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ด้วยโปรแกรมวนิโดว์ SZ-100 ในการจําแนก X. axonopodis pv. glycines เปรยีบเทยีบกบัแบคทเีรยีในจนีัส
เดียวกันและต่างจีนัส ประกอบด้วย X. campestris pv. campestris, X. oryzae pv. oryzae, X. oryzae pv. 
oryzicola, X. axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. citri, X. axonopodis pv. malvacearum, X. 
axonopodis pv. manihotis, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, Escherichia coli แ ล ะ 
Bacillus amyloliquefaciens ผลการวิจัยพบว่าเทคนิควิเคราะห์ขนาดอนุภาคจําแนก X. axonopodis pv. 
glycines ออกจากแบคทีเรียสายพนัธุ์เปรียบเทยีบอื?น ๆ ได้แตกต่างทางสถิติ (P = 0.05) โดยความเขม้ขน้
ตํ?าสุดที?สามารถใช้การวเิคราะห์ด้วยเทคนิคนีPคือ 2 x 108 cfu/ml หรือ optical density เท่ากบั 0.3 เทคนิคที?
ประสบความสาํเรจ็นีPแสดงผลไดอ้ย่างรวดเรว็ แม่นยาํสงู และไม่ตอ้งใชส้ารเคมอีนัตราย ซึ?งสามารถนําเขา้ร่วม
ในกระบวนการจาํแนกเชืPอสาเหตุโรคใบจุดนูนและแบคทเีรยีอื?น ๆ ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ 
 

คาํสาํคญั : ความกวา้งเซลล;์ ความยาวเซลล;์ สณัฐานวทิยา; เครื?องวเิคราะหข์นาดอนุภาคนาโน 
 
Abstract 

Identification of Xanthomonas axonopodis pv. glycines, the causal agent of pustule disease on 
soybean using several techniques including morphology, pathotype and DNA- based techniques, was 
performed.  This study focused on development and application of particle size analysis technique 
using windows SZ- 100 to identify X.  axonopodis pv.  glycines compared to other Xanthomonads and 
other bacteria including X. campestris pv. campestris, X. oryzae pv. oryzae, X. oryzae pv. oryzicola, X. 
axonopodis pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. citri, X. axonopodis pv. malvacearum, X. axonopodis pv. 
manihotis, Pectobacterium carotovorum subsp.  carotovorum, Escherichia coli and Bacillus 
amyloliquefaciens. Results revealed that particle size analysis technique showed significantly difference 
between X.  axonopodis pv.  glycines and others (P =  0. 05) .  The minimum concentration of bacterial 
suspension that suits for this technique was 2 x 108 cfu/ml or optical density with 0.3. This successful 
technique showed quick results with high accuracy and did not use dangerous chemicals that could 
integrate to bacterial pustule pathogen and other bacterial identification.  
 

Keywords: cell width; cell length; cell morphology; nanoparticle analyzer 
 
1. คาํนํา 

โรคใบจุดนูนเป็นโรคที?สําคัญโรคหนึ?งใน
ระบบการผลติถั ?วเหลอืงและถั ?วเหลอืงฝักสด มกัพบ
ระบาดรุนแรงมากในช่วงฤดูฝน สาเหตุเกิดจาก 
Xanthomonas axonopodis pv. glycines ซึ? ง เ ป็ น
แบคทเีรยีแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อนตรงขนาด 0.4-
1.0 x 1.2-3.0 µm อยู่ เ ป็นเซลล์เดี?ยว ๆ ไม่สร้าง
สปอร ์เคลื?อนที?ไดโ้ดยมหีาง 1 เสน้ ที?ข ั Pวดา้นใดดา้น

หนึ?งของเซลล์ อาการโรคในระยะแรกจะพบจุดสี
เขียวอ่อนขนาดเล็ก ทั Pงใต้ใบและบนใบ ต่อมาจุด 
เล็ก ๆ นีPจะขยายใหญ่ ตรงกลางนูนขึPนเล็กน้อย 
(pustule) รอบรอยนูนจะมสีเีหลอืงล้อมรอบ (halo) 
จุดแผลเหล่านีPเมื?อลุกลามตดิกนัจะทาํใหใ้บแหง้ และ
ร่วงก่อนกาํหนด ทําใหนํ้Pาหนกัเมลด็ โปรตนี และนํPา
มันในเมล็ดรวมถึงเปอร์เซ็นต์ความงอกลดลง 
ผลผลิตต่อไร่ลดลง (ชัยสิทธิ q, 2531; Prathuang-
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wong and Khandej, 1989) วิธีการตรวจสอบและ
จําแนก X. axonopodis pv. glycines ทําได้โดยใช้
ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและลกัษณะความรุนแรง
ในการก่อให้เกิดโรค ซึ?ง เ ป็นเครื?องหมายทาง
พนัธุกรรมที?นักโรคพชืและนักปรบัปรุงพนัธุพ์ชืนิยม
ใช ้ต่อมาไดม้กีารนําเทคนิคอื?น ๆ มาประยุกต์ใชใ้น
การตรวจสอบและจําแนกเชืPอ เพื?อให้ได้ความถูก
ต้องแม่นยํามากขึPน ได้แก่ การตรวจสอบการ
ปนเปืPอนของ X. axonopodis pv. glycines ในเมลด็
พันธุ์ถั ?วเหลืองด้วยอาหารกึ?งเลือกเฉพาะ MXG 
(Prathuangwong et al., 1994; Violatti and Tebaldi, 
2016) การ ใช้ลายพิมพ์ดี เ อ็น เอที? ไ ด้จ ากการ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค RAPD (random amplified 
polymorphic DNA) และปฏกิริยิาลูกโซ่โพลเิมอเรส
กบัไพรเมอร ์6 ชนิด สามารถจาํแนก X. axonopodis 
pv. glycines จํานวน 127 สายพันธุ์ ออกเป็น 10 
กลุ่ม (RAPD type A ถงึ J) ซึ?งมคีวามสมัพนัธส์งูกบั
ความรุนแรงในการก่อใหเ้กดิโรคกบัถั ?วเหลอืงพนัธุ ์
สจ 4 จํานวน 3 ระดับ คือ รุนแรงน้อย ปานกลาง 
และรุนแรงมาก แสดงให้เห็นถึงประสทิธิภาพของ
เทคนิค RAPD ในการตรวจสอบและจําแนกความ
รุนแรงของเชืPอนีP (สายเดอืน, 2542) การใช้เทคนิค 
rep-PCR ที?ประกอบดว้ยไพรเมอร ์3 ชนิด คอื BOX, 
ERIC และ REP ตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอของ X. 
axonopodis pv. glycines จํานวน 199 สายพันธุ์  
พบว่าไพรเมอร์ BOX และ ERIC ตรวจสอบและ
จําแนกเชืPอสายพนัธุอ่์อนแอและสายพนัธุ์รุนแรงได้
ชดัเจน ยิ?งไปกว่านั Pนไพรเมอร์ BOX ยงัสงัเคราะห์
แ ถ บ ลาย พิมพ์ดี เ อ็น เ อขนาด  650 bp ใ น  X. 
axonopodis pv. glycines ทุกสายพนัธุ์ที?ใช้ทดสอบ 
และสงัเคราะหแ์ถบลายพมิพด์เีอน็เอขนาด 840 bp 
เฉพาะสายพนัธุ์รุนแรงเท่านั Pน แสดงให้เหน็ว่าไพร
เมอร์ BOX และ ERIC มีประสิทธิภาพสูงในการ
ตรวจสอบและจํ า แนกความ รุนแ ร งของ  X. 
axonopodis pv. glycines แต่ละสายพันธุ์ ได้เ ป็น

อย่างด ี(กุลชนา, 2546) การใชค้วามสามารถในการ
ก่อให้ เกิดโรคบนถั ?ว เหลืองพันธุ์  Spencer, PI 
520733 และ Williams82 ในการตรวจสอบและ
จําแนก race ของ X. axonopodis pv. glycines พบ 
3 race แตกต่างกนั ได้แก่ race 1 กลุ่มสายพนัธุ์ที?
ไม่สามารถก่อให้เกิดโรคบนถั ?วเหลืองทั Pง 3 พนัธุ์ 
race 2 กลุ่มสายพนัธุท์ี?สามารถก่อใหเ้กดิโรคบนถั ?ว
เหลืองได้ทั Pง 3 พันธุ์ และ race 3 กลุ่มสายพันธุ์ที?
สามารถก่อให้เกิดโรคบนถั ?วเหลืองพันธุ์อ่อนแอ 
(Spencer, PI520733) แต่ไม่สามารถก่อให้เกดิโรค
บนพันธุ์ต้านทาน (Williams82) (Athinuwat et al., 
2009) 

ปัจจุบนัมีการพฒันาเทคนิคต่าง ๆ สําหรบั
ตรวจสอบและจําแนกเชืPอสาเหตุโรคพชื เพื?อความ
แม่นยํา สะดวก และรวดเร็วทันสถานการณ์การ
ระบาด การศกึษาในครั PงนีPเป็นการประยุกต์เทคนิค
การวเิคราะหข์นาดอนุภาค ซึ?งเป็นเทคนิคทางดา้น
วัสดุศาสตร์ที?มีความปลอดภัยสูง ไม่ต้องใช้สารที?
เป็นอนัตราย สามารถแสดงผลไดร้วดเรว็ มาปรบัใช้
ในการตรวจสอบและจําแนก X. axonopodis pv. 
glycines ออกจาก  Xanthomonads อื? น  ๆ  และ
แบคทเีรยีชนิดอื?นไดร้วดเรว็ แม่นยํา และไม่ต้องใช้
สารอนัตราย ตลอดจนสามารถนําไปปรบัใช้ในการ
ตรวจสอบและจาํแนกเชืPอสาเหตุโรคพชือื?น ๆ ต่อไป 
โดยการวเิคราะห์ขนาดอนุภาคใช้การกระจายแสง
แบบไดนามิก (dynamic light scattering) แหล่ง 
กําเนิดแสงถูกนําเข้าสู่เซลล์แบคทีเรียในรูปเซลล์
แขวนลอยและแสงที?กระจัดกระจายจะถูกเก็บ
รวบรวมไว้ที? 90° หรือ 173° ระบบจะเลือกมุมการ
กระเจงิและตําแหน่งที?เหมาะสมโดยขึPนอยู่กบัความ
เข้มข้นของเซลล์แบคทเีรีย สญัญาณที?ได้จากแสง
กระจดักระจายจะถูกป้อนเขา้สูร่ะบบประมวลผลเพื?อ
หาสัมประสิทธิ qการแพร่ของเซลล์แบคทีเรียที?
วเิคราะห ์เพื?อคํานวณหาขนาดของเซลล์แบคทเีรยี
ต่อไป 
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2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 การประยุกต์เทคนิควิเคราะห์ขนาด

อนุภาคสาํหรบัจาํแนกเชืTอสาเหตุโรคใบจุดนูน
ถั 1วเหลือง 

แบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis 
pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?วเหลอืง race 1, 
race 2 และ race 3 ทั Pงหมด 20 สายพนัธุ ์โดย race 
1 ประกอบดว้ย KU-P-34001, KU-P-34009, KU-P-
34017, KU-P-34021, KU-P-34028, KU-P-34031, 
KU-P-34032, KU-P-34040, KU-K-34043 และ KU-
P-34054 ส่วน race 2 ประกอบด้วย KU-P-34008, 
KU-P-34016, KU-P-34042, KU-P-34089, KU-P-
34098, ST015 และ race 3 ประกอบด้วย KU-P-
KPS01, KU-P-KPS04, KU-P-SW008 และ KU-P-
SW005 (กุ ลช นา , 2546; Athinuwat et al., 2009) 
นํามาศึกษาความเข้มข้นที? เหมาะสมกับการ
วิเคราะห์ขนาดเซลล์ด้วยเครื?องวิเคราะห์ขนาด
อนุภาค โปรแกรมวินโดว์ SZ-100 วางแผนการ
ท ด ล อ ง แ บ บ  CRD (completely randomized 
design) จํานวน 11 กรรมวธิ ี[optical density (OD) 
เท่ากับ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 
1.0 และ 1.5  ที?ความยาวคลื?น 600 นาโนเมตร] 
กรรมวธิลีะ 60 ซํPา (20 สายพนัธุ ์สายพนัธุล์ะ 3 ซํPา) 
โดยนําแบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์มาเลีPยงในอาหาร
เหลว nutrient broth (NB) ปริมาตร 2 ลิตร เขย่า 
120 รอบ /นาที  ที? อุณหภู มิห้ อ ง  ( 28±5 อ งศา
เซลเซียส) นาน 48 ชั ?วโมง ปั ?นตกตะกอนเซลล์ 
6,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที นําตะกอนเซลล์
แบคทีเรียแต่ละสายพนัธุ์มาปรบัความขุ่นด้วยการ
ผสมกับนํP ากลั ?นนึ?งฆ่าเชืPอ และวัดความขุ่นด้วย
เครื?อง spectrophotometer ใหม้ค่ีา OD เท่ากบั 0.1, 
0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 และ 1.5  
ที?ความยาวคลื?น 600 นาโนเมตร เพื?อเตรยีมเซลล์
แขวนลอยในนํP าความเข้มข้นประมาณ 5 x 107,       
1 x 108, 2 x 108, 3 x 108, 4 x 108, 5 x 108, 7 x 108,    

8 x 108, 1 x 109, 2 x 109 แ ล ะ  5 x 109 cfu/ml 
ตามลําดับ (วิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐาน dilution 
plate method) แล้ววเิคราะห์ขนาด X. axonopodis 
pv. glycines แต่ละสายพันธุ์ที?ระดับความเข้มข้น
ต่าง ๆ โดยใช้โปรแกรมวินโดว์ SZ-100 เลือก
รูปแบบการวัดแบบ Nano Analysis Mode และ
วิเคราะห์ซํP า  ภายใต้สภาพอุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซยีส 

2.2 การจาํแนกแบคทีเรีย Xanthomonas 

axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูน
ด้วยเทคนิควิเคราะหข์นาดอนุภาค 

นํา X. axonopodis pv. glycines สาเหตุ
โรคใบจุดนูนถั ?วเหลือง จํานวน 20 สายพันธุ์ X. 
campestris pv. campestris สาเหตุโรคขอบใบทอง
พืชตระกูลกะหลํ?า จํานวน 3 สายพันธุ์ X. oryzae 
pv. oryzae สาเหตุโรคขอบใบแห้งขา้ว จํานวน 10 
สายพนัธุ ์X. oryzae pv. oryzicola สาเหตุโรคใบขดี
โปร่งแสงข้าว จํานวน 5 สายพนัธุ์ X. axonopodis 
pv. vesicatoria สาเหตุโรคใบจุดพรกิและมะเขอืเทศ 
จํานวน 3 สายพนัธุ ์X. axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอร์ในพชืตระกูลส้ม จํานวน 3 สายพนัธุ์ 
X. axonopodis pv. malvacearum สาเหตุโรคใบจุด
เหลี?ยมฝ้าย จํานวน 3 สายพนัธุ ์X. axonopodis pv. 
manihotis สาเหตุโรคใบไหม้มนัสําปะหลงั จํานวน 
2 สายพันธุ์ Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum สาเหตุโรคเน่าเละพืชตระกูลกะหลํ?า 
จํ า น ว น  10 ส าย พัน ธุ์  Escherichia coli TOP10 
( InvitrogenTM)  และแบคทีเรียปฏิปักษ์  Bacillus 
amyloliquefaciens (กุลชนา, 2546; นลินา, 2554; 
ปารชิาต ิและคณะ, 2555; จติตมิา และคณะ, 2558; 
นิภาพร และคณะ, 2558;  Athinuwat et al., 2009; 
Prathuangwong and Kasem, 2004; Prathuang-
wong et al., 2005) ม า ศึ ก ษ า ก า ร จํ า แ น ก  X. 
axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?ว
เหลืองด้วยเทคนิควิเคราะห์ขนาดอนุภาค วาง
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แผนการทดลองแบบ CRD จํานวน 11 กรรมวิธี 
กรรมวธิลีะ 20 ซํPา โดยนําแบคทเีรยีแต่ละสายพนัธุ์
มาเตรียมเซลล์แขวนลอยในนํP าความเข้มข้น
ประมาณ 2 x 108 cfu/ml (OD = 0.3) ซึ?งเป็นความ
เข้มข้นตํ? าสุดที?สามารถวิเคราะห์ด้วยเทคนิค
วเิคราะหข์นาด X. axonopodis pv. glycines ดงัราย 
ละเอยีดขา้งต้น วเิคราะหข์นาด X. axonopodis pv. 
glycines ดว้ยเทคนิควเิคราะหข์นาดอนุภาค เปรยีบ 
เทียบกบัแบคทีเรียในจีนัส Xanthomonads ได้แก่ 
X. campestris pv. campestris, X. oryzae pv. 
oryzae, X. oryzae pv. oryzicola, X. axonopodis 
pv. vesicatoria, X. axonopodis pv. citri, X. 
axonopodis pv. malvacearum และ X. axonopodis 
pv. manihotis รวมทั Pงเปรยีบเทยีบกบัแบคทเีรยีต่าง
จีนัส ได้แก่ P. carotovorum subsp. carotovorum, 
E. coli และ B. amyloliquefaciens 

2.3 สถิติที1ใช้ในการวิเคราะหข์้อมูล 
วเิคราะห์หาความแปรปรวนและเปรยีบ 

เทียบความแตกต่างของค่าเฉลี?ยทางสถิติโดยวิธี 
Duncan’s new multiple range test ด้วยโปรแกรม
สาํเรจ็รปู 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 การประยุกต์เทคนิควิเคราะห์ขนาด

อนุภาคสาํหรบัจาํแนกเชืTอสาเหตุโรคใบจุดนูน
ถั 1วเหลือง 

การประยุกต์เทคนิควิเคราะห์ขนาด
อนุภาคในการจําแนกเชืPอสาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?ว
เหลอืงเริ?มตน้จากการศกึษาความเขม้ขน้ที?เหมาะสม
ข อ ง  X. axonopodis pv. glycines สํ า ห รับ ก า ร
วิเคราะห์ขนาดเซลล์แบคทีเรียชนิดนีPด้วยเครื?อง
วเิคราะหข์นาดอนุภาค โดยวเิคราะหค์วามกวา้งและ
ความยาวของเซลลแ์บคทเีรยีสาเหตุโรคใบจุดนูนแต่
ละสายพนัธุ์ จํานวน 20 สายพนัธุ์ ที?ปรบัความขุ่น
ดว้ยเครื?อง spectrophotometer ใหม้ค่ีา OD เท่ากบั 

0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9, 1.0 และ 
1.5 ที?ความยาวคลื?น 600 นาโนเมตร ซึ?งมเีซลล์ X. 
axonopodis pv. glycines แขวนลอยในนํP าความ
เข้มข้นประมาณ 5 x 107,1 x 108, 2 x 108, 3 x 108,    
4 x 108, 5 x 108, 7 x 108, 8 x 108, 1 x 109, 2 x 109 
และ 5 x 109 cfu/ml ตามลําดบั นั Pน ผลการทดลอง
พบว่าเทคนิควเิคราะห์ขนาดอนุภาคมศีกัยภาพใน
การวิเคราะห์ขนาด X. axonopodis pv. glycines 
ช่วงความเขม้ขน้ประมาณ 2 x 108 ถงึ 5 x 109 cfu/ml 
(OD = 0.3-1.5) โดยแสดงผลวิเคราะห์ขนาด X. 
axonopodis pv. glycines มเีซลลก์วา้งเฉลี?ย 0.911-
0.946 µm และยาวเฉลี?ย 1.309-1.314 µm (ตาราง
ที? 1) สอดคล้องกับรายงานของ Sain และ Gour 
(2013) ว่า X. axonopodis pv. glycines มขีนาด 0.9 

x 1.6 µm ขณะที?  Alipour (2013) รายงานว่ า  X. 
axonopodis pv. glycines มขีนาด 0.5-1.0 x 1.3-2.3 
µm รวมทั Pง Schaad และคณะ (2001) รายงานว่า 
X. axonopodis pv. glycines มขีนาด 0.4-1.0 x 1.2-
3.0 µm ตลอดจน Gautam และ  Sharma (2003) 
รายงานว่า X. axonopodis pv. glycines มีขนาด 
0.4-1.0 x 1.2-3.0 µm บ่งชีPให้เห็นว่าการวิจยัครั PงนีP
สามารถประยุกต์เทคนิควเิคราะห์อนุภาค สําหรบั
วิเคราะห์ขนาด X. axonopodis pv. glycines ได้
ถูกต้อง แม่นยํา และรวดเร็ว โดย X. axonopodis 
pv. glycines ความเขม้ขน้ประมาณ    2 x 108 cfu/ml 
(OD = 0.3) จัดเป็นความเข้มข้นตํ? าสุดที?สามารถ
วเิคราะหด์ว้ยเทคนิควเิคราะหข์นาดอนุภาค และ X. 
axonopodis pv. glycines ความเข้มข้นประมาณ    
4 x 108 cfu/ml (OD = 0.5) จัดเป็นความเข้มข้นที?
เหมาะสมมากที?สุด ในการวิเคราะห์ขนาด X. 
axonopodis pv. glycines ด้วย เทคนิควิเคราะห์
ขนาดอนุภาคดว้ยเครื?องวเิคราะหข์นาดอนุภาค ซึ?ง
ใช้โปรแกรมวินโดว์ SZ-100 (รูปที? 1) ในขณะที?
เทคนิคนีPไม่สามารถวเิคราะหข์นาด X. axonopodis 
pv. glycines ที?ค่า OD เท่ากับ 0.1 และ 0.2 ซึ?งมี
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ความเขม้ขน้แบคทเีรยีประมาณ 5 x 107 และ 1 x 108 
ตามลําดบั จดัเป็นหนึ?งข้อจํากดัของการวิเคราะห์

ขนาด X. axonopodis pv. glycines ดว้ยเทคนิคการ
วเิคราะหข์นาดอนุภาค 

 
ตารางที1  1  ผลการวิเคราะห์ขนาด Xanthomonas axonopodis pv. glycines ด้วยเทคนิควิเคราะห์ขนาด

อนุภาค   
 

ความเขม้ขน้เซลล ์
Xanthomonas axonopodis pv. glycines 

(OD : cfu/ml) 

ผลเฉลี?ยการวเิคราะหข์นาดอนุภาค  
(โปรแกรมวนิโดว ์SZ-100)1/ 

ความกวา้งเซลล ์(µm) ความยาวเซลล ์(µm) 
0.3 : 2 x 108 0.921±0.022 1.309±0.452 
0.4 : 3 x 108  0.935±0.033 1.311±0.423 
0.5 : 4 x 108 0.946±0.051 1.311±0.612 
0.6 : 5 x 108 0.945±0.025 1.310±0.716 
0.7 : 7 x 108 0.929±0.062 1.310±0.505 
0.8 : 8 x 108 0.924±0.073 1.314±0.711 
0.9 : 1 x 109 0.941±0.015 1.311±0.611 
1.0 : 2 x 109 0.911±0.019 1.312±0.634 
1.5 : 5 x 109 0.927±0.047 1.314±0.877 

1/ผลการวเิคราะห ์Xanthomonas axonopodis pv. glycines ดว้ยเทคนิควเิคราะหอ์นุภาค ซึ?งใชเ้ครื?องวเิคราะห์
ขนาดอนุภาคนาโน (โปรแกรมวินโดว์ SZ-100) บ่งชีPความไม่แตกต่างทางสถิติที?ระดับความเชื?อมั ?น 95 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยการวเิคราะหแ์บบ Duncan’s new multiple range test 
 

 
 

รปูที1 1  ผลของการใชเ้ทคนิควเิคราะหข์นาดอนุภาคดว้ยโปรแกรมวนิโดว ์SZ-100 ในการวเิคราะหข์นาดของ 
Xanthomonas axonopodis pv. glycines ในเซลล์แขวนลอยในนํPาความเข้มข้นประมาณ 4 x 108 
cfu/ml (OD = 0.5) โดย (ก) ผลวเิคราะหค์วามยาวเซลล ์และ (ข) ผลวเิคราะหค์วามกวา้งเซลล ์  
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3.2 การจาํแนกแบคทีเรีย Xanthomonas 

axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูน
ด้วยเทคนิควิเคราะหข์นาดอนุภาค 

การประยุกต์เทคนิควิเคราะห์ขนาด
อนุภาคในการจําแนกเชืPอสาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?ว
เหลอืง โดยใชค้วามเขม้ขน้ตํ?าสดุที?สามารถวเิคราะห์
ด้วยเทคนิควิเคราะห์ขนาดเซลล์แบคทีเรียชนิดนีP 
(OD = 0.3) เปรียบเทียบกับแบคทีเรียในจีนัส
เดียวกันและต่างจีนัส ด้วยเครื?องวิเคราะห์ขนาด
อนุภาค โปรแกรมวินโดว์ SZ-100 พบว่าเทคนิค
วเิคราะห์ขนาดอนุภาค มศีกัยภาพในการวเิคราะห์
ขนาด X. axonopodis pv. glycines เท่ากับ 0.89 x 

1.34 µm ซึ? ง แตก ต่ างทางสถิติ  (P = 0.05) กับ
แบคทีเ รียอื? น  ๆ ในจีนัส  Xanthomonads และ
แบคทเีรยีสายพนัธุ์เปรยีบเทยีบต่างจนีัส ได้แก่ P. 
carotovorum subsp. carotovorum, E. coli และ B. 
amyloliquefaciens (รูปที? 2 และ 3 และตารางที? 2) 
โดยพบว่า X. campestris pv. campestris มีขนาด 
0.357 x 1.101 µm, X. oryzae pv. oryzae มีขนาด 
0.463 x 1.145 µm, X. oryzae pv. oryzicola มขีนาด 
0.440 x 1.019 µ m, X. axonopodis pv. vesicatoria 
มขีนาด 0.716 x 2.190 µm, X. axonopodis pv. citri 
มี ข น าด  0.657 x 1.126 µ m, X. axonopodis pv. 
malvacearum มีขนาด 0.685 x 1.215 µm และ X. 
axonopodis pv. manihotis มีขนาด 0.442 x 1.556 
µm, P. carotovorum subsp. carotovorum มขีนาด 
0.635 x 1.484 µm, E. coli มีขนาด 0.317 x 1.912 
µm และ B. amyloliquefaciens มีขนาด 0.639 x 

2.480 µm (รปูที? 2 และ 3 และตารางที? 2) สอดคลอ้ง
กบัรายงานขนาดของ X. axonopodis pv. glycines 
เท่ากบั 0.4-1.0 x 1.2-3.0 µm (Gautam and Sharma, 
2003; Alipour, 2013; Sain and Gour, 2013), X. 
campestris pv. campestris มีขนาด 0.4-0.6 x 1.0-
2.9 µm (Vauterin et al., 1995; Rodriguez-R et al., 
2012), X. oryzae pv. oryzae มขีนาด 0.4-0.6 x 1.1-

2.0 µm (OEPP/EPPO, 1980; OEPP/ EPPO, 1990), 
X. oryzae pv. oryzicola มีขนาด 0.4-0.6 x 1.0-2.5 
µm (OEPP/EPPO, 1979), X. axonopodis pv. 
vesicatoria มี ข น า ด  0.6 x 1.0-1.5 µm (OEPP/ 
EPPO, 1988), X. axonopodis pv. citri มขีนาด 0.5-
0.75 x 1.5-2.0 µm (Goto, 1992), X. axonopodis 
pv. malvacearum มีข น าด  0.6-0.9 x 1.2-1.4 µm 
(Sambamurty, 2006)  แ ล ะ  X. axonopodis pv. 
manihotis มีขนาด 0.28-0.6 x 1.0-1.75 µm (Dye, 
1978) , P. carotovorum subsp. carotovorum มี
ข น า ด  0.5-1.0 x 1.0-3.0 µ m (Mehrotra and 
Aggarwal, 2003), E. coli มีขนาด 0.25-1.0 x 2 µm 
(Reshes et al., 2008) และ B. amyloliquefaciens 
มี ข น าด  0.7-0.9 x 1.8-3.0 µ m (Whitman, 2009) 
เช่นเดียวกับ Wyatt (1968; 1969) ในการพัฒนา
เทคนิคทางกายภาพซึ?งเรียกว่า light scattering 
สําหรับการตรวจสอบและจําแนกจีนัสด้วยการ
วิเคราะห์ขนาดเซลล์จุลินทรีย์หลายชนิดได้อย่าง
รวดเร็ว เช่น B. subtilis, B. anthracis, Staphylo-
coccus epidermidis, S. aureus, E.  coli แ ล ะ
วิเคราะห์ขนาดสปอร์ของ B. megaterium และ B. 
cereus รวมทั Pง  Stull (1972) ประยุกต์ ใช้ เครื? อง
วิเคราะห์ขนาดเซลล์ S. epidermidis ด้วยเทคนิค
การวิ เ ค ร า ะห์  light-scattering และ  Kotlarchyk 
(1979) แสดงใหเ้หน็ว่า quasi-elastic light scattering 
จดัเป็นเทคนิคที?มปีระสทิธภิาพในการจําแนกจีนัส
แบคทเีรยีในสารแขวนลอยเซลล์แบคทเีรยีไดอ้ย่าง
รวดเร็ว เช่น การใช้เทคนิคนีPวเิคราะห์ขนาดเซลล์
ของ E. coli ซึ?งมีขนาดเท่ากบั 1 µm แต่อย่างไรก็
ตาม ยังไม่มีรายงานเกี?ยวกับการนําเทคนิคนีPมา
วเิคราะหข์นาดอนุภาคเซลลแ์บคทเีรยีสาเหตุโรคพชื 
และงานวจิยันีPบ่งชีPใหเ้หน็ว่าเทคนิควเิคราะหข์นาด
อ นุ ภ า ค มี ป ร ะ สิท ธิ ภ า พ ใ น ก า ร จํ า แ น ก  X. 
axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?ว
เหลือ ง  ออกจาก  Xanthomonads อื? น  ๆ  และ
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แบคทีเรียสายพันธุ์เปรียบเทียบต่างจีนัสได้อย่าง
รวดเร็ว แม่นยํา และไม่ต้องใช้สารเคมีอันตราย 
จดัเป็นอกีหนึ?งเทคนิคที?สามารถประยุกต์ใช้ร่วมใน
กระบวนการจําแนกเชืPอสาเหตุโรคใบจุด นูน 

นอกเหนือจากอาหารกึ?งเลอืกจาํเพาะ ลกัษณะความ
รุนแรงในการก่อใหเ้กดิโรค และเทคนิคดา้นดเีอน็เอ
ไดเ้ป็นอย่างด ี

 

 
 

รปูที1 2  ผลของเทคนิควเิคราะหค์วามกวา้งเซลลข์อง Xanthomonas axonopodis pv. glycines ดว้ยโปรแกรม
วินโดว์ SZ-100 เปรียบเทียบกบัแบคทเีรียอื?น ๆ ในจีนัส Xanthomonads และแบคทีเรียสายพนัธุ์
เปรยีบเทยีบต่างจนีสั 

 

 
 

รปูที1 3  ผลของเทคนิควเิคราะหค์วามยาวเซลลข์อง Xanthomonas axonopodis pv. glycines ดว้ยโปรแกรม
วินโดว์ SZ-100 เปรียบเทียบกบัแบคทเีรียอื?น ๆ ในจีนัส Xanthomonads และแบคทีเรียสายพนัธุ์
เปรยีบเทยีบต่างจนีสั  
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ตารางที1 2  ผลการจาํแนก Xanthomonas axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถั ?วเหลอืงดว้ยเทคนิค
วิเคราะห์ขนาดอนุภาค (โปรแกรมวินโดว์ SZ-100) เปรียบเทียบกบัแบคทีเรียอื?น ๆ ในจีนัส 
Xanthomonads และแบคทเีรยีสายพนัธุเ์ปรยีบเทยีบต่างจนีสั1/ 

 

สายพนัธุแ์บคทเีรยี 
ผลเฉลี?ยการวเิคราะหข์นาดอนุภาค  

ดว้ยโปรแกรมวนิโดว ์(µm) 
ขนาดอนุภาคอา้งองิ 

(µm) 
ความกวา้งเซลล ์ ความยาวเซลล ์ 

X. axonopodis pv. glycines 0.890±0.062a 1.340±0.372d 
0.4-1.0 x 1.2-3.0 

(Gautam and Sharma, 2003) 

X. axonopodis pv. vesicatoria 0.716±0.069b 2.190±0.152b 
0.6 x 1.0-1.5 

(OEPP/EPPO, 1988) 
X. axonopodis pv. 

malvacearum 
0.685±0.089bc 1.215±0.146de 

0.6-0.9 x 1.2-1.4 
(Sambamurty, 2006) 

X. axonopodis pv. citri 0.657±0.076bc 1.126±0.285de 
0.5-0.75 x 1.5-2.0 

(Goto, 1992) 

X. oryzae pv. oryzae 0.463±0.045d 1.145±0.292de 
0.4-0.6 x 1.1-2.0 

(OEPP/EPPO, 1980) 

X. axonopodis pv. manihotis 0.442±0.056d 1.556±0.121d 
0.28-0.6 x 1.0-1.75 

(Dye, 1978) 

X. oryzae pv. oryzicola 0.440±0.055d 1.019±0.364de 
0.4-0.6 x 1.0-2.5 

(OEPP/EPPO, 1979) 

X. campestris pv. campestris 0.357±0.099e 1.101±0.358de 
0.4-0.6 x 1.0-2.9 

(Vauterin et al., 1995) 

B. amyloliquefaciens 0.639±0.137bc 2.480±0.142a 
0.7-0.9 x 1.8-3.0 
(Whitman, 2009) 

P. carotovorum subsp. 
carotovorum 

0.635±0.069c 1.484±0.237d 
0.5-1.0 x 1.0-3.0 

(Mehrotra and Aggarwal, 2003) 

E. coli 0.317±0.053e 1.912±0.063c 
0.25-1.0 x 2 

(Reshes et al., 2008) 
1/อกัษรภาษาองักฤษตวัพมิพ์เลก็ที?แสดงในแต่ละคอลมัน์ บ่งชีPความแตกต่างทางสถิติที?ระดบัความเชื?อมั ?น 95 
เปอรเ์ซน็ต ์โดยการวเิคราะหแ์บบ Duncan’s new multiple range test 
 
4. สรปุ 

การศึกษาวิจัยครั Pงเพื?อประยุกต์เทคนิค
วิเคราะห์ขนาดอนุภาคในการจําแนก Xantho-

monas axonopodis pv. glycines สาเหตุโรคใบจุด
นูนถั ?วเหลือง ซึ?งมีขนาด 0.89 x 1.34 µm ออกจาก 
Xanthomonads อื?น  ๆ และแบคทีเรียสายพันธุ์
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เปรยีบเทยีบต่างจนีสัไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพแม่นยํา 
ชดัเจน และรวดเร็ว พร้อมทั Pงพฒันากระบวนการ
วิเคราะห์ให้เหมาะสม ซึ?งมีรายละเอียดคือ การใช้
เซลล์แบคทีเ รีย  อายุ  48 ชั ?ว โมง  ในรูป เซลล์
แขวนลอยในนํPา ความเขม้ขน้  2 x 108 cfu/ml (OD 
= 0.3) ขึPนไป สาํหรบัวเิคราะหค์วามกวา้งและความ
ยาวของแบคทเีรยีเป้าหมาย ด้วยโปรแกรมวนิโดว ์
SZ-100 โ ดย เลือกรู ปแบบการวัดแบบ Nano 
Analysis Mode และวิเคราะห์ซํP า  ภายใต้สภาพ
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ผลการวิเคราะห์
แสดงผลอย่างถูกตอ้ง รวดเรว็ และไม่ตอ้งใชส้ารเคมี
อนัตราย 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบคุณ สถาบันวิจัยและพัฒนาแห่ง

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ที?สนับสนุนทุนวิจัย
โครงการ “โรคระบาดและการจัดการโรคของถั ?ว
เหลืองระหว่างปี 2557-2559 และจีโนมที?ควบคุม
ก า ร ก่ อ โ ร ค รุ น แ ร ง ข อ ง เ ชืP อ  Xanthomonas 
axonopodis pv. glycines และขอขอบ คุณ ศูนย์
เครื?องมือวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัธรรมศาสตร์ สําหรบัการ
เอืPอเฟืPอสถานที?และอุปกรณ์ในการทาํวจิยั 
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