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ABSTRACT: Samples of bacterial stalk rot of corn were collected from Saraburi and Kanchanaburi 
provinces. The Isolated bacteria were pathogenicity tested on corn seedlings of the varieties 
SM2678 and ST0390 by toothpick inoculating method. Eighteen bacterial isolates that fulfilled 
Koch’s postulates on pathogenicity were further characterized by Gram’s staining, physiological, 
biochemical testing, and by PCR with specific primer sets designed for Dickeya spp. Results 
revealed that all of 18 bacterial isolates were Gram negative, rod–shaped, 0.25–0.67 x 1.07–5.69 
µm,occurred mostly alone or in pairs, but sometimes in short chains,motile, facultative anaerobic, 
can be grown at 36 ºC, did not grow in 5% NaCl, produced catalase, gelatinase and indole,did 
not produce oxidase and urease, reduced nitrate, catabolized citrate, sucrose, lactose and  
D–(–)–arabinose, but not D–sorbitol, D–(+)–maltose and L–arginine. All these 
phenotypesindicatedthatthe isolates resembled to Dickeya spp. Positive PCR detection with 
specific primer sets to Dickeya spp. were also obtained. Sequence comparative analysis of 16S 
rRNA and recA genes from four isolates, DZ15SB01, DZ15SB06, DZ15KB01 and DZ15KB05 grouped 
into Dickeya spp. Further investigation based on multilocus sequence analysis (MLSA) by using 
concatenated phylogenies produced from multiple loci of house–keeping genes,dnaJ,dnaX, 
gyrB, recA, recN and rpoBthese four bacterial isolates were resemble of Dickeya zeae.

Keywords: Dickeya zeae, Erwinia chrysanthemi, bacterial stalk rot, corn, 16S rRNA, multilocus 
sequence analysis
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บทคัดย่อ

เก็บตัวอย่างโรคล�ำต้นเน่าของข้าวโพดจาก
จังหวัดสระบุรีและกาญจนบุรีมาแยกเชื้อและทดสอบ
ความสามารถในการก่อให้เกิดโรคบนต้นกล้าข้าวโพด
พันธุ์ SM2678 และ ST0390 ด้วยวิธี toothpick 
method น�ำแบคทเีรีย 18 ไอโซเลท ทีพ่สิจูน์แล้วว่าเป็น
เชือ้สาเหตโุรคมาทดสอบการติดสแีบบแกรม คุณสมบัติ
ทางสรีรวิทยาและชีวเคมี และตรวจสอบด้วยวิธี PCR 
ด้วยไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อเชือ้ Dickeya spp. พบว่าท้ัง 
18 ไอโซเลท เป็นแบคทเีรยีแกรมลบเซลล์รปูร่างท่อนตรง 
ขนาด 0.25 – 0.67 x 1.07 – 5.69 ไมครอนส่วนใหญ่อยู่
เป็นเซลล์เดีย่ว ๆ หรือเป็นคู่ บางคร้ังอาจต่อกนัเป็นสาย
ส้ัน ๆ เคล่ือนท่ีได้ เป็นพวก facultative anaerobe  
เจริญได้ที ่ 36 องศาเซลเซยีสไม่เจริญในอาหารทีม่ ี 5% 
NaCl สร้างเอนไซม์ catalase gelatinase และ 
สร้าง indole ไม่สร้างเอนไซม์ oxidase และ urease 
รดีวิซ์ไนเตรทได้ ใช้ citrate sucrose lactose และ 
D–(–)–arabinose ได้แต่ไม่ใช้ D–sorbitol, D–(+)–
maltose และ L–arginine สอดคล้องกบัเช้ือ Dickeya 
spp. ให้ผลบวกกับปฏิกิริยา PCR ต่อชุดไพรเมอร์ท่ี
จ�ำเพาะต่อเชื้อ Dickeyaspp. การวิเคราะห์ล�ำดับ  
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA และ recA ของเช้ือ 
ไอโซเลท DZ15SB01 DZ15SB06 DZ15KB01 และ 
DZ15KB05 ให้ผลการวิเคราะห์ว่าเชือ้ทัง้หมดจัดอยู่ใน
กลุ่มของเชื้อ Dickeya spp. เช่นกัน เม่ือน�ำเชื้อท้ัง  
4 ไอโซเลท ไปวเิคราะห์ด้วยวธิ ีMutilocus sequence 
analysis (MLSA) โดยใช้ข้อมลูล�ำดับนิวคลโีอไทด์ของ
ยนีส�ำคญัหลกั dnaJ dnaX gyrB recA recN และ rpoB 
ทีน่�ำมาเชือ่มต่อกนัทัง้ 6 ยนี วเิคราะห์เปรียบเทยีบกบั
ฐานข้อมลูจ�ำแนกได้ว่าเชือ้ทัง้ 4 ไอโซเลท จดัอยูใ่นกลุม่
เดยีวกบัเชือ้ Dickeya zeae

ค�ำส�ำคัญ: Dickeya zeae, Erwinia chrysanthemi, 
โรคล�ำต้นเน่า, ข้าวโพด, 16S rRNA, multilocus 
sequence analysis

บทนำ�

โรคล�ำต้นเน่าของข้าวโพดเกิดโรคได้จากเชื้อรา
และแบคทีเรยีหลายชนิด จดัเป็นโรคท่ีส�ำคญัในประเทศ
เขตร้อนและเขตกึ่งร้อน เชื้อแบคทีเรียที่มีรายงานเป็น
สาเหตุโรค เช่นเชื้อ Enterobacter cloacae subsp. 
dissolvens (Koehler, 1960) Acidovorax avenae 
subsp. avenae (Johnson et al., 1949) และ 
Dickeya zeae (Sabet, 1954) อาการโดยทัว่ไปล�ำต้น
จะเป็นแผลฉ�่ำน�้ำ แผลสีน�้ำตาลเข้ม เนื้อเยื่อภายในเน่า
เละ มีกลิ่นเหม็นล�ำต้นยุบตัวลงและบิดงอ กรวยยอด
เหี่ยวและเน่าหลุดออกจากล�ำต้นได้ง่าย อาจเกิดกับ 
ส ่วนล�ำต ้น เปลือกหุ ้มฝ ัก ก ้านฝัก หรือโคนต้น 
(Juangbhanich, 1962; Myung et al., 2010) 

ในประเทศไทยสิริพงศ์ อินทรามะ และคณะ 
รายงานพบโรคยอดเน่า (bacterial top rot) ของ
ข้าวโพดระบาดในไร่ทดลองผสมพันธุ์ข้าวโพด แผนก
วิชาเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ในปี 
พ.ศ.2502 (Juangbhanich, 1962) ผลการศึกษาเชื้อ
ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา การเจริญบนอาหาร 
ลักษณะทางสรีรวิทยา และความจ�ำเพาะทางชีววิทยา 
(biological specialization) พบว่าคล้ายกับเชื้อ 
Erwinia carotovora f. sp. Zeae สาเหตุโรคล�ำต้น
เน่า (bacterial stalk rot) ของข้าวโพดในประเทศ
อียิปต์ (Sabet, 1954) และจ�ำแนกเชื้อดังกล่าวเป็น E. 
carotovora f. sp. Zeae (Juangbhanich, 1962) 
ต่อมา Prathuangwong et al. (2004) ส�ำรวจโรค
ข้าวโพดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือและภาคกลาง 
ระหว่างปี พ.ศ. 2545–2546 พบการระบาดของโรค
ล�ำต้นเน่าประมาณ 10% กับข้าวโพดพันธุ์ลูกผสมจาก
ต่างประเทศ ในสภาพอากาศท่ีร้อนและช้ืน และจ�ำแนก
แบคทีเรียสาเหตุโรคเป็น Erwinia chrysanthemi 
Samson et al . (2005) ศึกษาเช้ือแบคทีเรีย 
Pectobacterium chrysanthemi (E. chrysanthemi) 
จ�ำนวน 75 สายพนัธุท่ี์แยกจากพชือาศยัหลายชนดิ รวม
ทั้งเชื้อ type strain ของ Brenneria paradisiaca 
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(CFBP 4178T) และ P. cypripedii (CFBP3613T) โดย
วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA พบว่า
เชื้อ P. chrysanthemi จัดแยกกลุ่มออกจากจีนัส 
Pectobacterium และ Brenneriaอย่างชัดเจน จึง
เสนอเปลี่ยนชื่อกลุ่มเชื้อ P. chrysanthemi เป็นจีนัส
ใหม่ คอื Dickeya และผลการศกึษาด้วยเทคนคิ DNA–
DNA hybridization ลักษณะทางฟีโนไทป์ 121 
ลักษณะ และจากคุณสมบัติทางเซรุ่มวิทยา จึงจ�ำแนก 
Dickeyaออกเป็น 6 สปีชส์ี ได้แก่ D. chrysanthemi, 
D. dadantii, D. dianthicola,  D. dieffenbachiae  
D. paradisiacal และ D. zeae

เน่ืองจากโรคล�ำต้นเน่าเกดิได้จากเชือ้แบคทเีรยี
หลายชนิดและยงัขาดการศกึษาจ�ำแนกชนดิเชือ้สาเหตุ
โรคที่พบในประเทศไทยที่ต่อเนื่องและเป็นปัจจุบัน 
เนื่องจากขาดเชื้อมาตรฐานอ้างอิง (type strain) เพื่อ
ใช้ในการเปรยีบเทยีบ การศึกษาน้ีจึงมวีตัถปุระสงค์เพ่ือ
จ�ำแนกชนิดของเชือ้แบคทเีรยีสาเหตโุรคล�ำต้นเน่าของ
ข้าวโพดที่พบในประเทศไทยโดยใช้วิธีวิเคราะห์เปรียบ
เทียบคุณสมบัติของเชื้อและวิเคราะห์เปรียบเทียบ 
ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนส�ำคัญหลัก (house–
keeping gene) ด้วยวิธี Multilocus sequence 
analysis (MLSA) ท่ีมีการใช้เปรียบเทียบแทนวิธี 
DNA–DNA hybridization เพ่ือให้ทราบชนิดเชื้อท่ี
ระบาดอยู่ในปัจจุบัน

อุปกรณ์และวิธีการ

1. การแยกเชือ้และทดสอบความสามารถในการเกดิโรค
แยกเช้ือแบคทีเรียจากตัวอย่างข้าวโพดที่มี

อาการแผลฉ�่ำน�้ำสีน�้ำตาล เน้ือเยื่อล�ำต้นเน่าเละ  

มีกลิ่นเหม็น ล�ำต้นบิดงอและหักพับลง จากอ�ำเภอ
พระพุทธบาท จังหวัดสระบุรี และอ�ำเภอบ่อพลอย 
จังหวัดกาญจนบุรี โดยใช้มีดที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้วผ่า
ตามความยาวของล�ำต้น บบีล�ำต้นและใช้ลปูปลอดเช้ือ
แตะ bacterial ooze ลงในน�้ำนึ่งฆ่าเชื้อ 1,000 
ไมโครลิตร แตะเซลล์แขวนลอยมา cross streak  
บนอาหาร Nutrient agar (NA; beef extract 3 กรัม 
peptone 5 กรัม agar 15 กรัม และน�้ำ 1 ลิตร) บ่ม
เชื้ อที่ อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส เป ็นเวลา  
18–24 ชั่วโมง ใช้ลูปแตะโคโลนีเดี่ยวเตรียมแขวนลอย
ใ น น�้ ำ น� ำ ไ ป  c r o s s  s t r e a k  บ น อ า ห า ร  
NA ท�ำซ�้ำอีก 2–3 ครั้ง จนได้เชื้อแบคทีเรียบริสุทธิ์โดย
ตรวจด้วยกล้องจลุทรรศน์ จงึน�ำเชือ้มาทดสอบการเกดิ
โรคโดยปลูกเชื้อบนต ้นกล ้าข ้าวโพดหวานพันธุ ์ 
SM2678 และ ST0390 อายุ 14 วัน ไอโซเลทละ 4 ต้น 
จ�ำนวน 3 ซ�้ำโดยใช้ไม้จ้ิมฟันท่ีนึ่งฆ่าเช้ือเข่ียโคโลนี
แบคทีเรียแล้วจิ้มเข้าที่ล�ำต้นระดับเหนือดินประมาณ  
2 เซนติเมตร และปิดรอยแผลด้วยวาสลีน (Chanon 
et al., 2007) ควบคุมความชื้นสัมพัทธ์โดยคลุมต้น
ข้าวโพดด้วยพลาสติกใสเป็นเวลา 48 ชั่วโมง จึงเปิดถุง
ออก และสังเกตอาการต้นพืชเปรียบเทียบกับกรรมวิธี
ควบคุมที่ปลูกเชื้อด้วย

น�้ำนึ่งฆ่าเช้ือ โดยศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติ
ต่าง ๆ ร่วมกับเช้ืออ้างอิง (reference strain) 
Pectobacter ium carotovorum  subsp. 
Carotovorum (PCC) DOAC–B772 และ DOAC–
B1596 และ Dickeya zeae (DZ) DOAC–
B1181และ DOAC–B2448 ที่ได ้รับอนุเคราะห ์
จากกลุ ่มงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการเกษตร  
(Table 1)
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Table 1  Bacterial strains used in this study

Strain Host Location Year Source of reference

Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum (PCC)

DOAC-B772
DOAC-B1596

Corn
Chinese radish

Chiang Mai province
Nonthaburi province

1988
2001

1/DOAC
DOAC

Dickeya zeae (DZ)

DOAC-B1181
DOAC-B2448

Sweet corn
Dendrobium orchid

Saraburiprovince
Pathum Thani province

1992
2014

DOAC
DOAC

DZ 18 isolates

11 isolates
          DZ15SB01-11

      7 isolates

          DZ15KB01-07

Corn

Corn

Saraburiprovince

Kanchanaburi province

2015

2015

This study

This study

1/ Department of Agriculture Collection, Ministry of Agriculture and Cooperatives

2. การทดสอบคณุสมบตัทิางสัณฐานวทิยาสรรีวทิยา
และชีวเคมี

ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีและ
เซลล์แบคทีเรียโดยเลี้ยงเชื้อบนอาหาร NA สังเกตและ
บันทึกลักษณะของโคโลนี ขนาด รูปร่าง และสี ตรวจ
สอบการติดสีแกรมการเคลื่อนที่ คุณสมบั ติทาง
สรีรวิทยาและชีวเคมีบางประการได้แก่ การเจริญใน
สภาพที่มีและไม่มีออกซิเจนการเจริญที่อุณหภูมิ 36 
องศาเซลเซียส การเจริญบนอาหารที่มี 5% NaCl การ
สร้างเอนไซม์ catalase เอนไซม์ oxidase เอนไซม์ 
urease และเอนไซม์ gelatinase การสร้าง indoleการใช้ 
citrate D–sorbitol D–(+)–maltose monohydrate  
D–(–)–arabinose  lactose และ sucrose เป็นแหล่ง
คาร์บอน การรีดิวซ์ ไนเตรท และการย่อยแป้ง 
(Kositratana, 2006)

3. การตรวจสอบเชื้ อแบคที เรียด ้วยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)

ตรวจสอบเชือ้ด้วยเทคนคิ PCR โดยใช้ไพรเมอร์
ที่จ�ำเพาะต่อเชื้อ Dickeya spp. จ�ำนวน 4 คู่ไพรเมอร์ 
ได้แก่ ADE1/ ADE2  Df/ Dr  Ech1/ Ech1’ และ LF/ 
LR เตรียมดีเอ็นเอต้นแบบโดยดัดแปลงจากวิธีการของ 
Czajkowski et al. (2009) ก�ำหนดอุณหภูมิและเวลา
ในแต่ละปฏิกิริยาดังแสดงใน Table 2 ตรวจสอบ 
ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis และตรวจวเิคราะห์แถบดเีอน็เอภาย
ใต้แสงยูวี ด้วยเครื่อง Gel documentation system 
(Syngene, UK) 
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4.การศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA 
และ recA

เลือกตวัแทนเชือ้แบคทเีรยีสาเหตโุรคล�ำต้นเน่า
ของข้าวโพดจ�ำนวน 4 ไอโซเลท ได้แก่ DZ15SB01 และ 
DZ15SB06 เป็นตัวแทนเชื้อที่แยกจากจังหวัดสระบุรี 
เชือ้ไอโซเลท DZ15KB01 และ DZ15KB05 จากจังหวดั
กาญจนบรุ ีมาวเิคราะห์ล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของยนี 16S 
rRNA และ recA ร่วมกับเชื้ออ้างอิง DOAC–B772,  
DOAC–B1596,  DOAC–B1181 และ DOAC–B2448 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอก�ำหนดอุณหภูมิและเวลาใน
แต่ละขั้นตอนของปฏิกิริยาดังแสดงใน Table 2 ตรวจ
สอบขนาดดี เ อ็นเอด ้วยเทคนิค Agarose gel 
electrophoresis และแยกสกัดดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์โดย
ใชช้ดุส�ำเร็จรปู GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Geneaid, 
Taiwan) ตามค�ำแนะน�ำของบริษัทผู้ผลิต น�ำมาเชื่อม
ต่อเข้าสู่พลาสมิดพาหะ pGEM®–T Easy (Promega, 
USA) ด้วยเอนไซม์ DNA ligase ย้ายพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสมเข้าสู่ Escherichia coli DH5α ด้วยวิธี Heat 
shock transformation คัดเลือกโคลนด้วยวิธี Blue–

white screening ตรวจสอบการมีพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสมด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ M13F–

pUC(–40) (5’GTTTTCCCAGTCACGAC–3’) และ 
M13R–pUC(–26) (5’–CAGGAAACAGCTA TGAC–3’) 
เลี้ยงเพ่ิมปริมาณแบคทีเรียและสกัดพลาสมิดดีเอ็นเอ
สายผสมด้วยชุดสกัด PrestoTM Mini Plasmid Kit 
(Geneaid, Taiwan) น�ำส่งวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ 

ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อ โดยเปรียบ
เทียบแต่ละส่วนดีเอ็นเอกับล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มี
รายงานในฐานข ้อมูล Nat ional Center for 
Biotechnology Information (NCBI) ด้วยโปรแกรม 
B las tn  (h t tps : / /b las t .ncb i .n lm.n ih . gov/ 
B l a s t . c g i ? P R O G R A M = b l a s t n & PA G E _
TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blas thome) และจดั
ท�ำ Phylogenetic tree ด้วยวธิ ีNeighbour–joining (NJ) 
ด้วยโปรแกรม MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)

5.การจ�ำแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Multilocus 
sequence analysis (MLSA)

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน dnaJ, dnaX  
gyrB, recN และ rpoB ของเชื้อดังกล่าวข้างต้นด้วย
เทคนคิ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ดงัแสดงใน Table2 ท�ำ
ดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุดส�ำเร็จรูป GenepHlowTM 
Gel/PCR Kit (Geneaid, Taiwan) ส่งวเิคราะห์ล�ำดบั 
นวิคลโีอไทด์ของยนี dnaJ,  recN และ rpoB ในรปูแบบ
ของ PCR product ส่วนยนี dnaX และ gyrB ส่งในรูป
แบบของโคลนเช่นเดยีวกบัการวเิคราะห์ยนี 16S rRNA 
และ recA น�ำล�ำดับนวิคลโีอไทด์ของยีน dnaJ, dnaX,  
,xgyrB,  recA,  recN และ rpoB ท่ีได้รบัมาเช่ือมต่อกนั 
(concatenate) วเิคราะห์เปรยีบเทียบความเหมอืนของ
ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ท่ีต่อกันโดยใช้ ClustalW และจัดท�ำ 
Phylogenetic tree ด้วยวธีิ Neighbour–joining ด้วย
โปรแกรม MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) 



ส.วก.ท.

วารสารวิทยาศาสตร์เกษตร  ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 กันยายน - ธันวาคม 2560 363

Table 2  Primers and DNA amplification conditions used in this study

Target	    Product    Primer     Sequence (5’-3’)               PCR cycling condition 	    References
               size (bp) 

Dickeya 
spp.
(pelADE)

Dickeya 
spp.
(ITS)

Dickeya 
spp. 
(ITS)

Dickeya 
spp.
(pelI)

16S rRNA

recA

dnaJ

dnaX

gyrB

recN

rpoB

420

133

171

600

1,503

737

672

536

2,412

832

1,035

ADE1

ADE2

Df

Dr

LF

LR

Ech1

Ech1’

fD2

rP1

recAf
recAr

dnaJF
dnaJR

dnaXf
dnaXr
gyrBf1

gyrBr1

recN22F

recN943R
rpoB Dic-F
rpoB
CM31b-R

GATCAGAAAGCCCGCAGC
CAGAT
CTGTGGCCGATCAGGATGG
TTTTGTCGTGC

AGAGTCAAAAGCGTCTTG

TTTCACCCACCGTCAGTC

TTCGTCTAGAGGCCCAGGAC

TCAGCTTGTTCCGGATTGTT

TGGCGCGTCAGGAAGTTTAT

TCACCGGTCAGGGTGAAGTT

CCGAATTCGTCGACAACAGA
GTTTGATCATGGCTCAG
CCCGGGATCCAAGCTTACGG
TTACCTTGTTACGACTT

GGTAAAGGGTCTATCATGCG
CCTTCACCATACATAATTTGGA

GATTTACGCTACAMCATGGA
TTCACGCCRTCRAARAARY

TATCAGGTYCTTGCCCGTAAGTGG
TCGACATCCARCGCYTTGAGATG
ATGTCGAATTCTTATGACTCCTC

TCARATATCRATATTCGCYGCTTTC

AGTAACTTCGCCATYGTGCGCGA

AYRTGRTGYTTGCGTGCCA
GAAGTCGACGATATCGACC
CCTGAACAACACGCTCGGA

2 min 94 ºC, 30 x (30 s 94 ºC, 2 min 

72 ºC, 2 min 72 ºC), 2 min 72 ºC

2 min 94 ºC, 30 x (30 s 94 ºC, 20 s 

50 ºC, 50 s 72 ºC), 2 min 72 ºC

2 min 94 ºC, 30 x (30 s 94 ºC, 20 s 

50 ºC, 50 s 72 ºC), 2 min 72 ºC

10 min 94 ºC, 30 x (1 min 94 ºC, 2 
min 55 ºC, 2 min 72 ºC), 10 min 72 
ºC

5 min 94 ºC, 32 x (1 min 94 ºC, 1 
min 
60 ºC, 2 min 72 ºC), 5 min 72 ºC

5 min 95 ºC, 30 x (1 min 94 ºC, 1 
min  54 ºC, 2 min 72 ºC), 5 min 72 
ºC

4 min 94 ºC, 30 x (15 s 94 ºC, 1 min  
50 ºC, 45 s 72 ºC), 5 min 72 ºC

5 min 95 ºC, 30 x (1 min 94 ºC, 1 
min  
54 ºC, 2 min 72 ºC), 5 min 72 ºC
5 min 95 ºC, 30 x (1 min 94 ºC, 1 
min  54 ºC, 2 min 72 ºC), 7 min 72 ºC

4 min 94 ºC, 30 x (15 s 94 ºC, 1 min  
60 ºC, 15 s 72 ºC), 5 min 72 ºC

4 min 94 ºC, 30 x (15 s 94 ºC, 1 min
55 ºC, 15 s 72 ºC), 5 min 72 ºC

Nassar et al. 
(1996)

Laurila et al.
 (2010)

Li et al. (2011)

Diallo et al.
(2009)

Weisburg et al. 
(1991)

Waleron
et al. (2002)

Nhung et al. 
(2007)

Slawiak et al. 
(2009)
Zhang et al. 
(2014)

Marrero et al. 
(2013)

This study
Brady et al. 
(2008)
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ผลการทดลองและวิจารณ์

1. การแยกเชือ้และทดสอบความสามารถในการเกดิ
โรค

เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จ�ำนวน 18 ไอโซเลท
ท�ำให้ต้นกล้าข้าวโพดอายุ 14 วัน แสดงอาการโรค
ล�ำต้นเน่าภายใน 2 วัน หลังปลูกเชื้อ เริ่มจากมีอาการ
แผลฉ�ำ่น�ำ้สนี�ำ้ตาล ต่อมาเนือ้เยือ่ล�ำต้นเน่าเละและยบุ
ตัวลง ต้นท่ีมีอาการรุนแรงล�ำต้นจะหักล้มลงภายใน 
2–6 วัน เป็นแบคทีเรียที่แยกจากอ�ำเภอพระพุทธบาท
จังหวัดสระบุรี 11 ไอโซเลท และอ�ำเภอบ่อพลอย 
จงัหวัดกาญจนบรีุ 7 ไอโซเลทโดยทีก่รรมวธิคีวบคมุลบ 
(negative control) คือ ต้นที่ปลูกเชื้อด้วยน�้ำนึ่งฆ่า
เช้ือไม่ท�ำให้ต้นกล้าข้าวโพดปรากฏอาการโรค (Figure 
1) เช่นเดียวกับต้นที่ปลูกเชื้ออ้างอิง PCCDOAC–
B1596 ที่แยกจากผักกาดหัว เชื้ออ้างอิง PCC DOAC–
B772 และ DZ DOAC–B1181 ทีแ่ยกจากข้าวโพด และ
เชื้ออ้างอิง DZDOAC–B2448 ที่แยกจากกล้วยไม้สกุล
หวายก็ไม่ท�ำให้ต้นกล้าข้าวโพดเกิดโรคเช่นกัน

2. การทดสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยาทาง
สรีรวิทยาและชีวเคมี

เชื้อท้ัง 18 ไอโซเลทบนอาหาร NA อายุ 24 
ชั่วโมง มีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ โค้งนูนจากผิว
หน้าอาหาร (convex) เส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 
0.9–1.5 มิลลิเมตร โคโลนีมีขาวทึบแสง ขอบโคโลนี
โปร่งแสงเล็กน้อย ต่อมาโคโลนีขยายขนาดใหญ่ขึ้น รูป
ร่างกลมหรือค่อนข้างรี สีขาวครีมทึบแสงเจริญสูงจาก
ผิวหน้าเล็กน้อย (raised) ไม่โค้งนูนเหมือนช่วงแรก 
และอาจพบลักษณะเป็นปุ่มตรงกลาง (umbonate) 
ขอบโคโลนีหยักเล็กน้อย (undulate) (Figure 2) เป็น
แบคทเีรยีแกรมลบ เซลล์รปูท่อนตรง หวัท้ายมนขนาด 
0.25–0.67 x 1.07–5.69 ไมครอน ส่วนมากพบอยูเ่ป็น
เซลล์เด่ียว ๆ หรือเป็นคู่ และอาจพบต่อกันเป็นสาย 
สั้น ๆ เคล่ือนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภาพที่มีและไม่มี
ออกซิเจน (facultative anaerobic bacteria)  

เจริญได้ที่ 36 องศาเซลเซียสไม่เจริญในอาหารที่มี 5% 
NaCl สร้างเอนไซม์ catalase และ gelatinase ได้ แต่
ไม่สร้างเอนไซม์ oxidase และ urease รีดิวซ์ไนเตรท
และผลิต indole ได้ ใช้ citrate ได้ ผลิตกรดจาก 
sucrose D–(–)–arabinose และ lactose แต่ไม่ผลิต
กรดจาก D–sorbitol และ (+)–maltose monohydrate 
ไม่ย่อย L–arginine และแป้ง (Table 3) ซ่ึงสอดคล้อง
กบัคณุสมบตัขิองเช้ือแบคทีเรยีจนีสั Dickeya (Brenner 
et al., 2005; Samson et al., 2005)

3. การตรวจสอบเชื้ อแบคที เ รียด ้วยเทคนิค 
Polymerase chain reaction (PCR)

จากการตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR พบว่าเชื้อ
ทั้ง 18 ไอโซเลท ที่แยกจากโรคล�ำต้นเน่าของข้าวโพด
เชือ้อ้างองิ DZDOAC–B1181 และ DOAC–B2448 ให้
ผลบวกเมื่อ เพิ่มปริมาณดี เอ็นเอด ้วยไพรเมอร ์
ท่ีจ�ำเพาะต่อเช้ือ Dickeya spp. ไพรเมอร์ ADE1/ 
ADE2 ซึ่งจ�ำเพาะต่อยีน pelADE เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ได้ 420 bp (Figure 3 A) สอดคล้องกับรายงานของ 
Nassar et al. (1996) ไพรเมอร์ Df/ Dr เพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นได้ 133 bp (Figure 3 B) สอดคล้องกับผลการ
ทดลองของ Laurila et al. (2010) ในการตรวจสอบ 
Dickeya spp. ที่แยกจากมันฝรั่งและน�้ำจากแหล่งน�้ำ
ในประเทศฟินแลนด์ไพรเมอร์ Ech1/ Ech1’ ซ่ึง
จ�ำเพาะต่อยีน pelI เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ 600 bp 
(Figure 3 C) สอดคล้องกับผลการทดลองของ Diallo 
et al. (2009) ในการตรวจสอบเชื้อ Dickeya spp. 
สาเหตุโรคเน่าเละของมันฝร่ัง และไพรเมอร์ LF/ LR 
เพิม่ปรมิาณดเีอน็เอได้ 171 bp (Figure 3D) สอดคล้อง
กับการทดลองของ Li et al. (2011) ซึ่งออกแบบไพร
เมอร ์ดังกล ่าวจากบริเวณ 16S–23S internal 
transcribed spacer (ITS) เพื่อตรวจสอบเชื้อ 
Dickeya sp. สาเหตุโรคเน่าเละของต้นกล้วยในขณะ
ที่เชื้ออ้างอิง PCCDOAC–B772 และ DOAC–B1596 
ให้ผลลบในปฏิกิริยา การตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร์ 
ADE1/ADE2  Df/ Dr และ Ech1/ Ech1’ ส่วนผลการ
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ตรวจสอบด้วยคู่ไพรเมอร ์LF/ LR เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ของเชือ้ PCCDOAC–B772 และ DOAC–B1596 ได้ขนาด
ความยาวมากกว่า (ประมาณ 200 bp) โดยที ่Li et al. 
(2011) รายงานว่าไพรเมอร์คู่นี้ไม่สามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอในยีน ITS ของเชื้อ PCC ได้ ซึ่งอาจเนื่องมาจาก
การออกแบบไพรเมอร์จากส่วนที่เป็นล�ำดับนิวคลีโอ
ไทด์ทีอ่นรุกัษ์หรอืจ�ำนวนเชือ้ทีท่ดสอบไม่ครอบคลมุพอ

4. การศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน16S rRNA
จากการเปรยีบเทยีบล�ำดับนวิคลโีอไทด์ของยนี 

16S rRNA ขนาด 1,503 bp ของตัวแทนเช้ือจากจังหวดั
สระบุรี ไอโซเลท DZ15SB01 และ DZ15SB06 และ
ตวัแทนเชือ้จากจงัหวดักาญจนบรุ ีไอโซเลท DZ15KB01 
และ DZ15KB05 เชื้ออ้างอิง PCC DOAC–B1596  
DOAC–B772 และเชื้ออ้างอิง DZ DOAC–B1181  
DOAC–B2448 กับข้อมูลในฐาน NCBI ด้วยโปรแกรม 
Blastn พบว่าไอโซเลท DZ15SB01,  DZ15KB06 และ 
DZ15KB01 มีความเหมือน Dickeya spp. 97–99% 
และเหมือน Pectobacterium spp. 97% ในขณะที่ 
ไอโซเลท DZ15KB01 มีความเหมือน Dickeya spp. 
98–99% และเหมือน Pectobacterium spp. 98% 
ผลการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ด้วยวิธี 
Neighbour–joining พบว่าเชื้อไอโซเลท DZ15SB01  
DZ15KB06  DZ15KB01  DZ15KB05  DOAC–B1181 
และ DOAC–B2448 มีความใกล้ชิดกับ D. zeae 
Ech586  D. zeae NCPPB2538T และ D. 
chrysanthemi NCPPB 516T (Figure 4) ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่แยกจากฟิโลเดนดรอน (Philodendron 
sp.) ข้าวโพด (Zea mays) และวายูเล่ (Parthenium 
argentatum) ตามล�ำดบั ส่วนไอโซเลท DOAC–B772 
ใกล้ชิดกับไอโซเลท DOAC–B1596 ที่แยกจาก 
ผักกาดหัว และ PCC21 ที่แยกจากกะหล�่ำ ผลการ
วเิคราะห์ Phylogenetic tree ไม่สามารถจดักลุม่แยก
แต่ละสปีชีส์ได้เนื่องจากมีความเหมือนกันของยีน 16S 
rRNA ที่สูงมากในเชื้อกลุ่มน้ี (Czajkowski et al., 
2009) 

5. การศึกษาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน recA
การวิเคราะห์ Phylogenetic tree ของยีน 

recA ขนาด 737 bp พบว่าแต่ละสปีชีส์ของ Dickeya 
แยกออกจากกันอย่างชัดเจน ซึ่ง strain ของ D. zeae 
แยกออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ strain 
NCPPB 2538T  MK19  NCPPB 3532 และ Ech586 
ท่ี แ ย ก จ า ก ข ้ า ว โ พ ด  แ ม ่ น�้ ำ  มั น ฝ รั่ ง  แ ล ะ 
ฟิโลเดนดรอน ตามล�ำดับ กลุ่มที่ 2 ได้แก่ strain CSL 
RW192 และ NCPPB 3531 ที่แยกจากแม่น�้ำและ 
มันฝรั่ง strainEC1 และ DZ2Q ที่แยกจากข้าวโดยเชื้อ
ไอโซเลท DZ15SB01 DZ15SB06 DZ15KB01 
DZ15KB05 เชื้ออ้างอิง DZ DOAC–B1181 และ 
DOAC–B2448 อยูใ่นกลุม่ที ่2 นี ้(Figure 5) สอดคล้อง
กับรายงานของ (Parkinson et al., 2009) ที่ยีน recA 
สามารถแยกความแตกต่างของ Dickeya spp.  
ออกจากกันได้ในระดับสปีชีส ์และต�่ำกว ่าสปีชีส ์ 
(subspecies) และยงัจ�ำแนก D. zeae ออกเป็น 2 กลุม่
ย่อยส่วนเชื้ออ้างอิง PCCDOAC–B772 และ DOAC–
B1596 อยูก่ลุม่เดยีวกบัเชือ้ P. carotovorum subsp. 
Carotovorum จากผลการวิเคราะห์ Phylogenetic 
ของยีน recA จ�ำแนกได้ว่าเชื้อแบคทีเรียไอโซเลท 
DZ15SB01, DZ15SB06, DZ15KB01 และ DZ15KB05 
เป็นเชื้อที่จัดอยู่ในจีนัส Dickeya 

6. การจ�ำแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Multilocus 
sequence analysis (MLSA)

จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
เช้ือไอโซเลท DZ15SB01, DZ15SB06, DZ15KB01  
DZ15KB05 เชือ้อ้างองิ PCC, DOAC–B1596, DOAC–
B772 และเชื้ออ้างอิง DZ, DOAC–B1181, DOAC–
B2448 ด้วยวิธี MLSA ซึ่งประกอบด้วยยีน dnaJ,  
dnaX, gyrB, recA, recN และ rpoB เชื่อมต่อกันได้ 
6,224 bp ผลการเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด ์
พบว ่าเชื้อไอโซเลท DZ15SB01, DZ15SB06, 
DZ15KB01 และ DZ15KB05 มีความเหมือนกัน 
ภายใน 4 ไอโซเลท 99.93%–99.99% เชื้อไอโซเลท 
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DZ15SB01 DZ15SB06 และ DZ15KB01 มีความ
เหมือน D. zeae 2538T ซึ่งเป็น type strain 99.78% 
และเชือ้ไอโซเลท DZ15KB05 มีความเหมอืน D. zeae 
2538T99.80% เมือ่วเิคราะห์ Phylogenetic tree ด้วย
วิธี Neighbour–joining พบว่าจ�ำแนก Dickeya spp. 
ออกเป็น 6กลุ่ม ได้แก่ D. zeae, D. chrysanthemi,  
D. dadantii (subsp. Dadantii และ subsp. 
dieffenbachiae),  D. dianthicola,  D. paradisiaca 
และ D. solani โดยเชื้อสปีชีส์เดียวกันจัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกัน แบคทีเรียไอโซเลท DZ15SB01, DZ15SB06  
DZ15KB01 และ DZ15KB05 จดัอยูใ่นกลุม่เดยีวกบัเชือ้
อ้างอิง DZDOAC–B1181 และ DOAC–B2448 ซึ่งเป็น
เช้ือที่แยกจากข้าวโพดและกล้วยไม้สกุลหวายตาม
ล�ำดับ ทั้ง 6 ไอโซเลทอยู่กลุ่มเดียวกับเชื้อ D. zeae 
ยืนยันด้วยค่า bootstrap 100% จากผลการวิเคราะห์ 
MLSA ยังจ�ำแนกเชื้อ D. zea eEch586 ซึ่งแยกจากฟิโล

เดนดรอนออกจากเช้ือสายพันธุ์อื่น ๆ ส่วนเช้ืออ้างอิง 
PCC, DOAC–B772 ท่ีแยกจากข้าวโพด และ DOAC–

B1596 ท่ีแยกจากผักกาดหัว จัดอยู่ในกลุ่มของเช้ือ  
P. carotovorum subsp. Carotovorum (Figure 6)  
ซึ่งสอดคล้องกับที่ Marrero et al. (2013) ได้ใช้เทคนิค 
MLSA ของยีนส�ำคัญหลัก 4 ชนิด คือ dnaA, dnaJ,  
dnaX และ recN เชื่อมต่อกัน สามารถจ�ำแนกชนิด 
ของเช้ือ D. zeae, D. chrysanthemi, D. dadantii,  
D. d ianth icola ,  D. d ief fenbachiae และ  
D. paradisiacal ออกจากกันได้ และการศึกษานี้ 
(Figure 6) ยังให้ผลการจ�ำแนกเชื้อ Ech586, Ech703 
และ Ech1591 เป็นเชือ้ D. zeae, Ech586,  D. paradisiaca, 
Ech703 และ D. chrysanthemi,  Ech1591 ตามล�ำดับ 
เช่นเดยีวกบัทีร่ายงานก่อนหน้า (Marrero et al., 2013) 
โดยเชือ้สาเหตโุรคล�ำต้นเน่าของข้าวโพดทัง้ 4 ไอโซเลท 
ที่น�ำมาศึกษาจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันกับเชื้อ D. zeae

Figure 1 Symptoms of corn stalk rot: (A) on natural infected field corn, (B–C) artificial inoculation on 
corn seedlings, 2 days post inoculation

A B C
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Figure 2 Colony characterization of stalk rot bacteria of corn on NA medium: (A) twenty four hours, 
(B)  forty eight hours after incubation at 30 °C

A B

Figure 3 Agarose gel electrophoresis of PCR–amplified products for detection of Dickeya spp., M 
= 100 bp DNA Ladder, lane 1 = dH

2
O (non–template), lane 2–19 = bacteria causing corn 

stalk rot, lane 20–21 = P. carotovorum subsp. carotovorumDOAC–B1596 and DOAC–B772 
(negative control), respectively, lane 22–23 = D. zeae DOAC–B1181 and DOAC–B2448 
(positive control), respectively: (A) PCR–amplified products using the primersADE1/ ADE2, 
(B) PCR–amplified products using theprimers Df/ Dr, (C) PCR–amplified products using the 
primers Ech1/ Ech1’, (D) PCR–amplified products using the primers LF/ LR

A

C D

B
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Figure 4  Phylogenetic tree of the 16S rRNA sequences of isolates DZ15SB01, DZ15SB06, DZ15KB01, 
DZ15KB05 (•), DOAC-B772, DOAC-B1596, DOAC-B1181, DOAC-B2448 and reference strains 
of Dickeyaspp. Confidence values on the branches were obtained for 1,000 bootstrap 
replicates with MEGA 6.06 software
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Figure 5 Phylogenetic tree of the recA sequences of isolates DZ15SB01  DZ15SB06, DZ15KB01, 
DZ15KB05 (•), DOAC-B772, DOAC-B1596, DOAC-B1181, DOAC-B2448 and reference strains 
ofDickeyaspp. Confidence values on the branches were obtained for 1,000 bootstrap 
replicates with MEGA 6.06 software
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Figure 6 Phylogenetic tree of stalk rot bacteria (•) and Dickeya spp. based on comparative analysis 
with multilocus sequences of the concatenated sequences of dnaJ, dnaX, gyrB, recA, recN 
and rpo Bgenes by Neighbour–joining method. Confidence values on the branches were 
obtained for 1,000 bootstrap replicates with MEGA 6.06 software
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สรุป

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคล�ำต ้นเน่าของ
ข้าวโพดท่ีพบในจังหวัดสระบุรีและกาญจนบุรี
จ�ำนวน 18 ไอโซเลท มีลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
คุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมีสอดคล้องกับ
คุณสมบัติของแบคทีเรียจีนัส Dickeya ผลการ
ศึกษาโดยเทคนิค PCR ด้วยชุดไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะ
ต่อเชื้อ Dickeya spp. การวิเคราะห์ล�ำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA และ recA ของเชื้อ
ไอโซเลท DZ15SB01,  DZ15SB06,  DZ15KB01 
และ DZ15KB05 จัดกลุ่มเชื้อนี้อยู่ในเชื้อ Dickeya 
spp. เมื่อจ�ำแนกเชื้อแบคทีเรีย 4 ไอโซเลท ด้วยวิธี 
Multilocus sequence analysis (MLSA) ของยนี 
dnaX,  gyrB,  recA, dnaJ,  recN และ rpoB ที่
เชือ่มต่อกนัยาว 6,224 bp ให้ผลการจ�ำแนกเป็นเช้ือ 
D. zeae ดังที่เคยมีรายงานในประเทศเกาหลีใต้ 

(Myung et al., 2010) และเม็กซิโก (Martinez–
Cisneros et al., 2014) ดังนั้นการจ�ำแนกเชื้อ
แบคทีเรียด้วยวิธี MLSA โดยเปรียบเทียบกับข้อมูล
ยีนส�ำคัญหลัก ให้ผลในการจ�ำแนกเชื้อท่ีน่าเชื่อถือ
ได้ ถึงแม้จะไม่สามารถน�ำเชื้อแบคทีเรีย type 
strain มาใช้ศึกษาเปรียบเทียบในการทดลองนี้
ก็ตาม 
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