
 

 77 
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Abstract: The 171-novel strains of Xanthomonas axonopodis pv. glycines, the bacterial pustule pathogen, were 
isolated from infected leaves of different commercial soybean fields in Chiang Rai, Chiang Mai, Lamphun and 
Lampang provinces. The genetic diversity was determined with physiological and molecular analyzed. All 
strains were tested for their pathogenicity on differential soybean cultivars including Williams 82, Spencer, 
PI520733 and SJ.5 under greenhouse conditions; then molecular diversity was analyzed by BOX-PCR 
fingerprinting. The pathogenicity tests showed 2 groups with a large amount of phenotypic variation between 
strains. Most strains were highly virulent. Using rep- PCR fingerprinting, a relationship between BOX-PCR 
fingerpring and phenotype was observed. Two major groups were obtained within the soybean cluster and 
relationship of the virulence levels of the strains was revealed. The fingerprinting with BOX primer was more 
relatively unique, stable, and reproducible in that it produced a 650 bp band in all 171 strains tested. We 
designed primers specific for X. axonopodis pv. glycines, XagF: 5'ATGGATGCCACCGCACAG3' and XagR: 
5'GCGTCGAACCGCACATC3', that amplify a 788 bp product from hrpB. To our knowledge, this is the first 
report of specific primer for identification of X. axonopodis pv. glycines, the causal pathogen of soybean 
bacterial pustule. 
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ค าน า 
 
โรคใบจุดนูนถั่วเหลืองที่เกิดจากเชือ้แบคทีเรีย 

Xanthomonas axonopodis pv. glycines เป็นโรคที่มี
ความส าคญัตอ่การผลิตถัว่เหลืองในประเทศไทย โดยเป็น
สาเหตใุห้ผลผลิตถั่วเหลืองลดลงทัง้ทางด้านคณุภาพและ
ปริมาณ โดยจะแสดงอาการโรครุนแรงกบัถัว่เหลืองน า้มนั
พนัธุ์อ่อนแอ สจ.4 และ สจ.5 (สดุฤดี และคณะ, 2523) 
ทัง้นีก้ารแพร่ระบาดของโรคเป็นกลไกที่ยุ่งยากซับซ้อน
เพราะมีความปัจจยัผนัแปรมาเก่ียวข้อง เช่น ชนิดและ
พนัธุ์พืช สายพนัธุ์เชือ้โรคและสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม 
โดยเชือ้โรคแต่ละสายพนัธุ์จะมีความสามารถในการเข้า
ท าลายพืชได้รุนแรงแตกต่างกันไป จึงท าให้การจัดการ
ควบคุมสามารถท าได้ยาก โดย Flor (1942) อธิบาย
ปฏิสมัพนัธ์ระหว่างสายพนัธุ์เชือ้สาเหตุโรค และพนัธุ์พืช
อาศยั (race-cultivars specific) ซึ่งจดัเป็นปฏิสมัพนัธ์
ระดบัโมเลกุลระหว่าง avirulence (avr) genes ของเชือ้
สาเหตโุรค และ resistance (R) genes ของพืช โดยแสดง
ลกัษณะฟีโนไทป์ของปฏิสมัพนัธ์นีด้้วยการเกิดปฏิกริยา
ตอบสนองอยา่งเฉียบพลนั (hypersensitive response:  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

HR) และเรียกทฤษฎีนีว้่า gene-for-gene hypothesis 
ปัจจุบันได้มีการใช้เทคนิคทางอณูวิทยาในงานด้าน
อนกุรมวิธาน ความผนัแปรทางพนัธุกรรม และโครงสร้าง
พนัธุศาสตร์ประชากร (population genetic structure) 
ของเชือ้แบคทีเรียหลายชนิดมาใช้ในการศึกษาความ
หลากหลายของเชือ้สาเหตโุรคเพื่อให้มีความรวดเร็วในการ
ตรวจสอบเชือ้สาเหตโุรคมากยิ่งขึน้ โดยที่ผ่านมาสามารถ
ตรวจสอบเชือ้สาเหตุโรคด้วยวิธี Koch's postulates ซึ่ง
ต้องใช้เวลานาน ดุสิต และคณะ (2548) วิเคราะห์
ความสามารถในการก่อโรคบนถัว่เหลืองต่างสายพนัธุ์โดย
ใช้เทคนิค rep-PCR ด้วยไพร์เมอร์ BOX (interspersed 
repetitive sequence) เนื่องจากเป็น repetitive 
sequence ที่มีลกัษณะอนรัุกษ์สงู สามารถผลิตลายพิมพ์
ดีเอ็นเอที่แตกตา่งกนัได้อยา่งเดน่ชดัในทกุสายพนัธุ์  แต่ยงั
มิได้มีการรายงานเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบเชือ้สาเหตุ
โรคเพื่อความรวดเร็วและแม่นย า การศึกษาวิจยัในครัง้นี ้
จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของเชือ้ X. axonopodis pv. glycines โดยการ
วิเคราะห์ความจ าเพาะเจาะจงในการก่อโรค ด้วยเทคนิค 
rep-PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ BOX แล้วน าข้อมูลที่ได้มา

บทคัดย่อ: รวบรวมสายพนัธุ์เชือ้ Xanthomonas axonopodis pv. glycines สาเหตโุรคใบจุดนนูถัว่เหลืองจากการเก็บ
ตวัอย่างใบถั่วเหลืองฝักสดในพืน้ที่ผลิตที่ส าคญัของประเทศไทยทางภาคเหนือตอนบน ซึ่งประกอบด้วย จงัหวดัเชียงราย 
เชียงใหม ่ล าพนู และล าปาง จ านวน 171 สายพนัธุ์ มาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมด้วยการตรวจสอบลกัษณะ
ทางด้านสรีระวิทยาและโมเลกุล โดยวิเคราะห์ความสามารถในการก่อโรคบนถัว่เหลืองต่างพนัธุ์ ได้แก่ พนัธุ์ Williams 82, 
Spencer, PI520733 และ สจ.5 ภายใต้สภาพเรือนทดลอง และศึกษาระดบัโมเลกุลด้วยการวิเคราะห์ล าดบัเบส BOX ไพร์
เมอร์ ภายใต้ปฏิกิริยาลกูโซ่โพลีเมอเรส พบว่าความสามารถในการก่อโรคบนถัว่เหลืองพนัธุ์ต่าง ๆ แบ่งความแตกต่างเชือ้
ทัง้ 171 สายพนัธุ์ ออกเป็น 2 กลุม่ ทัง้นีเ้มื่อวิเคราะห์การก่อโรคบนถัว่เหลืองพนัธุ์อ่อนแอ พบว่าประชากรสายพนัธุ์เชือ้สว่น
ใหญ่มีความรุนแรงในการก่อโรคในระดบัสงู เมื่อน าไปวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ BOX พบความสมัพนัธ์กบั
ระดับความรุนแรงของเชือ้ไปในทิศทางเดียวกันและสามารถแยกความแตกต่างทางพันธุกรรมของสายพันธุเชือ้ X. 
axonopodis pv. glycines ได้เป็น 2 กลุม่อย่างเด่นชดั โดยปรากฏแถบอนรัุกษ์ขนาด 650 bp ในทกุสายพนัธุ์เชือ้ทดสอบ 
เมื่อน ามาวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบว่าเป็นสว่นหนึ่งของยีน hrpB จึงน าข้อมลูดงักลา่วมาพฒันาไพรเมอร์ที่จ าเพาะ
เจาะจงกับเชือ้ X. axonopodis pv. glycines ซึ่งไพรเมอร์ XagF: 5’ATGGATGCCACCGCACAG3’ และ XagR: 
5’GCGTCGAACCGCACATC3’ สามารถตรวจสอบได้เฉพาะเชือ้ X. axonopodis pv. glycines โดยผลิตแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 788 bp ได้อยา่งถกูต้องและแมน่ย า และจ าเพาะเจาะจงต่อเชือ้ X. axonopodis pv. glycines ซึ่งข้อมลูที่ได้จากการ
ศกึษาวิจยัครัง้นีถื้อเป็นรายงานแรกที่จ าแนกชนิดของเชือ้สาเหตโุรคใบจดุนนูถัว่เหลอืงที่ถกูต้อง  
 
ค าส าคัญ: Xanthomonas axonopodis pv. glycines โรคใบจดุนนูถัว่เหลอืง  ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 

วารสารเกษตร 34(1): 77 - 87 (2561) 

ตอบสนองอย่างเฉียบพลนั (hypersensitive response:          
. 
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พฒันาเป็นไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ (specific primer) 
ในการตรวจสอบเชือ้ X. axonopodis pv. glycines 
สาเหตโุรคใบจดุนนูถัว่เหลอืง 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. สายพันธ์ุแบคทีเรีย การจ าแนกเชือ้ และการ
พิสูจน์โรค 

รวบรวมสายพันธุ์ เชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines จากการเก็บตวัอย่างใบถัว่เหลืองฝักสดในพืน้ท่ี
ผลิตที่ส าคัญของประเทศไทยทางภาคเหนือตอนบน ซึ่ง
ประกอบด้วย จังหวัดเชียงราย เชียงใหม่ ล าพูน และ
ล าปาง ช่วงเดือนตุลาคม ปี 2555 มาแยกเชือ้ด้วยวิธี 
cross-streak plate บนอาหาร nutrient agar (NA) 
(Schaad, 2001) บ่มไว้ที่อณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 24-48 
ชั่วโมง เลือกโคโลนีเดี่ยวที่มีลกัษณะกลมนูน สีเหลือง
อ าพัน เป็นมันเยิม้ ขอบเรียบ จากนัน้ท าให้บริสุทธ์ิด้วย
การ cross streak ซ า้ 2-3 ครัง้ จึงน ามาทดสอบการเกิด
โรคตามการพิสจูน์โรคของ Koch’s postulation เพื่อยืนยนั
การเป็นเชือ้สาเหตุโรค เก็บเชือ้บริสุทธ์ิท่ีได้ในหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ใน glycerol 20% 
เก็บในอุณหภูมิต ่า -20 องศาเซลเซียสเพื่อใช้ในการ
ทดสอบตอ่ไป 

 
2. ทดสอบความรุนแรงในการก่อโรคใบจุดนูนบน
ถั่วเหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

เตรียม cell suspension ของ X. axonopodis 
pv. glycines ทัง้ 171 สายพนัธุ์  โดยเลีย้งเชือ้บนอาหาร 
Luria-Bertani broth (LB)  ที่อณุหภมูิ 28 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ปรับความขุ่นด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ให้มีค่า optical density (OD) 
เท่ากับ 0.2 ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (ความ
เข้มข้น 1x108 cfu/ml) พ่น cell suspension เชือ้แบคทีเรีย
บนใบถัว่เหลืองพนัธุ์ Williams 82, Spencer, PI520733 
และ สจ.5 อาย ุ21 วนั  ปริมาตรต้นละ 30 มิลลิลิตร (Park 
et al., 2008) จ านวน 3 ต้น ต่อเชือ้ 1 สายพนัธุ์ ส าหรับ 
control พน่ด้วยน า้กลัน่นึง่ฆา่เชือ้ จากนัน้เก็บรักษาต้นถัว่
เหลืองไว้ที่อณุหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส และประเมิน

ความรุนแรงของโรคหลงัปลกูเชือ้ 7 วนั ตามวิธีการของ  
ชยัสทิธ์ิ (2531) 
 
3. การ ศึ กษาลายพิ มพ์ ดี เอ็ น เอของ เชื ้อ  X. 
axonopodis pv. glycines โดยเทคนิค rep-PCR  

3.1 การเตรียมเชือ้เพื่อสกัดดีเอ็นเอ 
สกัดดีเอ็นเอของเชือ้ X. axonopodis pv. 

glycines  จ านวน 171 สายพนัธุ์ ที่เลีย้งในอาหาร Luria-
Bertani broth (LB) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยเขย่าเชือ้ 
180 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 
24 ชัว่โมง จากนัน้น ามาสกดัดีเอ็นเอด้วยชุดสกดัดีเอ็นเอ 
(DNeasy) (Qiagen Valencia, CA) 

3.2 การศึกษาลายพิมพ์ดี เอ็นเอด้วย
เทคนิค rep-PCR และอีเล็คโตรโฟรีซีส 

น าดีเอ็นเอที่สกดัได้มาศึกษาความหลากหลาย
โดยไพรเมอร์ ที่ใช้ในการทดลองได้แก่  ดีเอ็นเอบริเวณที่
เป็นล าดับเบสของ interspersed repetitive BOX 
sequence (BOX) (Louws et al., 1994) ซึ่งมีล าดบัไพร
เมอร์ดงันี ้5’CTACGGCAAGGCGACGCTGACG3’ เพิ่ม
ปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ ซึ่งประยุกต์จากวิธีของ สุริยะ และ
คณะ (2559)  โดยปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 
25 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร ซึ่ง
ประกอบด้วยดีเอ็นเอต้นแบบ 50 นาโนกรัม ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 2 ไมโครลิตร, MgCl2 0.5 
ไมโครลิตร, 2mM dNTPs 2 ไมโครลิตร, Taq polymerase 
0.5 ไมโครลิตร, sterile water 17 ไมโครลิตร และไพรเมอร์ 
BOX 2 ไมโครลิตร ผสมสารทัง้หมดให้เข้ากันบ่มหลอด 
PCR ในเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ  (Thermal cycler)  
ก าหนดอณุหภมูิและเวลาให้มีการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอดงันี ้
(Sambrook and Russell, 2001) initial denaturing ที่
อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส นาน 7 นาที ปรับอณุหภูมิ 
denaturation ที่ 94 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 1 นาที, 
annealing ที่อณุหภมูิ 53 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที, 
extension ที่อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส นาน 8 นาที โดย
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จ านวน 30 รอบ และปรับอณุหภูมิ 
final extension ที่ 65 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ตรวจ
วิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณโดยน าดีเอ็นเอที่ได้
จากการท า PCR มาแยกขนาดด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส บน 

ความหลากหลายของเชือ้ Xanthomonas axonopodis pv. glycines  
สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองและการพัฒนาไพร์เมอร์จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจสอบ 
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1.5% agarose gel ด้วย horizontal slab gel 
electrophoresis (GelMate 2000, Toyobo) ตรวจสอบ
แผ่นเจลโดยน าไปส่องดูภายใต้ UV transilluminators 
พร้อมถ่ายรูปเพื่อบนัทกึข้อมลู 

3.3 การวิเคราะห์ข้อมูล   
วิเคราะห์ผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเชือ้ X. 

axonopodis pv. glycines แต่ละสายพนัธุ์ที่ใช้ไพรเมอร์ 
BOX ในการเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 
ตรวจสอบแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ส าคญัและชัดเจนโดย
ให้คะแนน แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเท่ากบั 1 ถ้าไม่ปรากฏให้
คะแนนเท่ากับ 0 น าผลมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป Numerical Taxonomy and Multivariation 
Analysis System (NTSYS-pc version 2.10) (Rohlf, 
1993) วิเคราะห์ dendrogram ที่ได้เปรียบเทยีบกบัการจดั
กลุ่มของเชือ้ตามความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคบนถั่ว
เหลอืง 
 
4. การออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับเชือ้ 
X. axonopodis pv. glycines บริเวณ hrpB 

เมื่อวิ เคราะห์ลายพิมพ์ดี เอ็นเอของ X. 
axonopodis pv. glycines ด้วยวิธี BOX ไพรเมอร์ พบว่า
ปรากฏแถบอนุรักษ์ขนาด 650 bp ในทุกสายพนัธุ์เชือ้
ทดสอบ ซึง่สอดคล้องกบัรายงานของกุลชนา (2546) ที่น า
เทคนิค rep-PCR มาตรวจสอบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของเชือ้ X. axonopodis pv. glycines พบแถบ
ดีเอ็นเอขนาด 650 bp บนเชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines ทุกสายพันธุ์  จากนัน้น าแถบอนุรักษ์ขนาด
ดงักลา่วมาวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์พบว่าเป็นสว่น
หนึ่งของยีน hrpB ออกแบบไพร์เมอร์จ าเพาะส าหรับ
ตรวจสอบและจ าแนกชนิด X. axonopodis pv. glycines 
จากบริเวณ hrpB โดยเลือกต าแหน่งของล าดบันิวคลิโอ
ไทด์ที่มีความจ าเพาะสงูในแบคทีเรีย X. axonopodis pv. 
glycines ต่ างสายพันธุ์  คื อ  8ra (AF_499777), 
CFBP2526 (NZ_CM002268.1) และ CFBP7119 
(NZ_CM002264.1) เปรียบเทียบกบั X. campestris pv. 
campestris 8004 (NC_007086), X. oryzae pv. oryzae 
PX099A (NC_010712), X. axonopodis pv. citri 306 
(NC_003919.1), X. axonopodis pv. phaseoli NCPPB 

1713 (JWTD02000065.1) และ Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica SCRI1043 ซึ่งมีข้อมูลรายงาน 
(complete genome) ในฐานข้อมลู GenBank คดัเลือก
บริเวณจ าเพาะโดยการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ด้วยวิธี clustalW2 multiple alignment เพื่อหาต าแหน่งที่
เป็นบริเวณอนรัุกษ์ของเชือ้ X. axonopodis pv. glycines 
โดยสามารถก าหนดล าดับนิวคลิโอไทด์ไพรเมอร์ที่
ออกแบบได้ คือ XagF: 5’ATGGATGCCACCGCACAG3’ 
เ ป็ น  forward primer แ ล ะ  XagR: 
5’GCGTCGAACCGCACATC3’ เป็น reward primer ซึ่ง
ชิน้ดีเอ็นเอเป้าหมายมีขนาดเท่ากับ 788 bp น าเชือ้ที่มี
แนวโน้มเป็น X. axonopodis pv. glycines จาก
การศึกษาในข้อ 1 มาท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
เป้าหมายด้วยเทคนิค PCR โดยเปรียบเทียบกบัแบคทีเรีย
ในกลุ่มใกล้เคียงและต่างกลุ่มเพื่อยืนยันความจ าเพาะ
เจาะจงของไพรเมอร์ ได้แก่ X. campestris pv. 
campestris 8004, X. campestris pv. campestris 
2015, X. oryzae pv. oryzae S345, X. oryzae pv. 
oryzae S225, X. axonopodis pv. citri 11, X. 
axonopodis pv. citri 12, X. axonopodis pv. phaseoli 
P5, X. axonopodis pv. phaseoli P21, Erwinia 
carotovora subsp. carotovora E15  และ Acidovorax 
avenae subsp. avenae A6 โดย PCR mixer ปริมาตร
รวม 25 ไมโครลิตร (ประกอบด้วยโคโลนีของแบคทีเรียที่
ต้องการตรวจสอบ 1 ไมโครลิตร, sterile water 15 
ไมโครลิตร, 10X Taq buffer 2 ไมโครลิตร, 2.5 µM dNTPs 
2 ไมโครลิตร, 25 mMMgCl2 2.5 ไมโครลิตร, Taq DNA - 
polymerase 0.5 ไมโครลิตร, 10 µM primer mix 2 
ไมโครลิตร) ก าหนดรอบปฏิกิริยา PCR  30 รอบ โดย
ก าหนดอุณหภูมิและเวลาในขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็น
เอ คือ denaturation temperature 94 องศาเซลเซียส          
5 นาที, annealing temperature 52 องศาเซลเซียส 1 
นาที, extension temperature 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
และ final extension temperature สดุท้าย 72  องศา
เซลเซียส 5 นาที น า PCR product  ที่ได้ไปตรวจสอบการ
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอเป้าหมาย (ขนาด 788 bp) ด้วย 
gel electrophoresis  โดยใช้ 1%  agarose gel  ย้อม gel 
ด้วย ethidium bromide ตรวจสอบด้วย UV illumination 

วารสารเกษตร 34(1): 77 - 87 (2561) 



 

 81 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 

1. สายพันธ์ุแบคทีเรีย การจ าแนกเชือ้ และการ
พิสูจน์โรค 

การทดลองในครั ง้นี ใ้ ช้แบคที เ รีย  X. 
axonopodis pv. glycines จ านวน 171 สายพนัธุ์  ใน
การศึกษาโดยเป็นแบคทีเรียที่แยกได้ใหม่จากตวัอย่างใบ
ถัว่เหลืองฝักสดที่เก็บจากพืน้ท่ีผลิตที่ส าคญัของประเทศ
ไทยทางภาคเหนือตอนบน จ านวน 169 สายพันธุ์ ซึ่ง
ประกอบด้วย จังหวัดเชียงรายจ านวน 41 สายพันธุ์ 
เชียงใหมจ่ านวน 53 สายพนัธุ์ ล าพนูจ านวน 49 สายพนัธุ์ 
และล าปางจ านวน  26 สายพนัธุ์ และจากการเก็บรวบรวม
ไว้ก่อนหน้าในห้องปฏิบตัิการ ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ จ านวน 2 สายพนัธุ์ (Xag12-2 
และ KU-P-SW005) และเมื่อน ามาทดสอบการเกิดโรค
ตามการพิสจูน์โรคของ Koch’s postulation เพื่อยืนยนั
การเป็นเชือ้สาเหตโุรค พบว่าเชือ้ทกุสายพนัธุ์สามารถก่อ
โรคบนถัว่เหลืองพนัธุ์ สจ.5 ซึ่งจดัเป็นพนัธุ์อ่อนแอต่อโรค
ใบจดุนนูได้ 
 
2. การทดสอบความรุนแรงในการก่อโรคบนถั่ว
เหลืองในสภาพเรือนทดลอง 

เมื่อทดสอบความรุนแรงในการก่อให้เกิดโรคของ 
X. axonopodis pv. glycines ทัง้ 171 สายพนัธุ์ บนถั่ว
เหลืองพนัธุ์ Williams 82, Spencer, PI520733 และ สจ.5 
นัน้ สามารถจัดกลุ่มเชือ้ออกเป็น 4 ฟีโนไทป์ ได้แก่ ฟีโน
ไทป์ A, B, C, และ D (ตารางที่ 1) โดยฟีโนไทป์ D มี
จ านวนประชากรเชือ้สูงที่สดุเท่ากับ 107 สายพนัธุ์  (คิด
เป็น 62.57 เปอร์เซนต์ของประชากรเชือ้ทัง้หมด) ซึ่งเชือ้ทกุ
สายพนัธุ์ใน ฟีโนไทป์ D จัดอยู่ใน race 2 เนื่องจากเป็น
เชือ้สายพนัธุ์รุนแรงและสามารถก่อโรครุนแรงบนถัว่เหลือง
ทุกสายพันธุ์ที่ใช้ทดสอบ รองลงมาคือฟีโนไทป์ C มี
จ านวนประชากรเชือ้เท่ากบั 34 สายพนัธุ์ (คิดเป็น 19.89 
เปอร์เซนต์ของประชากรเชือ้ทัง้หมด) โดยเชือ้ทกุสายพนัธุ์
บนฟีโนไทป์ C จัดอยู่ใน race 3 ซึ่งก่อโรคเฉพาะบนถั่ว
เหลืองพนัธุ์อ่อนแอ (Spencer, PI520733, และ สจ.5) แต่
ไม่ก่อโรคบนถัว่เหลืองพนัธุ์ต้านทาน (William 82) สว่นฟี
โนไทป์ A และฟีโนไทป์ B มีจ านวนประชากรเชือ้เท่ากับ 

13 สายพนัธุ์ และ 17 สายพนัธุ์ (คิดเป็น 7.60 และ 9.94 
เปอร์เซนต์ของประชากรเชือ้ทัง้หมดตามล าดบั) โดยเชือ้ที่
จดัอยู่ในฟีโนไทป์  A และ B จดัอยู่ใน race 1 เนื่องจาก
สามารถก่อโรคบนถัว่เหลอืงพนัธุ์ สจ.5 ซึง่เป็นพนัธุ์อ่อนแอ
ตอ่โรคได้เพียงพนัธุ์เดียวเท่านัน้แต่เชือ้ที่จดัอยู่ในฟีโนไทป์ 
B ก่อโรคบนถัว่เหลอืงพนัธุ์ สจ.5 ได้รุนแรงกว่าเชือ้ที่จดัอยู่
ในฟีโนไทป์ A โดยข้อมูลที่ได้ สอดคล้องกับการศึกษา
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้ X. axonopodis 
pv. glycines ด้วยเทคนิค rep-PCR พบว่าเชือ้บางสาย
พนัธุ์ถกูจดัเป็นเชือ้ที่มีความรุนแรงในการก่อโรคต ่าแต่ถูก
จัดเป็นสายพันธุ์ รุนแรงเมื่อระยะเวลาผ่านไป (กุลชนา, 
2546; ดุสิต และคณะ, 2548) ซึ่งความผันแปรทาง
พนัธุกรรมของเชือ้สามารถปรับเปลี่ยนได้ โดยแบคทีเรีย
เ กิ ดการกลายพันธุ์ ในลักษณะของ  spontaneous 
mutation ซึ่งเป็นลกัษณะเฉพาะของแบคทีเรียแต่ละสาย
พันธุ์  ในสภาพธรรมชาติโดยลักษณะการกลายพันธุ์
ดงักลา่ว เชือ้สาเหตโุรคสามารถพฒันาและเข้าท าลายพืช
พนัธุ์ใหม่ที่อ่อนแอต่อเชือ้สาเหตโุรคดงักลา่วได้ ซึ่งเป็นสิ่ง
ส าคัญที่นักโรคพืชและปรับปรุงพันธุ์พืชต้องค านึงถึงใน
การปรับปรุงพืชพนัธุ์ใหม ่ๆ ให้มีลกัษณะแตกต่างจากเดิม
โดยอาจส่งผลให้เชือ้สาเหตุโรคที่เดิมเป็นสายพันธุ์ที่ไม่
ก่อให้เกิดโรคหรือก่อให้เกิดโรคเพียงเล็กน้อยแต่ผันแปร
ก่อให้เกิดการระบาดอย่างรุนแรง (Mhedbi-Hajri et al., 
2011; Tervor, 1988) 

 
3. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม โดย
เทคนิค BOX-PCR  

การวิเคราะห์ลายพิมพ์ DNA ด้วยไพร์เมอร์ 
BOX สามารถแบ่งกลุม่เชือ้ X. axonopodis pv. glycines 
ออกเป็น 2 กลุม่ที่ค่า similarity coefficient เท่ากบั 0.55 
ได้อย่างชดัเจนคือ กลุม่ 1 และกลุม่ 2 (ภาพที่ 1) โดยกลุม่ 
1 ประกอบด้วยเชือ้สายพนัธุ์อ่อนแอ 30 สายพนัธุ์ (คิดเป็น 
17.54 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชือ้ทัง้หมด) ซึ่งเชือ้ทกุสาย
พนัธุ์ในกลุม่ 1 คือ race 1 โดยเป็นเชือ้ที่จดัอยู่ในฟีโนไทป์  
A และ B เนื่องจากไม่เกิดโรคบนถั่วเหลืองทุกสายพนัธุ์
ทดสอบทัง้พนัธุ์ต้านทาน (Williams 82) และพนัธุ์อ่อนแอ 
(Spencer และ PI520733) แต่สามารถเกิดโรคบนถั่ว
เหลอืงพนัธุ์ สจ.5 เพียงพนัธุ์เดียวเทา่นัน้ ซึง่เป็นพนัธุ์ที่ เหลืองพันธุ์  สจ.5 เพียงพันธุ์เดียวเท่านัน้ ซึ่งเป็นพันธุ์ที่         
. 

ความหลากหลายของเชือ้ Xanthomonas axonopodis pv. glycines  
สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองและการพัฒนาไพร์เมอร์จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจสอบ 
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แยกเชือ้สาเหตโุรคได้ สว่นกลุม่ 2 ประกอบด้วยเชือ้จ านวน 
141 สายพนัธุ์ (คิดเป็น 82.46 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชือ้
ทัง้หมด) นอกจากนีท้ี่ค่า similarity coefficient เท่ากับ 
0.61 ยงัแบ่งประชากรเชือ้ในกลุม่ 2 ออกเป็น 2 กลุม่ย่อย 
คือ กลุม่ 2A และ 2B โดยกลุม่ 2A ประกอบด้วยประชากร
เชือ้ 34 สายพันธุ์  ส่วนใหญ่เป็นเชือ้สายพันธุ์ ค่อนข้าง
รุนแรง (คิดเป็น 24.11 เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชือ้ในกลุม่ 
2) ซึ่งเชือ้ทกุสายพนัธุ์ในกลุ่ม 2A คือ race 3 โดยจดัอยู่
ในฟีโนไทป์  C เนื่องจากไม่เกิดโรคบนถั่วเหลืองพันธุ์
ต้านทาน (Williams 82) แต่เกิดโรคบนถั่วเหลืองพันธุ์
อ่อนแอทุกสายพนัธุ์ทดสอบ (Spencer, PI520733 และ 
สจ.5) สว่นกลุม่ 2B ประกอบด้วยประชากรเชือ้ 107 สาย
พนัธุ์ ซึ่งสว่นใหญ่เป็นเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง (คิดเป็น 75.89 
เปอร์เซ็นต์ของประชากรเชือ้ในกลุ่ม 2) โดยเชือ้ทุกสาย
พันธุ์ในกลุ่ม 2B คือ race 2 จัดอยู่ในฟีโนไทป์  D 
เนื่องจากสามารถก่อโรคได้ทัง้บนถัว่เหลืองพนัธุ์ต้านทาน 
(Williams 82) และพนัธุ์อ่อนแอ (Spencer, PI520733 
และ สจ.5)  เมื่อวิเคราะห์ dendrogram ความสมัพนัธ์ทาง
พันธุ กรรมของกลุ่ม เ ชื อ้ เ ป้ าหมายโดย BOX-PCR 
เปรียบเทียบกบัการก่อให้เกิดโรคกบัถัว่เหลืองเฉพาะพนัธุ์ 
สจ.5 (ตารางที่ 2) ผลการทดลองพบว่าลกัษณะลายพิมพ์ 
DNA ของเชือ้ในกลุม่ 1 ประชากรเชือ้ทัง้หมดในกลุม่เป็น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เชือ้ที่มีระดับความรุนแรงในการก่อโรคต ่า (เฉลี่ยความ
รุนแรงของโรค 34.7 เปอร์เช็นต์) ซึ่งเป็นเชือ้ในฟีโนไทป์ A 
และ B สว่นกลุม่ 2 ประกอบด้วยประชากรเชือ้ที่มีระดบั
ความรุนแรงในการก่อโรคสงู โดยประชากรเชือ้กลุ่ม 2A 
สามารถก่อโรคได้รุนแรงเฉลี่ย 57.89 เปอร์เช็นต์ ซึ่งเป็น
เชือ้ในฟีโนไทป์ C ทัง้หมด และกลุม่ 2B สามารถก่อโรคได้
รุนแรงเฉลี่ย 89.67 เปอร์เช็นต์ซึ่งเป็นเชือ้ในฟีโนไทป์ D 
ทัง้หมด พบว่าการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของเชือ้ X. axonopodis pv. glycines ด้วยไพรเมอร์ BOX 
สามารถแบ่งเชือ้สายพนัธุ์ รุนแรงและสายพนัธุ์อ่อนแอได้
อยา่งชดัเจนเนื่องจากไพรเมอร์ BOX แสดงลายพิมพ์ดีเอ็น
เอที่แตกต่างกันชัดเจนระหว่างเชือ้สายพันธุ์อ่อนแอและ
สายพันธุ์ รุนแรง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของกุลชนา 
(2546) ที่น าเทคนิค rep-PCR มาตรวจสอบความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของเชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines ได้อย่างมีประสิทธิภาพ  และเป็นที่น่าสนใจยิ่ง
เนื่องจากพบแถบดีเอ็นเอขนาด 650 bp ตามรายงานของ
กุลชนา (2546)  จากเชือ้ X. axonopodis pv. glycines ที่
แยกได้ใหม่จ านวน 169 สายพันธุ์ ไม่ว่าจะเป็นเชือ้ที่
รวบรวมมาจากแหล่งพืน้ที่หรือพันธุ์ถั่วเหลืองใดก็ตาม 
และจากการเก็บรวบรวมไว้ก่อนหน้าในห้องปฏิบัติการ 
ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  

Table 1. Phenotype differentiation in X. axonopodis pv. glycines strains with an extend rang of 
differential soybean cultivars 

Phenotype1 Bacterial strains2 
Soybean cultivars 

Total strains 
Williams82 Spencer PI529733 SJ.5 

A 102/104/107/139/141/143/144/150/151/153/154/155/159/  - - - + 13 
B 4/95/98/99/109/112/114/116/118/124/127/128/130/133/ 135/ 

136/No.4 - - - ++ 17 
C 7/8/15/24/38/55/56/79/94/97/103/106/110/111/115/117/  

119/120/122/123/125/126/129/131/132/137/138/140/142/  
156/158/163/167/KU-P-W005  - + ++ ++ 34 

D 2/3/5/6/9/10/11/12/13/14/16/17/18/19/ 20/21/ 22/23/ 25/ 26/27/  
28/29/30/ 31/32/33/34/35/36/37/39/40/41/42/43/44/45/46/47/48/ 
49/50/51/52/53/54/57/58/59/60/6162/63/64/65/66/67/68/64/69/70/ 
71/72/73/74/75/76/77/78/80/ 81/82/ 83/84/ 85/ 86/87/ 88/ 89/90/91/ 
92/93/96/100/101/ 105/108/113/ 121/ 134/145/146/147/148/149/  
152/157/160/161/162/164/165/166/168/Xag12-2 ++ ++++ ++++ ++++ 107 

1 + = compatible (disease severity between 1.0-25.0 %),  ++ = compatible (disease severity between 26.0-50.0 %), +++ = compatible (disease severity between 51.0-75.0 %), 
++++ = compatible (disease severity between 76.0-100.0 %) and  – = incompatible (no disease symptom) 
2 Code of bacterial Isolate 

DNA ของเชือ้ในกลุม่ 1 ประชากรเชือ้ทัง้หมดในกลุม่เป็น         
. 

ภาควิชาโรคพืช คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์           
. 
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Figure 1. Dendrogram of DNA fingerprinting of 171 strains of X. axonopodis pv. glycines were identified 
by repetitive sequence-based  (rep-PCR) with BOX primer using program NTSYSpc2.1 for 
analyzed 

ความหลากหลายของเชือ้ Xanthomonas axonopodis pv. glycines  
สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองและการพัฒนาไพร์เมอร์จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจสอบ 
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จ านวน 2 สายพนัธุ์  คณะผู้วิจยัจึงน าแถบดีเอเอ็นขนาด 
650 bp ส่ง sequencing เพื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์ที่
ได้มาเปรียบเทียบในฐานข้อมูล GenBank  ว่าเป็นยีน
อะไร จากนัน้คัดเลือกบริเวณจ าเพาะซึ่งด าเนินการโดย
การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ ด้วยวิธี clustalW2 
multiple alignment เพื่อหาต าแหน่งที่เป็นบริเวณอนรัุกษ์
เฉพาะของ X. axonopodis pv. glycines เพื่อพฒันาเป็น
ไพร์เมอร์จ าเพาะที่ใช้ในการตรวจสอบ X. axonopodis 
pv. glycines โดยจะเป็นวิธีการในการจ าแนกสายพนัธุ์
เชือ้ X. axonopodis pv. glycines ออกจากเชือ้สายพนัธุ์
เปรียบเทียบในกลุม่ Xanthomonads ได้อย่างรวดเร็ว ซึ่ง
แต่เดิมการจ าแนกเชือ้นีป้ระสบปัญหาในเร่ืองต้องใช้
เวลานาน แม้จะมีการค้นพบอาหารกึ่งเลือกเฉพาะแล้วก็
ตาม (ขนิษฐา 2532; Wydra et al., 2004) 

 
4. ไพรเมอร์ที่จ าเพาะเจาะจงกับเชือ้ X. axonopodis 
pv. glycines บริเวณ hrpB 

Kim et al. (2003) รายงานเก่ียวกบั hrp cluster 
ของเชือ้ X. axonopodis pv. glycines ซึ่งประกอบไปด้วย 
hrpA, hrpB, hrpD, hrpC, hrpE, hrpF โดยพบว่า hrpB 
ส าคญัในการก่อโรคและเมื่อศึกษา hrp cluster ของเชือ้ใน
กลุม่ Xanthomonads ซึ่งประกอบไปด้วย X. axonopodis 
pv. glycines, X. axonopodis pv. citri, X. campestris 
pv. campestris, X. campestris pv. vesicatoria และ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

X. oryzae pv. oryzae พบวา่บริเวณ promoter ของ hrpB 
ของเชือ้แต่ละสายพันธุ์มีการเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่
แตกต่างกัน จึงน าข้อมูลที่ ได้มาออกแบบไพรเมอร์ 
(specific primer) ท่ีมีความจ าเพาะ เพื่อใช้ตรวจสอบ X. 
axonopodis pv. glycines โดยออกแบบจากล าดบันิวคลี
โอไทด์ของยีนบริเวณ prompter ของ hrpB ของเชือ้
แบคทีเรียสาเหตโุรคใบจุดนนูถัว่เหลืองทัง้ 3 สายพนัธุ์ คือ 
8ra (AF_499777), CFBP2526 (NZ_CM002268.1) และ 
CFBP7119 (NZ_CM002264.1) เปรียบเทียบกับยีน
บริเวณ promoter hrpB ของ  X. campestris pv. 
campestris 8004 (NC_007086), X. oryzae pv. oryzae 
PX099A (NC_010712), X. axonopodis pv. citri 306 
(NC_003919.1), X. axonopodis pv. phaseoli NCPPB 
1713 (JWTD02000065.1) และ Erwinia carotovora 
subsp. atroseptica SCRI1043 โดยสามารถก าหนด
ล าดับนิวคลิโอไทด์ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ คือ XagF: 
5’ATGGATGCCACCGCACAG3’ เป็น forward primer 
และ XagR: 5’GCGTCGAACCGCACATC3’ เป็น 
reward primer ผลการทดลองพบว่าเมื่อใช้ไพร์เมอร์
ดังกล่าวตรวจสอบ เฉพาะเชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines เท่านัน้ที่สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 788 
bp (Lanes ที่  1-13) ได้ (ภาพที่  2)  ส่วนเชือ้ X. 
campestris pv. campestris (Lanes ที่ 14-15), X. oyzae 
pv. oryzae (Lanes ที่ 16-17),  X. axonopodis pv. citri  

Table 2. Grouping of X. axonopodis pv. glycines strains based on BOX-PCR fingerprinting patterns. The 
patterns of PCR products was generated with BOX primer 

Group1 Bacterial strains2 
1 98/114/116/118/128/130/136/109/112/127/133/124/No.4/4/135/95/99/102/104/107/143/150/154/ 

139/141/153/155/159/151/144 
2A 7/94/106/156/138/125/111/117/110/38/103/142/163/115/56/119/131/97/24/55/167/158/137/129/ 

140/132/126/122/8/120/123/15/79 
2B 134/2/19/3/12/85/88/13/87/36/11/5/164/6/152/148/37/34/30/113/105/32/29/27/23/21/19/93/90/83/

81/18/16/40/35/165/121/31/28/25/149/108/33/22/20/47/14/91/92/82/80/17/161/43/147/26/162/ 
145/53/42/146/160/51/46/45/100/73/39/41/52/84/44/54/86/89/59/57/49/96/168/61/60/58/50/48/ 
166/10/63/74/157/62/64/77/101/71/69/67/65/75/72/ 
70/68/66/78/76 

Group 1 1= Weakly strains (30 strains), Group 2A = Moderately strains (34 strains), Group 2B = Virulent strains (107 strains) 
2= Code number of X. axonopodis pv. glycines 

pv. campestris, X. campestris pv. vesicatoria และ         
. 

pv. oryzae (Lanes ที่ 16-17),  X. axonopodis pv. citri         
. 
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(Lanes ที่ 18-19), X. axonopodis pv. phaseoli (Lanes 
ที่ 20-21), Erwinia carotovora subsp. carotovora E15 
(Lane ที่ 22) และ Acidovorax avenae subsp. avenae 
A6 (Lane ที่ 23) ไม่สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด
ดั ง ก ล่ า ว ไ ด้  แ สด ง ว่ า ไ พ ร เ ม อ ร์  XagF: 
5’ATGGATGCCACCGCACAG3’ แ ล ะ  XagR: 
5’GCGTCGAACCGCACATC3’ มีความเหมาะสมที่จะ
น าไปใช้ในการตรวจสอบเชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลืองได้อย่างถูกต้อง
และแม่นย า และจ าเพาะเจาะจง  โดยใช้เวลาในการ
ตรวจสอบด้วยวิธี PCR เพียง 3 ชัว่โมงซึ่งรวดเร็วกว่าวิธี
เดิมที่ใช้ในการตรวจสอบด้วยวิธี Koch's postulates ซึ่ง
ต้องใช้เวลาในการตรวจสอบอย่างน้อย 7 วนัจนกว่าพืชจะ
แสดงอาการ ซึง่ข้อมลูที่ได้จากการศกึษาวิจยัครัง้นีถื้อเป็น
รายงานแรกที่จ าแนกชนิดของเชือ้สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่ว
เหลืองที่ถูกต้อง และพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชือ้สาเหตุ
โรคใบจุดนูนถั่ ว เหลือง ด้วยไพรเมอร์จ า เพาะที่ มี
ประสทิธิภาพ 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

สรุป 
 

เมื่อน าเชือ้ X. axonopodis pv. glycines 
สาเหตุโรคใบจุดนูนถั่วเหลือง มาทดสอบความรุนแรงใน
การก่อโรคบนถั่วเหลืองต่างสายพันธุ์  (Williams 82, 
Spencer, PI520733 และ สจ.5) นัน้ สามารถจดักลุม่เชือ้
ออกเป็น 4 ฟีโนไทป์ตามระดบัความรุนแรงในการก่อโรค 
เมื่อท าการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ            
X. axonopodis pv. glycines ทัง้ 171 สายพนัธุ์  โดย
เทคนิค rep-PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ BOX พบว่าสามารถ
แบ่งเชือ้ออกเป็น 2 กลุม่โดยแยกระหว่างสายพนัธุ์อ่อนแอ 
(กลุม่ 1) และเชือ้สายพนัธุ์รุนแรง (กลุม่ 2A และ 2B) ได้
ชดัเจน เนื่องจากไพรเมอร์ BOX แสดงลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่
แตกต่างกันชัดเจนระหว่างเชือ้สายพันธุ์อ่อนแอและสาย
พนัธุ์รุนแรงจ านวน 4 แถบ นอกจากนีแ้ล้วยงัพบแถบดีเอ็น
เอขนาด 650 bpจากเชือ้ X. axonopodis pv. glycines 
ทัง้ 171 สายพนัธุ์ ไม่ว่าจะเป็นสายพนัธุ์ รุนแรงหรือสาย
พันธุ์ อ่อนแอ เมื่อน าแถบดี เอ็นเอขนาดดังกล่าวส่ง 
sequencing เพื่อหาล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่าแถบ
ดงักล่าวเป็นส่วนหนึ่งของยีน hrpB จึงน าข้อมูลที่ได้มา

Figure 2. The specific band of X. axonopodis pv. glycines designed from hrpB gene separated by 
electrophoresis on a 1.0% agarose gel. Lane M = 1 kb DNA Ladder, lanes 1-13 = X. axonopodis 
pv. glycines strains No.4, 12-2, KU-P-SW005, 35, 36, 37, 94, 98, 106, 114, 134, 162, and 166 
respectively, lane 14 = X. campestris pv. campestris 8004, lane 15 = X. campestris pv. campestris 
2015, lane 16 = X. oryzae pv. oryzae S345, lane 17 = X. oryzae pv. oryzae S225, lane 18 = X. 
axonopodis pv. citri 11, lane 19 = X. axonopodis pv. citri 12, lane 20 = X. axonopodis pv. phaseoli 
P5, lane 21 = X. axonopodis pv. phaseoli P21, lane 22 = Erwinia carotovora subsp. carotovora, 
and lane 23 =  Acidovorax avenae subsp. avenae 
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พัฒนาเป็นไพรเมอร์ ที่ จ า เพาะเจาะจงกับเ ชื อ้  X. 
axonopodis pv. glycines โดยออกแบบไพรเมอร์บริเวณ 
promoter ของ hrpB ของเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุด
นนูถั่วเหลืองทัง้ 3 สายพนัธุ์  คือ 8ra, CFBP2526 และ 
CFBP7119 เปรียบเทียบกับยีนบริเวณ hrpB ของ  X. 
campestris pv. campestris 8004 และ X. oryzae pv. 
oryzae PX099A ที่มีรายงานในฐานข้อมูล GenBank 
พบว่าไพรเมอร์ XagF: 5’ATGGATGCCACCGCACAG3’ 
และ XagR: 5’GCGTCGAACCGCACATC3’ สามารถ
ผลิตแถบดีเอ็นเอที่ขนาด 788 bp ได้อย่างถูกต้องและ
แม่นย า และจ าเพาะเจาะจงต่อเชือ้ X. axonopodis pv. 
glycines เท่านัน้ ข้อมูลที่ได้จากการศึกษาวิจัยครัง้นีถื้อ
เป็นรายงานแรกที่จ าแนกชนิดของเชือ้สาเหตโุรคใบจุดนนู
ถัว่เหลอืงที่ถกูต้อง 
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