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ABSTRACT
Bacterial leaf spot is an important disease of tomato and  pepper, and is a threat to 

seed industry in particular. Lately, Xanthomonas species causing bacterial leaf spot disease 
of tomato and pepper had been re-classified, using molecular techniques, into four species, 
namely X. euvesicatoria, X. gardneri, X. perforans, and X. vesicatoria. In this study we  
characterized bacterial pathogens of leaf spot disease of tomato and pepper in Thailand.   
A total of 38 isolates of disease causing bacteria were used in this study, 24 of which were 
obtained from Department of Agriculture’s Culture Collection Center. They were collected 
during 1987-2018 and already identified as X. vesicatoria. The other 14 isolates we  
collected from the fields in Khon Kaen and Chaiyaphum provinces in 2018. These bacterial 
isolates were identified as Xanthomonas sp. based on morphology, physiological and  
biochemical properties. The selected 18 isolates were further identified by using multilocus 
sequence analysis (MLSA) of gyrB, efp, dnaK and atpD genes and specific primer set of 
each species. As a result, two species were identified. Ten isolates from pepper were  
identified as X. euvesicatoria, and the other 7 from 8 isolates from tomato were X. perforans. 
However, PCR amplification from Bs-XpF/ Bs-XpR primers specific to X. perforans was  
no found. None of the isolates in this study were X. gardneri or X. vesicatoria. 

Keywords : Xanthomonas, bacterial leaf spot disease, tomato, pepper, multilocus sequence, 
housekeeping genes 
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บทคัดย่อ
โรคใบจุดมะเขือเทศและพริกที่เกิดจาก

เชื้อแบคทีเรีย เป็นโรคที่ส�ำคัญโดยเฉพาะกับ
อุตสาหกรรมเมล็ดพันธุ์มะเขือเทศและพริก เชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรค ได้แก่ เชื้อซานโทโมนาส  
(Genus Xanthomonas) 4 สปีชีส์ ที่จ�ำแนกออก
จากกนัด้วยเทคนคิชวีโมเลกลุ คอื Xanthomonas 
euvesicatoria, X. gardneri, X. perforans, และ 
X. vesicatoria วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้
เพือ่จ�ำแนกชนดิเชือ้ซานโทโมนาสสาเหตุโรคใบจุด
มะเขือเทศและพริก สายพันธุ ์ไทยจ�ำนวน 38  
ไอโซเลท โดย 24 ไอโซเลทเป็นเชื้อที่แยกได้
ระหว่างปี พ.ศ. 2530 - 2561 จากหน่วยเกบ็รกัษา
สายพันธุ์จุลินทรีย์ทางการเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร (DOA) ท่ีแยกเชื้อจากตัวอย่างในพื้นที ่
ภาคเหนือ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง  
และเชื้อแบคทีเรียซานโทโมนาสท่ีแยกได้อีก  
14 ไอโซเลท โดยจ�ำแนกตามลักษณะทางสัณฐาน
วิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมี จากนั้นคัดเลือกเชื้อ
จ�ำนวน 18 ไอโซเลท มาวิเคราะห์ชนิดด้วยเทคนิค
วิเคราะห์รหัสพันธุกรรมของยีนพื้นฐาน หรือ  
Multilocus sequence analysis (MLSA) โดย
ใช้ล�ำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน gyrB, efp, dnaK 
และ atpD มาเรียงต่อกัน ร่วมกับการตรวจสอบ
ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อเชือ้
ซานโทโมนาสสาเหตุโรคทั้ง 4 ชนิด ผลการศึกษา
สามารถจ�ำแนกชนดิเช้ือแบคทเีรยีสาเหตโุรคใบจดุ
ของมะเขือเทศที่พบในประเทศไทยได้ 2 ชนิด 
ได้แก่ X. euvesicatoria จ�ำนวน 10 ไอโซเลท  
ที่แยกมาจากพริก และเชื้อ X. perforans เกอืบ
ทัง้หมด จ�ำนวน 7 ใน 8 ไอโซเลท พบในมะเขอืเทศ  
แต่เชื้อ X. perforans ทกุไอโซเลททีแ่ยกได้นีไ้ม่มี
การสงัเคราะห์ดเีอน็เอเป้าหมายจากปฏิกริยิา PCR  
ที่ใช้คู่ไพรเมอร์ Bs-XpF/ Bs-XpR ที่จ�ำเพาะต่อ
เชื้อ X. perforans ทั้งนี้ไม่พบเชื้อ X. gardneri 
และ X. vesicatoria จากตัวอย่างที่น�ำมาศึกษา 

ค�ำส�ำคญั: เชือ้ซานโทโมนาส, โรคใบจดุ, มะเขอืเทศ, 
พรกิ, ล�ำดบันวิคลโีอไทด์หลายต�ำแหน่ง, ยนีพ้ืนฐาน

บทน�ำ
โรคใบจุดมะเขือเทศมีสาเหตุเกิดจากเชื้อ

แบคทเีรยีในกลุม่ซานโทโมนาสหลายชนิด (Genus 
Xanthomonas) โรคนีพ้บได้ในแหล่งปลกูมะเขอืเทศ 
และพริกทั่วโลก โดยเฉพาะในเขตสภาพอากาศ
ร้อนช้ืน เชื้อเข้าท�ำลายในพริกและมะเขือเทศ 
ท�ำให้เกิดอาการแผลจุดขนาดเล็กสีน�้ำตาล ช�้ำ  
ฉ�ำ่น�ำ้ทีใ่บ ล�ำต้นและผล จดุแผลมีสเีหลอืงล้อมรอบ  
ซึง่อาจเป็นจดุแผลตายขนาดเลก็เชือ่มต่อกันท�ำให้
เกิดลักษณะใบไหม้ และใบร่วงก่อนก�ำหนดได ้
ท�ำให้ผลผลิตลดลงทั้งในเชิงปริมาณและคุณภาพ 
และเมล็ดที่ปนเปื้อนเชื้อเป็นแหล่งที่จะท�ำให้เกิด
การแพร่ระบาดของโรคได้ (EPPO, 2013) เชื้อ
สาเหตุโรคนี้จัดเป็นศัตรูพืชควบคุม (Quarantine 
pest) ใน EPPO A2 list ของประเทศสหภาพยุโรป 
(EPPO, 2019) และหลายประเทศทั่วโลกรวมทั้ง
ประเทศไทย 

โรคใบจดุมะเขอืเทศทีเ่กดิจากเช้ือแบคทเีรยี 
พบครั้งแรกในปี ค.ศ. 1914 ที่แอฟริกาใต้ และ
จ�ำแนกเชื้อสาเหตุโรคเป็นเชื้อ Bacterium  
vesicatorium (Doidge, 1921) ต่อมามีการจัด
จ�ำแนกเชื้อนี้ใหม่ และเปลี่ยนชื่ออีกหลายครั้ง 
(Dye, 1966; Stall et al., 1994; Vauterin et al.,, 
1995; Jones et al., 2004) นอกจากนี้ยังพบ 
เชื้อแบคทีเรียที่ท�ำให้เกิดลักษณะจุดแผลบนผล
มะเขือเทศ รอบบริเวณแผลมีสีขาวและจ�ำแนกว่า
เป็นเชือ้ Pseudomonas gardneri (Sutic, 1957) 
และต่อมาได้มกีารจดัเชือ้ P. gardneri เข้าอยูใ่นกลุม่
ของเช้ือซานโทโมนาสด้วยลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาและชีวเคมี (Dye et al., 1966) Vauterin 
et al., (1995) ได้เสนอการจัดแบ่งกลุ ่มเช้ือ 
ซานโทโมนาสใหม่ โดยใช้คุณสมบัติการใช้แหล่ง
คาร์บอน และ DNA:DNA hybridization จัดแบ่ง
เชื้อเป็น 21 กลุ่มย่อย รวมทั้งชี้ให้เห็นว่าเชื้อ  
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria  
type A และ type B ซึง่มคีวามแตกต่างกนัใน
ปฏกิริยิาย่อยแป้ง (amylolytic) และการย่อยเพคตนิ  
(pectolytic) โดยเชือ้ X. campestris pv. vesicatoria  
type A มีความคล้ายคลึงของดีเอ็นเอกับเช้ือ 
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ในกลุ่ม X. axonopodis สูงถึง 77% จึงเสนอ
เปลี่ยนชื่อกลุ่ม type A เป็น X. axonopodis pv. 
vesicatoria ส่วนเชื้อ X. campestris pv.  
vesicatoria type B ดีเอ็นเอมีความคล้ายคลึงกับ
เชื้อ X. vesicatoria สูงถึง 99% จึงเสนอเปลี่ยน
ชือ่เป็น X. vesicatoria ต่อมา Jones et al.,, (2004)  
ได้ศึกษาจัดจ�ำแนกกลุ่มเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค 
ใบจุดพริกและมะเขือเทศใหม่ โดยอาศัยความ 
แตกต่างกันในการใช้แหล่งคาร์บอน (Metabolic  
profiles) และการทดสอบ DNA:DNA hybridization  
แล้วจ�ำแนกเชือ้เป็น 4 ชนดิ ได้แก่ X. euvesicatoria  
(Xe), X. perforans (Xp) (กลุ่ม type A เดิม)  
X. vesicatoria (Xv) และ X. gardneri (Xg)  
โดยเชื้อทั้ง 4 ชนิด มีความสัมพันธ์ของ DNA 
hybridization ระหว่างชนิดที่ต�่ำกว่า 70% 

ในประเทศไทยเคยมีรายงานถึงการพบ
และจ�ำแนกเชื้อสาเหตุโรคใบจุดของมะเขือเทศ
และพริกว่าเกิดจากเชื้อ X. campestris pv.  
vesicatoria (บงกชไพร, 2537; วัลลา, 2539)  
จึงมีความจ�ำเป็นต้องจ�ำแนกเช้ือให้เป็นปัจจุบัน
ด้วยการใช้คุณสมบัติด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล  
เพื่อสนับสนุนมาตรการกักพืชส�ำหรับการค้า
ระหว่างประเทศ การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์ที่
จะจ�ำแนกชนดิเชือ้แบคทเีรยีซานโทโมนาสสาเหตุ
โรคใบจุดมะเขือเทศและพริกท่ีพบในประเทศไทย 
โดยใช้อนุกรมวิธานแบบโพลีฟาสิก (Polyphasic 
taxonomy) รวมถึงวิเคราะห์เปรียบเทียบล�ำดับ 
นิวคลี โอไทด ์หลายต�ำแหน ่ง (Mult i locus  
Sequence Analysis; MLST) ของยีนพื้นฐาน 
(housekeeping gene) 

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	 เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคที่ใช้ในการศึกษา

ใช้เชื้อแบคทีเรีย X. campestris pv. 
vesicatoria จ�ำนวน 24 ไอโซเลท ทีแ่ยกเชือ้ได้
ระหว่างปี พ.ศ. 2530-2561 ท่ีได้รบัความอนเุคราะห์ 
จากหน่วยเก็บรกัษาสายพนัธุจ์ลิุนทรย์ีทางการเกษตร  
ส�ำนกัวจัิยพัฒนาการอารกัขาพืช กรมวิชาการเกษตร  

(DOA) และเชื้อแบคทีเรีย 14 ไอโซเลททีแ่ยกได้
จากตวัอย่างมะเขอืเทศ (Solanum lycopersicum)  
และพริก (Capsicum annuum) ที่แสดงอาการ
ใบจดุ โดยเกบ็ตวัอย่างจาก จ.ขอนแก่น และ จ.ชยัภมู ิ 
ในปีพ.ศ. 2561 ท�ำการแยกเชื้อโดยตัดชิ้นส่วนพืช
ตรงบรเิวณทีเ่ป็นรอยต่อระหว่างส่วนทีเ่ป็นแผลจดุ
กับส่วนที่ปกติ ใส่ลงในหลอดทีม่นี�ำ้กลัน่นึง่ฆ่าเชือ้
ปรมิาตร 500 ไมโครลติร บดชิน้ส่วนพชืด้วยแท่งแก้ว  
จากนัน้ ใช้ลปูทีผ่่านการฆ่าเชือ้แตะน�ำ้บดพชืน�ำมา 
cross streak ลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ nutrient 
agar (NA) บ่มเชื้อที่อุณหภูมิ 30oซ เป็นเวลา  
24-48 ชม. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะ 
โคโลนีสีเหลือง กลมใส ที่คล้ายเชื้อซานโทโมนาส 
น�ำมา cross streak บนอาหาร NA ท�ำซ�้ำอีก  
2-3 ครัง้ จนได้เชือ้แบคทเีรยีบรสิทุธิ ์(วชิยั, 2549)

2.	การทดสอบความสามารถในการก่อโรค
ทดสอบความสามารถในการก่อโรคของ

เชือ้แบคทเีรยีทีน่�ำมาศกึษา โดยเลีย้งเชือ้บนอาหาร 
(NA) บ่มทีอ่ณุหภมู ิ 30oซ เป็นเวลา 24-48 ชม.  
จากนั้น น�ำเชื้อมาเตรียมเซลล์แขวนลอยโดยผสม
กบัน�ำ้กลัน่ให้มคีวามเข้มข้น 107 CFU/ml ปลกูเชือ้
ลงบนพชืทดสอบ 2 ชนดิ ได้แก่ มะเขอืเทศราชนิ ี 
(S. lycopersicum ‘Cherry154’) และพรกิมันบางช้าง  
(C. annuum ‘Bang chang’) อายปุระมาณ 1 เดอืน  
ที่โรยผงคาร์บอรันดัมเล็กน้อยบนใบพืช โดย 
ใช้ไม้ก้านส�ำลีที่ผ่านการฆ่าเชื้อจุ ่มลงในเซลล์
แขวนลอยของเชื้อ ทาลงไปที่ด ้านบนใบของ 
มะเขอืเทศและพรกิ หลงัจากน้ันประมาณ 2-3 นาที  
ล้างผงคาร์บอรนัดมัออกจากใบพชืด้วยน�ำ้ คลมุต้นพชื
ด้วยถงุพลาสติกในช่วงเย็นถงึเช้า เป็นเวลา 2 วนั  
ท�ำการตรวจสอบอาการทีเ่กดิขึน้หลงัจากการปลกู
เชื้อเป็นระยะ ๆ เป็นเวลา 21 วัน เปรียบเทียบ 
กับต้นที่ปลูกเชื้อด้วยน�้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ แยกเช้ือ
แบคทีเรียจากใบที่ปลูกเชื้อตามขั้นตอนการแยก
เชื้อข้างต้น และตรวจสอบลักษณะโคโลนีที่เจริญ
บนอาหาร NA (EPPO, 2013)
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3.	 การศกึษาคุณสมบตัทิางสณัฐานวทิยา สรรีวทิยา  
และชีวเคมี 

ท�ำการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA 
ที่อุณหภูมิ 30oซ. เป็นเวลา 2 วัน และน�ำมาใช้
ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของเซลล์ การติด
สีแกรม การเจริญบนอาหาร yeast dextrose 
calcium carbonate (YDC) การสร้างรงควัตถุ 
xanthomonadin รวมไปถึงคุณสมบัติทาง
สรรีวิทยาและชวีเคมบีางประการ ได้แก่ การสร้าง
เอนไซม์ urease การสร้างเอนไซม์ catalase การ
เจริญบนอาหารที่มี 5% NaCl และการรีดิวซ์ไน
เตรท ตามวิธีการของ Schaad et al., (2001)

4.	การจ�ำแนกชนิดแบคทีเ รียด ้วยเทคนิค  
Polymerase chain reaction (PCR)

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร NA ที่
อณุหภูม ิ30oซ. เป็นเวลา 2 วนั น�ำเช้ือทีไ่ด้มาสกดั 
ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดส�ำเร็จรูป PrestoTM Mini 
gDNA Bacteria Kit (Geneaid, Taiwan) และ
เจือจางความเข้มข้นดีเอ็นเอให้ได้ 1 ng/µ l น�ำมา
ใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในการท�ำปฏิกิริยา PCR 
ปริมาตร 1 µ l โดยใช้ส่วนผสมและขั้นตอนการท�ำ
ปฏิกิริยาตามรายงานของ Koenraadt et al., 
(2009) และใช้ไพรเมอร์ทีจ่�ำเพาะต่อชนดิของเชือ้
แบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดในมะเขือเทศและพริก
ทั้ง 4 ชนิด ด้วยคู่ไพรเมอร์ Bs-XvF/ Bs-XvR, 
Bs-XeF/ Bs-XeR, Bs-XgF/ Bs-XgR และ  
Bs-XpF/ Bs-XpR (Koenraadt et al., 2009) 
ตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วยใช้ 1.5% agarose 
gel electrophoresis ใน 0.5 x TBE buffer  
ท่ีความต่างศกัย์คงที ่100 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที 
ย้อมเจลด้วยสารละลาย ethidium bromide และ
ตรวจสอบแถบดเีอน็เอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 
ในการทดลองนี้ใช้ดีเอ็นเอควบคุมเป็น genomic 
DNA (gDNA) ของเชื้ออ้างอิง (Type strain) 
แต่ละชนิดที่น�ำเข้าจากสถาบัน The National 
Collection of Plant Pathogenic Bacteria 
(NCPPB) ประเทศสหราชอาณาจักร

5.	การจ�ำแนกชนิดแบคทีเ รียด ้วยเทคนิค  
Multilocus sequence analysis

น�ำดีเอ็นเอของเชื้อมาเป็นต้นแบบเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนของยีน ATP synthase 
subunit beta (atpD), chaperone protein dnaK 
(dnaK), DNA gyrase subunit (gyrB) และ 
elongation factor (efp) ด้วยเทคนิค PCR โดย
ใช้ไพรเมอร์จ�ำเพาะของแต่ละยีน เติมส่วนผสม
ของปฏิกิริยา และใช้ขั้นตอนการท�ำปฏิกิริยาตาม
ที่รายงานโดย Roach et al., (2018) สกัดแถบ
ดีเอ็นเอผลผลิตจากเจลและท�ำให้บริสุทธิ์ด้วยชุด
สกัดส�ำเร็จรูป GenepHlowTM Gel/PCR Kit 
(Geneaid, Taiwan) แล้วส่งวเิคราะห์ล�ำดบันวิคลี
โอไทด์ (บริษัท Axil Scientific Pte Ltd. ประเทศ
มาเลเซีย)

น�ำล�ำดับนิวคลีไทด์ของยีนทั้ง 4 ยีน  
มาเรียงต่อกันตามล�ำดับ ดังนี้ gyrB (654 bp),  
efp (300 bp), dnaK (621 bp) และ atpD  
(676 bp) จากนั้น เปรียบเทียบกับข้อมูลล�ำดับ 
นวิคลโีอไทด์ของเชือ้สาเหตุโรคใบจดุของพรกิและ
มะเขือเทศที่เป็นเชื้ออ้างอิง (Type strain) ได้แก่ 
X. euvesicatria, X. vesicatoria, X. perforans 
และ X. gardneri และเชือ้สายพนัธุอ์ืน่ ๆ  จากฐาน
ข้อมูล GenBank (Roach et al., 2018; Hamza 
et al., 2010) โดยการน�ำมาจัดเรียงด้วยวิธีการ 
Muscle ด้วยโปรแกรม MEGA 7 (Kumar et al., 
2016) น�ำข้อมูลที่จัดเรียงแล้วมาวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการด้วยโปรแกรม MrBayes 
ver. 3.2.7a (Window version) (Huelsenbeck 
and Ronquist, 2001) ค�ำนวณตามวธิ ีLikelihood 
จ�ำนวน substitution แบบ GTR rates=gamma 
จ�ำนวนการวิเคราะห์ 1,100,000 คร้ัง จ�ำนวน 
burn-in 100,000 ครั้ง nchains=4, nruns=2 
(Roach et al., 2018) และแสดงภาพ Dendrogram  
ด้วยโปรแกรม FigTree ver. 1.4.4 (Rambaut, 
2016)
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ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	 เชื้อแบคทีเรียและการทดสอบความสามารถ
ในการก่อโรค

จากตัวอย ่างมะเขือเทศและพริกใน 
จ.ขอนแก่น และ จ.ชยัภมู ิทีแ่สดงอาการโรคใบจดุ 
สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะคล้ายกับ
เชื้อซานโทโมนาสได้จ�ำนวน 14 ไอโซเลท น�ำมา
ทดสอบการก่อโรค พร้อมกับเชื้อซานโทโมนาส
จ�ำนวน 24 ไอโซเลท ที่ได้รับความอนุเคราะห์จาก
กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กรมวิชาการเกษตร ซึ่งแยก
ได้จากมะเขือเทศและพริกในพื้นที่ภาคเหนือ  

ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง (Table 1)  
พบว่า เชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทที่ทดสอบท�ำให้
เกิดโรคกับมะเขือเทศและพริก สามารถแยกเชื้อ
ได้จากต้นพืชทดสอบที่เป็นโรค และมีลักษณะ 
โคโลนีเหมือนกับไอโซเลทตั้งต้น ที่น�ำมาใช้ในการ
ปลกูเชือ้ เชือ้จ�ำนวน 25 ไอโซเลท ท�ำให้เกดิอาการ
ใบจุดได้กับทั้งมะเขือเทศและพริก (Figure 1)  
เชือ้อกี 12 ไอโซเลท เกดิโรคได้เฉพาะกบัมะเขอืเทศ  
และมีเชือ้ 1 ไอโซเลท ที่แยกได้จากพริก สูญเสีย
ความสามารถในการก่อโรคใบจุดกับทั้งพริกและ
มะเขือเทศ

Figure 1	 Symptoms of bacterial leaf spot of tomato (A, C, E) and chilli (B, D, F) at 21 days 
post inoculation. A and B samples from naturally infected plants; C and D samples from 
artificial inoculation with Xanthomonas perforans; E and F samples from artificial inoculation 
with Xanthomonas euvesicatoria 

ไอโซเลท ที่ได้รับความอนุเคราะหจ์ากกลุ่มงานบักเตรีวิทยา 
กรมวิชาการเกษตร ซึ่งแยกได้จากมะเขือเทศและพริกในพื้นที่ภาคเหนือ 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง (Table 1) 
พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทที่ทดสอบทําให้เกิดโรคกับมะเขือเทศและพริก 
สามารถแยกเชื้อไดจ้ากต้นพืชทดสอบที่เป็นโรค 
และมีลักษณะโคโลนเีหมือนกับไอโซเลทตั้งต้น ที่นํามาใชใ้นการปลูกเชื้อ 
เชื้อจํานวน 25 ไอโซเลท  ทําให้เกิดอาการใบจุดไดก้ับทั้งมะเขือเทศและพริก 
เชื้ออีก 12 ไอโซเลทเกิดโรคได้เฉพาะกับมะเขือเทศ และมเีชื้อ 1 
ไอโซเลทที่แยกได้จากพริกสูญเสียความสามารถในการก่อโรคใบจุดกับทั้งพริ
กและมะเขือเทศ 
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Table 1 Bacterial isolates used in this study and their characteristics

Isolate Host1 Province Year 
isolated

Gram 
stain2 UreaseCatalase 5%

NaCl Pigment Nitrate 
Pathogenicity 

test PCR2 MLST3

To1 P1

XCVKKT-1 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVKKT-2 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVKKT-3 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVKKT-4 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVKKT-5 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVKKC-1 P Khon Kaen 2018 - - + - + - + + Xe ND
XCVKKC-2 P Khon Kaen 2018 - - + - + - + + Xe ND
XCVKKC-3 P Khon Kaen 2018 - - + - + - + + Xe ND
XCVKKC-4 P Khon Kaen 2018 - - + - + - + + Xe Xe
XCVKKC-5 P Khon Kaen 2018 - - + - + - + + Xe ND
XCVKKT-29 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 Xp
XCVKKT-31 To Khon Kaen 2018 - - + - + - + - 0 ND
XCVCPC-43 P Chaiyaphum 2018 - - + - + - + + Xe ND
XCVCPC-51 P Chaiyaphum 2018 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-691 To Sakon Nakhon 1987 - - + - + - + - 0 ND
DOA-1642 To Nakhon Ratchasima 2003 - - + - + - + - 0 Xp
DOA-1643 To Saraburi 2003 - - + - + - + - 0 Xp
DOA-1663 To Saraburi 2003 - - + - + - + + 0 ND
DOA-1664 To Saraburi 2003 - - + - + - + + 0 Xp
DOA-1668 P Tak 2003 - - + - + - - - 0 ND
DOA-1692 P Bangkok 2003 - - + - + - + + 0 Xp
DOA-1721 P Tak 2004 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-1725 P Phichit 2004 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-1726 P Lampang 2004 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-1728 To Kanchanaburi 2004 - - + - + - + - 0 Xp
DOA-1729 To Kanchanaburi 2004 - - + - + - + - 0 Xp
DOA-1793 P Buri Ram 2004 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-2028 To Khon Kaen 2008 - - + - + - + + 0 ND
DOA-2030 To Khon Kaen 2008 - - + - + - + + 0 ND
DOA-2033 To Khon Kaen 2008 - - + - + - + + 0 ND
DOA-2034 To Khon Kaen 2008 - - + - + - + + 0 Xp
DOA-2036 P Sa Kaeo 2008 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-2225 P Si Sa Ket 2012 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-2983 P Loei 2018 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-2985 P Loei 2018 - - + - + - + + Xe Xe
DOA-2987 P Chaiyaphum 2018 - - + - + - + + Xe ND
DOA-2989 P Chaiyaphum 2018 - - + - + - + + Xe ND
DOA-2990 P Chaiyaphum 2018 - - + - + - + + Xe ND
Xe NCPPB2968 Xe
Xe NCPPB2573 Xe
Xv NCPPB422 Xv
Xv NCPPB1332 Xv
Xv NCPPB1421 Xv
Xg NCPPB881 Xg
Xg NCPPB4323 Xg
Xp NCPPB4321 Xp
Xp NCPPB4322 Xp
1 To: Tomato, P: Pepper, 2 symbol - means Gram’s negative type, 3 Positive reaction in the species- 
specific PCR for X.euvesicatoria (Xe), X. perforance (Xp), X. vesicatoria (Xv), X. gardneri (Xg), negative  
reaction in all four PCRs was indicated by 0, 3 Species designed by Multilocus sequence typing (MLST), 
Isolates with initial XCV were those isolated in this study, initial DOA were obtained from the Department 
of Agriculture, Misistry of Agriculture and Cooperatives, and initial Xe, Xv, Xg, Xp with NCPPB code  
were DNA of isolates obtained from the National Collection of Plant Pathogenic Bacteria, UK.  
+ means positive reaction, - means negative reaction
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2.	 ลักษณะทางสณัฐานวิทยาสมบัติทางสรรีวทิยา
และชีวเคมีของเชื้อ

เชื้อแบคทีเรียทั้ง 38 ไอโซเลท เป็น
แบคทีเรียแกรมลบ มีรูปร่างเป็นท่อน มีขนาด
ประมาณ 0.4-0.6 x 1.0-2.9 µ m โคโลนีที่เจริญ
บนอาหาร NA มีสีเหลือง ลักษณะกลม ขอบเรียบ
ผิวมัน บนอาหาร YDC โคโลนีมีสีเหลือง ลักษณะ
กลมนูน ขอบเรียบ เป็นเมือกเยิ้ม มีสารรงควัตถุ 
xanthomonadins ไม่เจริญเติบโตบนอาหารที่มี 
5% NaCl ไม่พบปฏิกิริยาการใช้ไนเตรท (nitrate 
reduction) ไม่มีการสร้างเอนไซม์ urease มกีาร
สร้างเอนไซม์ catalase (Table 1) ซึง่สอดคล้องกบั
สมบัตขิองเชือ้ในสกลุซานโทโมนาส (วชิยั, 2549) 

3.	การจ�ำแนกชนิดเชื้อด้วยเทคนิค PCR
ในกรรมวิธีควบคุมที่ใช้ gDNA ของเชือ้

อ้างองิ (type strain) และใช้คูไ่พร์เมอร์ทีจ่�ำเพาะกบั 
เชื้อ Xanthomonas แต่ละชนิด พบว่า ให้ผลบวก 
โดยผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มี 
ความสอดคล้องกบัชนดิของเชือ้ จากเชือ้แบคทเีรยี
ทั้ง 38 ไอโซเลท ที่น�ำมาทดสอบคร้ังนี้ พบว่า  
มเีชือ้ 18 ไอโซเลท จากพรกิ ซึง่แยกได้ในการวจัิยนี้  
7 ไอโซเลท และเชือ้จากกรมวชิาการเกษตร (DOA) 
11 ไอโซเลท ที่ให้ผลบวกเมื่อตรวจด้วยการใช ้
คู่ไพรเมอร์ Bs-XeF/ Bs-XeR ซึ่งจ�ำเพาะต่อเชื้อ 
X. euvesicatoria ในขณะท่ีเช้ืออกี 10 ไอโซเลทจาก
มะเขือเทศ ซ่ึงได้จากการวจัิยนี ้6 ไอโซเลทและจาก 
DOA 4 ไอโซเลท ไม่พบการสร้างแถบดีเอน็เอเม่ือใช้
คูไ่พรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะของเชือ้ท้ัง 4 ชนดิ (Table 1) 

เชือ้ซานโทโมนาสสาเหตโุรคใบจดุมะเขอื
เทศและพริกในประเทศไทยจ�ำนวน 38 ไอโซเลท 
ทีน่�ำมาจ�ำแนกชนดิด้วยเทคนคิ PCR พบว่า เมือ่ใช้ 
ไพรเมอร์ท่ีจ�ำเพาะต่อเชื้อ 4 ชนิด จ�ำแนกเชื้อ  
18 ไอโซเลท ได ้เป ็นเชื้อชนิดเดียวกัน คือ  
X. euvesicatoria และมีอีก 10 ไอโซเลท ที่ไม่ให้
แถบดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ทั้ง 4 ชนิดนั้น ท�ำนอง
เดียวกับรายงานของ Roach et al. (2018)  
ท่ีจ�ำแนกเชือ้โรคใบจดุสายพันธุอ์อสเตรเลยี จ�ำนวน  
64 ไอโซเลท พบว่า คูไ่พร์เมอร์ Bs-XeF/ Bs-XeR 

และ Bs-XvF/ Bs-XvR ให้ผลการตรวจ 39 ไอโซเลท  
ที่จ�ำแนกได้เป็นเช้ือ X. euvesicatoria และ  
X. vesicatoria และมีเชื้อ 25 ไอโซเลท ที่ไม่สร้าง
แถบดีเอน็เอจากไพร์เมอร์ทัง้ 4 คู่นี ้ โดยคู่ไพรเมอร์  
Bs-XpF/ Bs-XpR ทีจ่�ำเพาะกบัเชือ้ X. perforans 
ไม่ให้ผลบวกในการตรวจกบัเชือ้ X. perforans ทกุ
ไอโซเลท ของออสเตรเลยี ซึง่ผูว้จิยัให้ข้อสงัเกตว่า 
การพัฒนาไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจจ�ำแนกเชื้อ 4 ชนิด 
ดังกล่าวยังไม่ได้ทดลองใช้งานกับเช้ือสายพันธุ์
ออสเตรเลีย ซึ่งอาจจะเป็นข้อจ�ำกัดต่อการตรวจ
สอบเชื้อสายพันธุ ์ไทยด้วยเช่นกัน ส่วนเชื้อ  
X. gardneri ซึง่เข้าท�ำลายมะเขอืเทศได้ดีในสภาพ
การเพาะปลูกที่มีอุณหภูมิค่อนข้างต�่ำ  มีรายงาน
พบเชื้อนี้เฉพาะแหล่งปลูกในประเทศบราซิลที่มี
ระดับที่สูงกว่า 900 เมตร และมีอุณหภูมิต�่ำ 
(Araujo et al., 2017) จึงอาจท�ำให้ไม่พบเชื้อนี้ใน
ประเทศไทยซึ่งมีสภาพอากาศร้อนชื้น เช่นเดียว
กับที่ตรวจไม่พบเชื้อนี้ในประเทศไต้หวันที่มีสภาพ
อากาศร้อนชื้น (Burlakoti et al., 2018)

4.	การจ�ำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค 
Multilocus sequence analysis (MLSA)

ล�ำดบันวิคลโีอไทด์บางส่วนของยนี gyrB, 
efp, dnaK, และ atpD ที่น�ำมาเรียงต่อกันมีความ
ยาว 2,251 bp ผลการวิเคราะห์ Phylogenetic 
tree ด้วยโปรแกรม MrBayes ver. 3.2.7a  
เปรียบเทียบกับข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อ 
X. euvesicatria, X. vesicatoria, X. perforans 
และ X. gardneri ที่เป็นเชื้ออ้างอิง และตัวแทน
เชื้อสายพันธุ์อื่น ๆ ที่ได้มีการจัดจ�ำแนกชนิดแล้ว 
จากฐานข้อมูล GenBank ตามรายงานของ 
Roach et al., (2018) (accession no. KY658725-
KY658788, KY658789-KY658853, KY658853-
KY658916, KY658917-KY658975, KY364014-
Ky364018) และ Hamza et al., (2010) 
(accession no. GU322672-3, GU322757-8, 
GU322587-8, GU322502-3, GU322677-8, 
GU322762-3, GU322592-3, GU322507-8) พบว่า  
เชือ้แบคทเีรยีจากพรกิจ�ำนวน 18 ไอโซเลท ทีศ่กึษา 
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DOA-1725, DOA-1726, DOA-1793, DOA-
2036, DOA-2225, DOA-2983, DOA-2985, 
XCVKKC-4, และ XCVCPC-51 จัดอยู่ในกลุ่ม
เดียวกับเชื้อ X. euvesicatoria สายพันธุ์อ้างอิง 
NCPPB 2968T และเชือ้นีเ้ป็นเชือ้ทีพ่บในประเทศ
ออสเตรเลีย (Roach et al., 2018) ในการทดลอง
นี้ไม่พบเชื้อ X. vesicatoria และ X. gardneri 

แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม (Figure 2) กลุ่มแรก 8 
ไอโซเลท จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับเชื้อ X. perforans 
สายพนัธุอ้์างองิ NCPBB4321T และสายพันธุจ์าก
ประเทศออสเตรเลีย ได้แก่ DOA-1642, DOA-
1643, DOA-1664, DOA-1692, DOA-1728, 
DOA1729, DOA-2034, และ XCVKKT-29 กลุ่ม
ที่สองจ�ำนวน 10 ไอโซเลท ได้แก่ DOA-1721, 

Figure 2	 Phylogenetic Bayesian inference tree of concatenated gene sequences (in the 
order of gyrB, efp, dnaK, atpD) of Xanthomonas associated bacterial leaf spot disease with 
GenBank reference isolates and posterior probability (percent) branch support values.  
Xe= Xanthomonas euvesicatoria, Xv=X. vesicatoria, Xp= X. performance and Xg= X. gardneri 
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เมื่อวิเคราะหก์ลุ่มเชื้อร่วมกับชนิดของพืชอาศัยที่พบโรค พบว่าเชื้อ X. perforans   

7 ไอโซเลท แยกได้จากมะเขือเทศ และม ี1 ไอโซเลท (DOA-1692) แยกได้จากพริก ส่วนเชื้อ 
X. euvesicatoria  10 ไอโซเลทแยกได้จากพริกเท่านัน้ 
แต่สามารถก่อให้เกิดโรคได้ทั้งกับมะเขือเทศและพริก   
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เมือ่วเิคราะห์กลุ่มเชือ้ร่วมกบัชนดิของพชื
อาศยัทีพ่บโรค พบว่า เชือ้ X. perforans 7 ไอโซเลท  
แยกได้จากมะเขอืเทศ และม ี1 ไอโซเลท (DOA-1692) 
แยกได้จากพริก ส่วนเชื้อ X. euvesicatoria  
10 ไอโซเลทแยกได้จากพริกเท่าน้ัน แต่สามารถ
ก่อให้เกิดโรคได้ทั้งกับมะเขือเทศและพริก 

สรุปผลการทดลอง
เชือ้ซานโทโมนาสสาเหตโุรคใบจดุมะเขอืเทศ 

และพริก ที่แยกได้จากภาคเหนือ ภาคตะวันออก
เฉียงเหนือ และภาคกลางของประเทศไทย  
ในระหว่างปี พ.ศ. 2530 – 2561 จ�ำนวน 38 ไอโซเลท  
ท่ีน�ำมาศกึษาถงึคณุลักษณะของสรรีวทิยา ชวีเคมี
และเทคนิค PCR เพื่อยืนยันเชื้อในระดับจีนัส 
และจ�ำแนกตัวแทนเชื้อ 18 ไอโซเลท ด้วยเทคนิค 
MLSA ของยีน gyrB, efp, dnaK และ atpD  
เรียงต่อกัน พบว่า เชื้อ 8 ไอโซเลท ที่แยกได้จาก
มะเขือเทศ จ�ำแนกเป็นเชื้อ X. perforans และ
เช้ือจ�ำนวน 10 ไอโซเลท ซึ่งแยกได้จากพริก
จ�ำแนกเป็นเชื้อ X. euvesicatoria โดยตรวจ 
ไม่พบเชื้อสาเหตุโรคใบจุดมะเขืออีก 2 ชนิด คือ  
X. vesicatoria และ X. gardneri จากการตรวจ
ด้วยเทคนิค PCR กรรมวิธีควบคุมที่ใช้คู่ไพร์เมอร์
จ�ำเพาะแต่ละชนิด ให้ผลบวกในการตรวจ gDNA 
ของเชือ้อ้างอิงชนิดเดยีวกนั แต่ไพร์เมอร์ทีจ่�ำเพาะ
ต่อเชื้อ X. perforans ไม่ท�ำปฏิกิริยากับเชื้อใน 
การศึกษานี้ จึงจ�ำเป็นต้องศึกษาเชื้อที่จ�ำแนกเป็น  
X. perforans ด้วยเทคนคิอืน่ ๆ  เช่น การวเิคราะห์
เปรียบเทียบ whole genome sequencing  
เพื่อเป็นการยืนยันการตรวจพบ และออกแบบ 
ไพร์เมอร์เพื่อให้ตรวจสอบเชื้อ X. perforans  
ที่ครอบคลุมมากขึ้น 

ค�ำขอบคุณ
งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนสถานที ่

อุปกรณ์เครื่องมือวิจัยและงบประมาณประจ�ำปี 
2561 ภายใต้โครงการ “การพัฒนาวิธีการ
มาตรฐานส�ำหรับตรวจสอบเชื้อ Xanthomonas 
vesicatoria ในมะเขือเทศ” รหัสโครงการ  
AG-BIO/61-003-001 จากศนูย์ความเป็นเลิศด้าน

เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนักพัฒนาบัณฑิต
ศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ส�ำนักงานคณะกรรมการการอดุมศกึษา กระทรวง
การอุดมศึกษา วิทยาศาสตร์ วิจัยและนวัตกรรม 
และศูนย์เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร มหาวิทยาลัย
เกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก�ำแพงแสน และกลุ่ม 
วิจัยโรคพืช ส�ำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  
กรมวชิาการเกษตร ในการอนเุคราะห์เชือ้ทดสอบ
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