
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 
 

1. ชุดโครงการวิจัย : วิจัยและพัฒนามาตรการสุขอนามัยพืชและการเฝ้าระวังศัตรูพืชเพื่อการ   
  น าเข้าและส่งออกสินค้าเกษตร 

2. โครงการวิจัย : อนุกรมวิธาน ชีววิทยา และจ าแนกชนิดโดยดีเอ็นเอบาร์โคด 
  ของศัตรูพืชและศัตรูธรรมชาติเพื่อการวิจัยด้านอารักขาพืชในประเทศไทย 

กิจกรรมที่ 1   : ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของศัตรูพืชและ ศัตรูธรรมชาติ 
กิจกรรมย่อยท่ี 1.2    : ส ารวจชนิด และอนุกรมวิธานของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืชและจุลินทรีย์    

  ควบคุมโรคพืช 
1. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย) : การจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุโรคใบแห้งของหอม 

ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ) : Identification of the bacteria causes leaf blight disease on    
 onion  

2. คณะผู้ด าเนินงาน 
หัวหน้าการทดลอง  : ทิพวรรณ กันหาญาติ   

  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
ผู้ร่วมงาน   : ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล  

  บูรณี พั่ววงษ์แพทย์  
  รุ่งนภา ทองเคร็ง 
  กาญจนา ศรีไม้ 
  กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

 

3. บทคัดย่อ 
ด ำเนินกำรเก็บตัวอย่ำงโรคใบแห้งของหอมจำกแหล่งปลูกหอมและฟ้ืนฟูเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas 

sp. สำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่เก็บรักษำไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืชเพ่ือจ ำแนกชนิด ตั้งแต่เดือน
ตุลำคม 2559 – กันยำยน 2561 พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคมีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ ผิวมัน สีเหลือง 
กำรพิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch สำมำรถท ำให้เกิดอำกำรของโรคบนหอมแดง หอมแบ่ง และหอมหัวใหญ่ได้ 
ผลกำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ คุณสมบัติทำงสรีรวิทยำและชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย พบว่ำเป็นแบคทีเรีย  
แกรมลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญในสภำพที่มีอำกำศ เจริญได้ในอำหำรที่มีเกลือ 4% สำมำรถ
ผลิตเอนไซม์ catalase และ pectinase แต่ไมผ่ลิตเอนไซม์ oxidase, nitrate reductase, arginine dihydrolase 
และ urease เชื้อสำมำรถย่อย gelatin, casein, esculin, cellulose, Tween 80 และแป้งได้ สำมำรถสร้ำง H2S 
และเจริญบนอำหำร YPGA ที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส สร้ำงกรดจำก 
cellobiose lactose และ glycerol ได้ แต่เชื้อไม่สร้ำง indole และไม่สร้ำงเม็ดสี เรืองแสง ( fluorescent 
pigment) บนอำหำร King’s B กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์บำงส่วนของยีน 16S rDNA พบว่ำจัดอยู่ในกลุ่ม



ของเชื้อ Xanthomonas spp. กำรจ ำแนกชนิดของเชื้อด้วยวิธี Multilocus sequence analysis (MLSA) จำก
ยีน dnaK, fyuA, gyrB และ rpoD รวมทั้งข้อมูลคุณสมบัติทำงชีวเคมีและสรีรวิทยำของเชื้อแบคทีเรีย สำมำรถ
ระบุได้ว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมมีคุณสมบัติใกล้เคียงกับของเชื้อ X. axonopodis pv. allii 

 
Abstract 

The experiment was conducted to isolate and identify the causal agent of leaf blight on 
onion during October 2016 – September 2018. A yellow bacterium was consistently isolated from 
the affected leaves. Pathogenicity test revealed that the bacterium was able to cause leaf blight 
symptom on shallot, multiplied onion and onion, and allowed reisolation of the inoculated 
bacterium from the infected leaves.  For the physiological and biochemical properties, bacteria 
were gram-negative, rod- shaped, motile, aerobic, tolerate 4% NaCl concentration, positive for 
catalase and pectinolytic activity.  Does not produce oxidase, nitrate reductase, arginine 
dihydrolase and urease.  Hydrolyses gelatin, casein, esculin, starch, cellulose and Tween 8 0 , 
produces H2S from cysteine, grow on YPGA at 35 oC but not at 40 oC and produce acid from 
cellobiose, lactose and glycerol while negative for indole production and fluorescent pigments 
are not observed on King’s B medium. Phylogenetic analysis based on partial 16S rDNA sequences, 
the BBO isolates were grouped into Xanthomonas spp. Further investigation based on multilocus 
sequence analysis (MLSA)  by using concatenated phylogenies produced from multiple loci of 
house–keeping genes, dnaK, fyuA, gyrB and rpoD all BBO isolates were resemble of X. axonopodis 
pv. allii.  

 
4. ค าน า 

โรคใบแห้ง (bacterial leaf blight หรือ bacterial blight of onion: BBO) ของหอมในประเทศไทยเคย
พบมีกำรระบำดเมื่อปี 2526 ในหอมหัวใหญ่ที่ต ำบลทุ่งทอง อ ำเภอท่ำม่วง จังหวัดกำญจนบุรี (นิตยำ และคณะ , 
2530) ต่อมำพบแพร่ระบำดในหอมแบ่งและหอมแดงที่จังหวัดรำชบุรีและนครปฐม (นิตยำและคณะ , 2532) โดย
วนิดำและคณะ (2529) ท ำกำรศึกษำเชื้อสำเหตุตำมลักษณะทำงสรีรวิทยำและชีวเคมี จ ำแนกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุ
โรคได้เป็น Xanthomonas sp. ดังนั้นเพ่ือให้ได้ข้อมูลแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่พบระบำดในประเทศ
ไทยเป็นปัจจุบัน งำนวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือจ ำแนกชนิดแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่เก็บรักษำไว้ใน
ศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์ (culture collection) ของกลุ่มวิจัยโรคพืชและจำกกำรเก็บตัวอย่ำงโรคจำกแหล่ง
ปลูกที่มีกำรระบำดของโรคใบแห้ง โดยศึกษำคุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำและชีวเคมี เปรียบเทียบล ำดับ      
นิวคลีโอไทด์ของ 16S rRNA gene และจ ำแนกชนิดด้วยวิธี multilocus sequence analysis (MLSA) เพ่ือใช้เป็น
ข้อมูลอ้ำงอิงแก่นักวิชำกำรในกำรท ำวิจัยและเป็นข้อมูลพื้นฐำนในกำรจัดท ำข้อมูลศัตรูพืช (pest list)  



 
5. วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 
 1. เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติกำร 

2. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
3. หม้อนึ่งควำมดันไอ  
4. เครื่องเขย่ำชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
5. เครื่องวัดค่ำดูดกลืนแสง  
6. ตู้อบ 
7. เครื่องเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ  
8. เครื่องชั่ง 
9. เครื่องวัดควำมเป็นกรด-ด่ำง  
10. สำรเคมีที่ใช้ในกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ และท ำปฏิกิริยำ PCR  

- วิธีการ 
 1.  ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. จากแหล่งเก็บจุลินทรีย์ 
 น ำเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. ที่เก็บรักษำไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ (culture collection) ของ
กลุ่มวิจัยโรคพืช มำฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอำหำรเหลว Luria Bertani (LB) เขย่ำที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็น
เวลำ 48 ชั่วโมง จำกนั้นน ำเชื้อแบคทีเรียมำเลี้ยงบนอำหำร Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 
28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง 
 2.  ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค 
 ท ำกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงที่มีลักษณะอำกำรคล้ำยโรคใบแห้งของหอมจำกแหล่งปลูกที่ส ำคัญ ได้แก่ 
จังหวัดอุบลรำชธำนี ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ สุรินทร์ กำญจนบุรี รำชบุรี ตำก ล ำปำง ล ำพูน เชียงใหม่ เชียงรำย 
แม่ฮ่องสอน สุโขทัย พะเยำ อุตรดิตถ์ และเพชรบูรณ์ บันทึกข้อมูลลักษณะอำกำรของโรค ถ่ำยภำพ วันที่เก็บ และ
แหล่งที่พบ จำกนั้นน ำตัวอย่ำงกลับมำแยกเชื้อในห้องปฏิบัติกำร โดยตัดส่วนของพืชบริเวณรอยต่อของส่วนที่เป็น
โรคและไม่เป็นโรคเป็นชิ้นเล็กๆ แต่ละชิ้นตัวอย่ำงน ำมำแช่ในแอลกอฮอล์ 70% นำน 5 นำที ล้ำงด้วยน้ ำกลั่นที่นึ่ง
ฆ่ำเชื้อแล้ว 3 ครั้ง แล้วน ำมำบดในน้ ำกลั่น และแยกเชื้อบนอำหำร PSA  หลังจำกนั้นบ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง เลือกเก็บเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวเป็นมันวำวสีเหลือง 
และท ำให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ โดยเก็บรักษำเชื้อบริสุทธิ์ในน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ กลีเซอรอล 15%  และ 50% ไว้ใช้ใน
กำรศึกษำต่อไป 
 3.  ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test) 
 น ำเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำงและที่เก็บรักษำไว้ในศูนย์เก็บรักษำเชื้อพันธุ์จุลินทรีย์ของ
กลุ่มวิจัยโรคพืช มำทดสอบกำรเกิดโรคกับหอมแดง หอมแบ่ง หอมหัวใหญ่ และกุยช่ำย โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบน
อำหำร PSA  บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง น ำมำปรับระดับควำมเข้มข้นของเชื้อโดยใช้



ค่ำดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ำกับ 0.2 ด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ มีควำมเข้มข้นของเชื้อประมำณ 108 CFU/ml พ่น
เชื้อแบคทีเรียบนพืชทดสอบแล้วใช้ถุงพลำสติกคลุมไว้ให้มีควำมชื้นเป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จึงเปิดถุงออก และสังเกต
อำกำรต้นพืชเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อ X. campestris pv. campestris และน้ ำนึ่งฆ่ำเชื้อ และ
พิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch (Koch’s postulation) 
 4.  ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อ 
 ท ำกำรศึกษำคุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรียบำงประกำรที่เหมำะสม
และจ ำเป็นต่อกำรจ ำแนกเชื้อ โดยศึกษำตำมวิธีกำรของ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
Ninth Edition และ  Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacteria Third Edition
(Schaad et al. , 2001)  ได้แก่  กำรย้อมสีแบบแกรม , motility test, oxidative/fermentation test, salt 
tolerance, catalase test, oxidase test, nitrate reduction, arginine dihydrolase test, urease test, 
indole production, esculin hydrolysis, gelatin hydrolysis, starch hydrolysis, casein hydrolysis, 
cellulose hydrolysis, tween 80 hydrolysis, H2S production, pectinolytic activity, fluorescent 
pigment production และ acid production 

5.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene 
แยกสกัดดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, 

USA) โดยน ำเชื้อแบคทีเรีย 1 ลูป ละลำยในบัฟเฟอร์ ATL ปริมำตร 180 ไมโครลิตร จำกนั้นเติมด้วย Proteinase 
K ปริมำตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56  องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ 
AL ปริมำตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70  องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที แล้วเติม
ด้วย absolute ethanol ปริมำตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน จำกนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp 
Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที เปลี่ยน 
collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น ำไปปั่น
เหวี่ยงควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp 
Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 3 นำที น ำ QIAamp Spin Column ใส่ใน
หลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมำตร 200 ไมโครลิตร น ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็ว 
10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที เก็บรักษำไว้ที่ -20 องศำเซลเซียส 

เพ่ิมปริมำณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 27F (5′-AGAGTTTGATCMTGG 
CTCAG-3′) และ 1492R (5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′) โดยใช้ปริมำตรรวมในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR 50 
ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียควำมเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® 
Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® 
(Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ก ำหนดอุณหภูมิและเวลำให้เริ่มต้นแยกสำยดีเอ็นเอ
แม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที แยกสำยดีเอ็นเอแม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 

องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่อุณหภูมิ 54 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 15 วินำที สังเครำะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที และ



สังเครำะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้ำย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที ท ำปฏิกิริยำ
ทั้งหมด 30 รอบ จำกนั้นน ำดีเอ็นเอที่ได้จำกปฏิกิริยำ PCR มำตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 
(agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้ำที่ค่ำควำมต่ำงศักย์ 100 
โวลต์ นำน 25 นำที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงอุลตรำไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum 
(Uvitec Ltd., UK) ส่งผลผลิต PCR ไปวิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์ แล้วน ำข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล
ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA gene ที่มีรำยงำนอยู่ใน GenBank และจัดล ำดับควำมสัมพันธ์ของแบคทีเรีย
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส ำเร็จรูป MEGA X (Kumar et al., 2018) 

6.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี multilocus sequence analysis (MLSA) 
น ำดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่สกัดได้มำเพ่ิมปริมำณ housekeeping gene จ ำนวน 

4 ยีน ได้แก่ ยีน dnaK, fyuA, gyrB  และ rpoD ตำมรำยงำนของ Young et al. (2008)  โดยใช้ปริมำตรรวมใน
กำรท ำปฏิกิริยำ PCR 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียควำมเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR 
Master Mix (GeneDirex® Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุม
อุณหภูมิ Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ก ำหนดอุณหภูมิและเวลำให้
เริ่มต้นแยกสำยดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที แยกสำยดีเอ็นเอ
แม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) 
ที่อุณหภูมิ 54 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 วินำที สังเครำะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 
เป็นเวลำ 2 นำที และสังเครำะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้ำย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 
นำที ท ำปฏิกิริยำทั้งหมด 30 รอบ จำกนั้นน ำดีเอ็นเอที่ได้จำกปฏิกิริยำ PCR มำตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธีอะกำโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้ำที่ค่ำ
ควำมต่ำงศักย์ 100 โวลต์ นำน 25 นำที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงอุลตรำไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC 
Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., UK)  และส่งผลผลิต PCR ที่มีขนำดดีเอ็นเอเป้ำหมำยเพ่ือวิเครำะห์หำล ำดับ
นิวคลีโอไทด์ เปรียบเทียบผลล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ส่งวิเครำะห์กับฐำนข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีรำยงำนอยู่ใน 
GenBank และจัดล ำดับควำมสัมพันธ์ของแบคทีเรียด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส ำเร็จรูป MEGA X (Kumar et 
al., 2018) 
 
- เวลาและสถานที่ 

เวลำ  ตุลำคม 59 – กันยำยน 61  
สถำนที ่ ห้ องปฏิบั ติ ก ำรและ เรื อนทดลอง  กลุ่ ม ง ำนบั ก เตรี วิ ทยำ  กลุ่ ม วิ จั ย โ รค พืช             

ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร และแปลงเกษตรกร  

6. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 1.  ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. จากแหล่งเก็บจุลินทรีย์ 



น ำเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. ที่เก็บรักษำไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืชมำฟ้ืนฟู 
โดยเลี้ยงเชื้อในอำหำรเหลว LB เขย่ำที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง จำกนั้นน ำเชื้อแบคทีเรีย
มำเลี้ยงบนอำหำร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง พบว่ำสำมำรถฟ้ืนฟูเชื้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas sp. ลักษณะโคโลนีกลม นูน ขอบเรียบ ผิวมันวำวสีเหลือง ได้จ ำนวน 6 ไอโซเลท เป็นเชื้อ
แบคทีเรียที่แยกได้จำกหอมแดง 4 ไอโซเลท และหอมหัวใหญ่ 2 ไอโซเลท (Table 1) 
 2.  ส ารวจและเก็บตัวอย่างโรค 

เก็บตัวอย่ำงหอมที่มีลักษณะอำกำรคล้ำยโรคใบแห้งของหอมจำกจังหวัดอุบลรำชธำนี        ศรีสะเกษ 
บุรีรัมย์ สุรินทร์ กำญจนบุรี รำชบุรี ตำก ล ำปำง ล ำพูน เชียงใหม่ เชียงรำย แม่ฮ่องสอน สุโขทัย พะเยำ อุตรดิตถ์ 
และเพชรบูรณ์ น ำมำแยกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืชบนอำหำร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
48 ชั่วโมง ผลกำรแยกเชื้อสำเหตุจำกลักษณะอำกำรใบจุดรูปร่ำงคล้ำยเลนส์ตรงกลำงแผลบำงสีขำวซีด ขอบแผล
ฉ่ ำน้ ำ และใบแห้งของหอม พบเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวมันวำวสีเหลือง คล้ำย 
Xanthomonas sp. จ ำนวน 1 ไอโซเลท จำกตัวอย่ำงหอมแบ่งที่เก็บจำกอ ำเภอพบพระ จังหวัดตำก (Figure 1) 
ท ำให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์เก็บรักษำในน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เก็บรักษำในกลีเซอรอล 15%  และ 
50% ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส ไว้ใช้ในกำรศึกษำต่อไป 
 3.  ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test) 

น ำเชื้อที่แยกได้จำกกำรเก็บตัวอย่ำง จ ำนวน 1 ไอโซเลท และท่ีเก็บรักษำไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่ม
วิจัยโรคพืช จ ำนวน 6 ไอโซเลท รวม 7 ไอโซเลท มำทดสอบกำรเกิดโรคกับหอมแดง หอมแบ่ง หอมหัวใหญ่ และ
กุยช่ำย โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอำหำร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง น ำมำปรับ
ระดับควำมเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่ำดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ำกับ 0.2 ด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ มีควำมเข้มข้น
ของเชื้อประมำณ 108 CFU/ml พ่นเชื้อบนพืชทดสอบเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุมที่ปลูกเชื้อ X. campestris 
pv. campestris และน้ ำนึ่งฆ่ำเชื้อ พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำมำรถท ำให้หอมแดง หอมแบ่ง และหอมหัวใหญ่เกิดโรค
ได้ แต่ไม่ก่อให้เกิดโรคในกุยช่ำย โดยพืชทดสอบเริ่มแสดงอำกำรจุดฉ่ ำน้ ำหัวท้ำยแหลมคล้ำยวงรีหรือรูปเลนส์
หลังจำกปลูกเชื้อแล้ว 4 วัน บริเวณแผลใบจะยุบตัวหรือบำงลง เมื่อแผลขยำยใหญ่ขึ้นอำจท ำให้ใบหักพับและปลำย
ใบแห้งได้ โดยที่ต้นที่ปลูกเชื้อ X. campestris pv. campestris และกรรมวิธีควบคุมลบ (negative control) คือ
น้ ำนึ่งฆ่ำเชื้อไม่ท ำให้พืชทดสอบปรำกฏอำกำรโรค (Table 1) ผลทดสอบกำรเกิดโรคสอดคล้องกับรำยงำนของ 
Kadota et al. (2000) ซึ่งพบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำมำรถท ำให้เกิดโรคใน Welsh onion (A. fistulosum L.) และ
หอมหัวใหญ่ (A. cepa L.) แต่ไม่ท ำให้เกิดโรคใน chive (A. schoenoprasum L.) กุยช่ำย (A. tuberosum 
Rottler) และ hyacinth (Hyacinthus orientalis L.)  และจำกข้อมูลกำรศึกษำควำมสำมำถในกำรท ำให้เกิดโรค 
(Pathogenicity test) ของ Roumagnac et al. (2004) พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำมำรถท ำให้เกิดโรคบนหอมหัวใหญ่ 
(A. cepa L. cv. Red Creole) กระเทียม (A. sativum L. cv. Vacoa) กระเทียมต้น (A. porrum L. cv. Gros 
long d’e ´te ´) และหอมแดง (A. cepa var. ascalonicum Backer cv. Ambition) แต่ไม่ท ำให้เกิดโรคบน 
chive (A. schoenoprasum L. cv. Civette) และ hyacinth (H. orientalis L. cv. Carnegie)  กำรพิสูจน์โรค



ตำมวิธีกำรของ Koch สำมำรถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลมนูน ขอบเรียบ ผิวมันวำวสีเหลือง จำก
แผลที่ท ำกำรปลูกเชื้อ  
 4.  ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา สรีรวิทยา และชีวเคมีของเชื้อ 

ศึกษำคุณสมบัติทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมีของเชื้อ พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้ง
ของหอมเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญในสภำพที่มีอำกำศ เจริญได้ในอำหำรที่
มีเกลือ 4% สำมำรถผลิตเอนไซม์ catalase และ pectinase แต่ไม่ผลิตเอนไซม์ oxidase, nitrate reductase, 
arginine dihydrolase และ urease เชื้อสำมำรถย่อย gelatin, casein, esculin, cellulose, Tween 80 และ
แป้งได้ สำมำรถสร้ำง H2S และเจริญบนอำหำร YPGA ที่อุณหภูมิ 35 องศำเซลเซียส แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 

องศำเซลเซียส สร้ำงกรดจำก cellobiose lactose และ glycerol ได้ แต่เชื้อไม่สร้ำง indole และไม่สร้ำงเม็ดสี
เรืองแสง (fluorescent pigment) บนอำหำร King’s B (Table 2)  

5.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene 
ท ำกำรเพ่ิมปริมำณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ 27F และ 1492R แล้วส่ง

วิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของ type 
strain ที่มีรำยงำนอยู่ใน GenBank พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมมีล ำดับนิวคลีโอไทด์ใกล้เคียงกับ
เชื้อแบคทีเรียในกลุ่ม Xanthomonads มำกกว่ำ 99% โดยเชื้อ X. euvesicatoria DSM19128 (accession 
NR104773.1) ค่ำ identity เท่ำกับ 99.66% เชื้อ X. perforans XV938 (accession NR104792.1) ค่ำ identity 
เท่ำกับ 99.60% เชื้อ X. fuscans LMG 826 (accession NR104958.1) ค่ำ identity เท่ำกับ 99.66% และเชื้อ 
X. campestris ATCC 33913 (accession NR074936.1) ค่ำ identity เท่ำกับ 99.46% น ำข้อมูลล ำดับนิวคลีโอ
ไทด์ขนำดประมำณ 1.4 kb ของเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมสร้ำงแผนภูมิต้นไม้เพ่ือดูควำมสัมพันธ์กับ
เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas spp. ที่มีรำยงำนเป็นสำเหตุโรคในพืชผักและหอม โดยใช้โปรแกรม MEGA X 
(Kumar et al., 2018) ด้วยวิธี Maximum Likelihood ประเมินควำมเชื่อมั่นของแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี bootstrap 
จ ำนวน 1,000 ซ้ ำ พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมในไทย จัดกลุ่มรวมกับเชื้อ X. euvesicatoria  
และ X. perforans สำเหตุโรคใบจุดในพริกและมะเขือเทศ เชื้อ X. fuscans สำเหตุโรคใบจุดในถั่ว และเชื้อ X. 
axopnopodis pv. allii สำเหตุโรคใบแห้งของหอม แยกกลุ่มชัดเจนออกจำกเชื้อแบคทีเรีย X. campestris 
สำเหตุโรคเน่ำด ำ (black rot) ของพืชผักตระกูลกะหล่ ำ และแบคทีเรีย Pantoea allii สำเหตุ center rot ของ
หอมหัวใหญ่ (Figure 2)  

จำกข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่มี
ควำมใกล้เคียงกันมำกกับเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas spp. ไม่เพียงพอต่อกำรจ ำแนกชนิดแบคทีเรียสอดคล้อง
กับกำรศึกษำของ Hauben et al. (1997) ซึ่งท ำกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16s rDNA ของเชื้อ
สกุล  Xanthomonas พบว่ำมีควำมใกล้ เคียงกันมำกและให้ผลไม่สอดคล้องกับข้อมูลของ DNA-DNA 
hybridization ที่มีกำรศึกษำไว้ ท ำให้ไม่สำมำรถน ำข้อมูลล ำดับ  นิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene มำใช้ใน
กำรจ ำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas ในระดับสปีชีส์ได้ 

6.  การวิเคราะห์ multilocus sequence analysis (MLSA) 



น ำดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่สกัดได้มำเพ่ิมปริมำณ housekeeping gene จ ำนวน 
4 ยีน ได้แก่ ยีน dnaK, fyuA, gyrB และ rpoD แล้วส่งวิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์ ได้ข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์
ขนำด 940 bp, 698 bp, 865 bp และ 873 bp ตำมล ำดับ น ำมำเรียงต่อกันรวมควำมยำวทั้งหมด 3,376 bp 
สร้ำงเป็นแผนภูมิต้นไม้เพ่ือดูควำมสัมพันธ์กับเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pathovars และ Xanthomonas 
spp. ที่เป็น type strain และ pathotype strain ของเชื้อแบคทีเรียและมีข้อมูลของทั้ง 4 ยีนในฐำนข้อมูล 
Genbank (Table 3) โดยใช้โปรแกรม MEGA X (Kumar et al., 2018) ด้วยวิธี Maximum Likelihood ประเมิน
ควำมเชื่อมั่นของแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี bootstrap จ ำนวน 1,000 ซ้ ำ สำมำรถระบุได้ว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบ
แห้งของหอมใกล้เคียงกับของเชื้อ X. axonopodis pv. allii สำยพันธุ์ LMG 21894 (CFBP 6369) ซึ่งเป็น 
pathotype strain ตำมรำยงำนของ Roumagnac et al. (2004) (Figure 3) โดยแยกกลุ่มชัดเจนออกจำกเชื้อ
แบคทีเรีย X. campestris pv. campestris สำยพันธุ์ ICMP13 (type strain) และ ICMP6541 ซึ่งเป็นแบคทีเรีย
สำเหตุโรคในกลุ่มพืชผักเช่นเดียวกัน  

โรคใบแห้งของหอม (Bacterial leaf blight) มีรำยงำนกำรพบโรคครั้งแรกที่ฮำวำยในปี 1975 และ
จ ำแนกเชื้อสำเหตุครั้งแรกเป็นเชื้อ Xanthomonas sp. อำกำรของโรคเริ่มแรกใบเป็นจุดฉ่ ำน้ ำ แล้วขยำยเป็นรูป
วงรีแหลมหัวท้ำย และขยำยใหญ่ไปตำมควำมยำวใบ จำกนั้นแผลเริ่มแห้งแตกตรงกลำงแผลและใบหักพับลง หำก
อำกำรรุนแรงใบจะแห้งตำยมีผลท ำให้หัวมีขนำดเล็กหรือฝ่อ (Alvarez et al. , 1978) ต่อมำ Paulraj and 
O’Garro (1993) ท ำกำรจ ำแนกเชื้อสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่ระบำดในแหล่งปลูกหอมที่ส ำคัญใน Barbados 
โดยศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีและสรีรวิทยำของเชื้อ และท ำ fatty acid analysis พบว่ำเกิดจำกเชื้อแบคทีเรีย X. 
campestris และ Kadota et al. (2000) ท ำกำรศึกษำ pathovar ของเชื้อ X. campestris สำเหตุโรคไหม้ของ 
Welsh onion (Bacterial blight of Welsh onion) ซึ่งพบระบำดที่เมืองโอกินำวำ ประเทศญี่ปุ่นในปี 1998 
พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำมำรถท ำให้เกิดโรคใน Welsh onion และหอมหัวใหญ่ แต่ไม่ท ำให้เกิดโรคใน chive, กุยช่ำย 
(Chinese chive) และ hyacinth จึงเสนอเป็น pathovar ใหม่ และจ ำแนกเชื้อสำเหตุเป็น X. campestris pv. 
allii pv. nov. อย่ำงไรก็ตำม กำรศึกษำของ Kadota et al. (2000) ใช้เพียงคุณสมบัติทำงชีวเคมีและสรีรวิทยำ 
และควำมสำมำรถในกำรท ำให้เกิดโรคบนพืชอำศัย ต่อมำ Roumagnac et al. (2004) ได้ท ำกำรจ ำแนกเชื้อสำเหตุ
โรคใบแห้งของหอมใหม่โดยใช้ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ 16S rRNA, วิธี DNA–DNA hybridization, 
ทดสอบกำรใช้แหล่งคำร์บอน (carbon source utilization), กำรวิเครำะห์องค์ประกอบไขมันของเซลล์แบคทีเรีย
และเทคนิค fluorescent amplified fragment length polymorphisms (FAFLPs) จ ำแนกเชื้อแบคทีเรีย
สำเหตุโรคได้เป็น X. axonopodis pv. allii  

ส ำหรับประเทศไทยพบโรคใบแห้งของหอมระบำดในปี 2526 ในหอมหัวใหญ่ที่ ต ำบลทุ่งทอง อ ำเภอท่ำ
ม่วง จังหวัดกำญจนบุรี (นิตยำ และคณะ, 2530) ต่อมำพบแพร่ระบำดในหอมแบ่งและหอมแดงที่จังหวัดรำชบุรี
และนครปฐม (นิตยำ และคณะ, 2532) กำรศึกษำเชื้อสำเหตุตำมลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ สรีรวิทยำ และชีวเคมี 
โดยวนิดำ และคณะ (2529) จ ำแนกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคเป็น Xanthomonas sp. และยังไม่พบรำยงำนกำร
จ ำแนกเชื้อสำเหตุโรคใบไหม้ของหอมในประเทศไทยในระดับสปีชีส์ แต่เนื่องจำกกำรขำดแคลนเชื้อสำยพันธุ์
ต้นแบบ (type strain) ส ำหรับใช้จ ำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี DNA–DNA hybridization เพ่ือดูควำม



คล้ำยคลึงกันทำงพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียท ำให้นักวิจัยพยำยำมหำวิธีกำรเพ่ือลดข้อจ ำกัดดังกล่ำว เทคนิค 
multilocus sequence analysis (MLSA) เป็นกำรวิเครำะห์กลุ่มยีนที่ เป็น housekeeping gene ซึ่งมีควำม
จ ำเป็นต่อกำรด ำรงชีวิตของแบคทีเรียจ ำนวน 4-7 ยีน เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูล Genbank มีควำมนิยมใช้จ ำแนก
ชนิดแบคทีเรียมำกขึ้นเนื่องจำกสำมำรถจ ำแนกชนิดของเชื้อได้สอดคล้องกับกำรศึกษำ DNA–DNA hybridization 
โดย Young et al. (2008) ท ำกำรศึกษำเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas spp. จ ำนวน 119 สำยพันธุ์ โดยใช้ 
multilocus sequence analysis ของ  4  ยี น  ได้ แก่  dnaK, fyuA, gyrB  และ rpoD พบว่ ำสำมำรถแยก 
Xanthomonas spp. ออกเป็น 2 กลุ่ม สอดคล้องกับกำรจัดกลุ่มโดยเปรียบเทียบกับวิธี DNA-DNA hybridization 
กำรน ำเทคนิค MLSA มำใช้จ ำแนกชนิดเชื้อในกลุ่มของ Xanthomonas spp. โดย Lang et al. (2017) วิเครำะห์
กลุ่มยีน atpD, dnaK, gyrB, fusA, lepA และ rpoD เพ่ือจ ำแนกชนิดแบคทีเรียสำเหตุอำกำรใบขีด (bacterial 
leaf streak) ของข้ำวโพดที่พบในสหรัฐอเมริกำพบว่ำเกิดจำกเชื้อ  X. vasicola pv. vasculorum (Cobb 1894) 
comb. nov. และกำรศึกษำของRoach et al. (2018) ใช้กำรวิเครำะห์กลุ่มยีน  atpD, dnaK, efp และ gyrB 
จ ำแนกชนิดเชื้อ Xanthomonas spp. สำเหตุโรคใบจุดของมะเขือเทศและพริกในออสเตรเลีย จ ำนวน 64 ไอโซ
เลท พบว่ำสำมำรถจ ำแนกเชื้อได้เป็น  X. euvesicatoria, X. perforans และ X. vesicatoria นอกจำกนี้ยังมี
กำรศึกษำของ Brady et al. (2008) น ำเชื้อ Pantoea สำเหตุโรคพืช โรคคน และจำกสิ่งแวดล้อม มำศึกษำ 
multilocus gene sequencing ของ housekeeping gene จ ำนวน 4 ยีน ได้แก่ gyrB, rpoB, atpD และ infB 
โดยใช้เชื้ออ้ำงอิง (reference strain) จำก 7 สปีชีส์ที่จ ำแนกเป็นเชื้อ Pantoea แล้ว เชื้อสำเหตุโรคคนซึ่งยำกต่อ
กำรจ ำแนกเป็น P. agglomerans หรือ P. ananatis และเชื้อสำเหตุโรคพืชซึ่งแยกได้จำกยูคำลิปตัส ข้ำวโพด 
และหอม พบว่ำสำมำรถใช้จ ำแนกเชื้อได้ดีเหมือนกับเทคนิค DNA-DNA hybridization และ Delétoile (2009) 
ศึกษำควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมและจ ำแนกเชื้อ P. agglomerans โดยทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีและ API 
20E จ ำแนกเชื้อเบื้องต้นเป็น P. agglomerans จ ำนวน 28 สำยพันธุ์ น ำมำศึกษำ multilocus gene sequencing 
ของ 6 ยีน ได้แก่ fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB, rpoB, atpD และ infB พบว่ำสำมำรถแยกเชื้อ P. agglomerans 
ออกจำกเชื้อ Pantoea ต่ำงสปีชีส์ได้ จำกข้อได้เปรียบของเทคนิค MLSA ที่สำมำรถเปรียบเทียบเชื้อที่ศึกษำกับเชื้อ
สำยพันธุ์อ่ืนจำกทั่วโลกโดยใช้ฐำนข้อมูล GenBank จึงนับเป็นอีกวิธีหนึ่งซึ่งสำมำรถน ำมำใช้ในกำรจ ำแนกชนิดเชื้อ
แบคทีเรียเพ่ือลดข้อจ ำกัดเรื่องขำดแคลนเชื้อสำยพันธุ์ต้นแบบ (type strain) ส ำหรับใช้จ ำแนกชนิดเชื้อแบคทีเรีย
ด้วยวิธี DNA–DNA hybridization  ได้ โดยต้องพิจำรณำคัดเลือกยีนพื้นฐำนที่ท ำหน้ำที่ส ำคัญต่อกำรด ำรงชีวิตของ 
แบคทีเรียและแบคทีเรียจ ำเป็นต้องรักษำคุณสมบัตินั้นไว้ให้คงทีโ่ดยหลีกเลี่ยงกำรท ำให้เกิดกำรกลำยพันธุ์ต่อยีนนั้น
น้อยทีส่ดุ 

 
7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

เก็บตัวอย่ำงโรคใบแห้งของหอมจำกแหล่งปลูกหอมและฟ้ืนฟูเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas sp. สำเหตุ
โรคใบแห้งของหอมที่เก็บรักษำไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่มวิจัยโรคพืชเพ่ือจ ำแนกชนิด พบว่ำเชื้อแบคทีเรีย
สำเหตุโรคมีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ ผิวมัน สีเหลือง กำรพิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch สำมำรถท ำให้เกิด
อำกำรของโรคบนหอมแดง หอมหัวใหญ่ และหอมแบ่งได้ ผลกำรศึกษำลักษณะทำงสัณฐำนวิทยำ คุณสมบัติทำง



สรีรวิทยำและชีวเคมีของเชื้อแบคทีเรีย พบว่ำเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญใน
สภำพที่มีอำกำศ เจริญได้ในอำหำรที่มีเกลือ 4% สำมำรถผลิตเอนไซม์ catalase และ pectinase แต่ไม่ผลิต
เอนไซม์ oxidase, nitrate reductase, arginine dihydrolase และ urease เชื้อสำมำรถย่อย gelatin, casein, 
esculin, cellulose, Tween 80 และแป้งได้ สำมำรถสร้ำง H2S และเจริญบนอำหำร YPGA ที่อุณหภูมิ 35 องศำ
เซลเซียส แต่ไม่เจริญที่อุณหภูมิ 40 องศำเซลเซียส สร้ำงกรดจำก cellobiose lactose และ glycerol ได้ แต่เชื้อ
ไม่สร้ำง indole และไม่สร้ำงเม็ดสีเรืองแสง (fluorescent pigment) บนอำหำร King’s B กำรวิเครำะห์ล ำดับนิ
วคลีโอไทด์บำงส่วนของยีน 16S rDNA และจ ำแนกชนิดของเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี Multilocus sequence 
analysis (MLSA) จำกยีน dnaK, fyuA, gyrB และ rpoD รวมทั้งข้อมูลคุณสมบัติทำงชีวเคมีและสรีรวิทยำของเชื้อ
แบคทีเรีย สำมำรถระบุได้ว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอมที่ระบำดในประเทศไทยมีคุณสมบัติใกล้เคียง
กับเชื้อ X. axonopodis pv. allii 

 

8. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ทรำบชนิดเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบแห้งของหอม เพื่อเป็นข้อมูลอ้ำงอิงแก่นักวิชำกำรในกำรท ำวิจัย เป็น

ข้อมูลพ้ืนฐำนในกำรจัดท ำข้อมูลศัตรูพืช และใช้เป็นข้อมูลในกำรปรับปรุงหนังสือของกลุ่มวิจัยโรคพืช 
  

9. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
- 
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13. ภาคผนวก 
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Figure 1  Bacterial blight on field grown multiplied onion (A. cepa var. aggregatum) 
 

 

 

 

 

 



 

Figure 2   Maximum- likelihood tree based on partial 16S rDNA gene sequences showing the 
relationships of 7 BBO isolates (DOABCC 206, DOABCC 229, DOABCC 449, DOABCC 474, 
DOABCC 477, DOABCC 488 and DOABCC 2809) and type strains of species. Bootstrap 
values based on 1,000 replicates are shown at branch nodes 

 

 

 

 

b 



 

Figure 3 Maximum- likelihood tree based on the concatenated dnaK, fyuA, gyrB and rpoD 
nucleotide sequences showing the relationships of 7 BBO isolates (DOABCC 206, DOABCC 
229, DOABCC 449, DOABCC 474, DOABCC 477, DOABCC 488 and DOABCC 2809) and type 
strains of species. Bootstrap values based on 1,000 replicates are shown at branch nodes 

 

 

 



 

 Table 1 Bacterial strains used in this study and their pathogenicity for Allium spp. 
 

Strain Host Location Year Pathogenicity Test 
Shallot Onion Multiplied onion Chinese chive 

     DOABCC 206 Shallot  A. cepa var. ascalonicum Ratchaburi  1984 + + + - 
                                     DOABCC 229 Onion  A. cepa Kanchanaburi  1984 + + + - 

         DOABCC 449 

 

Shallot  A. cepa var. ascalonicum Kanchanaburi  1985 + + + - 
       DOABCC 474 

 

Onion  A. cepa Kanchanaburi  1985 + + + - 
       DOABCC 477 Shallot  A. cepa var. ascalonicum Kanchanaburi  1985 + + + - 

         DOABCC 488 Onion  A. cepa Kanchanaburi  1985 + + + - 
      DOABCC 2809 Multiplied onion A. cepa var. aggregatum Tak  2018 + + + - 

X. campestris pv. campestris  DOABCC 493             
P708 

Cauliflower Brassica oleracea var. botrytis Prathum Thani 1985 - - - - 
+ means positive; - means negative 



Table 2  Comparison of physiological and biochemical characteristics of bacterial 
strains isolated from Allium spp. 

Character DOABCC Xaa1/ 
 206 229 449 474 477 488 2809 493 
Gram reaction - - - - - - - - - 
Aerobic metabolism of glucose + + + + + + + + + 
Anaerobic metabolism of glucose - - - - - - - - - 
Motility test + + + + + + + + + 
Catalase test + + + + + + + + + 
Oxidase test - - - - - - - - - 
Nitrate reduction - - - - - - - - - 
Arginine dihydrolase test - - - - - - - - - 
Urease test - - - - - - - - - 
Indole production - - - - - - - - - 
Esculin hydrolysis + + + + + + + + + 
Gelatin hydrolysis + + + + + + + + + 
Starch hydrolysis + + + + + + + + + 
Casein hydrolysis + + + + + + + + + 
Cellulose hydrolysis   + + + + + + + + + 
Tween 80 hydrolysis   + + + + + + + + + 
H2S production + + + + + + + + + 
Pectinolytic activity + + + + + + + - + 
Tolerance to 3% NaCl + + + + + + + + + 
Fluorescent pigment production - - - - - - - - - 
Growth at 35oC + + + + + + + + + 
Growth at 40oC - - - - - - - - - 
Acid production from:          

Cellobiose + + + + + + + + + 
Lactose + + + + + + + + + 
Glycerol + + + + + + + + + 

1/ Kadota et al. (2000), Roumagnac et al. (2000), Xaa: X. axonopodis pv. allii    

  



Table 3  Xanthomonas strains used in multilocus sequence analysis 

ICMP: International Collection of Microorganisms from Plants 
LMG: BCCM/LMG Bacteria Collection,Laboratory for Microbiology NCPPB- National Collection of Plant Pathogenic 

Bacteria  
T Type strain of species  
P Pathotype strain 

 

       
   Accession Number 

No. Species name Strain dnaK fyuA gyrB rpoD 

1 Xanthomonas campestris pv. campestris  ICMP 13T EU498747.1 EU498849.1  EU498948.1 EU499067.1 

2 Xanthomonas axonopodis pv. citri  ICMP 24P EU498749.1 EU498851.1 EU498950.1 EU499069.1 

3 Xanthomonas axonopodis pv. axonopodis  ICMP 50T EU498751.1  EU498853.1 EU498952.1 EU499071.1 

4 Xanthomonas vesicatoria ICMP 63T EU498753.1  EU498855.1 EU498954.1 EU499073.1 

5 Xanthomonas euvesicatoria  ICMP 109T EU498754.1  EU498856.1 EU498955.1 EU499074.1 

6 Xanthomonas axonopodis pv. begoniae ICMP 194P EU498757.1  EU498859.1 EU498962.1  EU499081.1  

7 Xanthomonas axonopodis pv. vignicola  ICMP 333P EU498764.1  EU498866.1  EU498970.1 EU499089.1 

8 Xanthomonas axonopodis pv. cajani ICMP 444P EU498767.1 EU498869.1 EU498973.1 EU499092.1 

9 Xanthomonas axonopodis pv. ricini  ICMP 3031 EU498782.1  EU498884.1 EU498991.1 EU499110.1 

10 Xanthomonas oryzae  ICMP 3125T EU498784.1  EU498886.1 EU498993.1 EU499112.1 

11 Xanthomonas axonopodis pv. glycines ICMP 5732P EU498794.1  EU498896.1 EU499003.1 EU499122.1 

12 Xanthomonas axonopodis pv. manihotis  ICMP 5741P EU498796.1  EU498898.1 EU499006.1 EU499125.1 

13 Xanthomonas axonopodis pv. vasculorum ICMP 5757P EU498798.1  EU498900.1 EU499011.1 EU499130.1 

14 Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ICMP 5834P EU498802.1 EU498904.1 EU499015.1  EU499134.1 

15 Xanthomonas campestris pv. campestris   ICMP 6541 EU498805.1  EU498907.1 EU499018.1 EU499137.1 

16 Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii   ICMP 8432 EU498811.1  EU498913.1 EU499027.1 EU499146.1  

17 Xanthomonas axonopodis pv. allii  LMG 21894P KJ491213.1 HQ591016.1 CM002866.1 KJ491663.1 


