นเดียวกับโคโลนีของเชือ้ XccD ที่เจริญบนอาหารเลีย้งเชือ้ 
mTMB และ Xan-D ดงัภาพประกอบ 10C และ 10D ตามล าดบั เชือ้บริสทุธิ์ทัง้หมดจะถูกตรวจหา
ยีนในจีโนมของเชือ้ Xcc ต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 10 ลกัษณะโคโลนีของเชือ้ Xcc บนอาหารเลีย้งเชือ้ mTMB และ Xan-D 
(A) โคโลนีของเชือ้ Xcc สายพนัธุท์ี่คดัแยกได ้(ไอโซเลท E05) บนอาหาร mTMB และ (B) Xan-D 

และ (C) โคโลนีของเชือ้ XccD บนอาหาร mTMB และ (D) Xan-D 

C 

A B 

D 
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1.2 การตรวจหายีนในจีโนมของเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 
เชือ้ทัง้หมด 86 ไอโซเลทที่คัดแยกไดถู้กน ามาท า colony PCR เพื่อตรวจหาบริเวณ

ยีนบนจีโนมของเชือ้ Xcc ไดแ้ก่ ยีน hrpW , ยีน rpf และบริเวณ ITS โดยท าการคัดเลือกเบือ้งตน้
ดว้ยไพรเมอร ์XACF/XACR (ตาราง 1) ที่จ  าเพาะกบับรเิวณยีน hrpW เป็นอนัดบัแรก ซึ่งใหผ้ลผลิต
แถบแบนดีเอ็นเอขนาด 561 คู่เบส ผลการทดลองพบว่า 17 ไอโซเลทจาก 86 ไอโซเลท คือไอโซเลท 
E01-E17 ปรากฎแถบแบนดีเอ็นเอขนาด 561 คู่เบส และใหผ้ลเช่นเดียวกับชุดควบคุมเชิงบวกที่
เป็นเชือ้ XccD ดงัภาพประกอบ 11 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 11 การตรวจสอบบรเิวณยีน hrpW ของเชือ้ Xcc 
โดย M คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb, หมายเลข 1-17 คือเชือ้ไอโซเลท E01-E17, 

P คือชดุควบคมุเชิงบวกและ N คือชดุควบคมุเชิงลบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,000 bp 

250 bp 

500 bp 

250 bp 

1,000 bp 

500 bp 561 bp 

   M     P     1     2     3    4     5     6     7      8     9    10   11   12    N                                           M     P   13   14   15    16   17   
N 

561 
bp 
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จากนั้นคัด เลือกเชื ้อแบบสุ่ มจ านวน  4 ไอโซ เลทที่ ให้ผลบวกกับไพรเมอร ์
XACF/XACR คือ ไอโซเลท E02, E05, E08 และ E15 เพื่อตรวจสอบด้วยไพรเมอรอี์ก  2 คู่  คือ 
Xac01/Xac02 และ J-Rxg/J-Rxc2 (ตาราง 1) ที่จ  าเพาะกบัยีน rpf และบริเวณ ITS ตามล าดบั ซึ่ง
ใหผ้ลผลิตแถบแบนดีเอ็นเอขนาด 582 คู่เบสและ 179 คู่เบส ตามล าดับ จากผลการทดลองพบว่า
ไอโซเลท E02, E05 และ E08 เกิดแถบแบนดีเอ็นเอทัง้สองขนาดและใหผ้ลเช่นเดียวกบัชุดควบคุม
เชิงบวก ส่วนไอโซเลท E15 เกิดแถบแบนดีเอ็นเอขนาด 179 คู่เบสเท่านัน้ แต่ไม่เกิดแถบแบนดีเอ็น
เอขนาด 582 คู่เบส ดงัแสดงในภาพประกอบ 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 12 การตรวจสอบยีน rpf และบรเิวณ ITS ของเชือ้ Xcc 
โดย M คือแถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 1 kb, หมายเลข 1-4 คือเชือ้ไอโซเลท E02, E05, E08 และ 

E15 ตามล าดบั, P คือชุดควบคมุเชิงบวกและ N คือชุดควบคมุเชิงลบ 
 
 
 
 
 
 
 
 

250 bp 

1,000 bp 

500 bp 582 bp 

179 bp 

   M       1       2       3       4       P       N             1       2       3      4       P      N 
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1.3 การจัดจ าแนกชนิดของเชือ้จุลินทรีย ์
โคโลนีของเชือ้ทัง้ 4 ไอโซเลท ไดแ้ก่ ไอโซเลท E02, E05, E08 และ E15 ที่มีอายุ 24 

ชั่ วโมงบนอาหารเลี ้ยงเชื ้อ  TSA มีลักษณะกลมขนาดเล็ก  มันวาว และมี สี เหลืองอ่อน 
(ภาพประกอบ 13A) และจากการศึกษาภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนก์ าลงัขยาย 1,000 เท่าพบว่าเป็น
แบคทีเรียแกรมลบ รูปรา่งเป็นท่อนสัน้ และมีการจดัเรียงตวัแบบกระจายเด่ียว (ภาพประกอบ 13B) 

การวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน 16S rRNA ของเชือ้ไอโซเลท E02, E05, 
E08 และ E15 โดยเที ยบ เคียงกับฐานข้อมูล  GenBank ด้วยค าสั่ ง  BLASTN พบว่าทั้ ง  4  
ไอโซเลทมีค่ารอ้ยละความเหมือน (% similarity) เท่ากบั 100 กบัเชือ้ Xanthomonas citri subsp. 
citri สายพนัธุ ์Aw12879 (accession No. CP003778.1) 

จากผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเบื ้องต้นและการวิเคราะห์ล  าดับ 
นิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน 16S rRNA แสดงใหเ้ห็นว่าเชือ้ทัง้ 4 ไอโซเลทเป็นเชือ้สาเหตโุรค Xcc   
 

 
ภาพประกอบ 13 ลกัษณะสณัฐานวิทยาเบือ้งตน้ของเชือ้ไอโซเลท E02, E05, E08 และ E15 

(A) โคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA และ (B) รูปรา่งและการยอ้มติดสีแกรมภายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์
ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 

 
 
 
 

A B 
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1.4 การทดสอบความสามารถในการก่อโรคแคงเกอร ์
หลังจากการปลูกเชือ้บริสุทธิ์ Xcc E02, E05, E08 และ E15 ลงบนใบของมะนาว

แป้นเป็นเวลา 30 วันในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ พบว่าบริเวณรอยแผลที่ถูกปลูกเชือ้ E02, E05 
และ E08 เกิดสะเก็ดนูนฟูสีขาว บางส่วนเป็นสีน ้าตาลดังภาพประกอบ 14A,14B และ 14C 
ตามล าดับ ซึ่งเป็นอาการของโรคแคงเกอรแ์ละรอยแผลดังกล่าวยังมีลักษณะเช่นเดียวกับชุด
ควบคมุเชิงบวกที่ปลกูดว้ยเชือ้ XccD (ภาพประกอบ 14E) ส าหรบัตน้กลา้มะนาวที่ถูกปลกูเชือ้ E15 
มีอาการใบร่วงและเกิดสะเก็ดนูนฟูสีขาวบริเวณที่ใบร่วง (ภาพประกอบ 14D) ส าหรบัชุดควบคุม
เชิงลบที่ถูกปลูกดว้ยน า้ปลอดเชือ้บริเวณบางส่วนไม่เกิดรอยแผลใด ๆ และบางส่วนเกิดรอยแผล
เนือ้เยื่อตายลักษณะเรียบแบน (ภาพประกอบ 14F) ดังนั้นจึงสรุปไดว้่าเชือ้ Xcc E02, E05, E08 
และ E15 ที่คดัแยกไดจ้ากการศึกษานีเ้ป็นเชือ้ Xcc สายพนัธุท์ี่ก่อใหเ้กิดโรคแคงเกอรใ์นมะนาวได้
จรงิ รวมถึงเป็นสายพนัธุท์ี่มีการแพรร่ะบาดในประเทศไทย ณ ปัจจบุนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 14 ลกัษณะอาการของใบมะนาวที่ถกูปลกูเชือ้ Xcc เพื่อทดสอบความสามารถใน

การก่อโรคแคงเกอรเ์ป็นเวลา 30 วนัในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
(A) เชือ้ Xcc E02, (B) เชือ้ Xcc E05, (C) เชือ้ Xcc E08, (D) เชือ้ Xcc E15, (E) ชดุควบคมุเชิง

บวก และ (F) ชดุควบคมุเชิงลบ 

D A C B 

F E 
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2. การคัดแยกและคัดเลือกเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษต์่อเชือ้ Xanthomonas citri subsp. citri 
เชือ้แบคทีเรียจ านวน 55 ไอโซเลทถูกคัดแยกจากใบและกิ่งของมะนาวแป้นที่มีรอยโรค

และปราศจากรอยโรคแคงเกอร์ จากผลการท า dual-culture plate เพื่อคัดเลือกเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ต่อเชือ้ Xcc 2 สายพันธุ์คือ XccD และ Xcc E05 สายพันธุ์ที่คัดแยกไดเ้อง (Xcc05) ซึ่งสุ่ม
เลือกจากผลการทดลองในหวัขอ้ก่อนหนา้ พบว่ามีเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้หมด 20 ไอโซเลทจาก 
55 ไอโซเลทที่สามารถยบัยัง้หรือแย่งพืน้ที่การเจริญของเชือ้ XccD ได ้ตาราง 24 แสดงเชือ้ปฏิปักษ์
จ านวน 8 ไอโซเลทที่เกิดบริเวณยับยั้งสมบูรณ์ต่อเชื ้อ XccD โดยเฉพาะอย่างยิ่งเชื ้อไอโซเลท 
SWUA08 และ SWUC02 โดยเสน้ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณยับยั้งมีขนาด 30 ± 0.58 มิลลิเมตร
และ 20 ± 0.58 มิลลิเมตร ตามล าดับ แต่จากผลการทดสอบการยับยัง้เชือ้สาเหตุโรค Xcc05 ของ
เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 8 ไอโซเลทพบว่าขนาดเสน้ผ่านศนูยก์ลางของบริเวณยบัยัง้มีค่าต ่ากว่า
การทดสอบการยับยั้งเชือ้ XccD โดยเสน้ผ่านศูนยก์ลางบริเวณยับยัง้ของเชือ้ไอโซเลท SWUA08 
และ SWUC02 มีขนาด 18 ± 0 มิลลิเมตรและ 11 ± 1.15 มิลลิเมตร ตามล าดบั โดยมีเพียง 4 ชนิด
ที่ยับยั้งเชื ้อ Xcc05 ได้อย่างสมบูรณ์ ได้แก่ เชื ้อไอโซเลท SWUC02, SWUA08, SWUA18 และ 
SWUA26 เนื่องจากบริเวณรอบโคโลนีของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้  4 ชนิดไม่พบการเจริญเติบโต
ของเชือ้ Xcc05 ในขณะที่เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SWUC04, SWUC08 และ SWUC14 เกิด
บรเิวณยบัยัง้ไม่สมบรูณ ์โดยบรเิวณรอบโคโลนีของเชือ้ทัง้ 3 ไอโซเลทยงัคงพบการเจรญิเติบโตของ
เชือ้ Xcc05 แต่มีปริมาณน้อยกว่าบริเวณอ่ืน ๆ จึงเรียกไดว้่าเกิดการยับยั้งเพียงบางส่วนหรือการ
ยบัยัง้แบบไม่สมบูรณ ์และส าหรบัเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท SWUA23 ไม่สามารถยบัยัง้การ
เจริญเติบโตของเชือ้ Xcc05 ไดเ้ลย โดยไม่เกิดบริเวณยับยัง้ขึน้ซึ่งแตกต่างจากการทดสอบกับเชือ้ 
XccD อย่างชดัเจน 
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ตาราง 24 การทดสอบความสามารถในการยบัยัง้เชือ้ XccD และ Xcc05 ของเชือ้ปฏิปักษ ์
 

ไอโซเลท 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางบรเิวณยบัยัง้ (มิลลิเมตร) 

XccD Xcc05 
SWUC02 20 ± 0.58 11 ± 1.15 
SWUC04 11 ± 1.15 +/- 
SWUC08 11 ± 1.73 +/- 
SWUC14 12 ± 3.06 +/- 
SWUA08 30 ± 0.58 18 ± 0 
SWUA18 13 ± 2.65 10 ± 2.00 
SWUA23 2 ± 1.15 - 
SWUA26 6 ± 1.00 4 ± 0 

+/- หมายถึง บรเิวณยบัยัง้ไม่สมบรูณ ์และ - หมายถึง ไม่เกิดบรเิวณยบัยัง้ 
 
3. การตรวจสอบคุณสมบัติของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืช 

เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 8 ไอโซเลทมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
พืชอย่างน้อย 2 ประการ ไดแ้ก่ ความสามารถในการผลิตซิเดอรโ์รฟอรแ์ละการผลิตฮอรโ์มนพืช 
IAAโดยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีคุณสมบติัหลากหลายมากที่สุดคือ เชือ้ไอโซเลท SWUC02 ซึ่งมี
คณุสมบติัครบทัง้ 6 ประการที่ถกูทดสอบดงัแสดงในตาราง 25 ซึ่งเป็นเพียงไอโซเลทเดียวที่พบการ
ผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด์ และนอกเหนือจากนีย้ังสามารถละลายธาตุฟอสฟอรสัได้มากกว่าเชือ้
ปฏิปักษ์ไอโซเลทอ่ืน ๆ โดยเสน้ผ่านศูนยก์ลางของบริเวณใสบนอาหารทดสอบ PVK มีขนาด 23 ± 
1.00 มิลลิเมตร ส าหรบัเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษไ์อโซเลทที่มีคณุสมบติัที่ดีรองลงมา ไดแ้ก่ SWUA23, 
SWUA08, SWUA18 และ SWUA26 ตามล าดับ  โดยเชื ้อปฏิ ปักษ์ ไอโซเลท  SWUA08 และ 
SWUA18 สามารถผลิตซิเดอรโ์รฟอรไ์ดอ้ย่างมีประสิทธิภาพบนอาหารทดสอบ CAS ซึ่งมีขนาด
เสน้ผ่านศนูยก์ลางของบรเิวณฮาโลเท่ากบั 10 ± 0 และ 9 ± 1.00 มิลลิเมตร ตามล าดบั 

เชือ้ปฏิปักษ์ที่มีคุณสมบัติที่ดีในการเป็น PGPB ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 
และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเชื ้อสาเหตุโรค  XccD และ Xcc05 คือ ไอโซเลท SWUC02, 
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SWUA08, SWUA18 และ SWUA26 ดังนั้นจึงถูกเลือกไปท าการจัดจ าแนกชนิดต่อไป ส าหรับ 
ไอโซเลท SWUA23 มีคุณสมบติัที่ดีในการเป็นเชือ้ PGPB แต่ไม่ถูกเลือกไปศึกษาต่อเนื่องจากไม่
สามารถยับยัง้เชือ้ Xcc05 ไดจ้ากผลการท า dual-culture plate เช่นเดียวกับเชือ้ปฏิปักษ์ไอโซเลท 
SWUC04, SWUC08 และ SWUC14 ที่ยบัยัง้เชือ้ Xcc05 ไดอ้ย่างไม่สมบรูณ์  
 
ตาราง 25 การทดสอบคณุสมบติัในการสง่เสรมิการเจรญิเติบโตของพืชของเชือ้ปฏิปักษ์ 
 

ไอโซเลท 
การผลิต การละลายธาตุ

ฟอสฟอรสั 
(มิลลิเมตร) 

การตรงึก๊าซ
ไนโตรเจน 

ไฮโดรเจน
ไซยาไนด ์

ซิเดอรโ์รฟอร ์
(มิลลิเมตร) 

IAA 
ACC 

deaminase 
SWUC02 + 2 ± 0 + + 23 ± 1.00 + 
SWUC04 - 2 ± 0 + - - - 
SWUC08 - 2 ± 0 + - - - 
SWUC14 - 2 ± 0 + - - - 
SWUA08 - 10 ± 0 + - 14 ± 1.00 - 
SWUA18 - 9 ± 1.00 + - 5 ± 1.00 - 
SWUA23 - 3 ± 0.58 + + 4 ± 0 + 
SWUA26 - 2 ± 0.58 + - 4 ± 0.58 - 

+ และ - หมายถึง เชือ้จลุินทรียม์ีและไม่มีคณุสมบติัดงักลา่ว ตามล าดบั 
 
4. การจัดจ าแนกชนิดของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์

จากผลการศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเบือ้งตน้ของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ไอโซเลท 
SWUC02, SWUA08, SWUA18 และ SWUA26 ที่มีอาย ุ24 ชั่วโมงบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA พบว่า
เชื ้อไอโซเลท SWUC02 เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ส่วนเชื ้อไอโซเลท SWUA08, SWUA18 และ 
SWUA26 เป็นแบคทีเรียแกรมบวก ซึ่งมีลกัษณะโคโลนีที่แตกต่างกันบนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ดัง
แสดงในตาราง 26 
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ตาราง 26 ลกัษณะโคโลนี รูปร่างและการยอ้มติดสีแกรมของเชือ้ปฏิปักษ์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 1,000 เท่า 
 

ไอโซเลท ภาพโคโลนี ภาพรูปรา่งและสีแกรม ลกัษณะโคโลนีและรูปรา่ง 
SWUCO2 

  

- โคโลนีสีขาว รูปร่างไม่
แ น่ น อ น  ข อ บ ไม่ เรี ย บ 
ขนาดเล็ก 
- ย้อมติดสีแกรมลบ ท่อน
สัน้ กระจายแบบเด่ียว 

SWUA08 

  

- โค โลนี สี ข าวค รีม  ขุ่ น 
รูปร่างไม่แน่นอน ขอบไม่
เรียบ มีเมือกเยิม้เล็กนอ้ย 
- ยอ้มติดสีแกรมบวก ท่อน
ยาว กระจายแบบเด่ียว 

SWUA18 

  

- โค โลนี สี ข าวค รีม  ขุ่ น 
รูปร่างไม่แน่นอน ขอบไม่
เรียบ มีเมือกเยิม้มาก 
- ยอ้มติดสีแกรมบวก ท่อน
ยาว กระจายแบบเด่ียว 

SWUA26 

  

- โคโลนีสีขาว ขุ่น รูปร่าง
กลม นนู ขอบเรียบ 
- ยอ้มติดสีแกรมบวก เป็น
ท่อน กระจายแบบเด่ียว  
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จากผลการวิเคราะหแ์ละเทียบเคียงล าดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มลู GenBank พบว่ามี
เพียงเชือ้ไอโซเลท SWUC02 และ SWUA26 ที่สามารถถูกจัดจ าแนกชนิดด้วยบริเวณยีน 16S 
rRNA ได ้โดยเชือ้ไอโซเลท SWUC02 มีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 100 กบัเชือ้ P. aeruginosa 
JCM 5962T (accession No. LC069033.1) และเชือ้ไอโซเลท SWUA26 มีค่ารอ้ยละความเหมือน
เท่ากับ 99.71 กับ B. cereus ATCC 14579T (accession No. AE016877.1) ในขณะที่ไอโซเลท 
SWUA08 และ SWUA18 สามารถจัดจ าแนกไดเ้พียงว่าเป็นเชือ้ในสกุล Bacillus เท่านั้น โดยเชือ้
ไอโซเลท SWUA08 มีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 99.85 กับเชือ้ Bacillus velezensis NRRL  
B-41580T (accession No. KY694464.1) และ Bacillus siamensis KCTC 13613T (accession 
No. KT781674.1) และเชือ้ไอโซเลท SWUA18 มีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 99.93 กับเชื ้อ  
B.  subtilis subsp.  inaquosorum KCTC 13429 T ( accession No.  KT989848. 1)  แ ล ะ  
Bacillus tequilensis KCTC 13622 T (accession No. AYTO01000043) และมีค่ารอ้ยละความ
เห มื อ น เท่ า กั บ  98.85 กั บ เชื ้ อ  B. subtilis subsp.  subtilis NCIB 3610T (accession No. 
MK559753.1) เนื่องจากเหตุผลนี ้จึงจ าเป็นต้องใช้บริเวณยีน gyrase A เข้ามาช่วยในการจัด
จ าแนกชนิด 

จากผลการวิเคราะห์และเทียบเคียงล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน gyrase A ของเชือ้ 
ไอโซเลท SWUA08 พบว่ามีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 98.88 กับเชือ้ B. velezensis NRRL  
B-41580T (accession No.  EU138622.1)  ใน ขณ ะที่ มี ค่ า ร้อ ย ล ะค ว าม เห มื อ น กั บ เชื ้ อ  
B. siamensis TN 0503 (accession No. KY777250.1) เพียงรอ้ยละ 96.64 เท่านั้น ส าหรบัการ
วิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทด์ของเชือ้ไอโซเลท SWUA18 พบว่ามีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 
99.12 กับเชื ้อ B. subtilis subsp. subtilis NCIB 3610T (accession No. EF134425.1) แต่เมื่อ
เทียบกับบริเวณดังกล่าวของเชื ้อ B. subtilis subsp. inaquosorum SB 3086 (accession No. 
GU724986.1) และ B. tequilensis NRRL B-41771T (accession No. EU138625.1) พบว่ามีค่า
รอ้ยละที่ต  ่ากว่าคือเท่ากบั 94.93 และ 93.05 ตามล าดบั 

ล าดบันิวคลีโอไทดท์ัง้ 2 บริเวณถูกน ามาสรา้งแผนภูมิความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการดว้ย
วิธี neighbor-joining โดยภาพประกอบ 15A แสดงแผนภูมิความสมัพันธ์เชิงวิวัฒนาการบริเวณ
ยีน 16S rRNA ของเชือ้ปฏิปักษ์ทัง้ 4 ไอโซเลท และภาพประกอบ 15C แสดงแผนภมูิความสมัพนัธ์
เชิงวิวัฒนาการบริเวณยีน gyrase A ของเชื ้อไอโซเลท  SWUA08 และ SWUA18 แสดงดัง
ภาพประกอบ 15B 
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ภาพประกอบ 15 แผนภมูิความสมัพนัธเ์ชิงวิวฒันาการบริเวณยีน 16S rRNA และยีน gyrase A 

gene ดว้ยวิธี neighbor-joining 
(A) บรเิวณยีน 16S rRNA ของไอโซเลท SWUA08, SWUA18 และ SWUA26; (B) บรเิวณยีน 

gyrase A ของไอโซเลท SWUA08 และ SWUA18 และ (C) บรเิวณยีน 16S rRNA ของ SWUC02 
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5. การตรวจสอบการผลิตสารทุติยภูมิออกนอกเซลลข์องเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษ ์
ผลการทดสอบการสรา้งสารทุติยภูมิออกนอกเซลลข์องเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ 4 ชนิด โดย

เชือ้ปฏิปักษแ์ต่ละชนิดถกูเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่เติมหรือไม่เติม 0.01% CuCl2 เป็นเวลา 3 
วนั แลว้น าน า้เลีย้งเชือ้ที่ผ่านการกรองมาทดสอบการยบัยัง้เชือ้ Xcc05 ดว้ยวิธี agar well diffusion 
พบว่าเชื ้อ B. velezensis SWUA08 สามารถสรา้งสารทุติยภูมิ ท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งเชื ้อ Xcc05 ทั้งใน
สภาวะที่มีการเติมและไม่มีการเติม 0.01% CuCl2 ในขณะที่เชือ้ P. aeruginosa SWUC02 พบการ
สรา้งสารทุติยภูมิท่ีมีฤทธิ์ยบัยัง้เชือ้ Xcc05 ไดเ้ฉพาะการเลีย้งในสภาวะที่เติม 0.01% CuCl2 เท่านัน้ 
ส  าหรบัเชือ้ B. subtilis subsp. subtilis SWUA18 และ B. cereus SWUA26 ไม่พบการสรา้งสาร
ทติุยภมูิออกนอกเซลลท่ี์มีฤทธิ์ยบัยัง้เชือ้ Xcc05 
 
ตาราง 27 การทดสอบความสามารถในการผลิตสารทุติยภูมิออกนอกเซลลข์องเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ ์
 

ไอโซเลท 
เสน้ผ่านศนูยก์ลางของบรเิวณยบัยัง้ (มิลลิเมตร) 

Xcc05 Xcc05 * 
SWUC02 - 23 ± 0 
SWUA08 16 ± 0.47 18 ± 0.29 
SWUA18 - - 
SWUA26 - - 

- หมายถึง ไม่เกิดบริเวณยับยั้ง และ * หมายถึง น ้าเลี ้ยงเชื ้อที่ ได้จากการเลี ้ยงเชื ้อ
แบคทีเรียปฏิปักษใ์นอาหารเหลว TSB ที่เติม 0.01% CuCl2 

 
6. การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการยับย้ังโรคแคงเกอรใ์นต้น
มะนาวแป้น 

เชื ้อแบคที เรียปฏิ ปักษ์ทั้ง  4 ชนิด ได้แก่  P. aeruginosa SWUC02, B. velezensis 
SWUA08, B. subtilis subsp. subtilis SWUA18 และ B. cereus SWUA26 ซึ่งมีประสิทธิภาพใน
การยับยัง้เชือ้ XccD และ Xcc05 รวมทั้งมีคุณสมบัติที่ดีในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชถูก
คดัเลือกมาทดสอบประสิทธิภาพในการเป็นตวัควบคมุโรคทางชีวภาพในตน้มะนาวแป้นที่ปลกูใน
สภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อและสภาพธรรมชาติจรงิ 
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6.1 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการใช้เป็นตัวควบคุม
โรคทางชีวภาพในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เย่ือ 

6.1.1 การประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการอยู่ร่วมกบัตน้กลา้มะนาวแป้น
ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

จากผลการปลูกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์แต่ละชนิดลงบนใบของต้นกล้ามะนาว
แป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ เพื่อทดสอบผลของการอยู่ร่วมกันระหว่างเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์
และตน้กลา้มะนาวเป็นระยะเวลา 15 และ 30 วัน พบว่าการปลูกเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
ไม่มีผลกระทบเชิงลบต่อต้นกล้ามะนาวแป้น ซึ่งมีคะแนนความรุนแรงของโรคเทียบเท่ากับชุด
ควบคุมเชิงลบหรือ mock ซึ่งไม่ถูกปลูกเชื ้อใด ๆ ที่  15 และ 30 วัน เช่นเดียวกับการปลูกเชื ้อ  
B. cereus SWUA26 ที่  15 วัน แต่ในทางตรงกันข้ามที่  30 วันของการปลูกเชื ้อ  B. cereus 
SWUA26 มีผลเพิ่มคะแนนความรุนแรงของโรคมากขึน้ โดยพบอาการใบเหลืองซีด เนือ้เยื่อตาย
และใบร่วง ส าหรับการปลูกเชื ้อ  B. velezensis SWUA08 และ B. subtilis subsp. subtilis 
SWUA18 พบอาการใบร่วง ใบเหลืองและเนือ้เยื่อตาย ตัง้แต่ 15 วนัหลงัจากการปลกูเชือ้ และมีผล
ท าใหต้น้กลา้มะนาวแปน้ตายหลงัจากการปลกูเชือ้เป็นเวลา 30 วนั ดงัภาพประกอบ 16 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 16 คะแนนความรุนแรงของโรคในการประเมินผลการอยู่รว่มกนัของเชือ้แบคทีเรีย

ปฏิปักษ์กบัตน้กลา้มะนาวแปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่ 15 (เทา) และ 30 วนั (ด า) 
โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าคลาดเคลื่อนมาตรฐาน; mock = ชดุควบคมุเชิงลบที่ไม่มีการปลกู

เชือ้ใด ๆ; dpi = day post inoculation 
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6.1.2 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยับยัง้โรคแคงเกอร์
ในตน้กลา้มะนาวในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 

จากผลการประเมินประสิทธิภาพของเชือ้ปฏิปักษ์แต่ละชนิดในการยับยั้งเชือ้
XccD และ Xcc05 ในต้นกล้ามะนาวแป้นที่ปลูกในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  เพื่อลดการเกิดโรค 
แคงเกอร ์พบว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถยับยั้งการเกิดอาการของโรคแคงเกอรไ์ด้
อย่างมีประสิทธิภาพที่ระดับนยัส าคัญเท่ากับ 0.05 โดยลดคะแนนความรุนแรงของโรคลงได้ เมื่อ
เปรียบเทียบกบัชุดควบคุมเชิงบวกที่ปลูกดว้ยเชือ้ Xcc ทัง้ 2 สายพันธุ ์ดงัภาพประกอบ 17A และ 
17B สว่นเชือ้ B. cereus SWUA26 ที่ 30 วนัหลงัจากการปลกูเชือ้มีคะแนนความรุนแรงของโรคไม่
แตกต่างกับชุดควบคุมเชิงบวก นอกเหนือจากนี ้การปลูกเชื ้อ B. velezensis SWUA08 และ  
B. subtilis subsp. subtilis SWUA18 ที่ 15 และ 30 วัน ส่งผลใหต้น้กลา้มะนาวแป้นตายลง และ
มีคะแนนความรุนแรงของโรคสูงมาก เมื่อเทียบกับกลุ่มการทดลองอ่ืน ๆ ซึ่งผลจากการประเมินนี ้
สอดคลอ้งกบัผลการประเมินการอยู่รว่มกนัระหว่างเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์กบัตน้กลา้มะนาวแป้น 

โดยเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และเชือ้ B. velezensis SWUA08 ถูกเลือก
ไปศึกษาการควบคุมโรคแคงเกอร์ต่อในสภาพธรรมชาติจริง เนื่องจากเชื ้อ P. aeruginosa 
SWUC02 ไม่ก่อให้เกิดผลเสียต่อสภาพการเจริญ เติบโตของต้นกล้ามะนาวแป้น  และมี
ประสิทธิภาพที่ดีในการยับยัง้โรคแคงเกอร ์และเชือ้ B. velezensis SWUA08 ถูกเลือกไปทดสอบ
ในสภาพธรรมชาติจริงเช่นกัน เนื่องจากเชือ้ทั้ง 2 ชนิดดังกล่าวยังสามารถสรา้งสารทุติยภูมิออก
นอกเซลลท่ี์มีฤทธิ์ยบัยัง้เชือ้สาเหตุโรค Xcc ได ้จึงน าทัง้ตวัเซลลแ์ละน า้เลีย้งเชือ้ไปทดสอบการใช้
เป็นตวัควบคมุโรคแคงเกอร ์
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ภาพประกอบ 17 คะแนนความรุนแรงของโรคในการประเมินผลของเชือ้ปฏิปักษใ์นการยบัยัง้โรค

แคงเกอรใ์นตน้กลา้มะนาวแปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่ 15 (เทา) และ 30 วนั (ด า) 
(A) เชือ้ XccD และ (B) เชือ้ Xcc05 โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าคลาดเคลื่อนมาตรฐาน; mock 

= ชดุควบคมุเชิงลบที่ไม่มีการปลกูเชือ้ใด ๆ; dpi = day post inoculation 
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6.2 การประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการใช้เป็นตัวควบคุม
โรคทางชีวภาพในสภาพธรรมชาติจริง 

จากผลการประเมินประสิทธิภาพของเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 และ  
B. velezensis SWUA08 รวมทัง้น า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิดที่มีการเติม 0.01% CuCl2 ในการ
ยบัยัง้เชือ้ Xcc05 ในตน้มะนาวแปน้ที่ปลกูในสภาพธรรมชาติจริง เพื่อลดการเกิดโรคแคงเกอรแ์สดง
ดงัภาพประกอบ 18 พบว่าใบมะนาวแป้นที่ถูกปลูกเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 (ภาพประกอบ 
19E และ 19M) และเชือ้ B. velezensis SWUA08 (ภาพประกอบ 19F และ 19N) ก่อนปลูกเชือ้
สาเหตุโรค Xcc05 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงมีค่ารอ้ยละของประสิทธิภาพในการควบคุมโรคเท่ากับ 84 
และ 93 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับใบมะนาวแป้นในชุดควบคุมเชิงบวกที่ถูกปลูกเชือ้สาเหตุ
โรค Xcc05 เพียงอย่างเดียว (ภาพประกอบ 19B และ 19L) ซึ่งลดดชันีความรุนแรงของโรคแคงเกอร์
ได้เทียบเท่ากับใบมะนาวแป้นที่ไม่ถูกปลูกเชื ้อใด ๆ (ภาพประกอบ 19A และ 19K) ที่ ระดับ
นยัส าคญัเท่ากบั 0.05 

นอกเหนือจากนีน้  า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิดยงัสามารถใชเ้ป็นตวัควบคมุ
โรคทางชีวภาพได้เช่นเดียวกัน โดยใบมะนาวแป้นที่ถูกปลูกด้วยน ้าเลี ้ยงเชื ้อ P. aeruginosa 
SWUC02 (ภาพประกอบ 19I และ 19O) และน า้เลีย้งเชือ้ B. velezensis SWUA08 ภาพประกอบ 
19J และ 19P) ก่อนปลกูเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงมค่ีารอ้ยละของประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคเท่ากับ 31 และ 33 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับใบมะนาวแป้นที่ถูกปลูกเชือ้
สาเหตุโรค Xcc05 เพียงอย่างเดียว (ภาพประกอบ 19B และ 19L) แต่ประสิทธิภาพในการลดดัชนี
ความรุนแรงของโรคต ่ากว่าการใชต้วัเซลลข์องเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษด์งัแสดงในภาพประกอบ 18  

จากผลการประเมินในสภาพธรรมชาติจริงพบว่าตน้มะนาวแป้นที่ไม่ถูกปลูกเชือ้ใน 
ใด ๆ และตน้ที่ถูกปลกูดว้ยน า้เลีย้งเชือ้ B. velezensis SWUA08 เพียงอย่างเดียวมีอาการของโรค
แคงเกอรเ์กิดขึน้ ซึ่งมีดัชนีความรุนแรงของโรคเท่ากับ 0.01 และ 0.05 ตามล าดับ เนื่องจากต้น
มะนาวถูกปลูกอยู่ในสภาพจริง และอาจเนื่องจากมีการติดเชือ้สาเหตุโรคแคงเกอรม์าก่อนหน้า 
(ภ าพประกอบ  18) ส าห รับ การปลูก เชื ้อ แบคที เรียปฏิ ปั กษ์  P. aeruginosa SWUC02 
(ภาพประกอบ 19C) หรือ B. velezensis SWUA08 (ภาพประกอบ 19D) เพียงอย่างเดียว รวมทัง้
การปลูกน ้ า เลี ้ย ง เชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02 (ภ าพประกอบ  19G) ห รือน ้ า เลี ้ย ง เชื ้อ  
B. velezensis SWUA08 (ภาพประกอบ 19H) ไม่มีผลเสียที่กระทบต่อสภาพตน้มะนาวแป้น โดย
ตน้มะนาวแป้นจากแต่ละกลุ่มการทดลองมีดชันีความรุนแรงของโรคไม่แตกต่างกบัตน้มะนาวที่ไม่
ถูกปลูกเชื ้อใด ๆ (ภาพประกอบ 19A และ 19K) ส าหรับเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ผลการ
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ประเมินในสภาพธรรมชาติจริงมีความสอดคลอ้งกบัผลการประเมินในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ แต่
ส าหรับผลการประเมินของเชื ้อ  B. velezensis SWUA08 ในสภาพธรรมชาติจริง พบว่าเชื ้อ
ดังกล่าวสามารถใช้เป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพในต้นมะนาวแป้นได้ดีเทียบเท่ากับเชื ้อ  
P. aeruginosa SWUC02 ที่ระดับนัยส าคัญเท่ากับ 0.05 ซึ่งแตกต่างกับผลการประเมินในสภาพ
เพาะเลีย้งเนือ้เยื่อที่มีผลท าใหต้น้กลา้มะนาวแปน้ตายภายใน 30 วนัหลงัจากการปลกูเชือ้ 

ดังนั้นจากผลการประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์และน า้เลีย้งเชือ้
แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการใชเ้ป็นตัวควบคุมโรคแคงเกอรท์างชีวภาพในสภาพธรรมชาติจริงพบว่า 
ตวัเซลลแ์ละน า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ทัง้ 2 ชนิดสามารถใชเ้ป็นตวัควบคุมโรคทางชีวภาพได้
จริงในสภาพธรรมชาติจริง แต่การใชต้ัวเซลลส์ามารถลดดัชนีความรุนแรงของโรคแคงเกอรไ์ดดี้
มากกว่าการใชน้ า้เลีย้งเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษด์งักลา่ว  
 

 
 

ภาพประกอบ 18 ดชันีความรุนแรงของโรคในการประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ ์
ในการยบัยัง้โรคแคงเกอรใ์นตน้มะนาวแปน้ในสภาพธรรมชาติจรงิที่ 30 วนั 

โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน, mock = ชดุควบคมุเชิงลบ 
ที่ไม่มีการปลกูเชือ้ใด ๆ 
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ภาพประกอบ 19 ใบมะนาวแปน้ในการประเมินผลของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษใ์นการยบัยัง้ 
โรคแคงเกอรใ์นตน้มะนาวแป้นในสภาพธรรมชาติจรงิที่ 30 วนั 

(A) ใบมะนาวที่ไม่ถกูปลกูเชือ้ใด ๆ หรือ mock; (B) Xcc05; (C) SWUC02; (D) SWUA08; (E) 
SWUC02 + Xcc05; (F) SWUA08 + Xcc05; (G) น า้เลีย้งเชือ้ SWUC02; (H) น า้เลีย้งเชือ้ SWA08; 
(I) น า้เลีย้งเชือ้ SWUC02 + Xcc05; (J) น า้เลีย้งเชือ้ SWUA08 + Xcc05; ภาพใตก้ลอ้งจลุทรรศน์
แบบสเตอริโอของ (K) ใบมะนาวท่ีไม่ถกูปลกูเชือ้ใด ๆ หรือ mock; (L) Xcc05 (M) SWUC02 + 

Xcc05 (N) SWUA08 + Xcc05 (O) น า้เลีย้งเชือ้ SWUC02 + Xcc05 และ  
(P) น า้เลีย้งเชือ้ SWUA08 + Xcc05 
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7. การตรวจสอบความสามารถของเชือ้แบคทเีรียปฏิปักษใ์นการกระตุ้นยีนทีเ่กี่ยวข้องกับ
กลไกการต้านทานโรคของมะนาวแป้น 

7.1 การตรวจสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการต้านทานโรคในจีโนมของมะนาว
แป้น 

การโคลนยีน PR-1, Pt14, LRR8, LOX และยีนเปรียบเทียบ Ef-1a โดยใชไ้พรเมอรท์ี่
ถกูดดัแปลงจากพืชตระกูลสม้สายพนัธุอ่ื์น ๆ จากผลการตรวจสอบการมีอยู่ของยีนทัง้ 5 ยีนดว้ยวิธี 
PCR แสดงดังภาพประกอบ 20 พบว่าแต่ละยีนเกิดแถบแบนดีเอ็นเอที่จ  าเพาะเพียงขนาดเดียว 
โดยยีน PR-1 (ภาพประกอบ 20A), Pt14 (ภาพประกอบ 20B), LOX (ภาพประกอบ 20C), LRR8 
และ Ef-1a (ภาพประกอบ 20D) มีขนาดประมาณ <100 คู่เบส, 450 คู่เบส, 350 คู่เบส, 200 คู่เบส 
และ 150 คู่เบส ตามล าดบั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 20 แถบแบนดีเอ็นเอของยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคในจีโนมของมะนาว

แปน้ดว้ยวิธี PCR 
M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส; (A) ยีน PR-1 มีขนาดต ่ากว่า 100 คู่เบส; (B) Pt14 
มีขนาดประมาณ 450 คู่เบส; (C) LOX มีขนาดประมาณ 350 คู่เบส และ (D) LRR8 และ Ef-1a ที่

มีขนาดประมาณ 200 คู่เบสและ 150 คู่เบส ตามล าดบั 
 

M 

‹100 bp 

A 
M 

450 bp 

B 
M 

350 bp 

C 
M          1          2         3         4          

200 bp 
150 bp 

D 

500 bp 

100 bp 
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จากผลการวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดข์องพลาสมิดดีเอ็นเอลูกผสมของชิน้ดีเอ็นเอ
ทัง้ 5 ยีน และผลการเทียบเคียงกับฐานขอ้มูล GenBank และผลการท า pairwise alignment เพื่อ
เปรียบเทียบค่ารอ้ยละความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทดแ์สดงดงันี ้

7.1.1 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน PR-1 
ล าดับนิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นโดยการเพิ่มจ านวนดว้ยคู่ไพรเมอร์ 

rePR1f/rePR1r มีขนาด 71 คู่เบส แสดงตามล าดับด้านล่าง โดยตัวอักษรที่ถูกขีดเส้นใต้และ
ตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผลการ
เทียบเคียงกบัฐานขอ้มูล GenBank และการท า pairwise alignment พบว่ายีน PR-1 มีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ100 กับ PREDICTED: Citrus sinensis pathogenesis-related protein PR-
1 (LOC102623146), transcript variant X2, mRNA ของ C. sinensis (ภาพประกอบ 21) 

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน PR-1 ในการศกึษานี ้
>PR-1_gene of Citrus aurantifolia 
ACAAACACACATCTCCGAAATGAGCAAATTAATCCTTGCCACCGTCG

GCATTTTGCTGCTGCTCATTTCAA 
 

 
 

ภาพประกอบ 21 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน PR-1 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์ 

rePR1f และ rePR1r ตามล าดบั  
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7.1.2 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน Pt14 
ล าดับนิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นโดยการเพิ่มจ านวนดว้ยคู่ไพรเมอร์ 

rePt14UP/rePt14LW มีขนาด 426 คู่เบส ดงัแสดงตามล าดบัดา้นล่าง โดยตวัอกัษรที่ถูกขีดเสน้ใต้
และตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผล
การเทียบเคียงกบัฐานขอ้มลู GenBank และการท า pairwise alignment พบว่ายีน Pt14 มีค่ารอ้ย
ล ะค วาม เห มื อ น เท่ ากั บ  100 กั บ  Citrus aurantiifolia clone PC2 putative citrus canker 
resistance protein Pt14R gene, partial ของ C. aurantiifolia (ภาพประกอบ 22) 

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน Pt14 ในการศกึษานี ้
>Pt14_gene of Citrus aurantifolia 
GACAATATCTCTTATCAGTTTGATGGTAGTAGCTTCCTTGCCAATGTTA

GAGAAGTTTCTCAGACACGAGGTCTTGTTGCTCTACAAGAACAGCTTGTTTCTGAAATT
TTGCTGGATAAAAATGTAAAGATATGGGATGTTCATAAAGGATGTCATATGATACGTAG
CAAATTACGTCATAAAAGGGTTCTTCTCGTAATTGATGATGTAGATGAATTTGACCAATT
ACAAGCATTAGCTGGACAGCGTGATTGGTTTGGTTTGGGGAGTAGAATCATTATTACC
AATAGAGATCGACATTTGCTCGTCAGATGTGACGTGGAAGACACATATATGGTCGAGA
AATTGAATTATAACGAAGCTCTTCATCTCTTTTCTTGGAAAGCCTTTAGAAAAGGTCATC
CTACAGATGGTTATTTTGAGCTC 
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ภาพประกอบ 22 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน Pt14 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์

rePt14UP และ rePt14LW ตามล าดบั 
 

7.1.3 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน LRR8 
ล าดับนิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นโดยการเพิ่มจ านวนดว้ยคู่ ไพรเมอร ์

reLRR8f/reLRR8r มีขนาด 177 คู่เบส แสดงตามล าดับดา้นล่าง โดยตวัอักษรที่ถูกขีดเสน้ใตแ้ละ
ตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผลการ
เทียบเคียงกบัฐานขอ้มลู GenBank และการท า pairwise alignment พบว่ายีน LRR8 มีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 97 กับ  PREDICTED: Citrus sinensis MDIS1-interacting receptor like 
kinase 2-like ( LOC102627068) , transcript variant X2, mRNA ข อ ง  C.  sinensis 
(ภาพประกอบ 23) 
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ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน LRR8 ในการศกึษานี ้
>LRR8_gene of Citrus aurantifolia 
TGCACCAGAGCTAGCCTACACAATGAAGGTTACTGAAAAATGCGATG

TGTACAGTTTTGGAGTGTTAGCATTAGAAGTGATCAAAGGGAAGCATCCAAGGGATTTT
CTTTTTGAAATATCATCTTCATCTTCCAATATGAACATAGAAATATTGGACTCTCGGCTT
CCATATCCATC 
 

 
 

ภาพประกอบ 23 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน LRR8 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์

reLRR8f และ reLRR8r ตามล าดบั 
 

7.1.4 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน LOX 
ล าดับนิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นโดยการเพิ่มจ านวนดว้ยคู่ไพรเมอร์ 

reLOXf/reLOXr มีขนาด 331 คู่เบส แสดงตามล าดับด้านล่าง โดยตัวอักษรที่ถูกขีดเส้นใต้และ
ตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผลการ
เทียบเคียงกับฐานขอ้มูล GenBank และการท า pairwise alignment พบว่ายีน LOX มีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 62 กับ PREDICTED: Citrus sinensis linoleate 13S-lipoxygenase 3-1, 
chloroplastic-like (LOC102622489), mRNA ของ C. sinensis (ภาพประกอบ 24) 

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน LOX ในการศกึษานี ้
>LOX_gene of Citrus aurantifolia 
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GTCGTTCTGGAACTTGTCGGCACTGACGTTGATCCCAGTAAGTGCTTC
TGCAGCTTATGCCCACAAATTAATTTTTGTTCTTTAGCCTTTAGCCAAAAGCAGCCATTT
CCCTTTGGATCTTCGCTCCATATGATTCTCATGGGTTAATTTTTGTCAAATTTGTTATTTA
TAATTTCTTTTATTCTTATAAAAGGAACAAAGGGACCAAAGAAAAGCAGAGAAGCAGTT
CTGAAGGATTGGTCAAAGAAATCAAATGTTAAGGCTGAAAGGGTCCATTACACGGCTG
AATTTTTAGTGGACTCAAATTTTGGGACGCCTGGTGCAATCACAG 
 

 
 

ภาพประกอบ 24 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน LOX (331 คู่เบส) 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์ 

reLOXf และ reLOXr ตามล าดบั 
 

ชิน้ยีนที่ถูกเพิ่มจ านวนดว้ยไพรเมอร ์reLOXf/reLOXr จากจีโนมของมะนาวแป้น 
(C. aurantifolia) มีขนาดยาวถึง 331 คู่เบส เมื่อเปรียบเทียบกับชิ ้นยีน LOX ที่ ใช้ไพรเมอร์คู่
เดียวกนัในการเพิ่มจ านวนชิน้ยีนจากจีโนมของ C. sinensis ซึ่งมีขนาดเพียง 175 คู่เบส (ต าแหน่ง
เบสที่ 524 ถึง 698 ในภาพประกอบ 24) จะเห็นไดว้่าล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณถัดจากต าแหน่งที่
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ไพรเมอร ์reLOXf (ตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใต)้ เขา้จบัมีการเพิ่มจ านวนนิวคลีโอไทดข์ึน้จ านวน 156 คู่
เบส (ภาพประกอบ 24) ดังนัน้จึงท าการออกแบบไพรเมอร ์nreLOXf เพื่อใหช้ิน้ยีน LOX ที่ไดจ้าก 
ไพรเมอรด์ังกล่าวมีขนาด 175 คู่เบส และท าการสรา้งพลาสมิดดีเอ็นลูกผสมอีกครั้ง เพื่อส่ง
วิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทด์ จากผลการวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดข์องชิน้ดีเอ็นเอที่เพิ่มจ านวน
ด้วยไพรเมอร์ nreLOXf/reLOXr แสดงตามล าดับด้านล่าง โดยตัวอักษรที่ถูกขีดเส้นใต้และ
ตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผลการ
ท า pairwise alignment พบว่ามีค่ารอ้ยละความเหมือนที่เพิ่มขึน้เป็น 85 กบั PREDICTED: Citrus 
sinensis linoleate 13S-lipoxygenase 3-1, chloroplastic-like (LOC102622489), mRNA ของ 
C. sinensis (ภาพประกอบ 25) 

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน LOX ในการศกึษานี ้
>LOXN_gene of Citrus aurantifolia 
AATTTGTTATTTATAATTTCTTTTATTCTTATAAAAGGAACAAAGGGACC

AAAGAAAAGCAGAGAAGCAGTTCTGAAGGATTGGTCAAAGAAATCAAATGTTAAGGCT
GAAAGGGTCCATTACACGGCTGAATTTTTAGTGGACTCAAATTTTGGGACGCCTGGTG
CAATCACAG 
 

 
 

ภาพประกอบ 25 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน LOX (175 คู่เบส) 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์

nreLOXf และ reLOXr ตามล าดบั 
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7.1.5 การวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน Ef-1a 
ล าดับนิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นโดยการเพิ่มจ านวนดว้ยคู่ไพรเมอร์ 

reEf-1af/reEf-1ar มีขนาด 133 คู่เบส แสดงตามล าดับดา้นล่าง โดยตัวอักษรที่ถูกขีดเสน้ใตแ้ละ
ตวัอกัษรหนาแสดงบริเวณที่จ  าเพาะกบั forward primer และ reverse primer ตามล าดบั ผลการ
เทียบเคียงกบัฐานขอ้มลู GenBank และการท า pairwise alignment พบว่ายีน Ef-1a มีค่ารอ้ยละ
ความเหมือนเท่ากับ 100  กับ Citrus clementina elongation factor 1-alpha (LOC18035130), 
mRNA ของ C. clementina (ภาพประกอบ 26) 

ล าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน Ef-1a ในการศกึษานี ้
>Ef-1a_gene of Citrus aurantifolia 
ACATGATTACCGGTACCTCACAGGCTGACTGTGCCGTCCTCATCATTG

ACTCCACCACCGGTGGTTTTGAAGCTGGTATCTCCAAGGATGGTCAGACTCGTGAGC
ATGCTTTGCTTGCTTTCACCCTTGGTGT 
 

 
 

ภาพประกอบ 26 การท า pairwise alignment ของบรเิวณยีน Ef-1a 
โดยบรเิวณตวัอกัษรที่ถกูขีดเสน้ใตแ้ละตวัอกัษรหนาแสดงต าแหน่งที่จ  าเพาะต่อไพรเมอร ์ 

reEf-1af และ reEf-1ar ตามล าดบั 
 

จากผลการทดลองในหัวขอ้นีพ้บว่ายีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคและ
ยีนเปรียบเทียบของมะนาวแป้น ไดแ้ก่ ยีน PR-1, Pt14, LRR8, LOX และ Ef-1a มีค่ารอ้ยละความ
เหมือนเท่ากับ 100, 100, 97, 85 และ 100 ตามล าดับ เมื่อเปรียบเทียบบริเวณยีนดังกล่าวบน
จีโนมของพืชตระกูลส้มอ่ืน ๆ ดังแสดงในตาราง 28 ดังนั้นจึงสามารถน าบริเวณที่ถูกตรวจสอบ



 92 
 

เหล่านีไ้ปใชใ้นการประเมินการแสดงออกของยีนในจีโนมของตน้มะนาวแปน้ที่ถกูปลกูเชือ้ในแต่ละ
กลุ่มการทดลอง เพื่อตรวจสอบความสามารถของเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ในการกระตุ้นยีนที่
เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคต่อไป 
 
ตาราง 28 การวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทด์และการท า  pairwise alignment ของบริเวณยีนที่
เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคและยีนเปรียบเทียบในจีโนมของมะนาวแปน้ 
 

ยีน 
ขนาด  
(คู่เบส) 

สายพนัธุส์ม้ Accession No. บรเิวณจ าเพาะ 
ค่ารอ้ยละ
ความเหมือน 

PR-1 71 C. sinensis XM_025097265.1 Pathogenesis-
related protein PR-
1 gene 

100 

Pt14 426 C. aurantiifolia HQ875732.1 Putative citrus 
canker resistance 
protein Pt14R 
gene 

100 

LRR8 177 C. sinensis XM_006475281.3 MDIS1-interacting 
receptor like 
kinase 2-like 

97 

LOX* 331 C. sinensis XM_006465842.3 Linoleate 13S-
lipoxygenase 3-1 

62 

LOX** 175 C. sinensis XM_006465842.3 Linoleate 13S-
lipoxygenase 3-1 

85 

Ef-1a 133 C. clementina XM_006424569.2 Elongation factor 
1-alpha 

100 

* และ ** หมายถึง ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ถูกโคลน ซึ่งได้จากการเพิ่มจ านวนด้วย 
reLOXf/reLOXr และ nreLOXf/reLOXr ตามล าดบั 
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7.2 การประเมินการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกการต้านทานโรคของ
มะนาวแป้นด้วยวิธี reverse transcription PCR (RT-PCR) 

หลังจากการสกัดอารเ์อ็นเอจากใบมะนาวแป้นที่ถูกปลูกเชือ้เป็นเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมงของ 4 กลุ่มการทดลอง ไดแ้ก่ ใบมะนาวแป้นที่ถูกทาดว้ย (1) อาหารเลีย้งเชือ้ TSB, (2) เชือ้
สาเหตโุรค Xcc05, (3) เชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 ก่อนทาซ า้ดว้ยเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 
และ (4) เชื ้อปฏิ ปักษ์  P. aeruginosa SWUC02 ดังตาราง 20 ในขั้นตอนการประเมินการ
แสดงออกของยีนที่ เก่ียวข้องกับกลไกการต้านทาน โรคของมะนาวแป้นด้วยวิธี  RT-PCR 
ท าการศึกษายีน PR-1, Pt14, LRR8 และ LOX ในต้นกล้ามะนาวแป้นโดยมียีน Ef-1a เป็นยีน
เปรียบเทียบ เพื่อตัดปัจจัยที่อาจส่งผลต่อการแสดงออกของยีนซึ่งควบคุมได้ยากในสภาพ
ธรรมชาติจริง ยกตัวอย่างเช่น อุณหภูมิ แมลงและเชือ้จุลินทรียอ่ื์น ๆ ดังนั้นเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 จึงถกูเลือกมาเป็นตวัแทนของเชือ้ปฏิปักษ์ทัง้หมด เนื่องจากเชือ้ดงักลา่วไม่ส่งผลเสียต่อ
สภาพของตน้กลา้มะนาวแปน้ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
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7.2.1 การประเมินการแสดงออกของยีน PR-1 
จากผลการท า RT-PCR ของบริเวณยีน PR-1 พบว่าตน้กลา้มะนาวที่ถูกปลูกเชือ้ 

Xcc05 เพียงอย่างเดียวที่ 24 และ 48 ชั่วโมงมีค่ารอ้ยละความสมัพันธ์ระดับการแสดงออกของยีน 
PR-1 สูงกว่าต้นกล้ามะนาวในกลุ่มการทดลองอ่ืน ๆ อีกทั้งพบว่าต้นกล้ามะนาวที่ถูกปลูกเชือ้  
P. aeruginosa SWUC02 มีค่ารอ้ยละความสมัพันธ์ระดับการแสดงออกของยีน PR-1 ต ่ากว่าตน้
กล้ามะนาวที่ไม่ถูกปลูกเชือ้ใด ๆ อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ 0.05 ดังแสดงในภาพประกอบ 27 
ดงันัน้จึงสรุปไดว้่ามีเพียงเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 เท่านัน้ที่สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน PR-1 
ที่ 24 และ 48 ชั่วโมงหลงัจากการปลกูเชือ้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 27 การแสดงออกของยีน PR-1 ของตน้กลา้มะนาวแปน้ 
(A) แผนภมูิแท่งแสดงค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกของยีน PR-1 ที่ 24 (เทา) และ 
48 (ด า) ชั่วโมง โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและ (B) ความเขม้แถบแบน 

ดีเอ็นเอของยีน PR-1 และ Ef-1a ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง; hpi = hour post inoculation 
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7.2.2 การประเมินการแสดงออกของยีน Pt14  
จากผลการท า RT-PCR ของบริเวณยีน Pt14 พบว่าตน้กลา้มะนาวในแต่ละกลุ่ม

การทดลองมีค่ารอ้ยละความสัมพันธ์ระดับการแสดงออกของยีน Pt14 ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญที่ระดับ 0.05 ดังแสดงในภาพประกอบ 28 ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าทั้งเชือ้ P. aeruginosa 
SWUC02 และเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 ไม่สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน Pt14 ไดท้ัง้ที่ 24 และ 
48 ชั่วโมงหลงัจากการปลกูเชือ้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 28 การแสดงออกของยีน Pt14 ของตน้กลา้มะนาวแปน้ 
(A) แผนภมูิแท่งแสดงค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกของยีน Pt14 ที่ 24 (เทา) และ 
48 (ด า) ชั่วโมง โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและ (B) ความเขม้แถบแบน 

ดีเอ็นเอของยีน Pt14 และ Ef-1a ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง; hpi = hour post inoculation 
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7.2.3 การประเมินการแสดงออกของยีน LRR8 
จากผลการท า RT-PCR ของบรเิวณยีน LRR8 พบว่าตน้กลา้มะนาวที่ถกูปลกูเชือ้ 

P. aeruginosa SWUC02 เพียงอย่างเดียวที่  24 ชั่ วโมง มีค่าร้อยละความสัมพันธ์ระดับการ
แสดงออกของยีน LRR8 สงูกว่าตน้กลา้มะนาวในกลุ่มการทดลองอ่ืน ๆ ส าหรบัการแสดงออกของ
ยีน LRR8 ที่ 48 ชั่วโมงหลังจากการปลูกเชือ้ของแต่ละกลุ่มการทดลองมีค่ารอ้ยละความสมัพันธ์
ระดับการแสดงออกไม่แตกต่างกันที่ระดับนัยส าคัญ 0.05 ดังแสดงในภาพประกอบ 29 ดังนัน้จึง
สรุปไดว้่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน LRR8 ที่เวลา 24 
ชั่วโมงหลงัจากปลกูเชือ้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 29 การแสดงออกของยีน LRR8 ของตน้กลา้มะนาวแป้น 
(A) แผนภมูิแท่งแสดงค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกของยีน LRR8 ที่ 24 (เทา) และ 
48 (ด า) ชั่วโมง โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและ (B) ความเขม้แถบแบน 

ดีเอ็นเอของยีน LRR8 และ Ef-1a ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง; hpi = hour post inoculation 
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7.2.4 การประเมินการแสดงออกของยีน LOX 
จากผลการท า RT-PCR ของบริเวณยีน LOX พบว่าตน้กลา้มะนาวที่ถูกปลูกเชือ้ 

Xcc05 เพียงอย่างเดียวและตน้กลา้มะนาวที่ถูกปลูกเชือ้  P. aeruginosa SWUC02 ก่อนปลูกเชือ้ 
Xcc05 ที่ 24 ชั่ วโมงมีค่ารอ้ยละความสัมพันธ์ระดับการแสดงออกของยีน LOX สูงกว่าต้นกล้า
มะนาวที่ไม่ถูกปลกูเชือ้ใด ๆ ส าหรบัผล RT-PCR ที่ 48 ชั่วโมงพบว่าตน้กลา้มะนาวแต่ละกลุ่มการ
ทดลองมีค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกเท่ากบัหรือต ่ากว่าตน้กลา้มะนาวที่ไม่ถูกปลกู
เชือ้ใด ๆ อยา่งมีนยัส าคญัที่ระดบั 0.05 ดงัแสดงในภาพประกอบ 30 ดงันัน้จึงสรุปไดว้่าเชือ้สาเหตุ
โรค Xcc05 สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน LOX ไดท้ี่เวลา 24 ชั่วโมงหลงัจากการปลกูเชือ้ 
 

 
 

ภาพประกอบ 30 การแสดงออกของยีน LOX ของตน้กลา้มะนาวแปน้ 
(A) แผนภมูิแท่งแสดงค่ารอ้ยละความสมัพนัธร์ะดบัการแสดงออกของยีน LOX ที่ 24 (เทา) และ 
48 (ด า) ชั่วโมง โดยแสดงผลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานและ (B) ความเขม้แถบแบน 

ดีเอ็นเอของยีน LOX และ Ef-1a ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง; hpi = hour post inoculation 
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บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผลงานวิจัย 

 
การคัดแยกเชือ้สาเหตุโรค Xcc จากมะนาวแป้นที่มีรอยโรคแคงเกอร์จ าเป็นตอ้งมีการ

ฟอกฆ่าเชือ้บริเวณผิวนอกของชิน้ส่วนมะนาว เพื่อก าจดัเชือ้จุลินทรียท์ี่อาศัยอยู่ที่บนผิวนอกส่วน
ต่าง ๆ ของพืช และผ่ากลางชิน้พืชบริเวณรอยโรคแคงเกอรก์่อนน าไปวางบนอาหารเลีย้งเชื ้อ
คดัเลือก หรือก่อนน าไปเขย่าในสารละลายที่มีความเขม้ขน้ของเกลือ 0.85% เนื่องจากเชือ้ Xcc มกั
อาศัยและเพิ่มจ านวนอยู่ในรอยโรคมากกว่าบริเวณอ่ืน ๆ (5) อีกทั้งท าการคัดแยกเชือ้บนอาหาร
เลีย้งเชือ้กึ่งคัดเลือก mTMB และ Xan-D โดยในอาหารทัง้ 2 ชนิดมีการเติมยาปฏิชีวนะที่สามารถ
ยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียแกรมบวก, เชือ้แบคทีเรียแกรมลบบางชนิดและเชือ้รา เพื่อเป็นการเพิ่มโอกาส
ในการคัดแยกเชื ้อ Xcc เนื่องจากเชือ้ Xcc เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่มีการเจริญเติบโตช้ากว่า
เชือ้จุลินทรียอ่ื์น ๆ (13) จากการคัดแยกเชือ้ Xcc ทัง้ 2 วิธี พบว่าการน าชิน้พืชที่ถูกผ่ากลางรอยโรค
ไปเขย่าในสารละลายน า้เกลือ 0.85% สามารถคดัแยกโคโลนีที่มีลกัษณะตามที่ตอ้งการไดม้ากกว่า 
ในขณะที่วิธีการวางชิน้พืชบนอาหารคัดเลือกอาจแยกเชือ้ Xcc ได้ยากมากกว่าเนื่องจากมีการ
เจริญเติบโตของเชือ้จุลินทรียช์นิดอ่ืนกลบการเจริญของเชือ้ Xcc โดยหลังจากการบ่มเป็นเวลา  
3 วัน โคโลนีของเชือ้ Xcc จะมีขนาดเล็กกว่าโคโลนีของเชือ้ชนิดอ่ืน ๆ และพบตะกอนขาวขุ่นของ
กรดไขมันรอบโคโลนีบนอาหารเลีย้งเชือ้กึ่งคัดเลือก mTMB และ Xan-D เนื่องจากเชือ้สาเหตุโรค 
Xcc สามารถย่อยสลาย Tween 80 ในอาหารคัดเลือกได ้โดยในจีโนมของเชือ้ Xcc มียีน estA ที่
ถูกแปลรหัสเป็นเอนไซม์ esterase ซึ่งเร่งกิจกรรมการย่อยสลาย Tween 80 นอกจากนีบ้นอาหาร 
Xan-D พบว่าโคโลนีของเชือ้ Xcc เป็นสีเหลืองอมเขียว เนื่องจากการย่อยสลาย Tween 80 มีผล 
ท าใหค่้าพีเอชของอาหารเพิ่มขึน้  ดังนั้น bromothymol blue ที่เติมเป็นอินดิเคเตอรใ์นอาหารจึง
เปลี่ยนจากสีเหลืองเป็นสีเขียว และบนอาหาร Xan-D ยงัพบบริเวณใสรอบนอกบรเิวณขาวขุ่น โดย
เกิดจากการย่อยสลาย skim milk ซึ่งเชือ้ Xcc มีคณุสมบติัในการย่อยสลายโปรตีน casein ที่เป็น
องคป์ระกอบของ skim milk ในอาหาร Xan-D ได ้(19, 20) 

การคัดแยกและระบุชนิดของเชือ้สาเหตุโรค Xcc จ าเป็นตอ้งใชว้ิธียืนยันหลายขัน้ตอน 
เนื่องจากอาจเกิดผลบวกที่ผิดพลาด (false positive) กับเชื ้อสาเหตุโรคแคงเกอร์กลุ่มที่  2  
(X. fuscans subsp. aurantifolii) และกลุ่มที่  3 (X. alfalfa subsp. citrumelonis) ที่สามารถคัด
แยกไดจ้ากมะนาวเช่นเดียวกนั (13) จากผลการคดัแยกเชือ้สาเหตโุรค Xcc จากการตรวจหายีนหรือ
บริเวณต่าง ๆ บนจีโนมของเชือ้ Xcc โดยมีเชือ้สาเหตโุรค XccD (สายพนัธุ์ที่ไดร้บัจากกรมวิชาการ
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เกษตร) เป็นชุดควบคมุเชิงบวก พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทเกิดแถบแบนดีเอ็นเอขนาด 561 คู่เบส จาก
การท า colony PCR กับคู่ไพรเมอร ์XACF/XACR แสดงให้เห็นว่าทุกไอโซเลทมียีน hrpW ที่ถูก
แปลรหสัเป็นโครงสรา้งของ type III protein secretion system และเก่ียวขอ้งกบัการสรา้งเอนไซม ์
pectate lyase ที่เชือ้ Xcc ใชแ้ทงทะลผุ่านและย่อยสลายผนังเซลลพ์ืช ตามล าดบั (21) และเมื่อท า
การตรวจสอบการมีอยู่ของยีน rpf (ขนาด 582 คู่เบส) ด้วยคู่ไพรเมอร ์Xac01/Xac02 พบว่าทุก 
ไอโซเลทที่สุ่มเลือกมาเกิดแถบแบนดีเอ็นเอของยีนดังกล่าว ยกเวน้เชือ้ไอโซเลท E15 ซึ่งอาจเกิด
จากการกลายของบรเิวณที่ไพรเมอรเ์ขา้จบัจึงไม่เกิดแถบแบนดีเอ็นเอของบริเวณนัน้ขึน้  โดยการมี
อยู่ของกลุ่มยีน rpf แสดงว่าเชือ้ไอโซเลทนั้นมียีนที่เก่ียวข้องกับการสรา้งเอนไซม์หรือโปรตีนที่
จ  าเป็นในการก่อโรคแคงเกอร ์(13, 92) การตรวจสอบการมีอยู่ของบริเวณ ITS (ขนาด 179 คู่เบส) ดว้ย
คู่ไพรเมอร ์J-RXg/J-RXc2 พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทที่สุ่มเลือกมาเกิดแถบแบนดีเอ็นเอของบริเวณ 
ITS จึงยืนยนัไดว้่าเชือ้แต่ละไอโซเลทคือ เชือ้สาเหตโุรค Xcc สายพนัธุ ์A ที่มกัก่อโรคในพืชตระกูล
สม้และมีความรุนแรงมากกว่าสายพันธุ์อ่ืน ๆ เนื่องจากไพรเมอร ์J-RXg/J-RXc2 มีความจ าเพาะ
กบับริเวณ ITS ของเชือ้ Xcc สายพันธุ์ A ดังนัน้จากการเกิดแถบแบนดีเอ็นเอกับทัง้ 3 คู่ไพรเมอร์
ของเชือ้แต่ละไอโซเลทที่ถูกเลือกมาทดสอบจึงยืนยันไดว้่าเชือ้ที่คัดแยกไดม้ีโอกาสเป็นเชือ้สาเหตุ
โรค Xcc สายพันธุ์ A และจากผลการจัดจ าแนกชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยาและการ
วิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน 16S rRNA พบว่าเชือ้ทุกไอโซเลทถูกจดัจ าแนกว่าเป็นเชือ้ 
Xcc โดยมีค่าร้อยละความเหมือนเท่ากับ  100 นอกจากนี ้ยังมีความสามารถในการก่อโรค 
แคงเกอรใ์นต้นมะนาวแป้นได้จริง ดังนั้นจากผลการทดสอบทั้งหมดจึงเป็นการยืนยันได้ว่าใน
การศึกษานีส้ามารถคัดแยกเชือ้ Xcc สายพันธุ ์A ที่ก่อโรคแคงเกอรแ์ละพบการระบาดในประเทศ
ไทย ณ ปัจจุบัน ซึ่งในการศึกษานี ้สุ่มเลือกเชือ้ Xcc ไอโซเลท E05 (Xcc05) เพียงไอโซเลทเดียว 
ส าหรบัใชใ้นการทดสอบต่อไป  

การคัดแยกและคดัเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ต่อเชือ้สาเหตโุรคแคงเกอรจ์ากใบ และกิ่ง
ของมะนาวแปน้บนอาหารเลีย้งเชือ้ TSA ดว้ยวิธีเช่นเดียวกบัการคดัแยกเชือ้ Xcc ซึ่งจากผลการท า 
dual-culture plate เพื่อทดสอบความสามารถในการยับยั้งการเจริญของเชือ้ XccD และ Xcc05 
พบว่าเชือ้ปฏิปักษ์ทัง้ 8 ไอโซเลทมีประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้ Xcc05 ต ่ากว่าการยับยัง้เชือ้ XccD 
อาจเนื่องจากเชือ้ XccD ถูกคัดแยกและเก็บรกัษาในอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสมาเป็นระยะ
เวลานานมากกว่า 3 ปี ในขณะที่เชือ้ Xcc05 ถูกคัดแยกไดใ้นภายหลัง และอาจเกิดวิวัฒนาการ
ร่วมกบัเชือ้ปฏิปักษ์ในสภาพธรรมชาติ ดังนัน้จึงอาจเป็นเหตุผลใหเ้ชือ้ Xcc05 มีความตา้นทานต่อ
เชือ้แบคทีเรียปฏิปักษไ์ดม้ากกว่า 



 100 
 

การศึกษาคุณสมบติัในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่
คดัแยกไดใ้นการศึกษานี ้พบว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 มีความโดดเด่นและมีประสิทธิภาพ
ที่ ดี ในการเป็น เชื ้อแบคที เรียส่ ง เสริมการเจริญ เติบ โตของพื ชหรือ เชื ้อ  PGPB โดยเชื ้อ  
P. aeruginosa SWUC02 มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนไซยาไนด,์ ซิเดอรโ์รฟอร,์ ฮอรโ์มน
พืช IAA, เอนไซม์ ACC deaminase และมีคุณสมบัติในการละลายธาตุฟอสฟอรัสและตรึง
ไนโตรเจน มีรายงานว่าเชือ้ P. aeruginosa MAJ PIA03 มีความสามารถในการเป็นเชือ้ PGPB 
โดยพบการผลิตฮอรโ์มนพืช IAA, ไฮโดรเจนไซยาไนด,์ เอนไซม ์ACC deaminase, แอมโมเนียและ
ซิเดอรโ์รฟอร ์และสามารถยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ราสาเหตุโรคพืชได้ถึง 5 ชนิด อีกทัง้การ
ปลูกเชือ้ P. aeruginosa MAJ PIA03 ใหก้ับตน้ละหุ่ง (Ricinus communis) มีผลช่วยเพิ่มจ านวน
และน า้หนกัใบ ความยาวและน า้หนกัราก ความกวา้งฐานล าตน้ องคป์ระกอบทางเคมีและคณุค่า
ทางโภชนาการในใบละหุ่งให้มากขึ ้นกว่าเดิม (93) จากการศึกษาของ Roychowdhury และ 
คนอ่ืน ๆ (2017) (94) พบว่าเชื ้อ P. aeruginosa PGP ที่ถูกคัดแยกจากดินบริเวณกองขยะมี
ความสามารถในการละลายธาตุฟอสฟอรัส ตรึงไนโตรเจน ผลิตฮอรโ์มนพืช IAA, ไฮโดรเจน 
ไซยาไนด,์ แอมโมเนียและซิเดอรโ์รฟอรเ์ช่นกนั อีกทัง้มีผลเพิ่มน า้หนักสด น า้หนักแหง้ ความยาว
รากและยอดของตน้ผกักาดเขียว (Brassica juncea) มากกว่าตน้ที่ไม่ถูกปลกูเชือ้รอ้ยละ 140, 88, 
25 และ 14 ตามล าดบั และช่วยเพิ่มปริมาณของธาตไุนโตรเจนและธาตฟุอสฟอรสัในเมล็ดผกักาด
เขียวรอ้ยละ 40.6 และ 10 ตามล าดบั นอกจากนีเ้ชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่สามารถผลิตซิเดอรโ์รฟอร์
ได้มากที่สุดบนอาหารทดสอบ CAS คือ เชือ้ B. velezensis SWUA08 และ B. subtilis subsp. 
subtilis SWUA18 ซึ่งมีรายงานอ่ืน ๆ พบว่าเชื ้อ Bacillus ทั้ง 2 ชนิดมีความสามารถดังกล่าว
เช่นเดียวกนั (95, 96) และเชือ้ทัง้ 2 ชนิดยงัมีความสามารถในการละลายธาตฟุอสฟอรสัและการผลิต
ฮอรโ์มนพืช IAA ไดอี้กดว้ย Zhang และคนอ่ืน ๆ (2018) (97) รายงานว่าเชือ้ B. velezensis NJAU-
Z9 สามารถผลิตฮอรโ์มนพืช IAA ซึ่งช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้พริกหยวก (Capsicum 
annuum L.) 

เชือ้แบคทีเรียในสกุล Bacillus และ Pseudomonas มีประสิทธิภาพสูงในการใชเ้ป็นตัว
ควบคมุโรคทางชีวภาพในการเกษตร ยกตัวอย่างเช่นเชือ้ B. subtillis TKS1-1 และ P. protegens 
CS1 ที่มีความสามารถในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรค Xcc และลดอาการหรือลดการเกิดโรคแคงเกอร์
ในพืชตระกูลสม้ไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ (39, 41) เช่นเดียวกนักบัผลการศึกษาในงานวิจยันีท้ี่สามารถ
คัดแยกเชื ้อ  P. aeruginosa SWUC02, B. velezensis SWUA08, B. subtilis subsp. subtilis 
SWUA18 และ B. cereus SWUA26 ที่สามารถยับยั้งเชือ้ XccD และ Xcc05 ได้ในระดับ in vitro 
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จ า ก ก า ร ท ด ส อ บ  dual-culture plate น อ ก จ า ก นี ้ เชื ้ อ  P.  aeruginosa SWUC02 แ ล ะ  
B. velezensis SWUA08 ยังสามารถสรา้งสารทุติยภูมิออกนอกเซลลท่ี์มีฤทธิ์ยับยัง้เชือ้ Xcc05 ได ้
ในปี 2016 Palazzini และคนอ่ืน ๆ (98) พบว่าจีโนมของเชือ้ B. velezensis RC 218 มียีนที่สรา้ง
โปรตีนยบัยัง้การเจริญเติบโตของจุลินทรียต่์างชนิด (antibiotic gene) จ านวน 10 ยีน ไดแ้ก่ ยีนที่ 
ส ร้ า ง โ ป ร ตี น  ericin, surfactin, iturin, fengycin, bacillibactin, bacilysin, amylocyclicin, 
macrolactin, bacillaene และ difficidin ในปี 2015 Wu และคนอ่ืน ๆ (99) รายงานว่า difficidin 
และ  bacilysin ของ เชื ้อ  B. velezensis FZB42 (ชื่ อ เดิ ม คื อ  B. amyloliquefaciens subsp. 
plantarum FZB42) มีฤทธิ์ยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้สาเหตุโรค Xanthomonas oryzae ที่ก่อ
โรคขอบใบแหง้และโรคใบขีดโปร่งแสงในขา้ว  ซึ ่งเชือ้ B. velezensis เป็นเชือ้แบคทีเรียที ่มี
รายงานถึงการใชเ้ป็นตวัควบคมุโรคทางชีวภาพในการเกษตรและมีความปลอดภยัในการใชง้าน 
โดยไม่พบความสามารถในการก่อโรคในมนุษย์ (100) และจากการศกึษานีพ้บว่าการเติม CuCl2 ลง
ในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB มีผลไปเพิ่มประสิทธิภาพในการยบัยัง้เชือ้สาเหตโุรคของสารทุติยภูมิออก
นอกเซลล์ที่ ได้จากการเลี ้ยงเชื ้อ  B. velezensis SWUA08 ซึ่งมีรายงานว่าการเติมโลหะหนัก 
CuCl2, CuSO4 และ MnSO4 ลงในอาหารเลีย้งเชือ้มีโอกาสไปกระตุน้การสรา้งสารประกอบชนิด
ใหม่ ๆ ท่ีมีฤทธิ์ยบัยัง้เชือ้จลุินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ได ้(101, 102)  

ส าหรับเชือ้ P. aeruginosa มีรายงานถึงความสามารถในการสรา้งโปรตีนยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์ต่างชนิด  (antibiotic) ตัวอย่างเช่น phenazine-1-carboxylic acid, 
phenazine-1-carboxamide, organohalogen compound, pyocin และ  pyocyanin (40 , 103-105) 
แต่ในการศึกษาครัง้นีพ้บว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 มีการสรา้งสารทุติยภูมิออกนอกเซลลท์ี่
มีฤทธิ์ยับยัง้เชือ้สาเหตุโรค Xcc ก็ต่อเมื่อเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ TSB ที่มีการเติม 0.01% CuCl2 
เท่ านั้น  เช่น เดียวกับการศึกษาของ Gionco และคน อ่ืน  ๆ (2017) (106) ที่ รายงานว่าเชื ้อ  
P. aeruginosa LV สามารถสรา้งสารทุติยภูมิออกนอกเซลลท์ี่มีสารประกอบออรก์าโนเมทลัลิกซึ่ง
มีฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive organometallic compound) โดยสามารถยับยั้งการเจริญเติบโต
ของเชื ้อจุลินทรีย์ได้หลากหลายชนิด  จากการศึกษาการแสดงออกของยีนในจีโนมของเชื ้อ  
P. aeruginosa LV ที่เลีย้งในสภาวะที่มี CuCl2 พบว่ายีนที่ถูกกระตุ้นการแสดงออกมากขึน้เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเลีย้งเชื ้อในสภาะวะที่ไม่มี  CuCl2 คือยีนที่ เก่ียวข้องกับกระบวนการผลัก 
คอปเปอรส์่วนเกินออกจากเซลล ์และยีนที่เก่ียวขอ้งกับกระบวนการสะสมคอปเปอรภ์ายในเซลล์
ของเชือ้แบคทีเรีย และคาดว่ามีผลต่อการสรา้งสารประกอบออรก์าโนเมทลัลิก 
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จากผลการประเมินผลของการอยู่ร่วมกันระหว่างเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์และต้นกล้า
มะนาวแป้นในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ เพื่อเป็นการตดัปัจจยัทางชีวภาพและกายภาพอ่ืน ๆ ที่อยู่
นอกเหนือขอบเขตการศึกษา พบว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 สามารถอยู่ร่วมกับต้นกล้า
มะนาวแป้นไดโ้ดยไม่มีผลเสียใด ๆ และเป็นตัวควบคมุโรคแคงเกอรใ์นสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อได้
อย่างมีประสิทธิภาพ เมื่อเปรียบเทียบกับตน้กลา้มะนาวแป้นที่ถูกปลูกเชือ้สาเหตุโรคเพียงอย่าง
เดียว ในขณะที่การปลูกเชือ้ปฏิปักษ์ Bacillus ทั้ง 3 ชนิดส่งผลใหต้้นกลา้มะนาวแป้นที่ปลูกใน
สภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อตายภายใน 30 วนัหลงัจากปลูกเชือ้ ซึ่งอาจเกิดจากการเจริญเติบโตของ
เชือ้แบคทีเรียที่มีผลเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชและองคป์ระกอบของอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ  รวมถึง
องคป์ระกอบของอากาศภายในท่อล าเลียงน า้และแร่ธาตุ (vessel) (107, 108) ยกตัวอย่างเช่น การ
เจริญเติบโตของเชือ้ Bacillus circulans บนอาหารเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อส่งผลเสียต่อการเพาะเลีย้ง
เนื ้อเยื่อบริเวณปลายยอดของต้นแอปริคอต (Prunus armeniaca) (109) แต่เชื ้อ Bacillus และ 
Pseudomonas บางชนิดก็มีรายงานว่าสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของเนือ้เยื่อพืชบางชนิดที่
อยู่ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อไดเ้ช่นกนั (108) 

จากผลการประเมินประสิทธิภาพของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ในการยบัยัง้โรคแคงเกอรใ์น
ตน้มะนาวแป้นในสภาพธรรมชาติจริง พบว่าเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 และ B. velezensis 
SWUA08 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคแคงเกอร์ โดยการปลูกเชื ้อ B. velezensis 
SWUA08 ไม่ส่งผลเสียต่อสภาพต้นมะนาว ซึ่งแตกต่างจากผลการทดลองในสภาพเพาะเลีย้ง
เนือ้เยื่อ อาจเนื่องจากสภาพตน้มะนาวแข็งแรงกว่าตน้กลา้ที่เพาะในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ และ
อาจเนื่องจากจ านวนของเชือ้ B. velezensis SWUA08 ลดลงในสภาพธรรมชาติจริง ซึ่งเป็นผลมา
จากอุณหภูมิที่สูงขึน้และความชืน้ที่ต  ่ากว่าในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ นอกจากนีย้ังพบว่าการใช้
ตัวเซลล์มีประสิทธิภาพในการยับยั้งโรคมากกว่าการใช้น ้าเลี ้ยงเชื ้อแบคทีเรียปฏิปักษ์ อาจ
เน่ืองจากสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีเป็นองค์ประกอบของน ้าเลี ้ยงเชื ้อปฏิ ปักษ์ไม่ทนต่อ
สภาพแวดลอ้ม หรือมีความเขม้ขน้ต ่าจึงส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการยับยัง้เชือ้สาเหตุโรค Xcc05 
ไม่ดีเท่าที่ควร เช่นเดียวกบัรายงานของ Lin และคนอ่ืน ๆ (2009) (110) ที่ศึกษาการควบคมุโรคเหี่ยว
ที่ เกิดจากเชื ้อรา Verticillium dahliae ในต้นมะเขือยาว (Solanum melongena L.) ในสภาพ
โรงเรือน พบว่าการใชต้วัเซลลข์องเชือ้ B. subtilis Jaas ed1 สามารถควบคมุการเกิดโรคไดร้อ้ยละ 
88.57 แต่การใชน้ า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์สามารถควบคุมโรคไดเ้พียงรอ้ยละ 16.39 ที่ 26 วนัหลงัจาก
ปลูกเชือ้ เนื่องจากตัวเซลล์แบคทีเรียสามารถเข้าอาศัยและตั้งรกรากในต้นพืช  หรือสรา้งสาร
ปฏิชีวนะออกมาระหว่างที่ยงัมีชีวิต หรือแมก้ระทั่งกระตุน้ยีนในระบบภูมิคุม้กนัของพืชได ้ในขณะที่
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มีรายงานว่าสารประกอบออรก์าโนเมทัลลิกจากน า้เลีย้งเชือ้ P. aeruginosa LV ที่ผ่านการท า
บริสุทธิ์บางส่วนสามารถยับยัง้การเกิดโรคแคงเกอรใ์นตน้สม้เกลีย้งที่ปลูกในสภาพโรงเรือนไดถ้ึง
รอ้ยละ 97 และความเข้มข้นของสารที่ใช้ยังต ่ากว่าความเข้มข้นของยาฆ่าเชื ้อแบคทีเรียที่มี
ส่วนประกอบของคอปเปอร์ในเชิงการค้าถึ ง  500 เท่า  (40) ดังนั้นน ้า เลี ้ยงเชื ้อปฏิ ปักษ์  P. 
aeruginosa SWUC02 หากถกูท าใหเ้ขม้ขน้มากขึน้จะไดส้ารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการใช้เป็นตัวควบคุมโรคทางชีวภาพมากขึน้ นอกจากนีอ้าจเป็นทางเลือกที่ดีและปลอดภัย
มากกว่าการใชต้ัวเซลลข์องเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ซึ่งเป็นเชือ้แบคทีเรียก่อโรคแบบฉวย
โอกาส (opportunistic bacteria) ในมนษุย ์

ส าหรบัการตรวจสอบความสามารถของเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ว่าสามารถกระตุน้การ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกบัภูมิคุม้กนัของตน้มะนาวแป้นไดห้รือไม่ ในงานวิจยันีจ้ึงเลือกศึกษา
ในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ เพื่อเป็นการตัดปัจจัยที่อาจมีผลต่อการกระตุน้ยีนเหล่านีใ้หม้ีผลนอ้ย
ที่สุด และเลือกใช้เชื ้อ P. aeruginosa SWUC02 ในการน ามาทดสอบเพียงชนิดเดียวเท่านั้น 
เนื่องจากสามารถอยู่ร่วมกับตน้กลา้มะนาวแป้นไดโ้ดยไม่เกิดผลเสียในสภาพเพาะเลีย้งเนือ้เยื่อ 
ส าหรบัยีนที่เก่ียวขอ้งกบักลไกการตา้นทานโรคของมะนาวแปน้ยงัคงมีการศึกษาอยู่นอ้ยมาก ซึ่งใน
งานวิจัยนีส้นใจศึกษาจ านวน 4 ยีน ไดแ้ก่ PR-1, Pt14, LRR8 และ LOX โดยมีเพียงยีน Pt14 ที่มี
การศึกษาและวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทด์บนจีโนมของมะนาวแป้นไวก้่อนหน้า (111) อีกทั้งยีน
เปรียบเทียบ Ef-1a ก็ยงัไม่มีรายงานถึงล าดบันิวคลีโอไทดบ์นจีโนมของมะนาวแป้นดว้ยเช่นกนั ท า
ให้ในการศึกษานีต้้องมีการตรวจสอบการมีอยู่ของยีนทั้ง  5 ยีนที่เลือกมาท าการศึกษาโดยการ
โคลนชิน้ยีนเข้าพลาสมิด เพื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาวิเคราะห์เทียบเคียงกับฐานข้อมูล 
GenBank และท า pairwise alignment เพื่อวิเคราะห์ค่ารอ้ยละความเหมือนกับล าดับดังกล่าว
จากฐานขอ้มลู GenBank 

จากขอ้มูลการวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เลือกมาท าการศึกษาจากทั้งหมด  
 5 ยีน พบว่ามีเพียง 3 ยีน ได้แก่ PR-1, Pt14 และ Ef-1a ที่มีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากับ 100 
เมื่อเปรียบเทียบกบับริเวณยีนดังกล่าวบนจีโนมของพืชตระกูลสม้ชนิดอ่ืน และมีขนาดของชิน้ยีน
เท่ากับพืชตระกูลส้มเหล่านั้น คือ 71, 426 และ 133 คู่เบส ซึ่งในการศึกษานีเ้ป็นการวิเคราะห์
ล  าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนที่ไดจ้ากการใชไ้พรเมอรท์ี่ออกแบบจากพืชตระกูลสม้ชนิดอ่ืน ๆ ส าหรบั
ยีน Pt14 ในจีโนมของมะนาวแป้นในการศึกษานีพ้บว่ามีล  าดบันิวคลีโอไทดเ์ช่นเดียวกบัยีน Pt14 
ที่ถูกศึกษาไวก้่อนหน้าในมะนาวแป้นซึ่งเป็นสายพันธุ์เดียวกัน  ดังนั้นจึงไม่มีความแปรผันหรือ
วิวฒันาการในบรเิวณดงักลา่ว (111) จากการศกึษาของ Campos และคนอ่ืน ๆ (2007) (68) พบว่ายีน
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ในกลุ่ม PR ของพืชตระกูลสม้มีทั้งหมด 17 กลุ่ม ไดแ้ก่ PR-1 ถึง PR-17 ซึ่งยังรายงานว่ายีน PR 
แต่ละกลุ่มจากพืชตระกูลส้มแต่ละชนิดมีรูปแบบการตอบสนองต่อสิ่งกระตุ้นทางชีวภาพและ
กายภาพที่คลา้ยคลึงกนั หรือมีการแสดงออกในอวยัวะเดียวกนั แมว้่าจะมีการวิวฒันาการของพืช
ในตระกูลสม้ก็ตามแต่หนา้ที่ของยีน PR-1 ในแต่ละกลุ่มจะมีการอนุรกัษ์การท างานดงักล่าวไว ้ซึ่ง
ยีนในกลุ่ม PR ยงัถูกใชเ้ป็นเครื่องหมายทางพนัธุกรรมในการศกึษาอนกุรมวิธานและความสมัพนัธ์
เชิงวิวฒันาการของพืชได้ (112) ส่วนยีน Ef-1a เป็นยีนที่ถูกแปลรหัสเป็นโปรตีน elongation factor 
1-alpha ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการสังเคราะหโ์ปรตีนของสิ่งมีชีวิต โดยท าหนา้ที่กระตุน้
การเข้าจับของ aminoacyl-tRNA เข้าสู่ต  าแหน่ ง  A-site ของไรโบโซม เพื่ อท าการต่อสาย 
โพลีเปปไทด ์ดังนั้นจึงเป็นโปรตีนที่มักถูกอนุรกัษ์ในระหว่างการเกิดวิวัฒนาการ และถูกใชเ้ป็น
เครื่องหมายเชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตยูคาริโอตได้ (113) ดังนั้นอาจเป็นไปไดว้่าพืชตระกูลสม้มี
การอนรุกัษล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์รเิวณยีน PR-1 และ Ef-1a 

การวิเคราะหล์  าดับนิวคลีโอไทดแ์ละการท า pairwise alignment ของบริเวณยีน LRR8 
ในการศึกษานีพ้บว่ามีค่ารอ้ยละความเหมือนเท่ากบั 97 กับบริเวณ receptor like kinase ของสม้
เกลีย้ง โดยโปรตีน LRR-RLK ซึ่งเป็นตัวรบัรูบ้ริเวณเยื่อหุม้เซลลข์องพืชมีความเก่ียวขอ้งกับกลไก
การจดจ า การตอบสนองต่อตัวกระตุ้นทางชีวภาพและกายภาพ รวมทั้งยังเก่ียวข้องกับการ
เจริญเติบโตและพัฒนาการของพืชแต่ละชนิด  มีรายงานถึงการศึกษาการวิวัฒนาการของ  
LRR-RLK ในส้มคลีเมนไทนแ์ละสม้เกลีย้ง และพบว่ายีน LRR8 ระหว่างสม้ทั้ง 2 ชนิดมีจ านวน
แตกต่างกัน (61) ดังนัน้การวิวฒันาการอาจเป็นสาเหตุใหล้  าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณยีน LRR8 ของ
มะนาวแป้นต่างจากสม้เกลีย้งไดเ้ช่นกนั ซึ่ง Magalhães และคนอ่ืน ๆ (2016) (61) ยงัรายงานอีกว่า
ยีน LRR12 ของสม้คลีเมนไทนแ์ละสม้เกลีย้งมีจ านวนถึง 148 และ 140 ชุดในจีโนมซึ่งมีการเพิ่ม
จ านวนมากขึ ้นกว่ายีน  LRR ในกลุ่ม อ่ืน  ๆ เมื่ อเปรียบเทียบกับยีน  LRR บนจีโนมของต้น 
อะราบิดอฟซิส โดยอาจมีสาเหตุจากกระบวนการเพิ่มชิ ้นของชิ ้นส่วนโครโมโซม  (tandem 
duplication) เนื่องจากการวิวฒันาการของพืชรว่มกบัเชือ้สาเหตโุรคพืช จากขอ้มลูขา้งตน้ของการ
เพิ่มจ านวนยีน LRR12 ในพืชตระกูลสม้อาจใชอ้ธิบายผลการวิเคราะหล์  าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 
LOX ของมะนาวแป้นไดเ้ช่นกัน จากผลการศึกษาครัง้นีพ้บว่าล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน LOX บน
จีโนมของมะนาวแปน้มีขนาดใหญ่ถึง 331 คู่เบส ในขณะที่การใชคู้่ไพรเมอรเ์ดียวกนัเพิ่มจ านวนยีน
บริเวณดังกล่าวบนจีโนมของสม้เกลีย้งมีขนาดเพียง 175 คู่เบส (80) ดังนั้นท าใหค่้ารอ้ยละความ
เหมือนต ่าเท่ากับรอ้ยละ 62 จากการวิเคราะห์ล  าดับนิวคลีโอไทดพ์บว่าล าดับระหว่าง forward 
primer และ reverse primer ถูกแทรกดว้ยนิวคลีโอไทดจ์ านวน 156 คู่เบส ซึ่งขอ้มูลของยีน LOX 
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ในพืชตระกลูสม้ยงัมีการศกึษาอยู่นอ้ยมาก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในมะนาวแปน้ที่ยงัไม่เคยมีรายงาน
ในฐานขอ้มลูมาก่อน แต่มีรายงานเก่ียวกบัยีน LOX ในพืชตระกูลถั่ว (114) ขา้วโพด (75) และพืชดอก
บางชนิด (115) ถึงความผนัแปรของยีน ซึ่งเก่ียวขอ้งกบัการเกิดวิวฒันาการที่อาจมีสาเหตมุาจากการ
เพิ่มชิน้ของชิน้ส่วนโครโมโซม หรือการแทรกตัวของทรานสโพเซเบิลอิลิเมนต์ (transposable 
element) ดงันัน้จากการศกึษายีน LOX ของมะนาวแปน้จึงไดอ้อกแบบ forward primer เสน้ใหม่ที่
ใหผ้ลผลิตชิน้ดีเอ็นเอขนาด 175 คู่เบสเช่นเดียวกับบริเวณยีน LOX ของสม้เกลีย้งที่ใชเ้ป็นล าดับ
เปรียบเทียบในการท า pairwise alignment และใหค่้ารอ้ยละความเหมือนเพิ่มขึน้เป็นรอ้ยละ 85 

จากผลการศึกษาการแสดงออกของยีน PR-1, Pt14, LRR8 และ LOX ซึ่งเก่ียวขอ้งกับ
กลไกการตา้นทานของมะนาวแป้น โดยเปรียบเทียบกับยีน Ef-1a พบว่ามีเพียงยีน LRR8 ของตน้
กลา้มะนาวแป้นที่ถูกปลกูดว้ยเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 เพียงชนิดเดียวเป็นเวลา 24 
ชั่วโมงที่มีค่ารอ้ยละความสัมพันธ์ระดับการแสดงออกสูงกว่าต้นที่ไม่ถูกปลูกเชือ้ใด ๆ ในทาง
ตรงกันข้ามต้นกล้ามะนาวที่ถูกปลูกเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 ก่อนเชือ้สาเหตุโรค 
Xcc05 มีค่ารอ้ยละความสมัพันธ์ระดับการแสดงออกไม่แตกต่างกับตน้ที่ไม่ถูกปลูกเชือ้ใด ๆ ทัง้นี ้
อาจตอ้งท าการศึกษาการแสดงของยีน LRR8 เพิ่มเติมในช่วงเวลาอ่ืน ๆ เนื่องจากพืชต่างชนิดอาจ
มีการตอบสนองต่อการกระตุ้นจากเชือ้จุลินทรีย์ที่แตกต่างกันออกไป โดยหน้าที่ส  าคัญของยีน 
LRR8 มีความเก่ียวขอ้งกบัการสรา้งโปรตีนตวัรบัรูบ้รเิวณเยื่อหุม้เซลลพ์ืชที่คอยตรวจสอบการมีอยู่
ของ effector protein ที่สรา้งโดยเชื ้อสาเหตุโรค ดังนั้นการปลูกเชือ้ P. aeruginosa SWUC02 
อาจช่วยให้พืชต้านทานต่อการเกิดโรคได้ Pitino และคนอ่ืน ๆ  (34) รายงานว่าต้นส้มที่มีการ
แสดงออกของยีน LRR8 สงูสามารถตา้นทานต่อโรคแคงเกอรไ์ดม้ากกว่าตน้สม้ที่มีการแสดงออก
ของยีน LRR8 ต ่า 

ยีน PR-1 ของตน้กลา้มะนาวแป้นสามารถถูกกระตุน้การแสดงออกที่เวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง หลงัจากการปลกูเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 เท่านัน้ โดยโปรตีน PRs มกัมีบทบาทส าคญัในการ
ปอ้งกนัการบุกรุกของเชือ้สาเหตโุรคพืช และการแสดงออกของยีน PR-1 ถือว่าเป็นเคร่ืองหมายบ่งชี ้
ถึงการกระตุน้ความตา้นทานแบบ SAR ในพืชซึ่งเป็นระบบที่มกัตอบสนองต่อเชือ้สาเหตโุรคเท่านัน้ 
เช่นเดียวกับผลจากการศึกษานีท้ี่มีเพียงเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 ที่สามารถกระตุน้ความตา้นทานใน
ระบบ SAR ของตน้มะนาวแป้นได ้โดยที่เชือ้ P. aeruginosa SWUC02 ไม่มีความสามารถกระตุน้
ระบบดังกล่าว Arseneault และคนอ่ืน ๆ (2014) (116) ศึกษาความสามารถในการกระตุ้นการ
แสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรคของตน้มันฝรั่ง (Solanum tuberosum L.) 
ซึ่งถูกกระตุ้นด้วยเชือ้สาเหตุโรค Streptomyces scabies และเชือ้ปฏิปักษ์ Pseudomonas sp. 
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LBUM223 โดยมีการรายงานถึงการแสดงออกของยีน PR-1 ที่ 5 และ 10 สปัดาหห์ลงัจากการปลกู
เชือ้ พบว่าตน้มันฝรั่งที่ถูกปลูกเชือ้สาเหตุโรคมีการแสดงออกของยีน PR-1 สูงขึน้ ในขณะที่การ
ปลกูเชือ้ Pseudomonas sp. LBUM223 เพียงอย่างเดียวไม่สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน 
PR-1 ได ้

ยีน LOX ของตน้กลา้มะนาวแปน้สามารถถูกกระตุน้การแสดงออกที่ 24 ชั่วโมง หลงัจาก
การปลูกเชือ้สาเหตุโรค Xcc05 เพียงอย่างเดียว และการปลูกเชือ้สาเหตุโรค Xcc05 หลังจากเชือ้
ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 มีรายงานถึงการกระตุน้การแสดงออกของยีน LOX ในตน้มัน
มันฝรั่ ง หลังจากการปลูกเชื ้อปฏิ ปักษ์  Pseudomonas sp. LBUM223 และเชื ้อสาเหตุโรค  
S. scabies เป็นเวลา 5 และ 10 สปัดาห ์แต่ตน้มันฝรั่งที่ถูกปลกูเชือ้ปฏิปักษ์ Pseudomonas sp. 
LBUM223 ก่อนปลูกเชือ้สาเหตโุรค S. scabies มีการแสดงออกของยีน LOX สูงกว่าการปลกูเชือ้
สาเหตโุรคเพียงอย่างเดียว (116) ซึ่งเป็นกระบวนการเตรียมพรอ้มล่วงหนา้ของพืชก่อนการถูกบุกรุก
โดยเชือ้สาเหตโุรคผ่านการกระตุน้ระบบ ISR โดยเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ แต่ในการศึกษานีย้ีน LOX 
ในตน้กลา้มะนาวแปน้ถูกกระตุน้โดยเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 ไดม้ากกว่าเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa 
SWUC02 ที่ 24 ชั่วโมง แต่ที่ 48 ชั่วโมงค่ารอ้ยละความสมัพันธ์ระดับการแสดงออกของยีน LOX 
ในต้นที่ถูกปลูกเชือ้ Xcc05 อย่างเดียวกลับลดต ่ากว่าต้นมะนาวที่ไม่ปลูกเชือ้ใด ๆ จากผลการ
ทดลองอาจต้องท าการศึกษาในช่วงเวลามากกว่า 48 ชั่วโมงหลังจากการปลูกเชือ้ เนื่องจาก 
Waewthongrak และคนอ่ืน ๆ (2014) (80) รายงานว่าการแสดงออกของยีน LOX ในผลสม้เกลีย้ง
สามารถถูกกระตุน้การแสดงออกไดท้ี่ 48 และ 72 ชั่วโมงหลังจากการปลูกเชือ้ รวมทั้งตรวจพบ
กิจกรรมของเอนไซม ์lipoxygenase ที่ 48 และ 72 ชั่วโมงหลงัจากการปลูกเชือ้ โดยที่ 72 ชั่วโมง
สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีนและมกีิจกรรมของเอนไซมส์งูที่สดุ 

ส าหรบัยีน Pt14 ของตน้มะนาวแป้นไม่สามารถถูกกระตุน้การแสดงออกของยีนหลงัจาก
การปลกูเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 และเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 ที่ 24 และ 48 ชั่วโมง ซึ่ง
มีค่ารอ้ยละความสมัพันธ์ระดับการแสดงออกไม่แตกต่างกับตน้มะนาวแป้นที่ไม่ถูกปลูกเชือ้ใด ๆ 
อาจตอ้งท าการศกึษายีน Pt14 ในช่วงเวลาที่นอ้ยกว่าหรือมากกว่า 24 และ 48 ชั่วโมงหลงัจากการ
ปลกูเชือ้ เพื่อเป็นการยืนยนัว่าเชือ้ปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 และเชือ้สาเหตโุรค Xcc05 ไม่
สามารถกระตุน้การแสดงออกของยีน Pt14 ไดจ้ริง เนื่องจากยังไม่เคยมีรายงานที่ศึกษาถึงการ
แสดงออกของยีน Pt14 ในพืชตระกลูสม้มาก่อนหนา้ 

ดงันัน้ผลงานวิจยัเรื่องการคดัแยกและคดัเลือกเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ที่มีประสิทธิภาพใน
การควบคุมโรคแคงเกอรใ์นมะนาวพบว่าเชือ้แบคทีเรียปฏิปักษ์ P. aeruginosa SWUC02 และ  
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B. velezensis SWUA08 มีประสิทธิภาพที่ดีในการเป็นตัวควบคุมโรคแคงเกอรท์างชีวภาพในตน้
มะนาวแป้น และยงัมีคณุสมบติัที่ดีในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช อีกแนวทางเลือกหนึ่งใน
การควบคมุโรคแคงเกอรอ์าจประยุกต์ใชน้ า้เลีย้งเชือ้ปฏิปักษ์แทนการใชต้วัเซลลข์องเชือ้แบคทีเรีย
ปฏิปักษ์ทั้ง 2 ชนิด ซึ่งในอนาคตจ าเป็นตอ้งศึกษาองคป์ระกอบ และตรวจสอบชนิดของสารออก
ฤทธิ์ทางชีวภาพที่เชือ้ผลิตออกมาภายนอกเซลลต่์อไป โดยตวัเซลลแ์ละน า้เลีย้งเชือ้จ าเป็นตอ้งถูก
ประเมินประสิทธิภาพในการเป็นตวัควบคมุโรคทางชีวภาพในแปลงเพาะปลกูจริงอีกครัง้ก่อนที่จะ
น าไปประยุกตใ์ชใ้นการเกษตร เพื่อควบคมุการเกิดโรคแคงเกอรแ์ละเปรียบเทียบประสิทธิภาพใน
การควบคมุโรคแคงเกอรก์บัสารเคมีที่เกษตรกรนิยมใชใ้นปัจจุบนั นอกจากนีผ้ลจากการวิจยัยงัได้
ขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทดข์องบริเวณยีนที่เก่ียวขอ้งกับกลไกการตา้นทานโรคบางส่วน ไดแ้ก่ ยีน 
PR-1, Pt14, LRR8 และ LOX และยีนเปรียบเทียบ Ef-1a บนจีโนมของมะนาวแป้น เพื่อเป็น
ฐานขอ้มูลเพิ่มเติมเนื่องจากการศึกษายีนเหล่านีใ้นพืชตระกูลสม้ยังมีอยู่น้อยมาก โดยเฉพาะใน
มะนาวแป้นที่ยงัไม่มีการศึกษาถึงความสมัพันธร์ะหว่างการแสดงออกของยีนและความตา้นทาน
ต่อโรคแคงเกอร ์ซึ่งเป็นขอ้มลูที่ส  าคญัส าหรบัการศกึษาในอนาคตต่อไป 
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ภาคผนวก 
1. Tryptone soya agar (TSA) 
 Tryptone  17 กรมั 
 Peptone  3 กรมั 
 NaCl   5 กรมั 
 K2HPO4  2.5 กรมั 
 Glucose  2.5 กรมั 
 Agar   15 กรมั 
 
 ผสมส่วนประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร บรรจุลง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้
ใหเ้ย็นลง แลว้เทใสภ่าชนะที่ตอ้งการ (ไม่ตอ้งใส ่agar หากตอ้งการเตรียมอาหารเหลว) 
 
2. Modified Tween B (mTMB) medium 
 Peptone  10 กรมั 
 H3BO3   0.1 กรมั 
 KBr   10 กรมั 
 CaCl2   0.25 กรมั 
 Tween 80  10 มิลลิลิตร 
 Cephalexin*  65 มิลลิกรมั 
 5-fluorouracil*  12 มิลลิกรมั 
 Nystatin*  35 มิลลิกรมั  
 Agar   15 กรมั 
 น า้กรอง   1,000 มิลลิลิตร 
 
* ฆ่าเชือ้โดยการกรองผ่านตวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 ผสมส่วนประกอบทัง้หมดจนละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
บรรจุลงภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 
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นาที  ตั้งทิ ้งให้มีอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เติมยาปฏิชีวนะ cephalexin, 5-
fluorouracil และ nystatin ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เทใสภ่าชนะที่ตอ้งการ 
 
3. Xanthomonad Differential (Xan-D) medium 
 Peptone    10 กรมั 
 KBr     10 กรมั 
 Tween 80    10 มิลลิลิตร 
 Skim milk**    10 กรมั 
 1.6% (w/v) bromothymol blue*** 1.5 มิลลิลิตร 
 Cephalexin*    65 มิลลิกรมั 
 5-fluorouracil*    12 มิลลิกรมั 
 Nystatin*    35 มิลลิกรมั 
 Agar     15 กรมั 
 น า้กรอง     1,000 มิลลิลิตร 
 
 * ฆ่าเชือ้โดยการกรองผ่านตวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 ** ละลายในน า้กรอง 500 มิลลิลิตร นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 110 องศาเซลเซียส ความ
ดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 10 นาท ี
 *** ละลาย bromothymol blue 24 มิลลิกรมัในเอทานอล 1.5 มิลลิลิตร 
 ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ จนละลายเป็นเนื ้อเดียวกัน ปรบัปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 
บรรจุลงภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 
นาที ตั้งทิง้ใหม้ีอุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส ผสมรวมกับสารละลาย skim milk อีก 
500 มิลลิลิตร จากนั้นเติม 1.6% (w/v) bromothymol blue ปริมาตร  1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมยา
ปฏิชีวนะ cephalexin, 5-fluorouracil และ nystatin ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เทใส่ภาชนะที่ตอ้งการ ซึ่ง
ค่าพีเอชสดุทา้ยของอาหารเท่ากบั 6.5 
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4. Pikovskaya’s (PVK) agar 
 Glucose  10 กรมั 
 Yeast extract  0.5 กรมั 
 Ca3(PO4)2*  5 กรมั 
 (NH4)2SO4  0.5 กรมั 
 NaCl   0.2 กรมั 
 MgSO4·7H2O  0.1 กรมั 
 KCl   0.2 กรมั 
 MnSO4·H2O  0.002 กรมั 
 FeSO4·7H2O  0.002 กรมั 
 Agar   15 กรมั 
 น า้กลั่น   1,000 มิลลิลิตร 
 
 ใชน้ า้กลั่นลา้งอปุกรณใ์นการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมด ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ เขา้
ดว้ยกนั โดยเติม Ca3(PO4)2 เป็นล าดบัสดุทา้ย ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร และปรบัค่าพีเอช
ด้วย hydrochloric acid (HCl) หรือ  sodium hydroxide (NaOH) ให้มี ค่าเท่ ากับ  7 บรรจุลง
ภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้
ใหเ้ย็นลง แลว้เทใสภ่าชนะที่ตอ้งการ 
 
5. Chrome Azurol-S (CAS) agar 
 5.1 Blue dye solution 
  CAS*   0.06 กรมั 
  FeCl3·6H2O**  0.0027 กรมั 
  HDTMA***  0.073 กรมั 
 
  * ละลาย CAS ในน า้กลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
  **ละลาย FeCl3·6H2O ใน 10 mM HCl ปรมิาตร 10 มิลลิลิตร 
  *** ละลาย HDTMA ในน า้กลั่น 40 มิลลิลิตร 
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  น าสารละลาย CAS ผสมรวมกับสารละลาย HDTMA จากนั้นเติมสารละลาย 
FeCl3·6H2O ปริมาตร 9 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กัน เกิดเป็นสารละลายสีฟ้า บรรจุใส่ภาชนะ (ควร
เป็นพลาสติก) นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาท ี
  
 5.2 MM9 solution 
  KH2PO4 15 กรมั 
  NaCl  25 กรมั 
  NH4Cl  50 กรมั 
  น า้กลั่น  500 มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทั้งหมดจนละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ปรบัปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร 
บรรจลุงภาชนะ  
 
 5.3 MM9/PIPES agar 
  MM9 (หวัขอ้ 5.2) 100 มิลลิลิตร 
  PIPES*   32.24 กรมั 
  Agar   15 กรมั 
  น า้กลั่น   750 มิลลิลิตร 
 
  * หาก PIPES ไม่ละลายต้องปรับค่าพีเอชให้อยู่ในช่วง 5-6.8 ด้วย HCl หรือ 
NaOH 
  ผสมส่วนประกอบทั้งหมดจนละลายเป็นเนื ้อเดียวกัน ปรับปริมาตรเป็น 850 
มิลลิลิตร บรรจุลงภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ์เป็น
เวลา 15 นาท ี
 
 5.4 Mixture solution 
  20% Glucose  10 มิลลิลิตร 
  Casamino acid  30 มิลลิลิตร 
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  ฆ่าเชือ้สารละลายทัง้ 2 ดว้ยการกรองผ่านตวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 ใชน้ า้กลั่นลา้งอปุกรณใ์นการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมด น า MM9/PIPES agar (หวัขอ้ 
5.3) ที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ และตัง้ทิง้ไวใ้หเ้ย็นลงจนมีอณุหภูมิประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส ผสม
รวมกบั blue dye solution (หัวขอ้ 5.1) ที่มีอณุหภูมิลดลงเช่นกนั จากนัน้เติม 20% glucose และ 
casamino acid (หัวข้อ 5.4) ผสมส่วนประกอบทั้งหมดจนเป็นเนือ้เดียวกัน แล้วเทใส่ภาชนะที่
ตอ้งการ 
 
6. Dworkin and Foster (DF) salt medium 
 KH2PO4  15 กรมั 
 MgSO4·7H2O  0.2 กรมั 
 Gluconate  2 กรมั 
 Na2HPO4  6 กรมั 
 Glucose  2 กรมั 
 Citric acid  2 กรมั 
 FeSO4·7H2O  1 มิลลิกรมั 
 MnSO4·H2O  11.2 มิลลิกรมั 
 H3BO3   10 มิลลิกรมั 
 CuSO4·5H2O  78.22 ไมโครกรมั 
 ZnSO4·7H2O  124.6 ไมโครกรมั 
 MoO3   10 ไมโครกรมั 
 (NH4)2SO4*  2 กรมั 
 น า้กลั่น   1,000 มิลลิลิตร 
 
 * เติม ACC แทน (NH4)2SO4 ส  าหรับการทดสอบการผลิตเอนไซม์ ACC deaminase 
หรือไม่เติม (NH4)2SO4 ส  าหรบัการทดสอบการตรงึไนโตรเจน 
 ใชน้ า้กลั่นลา้งอปุกรณใ์นการเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้ทัง้หมด ผสมส่วนประกอบทัง้หมดจน
ละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร และปรบัค่าพีเอชดว้ย NaOH ใหม้ีค่า
เท่ากบั 7.2 บรรจุลงภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็น
เวลา 15 นาท ีตัง้ทิง้ใหเ้ย็นลง แลว้เทใสภ่าชนะที่ตอ้งการ 
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7. Murashige & Skoog (MS) medium 
 MS basal medium 4.41 กรมั 
 Sucrose  30 กรมั 
 Agar   8 กรมั 
 น า้กรอง   1,000 มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทัง้หมดจนเป็นเนือ้เดียวกนั ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร และปรบั
ค่าพีเอชด้วย NaOH ให้มีค่าเท่ากับ 6.8 บรรจุลงภาชนะ นึ่งฆ่าเชื ้อด้วยความรอ้น 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาท ี
 
8. Super optimal broth with catabolite repression (SOC) medium 
 Peptone  20 กรมั 
 Yeast extract  5 กรมั 
 NaCl   0.585 กรมั 
 KCl   0.186 กรมั 
 2 M Mg solution* 10 มิลลิลิตร 
 1% Glucose*  10 มิลลิลิตร 
 น า้กรอง   980 มิลลิลิตร 
 
 * ฆ่าเชือ้โดยการกรองผ่านตวักรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร 
 ผสมส่วนประกอบต่าง ๆ เขา้ดว้ยกนั ปรบัปริมาตรเป็น 980 มิลลิลิตร บรรจุลงภาชนะ นึ่ง
ฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที ตัง้ทิง้ใหเ้ย็นลง 
เติม 2 M Mg solution และ 1% glucose 
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9. Luria-Bertani agar (LBA) 
 Tryptone  10 กรมั 
 NaCl   5 กรมั 
 Yeast extract  5 กรมั 
 Agar   15 กรมั 
 น า้กรอง   1,000 มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทัง้หมดจนละลายเป็นเนือ้เดียวกัน ปรบัปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร 
และปรบัค่าพีเอชดว้ย NaOH ใหม้ีค่าเท่ากบั 7 บรรจลุงภาชนะ นึ่งฆ่าเชือ้ดว้ยความรอ้น 121 องศา
เซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาท ีตัง้ทิง้ใหเ้ย็นลง แลว้เทใสภ่าชนะที่ตอ้งการ 
 
10. Salkowski reagent 
 0.5 M FeCl3  2 มิลลิลิตร 
 35% Perchloric acid 100 มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทั้งสองเข้าด้วยกัน บรรจุลงภาชนะ และห่อด้วยฟรอยเพื่อป้องกัน
แสงแดด 
 
11. 0.5% Picric acid solution 
 Picric acid   0.5 กรมั 
 2% Sodium carbonate  100 มิลลิลิตร 
 
 ผสมส่วนประกอบทั้งสองเข้าด้วยกัน บรรจุลงภาชนะ และห่อด้วยฟรอยเพื่อป้องกัน
แสงแดด  
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12. pBluescript SK (-) map 
 

 
 

 แผนที่ของพลาสมิด pBluescript SK (-) ที่ใช้ในขั้นตอนการตรวจหายีนที่เก่ียวข้องกับ
กลไกการตา้นทานโรคในจีโนมของมะนาวแปน้ 
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