
 

 

วิทยานิพนธ 

ชีววิทยา และการตรวจเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมในประเทศไทย 

 

BIOLOGY AND DETECTION 

OF Xanthomonas axonopodis pv. citri 
CAUSING CITRUS CANKER DISEASE IN THAILAND 

 
 
 

นางณัฎฐมิา  โฆษิตเจริญกุล 
 
 

 

บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
พ.ศ. 2550 





 

วิทยานิพนธ 
 

เร่ือง 
 

ชีววิทยา และการตรวจเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกลู
สมในประเทศไทย 

 
Biology and Detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri causing citrus canker disease in 

Thailand 
 
 
 
 
 
 

โดย 
 

นางณัฎฐิมา  โฆษิตเจริญกุล 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บัณฑิตวิทยาลยั  มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร 
เพื่อความสมบรูณแหงปริญญาปรัชญาดุษฎีบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพเกษตร) 

พ.ศ. 2550 
 

      







 

กิตติกรรมประกาศ 
 
 ขาพเจาขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย ดร.วิชัย  โฆสิตรัตน ประธานกรรมการที่
ปรึกษา ในความกรุณาใหคําปรึกษาแนะนาํ และตรวจแกไขขอบกพรองตางๆ ในการทํา
วิทยานิพนธ  ขอกราบขอบพระคุณ ดร.อรวรรณ  ชัชวาลการพาณิชย  กรรมการที่ปรึกษาวิชาเอก 
รองศาสตราจารย ดร.นิพนธ  ทวีชัย  กรรมการที่ปรึกษาวชิารอง และ รองศาสตราจารย ดร.สิริภัทร 
พราหมณยี อาจารยผูแทนบณัฑิตวิทยาลัย ที่กรุณาใหคําปรึกษาแนะนาํและชวยเหลือในการทํา
วิทยานิพนธใหสําเร็จลุลวงไปดวยด ี
 
 วิทยานิพนธนีไ้ดรับการสนบัสนุนจากศนูยเทคโนโลยีชวีภาพเกษตร โดยงบประมาณของ
โครงการยอยบัณฑิตศึกษาและวิจยั สาขาเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ภายใตโครงการบัณฑิตศึกษา
และวจิัย สาขาวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ีสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา กระทรวง 
ศึกษาธิการ 
 
 ขอขอบคุณ คุณอุดมศักดิ์  เลิศสุชาตวนิช ทีไ่ดกรุณาใหตวัอยางเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis  pv. aurantifolli  สายพันธุ canker B, C และ D และเชื้อ X. axonopodis pv. citrumelo
ในการวิจัยคร้ังนี้ 
 
 ขอขอบคุณคุณทิพวรรณ กนัหาญาติ และพี่ๆ นองๆ ในหองปฏิบัติการกลุมงานบักเตรีวิทยา 
ที่ใหความชวยเหลือจนกระทัง่วิทยานิพนธสําเร็จลุลวง  ขอบคุณพี่ ๆ นองๆ นักวิชาการโรคพืช ที่ให
ความชวยเหลือและกําลังใจตลอดมา 
 
 สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณ คุณพอ  คณุแม และขอบคุณ ทุกคนในครอบครัวที่ให
กําลังใจและสนับสนุนในเรือ่งการศึกษาตลอดมา 
 
 

ณัฎฐิมา  โฆษติเจริญกุล 
พฤษภาคม  2550 

 
 



 

(1) 

สารบัญ 

 
 หนา 
สารบัญ (1) 
สารบัญตาราง (2) 
สารบัญภาพ (4) 
คํานํา  1 
วัตถุประสงค  4 
การตรวจเอกสาร  5 
อุปกรณและวธีิการ 24 
ผลและวิจารณ 41 
 ผล 41 
 วิจารณ 86 
 สรุป 96 
เอกสารและสิ่งอางอิง 98 
ภาคผนวก 110 
 
 
 



 

(2) 

สารบัญตาราง 

 
ตารางที่ หนา 
  

1 เปรียบเทียบการทําใหเกดิโรคบนพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรกลุม
ตางๆ  11 

2 ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร D1/D2  ไพรเมอร Pth 3F/ Pth 3F และ ไพร
เมอร D3/D4  ที่ออกแแบบจากยีน avirulence/ pathogenicity  (pthA) ของเชื้อ 
Xanthomonas axonopodis  pv. citri  30 

3 สารเคมีและโปรแกรมที่ใชในการทําปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอรD1/D2, 2/3 
และ one tube nested PCR ดวยไพรเมอร Pth3F/Pth3R และ D3/D4 ในการ
ตรวจหาเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 32 

4 เชื้อแบคทีเรียที่ใชศึกษาในครั้งนี้ 43 
5 การเปรียบเทยีบคุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีระหวางสายพันธุของ

แคงเกอรจากประเทศไทย  สายพันธุของแคงเกอรA จากญี่ปุนและสายพันธุ
ของแคงเกอร B จากอารเจนตินา 49 

6 การเปรียบเทยีบความสามารถในการใชน้ําตาลระหวางสายพันธุของเชือ้
สาเหตุโรคแคงเกอรจากประเทศไทย  สายพันธุของแคงเกอรA จากญี่ปุนและ
สายพันธุของแคงเกอร B จากอารเจนตนิา 50 

7 เปรียบเทียบการทดสอบการเกิดโรคบนพืชอาศัยตระกูลสม  5 ชนิด  ดวยเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรกลุมตางๆกับเชื้อ Xanthomonas  axonopodis pv. citri ที่
พบในประเทศไทย 52 

8 ความไว (sensitivity) ในการตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร D1/D2 67 

9 ความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเซลลของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri  สายพันธุ 939  ดวยเทคนิค PCR โดยไพรเมอร D1/D2 68 

 



 

(3) 

สารบัญตาราง (ตอ) 

 

ตารางที่ หนา 
  

10 เปรียบเทียบความจําเพาะ (specificity) ในการตรวจสอบเชื้อ  Xanthomonas 
axonopodis  pv. citri โดยวิธี PCR ดวยไพรเมอร D1/D2 และไพรเมอร 2/3  
วิธี one tube nested PCR ดวยไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 และ วิธี 
IMS รวมกับ nested PCR 72 

11 ความไว (sensitivity) ในการตรวสอบดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 โดยใชไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 73 

12 ความไวในการตรวจสอบเซลลของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 
สายพันธุ 939 โดยไพนเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 74 

13 ผลของน้ําบดใบสมโอตอปฏิกิริยา PCR และ one tube nested PCR ในการ
ตรวจหาเชื้อ Xanthomonas  axonopodis  pv. citri   76 

14 เปรียบเทียบวธีิการเตรยีมตัวอยางจากใบพชืตระกูลสม ในการตรวจหาเชื้อ 
Xanthomonas axonopodis pv. citri ดวยเทคนิค PCR, one tube nested PCR 
และการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารจําเพาะ 77 

15 การเปรียบเทยีบความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสมดวยวิธี IMS-nested PCR กับวิธี standard 
PCR และ วิธี one tube nested PCR 81 

16 การเปรียบเทยีบวิธีการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas  axonopodis pv. citri  ของ
ตัวอยางจากแปลงปลูก 82 

 
 
 



 

(4) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่ หนา 
  

1 ตําแหนงของยนี pthA บนพลาสมิด pXAC64 ของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri และ ไดอะแกรมแสดงตําแหนงของไพรเมอร D1, D2, Pth3F, Pth3R, D3 
และ D4 บนยีน pthA 31 

2 ลักษณะอาการของโรคแคงเกอรที่เกิดในธรรมชาติและจากการปลูกเชือ้บนใบ
มะนาวและเชือ้แบคทีเรียสาเหตุของโรค 42 

3 ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สายพันธุตางๆ ที่
สังเคราะหไดจากปฏิกริยา rep-PCR โดยใชไพรเมอร BOX 59 

4 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri ที่สังเคราะหจากไพรเมอร BOX  60 

5 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri สายพันธุที่แยกจากสมโอในประเทศไทย  ที่สังเคราะหจากไพรเมอร 
BOX 61 

6 ลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สายพันธุตางๆ ที่ 
สังเคราะหไดจากปฏิกิริยา rep-PCR โดยใชไพรเมอร ERIC 62 

7 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri ที่สังเคราะหจากไพรเมอร ERIC 63 

8 Dendrogram จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri สายพันธุที่แยกจากสมโอในประเทศไทย  สังเคราะหจากไพรเมอร ERIC 64 

 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที ่ หนา 
  

9 ชิ้นสวนดเีอ็นเอที่ไดจากปฏกิริยา PCR โดยใชไพรเมอร D1และ D2 กับดีเอ็นเอ
ของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูล
สมและเชื้อที่มคีวามสัมพันธใกลชิด เมื่อแยกขนาดบน 1.5% agarose gel 
electrophoresis ความตางศักย 100 โวลท 66 

10 ชิ้นสวนดเีอ็นเอที่ไดจากปฏกิริยา one tube nested PCR โดยใชไพรเมอร Pth3R/ 
Pth3F และ D3/D4  กับดีเอน็เอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอรของพืชตระกลูสมและเชื้อที่มีความสัมพันธใกลชิด เมื่อแยกขนาดบน 
1.5% agarose gel electrophoresis ความตางศักดิ์ 100 โวลท 71 

11 การเปรียบเทยีบความไว(sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis  pv. citri (Xac)ในน้ําบดใบสมดวยวิธี standard PCR (A),  วิธี one 
tube nested PCR (B)  และ วิธี IMS-nested PCR (C) 80 

12 การเปรียบเทยีบความเหมือนของการจัดเรียงตัวของนวิคลีโอไทดของผลผลิตพีซี
อารที่ไดจากไพรเมอรD1และD2 ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri  กับยนี pthA  โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST N จาก เว็บไซด 
http:// 0Hwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 84 

13 การเปรียบเทยีบความเหมือนของการจัดเรียงตัวของนวิคลีโอไทดของผลผลิตพีซี
อารที่ไดจากไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4  ในการตรวจหาเชื้อ 
Xanthomonas axonopodis pv. citri  กับยีน pthA  โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม 
BLAST N จาก เว็บไซด http:// 1Hwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 85 

   
   
   



ชีววิทยา และการตรวจเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของ
พืชตระกูลสมในประเทศไทย 

 

Biology and Detection of Xanthomonas axonopodis pv. citri causing citrus canker 
disease in Thailand 

 

คํานํา 
 

 ประเทศไทยเปนแหลงผลิตสินคาเกษตรแหลงใหญแหงหนึ่งของโลก  มีสินคาเกษตรหลาย
ชนิดที่มีศักยภาพในการสงออก   พืชตระกลูสมจัดเปนผลไมที่สําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  
มีหลายชนิดดวยกัน ไดแก สมเขียวหวาน (Tangerine)  (Citrus reticulata Blanco), สมตรา (Sweet 
orange) (C. sinensis (L.) Oskeck), มะนาว (Lime) (C. aurantifolia Swingle) สมโอ (Pomelo) (C. 
maxima Burm) เปนตน  ถ่ินกําเนิดดั้งเดิมของพืชตระกูลสมอยูในแถบเอเชียอาคเนย  แตสามารถ
ปลูกไดดแีละแพรหลายทัว่ไปในบริเวณกึ่งเขตรอน  เขตรอน  เขตอบอุนของโลก ทั้งในยุโรปและ
อเมริกา (ไชยา, 2531)  ประเทศไทยเปนแหลงกําเนิดพืชตระกูลสมแหงหนึ่ง มีการปลูกพืชตระกูล
สมเปนจํานวนมาก  เนื่องจากภูมิอากาศของประเทศไทยเหมาะแกการเจริญเติบโตของพืชตระกูล
สม  จึงทําใหมกีารปลูกพืชตระกูลสมไดเกอืบทุกภาคของประเทศ  แหลงปลูกพืชตระกูลสมที่สําคัญ
ของประเทศไทย ภาคเหนือ ไดแก จังหวัด  เชียงราย  เชยีงใหม  แพร  นาน  พิจิตร  กําแพงเพชร เปน
ตน  ภาคกลางไดแก จังหวัด  ปทุมธานี  สระบุรี  ชัยนาท  อยุธยา  เพชรบุรี  ภาคตะวันตก  ไดแก 
จังหวดั    สมุทรสาคร  สมุทรสงคราม  นครปฐม  กาญจนบุรี เปนตน  ภาคใต ไดแก จังหวดั    
นครศรีธรรมราช  สุราษฎรธานี  ชุมพร  นราธิวาส เปนตน  จากสถิติการเพาะปลูกป พ.ศ. 2547  
ประเทศไทยมพีื้นที่ปลูกพืชตระกูลสมประมาณ 705,352 ไร  แยกออกเปนพื้นที่ปลูกสมแตละชนิด
ดังนี้  สมเขียวหวาน พื้นที่ปลูกรวม 465,321 ไร  ผลผลิตรวมทั้งหมด 585,796.58 ตน  สมโอ พื้นที่
ปลูกรวม 229,051 ไร  ผลผลิตรวมทั้งหมด 238,600.23 ตน  สมตรา สมเกลี้ยง สมจุก มีพื้นที่ปลูก
รวม 10,980 ไร  ผลผลิตรวม 7,774.50 ตน (กรมสงเสริมการเกษตร, 2547)   ประเทศไทยสงผลไม
ในกลุมพืชตระกูลสมออกไปยังตางประเทศเปนจํานวนมากในป 2547 มีมูลคาทั้งสิ้น 176.4 ลาน
บาท  โดยมีสมโอมีปริมาณและมูลคาสงออกมากที่สุด ปริมาณสงออก 7,313 เมตริกตนั มูลคา 102 
ลานบาท (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2547) 

 



 

2 

ปญหาและอุปสรรคที่สําคัญในการปลูกพชืตระกูลสมของประเทศไทย คือปญหาเรือ่งโรค
และแมลง  โดยเฉพาะโรคแคงเกอรเปนโรคที่สําคัญของพืชตระกูลสมที่กอใหเกิดความเสียหาย
ใหกับแหลงปลูกพืชตระกูลสม (Civerolo, 1984; Schubert and Miller, 1999) ในประเทศอเมริกามี
รายงานการแพรระบาดอยางรวดเร็ว และทําความเสียหายใหกับอุตสาหกรรมสมเปนจํานวนมากจน
ทําใหรัฐบาลกลางออกกฎควบคุมการระบาด และใชเงินเปนจํานวนมากในการปองกนักําจัด 
(Schoulties et al., 1987)  แตปจจุบันนีก้็ยังคงมีรายงานการระบาดของโรคแคงเกอรในอเมริกา 
(Schubert et al, 1996) โรคนี้ที่พบแพรระบาดมากในเขตรอนและเขตกึง่รอน  ที่มีอุณหภูมิสูงและ
ฝนตกชุก (Civerolo, 1994)  โรคแคงเกอรมีจุดกําเนิดในทวีปเอเชยีตะวันออกเฉยีงใต และปจจุบัน
ระบาดไปทัว่โลก  โดยพบโรคนี้ระบาดมากกวา  50 ประเทศทั่วโลก (EPPO/CABI, 2005) ประเทศ
ไทยพบโรคแคงเกอรนี้ระบาดอยางกวางขวางโดยเฉพาะฤดูฝนการระบาดของโรคจะยิ่งรุนแรงขึ้น 
โรคทําใหตนโทรม ผลผลิตลดลง  และคุณภาพของผลต่ํา การระบาดของโรคแคงเกอรในประเทศ
ไทยสามารถแพรกระจายโดยติดไปกับผลและกิ่งพนัธุพชืตระกูลสม  โดยเฉพาะกิ่งพนัธุ ถามีโรคนี้
ติดไปจะทําใหเกิดการระบาดไปยังตนอืน่ ๆ ตอไป 

 
โรคแคงเกอรเปนโรคที่สําคัญทางกักกันพชืของหลายประเทศ  เชื้อสาเหตุโรคเกิดจากเชื้อ

แบคทีเรีย Xanthomonas  axonopodis pv. citri (Syn. Xanthomonas  campestris pv. citri) ในหลาย
ประเทศ เชน อเมริกา  สหภาพยุโรป  ญี่ปุน  และออสเตรเลีย  โดยเฉพาะสหภาพยุโรป เชื้อ  X. 
axonopodis pv. citri เปนศัตรูพืชกักกนัที่รายแรง (EPPO/CABI, 2005) การนําเขาพืชตระกูลสม จึงมี
กฎหมายและระเบียบควบคุม การนําเขาอยางเขมงวด 

  
ปจจบุันประเทศไทยเปนผูผลิตสมโอรายใหญ  ที่มีสมโอพันธุดี ตรงความตองการของ

ผูบริโภคทั้งภายในและภายนอกประเทศ  นโยบายที่สําคญัของการสงออกสมโอไปขายตางประเทศ
ของประเทศไทย มุงเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตสมโอคุณภาพ เพื่อใหเปนผูนําในการผลิตและ
การตลาดสมโอคุณภาพดีในตลาดโลก  (สํานักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2548)   สหภาพยุโรป เปน
ตลาดใหญแหงหนึ่งของโลกมีความตองการนําเขาสมโอ    แตติดเรื่องกฎหมายและระเบียบการ
นําเขาที่เขมงวด  ทําใหกระทรวงเกษตรและสหกรณในฐานะผูรับผิดชอบในเรื่องนี้ ตองหา
มาตรการแกไขใหสอดคลองกับกฎหมายและระเบยีบการนําเขาของสหภาพยุโรป  โดยปฏิบัติตาม
ขอกําหนดของมาตรฐานระหวางประเทศวาดวยมาตรการสุขอนามัยพืช (International Standards 
for Phytosanitary Measures; ISPM) ฉบับที่ 10 มีขอกําหนดในการจัดตัง้แหลงผลิตและแปลงผลิต
ปลอดศัตรูพืช และหาวิธีการเฝาระวังและตดิตาม ตลอดจนพัฒนาวิธีการตรวจสอบรับรองแปลง
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ปลูกพืชใหเปนที่ยอมรับของประเทศนําเขา ซ่ึงการเฝาระวัง  ติดตามโรคแคงเกอรและวิธีการตรวจ
รับรองแปลง จําเปนตองทราบชนิดและลกัษณะของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรที่พบในประเทศไทยให
ละเอียดและสามารถวินิจฉัยเชื้อสาเหตุไดอยางถูกตอง และที่สําคัญตองหาวิธีการตรวจสอบเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรที่เฉพาะเจาะจง รวดเรว็ และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณนอยได วิธีทาง
อณูชีววิทยา เปนวิธีที่เฉพาะเจาะจง ตรวจสอบไดอยางรวดเรว็และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณ
นอยในตัวอยางพืชได ในขณะที่การใชวิธีทางเซรุมวิทยามขีอจํากัดในการเกิดปฏิกิริยาขามกับเชื้อซา
โปรไฟตชนิดอ่ืนๆทําใหเกดิผิดพลาดในการตรวจสอบ นอกจากนีว้ิธีทางเซรุมวิทยายังมีความไวใน
การตรวจสอบต่ํากวาวิธีทางอณูชีววิทยา 
  
 วัตถุประสงคของการศึกษาในครั้งนี้  เพื่อศึกษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย  X. axonopodis 
pv. citri   สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมที่พบในประเทศไทย  และพัฒนาวิธีการตรวจสอบ
เชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมโดยเทคนิคอณูชีววิทยา 
  

 



วัตถุประสงค 
 

1.  ศึกษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri  สาเหตุ               
โรคแคงเกอรของพืชตระกลูสมที่พบในประเทศไทย 
 

2.  พัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมโดย                   
เทคนิคอณูชีววิทยา 
 



การตรวจเอกสาร 
 
โรคแคงเกอรของพืชตระกูลสม 

 

โรคแคงเกอรเปนโรคที่สําคัญของพืชตระกูลสมที่กอใหเกิดความเสียหายใหกับแหลงปลูก
พืชตระกูลสมทั่วโลก (Civerolo, 1984; Schubert and Miller, 1999)    พืชตระกูลสม (Citrus spp.) 
เกือบทุกชนดิพบวามีโรคแคงเกอรระบาดทําลายทําใหเกดิความเสียหายรุนแรงมากโรคหนึ่ง  โรคนี้ 
สามารถเกิดไดกับทุกสวนของตนและมกัจะพบระบาดรนุแรงในฤดูฝน (อําไพวรรณ, 2527)  เมื่อ
เชื้อสาเหตุโรคเขาทําลายอยางรุนแรงจะทําใหตนสมทรุดโทรม ใบรวง  ผลผลิตลดลงและไมมี
คุณภาพ  ผิวไมสวยและตนแคระแกร็นถึงตายได (อําไพวรรณ และคณะ, 2527)  

 
โรคแคงเกอรเปนที่รูจักดแีละเริ่มกอใหเกดิความเสียหายอยางรุนแรงในหลายประเทศ 

(Fawcett, 1936) โรคแคงเกอรมีแหลงกําเนิดจากเอเชียตะวนัออกเฉียงใต  โดยพบจากสมที่เปนโรค
แคงเกอรที่ไดมาจากพื้นทีน่ัน้ๆ ในราวกลาง ค.ศ. 1800  และคาดคะเนวาโรคแคงเกอรแพรกระจาย
จากเกาะในหมูเกาะมหาสมุทรแปซิฟคไปยังญี่ปุน    ในสหรัฐอเมริกาพบโรคแคงเกอรนี้คร้ังแรก  
โดยติดมากับทอนพันธุของตนสมในป 1910 ที่สงมาจากญี่ปุน  ตนสมที่มีโรคแคงเกอรจากญี่ปุนได
นําไปปลูกในมลรัฐฟลอริดาและเท็กซัส ทาํการขยายพนัธุและนําไปปลูกตอตามแหลงตาง ๆ ของ
มลรัฐอลาบามา, จอรเจีย, หลุยสเซียนา, มิสชิสซิปป, และเซาทแคโรไลนา (Schoulties et al., 1987)  
ซ่ึงกิ่งพันธุสมที่ไดขยายพันธุ โดยการตอนกิ่งหรือทาบกิ่ง ที่มีเชื้อนี้แพรกระจายทําใหเกิดการระบาด
ไปยังแหลงปลูกอื่นๆ   โดยในฟลอริดาซึ่งเปนแหลงปลูกสมที่ใหญ พบการระบาดรนุแรงของเชื้อ
แบคทีเรียแคงเกอร  ในป 1917 ในแหลงปลูกสมตางๆ ทั้งในบริเวณ Gulf Coast State และ Rio 
Grande Valley  ทําใหมีการรณรงคเพื่อกําจัดทําลายตนสมที่เปนโรค โดยความรวมมอืกันของผูปลูก
สมในมลรัฐฟลอริดา (Schoulties et al., 1987)    มลรัฐฟลอริดาไดรวมมือกับรัฐบาลกลางของ
ประเทศสหรัฐอเมริกาทําการรณรงคกําจัดโรคนี้จนหมด โดยเริ่มกําจัดในป 1917   ตนสมที่เปนโรค
แคงเกอรถูกทาํลาย  จนถึงในป 1933 มลรัฐฟลอริดาจึงปลอดจากโรคแคงเกอรสม  รัฐบาลใชเงินใน
การกําจัดจํานวนมากถึง 6 ลานเหรียญอเมริกา  ในป 1947 ตนสมที่เปนโรคนี้ไดถูกกําจัดใหหมดไป
จากสหรัฐอเมริกา (Stall and Seymour, 1983)  นอกจากนี้ในอเมริกายงัมีมาตรการทางกักกนัพืช ที่
ทําคูขนานกันไปกับการกําจดัใหหมดสิ้นของตนสมที่เปนโรค  มีขอจํากัดที่เขมงวดในการนําสินคา
พวกสมหรือตนสมเขาประเทศสหรัฐอเมริกา  ประเทศผูสงสินคาพวกสมเขาประเทศสหรัฐอเมริกา
ตองปฏิบัติตามขอกําหนดของทางสหรัฐอเมริกาและตองมีใบรับรองวาปลอดจากโรคนี้ (Stall and 
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Seymour, 1983)      ในแหลงปลูกสมอื่นๆ  เชน อเมริกาใต ไดแก ประเทศบราซิล, อารเจนตินา, 
ปรากวัย, อุรุกวัย และเม็กซิโก พบโรคแคงเกอรระบาดในแหลงปลูกสม   โดยเฉพาะในอารเจนตินา  
สภาพอากาศเหมาะสมสําหรับการแพรระบาดของโรคมาก  ทําใหแพรระบาดอยางรวดเรว็  ทาง
รัฐบาลไดพยายามกําจดัโรคแคงเกอรใหหมดไปจากประเทศแตไมไดผล (Stall and Seymour, 1983)    
ในประเทศญีปุ่น ซ่ึงมีรายงานการระบาดของโรคแคงเกอร  ไดมีการทาํการทดลองโดยใช
สารประกอบทองแดงฉีดพนทําลายเชื้อแบคทีเรีย โดยฉีด 6-7 คร้ัง จะสามารถปองกันโรคได (Stall 
and Seymour, 1983)       ในประเทศไทย  ชาวสวนเรยีกโรคแคงเกอรวาโรคใบจุดหรอืโรคขี้กลาก  
(อําไพวรรณ, 2527) ในรายงานครั้งแรกประมาณป 2500-2504 โรคนี้รุนแรงกับมะนาว,  สวน
มะกรูด, สมเขยีวหวาน, สมเกลี้ยง, สมคลีโอพัตรา, สมสามใบ อาการไมรุนแรงมาก (อําไพวรรณ 
และคณะ, 2527)   ตั้งแตป 2515 เปนตนมามีรายงานวาโรคแคงเกอรไดทําความเสียหายใหแก
สมเขียวหวานเปนจํานวนมาก (วเิชียร, 2519) จนถึงปจจบุันยังพบการระบาดของโรคแคงเกอรอยาง
กวางขวาง  ในทุกแหลงปลูกสมของไทย  ในประเทศไทยนิยมปองกนักาํจัดโรคแคงเกอร  โดยใช
สารเคมีที่มีทองแดงเปนองคประกอบฉีดพนเปนประจํา   สารประกอบทองแดงที่ใชไดแก คอป
เปอรออกซิคลอไรด คอปเปอรออกไซด หรือบอรโดมิกเจอร เปนตน 
 

อาการของโรคแคงเกอร 
 

 เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สามารถเขาทําลายบริเวณสวนเหนือดินของพืช
ตระกูลสม (Goto, 1969)  สามารถเขาทําลายไดทกุสวนของพืชที่อายุนอย ทั้งใบ  กิ่ง ลําตนและผล 
โดยสวนของใบออนและกิ่งออนที่ถูกเชื้อสาเหตุโรคเขาทําลาย จะแสดงอาการภายใน 10-12  วัน 
หลังจากเริ่มแตกยอดออน (EPPO/CABI, 2005)   ใบแกจะมีความตานทานตอโรคมากกวาใบออน 
เนื่องจากใบแกมีปากใบทีเ่ปดแคบ  เพราะมีคิวติเคิลปกคลุมทําใหปากใบหนา เชื้อจึงเขาทําลายได
ยาก ในทางตรงกันขามใบออนปากใบจะเปดกวาง เชื้อจึงเขาทําลายไดงาย (Goto, 1969)  เมื่อเชื้อเขา
ทําลายรุนแรง จะทําใหตนสมทรุดโทรม ใบรวง ผลผลิตลดลงและไมมคีุณภาพ  ผิวไมสวย และตน
แคระแกรนอาจตายไดในที่สุด (อําไพวรรณ, 2527) 
  
 อาการที่พบบนใบเริ่มแรก เกิดเปนจุดกลมขนาดเทาหวัเข็มหมุด ใส และฉํ่าน้ํา  มีสีซีดกวาสี
ใบปกติ  เปนสีเหลืองโปรงแสง  ตอมาแผลขยายใหญขึ้น มีลักษณะฟคูลายฟองน้ํานนูขึ้น มีสีเหลือง
ออน  แผลเกิดขึ้นทั้งสองดานของใบหรืออาจเกิดเพียงดานใดดานหนึ่ง  ตอมาแผลจะเริ่มเปลี่ยนเปน
สีน้ําตาลเขม  ลักษณะนูนฟจูะยุบตัวและแตกเปนสะเก็ดขรุขระและแขง็ตรงกลางบุมลงไปเล็กนอย  
ทุกระยะของการพัฒนาการของโรค  บริเวณรอบๆ แผล คลอโรฟลจะซีดลงจากเนื้อเยื่อปกติ  ทําให
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ปรากฏเปนวงสีเหลืองลอมรอบแผล (halo)    แผลจะเกดิในทุกสวนของใบรวมทั้งกานใบดวย ทําให
ใบเหลืองรวงกอนกําหนด (วิวัฒน, 2510; อําไพวรรณ  และคณะ, 2527; Fawcett, 1936) 

    
อาการบนกิ่งและตนมักจะเกดิกับกิ่งออนโดยเฉพาะกิ่งออนของมะนาว  แผลที่เกิดใหม

คลายอาการบนใบ  ตอมาแผลจะแหง  แตกแข็งเปนสีน้ําตาล  ลามขยายรอบกิ่งหรือขยายตามความ
ยาวกิ่ง  รูปรางแผลไมแนนอนและไมเห็นวงเหลืองลอมรอบ (ววิัฒน, 2510; อําไพวรรณ  และคณะ, 
2527; Fawcett, 1936) 

 
อาการบนผลจะเปนมากในตนที่พบโรคมากที่ใบ  ลักษณะอาการคลายอาการบนใบแตจะ

เกิดเดี่ยวๆ มีลักษณะกลม  แผลจะฝงลึกลงไปในผิวของผล  แผลจะเริ่มขยายมีขนาดใหญเปนสะเก็ด
ใหญ  รูปรางไมแนนอน พบวงสีเหลืองลอมรอบชัดเจน (อําไพวรรณ  และคณะ, 2527) 
 

เชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร 
 

เชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรเกดิจากเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri (Hasse 
1915) Vauterin et al. 1995 

Synonymes: Xanthomonas citri (Hasse) Dowson 
Xanthomonas campestris pv. citri (Hasse) Dye 1978 

 Xanthomonas campestris pv. aurantifolii  Gabriel et al. 1989  
 Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii (Gabriel et al.) Vauterin et al. 

1995 

  
การจัดจําแนกและระบบการตั้งชื่อเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร (Taxonomy and Nomenclature) 

 
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรไดถูกจดัจําแนกและเปลี่ยนแปลงระบบการตั้งชื่อใหม

หลายครั้ง โดยแรกสุดมีการตัง้ชื่อคือ Xanthomonas citri (Hasse) Dawson ตอมาไดมีการศึกษา
รายละเอียดของเชื้อเพิ่มเติมมากขึ้นตามเทคโนโลยีที่เกิดขึน้เรื่อยมา ในป 1980 ที่ประชุม 
International Society for Plant Pathology (ISPP)       Dye et al.(1980) ไดเสนอใหเปลี่ยนชื่อเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรเปน Xanthomonas campestris pv. citri (Hasse) Dye 
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ในป 1989 Gabriel et al. ไดเสนอใหมีการจัดจําแนกเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรบางสายพันธุ
ในระดบัต่ํากวาสปชีสใหมจาก X. campestris pv. citri เปน X. campestris pv. aurantifolii โดยใช
ขอมูลความแตกตางของเชือ้จากเทคนิค  restriction fragment length polymorphism (RFLP) ซ่ึงใน
ขณะนัน้ขอมูลสนับสนุนอื่นๆ มีไมเพียงพอทําใหไมเปนที่ยอมรับและตกไป  

 
ในป 1995 Vauterin et al. ไดศึกษารายละเอียดของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรเพิ่มเติมโดย

ศึกษาทางดาน DNA-DNA hybridization และขอมูลการใชแหลงอาหาร (carbon source) ของเชื้อ
โดยใช Biolog microplates จึงเสนอเปลี่ยนแปลงชื่อเปน Xanthomonas axonopodis pv. citri ซ่ึงชื่อ
นี้ไดรับการยอมรับจาก คณะกรรมการระดบันานาชาติจดัทําระบบอนุกรมวิธานของแบคทีเรีย          
( International committee on the systematic of Bacteria (ICSB)) (Yong et al., 1996)  

 
ตอมา Schaad et al. (2005) ไดเสนอระบบการตั้งชื่อใหมอีกครั้งโดยทําการศึกษา

รายละเอียดของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรเพิม่เติมทางดาน DNA-DNA relatedness assays ลําดับเบส
ของ 16S-23S intergenic transcribed spacer (ITS) และผลวิเคราะหจากเทคนิค Amplified Fragment 
Length Polymorphism (AFLP) จากเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร 44 สายพันธุจาก 5 กลุมของโรคแคง
เกอรและภายใตสภาพ DNA reassociation (Tm 150C) พบวาสามารถแยกความแตกตางของเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรตามจีโนมไดเปน 3 taxon จึงขอเปลี่ยนแปลงจากชือ่ Xanthomonas axonopodis 
pv. citri ตามลักษณะ genotype และ pathotype ทั้ง 3 กลุมออกเปน 

 
Taxon I เปน Xanthomonas axonopodis pv. citri (ex Hasse, 1915) sp. nov. nom. rev. 

comb. nov.  เปนกลุม canker A 
 
Taxon II เปน Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii  (ex Gabriel et al., 1989) sp. nov. 

nom. rev. comb. nov. เปนกลุม canker B C และ D 
 
Taxon III เปน Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo  (ex Riker and Jones) Gabriel et 

al., 1989 nov. nom. rev. comb. nov. เปนกลุม canker E 
  

แตระบบการตัง้ชื่อของ Schaad et al. (2005) ไมถูกตองตามกฎของ ICSB  จึงไมเปนที่
ยอมรับ           ตอมา Schaad  et al. (2006)  จึงไดตีพิมพบทความแกไข โดยไดเสนอขอมูล DNA-
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DNA reassociation ของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสม  ซ่ึงเปนขอมูลที่จําเปน
ในการจดัจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียตามระบบสมัยใหม (modern classification) เพื่อสนับสนุน
ระบบการตั้งชือ่ของ Gabriel et al. (1989) โดยเสนอเปลี่ยนชื่อเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรของพืช
ตระกูลสม เปน Xanthomonas citri pv. citri     ซ่ึงบทความนี้พึ่งตีพิมพในวารสาร Systematic and 
applied microbiology ประจาํเดือน ธันวาคม  2006    และยังไมมกีารตอบรับจาก ICSB 
 
ชีววิทยา (Biology) และ ลักษณะ (Charecteristic) ของเชือ้ X.  axonopodis pv. citri 
  
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา สรีระวิทยา และชีวเคมี 

 
เชื้อ X. axonopodis pv. citri เปนแกรมลบ  (gram negative) เซลลเดียว รูปทอน (rod shape) 

ขนาด 0.5-0.75 x 1.5-2.0 ไมโครเมตร เปนพวกที่ม ีflagellum อันเดยีวอยูดานขาง (polar flagella) จะ
เจริญไดดใีนอณุหภูมิ 25-30 0C (ววิัฒน, 2510; Fawcett, 1936) โคโลนีมีลักษณะสีเหลืองเปนมันเยิ้ม  
ขอบเรียบนูน (ววิัฒน, 2510) จากการศึกษาทางชีวเคมีพบวาเชื้อไมสามารถเปลี่ยนไนเตรทเปนไน
ไตรด เกดิ H2S ไมสามารถเกิดกรดและแกสในน้ําตาลตางๆไมสรางสารพวกอินโดล (indole) 
สามารถยอยแปง ยอยสาร aesculin  ยอย casein และ gelatin ได ( Goto et al.,1980) สรางเอ็นไซม 
catalase และ tyrosinase ไมสามารถสรางพวก oxidase และ carbohydrate พบวาสามารถใช glucose, 
galactose, mannose, trehalose, sucrose, maltose และ mannitol แตไมสามารถใช arabinose, 
rhaffinose และ sorbitol (วิวฒัน, 2510)  
 
การจัดกลุมเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร 
 
 จากการศึกษาทางดานการแพรระบาดในสถานที่ตางๆ (Geographic distribution), พืชอาศัย 
(Host range) ทําใหแบงเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรออกไดเปน 5 กลุม :  
 

1. CBCD-A (citrus bacterial canker disease-A)  เปนพวก Asiatic canker หรือ Canker A 
หรือ common form เปนกลุมที่แพรระบาดมากที่สุด (Schubert et al., 2001)  พบระบาดเรื้อรังใน
เอเซีย, แอฟริกา, หมูเกาะในมหาสมุทรแปซิฟค (oceania) และในอเมรกิาใต เชื้อสาเหตุของโรคใน
กลุมนี้จะเปนพวกที่มพีืชอาศัยกวางที่สุด    Verniere et al. (1998)ไดรายงานการศกึษาลักษณะทาง 
phenotype ของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri  ที่พบในแถบประเทศทางเอเชยีตะวันตก
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เฉียงใตหรือตะวนัออกกลาง ไดแก โอมาน ซาอุดิอาระเบยี อิหราน และอินเดีย พบวาเชื้อที่พบ
สามารถทําใหเกิดโรคกับมะนาวเทานั้นและพบวาลักษณะทาง phenotype และ genotype คลายคลึง
กับ canker A แตลักษณะทางเซรุมวิทยาแตกตางกันจึงแยกออกมาจากกลุม cankerA เปนสายพันธุ 
canker A*    ตอมา Sun et al. (2004) ไดรายงานการพบสายพันธุเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ที่มล
รัฐฟลอริดา สหรัฐอเมริกา โดยพบวาเชื้อสายพันธุนี้เกิดโรคไดเฉพาะในมะนาวเทานัน้ เรียกวาสาย
พันธุ cankerAW    

 
2. CBCD-B (Concrosis B, canker B หรือ flase canker) เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้พบกอโรค

กับพวกมะนาวหวาน (lemon) ในประเทศอารเจนตินา ในป 1923 (Schubert et al., 2001) ตอมามี
การแพรระบาดมายังประเทศใกลเคียงไดแก ประเทศอุรุกวยัและปรากวัย เชื้อแบคทีเรียกลุมนี้
สามารถเขาทําลาย มะนาว สมเขียวหวาน สมเปรี้ยว และสมโอ ได แตไมสามารถเขาทําลาย
เกรฟฟรุตได (Schubert et al., 2001)  ปจจุบนัไดมีการเสนอใหแยกเชื้อสาเหตุ canker B ออกมาเปน
ตั้งชื่อใหมคือ X. axonopodis pv. aurantifolii  
 

3. CBCD-C (Maxican lime concrosis) เชื้อแบคทีเรียกลุมนีพ้บกอโรคเฉพาะมะนาว 
[lime : C. aurantifolia (christm)] Swigh “Mexican” ในประเทศบราซิลในป 1963 (Schoulties et 
al., 1987)  และพบเฉพาะในประเทศบราซิลเทานั้น  ปจจบุันไดมีการเสนอใหแยกเชื้อสาเหตุออกมา
เปนชื่อใหมคอื X. axonopodis pv. aurantifolii  เชนเดียวกับ canker B 
 

4. CBCD-D (Mexican bacteriasis)  โดยในป 1987 ไดพบโรคของ Maxican lime ที่เกิด
จากเชื้อแบคทเีรียสาเหตแุคงเกอร  แตพบในเมืองโกลิมา ประเทศเม็กซโิก  พบวามักเกิดเปนแผล
ลักษณะแคงเกอรบนใบและกิ่ง  ไมพบบนผล  (Schoulties et al., 1987) เชื้อแบคทีเรียสายพันธุนี้ไม
พบในพืน้ที่มานานแลวและปจจุบันสัณนษิฐานวาเกดิจากเชื้อรา Alternaria  limicola (Schubert et 
al., 2001) 
 

5.  CBCD-E (Citrus bacterial spot)  โดยในป 1984 ไดเกดิการแพรระบาดของโรคแคง
เกอรในฟลอรดิา  ประเทศสหรัฐอเมริกา  จากการศึกษาพบวาลักษณะอาการของโรคไมเหมือนโรค
แคงเกอรโดยทั่วๆ ไป พบในตนกลาสม (nursery form of citrus canker)  จากการศกึษาทางเซรุม
วิทยาและ phage พบวาเชื้อแบคทีเรียตัวนี้ไมมีความสัมพนัธกับเชื้อโรคแคงเกอรกลุมตางๆ กับที่
กลาวมาแลว  แตพบวามีความสัมพันธใกลชิดกับ X. campestris pv. alfalfae จัดเปนกลุมใหม 
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(Schoulties et al., 1987) ปจจุบันไดแยกออกมาตั้งชื่อใหมคือ X. axonopodis pv. citrumelo (Gabriel  
et al., 1989; Graham and Goottwald , 1991; Stall and Civerolo, 1991)  
 
ตารางที่ 1  เปรียบเทียบการทําใหเกิดโรคบนพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรกลุมตางๆ  
 

Canker group C. sinensis 
(Sweet orange) 

C.paradisi 
(Grapefruit) 

C. limon 
(Lemon) 

C. aurantifolia 
(Mexican lime) 

X. axonopodis pv. citri 
(canker A) 

++++ +++ +++ ++++ 

X. axonopodis pv. citri 
(canker A*) 

- - - ++++ 

X. axonopodis pv. citri 
(canker AW) 

- HR - ++++ 

X. axonopodis pv. 
aurantifolii (canker B) 

+ + +++ ++++ 

X. axonopodis  pv. 
aurantifolii (canker C) 

HR HR HR ++++ 

+   หมายถึง    การเกิดโรคบนพชือาศัยเล็กนอย (weak canker) 
++++ หมายถึง    การเกิดโรครุนแรงบนพืชอาศัย (strong canker) 
- หมายถึง    ไมมีอาการโรคแคงเกอร  

ที่มา : ดัดแปลงจาก Brunings and Gabriel (2003) 
 

พืชอาศัย (host  range) 
 

 Civerolo (1984) ไดรายงานรายชื่อพืชตระกลู Rutaceae ที่เปนพืชอาศัยของเชื้อสาเหตุโรค
แคงเกอร X. axonopodis pv. citri ดังนี้ 
 
 พืชตระกูลสมที่ออนแอตอเชือ้ X. axonopodis pv. citri ไดแก 
 เกรฟฟรุต (C. paradise Macf) 
 มะนาว (C. aurantiifolia (Christ.) Swingle) 
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 มะนาวหวาน (C. limettioides Tan., Palestine) 
 สมสามใบ (Poncirus trifoliate (L.) Raf.) 
 
 พืชตระกูลสมที่ออนแอปานกลาง (Moderately susceptible) 
 สมตรา (C. sinensis (L.) Osbeck) 
 สมจี๊ด (C. aurantium L.) 
 เลมอน (C. limon (L.) Burm) 
 
 พืชตระกูลสมที่ตานทานปานกลาง (Moderately Resistant) 
 สมเขียวหวาน (C. reticulata Blanco) 
 สมโอ  (C. maxima (Burm) Merr.) 
 มะนาวตาฮิต ิ(C. aurantifolia (Christ.) Swingle) 
 
 พืชตระกูลสมที่ตานทานสูง (Highly Resistant) 
 ซิตรอน (Citron: C. medica) 
 คัมควอท (Kumquat: Fortunella spp.) 

 
ยีนท่ีกอโรคแคงเกอรของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
 
 Swarup (1991) ไดรายงานเปนครั้งแรกถึงการจําแนกและโคลนยีน pthA จากเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri โดยพบวายนี pthA เปนยีนทีก่อใหเกิดอาการจดุแผลแหงแตกสนี้ําตาลของโรค
แคงเกอรอยางเฉพาะเจาะจงกับพืชตระกูลสม  ยีน pthA อยูบนพลาสมิดดีเอ็นเอของเชื้อ  X. 
axonopodis pv. citri ไดมีการทดลองยืนยนัการเปนยีนกอโรคแคงเกอรอยางเฉพาะเจาะจงโดย 
Swarup et al. (1991) ไดแยกยีน pthA และใสเขาไปในเซลลของเชื้อแบคทีเรียกลุม Xanthomonas 
อ่ืนๆ แลวนําไปปลูกเชื้อบนพืชตระกูลสม  พบวาสามารถทําใหพืชตระกูลสมแสดงอาการของโรค
แคงเกอรได  และเมื่อนําเชื้อแบคทีเรียกลุม Xanthomonas ที่ไดรับยีน pthA เหลานัน้นาํไปปลูกเชื้อ
ลงบนพืชอาศัย เชน ฝาย และพืชตระกูลถ่ัว พบวาไมสามารถทําใหพืชอาศัยเหลานัน้แสดงอาการ
ของโรคแคงเกอร แตเกดิอาการตอบสนองฉับพลัน (hypersensitive response (HR)) แทน (Swarup 
et al., 1992) 
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 ยีน pthA เปนยนีที่จําเปนในการเกิดอาการของโรคแคงเกอร โดยพบในทุกสายพันธุของเชื้อ 
X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A (Swarup et al., 1992) พบยีน pthA หลายตําแหนงในเชื้อ
แบคทีเรีย X.  axonopodis pv.citri สาเหตุโรคแคงเกอรและจะไมพบยีนนีใ้นเชื้อแบคทีเรีย 
Xanthomonas อ่ืนๆ ที่ไมใชเชื้อกอโรคแคงเกอรในพืชตระกูลสม (Cubero and Graham, 2002; 
Swarup et al., 1992)  
 
 ซ่ึงลักษณะดังกลาวสามารถนํามาใชประโยชน เปนเครื่องมือในการวินจิฉัยโรคแคงเกอรได 
จากการศึกษายีน pthA   พบวามีอยางนอย 3  อัลลีล มีลําดับเบสที่คลายกันมากกับยนี pthA  โดย      
2 อัลลีลที่เปนยีนที่กอโรคในพืชตระกูลสม  สวนอีก 1 อัลลีลไมทราบหนาที่แนชัด (Kanamori and 
Tsuyumu, 1998; Swarup et al., 1992) 
 
 นอกจากนี้ยังมรีายงานการพบยีนที่กอโรคแคงเกอรของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 
aurantifolii สายพันธุ canker B และสายพนัธุ canker C คือยีน pthB และ pthC  ซ่ึงยีนเหลานี้มีลําดบั
เบสและกรดอะมิโนคลายกบัยีน pthA เมื่อแยกยีน pthB และ pthC ออกมาแลว ยายเขาสูเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  สายพันธุ canker A พบวาสามารถเกิดโรคกับพืชตระกูลสมไดทุกชนิดใน
ขณะทีย่ีน pthB และ pthC อยูในเซลลของเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  จะกอโรคกับพืช
ตระกูลสมชนดิเดียวคือมะนาวเทานัน้  แตเมื่อยายมาอยูในเซลลของเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรสาย
พันธุ cankerA สามารถเกิดโรคกับพืชตระกูลสมไดหลายชนิดขึ้น แสดงวายนีกอโรคเหลานั้นไม
เกี่ยวของกับพชือาศัย (Brunings and Gabriel, 2003) 
 
 Duan et al.(1999) ไดทดลองแยกยีน pthA ออกมา แลวถายยีนเขาไปในเซลลในพืชตระกูล
สม โดยใชวิธี bombardment และวิธี Agrobacterium inoculation พบวาสามารถกระตุนใหเซลลของ
พืชตระกูลสมแสดงลักษณะอาการของโรคแคงเกอรภายใน 10-14 วัน และเมื่อยายยนี pthA เขาสู
เซลลพืชอ่ืน ๆ เชน ยาสูบ พชืตระกูลถ่ัว และฝาย พบวาเกิดอาการตอบสนองฉับพลันหรือพืช
เกิดปฏิกิริยา hypersensitive response (HR) แทน 
 

ยีน pthA เปนสมาชิกของกลุมยีน avr/pthA ซ่ึงสมาชิกในกลุมนี้จะพบกระจายเฉพาะในเชื้อ
แบคทีเรีย Xanthomonas  ปจจุบันมีการคนพบสมาชิกในกลุมนี้ถึง 27 ยนี (Gabriel, 1999; Leach and 
While, 1996)   ยีน pthA เปนสมาชิกแรกของกลุมยีน avr/pthA ที่พบวาเปนยีนทีจ่ําเปนในการเกิด
โรคบนพืชอาศัย (Gabriel, 1999)  สมาชิกของกลุมยีนนี้ ไดแกยีน avr Bs3, avr Bs3-2  จากเชื้อ X. 
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campestris pv. vesicatoria, ยีน avrb6, avrb7, avr B101, avrB106  จาก X.  axonopodis  pv.  
malvacearum และ avrXa  จากเชื้อ X. oryzae และ pthA, pthB, pthC จาก X. axonopodis pv. citri    
ยีน avr/pth นี้  สมาชิกสวนใหญจะทําหนาที่เปนยีน avirulence ( ยีน avr ) อยางเดียวไมเกี่ยวของกบั
การเกิดโรค ยกเวนในยีน pthA, pthB, pthC ใน X. axonopodis pv. citri และ ยนี pth N pth N2 และ
avrb6 ใน X. axonopodis pv. malvacearum ที่ทําหนาที่เกีย่วของกับการทําใหเกิดโรคในพืชอาศยั 
(host-specific pathogencity function) นอกจากนีย้ังทําหนาที่เปนยนี avr ตาม gene for gene 
hypothesis ทําใหเกิดความจําเพาะในการเกดิโรค (race-specific)  และยังเกี่ยวของกับการรับรูของ
เชื้อโรคในพืชอ่ืนที่ไมใชพืชอาศัย (non host plant species) (Gabriel, 1999) 

 
โครงสรางของกลุมยีน avr/pth นี้มีลักษณะลําดับสําคัญคือ จะมีลําดับเบส 102 คูเบส 

จํานวน 14  ถึง 23 ชุด เรียงตอๆ กัน (tandomly arrange) บริเวณสวนกลางของยีนนี ้(Yang  et al., 
1994)  สมาชิกของกลุมยีนนีจ้ะเปนยีนทีเ่ปนยีนอนุรักษสูง (high conserved)  และม ีencode protein 
ของกรดอะมิโนเหมือนกัน 90-97%  ความผันแปรของแตละยีนทีจ่ะไมเหมือนกนั อยูที่ลําดับเบส
ของดีเอ็นเอในตําแหนงที่ encode ของกรดอะมิโนตําแหนงที่ 12-13 ของแตละยนี โครงสรางของยีน
ภายในกลุมยีนนี้ พบวาตรง control domain จะประกอบดวยชุดของลําดบัเบสจํานวน 102 คูเบสที่
ซํ้าๆ  แตละยีนจะมีจํานวนชดุของลําดับเบส 102 คูเบสที่ซํ้ากันแตกตางกัน (Yang  et al., 1994)   
ตั้งแต15.5 ซํ้า ของยีน avr Bp ของ X. axonopodis pv. malvacearum จนถึง 27.5 ซํ้าของ avr Xa7 
จาก X. oryzae  และจากการศึกษาลําดับเบสของยีน pthA เปรียบเทียบกบัยีน avrb6 และยีน avrBs3  
พบวาเหมือนกัน 97% (Gabriel, 1999) 
 
การจัดจําแนกสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรตามพันธกุรรม (Genotype) 
 
Repetitive DNA PCR-based method 
 

การจัดจําแนกชนิดและศกึษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรียมคีวามสําคัญมากในการศกึษา
เชื้อจุลินทรียในสภาพแวดลอม อุตสาหกรรม สาธารณสุข การเกษตร และการศึกษานิเวศนวิทยา
ของจุลินทรีย ความกาวหนาของการศึกษาในระดบัโมเลกุลและเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดย
เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ทําใหการศกึษาการจัดจําแนก และการวิเคราะหจีโนม
ของจุลินทรีย มีการพัฒนาและสะดวกขึ้น เปนการเพิ่มขดีความสามารถในการจัดจําแนก และศึกษา
ลักษณะของสายพันธุ และประชากรจุลินทรียได เทคนิค Repetitive DNA PCR-based method (rep-
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PCR) เปนเทคนิคหนึ่งทีใ่ชในการจัดจําแนกและศกึษาลักษณะของเชื้อแบคทีเรีย เทคนคิ rep-PCR 
พัฒนามาจากการพบลําดับนิวคลีโอไทดที่ซํ้าๆ (repetitive sequence) และมีลักษณะอนุรักษสูง
กระจายอยูทัว่จีโนม ของแบคทีเรียแกรมลบทุกชนิด และบางชนิดของแบคทีเรียแกรมบวก 

 
rep-PCR เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพดีในการศึกษาความสัมพันธระหวางเชื้อแบคทีเรีย

สาเหตุโรคจากลายพิมพดีเอน็เอ  โดยใชไพรเมอรที่เปนสวนของ repetitive sequence 3 ชนิด คือ 
BOX element     REP (repetitive extragenic palindromic) และ ERIC (enterobacterial repetitive 
intergenic consensus) โดยแตละไพรเมอรจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่อยูในบริเวณระหวาง repetitive 
sequence  

 
BOX เปน repetitive sequence ที่มีลักษณะอนุรักษสูง  พบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมบวก 

Streptococcus pneumoniae ประกอบดวย 3 หนวยยอยคอื BOX A  B  และ C มีขนาด 59  45  50 คู
เบสตามลําดับ  จากการศึกษาลําดับเบสพบวาเปนลําดับเบสที่อยูระหวางโปรโมเตอรและยนีที่
เกี่ยวของกับความรุนแรงของเชื้อ S. pneumoniae ถึงแมลําดับเบสในแตละหนวยยอยของ BOX จะ
แตกตางกันบาง แตโดยทัว่ไปแลวมีลําดับเบสคลายกับ ERIC และ REP ที่พบในแบคทีเรียกลุม 
enterobacteria (Martin  et al., 1992) 

 
ERIC เปนลําดบัเบสที่พบในแบคทีเรียพวก enterobacteria เชน Escherichia coli    และ 

Salmonella typhimurium รวมทั้ง enterobacteria ชนิดอื่น ๆ โดยเปรียบเทียบลําดับเบสที่เปน non-
coding region ตาง  ๆ จากขอมูลในฐานขอมูล GenBank และ EMBL พบวา ERIC มีขนาด 126 คู
เบส แพรกระจายทัว่ไปบริเวณที่มกีารถอดรหัส (transcribed region) บริเวณระหวาง polycistronic 
operon และบริเวณ upstream และ downstream ของ open reading frames (Hulton et al., 1991) 

 
REP พบในแบคทีเรีย E. coli    S. typhimurium และ eubacteria      Versalovic et al. (1991) 

ออกแบบลําดบัไพรเมอร REP จากดีเอ็นเอตัวตรวจ REPALL โดยใชลําดับเบสทางปลายแตละขาง
ของ palindrome sequence ของดีเอ็นเอตวัตรวจนี้  จากการทํา PCR ในแบคทีเรียแกรมลบหลายชนิด
พบวาจะไดแถบดีเอ็นเอจําเพาะตอแบคทีเรียแตละสายพนัธุ (strain-specific) เชน E. coli สายพันธุ 
3094 ประกอบไปดวยแถบดีเอ็นเอจํานวน 3 แถบ ขนาดประมาณ 1636  1400 และ 1018  คูเบส
ตามลําดับ  ในขณะที่ E. coli สายพันธุ 4038 มีแถบดีเอ็นเอจาํนวน 5 แถบ ขนาดประมาณ 3000  
1636  1400  800 และ 700 คูเบส ตามลําดับ 



 

16 

 
จากคุณสมบัตขิองลําดับเบสทั้ง 3 แบบ จึงมีการนํามาใชเปนไพรเมอร BOXA1R (Louws  

et al., 1994)  ERIC2 กับ ERIC1R และ REP1R กับ REP2 (Versalovic  et al., 1991) และนําไปใช
ในการจดัจําแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียหลายชนิด  สามารถสรางลายพิมพดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะ
เจาะจงในระดบั สายพันธุ และ pathovar ในเชื้อแบคทีเรียแกรมลบบางชนิด 
 

Selenska-Pobell  et al. (1995) พบวาลายพมิพดีเอ็นเอทีไ่ดจาก rep-PCR มีความจําเพาะกับ
สายพันธุของเชื้อ Rhizobium galegae จํานวน 7 สายพนัธุ จากการใชไพรเมอร BOX ERIC และ 
REP   พบวาไพรเมอร ERIC และ REP เหมาะสมที่จะนํามาใชจัดกลุมและจําแนกสายพันธุของเชื้อ
นี้  เนื่องจากลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อแตกตางกันอยางเดนชัดในทุกสายพันธุที่นํามาศึกษา  
Selenska-Pobell et al. (1996)  เปรียบเทยีบเทคนิค RELP (Restriction Fragment Length 
Polymorphism) เทคนิค AP-PCR (Arbitrary Primers Polymerase chain reaction)   และ rep-PCR  
เพื่อศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Rhizobium sp. สายพนัธุ hedysari พบวาเทคนิค AP-PCR และ 
rep-PCR แยกความแตกตางของเชื้อและเหมาะที่จะใชในการจัดหมวดหมู (taxonomical 
identification)    Laguerre et al. (1997)  ศกึษาเชื้อ Astagarus spp. Oxytropis spp. และ Onobrychis 
spp. ดวยไพรเมอร ERIC และ REP พบวาเชื้อแบคทีเรียจนีัสเดียวกันมคีวามหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูง  และมีความสมัพันธใกลชิดกันมากกับเชื้อแบคทีเรียตางจีนัส  สามารถจัดแบงเชื้อ
แบคทีเรียทั้ง 3 จีนัส ทั้งหมด 44 สายพันธุ ไดเปน 34 กลุม โดยพบวามีเชือ้แบคทีเรีย 11สายพันธุที่
แยกมาจากพืชอาศัยและแหลงเดียวกัน แตไมมีความสัมพนัธใกลชิดกนั และในทางตรงขามบางสาย
พันธุที่แยกเชื้อมาจากพืชอาศยัที่ตางชนิด  และ/หรือจากแหลงที่ตางกันมีลายพิมพดีเอน็เอที่
คลายคลึงกัน 

 
McManus and Jones (1995) ศึกษาเชื้อ Erwinia amylovora จํานวน 189 สายพันธุ  ซ่ึงแยก

มาจากพืชอาศยัตางๆ จากบรเิวณที่ปลูกไมผลในอเมริกาเหนือ และในประเทศนวิซีแลนดดวย
เทคนิค rep-PCR และ PCR-ribotyping จากผลการศึกษาดวย rep-PCR สามารถจัดแบงเชื้อ E. 
amylovora ที่แยกมาจากไมผลออกจากกลุมเชื้อ E. amylovora ที่แยกมาจาก Rubus spp. ได และ
แสดงใหเห็นวาเชื้อ E. amylovora ที่เขาทําลายไมผลมีลักษณะพนัธุกรรมเหมือนกนั ทั้งๆ ที่แยกมา
จากภูมิประเทศที่มีความแตกตางกัน 

 



 

17 

Louws et al. (1995) ศึกษาเชือ้ Xanthomonas campestris pv.vesicatoria สาเหตุโรคใบจุด
ของพริกและมะเขือเทศ  โดยทําการทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชือ้  สามารถจัดแบงเชื้อ
ออกเปน 2 กลุมใหญคือ กลุม A ประกอบดวยสายพันธุที่กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือเทศและ
พริก  และใหผลลบในปฏิกิริยา starch hydrolysis และ pectiolytic กลุม B ประกอบดวยสายพันธุที่
กอใหเกิดโรครุนแรงกับมะเขือเทศ และใหผลบวกกับการทดสอบปฏิกิริยาขางตน ซ่ึงสอดคลองกับ
การจัดแบงดวยเทคนิค rep-PCR ที่จัดแบงกลุมได 2 กลุมเชนกันโดยแตละกลุมจะมีลายพิมพดเีอ็นเอ
ที่มีความจําเพาะ     Bouzar et al. (1999) ใชเทคนิค rep-PCR ศึกษาเชื้อ Xanthomonas spp. สาเหตุ
โรคเดียวกันของมะเขือเทศและพริกมากกวา 400 สายพันธุจากอเมริกากลาง  และประเทศแถบ
คาบสมุทรแคริเบียน เพื่อดูความสัมพันธกบัลักษณะทางฟโนไทปบางประการของเชื้อ เชน
ความสามารถในการยอยแปง ความตานทานตอสารปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซิน และสารประกอบ
ทองแดง เปนตน  พบวามีความสมัพันธเพียงเล็กนอยระหวางลักษณะทางฟโนไทปที่ใชศึกษากบั
ลายพิมพดีเอน็เอจากเทคนิค rep-PCR        ในการศึกษาโครงสรางประชากรของ X. oryzae pv. 
oryzae จํานวน 130 สายพันธุ ที่แยกจากแปลงนาขาวของเกษตรกรในประเทศฟลิปปนสดวยเทคนิค 
rep-PCR และ RFLP โดยไพรเมอรที่ใชคือ ERIC และ REP เปรียบเทียบกับเทคนิค RFLP  ผลที่ได
จากการศึกษา พบวา X. oryzae pv. oryzae แบงเปน 2 กลุม  โดยใหผลการจัดกลุมจากเทคนิคทั้งสอง
วิธีเหมือนกันคือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชือ้ race 2  3  และ 7  สวนอีกกลุมหนึ่งเปนเชื้อที่อยูใน race 
1 และ 4 (Vera  et al., 1996) 

 
Sadowsky  et al. (1996) ศึกษา Streptomyces sp. เชื้อสาเหตุโรคพืชดวยเทคนิค rep-PCR 

เพื่อการจําแนกเชื้อ  เชน จําแนกเชื้อ S. scabies ออกจากเชื้อปฏิปกษโรคพืช (antagonist) โดยใชไพร
เมอร BOXA1R ผลิตลายพิมพดีเอ็นเอที่ชัดเจน  และสม่ําเสมอ (reproducible)    Matheson et al.  
(1997)   พัฒนาดีเอ็นเอตวัตรวจที่มีความจําเพาะในระดับสายพันธุ ในการตรวจหาแบคทีเรียบาง
ชนิดที่อาศัยอยูในดินและในน้ํา เชนเชื้อ  Burkholderia cepacia จากเทคนิค rep-PCR โดยทําการ
โคลนชิ้นดีเอน็เอที่ปรากฏอยูในลายพิมพดีเอ็นเอซึ่งจําเพาะกับเชื้อ  ทดสอบประสิทธิภาพของดีเอน็
เอตัวตรวจดวยเทคนิค Southern blot hybridization พบวาดีเอ็นเอตวัตรวจมีความจําเพาะสูงกับ B. 
cepacia สายพันธุ G4 และใหสัญญาณการตรวจที่ชัดเจน 

 
 Cubero and Graham (2002) ไดนําเทคนิค rep-PCR มาใชในการจดัจําแนกสายพนัธุเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรและศกึษาความหลากหลายของสายพันธุ โดยเปรยีบเทียบเชื้อสาเหตุโรคแคง
เกอร ที่พบในฟลอริดา กับเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรจากแหลงปลูกสมทั่วโลก พบวาเทคนิค rep-PCR 



 

18 

แยกความแตกตางของสายพันธุไดชัดเจนแบงออกเปน 2 กลุม ตามการเกิดโรคของพืชอาศัยได 
ไดแก เชื้อ X. axonopodis pv. citri และ X. axonopodis pv. aurantifolii  และภายในกลุมยังมีความ
แตกตางที่สามารถแยกออกเปนกลุมยอย (subgroup) ได โดยพบวาลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri ที่แยกไดจากเมืองมานาตี (Manatee) ฟลอริดา มีความเหมือนกับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri ที่มาจากประเทศจนี และมาเลเซีย และลายพิมพดีเอ็นเอของเชือ้ X. axonopodis 
pv. citri ที่แยกไดจากไมอามี ตรงกันกับจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่มาจากแถบทวีปเอเชยี
ตะวนัออกเฉียงใตและอเมรกิาใต 
 
 ศุทธนา (2543) ไดรายงานการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum ในประเทศไทย จาํนวน 111 สายพันธุจากลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
Rep PCR โดยใชไพรเมอร BOX, ERIC และ REP พบวา เชื้อ R. solanacearum สายพนัธุตางๆของ
ประเทศไทยมคีวามผันแปรทางพันธุกรรมสูง ที่คา similarity มากกวา 0.40 ขึ้นไปเชือ้ที่อยูในไบโอ
วาร 3 และ 4 จะจัดอยูในกลุมเดียวกัน   ที่คา similarity 0.80 เชื้อสายพันธุที่แยกจากงา ปทุมมา จะ
แยกกลุมออกจากพืชอาศยัอ่ืนๆ โดยสายพนัธุจากปทุมมาจัดกลุมรวมกนักับเชื้อบางสายพันธุที่แยก
ไดจากขิง  ไมพบวามีสหสัมพันธของลายพิมพดีเอ็นเอ กับสายพันธุเชือ้ และแหลงปลูกของพืชอาศัย
ที่แยกเชื้อได 
 
การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร 
 
 การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชตองการวิธีการที่สะดวก รวดเร็ว และ
เฉพาะเจาะจง และสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณนอยได   ซ่ึงแตเดมิวิธีการตรวจสอบชนิดของ
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคโดยทั่วไป  จะแยกเชื้อจากชิน้สวนพืชทีแ่สดงอาการโรค เพาะเลี้ยงเชื้อลง
บนอาหารเลี้ยงเชื้อทั่วไป แลวนําเชื้อที่ไดไปทดสอบความสามารถในการเกิดโรคบนพืชอาศัย 
(Pathogenicity test)  ทดสอบคุณสมบัติทางชีวเคมี ( biochemical properties)  เพื่อจําแนกชนิดของ
แบคทีเรีย ซ่ึงตองใชเวลานานมากกวา 7 วนั และตองอาศัยผูมีประสบการณในการจาํแนกลักษณะ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช  
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เทคนิคทางเซรุมวิทยา   
 

 มีการนําความรูทางดานเซรุมวิทยา มาใชในงานตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชโดยใชวธีิ 
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)  แตการตรวจสอบโดยวิธีทางเซรุมวทิยา มี
ขอจํากัดคือ ไมสามารถตรวจสอบเชื้อในปริมาณนอย มีความไวในการตรวจสอบเชื้อคอนขางต่ํา 
ตองใชวิธีเพิ่มปริมาณเชื้อในอาหารเลี้ยงเฉพาะ (enrichment- ELISA method) จึงจะตรวจสอบได 
แตตองใชเวลาถึง 3 วันในการตรวจสอบ และเกิดปฏิกิริยาขามทางเซรุมวิทยากับเชื้ออ่ืนๆ  ทําใหผล
การตรวจสอบผิดพลาด (Llop et al., 2000) 
 
 Civerolo and Fan (1982) ไดพัฒนาเทคนิค ELISA ตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
โดยใชแอนตซีิร่ัมที่ผลิตมาจากเซลลของเชื้อ X. axonopodis pv. citri นําไปใชตรวจสอบดวยวิธี 
double antibody sandwich ELISA พบวา มีความไวในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri ใน
ระดับ 103-104 CFU/ml  ความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีร่ัมพบวาแอนตซีิร่ัมเกิดปฏิกิริยากับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A ไมเกิดปฏิกิริยากับเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii สาย
พันธุ canker B จากประเทศอารเจตินา และ บราซิล แตพบวาแอนติซีร่ัมเกิดปฏิกิริยากบัเชื้อ X. 
axonopodis pv. manihotis ได 
 
 Alvarez et al. (1991) ไดผลิต monoclonal antibodies (MAb) สําหรับตรวจสอบเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri และ เชือ้ X. axonopodis  pv. citrumelo โดยไดผลิต MAb A1 ที่เฉพาะเจาะจง
กับเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A และไมเกิดปฏิกิริยากับสายพันธุอ่ืนๆ  แต
สามารถเกิดปฏิกิริยาอยางออนกับเชื้อ X. axonopodis pv. manihotis ได  
 
เทคนิค Polymerase chain reaction 
 

ตอมาไดมีการนําเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) มาใชในการตรวจสอบเชื้อ
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืช ซ่ึงเปนเทคนิคทางอณูชีววิทยามาปรับใชในการตรวจสอบแบคทีเรียสาเหตุ
โรคพืช  

 
Hartung et al. (1993) ไดทําการศึกษาการตรวจสอบเชื้อ X. campestris pv. citri ดวยเทคนิค 

polymerase chain reaction โดยใชชิน้สวนดีเอ็นเอ ขนาด 572 คูเบส จากพลาสมิดดีเอน็เอของ X. 
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campestris pv. citri XC62 ที่ตัดดวยเอ็นไซม EcoRI แลวเชื่อมตอกับพลาสมิด pUC9 จากนั้นนาํไป
หาลําดับเบส และออกแบบไพรเมอร ไดไพรเมอรขนาด 18 คูเบส จํานวน 7 ไพรเมอร นํามาทดสอบ
โดยใชเทคนิค PCR กับเชื้อ X. campestris pv. citri  และแบคทีเรียอ่ืน ๆ พบวามี 4 ไพรเมอรที่
สามารถเพิ่มปริมาณไดกับเชือ้ X. campestris pv. citri และไมเพิ่มปริมาณในเชื้ออ่ืน ๆ และพบวามี
ไพรเมอร 2/3 สามารถเพิ่มปริมาณไดกับเชือ้ X. campestris pv. citri  pathotype A (canker A)  

 
Cubero  and Graham (2002)  ไดศึกษาการตรวจวนิิจฉยัโรคแคงเกอรดวยเทคนิค PCR  

โดยออกแบบไพรเมอร 2 ชุด ชุดหนึ่งออกแบบมาจากสวน internally transcribed spacer (ITS) และ
อีกชุดออกแบบจากยนี pthA ที่อยูบน plasmid เปนยนีที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคแคงเกอรบนพืช
อาศัยพบวา ไพรเมอรทั้งสองชุดถูกนําไปตรวจวนิิจฉยักบัเชื้อ Xanthomonas ที่เปนโรคกับพืช
ตระกูลสม พบวา ไพรเมอรทีอ่อกแบบมาจาก ITS มีความเฉพาะเจาะจงกบั canker A ในขณะทีไ่พร
เมอรที่มาจากยีน pthA ที่อยูบนplasmid  สามารถตรวจวนิิจฉัยไดกวางขวางกวาโดยสามารถตรวจ
canker B บางสายพันธุได  

 
Lertsuchatavanich (2005) ไดออกแบบไพรเมอร 354 R/F เพื่อใชในการตรวจหาเชื้อ X. 

axonopodis pv. citri โดยวิธี PCR จากชิ้นสวนโครโมโซมของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ซ่ึงเปน
สวนของ conserved hypothetical protein  พบวา ไพรเมอร 354 R/F มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A และ A* โดยทําปฏิกิริยากับทกุสายพันธุของเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri ที่แยกไดจากพืชตระกลูสมหลายชนิดในประเทศไทย สายพันธุจากประเทศ
ญี่ปุน สายพันธุจากประเทศซาอุดิอาราเบีย ไมเกิดปฏิกิริยากับเชื้อกลุม Xanthomonas อ่ืนๆ ซ่ึงไพร
เมอร 354R/F นี้แสดงใหเหน็วามีความเฉพาะเจาะจงมากกวาไพรเมอรที่ออกแบบมาจากพลาสมิดดี
เอ็นเอ 

 
เทคนิค Nested PCR 
 
 เทคนิค nested PCR เปนการใชคูไพรเมอร 2 ชุด ในการตรวจยนีเปาหมายที่ตองการ (single 
locus)  โดยคูไพรเมอรชุดที่ 1 จะออกแบบเหมือนกับการตรวจยนีเปาหมายดวยเทคนคิ PCR  ซ่ึงอาจ
เรียกวา external primer และมีคูไพรเมอรชุดที่ 2  ซ่ึงเรียกวา nested primer หรือ internal primer ซ่ึง
จะออกแบบใหอยูสวนในของระหวาง external primer  ซ่ึงจะทําใหผลผลิตการขยายยีนมีขนาดสั้น
กวาคูไพรเมอรชุดที่ 1   โดยมีจุดมุงหมายที่จะทําใหการตรวจยนีเปาหมายมีความถูกตองแมนยํา  ซ่ึง
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ถาหากไพรเมอรชุดที่ 1  เกิดการขยายยีนเปาหมายผิดไป  ปฏิกิริยาดังกลาวก็จะถูกแกไข ปองกันการ
เกิดความผิดพลาดของ false positive ได   McManus and Jones (1995) ไดนําหลักการของ nested 
PCR มาใชในการตรวจหาเชือ้ Erwinia amylovora  พบวาวิธีนี้ยังใหผลดีในการลดปญหาของสาร
ยับยั้ง PCR (PCR inhibitors) ซ่ึงทําใหเปนปญหาในการเทคนิค PCR ในการตรวจหาเชื้อจาก
ตัวอยางพืช 
 
 Hartung et al.(1996) ไดศึกษาการตรวจสอบอยางรวดเรว็ โดยใชเทคนคิ nested PCR ใน
การตรวจสอบเชื้อ X.  axodopodis pv. citri  โดยใช specific primer ในการเพิ่มปริมาณในสวนของ 
plasmid DNA ของเชื้อแบคทีเรีย   โดยสามารถตรวจหาเชื้อไดในปริมาณต่ําที่ระดบั 10 CFU/ml.   
แตเมื่อนําไปทดสอบกับตัวอยางโรคแคงเกอรที่เก็บมาจากแปลง ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ
ลดลง 10 เทา และพบปญหาการปนเปอนของสารปองกันกําจัดโรคแคงเกอรของกลุมสารประกอบ
ทองแดง เชน คอปเปอรไฮดรอกไซดมีผลตอการปฏิกิริยา nested PCR 
 
เทคนิค Single closed tube nested PCR หรือ One tube nested PCR 
 
 จากการใชวิธี Nested PCR ซ่ึงตองมีการดูดยายตัวอยางทดสอบจากหลอดหนึ่งไปสูอีก
หลอดหนึ่งในการทําปฏิกิริยากับคูไพรเมอรที่ 2  ทําใหมโีอกาสเกิดปญหาการปนเปอนในตวัอยาง 
เพื่อแกปญหาที่เกิดขึ้น จึงไดมีการพัฒนาการทําปฏิกิริยา nested PCR ในหลอดเดียวกัน (Single 
closed tube) (Llop  et al., 2000) ขึ้นมา โดยวิธีนี้จะใชไพรเมอร 2 คูเบสที่ออกแบบใหทําปฏิกิริยา
ในหลอดเดียวกัน ซ่ึงทําไดงาย สะดวก ปองกันการปนเปอนได ประหยดัเวลา และสารเคมีที่ใช 
 
 การออกแบบไพรเมอรของ one tube nested PCR มีหลักในการเลือกไพรเมอรทั้ง 2 คูเบส
ดังนี ้

1. ไพรเมอรคูแรก (external primer) จะตองเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญเพียง
พอที่จะสามารถออกแบบไพรเมอรคูที่สอง (internal primer) ภายในชิ้นดีเอ็นเอได 
เพราะชิ้นดีเอน็เอที่ไดจากไพรเมอรคูแรกจะเปนตนแบบ (template) ใหกับไพรเมอรคู
ที่สอง 
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2. อุณหภูมิสําหรบัจับคูกับดีเอน็เอตนแบบ (annealing temperatures) ของไพรเมอรของคู
แรกและคูสอง ตองแตกตางกันเพื่อใหปฏิกิริยา PCR ที่ไดจากไพรเมอรแตละคูแยกจาก
กัน 

 
 Llop  et al. (2000) ไดรายงานผลการพัฒนาวิธี one tube nested PCR วาสามารถตรวจสอบ
เชื้อ E. amylovara  จากตวัอยางพืชที่แสดงอาการของโรค (symptomatic) ได มีความไวในการตรวจ
มากกวา two tube nested PCRและ PCR โดยตรวจได 78% ในขณะที่ two tube nested PCR และ 
PCR ตรวจสอบไดเพยีง 71% และ 55% ตามลําดับ นอกจากนีว้ิธีการนีย้ังสามารถตรวจสอบพืชที่ยงั
ไมแสดงอาการของโรค (asymptomatic)จากแปลงที่มีการระบาดของโรค fire blight พบวาวิธี one 
tube nested PCR สามารถตรวจสอบเชื้อไดถึง 25% ในขณะที่ two tube nested PCR และ PCR 
ตรวจไดเพียง 20% และ 17% ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาวิธี one tube nested PCR เหมาะสําหรับงาน
กักกนัพืช ซ่ึงวธีิการนี้เปนวิธีการที่มีความไวสูง เฉพาะเจาะจง รวดเร็ว และงายตอการทํางาน 
 
 Bertolini  et al. (2003) ไดรายงานการพัฒนาวิธี nested PCR ในหลอดเดียว หรือ one tube 
nested PCR ในการตรวจหาเชื้อ Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi  โดยพบวา วิธี one tube 
nested PCR รวมกับ dot blot hybridization สามารถตรวจหาเชื้อไดในระดับ หนึ่งเซลลของเชื้อ P. 
savastanoi pv. savastanoi  ในน้ําคั้นจากตนมะกอก (0live) จํานวน 1 ml  เมื่อนําไปทดสอบ
ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อจากตวัอยางพืชมะกอกที่ยังไมแสดงอาการของโรคจํานวน 240 
ตัวอยาง ผลการทดสอบพบวา วิธี one tube nested PCR  สามารถตรวจหาเชื้อพบใน 82  ตัวอยาง 
ในขณะที่ วิธี PCR และ การแยกเชื้อ (isolation) ตรวจหาเชื้อพบใน 50 ตัวอยาง 
 
วิธี Immunomagnetic seperation   

 
จากปญหาสารยับยั้งปฏิกริิยา PCR ที่ปลดปลอยออกจากพชืสงผลรบกวนปฏิกิริยา PCR ใน

การตรวจหาเชือ้แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชโดยตรงจากตวัอยางพืช (Hartung et al.,1996)  จึงไดมกีาร
นําวิธี immunomagnetic separation (IMS) หรือ immunocapture มาใชรวมกับวิธี PCR หรือ nested 
PCR เพื่อแกปญหาดังกลาวและเพิ่มประสทิธิภาพและความเฉพาะเจาะจงในการตรวจหาเชื้อสาเหตุ
โรคพืช (Hartung  et al., 1996; Walcott and Gitaitis,  2000; Poussier  et al., 2002)  วิธี IMS เปน
เทคนิคทางเซรุมวิทยา โดยการใช immunomagnatic beads เคลือบดวยแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงกบั
เชื้อสาเหตุโรคพืช แลวนํา bead ไปยึดจับกบัเซลลของเชื้อสาเหตุโรคพืช แยกออกจากเซลล
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แบคทีเรียอ่ืนๆ และสารยับยั้งที่มาจากพืชได และตรวจเชื้อที่ถูกจับยึดดวยวิธี PCR หรือ nested PCR 
เปนการชวยเพิม่ประสิทธิภาพในการตรวจสอบและสามารถตรวจสอบเชื้อสาเหตุโรคพืชในปริมาณ
นอยในตัวอยางพืช (Alvarez, 2004) 

 
Hartung  et al. (1996)  ไดพฒันาวิธี nested PCR เพื่อตรวจหาเชื้อ X.  axonopodis pv. citri  

โดยตรงจากตวัอยางพืช พบปญหาการปนเปอนของสารปองกันกําจดัโรคแคงเกอร พวกสารคอป
เปอรไฮดรอกไซดมีผลตอการปฏิกิริยา nested PCR จึงไดใชเทคนิค Immunocapture รวมกับ nested 
PCR ในการตรวจสอบเชื้อ X.  axonopodis pv. citri  โดยตรงจากตวัอยางใบสมในแปลงปลูก พบวา 
มีประสิทธิภาพดีกวาการใช nested PCR อยางเดยีวถึง 100 เทา  

 
Van der Wolf  et al. (1996) ไดศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ Erwinia 

carotovora subpv. carotovora บนผิวเปลือกของมันฝรั่ง โดยการใชวิธี IMS รวมกับวธีิ PCR พบวา 
สามารถตรวจหาเซลลของเชื้อ E. carotovora subpv. carotovora ในระดับ 2 x 103 CFU/ml ซ่ึงมี
ประสิทธิภาพสูงกวาวิธี PCR  100 เทา 

 
Walcott and Gitaitis (2000) ตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย Acidovorax  avenae pv. citrulli  ใน

เมล็ดแตงโม โดยใชวิธี IMS รวมกับ PCR พบวา วิธี IMS-PCR ใหประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ 
A.  avenae pv. citrulli เพิ่มขึ้นกวาวิธี PCR  ถึง 100 เทา และสารที่ปลดปลอยออกมาจากเมล็ด
แตงโมไมมีผลตอวิธี IMS-PCR 

 
Pooler  et al. (1997) ไดรายงานการใชวิธี IMS รวมกับวิธี nested PCR ตรวจหาเชื้อ

แบคทีเรีย Xylella fastidiosa ในแมลงพาหะกลุมเพลี้ยกระโดด จํานวน 347 ตัว จาก 16 ชนิด 
(species) ที่เก็บมาจากตน American elm ในโรงเรือนปลูกพืชที่พบโรคใบไหม (leaf scorch) ผลการ
ตรวจพบวา วธีิ IMS-nested PCR สามารถตรวจหาเชื้อ X. fastidiosa ที่มีปริมาณต่ํา ในตัวแมลง
พาหะได โดยตรวจพบในแมลงพาหะเพลีย้กระโดด จํานวน 37 ตัวจาก  4 ชนิด  ในขณะทีว่ิธี nested 
PCR ตรวจไมพบเชื้อในตวัแมลงพาหะ  วิธี IMS-nested PCR มีประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ X. 
fastidiosa ในระดับที่มีเชื้อเพียง 5 เซลลตอปฏิกิริยา 
 



อุปกรณและวิธีการ 

 
การเก็บตัวอยางโรคแคงเกอรและการแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร   
 
 เก็บตัวอยางพชืตระกูลสมไดแก สมเขยีวหวาน สมโอ มะนาว และมะกรูดทีแ่สดงอาการ
โรคแคงเกอร  จากแหลงปลูกพืชตระกูลสมทั่วประเทศไทย ภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวนัออก  
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ ภาคใต โดยทําการเก็บตวัอยางทีแ่สดงอาการ ที่ใบ กิง่ ลําตน หรือผล  
 

แยกเชื้อสาเหตุโรคจากตัวอยางโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมที่เกบ็จากจากแหลงตาง ๆ 
ในประเทศไทย โดยนําตัวอยางโรคแคงเกอรที่เก็บมาลางใหสะอาด โดยผานน้ําไหลเปนเวลา 5 นาที 
ใชกรรไกรที่ฆาเชื้อแลวตัดตรงบริเวณแผลที่เปนใหม ๆ เปนรูปสี่เหล่ียมเล็ก ๆ นําไปลางดวยน้ํา
กล่ันนึ่งฆาเชื้อแลว 1 คร้ัง นําไปแชแอลกอฮอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต เปนเวลา 5 นาที ลางน้ํา
กล่ันนึ่งฆาเชื้ออีก 2 คร้ัง จากนั้นนําไปบดในโกรงที่อบฆาเชื้อใหละเอยีด นําสายละลายเชื้อ มาขีด
ใหเปนเสน (streak)  ดวยลูป (loop) ที่เผาฆาเชื้อแลว  บนอาหาร Wakimoto’s medium (Koizumi, 
1971) บมไวทีอุ่ณหภูมิ 28 oC นาน 3-4 วัน คัดเลือกโคโลนีสีเหลือง มัน นูน ขอบเรียบ   นําไปทําให
บริสุทธิ์ และเก็บรักษาเชื้อไวภายใตน้ํามัน (paraffin oil) และในน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 10 oC 

 
การทดสอบคณุสมบัติทางชวีเคมี   
 

นําเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ที่รวบรวมได มาเลี้ยงในอาหาร Wakimoto’s medium  เปน
เวลา 36-48 ช่ัวโมง  นําไปทําการทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี ตามที่ Goto et al. (1980) ไดรายงาน
ไว โดยทําการจําแนกชนิดการติดสีแกรม (gram staining) โดยใชดาง 3 % ตามวิธี KOH Solubility 
test จากนั้นนําไปทดสอบคุณสมบัติทางชวีเคมี คือ Oxidation-Fermentative test (Hugh et al., 1953) 
hydrolysis of arginine (Thornley,1960) locithinase (Mc Clung et al.,1947) และบางปฏิกิริยาใช
วิธีการตาม Schaad (1988) ไดแก  liquefation of gelatin, hydrolysis of aesculin, production of 
urease, production of hydrogen sulphide, tyrosinase, reduction of nitrate, litmus milk, production 
of acetoin, NaCl 3% 5% และ 7% การเจริญเติบโตที่ 36 oC นอกจากนีย้ังมี hydrolysis of starch,  
hydrolysis of Tween 80 (Lelliott and Stead, 1987), hydrolysis of casein (Smibert and Krieg, 
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1981), Gluconate test (Lelliott  and Stead, 1987) และทดสอบการใชน้ําตาล ( Utilization of 
carbohydrates) ตามวิธีของ Schaad (1988)  และ  Goto et al. (1980) บันทึกผลการทดลอง 
 
การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ในการเกิดโรคบนพืชทดสอบ   
 

 พืชทดสอบ 
 
 พืชตระกูลสม 5  ชนิด ไดแก มะนาว (Citrus aurantifolia Swingle)  สมเขียวหวาน (C. 
reticulata Blanco) เลมอน (C. limon L. Burm)  เกรฟฟรุต (C. paradisi Macf.)  และสมโอ (C. 
maxima Burm) พันธุทองดี ขาวน้ําผ้ึง ขาวใหญ ขาวแตงกวา และทาขอย เปนพืชทดสอบความ
รุนแรงของเชื้อ X. axonopodis pv. citri    
 

การเตรียมเชื้อ X. axonopodis pv. citri    
 
การเตรียมเชื้อ X. axonopodis pv. citri สําหรับทดสอบความรุนแรงโดยนําเชื้อ X. 

axonopodis pv. citri ท่ีรวบรวมไว เล้ียงในอาหาร Wakimito’s medium เปนเวลา 36 ชั่วโมง ละลาย
เชื้อดวยน้ําเกลือ (NaCl  ความเขมขน 0.85%)  นําไปวัดคาความดูดกลืนแสง ดวยเครื่อง 
spectrophotometer Hitachi model  2001 ใหมีคาความดดูกลืนแสง (optical density) 0.1 ที่ความยาว
คล่ืน 600 nm.  เชื้อจะมีความเขมขนประมาณ  8.8  x 107 CFU/ ml 
 

การปลูกเชื้อบนพืชทดสอบโดยวิธี detached  leaf    
 
การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ใชวิธีการปลกูเชื้อโดยวิธี 

detached leaf ( Duan et al.,1999)   นําใบพชืทดสอบจากตนพันธุปลอดโรค มาลางผิวใบดวย       
แอลกอออล ความเขมขน 70 % นาน 1-2 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่นทีน่ึ่งฆาเชื้อแลว 2-3 คร้ัง วางใบ
ที่ลางผิวแลวลงบนจานเลีย้งเชื้อที่มี water agar  1%  โดยคว่ําใบใหดานหลังใบอยูดานบน ปลูกเชื้อ
แบคทีเรียที่เตรียมไว โดยใชเข็มทําใหเกิดแผล (pricking method) ที่ผิวใบสวนระหวางเสนใบ โดย
ใชเข็มสะกดิผิวใหเกิดแผลแลวหยดสารละลายเชื้อแบคทีเรียบนแผล หลังจากปลูกเชื้อบนใบแลวปด
จานเลี้ยงเชื้อดวยเทปใสเพื่อกันความชืน้ออกนอกจานเลีย้งเชื้อ   แลวเกบ็ไวในตูควบคุมอุณหภูม ิ28 
oC  ใหแสงสวาง 12 ช่ัวโมง/วัน  เปนเวลา 7-14 วัน ตรวจผลการทดลอง  โดยสังเกตอาการของโรคที่
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เกิดขึ้นบนใบสมแตละชนิด ของแตละสายพันธุ   แผลที่แสดงอาการโรคจะเปนขยุสีขาวฟูขึ้นมาจาก
ผิวใบตรงสวนที่ปลูกเชื้อไว 

 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  โดยลายพิมพดีเอ็นเอ 
 

การเตรียมเชื้อ X. axonopodis pv. citri เพื่อสกัดดีเอ็นเอ   
 
นําเชื้อ X. axonopodis pv. citri   มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Wakimoto’s medium  ใหไดเชื้อ

บริสุทธิ์ ยายเชือ้โคโลนีเดี่ยวมาเลี้ยงในอาหารแข็ง LB  (Luria &Bertani medium) (Sambrook  et 
al., 1989)    อายุ 48  ช่ัวโมง เตรียมไวสําหรับสกัดดีเอ็นเอ 
 
การแยกสกัดดเีอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ใหบริสุทธ์ิ   

 
ใชการแยกสกดัจีโนมิค ดีเอน็เอ โดยตามวธีิของ Pitcher  et al. (1989) ใชเชื้อบริสุทธิ์

แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri ที่เล้ียงบนอาหารแข็ง LB  อายุ 48 ชั่วโมง   ใชลูปฆาเชื้อ แตะเชือ้
แบคทีเรียใหเต็มหนึ่งลูปละลาย ใน  1 ml  ของ Resuspension buffer (0.15 M NaCl และ 0.01M 
EDTA,   pH 8.0)  นําไปปนตกตะกอนดวยเคร่ืองหมุนเหวีย่ง ที่ความเร็ว 12,000 g  เปนเวลา 5 นาที 
ทิ้งสวนน้ําใสขางบน เติมดวย 100 μl ของ TE buffer   pH 8.0 (10 mM Tris และ 1mM EDTA, pH 
8.0) ผสมใหเขากันโดยใช เครื่องปน Vortex   เติมดวย 500 μl ของ Guanidine thiocyanate – EDTA 
– Sarkosyl solution  ผสมใหเขากัน   เติมดวย 250 μl ของ 7.5 M ammonium acetate ที่แชเก็บไวใน
ตูเย็น -20 oC ผสมใหเขากัน วางบนน้ําแข็ง 5 นาที  เติมดวย 500 μl ของสารผสม chloroform : 
isoamyl alcohol  อัตรา 24/1   ผสมใหเขากนั นําไปปนตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวีย่ง ที่ 12,000 g  
เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนน้าํใสขางบน ใสหลอดใหมทีบ่รรจุสาร  isopropanol ที่แชเก็บไวในตูเยน็ 
-20 oC จํานวน  378 μl ผสมใหเขากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้นนําไปหมนุเหวี่ยงเพื่อ
เก็บตะกอนดเีอ็นเอ ที่ 12,000 g  เปนเวลา 10 นาที  ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย  150 μl ของ 70 % 
ethanol  จํานวน 2 คร้ัง ทิ้งใหแหงที่อุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดีเอน็เอ ดวย TE buffer, pH. 8.0 
ปริมาณ 100 μl วัดปริมาณความเขมขน และคุณภาพของดีเอ็นเอ ที่ชวงคล่ืน A260 และ A280  ดวย
เครื่อง UV/Vis  spectrophotometer  และปรบัความเขมขนดีเอ็นเอใหมีความเขมขน 50 ng/μl เพื่อ
นําไปศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอ 
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การศึกษาลายพิมพดีเอ็นดวยเทคนิค  rep-PCR    
 
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค rep PCR ใชไพรเมอร 2 ชนิด ในการทดลองไดแก 

enterobacteria repetitive intergenic concensus (ERIC) และ interspersed repetitive BOX sequence 
(BOX) (Louws et al., 1994) ซ่ึงมีลําดับเบสของไพรเมอรดังนี ้
 
 ERIC  (ERIC1R) 5’ – ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC – 3’ 
     (ERIC2) 5’ – AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG – 3’ 
 
 BOX (BOXA1R) 5’ – CTACGGCAAGGCGACGCTGACG – 3’ 
 
 เพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอโดยใชปริมาตรรวมในการทําปฏิกริิยา PCR 25 μl ในหลอดขนาด 
0.2 ml โดยปฏกิิริยาประกอบดวยดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv..citri   50 ng ผสมกับ  10X 
PCR buffer [67 mM Tris-HCl,  pH8.8, 83 mM (NH4)2SO4, 2.0 mM MgCl2, 30 mM 2-
mercaptoethanol, 10% dimethylsulfoxide และ bovine serum albumin]   dNTPs ชนดิละ 125 μM, 
เอนไซม Taq DNA polymerase 1.0 ยูนิต (Invitrogen Corporation  Grand Island, NY, USA) และ
ไพรเมอร ERIC ชนิดละ  50 pM และ ไพรเมอร BOX จํานวน 100 pM แลวเติมน้ํากลัน่นึ่งฆาเชื้อให
ไดปริมาตรรวม 25 μl ผสมสารใหเขากนั  ทําปฏิกิริยา PCR ในเครื่องควบคุมอุณหภมูิ (Thermal 
cycler)  โดยกาํหนดอณุหภมูิและเวลาใหมีการสังเคราะหดีเอ็นเอตามวิธีของ Louws et al. (1994) 
 
  ปฏิกิริยา                 อุณหภมูิ (oC)     เวลา (นาที) 
1.  แยกสายดีเอ็นเอตนแบบเริ่มตน (initial denaturing)                 95         7 
2.  แยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (denaturing)                   94         1 
3.  ไพรเมอรเร่ิมตนจับคูกับดเีอ็นเอแมแบบ (primer annealing)   53  (BOX)        1 
          53  (ERIC)        1 
4.  สังเคราะหดีเอ็นเอ (extension)       65         8 
5.  สังเคราะหดีเอ็นเอรอบสุดทาย (final extension)     65        15 
 
 ทําปฏิกิริยาขั้นตอนที่ 2-4 เปนวงจรลูกโซทั้งหมด 30 รอบ หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 oC   
นําดีเอ็นเอทีไ่ดจากปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 10 μl มาผสมกับ loading dye (0.025% bromophenol 
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blue, 40% Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 μl  จากนั้นทาํการตรวจวิเคราะหดีเอน็เอดวยวิธีอะกา
โรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช 1.5 % อะกาโรสใน 0.5 xTAE 
(40mM Tris, 4mM sodium acetate, 1mM EDTA, pH 7.9) ใชกระแสไฟฟาที่คาความตางศักย 100 
โวลต นาน 2 ชั่วโมง ยอมดีเอ็นเอดวยเอธิเดียมโบรไมด ตรวจดแูถบดีเอ็นเอภายใตแสงอุลตราไวโอ
เลต 
 
 วิเคราะหผลของลายพิมพทีไ่ดจากเชื้อ X.axonopodis pv. citri   แตละสายพันธุดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเรจ็รูป Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
(NTSYS) (Rohlf, 1993) คา coefficiency ที่ใชคือคา Dice วิเคราะหคา bootstrap ดวยโปรแกรม 
Winboot (Yap and Nelson, 1996)   วิเคราะห dendrogram ที่ไดเปรียบเทยีบกับการจัดกลุมของเชื้อ
โดยลักษณะการจัดกลุมอื่น ๆ เชน การเกิดโรคกับพืชอาศัย แหลงที่มาของเชื้อ และชวงเวลาทีแ่ยก
เชื้อ 

 
การตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri ดวยวิธี Polymerase chain reaction PCR และวิธี one 
tube nested PCR 
 

การเตรียมดีเอ็นเอความเขมขนตางๆ ของเชื้อ X.  axonopodis pv. citri 
 

การเตรียมดีเอน็เอของเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  939, 1012 และ 1046 โดย
การแยก ดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์ตามวิธีของ Pitcher  et al. (1989)  ตามขางตนและมาปรับความเขมขน
ใหได 50, 5, 0.5 ng/μl และ 5, 0.5, 0.05 , 0.005 pg/μl  

 

การเตรียมสารละลายเชื้อ (cell suspension) ของเชื้อ X.  axonopodis pv. citri 
 

นําเชื้อ X. axonopodis  pv. citri สายพันธุ  939, 1012 และ 1046  เล้ียงในอาหาร LB 
medium ใหมอีายุ 48 ชั่วโมง นํามาละลายในน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ  วัดความขุนของสารละลายเชื้อดวย
เครื่อง spectrophotometerใหมีคาดูดซับคลื่นแสง optical density (O.D.) เทากับ 0.1 ที่ 600 nm   
สารละลายเชื้อที่ไดนําไปทํา serial dilution ตั้งแต 10-1  ถึง 10-6  ทุกความเขมขนของ dilution นําไป
ตรวจที่ปริมาณเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยใช 50 μl เขี่ยใหทัว่หนาอาหาร Semi-seletive for 
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Xanthomonas (SX medium) (Schaad, 1988) เก็บไวที่ 30 oC เปนเวลา 2 วัน ตรวจจนับจํานวน
โคโลนีที่เจริญบนอาหาร 
 

การตรวจหาเชื้อโดย X. axonopodis pv. citri ดวยเทคนิค PCR 
 
การออกแบบไพรเมอร 

 
ออกแบบไพรเมอรจากยีน  X. axonopodis pv. citri  pathogenicity gene (pthA gene) ของ

เชื้อ X. axonopodis  pv. citri   โดยทําการสบืคนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  pthA (Genbank 
Accession U28802) จากฐานขอมูล GenBank ( 2Hhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov.)  ออกแบบไพร
เมอรโดยใช primer design software ชื่อ OligoPerfect™ Designer  ไพรเมอรที่ไดคือ ไพรเมอร 
D1/D2  โดยคุณสมบัติดังที่ไดแสดงไวในตารางที่ 2   และมีตําแหนงของไพรเมอรบนยนี pthA 
แสดงในภาพที่ 1   จากนั้นนําลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่ไดจากการออกแบบสงไป
สังเคราะหไพรเมอร โดยใชบริการการสังเคราะหไพรเมอรจาก หนวยบริการชีวภาพ ศูนยพันธุ
วิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ 

 
ทดสอบความไว (sensitivity) และ ความจําเพาะ (specificity)  ในการตรวจเชื้อ X.  axonopodis pv. 

citri ของไพรเมอร D1/D2 
 

ทดสอบความไวในการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอและเซลลของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
ของ ไพรเมอร D1/D2 โดยใชดีเอ็นเอที่สกดัไดจากเชื้อ  และสารละลายเชื้อแบคทีเรีย X.  
axonopodis pv. citri ที่เตรียมไวขางตนเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ จากยนี pthA 
ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ดวยปฏิกริิยา PCR   โดยปฏิกิริยาในหลอดรวมทั้งหมด  25 μl  
สารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา PCR และ โปรแกรมในการทําปฏิกิริยา แสดงในตารางที่ 3 โดยมีไพรเมอร 
2/3 ท่ี Hartung et.al (1993) รายงานวาสามารถตรวจหาเชือ้ X. axonopodis pv. citri  ได เปนไพร
เมอรเปรียบเทยีบกับไพรเมอร D1/D2 ที่ออกแบบไว  ดวยเครื่อง PE2400 Thermal Cycler (Applied 
Biosystem ) 

 



 

30 

ตารางที่  2   ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอร D1/D2  ไพรเมอร Pth 3F/ Pth 3F และ ไพรเมอร 
D3/D4  ที่ออกแแบบจากยนี avirulence/ pathogenicity  (pthA) ของเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis  pv. citri 

 
ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด ความยาว

(เบส) 
อุณหภูมิ
Tm (oC) 

% 
G+C 

หมายเหตุ 

D1 5’-GGCCTTGATCAAAAGAACCA-3’ 20 60 45 งานวิจัยครั้งนี้ 
D2 5’-TTGAAGTAGGGGACGGTTTG-3’ 20 59 50 งานวิจัยครั้งนี้ 
2 5’-CACGGGTGCAAAAAATCT-3’ 18 - - Hartung  et al. 

(1993) 
3 5’-TGGTGTCGTCGCTTGTAT-3’ 18 - - Hartung  et al. 

(1993) 
Pth3R 5’-GGTGAGGGGGCAGGGGGAGA-3’ 20 72.58 75 งานวิจัยครั้งนี้ 
Pth3F 5’-GGTACCCGGCGGTCGCATGA-3’ 20 72.09 70 งานวิจัยครั้งนี้ 

D3 5’-GGTGTGGTGCCTCGATAGAT-3’ 20 59.96 55 งานวิจัยครั้งนี้ 
D4 5’-CGAACAGACCATTGCCCTAT-3’ 20 59.69 50 งานวิจัยครั้งนี้ 
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ภาพที่ 1 ตําแหนงของยีน pthA บนพลาสมดิ pXAC64 ของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri  
              และ ไดอะแกรมแสดงตําแหนงของไพรเมอร D1, D2, Pth3F, Pth3R, D3 และ D4 บนยีน 

pthA 

D3 D1 Pth3F 

Pth3R D4 D2 

1,000 คูเบส 

pthA gene 
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ตารางที่ 3  สารเคมีและโปรแกรมที่ใชในการทําปฏิกิริยา PCR ดวยไพรเมอรD1/D2, 2/3 และ one 
                  tube nested PCR ดวยไพรเมอร Pth3F/Pth3R และ D3/D4 ในการตรวจหาเชื้อ  
                 Xanthomonas axonopodis pv. citri 
 

PCR one tube nested PCR สารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา 
(PCR reaction mixture) D1/D2 2/3 Ptha3F/Ptha3R และ D3/D4 
10 X PCR  buffer 1X 1X 1X 
MgCl2 3mM 3mM 3mM 
dNTPs 0.25 mM 0.2 mM 0.2 mM 
ไพรเมอร 0.5 uM 1 uM 0.01 uM  (Ptha3F/Ptha3R) 
   2 uM( D3/D4) 
Taq polymerase 
(Invitrogen Corporation,  Grand 
Island, NY, USA) 

1 U 1 U 3 U 

ดีเอ็นเอแมแบบเริ่มตน  
50 ng/ul 

1ul 1ul 1ul 

   
1.    94oC 5 นาที  1.    94oC 10 นาที  1.    94oC 4 นาที  
2.    93oC 30 วินาที 2.    95oC 70 วินาที 2.    94oC 30 วินาที 
3.    59oC 30 วินาที 3.    58oC 60 วินาที 3.    72oC   1  นาที 
4.    72oC 45 วินาที 4.    72oC 60 วินาที 4. ทําปฏิกิริยาขั้นที่ 2-3 ซ้ํา เปน

วงจรลูกโซทั้งหมด 10 รอบ 
5. ทําปฏิกิริยาขั้นที่ 2-4 

ซ้ํา เปนวงจรลูกโซ
ทั้งหมด 40 รอบ 

5. ทําปฏิกิริยาขั้นที่ 2-4 ซ้ํา 

เปนวงจรลูกโซทั้งหมด 40 
รอบ 

5.    94oC 4 นาที  

6.    94oC  30 วินาที 
7.    56oC   30 วินาที 
8.    72oC   45  วินาที 
9. ทําปฏิกิริยาขั้นที่ 6-8 ซ้ํา เปน

วงจรลูกโซทั้งหมด 40 รอบ 

 
 
 
 
 
 
โปรมแกรมในการทํา
ปฏิกิริยา 

6.    72oC 10 นาที 6.    72oC 10 นาที 

10.    72oC 10 นาที 
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ผลผลิตจากการขยายยีนดวยปฏิกิริยา PCR ถูกนํามาวิเคราะหโดยใช 1.5% agarose gel 
electrophoresis ใน 0.5 x TAE bufferใชความตางศักย ที่ 100 โวลท นาน 15 นาที นํามายอมดวย 
0.1% เอธิเดียมโบรไมด     เปนเวลา  5 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีดวยเครื่อง 
ultraviolet transluminator model GPS 7500 ถายภาพดวยฟลมโพลารอยด Type 760 

   
ทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร D1/D2 โดยใช ดีเอ็นเอ และเซลลของเชื้อแบคทีเรียตาม

ตารางที่ 4   ความเขมขนของดีเอ็นเอ  50  ng และความเขมขนของเซลล 108 CFU/ml  ในการทํา
ปฏิกิริยา PCRโดยปฏิกิริยาในหลอดรวมทั้งหมด  25 μl  สารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา PCR และ 
โปรแกรมในการทําปฏิกิริยา แสดงในตารางที่ 3  

 
การตรวจหาเชื้อ X.  axonopodis pv. citri ดวยวิธี  one tube nested PCR   
 
การออกแบบไพรเมอร 

 
สืบคนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pthA   จากฐานขอมูล GenBank 

( 3Hhttp://www.ncbi.n/m.nih.gov.) นําไปวิเคราะหดวยโปรมแกรม BLAST  ของ GenBank 
(4Hhttp://www.ncbi.n/m.nih.gov)   นําสายนวิคลีโอไทดของยีนที่มีลําดับนวิคลีโอไทดใกลเคียงกับ     
นิวคลีโอไทดของยีน pthA ที่สืบคนมาไดนํามาเทียบลําดับเบส (multiple sequence alignment) ดวย
โปรแกรม CLUSTAL W version 1.82 (5 Hhttp://www.ebi.ac.uk/clustalwl)  จากนั้นนํามาวิเคราะหหา
บริเวณนิวคลีโอไทดที่มีความแตกตางกันของยีน pthA และยนี avr/pth อ่ืน ๆ เพื่อออกแบบไพร
เมอร  โดยใชโปรแกรม Oligo Perfect TM  Designer โดยออกแบบไพรเมอร 2 ชุด  

 
ไพรเมอรชุดแรก (external  primers) ออกแบบบริเวณปลายดาน 3 และ 5 เพื่อใหไดชิ้นดี

เอ็นเอที่ถูกเพิม่ปริมาณขนาด 800 คูเบส ไพรเมอรมีความยาวประมาณ 20 นิวคลีโอไทด ปริมาณ 
G+C ประมาณ 55-65% และมีอุณหภูมิ Tm อยูในชวง 700-720 C  โดยไดไพรเมอรชุดแรกคือ 
Pth3F/Pth3R มีคุณสมบัติดังที่แสดงในตารางที่ 2 และ ตําแหนงของไพรเมอร Ptha3F/Ptha3R บน
ยีน pthA แสดงไวในภาพที่ 1 

 
ไพรเมอรชุดสอง (internal primers) ออกแบบใหอยูภายในชิ้นดีเอน็เอ 800 คูเบส ที่เพิ่ม

ปริมาณไดจากการใชไพรเมอรชุดแรก  โดยไดชิน้ดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณ ขนาด 136 คูเบส ไพร
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เมอรมีความยาว 20 นวิคลีโอไทด ปริมาณ G+C ประมาณ 50% มีอุณหภูมิ Tm ประมาณ 520-580 C    
โดยไดไพรเมอรคูสองคือ D3/D4   มีคุณสมบัติดังที่แสดงในตารางที่ 2 และ ตําแหนงของไพรเมอร 
D3/D4 บนยีน pthA แสดงไวในภาพที่ 1 
 
ทดสอบความไว (sensitivity) และ ความจําเพาะ (specificity)  ในการตรวจเชื้อ X.  axonopodis pv. 

citri ของไพรเมอร Pth3F/Pth3R และ D3/D4  ดวยวิธี one tube neasted PCR 
 

ทดสอบความไวในการตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอและเซลลของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
ของไพรเมอร Pth3F/Pth3R และ D3/D4  โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเชื้อ  และสารละลายเชื้อ
แบคทีเรีย X.  axonopodis pv. citri ที่เตรียมไวขางตนเปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอ 
จากยนี pthA ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ดวยปฏิกิริยา one tube nested PCR   โดยปฏิกิริยาใน
หลอดรวมทั้งหมด  25 μl  สารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา PCR และ โปรแกรมในการทําปฏิกิริยาดังที่
แสดงในตารางที่ 3  

 
ผลผลิตดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา one tube nested PCR นํามาวเิคราะหโดยใช 1.5% agarose gel 

electrophoresis ใน 0.5 x TAE bufferใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 100 โวลต นาน 15 นาที นํามา
ยอมดวย 0.1% เอธิเดียมโบรไมด     เปนเวลา  5 นาที ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอภายใตแสงยูวีดวย
เครื่อง ultraviolet transluminator model GPS 7500 ถายภาพดวยฟลมโพลารอยด Type 760 

 
ทดสอบความจําเพาะ ของไพรเมอร Pth3F/Pth3R และ D3/D4  ในปฏิกิริยา one-tube 

nested PCR โดยใชสารละลายเชื้อแบคทีเรียตามตารางที่ 4  โดยความเขมขนของสารละลายเชื้อ
แบคทีเรียที่  108 CFU/ml ทดสอบตามวิธี one-tube nested PCR   

 
ทดสอบผลของน้ําบดใบสมโอตอปฏิกิริยา PCR และ one tube nested PCR 
 
เตรียมน้ําคัน้จากใบสมโอ 
 

นําใบสมโอพันธุทองดี จํานวน 5 กรัม มาบดในเครื่องบดอาหาร (Blender) โดยบดใน 
0.85% NaCl จํานวน 50 ml  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที  นําสวนน้ําขางบน  แบงใส
หลอดทดลอง จํานวน 9 ml จํานวน 6 หลอด   นําเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri  ที่เตรียม
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เปนสารละลายเชื้อ ที่มีความคาดูดซับคลื่นแสงที่  600 nm   เทากับ   0.1   จํานวน 1 ml   เติมลงในน้ํา
คั้นใบสมโอในหลอดทดลอง จํานวน 9  ml  จากนัน้ ทํา serial dilution  ดวยน้ําคนใบสมโอ ตั้งแต 
10-1  ถึง 10-4    ตรวจสอบปริมาณเชื้อ  X  axonopodis pv. citri  โดยใช 50  μl ของแตละตัวอยาง  
เกลี่ยใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเชือ้ SX  โดยใชแทงแกวรูปตวัแอล บมไวที่อุณหภูมิ  300 C เปนเวลา 3 
วัน ตรวจนับโคโลนีปริมาณเชื้อที่ขึ้นบนอาหาร 
 
ทดสอบปฏิกิริยา PCR และ ปฏิกิริยา one tube nested PCR 
 

นําน้ําคั้นจากใบสมโอ ที่เตรียมไวขางตนจาํนวน 1 μl และ 10 μl  มาใชเปนตนแบบในการ
ทําปฏิกิริยา PCR    ทดสอบปฏิกิริยา PCR ที่มีปริมาตรรวม 25 μl โดยทําการทดสอบกบัปฏิกิริยา 
PCR มาตรฐานที่ใชไพรเมอร D1/D2   ไพรเมอร 2/3  เปรียบเทียบกับ one-tube nested PCR โดยทํา
ทั้งหมด 10 ซ้ํา  มีตัวเปรียบเทียบ ไดแก สารละลายเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  ที่มีความคาดูดซับ
คล่ืนแสง ที่  600 nm เทากับ  0.1  เปนคาเปรียบเทียบทีใ่หผลบวก (Positive control)  และน้ําคั้นใบ
สมโอที่ไมมีเชื้อ   X.  axonopodis  pv. citri  เปนตัวเปรียบเทียบที่ใหผลลบ (negative control) 
 
การเตรียมตัวอยางเพื่อตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  
 
 เก็บตัวอยางโรคแคงเกอรของสมโอจากแปลงปลูกของเกษตรกร อ.เวียงแกน จ.เชียงราย 
จํานวน 10 ตัวอยาง โดยเลือกเก็บตัวอยางโรคแคงเกอรจากใบสมโอที่มีอายุใกลเคียงกันและมีจุด
แผลแคงเกอรที่มีขนาดเทากัน  นํามาตัดตรงจุดแผล 1 จุดแผลโดยใช cork borrer ขนาด
เสนผาศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร นําแตละจุดของตัวอยางมาเตรียมตัวอยาง  2 วิธี โดยทดสอบแตละวิธี
จํานวน 10  ซํ้า  ดังนี้ 
 
 การเตรียมตัวอยางวิธีที่ 1 
 
 นําตัวอยางโรคแคงเกอรที่ตัดดวย cork borrer 1 จุดแผล ใสในหลอดขนาด 1.5 ml เติมดวย 
100 μl ของ 0.85% NaCl บดดวย plastic disposable pestle ใหละเอียด นําไปตกตะกอนดวยเครื่อง
หมุนเหวี่ยง ที่  3,000 g  เปนเวลา 3 นาที ดูดสวนน้ําใส จํานวน 5 μl เพื่อใชตรวจสอบเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri   ดวยวิธี PCR และ one tube nested PCR  ตรวจสอบปริมาณเชื้อ  X. 
axonopodis  pv. citri  โดยดูด  50  μl  ของแตละตัวอยาง  เกลี่ยใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SX  โดยใช
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แทงแกวรูปตัวแอล บมไวที่อุณหภูมิ  300 C เปนเวลา 3 วัน ตรวจนับโคโลนีปริมาณเชื้อที่ขึ้นบน
อาหาร 
 
 การเตรียมตัวอยางวิธีที่ 2 
 
 นําตัวอยางโรคแคงเกอรที่ตัดดวย cork borrer 1 จุดแผล ใสในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ml เติมดวย 100 μlของ 0.85% NaCl นําไปเขยาบนเครื่องเขยา (shaker) ที่ความเร็วรอบ  
200  รอบ/นาที    นาน 1 ชั่วโมง     ดูดตัวอยางจํานวน 5  μl  เพื่อใชตรวจสอบเชื้อ  X. axonopodis  
pv. citri   ดวยวิธี PCR และ one tube nested PCR   ตรวจสอบปริมาณเชื้อ  X. axonopodis  pv. citri  
โดยใช 50 μl ของแตละตัวอยาง  เกล่ียใหทั่วบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SX  โดยใชแทงแกวรูปตัวแอล บม
ไวที่อุณหภูมิ  300 C เปนเวลา 3 วัน ตรวจนับโคโลนีปริมาณเชื้อที่ขึ้นบนอาหาร 
 

การตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri โดยวิธี immunomagnetic separation รวมกับปฏิกิริยา 
nested PCR (IMS-nested PCR) 
 
การเตรียมเชื้อแบคทีเรียท่ีใชในการทดลอง   

นําเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri  ที่แยกไดจากพืชตระกูลสมจํานวน 4 ไอโซเลท 
ไดแก No.987, No.1012 , No.1693 และ No. 1887  และ X.  axonopodis  pv. malvacearum ที่แยกได
จากฝายจํานวน 4 ไอโซเลท ไดแก No. 584, No. 1035 , No.1051 และ No. 1232   อายุ 48 ช่ัวโมง 
นํามาละลายดวยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH. 7.4 (NaCl  8.0  g  KH2PO4 0.2  g  
Na2HPO4.12H2O  2.9  g  KCl  0.2  g และ NaN3  0.2  g  ละลายในน้ํา 1 L)   วัดคาดูดซับคลื่นแสง
ของสารละลายเชื้อดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่นแสง 600 nm ใหมคีาเทากับ 0.1  
เพื่อเตรียมสตอคเชื้อไวสําหรับใชในการทดลองตอไป 
 
การเตรียม immunomagnetic bead 

 
นํา immunomagnetic beads (IMB) (Dynabead M280 sheep anti- mouse; Dynal Biotech 

Inc., Oslo, Norway)  มาเคลือบดวยแอนตบิอดีที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X.  axonopodis pv. citri 
(CAB 92200; Agdia, USA) โดยมีวิธีโดยสังเขปดังนี้  นํา IMB จํานวน 180 μl (~108 bead) ยายลง
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ในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml  ลางดวยสารละลาย PBS  4 คร้ังๆ ละ 3 นาที โดยใช 
magnetic particle concentrator (MPC; Dynal, Oslo, Norway) ดูดจับ IMB ไวขางหลอด ในระหวาง
เปล่ียนสารละลาย PBS แตละครั้ง  ละลาย IMB ดวย สารละลาย PBS จาํนวน 1 ml จากนั้นเติมดวย
แอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงกบัเชื้อ X  axonopodis  pv. citri จํานวน 10 μl นําไปเขยาบนเครื่องเขยาที่
อุณหภูมิ 4 OC เปนเวลา 12-14 ช่ัวโมง  ลาง IMB ดวย สารละลาย PBS ที่เติมดวย 0.1 % bovine 
serum albumin (PBS-BSA) จํานวน 4 คร้ังๆ ละ 3 นาที  ละลาย IMB ดวยสารละลาย PBS-BSA 
จํานวน 1 ml 
 

ทดสอบความเฉพาะเจาะจงการตรวจหาเชือ้ X. axonopodis  pv. citri โดยวิธี IMS รวมกับปฏิกิริยา 
nested PCR  
 
 โดยการนําสารละลายเชื้อแบคทีเรียชนิดตางๆ ตามตารางที่ 4  โดยใชความเขมขนของ
สารละลายเชื้อแบคทีเรียที่  108 CFU/ml จํานวน 500 ml ยายลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 
ml เติมดวย IMB ที่เตรียมไวขางตน จํานวน 50 μl (~105 bead) เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา เปนเวลา 

30 นาที ที่อุณหภูมหิอง  ลางดวยสารละลาย PBS-BSA จาํนวน 2 คร้ังๆ ละ 3 นาที  ละลาย IMB ดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จํานวน 15 μl ใชจํานวน 1 μl ในปฏิกิริยา one tube nested PCR ตามที่กลาว
มาแลวขางตน 
 
ทดสอบความไวการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสมโดยวิธี IMS - nested 
PCR  

 
โดยนําใบสมโอพันธุทองดี จาํนวน 5 กรัม มาบดในเครื่องบดอาหาร (Blender) โดยบดใน 

0.85% NaCl จํานวน 50 ml  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 30 นาที  นําสวนน้ําใส  แบงใสหลอด
ทดลอง จํานวน 9 ml จํานวน 7 หลอด จากนั้นนําสารละลายเชื้อ X axonopodis pv. citri สายพันธุ  
939, 1012 และ 1046  ที่เตรยีมไวขางตน จํานวน 1 ml เติมลงในน้ําคัน้ใบสมโอในหลอดทดลอง 
จํานวน 9 ml  จากนั้น ทาํ serial dilution  ตัง้แต 10-1  ถึง 10-7  ดวยน้ําคั้นใบสมโอและทําการตรวจ
นับจํานวนเซลลเชื้อโดยตรงจาก haemacytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน   นําน้ําคั้นจากใบสมโอที่
ความเขมขนตางๆ ที่เตรียมไวขางตนจํานวน 500 μl ยายลงในหลอด microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 
เติมดวย IMB ที่เตรียมไวขางตน จํานวน 50 μl เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา เปนเวลา 30 นาที ที่
อุณหภูมิหอง  ลางดวยสารละลาย PBS-BSA จํานวน 2 ครั้งๆ ละ 3 นาที  ละลาย IMB ดวยน้ํากล่ัน
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นึ่งฆาเชื้อ จํานวน 15 μl  ดูดไปใชจํานวน 1 μl ในปฏิกิริยา one tube nested PCR ตามที่กลาวมาแลว
ขางตน  โดยทดลองเปรียบเทียบกับการใชวิธี one tube nested PCR และ standard PCR โดยใชไพร
เมอร D1/D2   ตามวิธีขางตน 
 
การตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ของตัวอยางใบพืชจากแปลงปลูก   
 
 ทําการเก็บตวัอยางโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสม จากแปลงปลูกของเกษตรกรที่มกีาร
ระบาดของโรคแคงเกอร โดยเก็บตวัอยางใบของพืชตระกูลสมไดแก สมโอ (Citrus maxima), 
สมเขียวหวาน (C. reticulata), มะนาว (C. aurantifolia) และมะกรูด (C. hystrix) ที่แสดงอาการของ
โรคแคงเกอร และตัวอยางใบที่ไมแสดงอาการของโรค จํานวน 50 ตัวอยาง นําตวัอยางใสขวดรูป
ชมพูขนาด 250 ml ที่เติมดวย 25 ml ของสารละลาย PBS นําไปเขยาบนเครื่องเขยา (shaker) ที่
ความเร็วรอบ  200  รอบ/นาที  นาน 1 ชั่วโมง  จากนั้นตกตะกอนดวยเครื่อง centrifuge ที่ 3,000 g 
เปนเวลา 5 นาที ทิ้งสวนบนที่เปนน้ําใส เกบ็สวนตะกอน ละลายตะกอนดวยสารละลาย PBS 
จํานวน  500 μl  เติมดวย IMB ที่เตรียมไวขางตน จํานวน 50 μl เขยาเบาๆ บนเครื่องเขยา เปนเวลา 
30 นาที ที่อุณหภูมหิอง  ลางดวยสารละลาย PBS-BSA จาํนวน 2 คร้ังๆ ละ 3 นาที  ละลาย IMB ดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ จํานวน 15 μl   ดูดไปใชจํานวน 1 μl ในปฏิกิริยา one tube nested PCR ตามที่
กลาวมาแลวขางตน  โดยทดลองเปรียบเทียบกับการใชวิธี one tube nested PCR และ standard PCR 
ดวยไพรเมอร D1/D2   ตามวธีิขางตน  โดยทําการตรวจเชือ้บนอาหาร SX medium ในทุกตัวอยาง   
 
การหาลําดับนวิคลีโอไทดของผลผลิต PCR ท่ีไดจากไพรเมอร D1/D2 และผลผลิต nested PCR 
จากไพรเมอร ptha3F/ptha3R และ D3/D4 
 
การเชื่อมตอผลผลิต PCR กับพลาสมิดพาหะ 
 

นําผลผลิต PCR ที่ไดจากการสังเคราะหโดยใชไพรเมอร D1/D2 และผลผลิต nested PCR  

จากไพรเมอร Ptha3F/Ptha3R และ D3/D4 ขางตน มาทําใหบริสุทธิ์โดยใชชุด Wizard ®Plus SV 

minipreps  DNA purification system  (Promega ®, USA)  นําดีเอน็เอที่ไดเชื่อมตอกับพลาสมิด

พาหะ pGEM-T Easy  (Promega ®, USA )   ดวยเอนไซม T4 DNA ligase ตามวิธีของบริษัทผูผลิต 
โดยใชผลผลิต PCR จากการตรวจยนี pthA  โดยคูไพรเมอรขางตน  จํานวน  100 ng   เติม 2 x T4 
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DNA ligase buffer  10 μl  pGEM-T Easy vector 50 ng   T4 DNA ligase 1 หนวย แลวปรับปริมาตร
ดวยน้ํากลั่นใหไดปริมาตร 20 μl  บมที่อุณหภูม ิ16 oC ขามคืน (ประมาณ 15 ช่ัวโมง) 
 
การโยกยายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรีย 
 

โยกยายพลาสมิดสายผสมเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน E. coli XL 1-Blue โดยวิธี heat 
shock transformation (Sambrook et al., 1989) โดยดดูพาสมิดพาหะที่ตอเชื่อมกับผลผลิต PCR แลว  
ใสลงในหลอดที่มี E. coli ที่เปน competent cells ปริมาตร 100 μl พลิกหลอดไปมาเบาๆ แลวแช
หลอดไวในน้าํแข็งนาน 10 นาที จากนั้นนาํไปแชในน้ํารอนอุณหภูมิ  42  oC เปนเวลา 45 วินาที เติม
อาหาร SOC media จํานวน 1  ml  ลงไปทันที นําไปเพาะเชื้อโดยเขยาที่อุณหภูม ิ 37oC    เปนเวลา 1 
ช่ัวโมง    ปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียดวยเครื่องหมุนเหวีย่งที่  12,000 g  เปนเวลา 2 นาที ดูดสวน
อาหารทิ้งไป ละลายตะกอนที่เหลือใหผสมกันดวย อาหาร SOC media   ใชสารละลายเชื้อ 100 และ 
200 μl เกลี่ยใหบนอาหารแข็ง LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin  100 ppm  ที่เกลี่ยผิวอาหารดวย  
100 mM IPTG จํานวน  100  μl  และ  X-gal (20mg/ml) จํานวน  50  μl  บมเชื้อไวที่อุณหภูม ิ37oC 
นาน 16 ช่ัวโมง คัดเลือกโคโลนีสีขาวมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง LB ที่เติมสารปฏิชีวนะ ampicillin 100 
ppm เพื่อเก็บไวเปนสต็อคเชือ้และสกัดพลาสมิดสายผสมเพื่อการตรวจสอบ 
 
การสกัดพลาสมิดสายผสมออกจากเซลลแบคทีเรีย 
 

สกัดพลาสมิดสายผสมออกจากเซลลแบคทีเรียดวยวิธี alkaline lysis (Sambrook et 
al.,1989) โดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวแตละโคโลนีมาเลี้ยงในอาหารเหลว 2X-YT ที่เติม
สารปฏิชีวนะ ampicillin 100  ppm ปริมาตร 1 ml บนเครื่องเขยาที่อุณหภูม ิ37oC นาน 16 ชั่วโมง 
จากนั้นปนตกตะกอนเซลลแบคทีเรียที่ 8,000 g เปนเวลา 5 นาที ดูดเอาอาหารเหลวออก เติม 
solution I (50mM glucose, 10mM EDTA, pH 8.0, 25mM Tris, pH 8.0) ปริมาตร 100  μl  ลงใน
หลอดผสมใหเขากันดวย Vortex mixer แลวแชบนน้ําแขง็นาน 5 นาที เติมดวย  200  μl  ของ 
solution II (0.2N NaOH, 1% SDS) ที่เตรียมใหมกอนใชงาน   ผสมใหเขากัน  แชน้ําแข็งนาน 5 นาที 
จากนั้นเติม solution III (3M potassium acetate, 5M acetic acid) ปริมาตร 150 μl ผสมใหเขากันแลว   
แชบนน้ําแข็งนาน 5 นาที หมุนเหวี่ยงดวยแรงที่  12,000  g   เปนเวลา  5 นาที ดูดน้ําใสสวนบนใส
หลอดใหมแลวเติม phenol : chloroform : isoamyl alcohol (25: 24: 1 V/V) ปริมาตร 450  μl   ผสม
ใหเขากันดวย Vortex mixer แลว หมนุเหวีย่งดวยแรงที่  10,000  g   เปนเวลา  2 นาที   ดูด
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สารละลายดานบนใสหลอดใหม เติม absolute ethanol จํานวน  2.5 เทาของปริมาตรสารละลาย  
ผสมใหเขากันแลวแชหลอดไวที่ –20 oC นาน 20 นาท ีหมุนเหวี่ยงดวยแรงที่  12,000  g   เปนเวลา    
5 นาที เทสวนใสออก   ลางตะกอนพลาสมดิดวย 70 % ethanol ปริมาตร 500 μl นําไปตกตะกอนที ่
12,000 g  เปนเวลา  5  นาที  เทสวนใสออก ตากตะกอนใหแหง แลวละลายตะกอนดวย TE   buffer   
จํานวน 20  μl 

 
ตรวจสอบพลาสมิดสายผสมโดยตัดพลาสมิดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ที่อุณหภูม ิ   

37 oC เปนเวลา 1 ชั่วโมง     ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอน็เอที่ตัดไดดวย 0.8 % agarose gel 
electrophoresis ยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมด และตรวจดูแถบดีเอ็นเอบน UV-transilluminator     
 

 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของผลผลติ PCR  
 

นําพลาสมิดสายผสมที่คัดเลือกไดไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด โดยใชบริการหนวย
บริการชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีแหงชาติ   แลวนําขอมูลที่ไดไปวิเคราะห
เปรียบเทียบกบัฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน pthA ท่ีมีรายงานอยูใน GenBank ดวย
โปรแกรม BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) และ โปรแกรม CLUSTAL W 
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) 
 
 



ผลและวิจารณ 

ผล 
 
การเก็บตัวอยางโรคแคงเกอรและการแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอร   
 

เก็บตัวอยางพชืตระกูลสมไดแก สมเขยีวหวาน สมโอ มะนาว และมะกรูด ทีแ่สดงลักษณะ
อาการของโรคแคงเกอร  ลักษณะอาการเปนแผลตกสะเก็ดนูน สีน้าํตาล ตรงกลางแผลจะแตกบุมลง
ไปขางในรอบแผลมีวงสีเหลือง (halo) ลอมรอบ(ภาพที่ 2)  โดยทําการเกบ็อาการของโรคทั้งบนใบ 
กิ่ง และผล จากแหลงตางๆ ทั่วประเทศไทย นํามาแยกเชือ้ X  axonopodis  pv. citri จะได เชื้อ
แบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง นูนมันเยิ้ม ขอบเรียบ บนอาหาร Wakimoto’s  medium  
และอาหาร Yeast extract dextrose agar (Schaad  et al., 2006)(ภาพที่ 2)   เชื้อที่แยกไดทั้งหมด
รวมทั้งเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการศึกษาในครั้งนี้ ดังแสดงใน ตารางที่ 4 
 
คุณสมบัติทางชีวเคมี  
 

จากผลการทดลองศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของเชื้อ X. . axonopodis pv. citri ทั้ง 113       
สายพันธุ พบวาเปนแกรมลบ ไมสราง spore มีหาง (flegellation)หางเดียวที่สวนปลาย  มีการใช 
oxygen (oxidation) มีรูปรางทอนตรง (rod shape) มีขนาด 0.5 x 1.7 μm เชื้อ X. axonopodis pv. citri  
สามารถยอยแปง (starch) ยอย gelatin, ยอย tween 80 และยอย casein สรางเอนไซม lecithinase ได 
ไมใช arginine และ gluconate ไมสามารถเปลี่ยน nitrate เปน nitrite ได ไมสรางเอ็นไซม urease 
เกิดกาซ hydrogen sulphide (H2S) สรางสาร acetoin เกิด proteolysis ใน litmus milk 
(peptonization) สามารถเจริญไดที่อุณหภมูิ 36 oC สามารถทนทานตอเกลือ NaCl ไดตั้งแต 3% , 5% 
ถึง 7% สวนใหญสามารถสรางเอ็นไซม tyrosinase (ตารางที่ 5)    

 
ผลการทดสอบการใชน้ําตาล (utilization of carbohydrates) พบวา เชื้อทั้งหมดสามารถใช 

น้ําตาล arabinose, xylose, glucose, fructose, galactose, mannose maltose, lactose, trehalose, 
sucrose, glycerol, mannitol, glycogen, dextrin, starch, malonate, citrate, succinate และ malate ไม
สามารถใช L-methyl-d-clucoside, raffinose, inositol, inulin, ducitol, gluconate, oxalate, acetate  

 



 

42 

 
 

ภาพที่ 2  ลักษณะอาการของโรคแคงเกอรที่เกิดในธรรมชาติและจากการปลูกเชื้อบนใบมะนาวและ
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุของโรค 

 ก-ค ลักษณะอาการของโรคแคงเกอรบนใบ ผลและกิ่งกานทีเกิดโรคในธรรมชาติ 
 ง อาการของโรคแคงเกอรบนใบมะนาวหลังการปลูกเชื้อโดยวิธี detached leaf เปน 
  เวลา 7 วัน 
 จ-ฉ เชื้อสาเหตุ Xanthomonas axonopodis  pv. citri บนอาหาร Wakimoto’sและ YDC 
                            ตามลําดับ 

ก 

จ ฉ 

ง 

ค ข 
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ตารางที่ 4  เชือ้แบคทีเรียที่ใชศึกษาในครั้งนี้ 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
Xanthomonas  axonopodis  pv. citri     

UE067 สมโอ ประจวบคีรีขันธ 2523 1 
UE 108 มะนาว หนองคาย 2523 1 

 118 สมโอ สุพรรณบุรี 2525 1 
 120 มะนาว สล.พืชไรอูทอง 2525 1 
 200 สมโอ ราชบุรี 2527 1 
 250 มะกรูด ชุมพร 2527 1 
 251 มะนาว ชุมพร 2527 1 
 356 สมโอ เชียงราย 2528 1 
 694 สมโอ ปทุมธานี 2530 1 
 726 สมโอ เชียงราย 2530 1 
 727 สมโอ เชียงราย 2530 1 
 777 มะนาว นครราชสีมา 2531 1 
 805 สมโอ บางเขน 2532 1 
 819 สมเขียวหวาน ปทุมธาน ี 2532 1 
 834 สมโอ นครพนม 2532 1 
 840 สมโอ นครพนม 2532 1 
 841 สมโอ นครพนม 2532 1 
 844 สมโอ นาน 2532 1 
 855 สมโอ ปทุมธาน ี 2532 1 
 856 มะกรูด ปทุมธานี 2532 1 
 869 สมโอ ปทุมธาน ี 2532 1 
 873 สมเขียวหวาน ปทุมธานี 2532 1 
 874 สมโอ ปทุมธาน ี 2532 1 
 880 สมเขียวหวาน ปทุมธานี 2532 1 
 881 สมตรา พิจิตร 2532 1 
 884 สมโอ พิจิตร 2532 1 
 895 สมโอ สุโขทัย 2532 1 
 896 สมโอ สุโขทัย 2532 1 
 900 สมโอ เชียงราย 2532 1 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
X.  axonopodis  pv. citri     

902 สมโอ เชียงราย 2532 1 
920 มะนาวไทย จันทบุรี 2532 1 
929 มะนาว ปทุมธานี 2532 1 
 931 สมเขียวหวาน ปทุมธานี 2532 1 
 939 สมโอ ปทุมธาน ี 2532 1 
 944 มะนาวตาฮิติ นาน 2532 1 
 950 สมฟรีมองต เชียงใหม 2532 1 
 956 มะนาวไข มุกดาหาร 2532 1 
 967 มะกรูด ชลบุรี 2532 1 
 970 มะนาวแปน นครนายก 2532 1 
 982 สมโอ ปทุมธานี 2532 1 
 987 สมโอ พิจิตร 2533 1 
 992 สมโอ พิจิตร 2533 1 
 1010 สมโอ นครศรีธรรมราช 2533 1 
 1012 มะนาว ปทุมธานี 2533 1 
 1014 มะนาว ขอนแกน 2533 1 
 1017 สมโอ เชียงราย 2533 1 
 1023 สมโอ จันทบุรี 2533 1 
 1027 สมโอ จันทบุรี 2533 1 
 1040 มะกรูด นนทบุรี 2533 1 
 1046 สมฟรีมองต กรุงเทพมหานคร 2533 1 
 1047 สมโอ ปทุมธานี 2533 1 
 1049 มะนาว นนทบุรี 2533 1 
 1055 มะกรูด นนทบุรี 2533 1 
 1095 สมโอ เชียงราย 2534 1 
 1110 สมโอ พัทลุง 2534 1 
 1123 สมโอ นครพนม 2534 1 
 1189 สมโอ พิจิตร 2535 1 
 1199 สมโอ ชัยนาท 2535 1 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
X.  axonopodis  pv. citri     

 1200 สมโอ ชัยนาท 2535 1 
 1202 สมโอ ชัยนาท 2535 1 
 1223 สมโอ สงขลา 2536 1 
 1530 สมโอ พิจิตร 2542 1 
 1531 สมโอ พิจิตร 2542 1 
 1536 สมโอ พิจิตร 2542 1 
 1537 สมโอ พิจิตร 2542 1 
 1539 สมโอ สมุทรสงคราม 2542 1 
 1549 สมโอ พิจิตร 2542 1 
 1576 สมโอ เชียงราย 2544 1 
 1581 สมโอ พิษณุโลก 2544 1 
 1582 สมโอ เชียงราย 2544 1 
 1584 สมโอ พิษณุโลก 2544 1 
 1588 สมโอ ชลบุรี 2545 1 
 1619 สมเขียวหวาน จันทบุรี 2545 1 
 1623 มะนาว ปทุมธานี 2545 1 
 1627 สมโอ พิจิตร 2546 5 
 1628 สม ชุมพร 2546 5 
 1629 มะนาว ตาก 2546 5 
 1632 สมโอ กําแพงเพชร 2546 5 
 1633 สมโอ เชียงราย 2546 5 
 1636 สมโอ เชียงราย 2546 5 
 1676 สมเขียวหวาน พระนครศรีอยุธยา 2546 5 
 1677 สมเขียวหวาน พระนครศรีอยุธยา 2548 5 
 1693 สมเขียวหวาน แพร 2546 5 
 1694 สมโอ แพร 2546 5 
 1695 สม เพชรบูรณ 2546 5 
 1717 สม เชียงราย 2547 5 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
X.  axonopodis  pv. citri     

1720 สมตรา เชียงราย 2547 5 
 1754 สมโอ สกลนคร 2547 5 
 1767 สมโอ ตราด 2547 5 
 1782 สมโอ เชียงราย 2547 5 
 1783 สมโอ เชียงราย 2547 5 
 1784 สมโอ เชียงราย 2547 5 
 1788 สมโอ เชียงราย 2547 5 
 1791 สมโอ เชียงราย 2547 5 
 1805 สมโอ ปตตานี 2547 5 
 1814 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
 1816 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
 1819 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
 1823 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1825 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1826 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1830 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1831 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1832 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1833 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1834 สมโอ กาญจนบุรี 2547 5 
1841 สมโอ เชียงราย 2548 5 
1843 สมโอ เชียงราย 2548 5 
1855 สมโอ กาญจนบุรี 2548 5 
1856 สมโอ กาญจนบุรี 2548 5 
1880 สมโอ เชียงราย 2548 5 
1886 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 5 
1887 มะกรูด กรุงเทพมหานคร 2548 5 

NCPPB409 citrus Japan ND 2 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
X.  axonopodis  pv. citri     

1358 Citrus sp. ซาอุดิอาราเบีย ND 3 
X.   axonopodis pv. aurantifolii     

1416 Citrus limon อุรุกวัย 1981 4 
1419 C. aurantifolia บราซิล 1982 4 
1460 C.  auranlifolia บราซิล 2000 4 

X.   axonopodis pv. citrumelo     
1237 Citrus sp. สหรัฐอเมริกา 1985 3 

X. axonopodis pv. malvacearum     
584 ฝาย สุโขทัย 2529 1 
1035 ฝาย นครสวรรค 2533 1 
1037 ฝาย ลพบุรี 2533 1 
1051 ฝาย เลย 2533 1 
1232 ฝาย ปราจีนบุรี 2536 1 

X. axonopodis pv. glycines     
241 ถั่วเหลือง พิษณุโลก 2525 1 
553 ถั่วเหลือง อุตรดิตถ 2529 1 
728 ถั่วเหลือง เชียงใหม 2530 1 
1204 ถั่วเหลือง สงขลา 2535 1 
1330 ถั่วเหลือง สุโขทัย 2537 1 

X. axonopodis pv. vesicatoria     
1710 มะเขือเทศ หนองคาย 2546 1 
1726 พริก ลําปาง 2547 1 

X. axonopodis pv. differenbachiae     
1058 หนาวัว กรุงเทพฯ 2534 1 

1063-1 หนาวัว เชียงราย 2534 1 
X. campestris  pv. campestris     

1104 ผักกาดเขียว สงขลา 2534 1 
1869 กระหล่ํา เพชรบูรณ 2548 1 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สายพันธุ พืชอาศัย แหลงเก็บตัวอยาง ปท่ีเก็บเชื้อ แหลงที่มา 
X. oryzae pv. oryzae     

0015 ขาว รอยเอ็ด 2543 1 
TB0003 ขาว นครพนม 2543 1 

X. axonopodis pv. manihotis     
1679 มันสําปะหลัง ระยอง 2546 1 
1682 มันสําปะหลัง ระยอง 2546 1 

Saprophytic bacteria      
Sa 1 ใบสมโอ เชียงราย 2005 5 
Sa 2 ใบสมโอ เชียงราย 2005 5 
Sa 3 ผลสมโอ เชียงราย 2005 5 
Sa 4 ผลสมโอ เชียงราย 2005 5 
Sa 5 ผลสมโอ เชียงราย 2005 5 
Sa 6 ใบมะนาว กรุงเทพฯ 2005 5 
Sa 7 ผลมะนาว กรุงเทพฯ 2005 5 
Sa 8 ใบ

สมเขียวหวาน 
ปทุมธานี 2005 5 

Sa 9 ผล
สมเขียวหวาน 

ปทุมธานี 2005 5 

Sa 10 ใบมะกรดู กรุงเทพฯ 2005 5 
     

1/ หนวยเก็บรักษาเชื้อพนัธุจลิุนทรียสาเหตโุรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
    กรมวิชาการเกษตร  
2/ NCPPB, National Collection Plant Pathogenic Bacteria, York, England 
3/  D.W. Gabriel, Plant Pathology Department, University of Florida, FL, USA.  
4/ IBSBF, Phytobacteria Culture Collection of Instituto Biological, Compinas, Brazil 
5/ งานวิจยัคร้ังนี้ 
ND, not detailed 
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ตารางที่ 5 การเปรียบเทยีบคุณสมบัติทางสรีระวิทยาและชีวเคมีระหวางสายพันธุของแคงเกอร
จากประเทศไทย  สายพันธุของแคงเกอรA จากญี่ปุนและสายพันธุของแคงเกอร B จาก
อารเจนตินา 

 
Characteristics X. axonopodis  pv. citri 

(Thailand) 
X. axonopodis pv. citri 

/1 (canker A) 
X. axonopodis  pv. 

aurantifolii /1 (canker B) 

Gram strain negative negative negative 
Spore formation - - - 
Flagellation (l Polar) + + + 

O/F test 0 0 0 
Hydrolysis of starch + + + 
Hydrolysis of Tween 80 + + + 
Hydrolysis of casein + + + 
Liquefaction of gelatin + + + 
Hydrolysis of Arginine - - - 
Production of lecithinase + + + 
Hydrolysis of aesculin + + + 
Gluconate test - - - 
Reduction of nitrate - - - 
Production of tyrosinase + + v 
Production of urease - - - 
Production of hydrogen 
sulphide 

+ + + 

Methyl red test - - - 
Production of acetoin - - - 
Litmus milk reaction P P P 
Tolerance to NaCl  3% + + + 
                               5% + - - 
                               7% + - - 
Growth at 360C + + - 

1/ ขอมูลจาก Goto et  al., 1980   
Symbol F = Fermentation ,  O = Oxidation V = Strain variable 

   B = Alkali 
   P = Peptonization 

+ = positive, - =  negative 
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ตารางที่ 6   การเปรียบเทยีบความสามารถในการใชน้ําตาลระหวางสายพันธุของเชือ้สาเหตุโรค
แคงเกอรจากประเทศไทย  สายพันธุของแคงเกอรA จากญี่ปุนและสายพันธุของแคง
เกอร B จากอารเจนตินา 

 
Characteristics 

X. axonopodis  pv. citri 
(Thailand) 

X. axonopodis pv. 

citri /1 (canker A) 

X. axonopodis  pv. 

aurantifolii /1 (canker B) 

Utilization of   Arabinose + + + 
              Rhamnose v - - 

           Xylose + + + 
            Glucose + + + 
           Fructose + + + 

           Galactose + + + 
         Mannose + + + 
        Maltose + + - 
        Lactose + + - 

         Trehalose + + + 
      Sucrose + + + 

       Raffinose - - - 
            L-methyl-D-ghucoside - - - 

      Salicin v - - 
         Sorbitol v - - 
        Inositol - - - 
         Dulcitol - - - 
          Glycerol + + + 
         Mannitol + v + 

    Inulin - - - 
         Glycogen + + + 

     Dextrin + + + 
  Starch + + + 

        Gluconete - - - 
    Oxalate - - - 

     Acetrate - - - 
    Tartrate - - - 

      Malonate + + v 
 Citrate + + + 

      Succinate + + + 
Malate + + + 

1/ ขอมูลจาก Gato et al., 1980 , + = positive,   - =  negative และ V = Variable 
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และ tartrate  และมีความผนัแปรในการใชน้ําตาล 3 ชนิดไดแก rhamnose  sorbitol และ salicin 
(ตารางที่ 6) 
 
การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ X.  axonopodis  pv. citri 

 
การทดสอบความรุนแรงของเชื้อ  X.  axonopodis  pv. citri บนพืชตระกูลสม 5 ชนิด ไดแก 

มะนาว  สมเขียวหวาน  เกรฟฟรุต  เลมอน  สมโอพันธุทองดี  พันธุขาวแตงกวา  พันธุขาวใหญ  
พันธุขาวน้ําผ้ึง  พันธุทาขอย  พบวาเชื้อ  X.  axonopodis  pv. citri จากประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ 
ทําใหเกิดโรคกับพืชทดสอบทุกชนิด (ตารางที่ 7)  โดยสามารถทําใหพืชทดสอบแสดงอาการของ
โรคไดภายใน 5 วัน (ภาพที่ 2) 

 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของเชื้อ X.  axonopodis  pv. citri โดยลายพิมพดีเอ็นเอ 
 

จากการทําปฏิกิริยา rep PCR โดยใชไพรเมอร  BOX  และ ERIC  ใหผลผลิตดีเอ็นเอจากดี
เอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri จากประเทศไทยทัง้ 113 สายพันธุ   เชื้อ X. axonopodis pv. 
citri สายพันธุ canker A NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน  เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 
canker A*   1358  จากประเทศ ซาอุดิอาราเบีย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ  
canker  B 1416 จากประเทศอุรุกวัย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker C 1419 
จากประเทศบราซิล  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker D 1460 จากประเทศ
บราซิล และ เชื้อ X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ  canker E 1237 จากประเทศสหรัฐอเมริกา  
จํานวน 23 และ 35  แถบ ตามลําดับ  ประกอบดวยลายพมิพดีเอ็นเอ จํานวน 17 และ 11 แบบ  
จํานวนแถบดีเอ็นเอ ที่นํามาวเิคราะห dendrogram คือ 20 และ 30 แถบ คิดเปน 87  และ 85.7 
เปอรเซ็นตของจํานวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดของแตละไพรเมอรตามลําดับ มีขนาดตัง้แต 100  คูเบส
ถึง 4000 คูเบส (ภาพที่ 3, 6 )     โดยไพรเมอร BOX พบดเีอ็นเอขนาดประมาณ  800, 900, 1200 และ 
2000  คูเบส ในทุกสายพนัธุของเชื้อ  X. axonopodis pv. citri จากประเทศไทย ( ภาพที่ 3 ) และไพร
เมอร  ERIC  พบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  1550   คูเบส ในทุกสายพนัธุของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
แคงเกอรทั้ง canker  A, A*, B และ  C ยกเวน  canker  D และ E พบดีเอ็นเอขนาดประมาณ  300, 
900, 1200, 1400, 1550, 2300 และ 4800  คูเบส ในทุกสายพันธุของเชือ้  X. axonopodis pv. citri จาก
ประเทศไทย (ภาพที่ 6) 
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ตารางที่ 7  เปรียบเทียบการทดสอบการเกดิโรคบนพืชอาศัยตระกูลสม  5 ชนิด  ดวยเชื้อสาเหตุ   

โรคแคงเกอรกลุมตางๆกับเชื้อ Xanthomonas  axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทย  
 
เชื้อสาเหตุโรคแคง

เกอร 
มะนาว สมเขียว

หวาน 
เลมอน เกรฟ

ฟรุต 
สมโอ
พันธุ
ทองดี 

สมโอ
พันธุขาว
แตงกวา 

สมโอ
พันธุ

ขาวใหญ 

สมโอ
พันธุขาว
น้ําผึ้ง 

สมโอ
พันธุทา
ขอย 

X.axonopodis pv. 
citri (canker A) 

++++ +++ +++ ++++ ND ND ND ND ND 

X.axonopodis pv. 
citri (canker A*) 

++++ - - - ND ND ND ND ND 

X.axonopodis pv. 
aurantifolii 
(canker B) 

++++ + +++ ++++ ND ND ND ND ND 

X. axonopodis  pv. 
aurantifolii 
 (canker C) 

++++ HR HR HR ND ND ND ND ND 

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุ
โรคแคงเกอรที่พบ
ในประเทศไทย 

++++ +++ +++ ++++ +++ +++ +++ ++++ ++++ 

+   หมายถึง    การเกิดโรคบนพชือาศัยเล็กนอย (weak canker) 
++++ หมายถึง    การเกิดโรครุนแรงบนพืชอาศัย (strong canker) 
- หมายถึง    ไมมีอาการโรคแคงเกอร  
HR หมายถึง     Hypersensitive  response 
ND หมายถึง     ไมไดทดสอบ 
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เมื่อวิเคราะหขอมูลจากลายพมิพดีเอ็นเอของไพรเมอรทั้งสองชนิด ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 

NTSYS version 2.1  เพื่อสราง dendrogram แลวนํามาวิเคราะหความสมัพันธระหวางสายพันธุเชื้อ
กับพืชอาศัย แหลงที่มา และชวงเวลาทีแ่ยกเชื้อได โดยเกณฑทีใ่ชในการจัดกลุมจะพจิารณาจากคา 
similarity ที่สามารถจัดกลุมไดดีที่สุด ไดผลดังนี้ 

 
Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร BOX 

 
 นําผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรทุกสายพันธุ ดวยไพร
เมอร BOX  มาวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS version 2.1 และสราง dendrogram (ภาพที่ 4)  
พบวา ที่คา similarity 0.73 สามารถจัดแบงกลุมได 5  กลุม ดังนี้  
 

กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A ไดแก     X. 
axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน และเชื้อ X. axonopodis pv. 
citri สายพันธุ canker A จากประเทศไทยทัง้ 113 สายพันธุ    

 
 กลุมที่ 2 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A*  1358  จาก

ประเทศซาอุดอิาราเบีย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ canker B 1416 จากประเทศ
อุรุกวัย ซ่ึงทั้งสองเชื้อแยกมาจากมะนาวและเปนเชื้อที่เกดิโรคกับพืชตระกูลสมเฉพาะ มะนาว
เทานั้น    

 
กลุมที่ 3 ประกอบดวยเชื้อ  X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ  canker E 1237 จาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา   
 
กลุมที่ 4 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker D 1460 จาก

ประเทศบราซิล    
 
 กลุมที่ 5 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker C 1419 จาก

ประเทศบราซิล   
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เมื่อพิจารณาการจัดกลุมที่คา similarity 0.8 สามารถจัดได  7 กลุม โดยมรีายละเอียด
ความสัมพันธดังนี ้
 
 กลุมที่ 1 มีจํานวน  106  สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากประเทศไทย จํานวน 105 สายพันธุ และ เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A 
NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน โดยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
เปนเชื้อที่แยกไดจากพืชตระกูลสมที่แตกตางกัน ไดแก สมโอ สมเขียวหวาน สมตรา สมฟรีมองต 
มะนาว และมะกรูด จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคใต โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อตั้งแตป 2523 ถึง ป 2548  เชื้อกลุมนี้เปนกลุมทีพ่บมากที่สุด
คิดเปน 93 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
 
 กลุมที่ 2 มีจํานวน  4  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากประเทศไทย จํานวน 4 สายพันธุ เปนเชื้อที่แยกไดจาก สมโอ  จากภาคกลาง เฉพาะ
จังหวดักาญจนบุรีเทานั้น โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อในป 2547 เทานั้น คิดเปน 3.5 เปอรเซ็นต
ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
 
 กลุมที่ 3 มีจํานวน  4  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากประเทศไทย จํานวน 4 สายพันธุ เปนเชื้อที่แยกไดจาก สมโอ มะนาว และ สมเขียวหวาน  
จากภาคกลาง และภาคใตโดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อในป 2532, 2546 และ2547 เทานั้น คิดเปน 
3.5 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
 
 กลุมที่ 4 มีจํานวน  2  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 
canker A*   1358  จากประเทศ ซาอุดิอาราเบีย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ   
canker  B 1416 จากประเทศอุรุกวัย ซ่ึงทั้งสองเชื้อแยกมาจากมะนาวและเปนเชื้อที่กอโรคกับพืช
ตระกูลสมชนดิ มะนาวเทานัน้ 
 
 กลุมที่ 5 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ  X. axonopodis pv. citrumelo  สาย
พันธุ  canker E 1237 จากประเทศสหรัฐอเมริกา 
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 กลุมที่ 6 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สาย
พันธุ  canker D 1460 จากประเทศบราซิล 
 
 กลุมที่ 7 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สาย
พันธุ  canker C 1419 จากประเทศบราซิล   
  

เมื่อนําเฉพาะผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุของ
ประเทศไทยทีแ่ยกไดจากสมโอ ดวยไพรเมอร BOX  มาวเิคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS 
version 2.1 และสราง dendrogram (ภาพที ่5 )  สามารถแบงกลุมที่คา similarity 0.85 ได 3 กลุม โดย
มีรายละเอียดความสัมพันธดังนี ้

  
 กลุมที่ 1 มีจํานวน  70 สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และ
ภาคใต โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อตั้งแตป 2523 ถึง ป 2548  เชื้อกลุมนี้เปนกลุมทีพ่บมากที่สุด
คิดเปน 91 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากสมโอ 
 
 กลุมที่ 2 มีจํานวน  4  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากภาคกลาง เฉพาะจังหวัดกาญจนบุรีเทานั้น โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อในป 
2547 เทานั้น คิดเปน 5.2 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากสมโอ 
 
 กลุมที่ 3 มีจํานวน  3  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากแหลงปลูกภาคเหนือ ภาคกลาง และภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ โดยมีชวงเวลา
การแยกพบเชือ้ตั้งแตป 2532 และ ป 2547  คิดเปน 3.8 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
สายพันธุที่แยกไดจากสมโอ 

 
Dendrogram จากการวิเคราะหดวยไพรเมอร ERIC 

 
 นําผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรทุกสายพันธุ ดวยไพร
เมอร ERIC  มาวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS version 2.1 และสราง dendrogram (ภาพที่ 7)  
พบวา ที่คา similarity 0.73 สามารถจัดแบงกลุมได 5  กลุม ดังนี้  
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กลุมที่ 1 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A ไดแก X. axonopodis 

pv. citri สายพันธุ canker A NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน และเชื้อ X. axonopodis pv. citri สาย
พันธุ canker A จากประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ    

 
 กลุมที่ 2 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A*  1358  จาก

ประเทศซาอุดอิาราเบีย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ canker B 1416 จากประเทศ
อุรุกวัย ซ่ึงทั้งสองเชื้อแยกมาจากมะนาวและเปนเชื้อที่กอโรคกับพืชตระกูลสมชนิด มะนาวเทานัน้    

 
กลุมที่ 3 ประกอบดวยเชื้อ  X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ  canker E 1237 จาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา   
 
กลุมที่ 4 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker C 1419 จาก

ประเทศบราซิล   
 
กลุมที่ 5 ประกอบดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สายพันธุ  canker D 1460 จาก

ประเทศบราซิล    
 

เมื่อพิจารณาการจัดกลุมที่คา similarity 0.8 สามารถจัดได  7 กลุม โดยมรีายละเอียด
ความสัมพันธดังนี ้
 
 กลุมที่ 1 มีจํานวน  87 สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดในประเทศไทย จํานวน 86 สายพันธุ และ เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A 
NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน โดยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
เปนเชื้อที่แยกไดจากพืชตระกูลสมที่แตกตางกัน ไดแก สมโอ สมเขียวหวาน สมตรา สมฟรีมองต 
มะนาว และมะกรูด จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และ
ภาคใต โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อตั้งแตป 2523 ถึง ป 2548  เชื้อกลุมนี้เปนกลุมทีพ่บมากที่สุด
คิดเปน 76 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากประเทศไทย 
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 กลุมที่ 2 มีจํานวน  23  สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากประเทศไทยทั้งหมด เปนเชื้อทีแ่ยกไดจาก สมโอ สมเขียวหวาน  สมฟรมีองต และ
มะนาว  จากภาคกลาง ภาคเหนือ และ ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ โดยมชีวงเวลาการแยกพบเชื้อ
ตั้งแตป 2528 ถึง ป 2547 คิดเปน 20.5  เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยก
ไดจากประเทศไทย 
 
 กลุมที่ 3 มีจํานวน  4  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุของ
ประเทศไทยทีแ่ยกไดจากสมโอ จากภาคกลาง เฉพาะจังหวัดกาญจนบุรีเทานั้น โดยมีชวงเวลาการ
แยกพบเชื้อในป 2547 เทานัน้ คิดเปน 3.5 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ 
 
 กลุมที่ 4 มีจํานวน  2  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 
canker A*   1358  จากประเทศ ซาอุดิอาราเบีย  เชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ   
canker  B 1416 จากประเทศอุรุกวัย ซ่ึงทั้งสองเชื้อแยกมาจากมะนาวและเปนเชื้อที่กอโรคกับพืช
ตระกูลสมชนดิ มะนาวเทานัน้ 
 
 กลุมที่ 5 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ  X. axonopodis pv. citrumelo  สาย
พันธุ  canker E 1237 จากประเทศสหรัฐอเมริกา 
 
 กลุมที่ 6 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สาย
พันธุ  canker D 1460 จากประเทศบราซลิ 
 
 กลุมที่ 7 มีจํานวน  1  สายพนัธุ ประกอบไปดวยเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii   สาย
พันธุ  canker C 1419 จากประเทศบราซิล   
 

เมื่อนําเฉพาะผลผลิตดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุของ
ประเทศไทยทีแ่ยกไดจากสมโอ ดวยไพรเมอร ERIC  มาวเิคราะหขอมูลดวยโปรแกรม NTSYS 
version 2.1 และสราง dendrogram (ภาพที ่8 )  สามารถแบงกลุมที่คา similarity 0.8 ได 3 กลุม โดย
มีรายละเอียดความสัมพันธดังนี ้
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 กลุมที่ 1 มีจํานวน  13  สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากแหลงปลูกภาคเหนือและภาคกลาง โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชือ้ตั้งแตป 
2528 ถึงป 2547  คิดเปน 16.9 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากสม
โอ 
 
 กลุมที่ 2 มีจํานวน  4  สายพนัธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากภาคกลาง เฉพาะจังหวัดกาญจนบุรีเทานั้น โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อในป 
2547 เทานั้น คิดเปน 5.2 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากสมโอ 
 

กลุมที่ 3 มีจํานวน  60 สายพันธุ ประกอบไปดวย เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่
แยกไดจากสมโอ จากแหลงปลูกทั่วทุกภาคทั้งภาคเหนือ ภาคกลาง ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และ
ภาคใต โดยมีชวงเวลาการแยกพบเชื้อตั้งแตป 2523 ถึง ป 2548  เช้ือกลุมนี้เปนกลุมทีพ่บมากที่สุด
คิดเปน 77.9 เปอรเซ็นตของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุที่แยกไดจากสมโอ 
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1     2     3    4     5    6     7    8     9    10    11  12  13   14    15   16    17   18    19   20 

 
 
ภาพที่ 3   ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สายพันธุตางๆ ที่สังเคราะหไดจากปฏิกริยา 

rep-PCR โดยใชไพรเมอร BOX 
 Lane ที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส ( 1 kb ) , Lane ที่ 2  X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1782, 

Lane ที่ 3 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1834, Lane ที่ 4    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1628, 
Lane ที่ 5   X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1862, Lane ที่ 6 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 120, 
Lane ที่ 7 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 200, Lane ที่ 8 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 913, 
Lane ที่ 9 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 967, Lane ที่ 10 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 929, 
Lane ที่ 11 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1720, Lane ที่ 12 X. axonopodis  pv. citri สายพันธุ 1629, 
Lane ที่ 13 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1886, Lane ที่ 14  X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 
NCPPB409  canker A, Lane ที่  5  X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1396 canker A*, Lane ที่  16  X. 
axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416  cankerB, Lane ที่ 17   X. axonopodis pv. aurantifolii  สาย
พันธุ 1419  canker C, Lane ที่ 18  X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1360  cankerD, Lane ที่ 19  
X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ 1267  cankerE ,Lane ที่ 20  ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส  (1 kb) 
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250 LL S 2525
1695 T N 2546
950 T N 2532
873 T C 2532
1123 P NE 2534
1010 P S 2533
844 P N 2532
NPPB409 ND J ND
987 P N 2533
869 P C 2532
805 P C 2532
970 L C 2532
841 P NE 2532
120 L C 2527
967 LL C 2532
251 L S 2525
200 P C 2527
1633 P N 2546
939 P C 2532
1199 P C 2535
855 P C 2532
819 T C 2532
1619 T C 2545
1676 T C 2546
1788 P N 2547
1576 P N 2544
1588 P C 2545
1805 P S 2547
895 P N 2532
1536 P N 2542
1537 P N 2542
1549 P N 2542
874 P C 2532
834 P NE 2532
1693 T N 2546
727 P N 2530
900 P N 2532
1531 P N 2542
1046 T C 2533
1049 L C 2533
1717 T N 2547
1677 T C 2546
1023 P C 2533
1095 P N 2534
1027 P C 2533
896 P N 2532
1754 P NE 2547
1830 P C 2547
1791 P N 2547
1012 L C 2533
1782 P N 2547
1720 T N 2547
1834 P C 2547
1841 P N 2548
1856 P C 2548
1816 P C 2547
1200 P C 2535
1887 LL C 2548
1826 P C 2547
1833 P C 2547
1819 P C 2547
1636 P N 2546
1886 LL C 2548
1783 P N 2547
1189 P N 2535
1202 P C 2535
1223 P S 2536
1040 LL C 2533
1055 LL C 2533
1629 L N 2546
1825 P C 2547
1784 P N 2547
982 P C 2532
726 P N 2530
1581 P N 2544
118 P C 2527
920 L C 2532
1584 P N 2544
1582 P N 2544
1014 L NE 2533
856 LL C 2532
956 L NE 2532
1855 P C 2548
992 P N 2533
694 P C 2530
1530 P N 2542
1632 P N 2546
1110 P S 2534
1627 P N 2546
1694 P N 2546
1047 P C 2533
1017 P N 2533
884 P N 2532
UE067 P C 2523
UE108 L NE 2523
1843 P N 2548
356 P N 2528
1539 P C 2542
1880 P N 2548
902 P N 2532
840 P NE 2532
881 T N 2532
944 L N 2532
880 T C 2532
1814 P C 2547
1832 P C 2547
1823 P C 2547
1831 P C 2547
1767 P C 2547
1628 T S 2546
931 T C 2532
929 L C 2532
1358A* C SB -
1416B CL U 2524
1237E C USA 2528
1460D CA B 2543
1419C CA B 2525

สายพันธุ   พืชอาศัย   ภาค   ปที่เก็บเชื้อ                กลุม

3
4

2

1

76
5

777 L NE 2531    
1623 L C 2545
250 LL S 2525
1695 T N 2546
950 T N 2532
873 T C 2532
1123 P NE 2534
1010 P S 2533
844 P N 2532
NPPB409 ND J ND
987 P N 2533
869 P C 2532
805 P C 2532
970 L C 2532
841 P NE 2532
120 L C 2527
967 LL C 2532
251 L S 2525
200 P C 2527
1633 P N 2546
939 P C 2532
1199 P C 2535
855 P C 2532
819 T C 2532
1619 T C 2545
1676 T C 2546
1788 P N 2547
1576 P N 2544
1588 P C 2545
1805 P S 2547
895 P N 2532
1536 P N 2542
1537 P N 2542
1549 P N 2542
874 P C 2532
834 P NE 2532
1693 T N 2546
727 P N 2530
900 P N 2532
1531 P N 2542
1046 T C 2533
1049 L C 2533
1717 T N 2547
1677 T C 2546
1023 P C 2533
1095 P N 2534
1027 P C 2533
896 P N 2532
1754 P NE 2547
1830 P C 2547
1791 P N 2547
1012 L C 2533
1782 P N 2547
1720 T N 2547
1834 P C 2547
1841 P N 2548
1856 P C 2548
1816 P C 2547
1200 P C 2535
1887 LL C 2548
1826 P C 2547
1833 P C 2547
1819 P C 2547
1636 P N 2546
1886 LL C 2548
1783 P N 2547
1189 P N 2535
1202 P C 2535
1223 P S 2536
1040 LL C 2533
1055 LL C 2533
1629 L N 2546
1825 P C 2547
1784 P N 2547
982 P C 2532
726 P N 2530
1581 P N 2544
118 P C 2527
920 L C 2532
1584 P N 2544
1582 P N 2544
1014 L NE 2533
856 LL C 2532
956 L NE 2532
1855 P C 2548
992 P N 2533
694 P C 2530
1530 P N 2542
1632 P N 2546
1110 P S 2534
1627 P N 2546
1694 P N 2546
1047 P C 2533
1017 P N 2533
884 P N 2532
UE067 P C 2523
UE108 L NE 2523
1843 P N 2548
356 P N 2528
1539 P C 2542
1880 P N 2548
902 P N 2532
840 P NE 2532
881 T N 2532
944 L N 2532
880 T C 2532
1814 P C 2547
1832 P C 2547
1823 P C 2547
1831 P C 2547
1767 P C 2547
1628 T S 2546
931 T C 2532
929 L C 2532
1358A* C SB -
1416B CL U 2524
1237E C USA 2528
1460D CA B 2543
1419C CA B 2525

สายพันธุ   พืชอาศัย   ภาค   ปที่เก็บเชื้อ                กลุม

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 
ที่สังเคราะหจากไพรเมอร BOX แสดงสหสัมพันธระหวางเชื้อสายพันธุตางๆ คา similarity 
คํานวณดวยคา Dice's coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA (C Citrus sp.; CA C. 
aurantrifolii; CL lemon; L มะนาว; LL มะกรูด; P สมโอ; T สมเขียวหวาน; N ภาคเหนือ; 
C ภาคกลาง; S ภาคใต; NE ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ; B บราซิล; J ญี่ปุน; SB ซาอุดอิารา
เบีย; U อุรุกวัย; USA สหรัฐอเมริกา; ND  no detailed)
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1

2

3

1123 นครพนม NE 2534
1010 นครศรีธรรมราช S 2533
844 นาน N 2532
805 บางเขน C 2532
869 ปทุมธานี C 2532
987 พิจิตร N 2533
200 ราชบุรี C 2527
841 นครพนม NE 2532
1633 เชียงราย N 2546
939 ปทุมธานี C 2532
1199 ชัยนาท C 2535
855 ปทุมธานี C 2532
727 เชียงราย N 2530
900 เชียงราย N 2532
1537 พิจิตร N 2542
834 นครพนม NE 2532
1788 เชียงราย N 2547
1576 เชียงราย N 2544
1588 ชลบุรี C 2545
1805 ปตตานี S 2547
895 สุโขทัย N 2532
874 ปทุมธานี C 2532
1531 พิจิตร N 2542
1549 พิจิตร N 2542
1536 พิจิตร N 2542
1880 เชียงราย N 2548
1023 จันทบุรี C 2533
1095 เชียงราย N 2534
1027 จันทบุรี C 2533
896 สุโขทัย N 2532
1754 สกลนคร NE 2547
1791 เชียงราย N 2547
1782 เชียงราย N 2547
1834 กาญจนบุรี C 2547
1830 กาญจนบุรี C 2547
1841 เชียงราย N 2548
1856 กาญจนบุรี C 2548
1816 กาญจนบุรี C 2547
1200 ชัยนาท C 2535
1819 กาญจนบุรี C 2547
1783 เชียงราย N 2547
1189 พิจิตร N 2535
1202 ชัยนาท C 2535
1223 สงขลา S 2536
1833 กาญจนบุรี C 2547
1636 เชียงราย N 2546
1825 กาญจนบุรี C 2547
1826 กาญจนบุรี C 2547
1584 พิษณุโลก N 2544
1582 เชียงราย N 2544
356 เชียงราย N 2528
118 สุพรรณบุรี C 2527
726 เชียงราย N 2530
982 ปทุมธานี C 2532
1581 พิษณุโลก N 2544
1784 เชียงราย N 2547
1855 กาญจนบุรี C 2548
992 พิจิตร N 2533
694 ปทุมธานี C 2530
1530 พิจิตร N 2542
1632 กําแพงเพชร N 2546
1627 พิจิตร N 2546
1047 ปทุมธานี C 2533
1110 พัทลุง S 2534
884 พิจิตร N 2532
UE067 ประจวบคีรีขันธ S 2523
1843 เชียงราย N 2548
1539 สมุทรสงคราม C 2542
1017 เชียงราย N 2533
1694 แพร N 2546
1814 กาญจนบุรี C 2547
1832 กาญจนบุรี C 2547
1823 กาญจนบุรี C 2547
1831 กาญจนบุรี C 2547
902 เชียงราย N 2532
840 นครพนม NE 2532
1767 ตราด C 2547

สายพันธุ        แหลงท่ีมา       ภาค        ปท่ีเก็บเชื้อ          กลุม

1

2

3

1123 นครพนม NE 2534
1010 นครศรีธรรมราช S 2533
844 นาน N 2532
805 บางเขน C 2532
869 ปทุมธานี C 2532
987 พิจิตร N 2533
200 ราชบุรี C 2527
841 นครพนม NE 2532
1633 เชียงราย N 2546
939 ปทุมธานี C 2532
1199 ชัยนาท C 2535
855 ปทุมธานี C 2532
727 เชียงราย N 2530
900 เชียงราย N 2532
1537 พิจิตร N 2542
834 นครพนม NE 2532
1788 เชียงราย N 2547
1576 เชียงราย N 2544
1588 ชลบุรี C 2545
1805 ปตตานี S 2547
895 สุโขทัย N 2532
874 ปทุมธานี C 2532
1531 พิจิตร N 2542
1549 พิจิตร N 2542
1536 พิจิตร N 2542
1880 เชียงราย N 2548
1023 จันทบุรี C 2533
1095 เชียงราย N 2534
1027 จันทบุรี C 2533
896 สุโขทัย N 2532
1754 สกลนคร NE 2547
1791 เชียงราย N 2547
1782 เชียงราย N 2547
1834 กาญจนบุรี C 2547
1830 กาญจนบุรี C 2547
1841 เชียงราย N 2548
1856 กาญจนบุรี C 2548
1816 กาญจนบุรี C 2547
1200 ชัยนาท C 2535
1819 กาญจนบุรี C 2547
1783 เชียงราย N 2547
1189 พิจิตร N 2535
1202 ชัยนาท C 2535
1223 สงขลา S 2536
1833 กาญจนบุรี C 2547
1636 เชียงราย N 2546
1825 กาญจนบุรี C 2547
1826 กาญจนบุรี C 2547
1584 พิษณุโลก N 2544
1582 เชียงราย N 2544
356 เชียงราย N 2528
118 สุพรรณบุรี C 2527
726 เชียงราย N 2530
982 ปทุมธานี C 2532
1581 พิษณุโลก N 2544
1784 เชียงราย N 2547
1855 กาญจนบุรี C 2548
992 พิจิตร N 2533
694 ปทุมธานี C 2530
1530 พิจิตร N 2542
1632 กําแพงเพชร N 2546
1627 พิจิตร N 2546
1047 ปทุมธานี C 2533
1110 พัทลุง S 2534
884 พิจิตร N 2532
UE067 ประจวบคีรีขันธ S 2523
1843 เชียงราย N 2548
1539 สมุทรสงคราม C 2542
1017 เชียงราย N 2533
1694 แพร N 2546
1814 กาญจนบุรี C 2547
1832 กาญจนบุรี C 2547
1823 กาญจนบุรี C 2547
1831 กาญจนบุรี C 2547
902 เชียงราย N 2532
840 นครพนม NE 2532
1767 ตราด C 2547

สายพันธุ        แหลงท่ีมา       ภาค        ปท่ีเก็บเชื้อ          กลุม

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 

สายพันธุที่แยกจากสมโอในประเทศไทย  สังเคราะหจากไพรเมอร BOX แสดงสหสัมพันธ
ระหวางเชื้อสายพันธุที่แยกจากสมโอ  คา similarity คํานวณดวยคา Dice's coefficient จัด
กลุมดวยโปรแกรม UPGMA (L มะนาว; LL มะกรูด; P สมโอ; T สมเขียวหวาน; N 
ภาคเหนือ; C ภาคกลาง; S ภาคใต; NE ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ) 
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ภาพที่ 6  ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สายพันธุตางๆ ที่ สังเคราะห
ไดจากปฏิกิริยา rep-PCR โดยใชไพรเมอร ERIC 

 Lane ที่ 1 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส  ( 1 kb )  
 Lane ที่ 2 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1095   
 Lane ที่ 3 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1855 
 Lane ที่ 4    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 819  
 Lane ที่  5     X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1049  
 Lane ที่  6    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 856 
 Lane ที่  7 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ NCPPB409  canker A 
 Lane ที่  8 X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1396  canker A* 
 Lane ที่  9 X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416  cankerB 
 Lane ที่ 10 X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1419  cankerC 
 Lane ที่ 11 X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1360  cankerD 
 Lane ที่ 12 X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ 1267  cankerE 
 Lane ที่ 13 ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 กิโลเบส  ( 1 kb ) 

                                       1     2     3     4      5     6     7     8     9   10   11   12   13   
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1

2

3

4
5
6
7

777 L NE 2531    
880 T C 2532
819 T C 2532
1887 LL C 2548
1200 P C 2535
694 P C 2530
1886 LL C 2548
1040 LL C 2533
1805 P S 2547
1628 T S 2546
1223 P S 2536
NPPB409 ND J ND
950 T N 2532
982 P C 2532
1855 P C 2548
UE108 L NE 2523
1537 P N 2542
896 P N 2532
1049 L C 2533
1677 T C 2546
1694 P N 2546
944 L N 2532
856 LL C 2532
992 P N 2533
1843 P N 2548
884 P N 2532
902 P N 2532
840 P NE 2532
1027 P C 2533
900 P N 2532
1012 L C 2533
873 T C 2532
1123 P NE 2534
1010 P S 2533
1023 P C 2533
1826 P C 2547
1830 P C 2547
1819 P C 2547
844 P N 2532
1095 P N 2534
1047 P C 2533
118 P C 2527
834 P NE 2532
967 LL C 2532
251 L S 2525
250 LL S 2525
200 P C 2527
1627 P N 2546
1110 P S 2534
1782 P N 2547
1720 T N 2547
1199 P C 2535
1834 P C 2547
1880 P N 2548
1825 P C 2547
1784 P N 2547
UE067 P C 2523
1833 P C 2547
120 L C 2527
970 L C 2532
855 P C 2532
881 T N 2532
929 L C 2532
841 P NE 2532
987 P N 2533
869 P C 2532
805 P C 2532
1856 P C 2548
931 T C 2532
1816 P C 2547
1632 P N 2546
1636 P N 2546
1633 P N 2546
939 P C 2532
1693 T N 2546
1791 P N 2547
1841 P N 2548
1536 P N 2542
1549 P N 2542
874 P C 2532
1055 LL C 2533
895 P N 2532
1783 P N 2547
726 P N 2530
1754 P NE 2547
1581 P N 2544
1629 L N 2546
1623 L C 2545
1017 P N 2533
1717 T N 2547
1695 T N 2546
1530 P N 2542
1788 P N 2547
1584 P N 2544
1582 P N 2544
1539 P C 2542
1619 T C 2545
1676 T C 2546
1046 T C 2533
1202 P C 2535
1767 P C 2547
1576 P N 2544
1588 P C 2545
356 P N 2528
1531 P N 2542
727 P N 2530
1189 P N 2535
920 L C 2532
1014 L NE 2533
956 L NE 2532
1814 P C 2547
1831 P C 2547
1832 P C 2547
1823 P C 2547
1358A* C SB -
1416B CL U 2524
1237E C USA 2528
1419C CA B 2525
1460D CA B 2543

สายพันธุ   พืชอาศัย   ภาค   ปที่เก็บเช้ือ        กลุม
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6
7

777 L NE 2531    
880 T C 2532
819 T C 2532
1887 LL C 2548
1200 P C 2535
694 P C 2530
1886 LL C 2548
1040 LL C 2533
1805 P S 2547
1628 T S 2546
1223 P S 2536
NPPB409 ND J ND
950 T N 2532
982 P C 2532
1855 P C 2548
UE108 L NE 2523
1537 P N 2542
896 P N 2532
1049 L C 2533
1677 T C 2546
1694 P N 2546
944 L N 2532
856 LL C 2532
992 P N 2533
1843 P N 2548
884 P N 2532
902 P N 2532
840 P NE 2532
1027 P C 2533
900 P N 2532
1012 L C 2533
873 T C 2532
1123 P NE 2534
1010 P S 2533
1023 P C 2533
1826 P C 2547
1830 P C 2547
1819 P C 2547
844 P N 2532
1095 P N 2534
1047 P C 2533
118 P C 2527
834 P NE 2532
967 LL C 2532
251 L S 2525
250 LL S 2525
200 P C 2527
1627 P N 2546
1110 P S 2534
1782 P N 2547
1720 T N 2547
1199 P C 2535
1834 P C 2547
1880 P N 2548
1825 P C 2547
1784 P N 2547
UE067 P C 2523
1833 P C 2547
120 L C 2527
970 L C 2532
855 P C 2532
881 T N 2532
929 L C 2532
841 P NE 2532
987 P N 2533
869 P C 2532
805 P C 2532
1856 P C 2548
931 T C 2532
1816 P C 2547
1632 P N 2546
1636 P N 2546
1633 P N 2546
939 P C 2532
1693 T N 2546
1791 P N 2547
1841 P N 2548
1536 P N 2542
1549 P N 2542
874 P C 2532
1055 LL C 2533
895 P N 2532
1783 P N 2547
726 P N 2530
1754 P NE 2547
1581 P N 2544
1629 L N 2546
1623 L C 2545
1017 P N 2533
1717 T N 2547
1695 T N 2546
1530 P N 2542
1788 P N 2547
1584 P N 2544
1582 P N 2544
1539 P C 2542
1619 T C 2545
1676 T C 2546
1046 T C 2533
1202 P C 2535
1767 P C 2547
1576 P N 2544
1588 P C 2545
356 P N 2528
1531 P N 2542
727 P N 2530
1189 P N 2535
920 L C 2532
1014 L NE 2533
956 L NE 2532
1814 P C 2547
1831 P C 2547
1832 P C 2547
1823 P C 2547
1358A* C SB -
1416B CL U 2524
1237E C USA 2528
1419C CA B 2525
1460D CA B 2543

สายพันธุ   พืชอาศัย   ภาค   ปที่เก็บเช้ือ        กลุม

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 7  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 
ที่สังเคราะหจากไพรเมอร ERIC แสดงสหสัมพันธระหวางเชื้อสายพันธุตางๆ คา similarity 
คํานวณดวยคา Dice's coefficient จัดกลุมดวยโปรแกรม UPGMA (C Citrus sp.; CA C. 
aurantrifolii; CL lemon; L มะนาว; LL มะกรูด; P สมโอ; T สมเขียวหวาน; N ภาคเหนือ; 
C ภาคกลาง; S ภาคใต; NE ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ;    B บราซิล; J ญี่ปุน; SB ซาอุดอิารา
เบีย; U อุรุกวัย; USA สหรัฐอเมริกา; ND  no detailed)
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1

2

3

1531 พิจิตร N 2542
356 เชียงราย N 2528
1767 ตราด C 2547
1588 ชลบุรี C 2545
1576 เชียงราย N 2544
1189 พิจิตร N 2535
1788 เชียงราย N 2547
1584 พิษณุโลก N 2544
1582 เชียงราย N 2544
1530 พิจิตร N 2542
1202 ชัยนาท C 2535
1539 สมุทรสงคราม C 2542
727 เชียงราย N 2530
1814 กาญจนบุรี C 2547
1831 กาญจนบุรี C 2547
1832 กาญจนบุรี C 2547
1823 กาญจนบุรี C 2547
1223 สงขลา S 2536
1200 ชัยนาท C 2535
694 ปทุมธานี C 2530
1805 ปตตานี S 2547
118 สุพรรณบุรี C 2527
855 ปทุมธานี C 2532
1199 ชัยนาท C 2535
841 นครพนม NE 2532
1110 พัทลุง S 2534
1627 พิจิตร N 2546
844 นาน N 2532
1010 นครศรีธรรมราช S 2533
1047 ปทุมธานี C 2533
1095 เชียงราย N 2534
805 บางเขน C 2532
1023 จันทบุรี C 2533
1123 นครพนม NE 2534
987 พิจิตร N 2533
834 นครพนม NE 2532
1784 เชียงราย N 2547
200 ราชบุรี C 2527
1819 กาญจนบุรี C 2547
1825 กาญจนบุรี C 2547
UE067 ประจวบคีรีขันธ S 2523
869 ปทุมธานี C 2532
1830 กาญจนบุรี C 2547
1833 กาญจนบุรี C 2547
1856 กาญจนบุรี C 2548
1880 เชียงราย N 2548
1782 เชียงราย N 2547
1826 กาญจนบุรี C 2547
1834 กาญจนบุรี C 2547
1636 เชียงราย N 2546
1633 เชียงราย N 2546
1791 เชียงราย N 2547
939 ปทุมธานี C 2532
1632 กําแพงเพชร N 2546
982 ปทุมธานี C 2532
896 สุโขทัย N 2532
1537 พิจิตร N 2542
1855 กาญจนบุรี C 2548
992 พิจิตร N 2533
1694 แพร N 2546
900 เชียงราย N 2532
840 นครพนม NE 2532
902 เชียงราย N 2532
1027 จันทบุรี C 2533
884 พิจิตร N 2532
1843 เชียงราย N 2548
1017 เชียงราย N 2533
1816 กาญจนบุรี C 2547
1841 เชียงราย N 2548
1536 พิจิตร N 2542
874 ปทุมธานี C 2532
1549 พิจิตร N 2542
1783 เชียงราย N 2547
1581 พิษณุโลก N 2544
1754 สกลนคร NE 2547
726 เชียงราย N 2530
895 สุโขทัย N 2532

สายพันธุ        แหลงท่ีมา       ภาค        ปท่ีเก็บเชื้อ          กลุม

1

2

3

1531 พิจิตร N 2542
356 เชียงราย N 2528
1767 ตราด C 2547
1588 ชลบุรี C 2545
1576 เชียงราย N 2544
1189 พิจิตร N 2535
1788 เชียงราย N 2547
1584 พิษณุโลก N 2544
1582 เชียงราย N 2544
1530 พิจิตร N 2542
1202 ชัยนาท C 2535
1539 สมุทรสงคราม C 2542
727 เชียงราย N 2530
1814 กาญจนบุรี C 2547
1831 กาญจนบุรี C 2547
1832 กาญจนบุรี C 2547
1823 กาญจนบุรี C 2547
1223 สงขลา S 2536
1200 ชัยนาท C 2535
694 ปทุมธานี C 2530
1805 ปตตานี S 2547
118 สุพรรณบุรี C 2527
855 ปทุมธานี C 2532
1199 ชัยนาท C 2535
841 นครพนม NE 2532
1110 พัทลุง S 2534
1627 พิจิตร N 2546
844 นาน N 2532
1010 นครศรีธรรมราช S 2533
1047 ปทุมธานี C 2533
1095 เชียงราย N 2534
805 บางเขน C 2532
1023 จันทบุรี C 2533
1123 นครพนม NE 2534
987 พิจิตร N 2533
834 นครพนม NE 2532
1784 เชียงราย N 2547
200 ราชบุรี C 2527
1819 กาญจนบุรี C 2547
1825 กาญจนบุรี C 2547
UE067 ประจวบคีรีขันธ S 2523
869 ปทุมธานี C 2532
1830 กาญจนบุรี C 2547
1833 กาญจนบุรี C 2547
1856 กาญจนบุรี C 2548
1880 เชียงราย N 2548
1782 เชียงราย N 2547
1826 กาญจนบุรี C 2547
1834 กาญจนบุรี C 2547
1636 เชียงราย N 2546
1633 เชียงราย N 2546
1791 เชียงราย N 2547
939 ปทุมธานี C 2532
1632 กําแพงเพชร N 2546
982 ปทุมธานี C 2532
896 สุโขทัย N 2532
1537 พิจิตร N 2542
1855 กาญจนบุรี C 2548
992 พิจิตร N 2533
1694 แพร N 2546
900 เชียงราย N 2532
840 นครพนม NE 2532
902 เชียงราย N 2532
1027 จันทบุรี C 2533
884 พิจิตร N 2532
1843 เชียงราย N 2548
1017 เชียงราย N 2533
1816 กาญจนบุรี C 2547
1841 เชียงราย N 2548
1536 พิจิตร N 2542
874 ปทุมธานี C 2532
1549 พิจิตร N 2542
1783 เชียงราย N 2547
1581 พิษณุโลก N 2544
1754 สกลนคร NE 2547
726 เชียงราย N 2530
895 สุโขทัย N 2532

สายพันธุ        แหลงท่ีมา       ภาค        ปท่ีเก็บเชื้อ          กลุม

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 8  Dendrogram จากการวิเคราะหลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 

citri สายพันธุที่แยกในประเทศไทย  สังเคราะหจากไพรเมอร ERIC  แสดงสหสัมพันธ
ระหวางเชื้อสายพันธุที่แยกจากสมโอ  คา similarity คํานวณดวยคา Dice's coefficient จัด
กลุมดวยโปรแกรม UPGMA (L มะนาว; LL มะกรูด; P สมโอ; T สมเขียวหวาน; N 
ภาคเหนือ; C ภาคกลาง; S ภาคใต; NE ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ)
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การตรวจหาเชื้อ  X. axonopodis  pv. citri โดยวิธี Polymerase chain reaction 
 
การทดสอบไพรเมอร  

 
การทดสอบปฏิกิริยา PCR ของไพรเมอร   ไพรเมอรที่ออกแบบไว D1 มีคา Tm 60 0C และ 

D2 มีคา Tm 59 0C เพื่อนํามาทําการทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอร
กับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing) ที่ 59 0C พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจากดีเอ็นเอตนแบบ  
โดยไดดีเอ็นเอ  ขนาด 219 bp (ภาพที่ 9) ในขณะทีไ่พรเมอร 2/3 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจาก
ดีเอ็นเอตนแบบ  โดยไดดีเอน็เอขนาด 222 bp ซ่ึงเปนไปตามที่ Hartung et al. (1993) ไดรายงานไว 

 
ทดสอบความไว (sensitivity) และทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของไพรเมอร D1/D2ในการ

ตรวจเชื้อ X. axonopodis pv. citri  
 
ผลการทดสอบความไว (sensitivity)ในการตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ของคู

ไพรเมอร D1/D2 พบวาไพรเมอร D1/D2 สามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ไดที่ความ
เขมขนต่ําสดุของดีเอ็นเอคือ 25 pg/ ปฏิกิริยา (ตารางที่ 8)  และความเขมขนของสารละลายเซล
แบคทีเรียต่ําสดุคือ 81 CFU/ปฏิกิริยา (ตารางที่ 9) 

 
ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร พบวา ไพรเมอร D1/D2 สามารถตรวจสอบเชื้อ 

X  axonopodis  pv. citri  ที่แยกเชื้อในประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ และ สายพันธุ NCPPB409 
canker Aจากประเทศญี่ปุน นอกจากนี้ยังเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและสารละลายเชื้อ X  axonopodis  
malvacearum  ทั้ง 5สายพันธุ เชื้อ X. axonopodis pv. glycines ทั้ง 5 สายพันธุ และ X. axonopodis 
pv. vesicatoria  ทั้ง 2  สายพันธุ       ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอตนแบบและ 
สารละลายเซลแบคทีเรีย ของเชื้อ X axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1358 canker A*   เชื้อ X. 
axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416 Canker B, สายพันธุ 1419 Canker  C   สายพันธุ 1460 
canker D   เชื้อ X. axonopodis pv. citrumelo สายพันธุ 1267 canker  E,   X. axonopodis pv. 
diffenbachiae ทั้ง 2 สายพันธุ เชื้อ X. axonopodis  pv. manihotis ทั้ง 2 สายพันธุ  เชื้อ X  campestris 
pv. campestris ทั้ง 2  สายพันธุ  X. oryzae  ทั้ง   2   สายพันธุ  และเชื้อซาโปรไฟต ที่แยกไดจากใบ
และผล 
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   1      2      3     4         5      6      7      8      9     10    11      12    13 

   
 

ภาพที่  9  ชิ้นสวนดีเอ็นเอทีไ่ดจากปฏิกริยา PCR โดยใชไพรเมอร D1และ D2 กับดีเอน็เอของเชื้อ  
                Xanthomonas axonopodis  pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกูลสมและเชื้อที่ม ี
               ความสัมพันธใกลชิด เมื่อแยกขนาดบน 1.5% agarose gel electrophoresis ความตางศักย 
               100 โวลท 
  Lane   1  100 bp DNA ladder 
        Lane   2  X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1123  
          Lane   3   X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 884  
          Lane   4    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  873    
       Lane   5    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  950  
      Lane   6    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  777    
       Lane   7    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ N1601  canker A  
       Lane   8    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1396  canker A* 

        Lane   9    X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416  cankerB 
      Lane  10   X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1419  cankerC 
      Lane  11   X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1360  cankerD 
      Lane  12   X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ 1267  cankerE 
      Lane  13   น้ํา 

 

219 bp 
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900 800 700 600 
500 400 
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200 
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ตารางที่ 8  ความไว (sensitivity) ในการตรวจหาดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri 
สายพันธุ 939 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร D1/D2 

 
Bacterial DNA / ปฏิกิริยา 1/ ผลการตรวจ PCR 2/ 

250 ng + 
25 ng + 
2.5 ng + 
250 pg + 
25 pg + 
2.5 pg - 
250 fg - 

 
1/  ดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 ที่ปรับความเขมขนใหได 50 ng /μlและ

นําไปทํา serial dilution ตั้งแต 50 ng /μl ถึง 0.05 pg /μl 
 
2/  ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอร D1/D2  ที่ทําปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 3 โดย 
    +  = สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
     -  = ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
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ตารางที่ 9  ความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเซลลของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri              

สายพันธุ 939  ดวยเทคนิค PCR โดยไพรเมอร D1/D2 
 

Sample Bacterial Cell 1/ CFU / ปฏิกิริยา 2/ ผลการตรวจ PCR 3/ 
O.D. 0.1 600 nm. 8.1x106 + 

10-1 8.1x105 + 
10-2 8.1x104 + 
10-3 8.1x103 + 
10-4 8.1x102 + 
10-5 81 - 
10-6 8 - 

 
1/  สารละลายเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 ที่ปรับใหมีความขุนใหมีคา O.D. 
เทากับ 0.1 และมาทํา serial dilution ตั้งแต 10-1 ถึง 10-6   
 
2/ แตละ dilution นําไปตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX 
medium  
 
3/  ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอร D1/D2  ที่ทําปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 3 โดย 
    +  = สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
     -  = ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
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พืชตระกูลสมทั้ง 10 สายพันธุ  (ตารางที่ 10) ในขณะทีไ่พรเมอร 2/3  สามารถตรวจสอบเชื้อ X 
.axonopodis  pv. citri  ที่พบในประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ และ สายพันธุ NCPPB409 Canker A
ไดเชนกัน นอกจากนี้ยังเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและสารละลายเชื้อ X  campestris malvacearum  ทั้ง 5
สายพันธุ ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจากดีเอ็นเอตนแบบและสารละลายเซลลแบคทีเรียของเชื้อ 
X .axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  1358 canker A*   เชื้อ X  axonopodis  pv. aurantifolii  สายพันธุ 
1416 Canker B, สายพันธุ 1419 Canker  C   สายพันธุ 1460 Canker D   เชื้อ X. axonopodis pv. 
citrumelo สายพันธุ 1267 Canker  E   เชื้อ X. axonopodis pv. glycines ทั้ง 5 สายพันธุ  เชื้อ X 
axonopodis pv. vesicatoria  ทั้ง 2  สายพันธุ เชื้อ X. axonopodis pv. diffenbachiae ทั้ง 2 สายพันธุ 
เชื้อ X. axonopodis  pv. manihotis ทั้ง 2 สายพันธุ  เชื้อ X .campestris pv. campestris ทั้ง 2 สายพันธุ  
เชื้อ X. oryzae  ทั้ง 2 สายพันธุ และเชื้อซาโปรไฟตที่แยกไดจากใบและผลพืชตระกูลสมทั้ง 10 สาย
พันธุ (ตารางที่ 10) 

 
การตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  ดวยวิธี one tube nested PCR 
 
การทดสอบไพรเมอร 
 

การทดสอบปฏิกิริยา PCR ของไพรเมอร   ไพรเมอรคูแรกที่ออกแบบไวคือ Ptha3F มีคา 
Tm 72.58 0C และ Ptha3R มีคา Tm 72.09 0C  ไพรเมอรคูที่สอง คือ  D3 มีคา Tm 59.96 0C และ  D4 
มีคา Tm 59.69 0C  เพื่อนํามาทําการทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชอุณหภูมิในการจับคูไพรเมอรคู
แรกกับดเีอ็นเอตนแบบ (annealing) ที่ 72 0C  และไพรเมอรคูสอง ที่ 56 0C  ตามสภาพที่กลาว
มาแลวขางตน พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได จากดีเอ็นเอแมแบบจากเชื้อ X. axonopodis pv. 
citriทั้ง 113 สายพันธุ ไดดีเอน็เอ ขนาด 136 คูเบส (ภาพที่ 10) 
 

ทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ของ Primer Pth3R/ 
Pth3F และ D3/D4 

 
ผลการทดสอบความไว (sensitivity) ในการตรวจเชื้อ X. axonopodis  pv. citri พบวา     

ไพรเมอรทั้ง  2  ชุด   สามารถตรวจเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  ที่ความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอ  



 

70 

0.5 pg/ปฏิกิริยา (ตารางที่ 11)  และความเขมขนของสารละลายเซลลแบคทีเรียต่ําสุดที่สามารถตรวจ
ไดคือ 9.4 CFU/ปฏิกิริยา  (ตารางที่ 12) 

 
การทดสอบความจําเพาะ (specificity) ของ Primer Pth3R/ Pth3F และ D3/D4 ในการตรวจเชื้อ X. 

axonopodis  pv. citri 
 

ผลการทดสอบความจําเพาะของไพรเมอร พบวาไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 136 คูเบส  จากดีเอ็นเอแมแบบและสารละลายเชื้อ X. axonopodis  
pv. citri ที่พบในประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ และสายพันธุ NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน และยัง
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv.malvacearumท้ัง 5 สายพันธุ แตไมสามารถ
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอจากดีเอน็เอตนแบบและสารละลายเซลลแบคทีเรียของเชื้อ X.  axonopodis  pv. 
citri  สายพันธุ  1358 canker A*   เชื้อ X. axonopodis  pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416 Canker B, 
สายพันธุ 1419 Canker  C   สายพันธุ 1460 Canker D   เชื้อ X. axonopodis pv. citrumelo สายพันธุ 
1267 Canker  E   เชื้อ X. axonopodis pv. glycines ทั้ง 5 สายพันธุ  เชื้อ X axonopodis pv.. 
vesicatoria  ทั้ง 2  สายพันธุ เชื้อ X. axonopodis pv. diffenbachiae ทั้ง 2 สายพันธุ เชื้อ X. 
axonopodis  pv. manihotis  ทั้ง 2 สายพันธุ  เชื้อ X. campestris pv. campestris ทั้ง 2 สายพันธุ  เชื้อ 
X. oryzae  ทั้ง 2 สายพันธุ และ saprophyte  ที่แยกไดจากใบและผลพืชตระกูลสมทั้ง 10 ไอโซเลท 
(ตารางที่ 10) 
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ภาพที่ 10  ช้ินสวนดีเอ็นเอทีไ่ดจากปฏิกริยา one tube nested PCR โดยใชไพรเมอร Pth3R/ Pth3F

และ D3/D4  กับดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร
ของพืชตระกลูสมและเชื้อที่มีความสัมพันธใกลชิด เมื่อแยกขนาดบน 1.5% agarose gel 
electrophoresis ความตางศักดิ์ 100 โวลท 

Lane   1  100 bp DNA ladder 
        Lane   2  X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1123  
          Lane   3   X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 884  
          Lane   4    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  950  
      Lane   5    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  777    
       Lane   6    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ N1601  canker A  
       Lane   7    X. axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 1396  canker A* 

        Lane   8    X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1416  canker B 
      Lane   9  X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1419  canker C 
      Lane  10   X. axonopodis pv. aurantifolii  สายพันธุ 1360  canker D 
      Lane  11   X. axonopodis pv. citrumelo  สายพันธุ 1267  canker E 
      Lane   12   น้ํา 

         1       2       3      4      5       6       7      8      9     10     11    12    

1,500 
1,000 

500 400 

300 
200 
100 

136 bp 
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ตารางที่ 10  เปรียบเทียบความจําเพาะ (specificity) ในการตรวจสอบเชื้อ  Xanthomonas axonopodis  
pv. citri โดยวธีิ PCR ดวยไพรเมอร D1/D2 และไพรเมอร 2/3  วิธี one tube nested 
PCR ดวยไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 และ วิธี IMS รวมกับ nested PCR  

 
ผลการตรวจเชื้อดวยไพรเมอรชนิดตางๆ2/  

รายชื่อเชื้อ PCR 
D1/D2  

PCR 
2/3 

nested PCR 
Pth3R/Pth3F  
และ D3/D4 

IMS-nested 
PCR 

X.  axonopodis  pv. citri (113) 1/ 113 113 113 113 
X.   fuacans   pv. aurantifolii (3) 0 0 0 0  
X.  axonopodis  pv. citrumelo(1) 0 0 0 0 
X. axonopodis pv. malvacearum (5)  5 5 5 0 
X. axonopodis pv. glycines(5)  5 0 0 0 
X. axonopodis pv. vesicatoria(2) 2 0 0 0 
X. axonopodis pv. differenbachiae(2) 0 0 0 0 
X. campestris pv. campestris(2) 0 0 0 0 
X. oryzae pv. oryzae(2) 0 0 0 0 
X. axonopodis pv. manihotis (2) 0 0 0 0 
Saprophytic bacteria (10)  0 0 0 0 
     

 

1/ ตัวเลขในวงเล็บ คือ จํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่ใชในการทดสอบความเฉพาะเจาะจง 
2/  จํานวนสายพันธุเชื้อแบคทีเรียที่ไพรเมอรสามารถตรวจสอบได 
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ตารางที่ 11  ความไว (sensitivity) ในการตรวสอบดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. 

citri สายพันธุ 939 โดยใชไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 
 

Bacterial DNA / ปฏิกิริยา 1/ ผลการตรวจ one tube nested PCR 2/ 

50 ng + 

5 ng + 

0.5 ng + 

50 pg + 

5 pg + 

0.5 pg + 

50 fg - 
 
1/  ดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 ที่ปรับความเขมขนใหได 50 ng /μlและ

นําไปทํา serial dilution ตั้งแต 50 ng /μl ถึง 0.05 fg /μl 
 
2/  ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอร D1/D2  ที่ทําปฏิกิริยา one tube nested PCR ตามตาราง

ที่ 3 โดย 
    +  = สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
     -  = ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
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ตารางที่ 12  ความไวในการตรวจสอบเซลลของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สายพันธุ 

939 โดยไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 
 

Sample Bacterial Cell 1/ CFU / ปฏิกิริยา 2/ ผลการตรวจ PCR 3/ 
O.D. 0.1 600 nm. 9.4 x104 + 

10-1 9.4x103 + 
10-2 9.4x102 + 
10-3 9.4x10 + 
10-4 9.4 + 
10-5 - - 
10-6 - - 

 
1/ สารละลายเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 ที่ปรับใหมีความขุนใหมีคา O.D. 

เทากับ 0.1 และมาทํา serial dilution ตั้งแต 10-1 ถึง 10-6   
 
2/ แตละ dilution นําไปตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX 

medium  
 
3/ ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไพรเมอร D1/D2  ที่ทําปฏิกิริยา PCR ตามตารางที่ 6 โดย 
    +  = สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
    -  = ไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอกับสารละลายเชื้อและดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
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ผลของน้ําบดใบสมโอตอปฏกิิริยา PCR และ one tube nested PCR 
 
 ผลการทดสอบน้ําบดใบสมตอปฏิกิริยา PCR และ one tube nested PCR โดย การเตมิน้ําบด
ใบสมโอ ที่มีเชื้อ X. axonopodis pv. citri ความเขมขนในระดับตางๆ จํานวน 10 μl และ 1 μl ลงไป
ในการทําปฏิกริิยา PCR และ one tube nested PCR ปริมาณรวมของปฏกิิริยา  25 μl เพื่อตรวจหาเชือ้ 
X. axonopodis pv. citri  พบวา น้ําบดใบสมมีผลตอปฏิกิริยา PCR โดยการเติมน้ําบดใบสมจํานวน 
10 μl และ 1 μl ลงไปในปฏกิิริยา PCR ไพรเมอร D1/D2 และ ไพรเมอร 2/3 ไมสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอจากยนี pthA ได ทําใหไมไดชิน้ดีเอน็เอเปาหมายเลยทั้ง 10 ซํ้าที่ทดสอบ (ตารางที่ 13 ) 
ในขณะที่น้ําบดใบสมจํานวน 10 μl และ 1 μl ที่เติมลงไปในปฏิกิริยา one tube nested PCR ไมมีผล
ตอปฏิกิริยา one tube nested PCR โดย ไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4 สามารถเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอจากยีน pthAไดช้ินดีเอน็เอเปาหมายขนาด 136 คูเบสทั้ง 10 ซํ้าที่ทดสอบ  (ตารางที่ 13 )    
 
การเตรียมตัวอยางเพื่อตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  

 
จากการทดสอบการเตรียมตวัอยางโรคแคงเกอร 2 วิธี เพือ่ตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. 

citri  โดยวิธี PCR และ one tube nested PCR พบวา  การเตรียมตัวอยางแบบที่ 1 โดยการบดตัวอยาง
แผลใน 0.85% NaCl ดวย plastic disposable pestle นั้นโดยวิธี PCR ไมสามารถตรวจหาเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri ไดทั้ง 10 ตัวอยาง ในขณะทีว่ิธี one tube nested PCR สามารถตรวจสอบเชื้อได
ทั้ง 10 ตัวอยาง (ตารางที่ 14)   แสดงใหเหน็วา การบดตวัอยางทําใหพชืปลดปลอยสารบางชนิดไปมี
ผลตอปฏิกิริยา PCR  การเตรยีมตัวอยางที ่2 เปนการลางผิวใบพืชเพื่อลางเอาแบคทีเรียที่อยูที่ผิวใบ
มาตรวจดวยวธีิ PCR และ one tube nested PCR พบวา ทัง้วิธี PCR และ one tube nested PCR 
สามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis pv. citri โดยวิธี PCR สามารถตรวจพบเชื้อ 7 ตัวอยาง 
ในขณะที่วิธี one tube nested PCR ตรวจพบเชื้อทั้ง 10 ตัวอยาง (ตารางที่ 14)  และทุกตวัอยางตรวจ
พบโคโลนีของเชื้อ X. axonopodis pv. citri แตไมสามารถนับโคโลนีไดเนื่องจากมีปริมาณมาก 
(ตารางที่ 14)   
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ตารางที่ 13  ผลของน้ําบดใบสมโอตอปฏิกิริยา PCR และ one tube nested PCR ในการตรวจหาเชื้อ
Xanthomonas  axonopodis  pv. citri   

 
PCR 

ไพรเมอรD1/D2 
PCR 

ไพรเมอร 2/3 
one tube nested PCR 

 
 

น้ําบดใบสม1/ 
ปริมาณเชื้อ X 2/. 

 axonopodis  pv. 
citri   

CFU/ml 
1 μl 10 μl 1 μl 10 μl 1 μl 10 μl 

10-1 9.4 x 106 03//104/ 0/10 0/10 0/10 10/10 10/10 
10-2 9.4 x 105 0/10 0/10 0/10 0/10 10/10 10/10 
10-3 9.4 x 104 0/10 0/10 0/10 0/10 10/10 10/10 
10-4 9.4 x 103 0/10 0/10 0/10 0/10 10/10 10/10 

 
 1/ น้ําบดใบสมที่เตรียมจากใบสมบดใน 0.85% NaCl จํานวน 50 ml นาํจํานวน 9 ml เติมดวย 1 ml

ของสารละลายเชื้อ X   axonopodis  pv. citri  สายพันธุ 939 ที่ปรับความขุนใหได O.D. เทากับ 
0.1 จากนั้นนํา มาทําใหเจือจาง โดยวิธี serial dilution  ตั้งแต 10-1 ถึง 10-4 ดวยน้ําบดใบสมที่
เตรียมไว 

2/  ปริมาณเชือ้ที่ตรวจนับไดจากแตละ dilution ของน้ําบดใบสม 
3/   จํานวนซ้ําที่ตรวจสอบเชือ้ X   axonopodis  pv. citri  ได 
4/  จํานวนซ้ําทั้งหมดที่ทดสอบปฏิกิริยา 
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ตารางที่ 14  เปรียบเทียบวิธีการเตรียมตวัอยางจากใบพชืตระกูลสม ในการตรวจหาเชื้อ 
Xanthomonas axonopodis pv. citri ดวยเทคนิค PCR, one tube nested PCR และการ
เพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหารจําเพาะ 

 
การเตรียมตัวอยาง PCR 3/ 

D1/D2 
one tube nested PCR ตรวจบนอาหาร SX 4/ 

แบบที่ 1โดยน้ําบดตัวอยาง 1/    
ตัวอยางที่ 1 - + + 
ตัวอยางที่ 2 - + + 
ตัวอยางที่ 3 - + + 
ตัวอยางที่ 4 - + + 
ตัวอยางที่ 5 - + + 
ตัวอยางที่ 6 - + + 
ตัวอยางที่ 7 - + + 
ตัวอยางที่ 8 - + + 
ตัวอยางที่ 9 - + + 
ตัวอยางที่ 10 - + + 

แบบที่ 2 โดยน้ําลางตัวอยาง 2/    
ตัวอยางที่ 1 + + + 
ตัวอยางที่ 2 - + + 
ตัวอยางที่ 3 + + + 
ตัวอยางที่ 4 + + + 
ตัวอยางที่ 5 - + + 
ตัวอยางที่ 6 + + + 
ตัวอยางที่ 7 + + + 
ตัวอยางที่ 8 - + + 
ตัวอยางที่ 9 + + + 
ตัวอยางที่ 10 + + + 

1/ การเตรียมตัวอยางแบบที่ 1 นําตัวอยางโรคแคงเกอร 1 จุดแผล เติมดวย 100 μl ของ 0.85% NaCl บดดวย plastic disposable pestles 
ใหละเอียด นําไปตกตะกอนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยง ที่ 5,000 รอบ/นาที นาน 3 นาที 

2/ การเตรียมตัวอยางแบบที่ 2 นําตัวอยางโรคแคงเกอร 1 จุดแผล เติมดวย 100 μl ของ 0.85% NaCl นําไปเขยาบนเครื่องเขยา ที่
ความเร็วรอบ  200  รอบ/นาที    นาน 1 ชั่วโมง      

3/ ผลการตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis pv. citri จากตัวอยางโรคแคงเกอรโดย 
 + =  ตรวจพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ในตัวอยาง 

   - =  ตรวจไมพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ในตัวอยาง 
4/ ผลการตรวจโคโลนีของเชื้อ X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium โดย 

 + =  ตรวจพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ในตัวอยาง 
  - =  ตรวจไมพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ในตัวอยาง
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การตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri โดยวิธี IMS - nested PCR 
 
ทดสอบความเฉพาะเจาะจงการตรวจหาเชือ้ X. axonopodis  pv. citri โดยวิธี IMS รวมกับปฏิกิริยา 
nested PCR  
 

สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาด 136 คูเบส  จากสารละลายเซลลของเชื้อ X. axonopodis  
pv. citri ของประเทศไทยทั้ง 113 สายพันธุ และสายพนัธุ NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน และไม
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเซลลสารละลายเชื้อ X. axonopodis pv.malvacearumทั้ง 5สายพันธุ, 
เชื้อ X .axonopodis  pv. citri  สายพันธุ  1358 canker A*   เชื้อ X. axonopodis  pv. aurantifolii  สาย
พันธุ 1416 Canker B, สายพันธุ 1419 Canker  C   สายพันธุ 1460 Canker D   เชื้อ X. axonopodis pv. 
citrumelo สายพันธุ 1267 Canker  E   เชื้อ X. axonopodis pv. glycines ทั้ง 5 สายพันธุ  เชื้อ X 
axonopodis pv. vesicatoria  ทั้ง 2  สายพันธุ เชื้อ X. axonopodis pv. diffenbachiae ทั้ง 2 สายพันธุ 
เชื้อ X. axonopodis  pv. manihotis  ทั้ง 2 สายพันธุ  เชื้อ X .campestris pv. campestris ทั้ง 2 สาย
พันธุ  เชื้อ X. oryzae  ทั้ง 2 สายพันธุ และ saprophyte  ท่ีแยกไดจากใบและผลพืชตระกูลสมทั้ง 10 
ไอโซเลท (ตารางที่ 10) 

 

ทดสอบความไวการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสมโดยวิธี IMS - nested 
PCR  
 
 จากการทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสม พบวา 
วิธี IMS-nested PCR สามารถตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ที่ความเขมขนต่ําสุดคือ 5.8 
cells/ปฏิกิริยา  (ภาพที ่11; ตารางที่ 15)     ในขณะที่วิธี nested PCR อยางเดียวตรวจไดความเขมขน
ต่ําสุด 5.8x10 cells/ปฏิกิริยา และวิธี standard PCR สามารถตรวจไดที่ความเขมขน 5.8 x106 cells/ 
ปฏิกิริยา จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชวิธี IMS-nested PCR สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสม  โดยมีประสิทธิภาพมากกวาวิธี nested PCR 
อยางเดยีว 10 เทา  และมีประสิทธิภาพมากกวาวิธี standard PCR ถึงลานเทา  เนื่องจากสารที่ถูก
ปลอยมาจากใบสมไปยับยั้งปฏิกิริยาของ standard PCR ทําใหไมมีประสิทธิภาพในการตรวจสอบ 
แตไมสงผลตอการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสมโดยวิธี IMS-nested PCR 
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และวิธี nested PCR    ผลการทดลองนี้พบวาวิธี IMS-nested PCR มีประสิทธิภาพดกีวาทั้งวิธี nested 
PCR และวิธี standard PCR 
 
การตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri จากแปลงปลูก  โดยวิธี IMS -nested PCR 
 
 จากการเก็บตัวอยางโรคของพืชตระกูลสม จากแปลงเกษตรกรที่มีการระบาดของโรคแคง
เกอร ในจังหวดัเชียงราย พิจติร ปทุมธานี กรุงเทพมหานคร สระบุรี และ เพชรบุรี จํานวน 50 
ตัวอยาง  โดยเก็บตัวอยางที่แสดงอาการของโรคแคงเกอร จํานวน 24 ตัวอยางและตวัอยางที่ไม
แสดงอาการจาํนวน 26 ตัวอยาง นํามาตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri พบวาโดยวิธี IMS-
nested PCR สามารถตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri พบทั้งหมด 44 ตัวอยาง จากตัวอยาง
ทั้งหมด 50 ตัวอยาง คิดเปน 88% ในขณะที่ วิธี nested PCR สามารถตรวจพบเชื้อ 38 ตัวอยาง คิด
เปน 76%  และวิธี standard PCR ตรวจพบเชื้อเพียง 15 ตัวอยาง คิดเปน 30% โดยจะตรวจพบใน
ตัวอยางทีแ่สดงอาการของโรคแคงเกอรชัดเจน   แตวิธี IMS-nested PCR และวิธี nested PCR 
สามารถตรวจพบในตวัอยางที่ไมแสดงอาการจากตัวอยางจํานวน 26 ตัวอยาง สามารถตรวจพบเชื้อ 
20 ตัวอยางและ 14 ตัวอยาง ตามลําดับ (ตารางที่ 16)  ในขณะทีว่ิธี standard PCR ไมสามารถตรวจ
พบในตวัอยางที่ไมแสดงอาการเลย  เมื่อนําตัวอยางทั้งหมดแยกหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri บน
อาหาร SX medium สามารถแยกเชื้อได 38 ตัวอยาง (ตารางที่ 16 )   โดยพบวา ตวัอยางที่ตรวจดวย
วิธี IMS-nested PCR ไมพบก็ตรวจไมพบโดยวิธีอ่ืนๆ และไมสามารถแยกเชื้อบนอาหาร SX media 
ไดเชนกัน 
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ภาพที่ 11  การเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas axonopodis  pv. 

citri (Xac)ในน้ําบดใบสมดวยวิธี standard PCR (A),  วิธี one tube nested PCR (B)  และ 
วิธี IMS-nested PCR (C) 

     M: GeneRuler 100 bp plus DNA ladder, Lane1: H2O, 
                  Lane2: Xac 5.8 Cells/ปฏิกิริยา , Lane3: Xac 5.8 x10 Cells/ปฏิกิริยา, 
                  Lane4: Xac 5.8x102 Cells/ปฏิกิริยา, Lane5: Xac 5.8x103Cells/ปฏิกิริยา, 
                  Lane6: Xac 5.8x104 Cells/ปฏิกิริยา, Lane7 : Xac 5.8x105 Cells/ปฏิกิริยา,  
                  Lane 8 : Xac 5.8x106 Cells/ปฏิกิริยา 

                    M       1       2      3       4      5      6      7      8  

 
 

                M       1      2      3       4      5     6      7      8  

  
 

          M     1      2      3      4    5    6     7     8  

 

2 00 bp   
100 bp   136   bp   

100 bp   
200 bp   
500 bp   

136 bp   

500 bp   

1 00 bp  
2 00 bp  

500 bp   

219 bp  

A 

C 

B 
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ตารางที่ 15  การเปรียบเทียบความไว (sensitivity) ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas axonopodis  
pv. citri ในน้ําบดใบสมดวยวิธี IMS-nested PCR กับวิธี standard PCR และ วิธี one 
tube nested PCR  

 

Dilution  Cells/ปฏิกิริยา1/ IMS - nested 
PCR2/ 

 nested PCR3/ Standard PCR4/ 

10-1 5.8 x106 +5/ + - 

10-2 5.8 x105 + + - 
10-3 5.8 x104 + + - 

10-4 5.8 x103 + + - 
10-5 5.8 x102 + + - 

10-6 5.8 x10 + + - 
10-7 5.8  + - - 

 

1/ แตละ dilution นําไปตรวจนับปริมาณเชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri เชื้อโดยตรงจาก 
haemacytometer  ภายใตกลองจุลทรรศน 

 
2/ การตรวจดวยวิธี IMS-nested PCR จากการวิจยัในครัง้นี้ 
 
3/ การตรวจดวยวิธี one tube nested PCR จากการวิจัยในครั้งนี้ 
 
4/ การตรวจดวยวิธี standard  PCR จากการวิจัยในครั้งนี ้
 
5/ ผลการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri โดย 
      +  = ตรวจพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
                -  =  ตรวจไมพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
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ตารางที่ 16  การเปรียบเทียบวิธีการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas  axonopodis pv. citri  ของตัวอยาง
จากแปลงปลูก 

  

ตัวอยาง  จํานวนตัวอยาง
ท้ังหมด 

IMS - nested 
PCR1/ 

nested 
PCR2/ 

Standard 
PCR3/ 

Isolation4/ 

1. ตัวอยางทีแ่สดงอาการ
ของโรคแคงเกอร 

245/   24 6/ 24 15 24 

2. ตัวอยางที่ไมแสดงอาการ
ของโรคแคงเกอร 

26 20 14 0 14 

รวม 50 44 38 15 38 
1/ การตรวจดวยวิธี IMS-nested PCR จากการวิจยัในครัง้นี้ 
 
2/ การตรวจดวยวิธี one tube nested PCR จากการวิจัยในครั้งนี้ 
 
3/ การตรวจดวยวิธี standard  PCR จากการวิจัยในครั้งนี ้
 
4/ การตรวจแยกเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri บนอาหาร SX medium 
 
5/ จํานวนตัวอยางทั้งหมดทีต่รวจ 
 
6/ จํานวนตัวอยางที่ตรวจพบเชื้อ X. axonopodis pv. citri  
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การหาลําดับนวิคลีโอไทดของผลผลิต PCR ท่ีไดจาก ไพรเมอร D1/D2 และ จาก one tube nested 
PCR 
 

เมื่อเชื่อมตอผลผลิตPCR ที่สังเคราะหจากยีน pthA ของเชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. 
citri ดวยกระบวนการ PCR ที่ใชไพรเมอร D1/D2 และ จาก one tube nested PCR เขากับพลาสมิด 
pGEM-TEasy  คัดเลือกโคโลนีที่มีดีเอ็นเอสอดแทรก  โดยจะมีโคโลนีสีขาวมาทําการคัดเลือกโดย
กระบวนการ PCR ที่ใชไพรเมอร D1/D2 และ วิธีการ one tube nested PCR โดยใชไพรเมอร 
Pth3R/Pth3F และ D3/D4 ตรวจพบโคลนที่มีดีเอ็นเอขนาด 219 เบสและ 136  คูเบสสอดแทรกอยู 
ตรวจสอบอีกครั้งสกัดพลาสมิดสายผสม  ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI ซ่ึงเปนตําแหนงตัด
บริเวณ multiple cloning site พบโคลนที่มีดีเอ็นเอขนาดประมาณ 219 คูเบสและ 136 คูเบส  นําไป
วิเคราะหลําดบันิวคลีโอไทด  โดยคัดเลือกพลาสมิดสายผสมโคลน ที่มีดีเอ็นเอขนาดประมาณ 219 
คูเบสและ 136  คูเบส สอดแทรกไปวิเคราะหหาลําดับนวิคลีโอไทด  และนํามาเทียบความ
เหมือนกับขอมูลที่อยูในฐานขอมูลของ GenBank ดวยโปรแกรม BLAST-N พบวาลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่สอดแทรกอยูในโคลน มีการจัดเรียงตัวเหมือนกับยีน pthA ของ  X. axonopodis  pv. citri 
(accession: U28802) คิดเปน 100% identities โดย ผลผลิต PCR ที่ไดจากไพรเมอร D1/D2   อยูใน
ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 2788-3005 (ภาพที่ 12) และ ผลผลิต PCR ที่ไดจากไพรเมอร Pth3R/Pth3F 
และ D3/D4 ใน one tube nested PCR  อยูในตําแหนงนวิคลีโอไทดที่ 121-241 (ภาพที่ 13) 
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6Hgi|899438|gb|U28802.1|  Xanthomonas citri PthA (pthA) gene, complete 
cds 
Length=4275 
 
 Score =  434 bits (219),  Expect = 5e-119 
 Identities = 219/219 (100%), Gaps = 0/219 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  1     CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGT  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2788  CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGT  2847 
 
Query  61    GCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGC  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2848  GCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGC  2907 
 
Query  121   CATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGT  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2908  CATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGT  2967 
 
Query  181   GCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTCGT  219 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2968  GCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTCGT  3006 
 
 
ภาพที่ 12   การเปรียบเทียบความเหมือนของการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของผลผลิตพีซีอารที่

ไดจากไพรเมอรD1และD2 ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri  กบั
ยีน pthA  โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST N จาก เว็บไซด http:// 
7Hwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
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8Hgi|899438|gb|U28802.1|  Xanthomonas citri PthA (pthA) gene, complete 
cds 
Length=4275 
 
 Score =  270 bits (136),  Expect = 1e-69 
 Identities = 136/136 (100%), Gaps = 0/136 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
 
Query  12   ATCGATAGCTTCACCCGATCTATCCCTTGCCTGGAGCGGGATACGGCAGAAATGCCCAAA  71 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  121  ATCGATAGCTTCACCCGATCTATCCCTTGCCTGGAGCGGGATACGGCAGAAATGCCCAAA  180 
 
Query  72   GAGCCTACCGAGTAGTGAATACCGAAAGCGCTCCAGCGATGGGGCGCTTTCTTTTTATAG  131 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  181  GAGCCTACCGAGTAGTGAATACCGAAAGCGCTCCAGCGATGGGGCGCTTTCTTTTTATAG  240 
 
Query  132  GGCAATGGTCTGTTCG  147 
            |||||||||||||||| 
Sbjct  241  GGCAATGGTCTGTTCG  256 

 
 
ภาพที่ 13   การเปรียบเทียบความเหมือนของการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทดของผลผลิตพีซีอารที่

ไดจากไพรเมอร Pth3R/Pth3F และ D3/D4  ในการตรวจหาเชื้อ Xanthomonas 
axonopodis pv. citri  กับยีน pthA  โดยการวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST N จาก เวบ็
ไซด http:// 9Hwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
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วิจารณ 
 

เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis pv.. citri เชื้อสาเหตุโรคแคงเกอร เปนเชื้อที่ความสําคัญของ
พืชตระกูลสม และเปนเชื้อกกักันพืชรายแรง (international phytosanitary quarantine pest)ใน
ประเทศที่เปนแหลงผลิตสมที่สําคัญของโลก ประเทศไทยก็เปนแหลงผลิตสมที่สําคัญแหลงหนึ่ง
ของโลก พบการระบาดของโรคอยางแพรหลายทุกพืน้ทีป่ลูกพืชตระกลูสม การปองกันกําจัดโรคนี้
จําเปนตองทราบลักษณะตางๆ ของเชื้อที่ถูกตองและวิธีการตรวจสอบที่เฉพาะเจาะจง รวดเร็ว เพื่อ
การวินิฉยัโรคไดอยางถูกตอง และหาวิธีการปองกันกําจดัอยางถูกวิธีและมีประสิทธิภาพ จาก
การศึกษาลักษณะตางๆของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทยโดยนําเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri ที่แยกไดจากพืชตระกลูสมชนิดตางๆ ตามหลายๆ แหลงในประเทศไทย ทั้ง 
113 สายพันธุ นําไปศึกษาปฏิกิริยาชีวเคมแีละสรีรวิทยา พบวาเชื้อทั้ง 113 สายพันธุ สามารถยอย
แปง, ยอย gelatin, ยอย Tween 80 และยอย casein ไมสามารถเปลี่ยน nitrate เปน nitrite, สรางกาซ
ไขเนา (hydrogen sulphide), สามารถใช aesculin, สราง acetoin ไมสามารถใช arginine และ 
gluconate  ไมสามารถสรางเอ็นไซม urease สามารถสรางเอ็นไซม lecithinase พบในบางเชื้อ X. 
campestris pv. citri ที่สามารถสรางเอ็นไซม tyrosinase เปนสวนใหญ  สวนนอยไมสามารถสราง
เอ็นไซม tyrosinase เกิด proteolysis ใน litmus milk สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูม ิ360C 
ทนทานตอเกลือ NaCl ในระดับความเขมขนถึง 7% 

 
จากการศึกษาของ Goto et al.(1980) พบวาในเชื้อ X. axonopodis pv. citri จากประเทศ

ญี่ปุนและ X. axonopodis pv. aurantifolii จากอารเจนตนิา มีปฏิกิริยาเหมือนกันยกเวนการใชน้ําตาล
บางชนิด เมื่อนํามาเปรียบเทยีบกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ที่ไดจากประเทศไทย ก็พบวามี
ปฏิกิริยาเหมือนกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri  จากประเทศญีปุ่นและ
อารเจนตินา  โดยมีความแตกตางกันเพยีงความทนทานตอเกลือ NaCl เทานั้น  โดยพบวาเชื้อจาก
ประเทศญี่ปุนและอารเจนตนิาสามารถทนทานตอเกลือ NaCl เพียง 3% เทานั้น ในขณะที่เชื้อ  X. 
axonopodis pv. citri จากประเทศไทยสามารถทนทานตอเกลือ NaCl ไดถึง  7% 

 
จากการศึกษาการใชน้ําตาลของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ทั้ง 113 สายพันธุ พบวา

สามารถใชน้ําตาล arabinose, xylose, glucose, fructose, galactose, mannose maltose, lactose, 
trehalose, sucrose, glycerol, mannitol, glycogen, dextrin, starch, malonate, citrate, succinate และ 
malate ไมสามารถใช L-methyl-d-glucoside, raffinose, inositol, inulin, ducitol, gluconate, oxalate, 
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acetate และ tartrate และพบความผันแปรในการใชน้ําตาล 3 ชนิด ไดแก rhamnose  sorbitol และ 
salicin เปรียบเทียบการใชน้ําตาลของ X. axonopodis pv. citri  จากประเทศไทยกับเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  จากญี่ปุนและอารเจนตินา (Goto et al.,1980) พบวาปฏิกิริยาการใชน้ําตาลที่
เกิดขึ้นคลายกบัปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นใน X. axonopodis pv. citri  (ตารางที่ 3) ซ่ึงจากการศึกษาของ 
Goto et al.,(1980) พบวา X. axonopodis pv. citri    จากประเทศญี่ปุนกับ  X. axonopodis pv. 
aurantifolii  จากประเทศอารเจนตินามีความแตกตางกันในน้ําตาล maltose และ lactose และมกีาร
แตกตางเล็กนอยใน mannitol และ malonate โดยเชื้อจากประเทศญี่ปุนสามารถใชน้ําตาล maltose 
และ lactose สวนเชื้อในประเทศอารเจนตนิาไมสามารถใชได  และพบวาบางสายพนัธุของเชื้อจาก
ญี่ปุนสามารถใช mannitol ได แตบางสายพันธุไมใช  สวนเชื้อจากอารเจนตินาใช mannitol และบาง
สายพันธุของเชื้อ  X. axonopodis pv. aurantifolii จากอารเจนตินาใชน้ําตาล malonate บางสายพันธุ
ไมใช malonate แตเชื้อจากญีปุ่นสามารถใช malonate ได เมื่อเปรียบเทียบกับ X. axonopodis pv. 
citri  จากประเทศไทย พบวา  X. axonopodis pv. citri    จากประเทศไทยมีปฏิกิริยาการใชน้ําตาล
เหมือนกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri  จากประเทศญี่ปุนมากกวาเชื้อจากอารเจนตนิา โดยเชื้อ  X. 
axonopodis pv. citri    จากประเทศไทยสามารถใชน้ําตาล maltose และ lactose เชนเดียวกับเชื้อจาก
ญี่ปุน มีความแตกตางกันเพยีงน้ําตาล arabinose โดยเชื้อจากประเทศไทยใชน้ําตาล arabinose แต
เชื้อจากญี่ปุนและอารเจนตินาไมใช  นอกจากนี้ยังมีความแตกตางกันในน้ําตาล   rhamnose, sorbitol  
และ  salicin   โดยพบวาเชื้อ  X. axonopodis pv. citri     ของญี่ปุนและอารเจนตินาไมใชน้ําตาลทั้ง 3  
ชนิด  แตเชื้อจากประเทศไทยบางเชื้อมีการใชน้ําตาลทั้ง 3 ชนิด 

 
การทดสอบความรุนแรงบนพืชทดสอบพืช 5 ชนิด คือ มะนาว สมโอ สมเขียวหวาน เล

มอน และเกรฟฟรุต เชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่แยกไดจากพืชตระกลูสมชนิดตางๆ ตาม แหลง
ในประเทศไทย ทั้ง 113 สายพันธุ สามารถทําใหเกิดโรคกับพืชทดสอบทั้ง 5  ชนิด มีความรุนแรง
ของโรคมากทั้งหมด โดยสามารถทําใหพชืทดสอบเกิดโรคไดภายใน 5 วัน   จากรายงานของ 
Brunings and Gabriel (2003) ไดรายงานการเกิดโรคของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  สาเหตุโรค
แคงเกอร  กลุมสายพันธุตางๆกับพืชตระกลูสม 4 ชนิด ไดแก  สมเขยีวหวาน, เกรฟฟรุต, เลมอน 
และ มะนาว โดยพบวา กลุมสายพันธุ canker A สามารถเกิดโรครุนแรงกับพืชตระกูลสมทั้งสี่ชนิด  
สวน canker B เกิดโรครุนแรงเฉพาะใน เลมอน และมะนาว สามารถเกิดโรคเล็กนอยใน 
สมเขียวหวาน และ เกรฟฟรุต   ในขณะที่ canker C เกดิโรครุนแรงเฉพาะใน มะนาว และไมเกิดกับ 
สมเขียวหวาน, เกรฟฟรุต และ เลมอน  เชือ้ X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอร ที่พบใน
ประเทศไทยสามารถเกิดโรครุนแรงกับสมเขียวหวาน เกรฟฟรุต  เลมอนและ มะนาว เมื่อ
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เปรียบเทียบกบัรายงานของ Brunings and Gabriel (2003) แลว เชื้อ X. axonopodis pv. citri สาเหตุ
โรคแคงเกอร ที่พบในประเทศไทยจดัอยูในกลุม canker A 

 
จากการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ดวยลายพิมพดีเอ็นเอ 

โดยวิธี rep PCR ดวยไพรเมอร BOX และ ERIC การจัดกลุมเชื้อที่คา similarity 0.73  สามารถแยก
กลุมเชื้อ X. axonopodis pv. citri  สายพันธุตางๆได 5 กลุมตามการจัดกลุมตามการเกดิโรคบนพืช
อาศัยและแหลงการระบาดตามภูมิประเทศ    สอดคลองกับงานทดลองของ Cubero and Graham 
(2002) ที่ไดนาํเทคนิค rep PCR มาใชในการจัดจําแนกสายพันธุเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรและศึกษา
ความหลากหลายของสายพนัธุ โดยเปรียบเทียบเชื้อสาเหตุโรคแคงเกอรที่พบในฟลอริดากับเชื้อ
สาเหตุโรคแคงเกอรจากแหลงปลูกสมทั่วโลก พบวาเทคนิค rep-PCR สามารถแยกความแตกตาง
ของสายพันธุไดชัดเจนเปน 2 กลุม ตามการเกิดโรคของพืชอาศัยและแหลงการระบาดตามภูมิ
ประเทศ ไดแก เชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A และ X. axonopodis pv. aurantifolii  
สายพันธุ canker B   ซ่ึงจากผลการศึกษาลักษณะทางพันธกุรรมของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่
พบในประเทศไทยอยูกลุมเดยีวกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ cankerA  NCPPB409 จาก
ประเทศญี่ปุน 

 
เมื่อจัดกลุมเชือ้ที่คา similarity 0.8 สามารถจัดกลุมได 7 กลุมโดยกลุมเชือ้ X. axonopodis 

pv. citri สายพันธุ canker A จากประเทศไทย แยกเปนกลุมยอยออกเปน 3 กลุม  โดยพบวาเชื้อสวน
ใหญของประเทศไทย 76 -90 เปอรเซ็นตจดัอยูในกลุมที1่ กลุมเดียวกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri 
สายพันธุ canker A NCPPB409 จากประเทศญี่ปุน มีเพียง 3.5  ถึง 20 เปอรเซ็นตอยูในกลุม 2 และ
กลุม 3  จะเหน็ได X. axonopodis pv. citri    ที่พบในประเทศไทยมีความผันแปรไมมาก โดยสวน
ใหญมีลักษณะลายพิมพดีเอน็เอที่คลายคลึงกัน แตกตางกันเพยีงเล็กนอย  ประชากรเชื้อสาเหตุโรค
แคงเกอรที่พบในประเทศไทยสวนใหญจดัอยูในกลุมเดียวกัน แสดงใหเห็นวาเชื้อ  X. axonopodis 
pv. citri    ที่พบในประเทศไทย  เปนเชื้อทีแ่พรระบาดอยูภายในประเทศ  การขยายพนัธุและการ
ขยายพืน้ที่ปลูกพืชตระกูลสมในประเทศไทย  จะใชกิ่งพนัธุในการขยายพันธุ  ทําใหมีการ
แพรกระจายของโรคแคงเกอร  จากตนแมพันธุจากแหลงเดิมไปยังแหลงใหมดวยกิ่งพันธุนั้นเอง ทาํ
ใหพบความผันแปรของเชื้อไมสูงมาก โดยพบวาลักษณะลายพิมพดีเอน็เอ ของเชื้อ X. axonopodis 
pv. citri  ที่เก็บจากแหลงปลูกดั้งเดิมและแหลงปลูกใหมไมมีความแตกตางกันและอยูในกลุม
เดียวกัน นอกจากนี้ลักษณะลายพิมพดีเอน็เอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่ไดจากปฏิกริยา rep 
PCR ของเชื้อที่แยกไดเมื่อ 20 ปที่แลว (ตั้งแตป 2528-2548) กับเชื้อที่แยกไดในปจจบุันไมมีความ
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แตกตางกันและอยูในกลุมเดยีวกันเชนกัน จากการวิเคราะหลายพมิพดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis 
pv. citri ที่แยกจากสมโอ เชื้อ  X. axonopodis pv. citri   สวนใหญอยูในกลุมเดียวกนั ยกเวนเชื้อ   X. 
axonopodis pv. citri   ที่แยกไดจากสมโอทีป่ลูกใน จ.กาญจนบุรี  ซ่ึงพบในชวงป 2547   ซ่ึงมี
ลักษณะสายพนัธุดีเอ็นเอแตกตางจากกลุมอื่น  ซ่ึงอาจเนือ่งมาจากสภาพประเทศของจังหวดั
กาญจนบุรีที่ประกอบไปดวยทวิเขา หุบเขา และที่ราบลุม บางที่มีลักษณะเปนปาไม และภูเขา บางที่
เปนที่ราบแหงแลง บางแหงเปนที่ราบอุดมสมบูรณ  และเปนจังหวัดชายแดนตดิกับประเทศเมยีรมา 
นอกจากนี้ลักษณะสภาพภูมอิากาศของจังหวัดกาญจนบรีุมีความแตกตางกันออกไป เนื่องจากเปน
จังหวดัที่ใหญมีพื้นที่กวาง ขวางมาก บริเวณที่ราบจะมีสภาพภูมิอากาศคลายคลึงกับจังหวัดในภาค
กลาง สวนบริเวณที่เปนปาและภูเขาจะแตกตางไปคือ ในฤดูรอนจะรอนจัด ในฤดูหนาวจะหนาวจดั  
และปริมาณน้าํฝนของจังหวดักาญจนบุรีเฉล่ียทั้งปอยูในเกณฑนอย เนื่องจากมีภเูขาปดกั้นกระแส
ลมจากมรสุมตะวนัตกเฉยีงใต ทําใหบางบริเวณของจังหวัดกาญจนบรีุเกิดสภาพอับฝนโดยมีฝนตก
นอย ทําใหเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคแคงเกอรปรับสภาพใหอยูรอดในสภาพอับฝน นอกจากนี้จังหวัด
กาญจนบุรีมีชายแดนติดกับประเทศเมียรมารอาจมีการเขามาของกิ่งพันธุจากประเทศเมียนมาร ทํา
ใหลักษณะลายพิมพดเีอ็นเอแตกตางออกไป 

 
การพัฒนาการตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  ในพืชตระกูลสม เพื่อใหไดวิธีการ

ตรวจสอบที่เฉพาะเจาะจง รวดเร็วและมีความไวสูง จึงไดนําเทคนิคทางอณูชีววิทยามาใชในการ
พัฒนาการตรวจสอบ เทคนคิ PCR ปนเทคนิคทางอณูชวีวิทยาที่มีประโยชน มีการนาํเทคนิค PCR 
มาใชในการตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชอยางแพรหลาย ในการศึกษาในครั้งนี้ไดพัฒนา
วิธีการตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  สาเหตุโรคแคงเกอรดวยเทคนคิ PCR  โดยเลือก
ออกแบบไพรเมอรจากยีน pth A เนื่องจากยนี pth A พบเฉพาะในเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  เปน
ยีนที่จําเปนสําหรับเชื้อ X. axonopodis  pv. citri  ในการชกันําใหเกดิโรคแคงเกอรในพืชตระกูลสม 
(Swarup et al., 1991)  โดยยนีนี้จะทําใหเกดิลักษณะอาการของโรคแคงเกอรเฉพาะในพืชตระกูลสม
เทานั้น (Duan et al. 1999)   ลําดับเบสของยีน pth A  ถูกอนุรักษไวใหเหมือนกนัและถายทอดไปยัง
รุนตอๆ ไป การเลอืกออกแบบไพรเมอรจากยีน pth A จะทําใหไดไพรเมอรที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ 
X. axonopodis  pv. citri ที่เปนสาเหตุโรคแคงเกอรกับพืชตระกูลสม 
 

จากผลการทดสอบความไวและความจําเพาะของไพรเมอร D1/D2  สามารถเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอไดจากตนแบบของเชื้อ X. axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทย ทั้ง 113 สายพันธุ  โดย 
มีความไวในการตรวจสอบดเีอ็นเอความเขมขนต่ําสุด 25 pg/ปฏิกิริยา และตรวจสอบปริมาณเชื้อ
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ต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคือ 8.1x102 CFU/ปฏิกิริยา  ผลการตรวจสอบความเฉพาะเจาะจงไพรเมอร  
D1/D2  สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอตนแบบของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 
NCPPB409 สายพันธุ canker A จากประเทศญี่ปุน เชนกนั แตไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจาก
ตนแบบของเชือ้ X. axonopodis pv. aurantifolii สายพันธุ B, C, D และ X. axonopodis pv. 
citrumelo (canker สายพันธุ E) แสดงวาไพรเมอร  D1/D2 เฉพาะเจาะจงกับสายพันธุ canker A    แต
พบวาไพรเมอร D1/D2 สามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. malvacearum  เชื้อ X. 
axonopodis pv. glycines และ X. axonopodis pv. vesicatoria  ได เนื่องจากไพรเมอรที่ออกแบบมา
จากยนี pth A ซ่ึงอยูภายใตกลุมยีน avirulenc/pathogenicity  (Gabriel, 1999) ซ่ึงเปนกลุมยีนที่มีอยู
ในเชื้อแบคทเีรียกลุม Xanthomonas    สมาชิกของกลุมยนีนี ้ไดแกยีน avr Bs3, avr Bs3-2  จากเชื้อ 
X. campestris pv. vesicatoria, ยีน avrb6, avrb7, avr B101, avrB106  จาก X.  axonopodis  pv.  
malvacearum และ avrXa  จากเชื้อ X. oryzae และ pthA, pthB, pthC จาก X. axonopodis pv. citri 
สมาชิกของกลุมยีนนี้จะเปนยีนที่เปนยนีอนุรักษสูง (high conserved) มีลําดับเบสคลายกันมาก  และ
มี encode protein ของกรดอะมิโนเหมือนกัน 90-97%  ทําใหสามารถตรวจเชื้อหา X. axonopodis 
pv. malvacearum  และเชื้อในกลุม Xanthomonas  อ่ืนๆ ได (Cubero and Graham, 2002;  
Mavrodieva et al., 2004 )    และจากขอมูลของลําดับเบสของยีน pthA มีความเหมือนกับยีน avrb6 
และ ยนี avrBs3  ถึง  97%  ( Gabriel, 1999)  ทําใหไพรเมอรD1/D2 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได
จากตนแบบของเชื้อในกลุม Xanthomonas อ่ืนๆ ได แตเนือ่งจากเชื้อ X. axonopodis 
pv.malvacearum เชื้อ X. axonopodis pv. glycines และ X axonopodis pv.. vesicatoria  ไมสามารถ
เขาทําลายพืชตระกูลสมไดเพราะพืชตระกลูสมไมใชพืชอาศัยของเชื้อเหลานี ้ทําใหไมเกิดปญหาเมือ่
ใช ไพรเมอร D1/D2 ตรวจสอบโรคแคงเกอร ซ่ึงผลการทดลองที่ไดเชนเดียวกับที่ Hartung et al. 
(1993)ไดรายงานการตรวจสอบเชื้อสาเหตโุรคแคงเกอรโดยใชไพรเมอร 2/3 ที่ออกแบบมา
จากพลาสมิดดีเอ็นเอในสวนของยีน pthA พบวาไพรเมอร 2/3 มีความเฉพาะเจาะจงกับสายพันธุ 
cankerA แตสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของเชื้อในกลุม Xanthomonas อ่ืน ไดแก X. campestris pv. 
vignicola และเชื้อ  X. campestris pv. bilvae ได  และ Cubero and Graham (2002) ไดรายงานการ
ตรวจสอบเชื้อโรคแคงเกอรโดยใชไพรเมอร J-pth1/J-pth2 ที่ออกแบบจากยีน pthA  ไพรเมอร
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. citri จํานวน 58 สายพันธุ ทั้งสายพันธุ 
canker A  บางสายพันธุของ canker B และ C แตสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของเชื้อในกลุม 
Xanthomonas อ่ืน ไดเชนกัน  และไพรเมอร J-pth1/J-pth2  แสดงผลความไวต่ําในการตรวจหาเชื้อ
โดยตรงกับพชื    นอกจากนีย้ังมีการออกแบบไพรเมอรในการตรวจสอบโรคแคงเกอรจากยีนอืน่ๆ
ไดแก ไพรเมอร J-RXg/ J-RXc2 ออกมาแบบจาก internally transcriber spacer (ITS) ระหวางยีน
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16S และ 23S rDNA ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri พบวาไพรเมอร J-RXg/ J-RXc2 สามารถเพิ่ม
ปริมาณเชื้อ X. axonopodis pv. citri เฉพาะสายพันธุ canker A ไมเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสายพนัธุ 
canker B และ X. axonopodis pv. citrumelo แตไพรเมอรนี้ยังคงเพิ่มปรมิาณเชื้อแบคทีเรียในกลุม 
Xanthomonas อ่ืนๆได และไพรเมอรไมเหมาะสมในการนําไปใชตรวจสอบในพืชตระกูลสม เพราะ
มีโอกาสเปนไปไดที่ไพรเมอรไปจับคูกับยนี 16rDNA ของเชื้อแบคทีเรียชนิดอื่นทําใหเกิดการ
ตรวจสอบที่ผิดพลาดได (Cubero and Graham, 2002) และ Lertsuchatavanich (2006) ไดรายงาน
ไพรเมอรที่ออกแบบมาจากเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 306 ที่ section no. 259 จาก 496 
section ของ complete genome ซ่ึงไดจากการทํา subtractive hybridization  แลวเลือกตําแหนงที่ 
4411 ถึง 5228 มาออกแบบไพรเมอร   ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร พบวา ไพร
เมอร 354 R/F มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri canker A  ไมสามารถเพิ่ม
ปริมาณกับเชือ้ สายพันธุ canker B, C, D และ E และไมเพิ่มปริมาณของเชื้อกลุม Xanthomonas กลุม
อ่ืนๆ   แตการทดลองยังไมไดมีการนําไพรเมอรนี้ไปใชตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri ใน
ตัวอยางของพชืตระกลูสม จงึไมทราบวาจะมีปญหาหรือไมเมื่อนําไปใชในการตรวจกับตัวอยางพืช 

 
จากผลการทดสอบการนําไพรเมอร D1/D2 ไปใชในการตรวจสอบเชื้อในตัวอยางจากใบ

สมพบวาไพรเมอร D1/D2  ไมสามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ในน้ําบดใบสมไดเลย 
แสดงใหเห็นวาในตวัอยางจากใบสมมีการปลดปลอยสารออกมายับยั้งปฏิกิริยา PCR ( PCR 
inhibitor)    ดงัที่ Henson and French (1993) และ Schaad et al. (1995) ไดรายงานไววา เมล็ดพืช
บางชนิด ใบพชื ผลิตภัณฑอาหารและดนิ มีสารที่เปนตวัยับยั้งปฏิกิริยา PCR ไมสามารถกําจัด
ออกไปไดดวยการสกัดดีเอน็เอ  จากผลการทดลองสอดคลองกับที่ Hartung et al. (1996) ไดรายงาน
การนําวิธี PCR มาใชในการตรวจหาเชื้อสาเหตุโรคในแปลงปลูกพืชตระกูลสมมักประสบปญหา
จากสารยับยั้งที่ปลดปลอยออกจากพืช และไปยับยั้งปฏิกิริยา PCR จึงมีการพัฒนาวธีิการ nested 
PCR เพื่อแกปญหาสารยับยั้งที่ปลดปลอยออกจากพืช พบวาสามารถตรวจหาเชื้อไดในปริมาณต่ําที่
ระดับ 10 cells/μl  แตวิธี nested PCR มีความเสี่ยงในการปนเปอนจากเชื้อแบคทีเรียภายนอก เมื่อ
ตองมีการดูดยายผลผลิต PCR จากรอบแรกมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในรอบที่สอง   จึงมีการพัฒนา
วิธี nested PCR ในหลอดเดยีว (one tube nested PCR) เพือ่ลดการปนเปอนและประหยัดเวลา โดย
ออกแบบไพรเมอร 2 ชุดที่มีอุณหภูมิในการจับเขากับดีเอน็เอตนแบบทีแ่ตกตางกัน โดยทําปฏิกิริยา
ในหลอดเดียวกัน ซ่ึงในการออกแบบไพรเมอรใหมนี้ ไดทําการเปรียบเทียบความเหมอืนของลําดับ
เบสของยีน pthA กับยนีอื่นๆ ที่เปนสมาชิกในกลุม Xanthomonas avirulence-pathogenicity เลือก
เอาสวนที่มีความแตกตางกันมากที่สุดมาออกแบบไพรเมอร และใชอุณหภูมใินการจบัคูกับดีเอ็นเอ
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ตนแบบของทัง้ 2 คูไพรเมอรที่แตกตางกนัคือไพรเมอรคูแรก Pth3F/Pth3R อุณหภูมกิารจับคูกับดี
เอ็นเอตนแบบคือ 72 oC  ในขณะที่ไพรเมอรคูที่สอง D3/D4 มีอุณหภูมใินการจับคูกับดีเอ็นเอ
ตนแบบคือ 56 oC  ซ่ึงวิธีการนี้ไพรเมอรคูแรกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากเซลลของแบคทีเรียเพื่อเปน
ตนแบบใหไพรเมอรคูที่สอง ผลการทดสอบความไวของไพรเมอร Ptha3F/Ptha3R และ D3/D4 ใน
ปฏิกิริยา one tube nested PCR พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดจากตนแบบของเชือ้ X. 
axonopodis pv. citri ที่พบในประเทศไทย ทั้ง 113 สายพันธุ  โดย มีความไวในการตรวจสอบดีเอ็น
เอความเขมขนต่ําสุด 0.5 pg/ปฏิกิริยา และตรวจสอบปริมาณเชื้อต่ําสุดที่ตรวจสอบไดคือ 9.4 CFU/
ปฏิกิริยา   

 
เมื่อนําวิธี one tube nested PCR ไปทดสอบในการตรวจหาเชื้อในน้ําบดใบพืช พบวาน้ําบด

ใบสมไมมีผลตอปฏิกิริยา one tube nested PCR โดยสามารถตรวจสอบเชื้อจากน้ําบดใบพืชได
เนื่องจากวิธีการนี้เปนการใชไพรเมอร 2 คูเบสซึ่งไพรเมอรคูแรกเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอของเชื้อจากน้ํา
บดใบพืชโดยตรงและไพรเมอรคูที่สองจะเปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากผลผลิตของไพรเมอรคู
แรกเหมือนเปนเพิ่มประสิทธิภาพในการทาํปฏิกิริยา และนอกจากนี้ในการทําปฏิกิริยา one tube 
nested PCR ใชตรวจจากน้ําบดใบสมจํานวนเพยีง 1 μl ซ่ึงเปนอัตราสวนเพยีง 1 ตอ 25 สวนเมื่อ
เทียบกับการปฏิกิริยา PCR ที่ใชถึง 5 μl เปนอัตราสวน 1 ตอ 5 สวน ซ่ึงวิธี one tube nested PCR จึง
เปนการเจือจางสารยับยั้งปฏิกิริยา PCR (PCR inhibitor)  นั้นเอง 

 
ผลการทดสอบความเฉพาะเจาะจง สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากดีเอ็นเอตนแบบของเชื้อ 

X. axonopodis pv. citri สายพันธุ NCPPB 409 canker A เชนกัน แตไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
จากตนแบบของเชื้อ X. axonopodis pv. aurantifolii สายพันธุ B, C, D และ X. axonopodis pv. 
citrumelo (canker สายพันธุ E) แสดงวาไพรเมอร  Pth3F/Pth3R และ D3/D4 ในปฏิกริิยา one tube 
nested PCR เฉพาะเจาะจงกบัสายพันธุ canker A เชนเดยีวกัน   แตไพรเมอร Ptha3F/Ptha3R และ 
D3/D4 ในปฏิกิริยา one tube nested PCR ยังคงสามารถเพิ่มปริมาณดีเอน็เอจากเชื้อ X. axonopodis  
pv. malvacearum   ไดเนื่องจาก ยีน Avrb6 ของเชื้อ X. axonopodis  pv. malvacearum มีลําดับเบส
เหมือนกับยีน pthA  ถึง  97%  ( Gabriel, 1999)   

 
การทดสอบการเตรียมตัวอยางพืชที่เปนโรคแคงเกอรเพื่อใหสามารถตรวจไดอยางมี

ประสิทธิภาพและลดการเกดิสารยับยั้งพบวาการเตรียมตวัอยางวิธีที่ 2 เปนการลางเชือ้จากผิวใบพืช 
สามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis pv. citri ไดดีกวาการเตรียมตวัอยางพืชในวิธีที่ 1 ซ่ึงเปนการ
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บดตัวอยางพืชทําใหเกิดสารยับยั้ง การใชวธีิลางผิวใบพืชสามารถนํามาใชในการตรวจสอบเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  เพราะเชื้อนี้เปนเชื้อที่สามารถอยูบนใบพืชไดและการเขาทําลายพืชจะเกาะที่
ใบกอนแลวเขาไปในพืชโดยเขาทางปากใบและบาดแผลนั้นเอง ถาสภาพแวดลอมไมเหมาะสมเชื้อ
จะเปนพวก ephiphyte เกาะอยูบนใบเพื่อรอเวลาที่เหมาะสมเขาทําลายพชืตอไป  

 
จากผลการทดลองวิธี one tube nested PCR สามารถแกปญหาที่เกิดจากสารยับยั้งที่มาจาก

พืชได แตก็ยังมีปญหาของไพรเมอรที่สามารถตรวจจับกบัดีเอ็นเอของเชื้อ X. axonopodis pv. 
malvacearum ได    ดังนัน้จึงไดนําวิธี immunomagnetic separation (IMS) ซ่ึงเปนเทคนิคทางเซรุม
วิทยามาใชรวมกับวิธี one tube nested PCR เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและความเฉพาะเจาะจงในการ
ตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ซ่ึงเรียกวิธีการนี้วา IMS-nested PCR โดยการใช 
immunomagnatic beads ที่ติดดวยแอนติบอดีที่เฉพาะเจาะจงกับเชื้อ X. axonopodis pv. citri ไปยึด
จับกับเซลลของเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ออกจากเซลลแบคทีเรียอ่ืนๆ และสารยบัยั้งที่มาจากพชื 
และนํามาตรวจเชื้อที่ถูกจับยดึดวยวิธี one tube nested PCR  สงผลใหเทคนิค IMS-nested PCR มี
ความเฉพาะเจาะจงและความไวในการตรวจเชื้อที่ดีขึน้ จากผลการทดลองจะเหน็ไดวา วิธี IMS- 
nested PCR ใหความเฉพาะเจาะจงสูงขึ้นในการตรวจโดยสามารถใหผลบวกเฉพาะกบัเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri  ไดเทานั้น จากการทดสอบความไวในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. 
citri ในน้ําบดใบสม พบวา วิธี IMS-nested PCR สามารถตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ที่
ความเขมขนต่าํสุดคือ 5.8 cells/ปฏิกิริยา ในขณะทีว่ิธี one tube nested PCR อยางเดยีวตรวจไดความ
เขมขนต่ําสุดคือ 5.8x10 cells/ ปฏิกิริยา และวิธี standard PCR สามารถตรวจไดที่ความเขมขน 
5.8x106 cells/ ปฏิกิริยา เทานัน้ จากผลการทดลองเห็นไดวาการใชวิธี IMS-nested PCR สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสม  โดยเพิ่มขึน้จากการใชวธีิ 
one tube nested PCR อยางเดยีว 10 เทาและมีประสิทธิภาพมากกวาวิธี standard PCR ถึงลานเทา    
เนื่องจากสารที่ถูกปลอยมาจากใบสมไปยบัยั้งปฏิกิริยาของ standard PCR ทําใหไมมปีระสิทธิภาพ
ในการตรวจสอบ แตไมสงผลตอการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในน้ําบดใบสมโดยวิธี 
IMS-nested PCR และวิธี nested PCR    ผลการทดลองนี้พบวาวิธี IMS-nested PCR มีประสิทธิภาพ
ดีกวาทั้งวิธี one tube nested PCR และวิธี standard PCR เชนเดียวกับการทดลองของ  Hartung et 
al.(1996)  แตเมื่อนํา วิธี nested PCR ไปทดสอบกับตัวอยางโรคแคงเกอรที่เก็บมาจากแปลง 
ประสิทธิภาพในการตรวจหาเชื้อลดกวาการตรวจดวยเชือ้โดยตรงลง 10 เทา และพบปญหาการ
ปนเปอนของสารเคมีปองกันกําจัดโรคแคงเกอรในกลุมสารประกอบทองแดง เชน คอปเปอร     
ไฮดรอกไซดมีผลตอการปฏิกิริยา nested PCR  จึงไดมกีารนําวิธี immunomagnetic separation 
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(IMS)  มาชวยในการตรวจหาเชื้อ X.  axodopodis  pv. citri  จากแปลงปลูกสม พบวา มี
ประสิทธิภาพดีกวาการใช nested PCR อยางเดียวถึง 100 เทา 

 
จากการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ของตัวอยางจากแปลงปลูก  จํานวน 50 

ตัวอยาง  พบวาวิธี IMS-nested PCR สามารถตรวจหาเชือ้ X. axonopodis  pv. citri พบทั้งหมด 44 
ตัวอยาง คิดเปน 88% ในขณะที่ วิธี nested PCR สามารถตรวจพบเชื้อ 38 ตัวอยาง คิดเปน 76%  
และวิธี standard PCR ตรวจพบเชื้อเพียง 15 ตัวอยาง คิดเปน 15%   โดยการตรวจดวยวิธี standard 
PCRจะตรวจพบในตวัอยางที่แสดงอาการของโรคแคงเกอรชัดเจนเทานั้น   แตวิธี IMS-nested PCR 
และวิธี nested PCR สามารถตรวจพบในตวัอยางที่ไมแสดงอาการได โดยจากตัวอยางที่ไมแสดง
อาการจํานวน 26 ตัวอยาง สามารถตรวจพบเชื้อ 20 ตัวอยางและ 14 ตัวอยาง ตามลําดับ เมื่อนํา
ตัวอยางทั้งหมดแยกหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri บนอาหาร SX medium สามารถแยกเชื้อได 38 
ตัวอยาง โดยพบวา ตัวอยางทีต่รวจดวยวิธี IMS-nested PCR ไมพบก็ตรวจไมพบโดยวธีิอ่ืนๆ และ
ไมสามารถแยกเชื้อบนอาหาร SX media ไดเชนกนั  แตจากผลทดลองพบวาการแยกหาเชื้อ X. 
axonopodis  pv. citri บนอาหาร SX medium สามารถแยกไดนอยกวาการตรวจหาเชือ้โดยวิธี IMS-
nested เนื่องมาจากอาหาร SX medium เปนอาหารเฉพาะ (selective medium) มีสวนประกอบที่เปน
สารยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียหลายชนิดทีไ่ปลดการเจริญเติบโตของเชื้อแบคทีเรีย X. 
axonopodis  pv. citri ทําใหแยกเชื้อไดนอยกวา โดยพบวาความสามารถในการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri บนอาหาร SX medium (plating efficiency) อยูที่ 54.4 % เมื่อ
เทียบกับการเจริญบนอาหาร nutrient agar  (ไมไดแสดงผลการทดลอง)    แตไมสามารถใชอาหาร 
NA ในการแยกนับเชื้อไดเนือ่งจากเชื้อแซปโปรไฟทชนิดอื่นๆ ที่มีปะปนอยูจะเจริญไดเร็วกวาและ
ขึ้นคลุมทับกอนที่เชื้อแบคทีเรีย X. axonopodis  pv. citri จะเจริญ  นอกจากนีก้ารที่ไมสามารถแยก
เชื้อไดอาจเนื่องมาจากเชื้อแบคทีเรียอยูในระยะที่มีชวีิตแตไมสามารถเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อได  
(viable but nonculturable state (VBNC)) ซ่ึงไดมีรายงานในแบคทีเรียหลายชนิด (Oliver, 2005)         
Oliver (2000) ไดรายงานระยะ VBNC ของแบคทีเรียที่ทําใหไมสามารถเจริญไดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ
แบคทีเรียที่ใชเปนประจํา แตพบวาเชื้อแบคทีเรียยังคงมีชวีิต และสามารถเจริญเติบโตขึ้นมาใหมได  
เซลลในระยะนี้มีระดับการเจริญเติบโตต่ํา แตสามารถฟนฟูใหเจริญเตบิโตบนอาหารไดอีกครั้ง    ได
มีรายงานการใชสารปองกันกําจัดเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชในกลุมสารประกอบทองแดง ไป
กระตุนใหเชื้อแบคทีเรียอยูในระยะ VBNC เพื่อความอยูรอด เชน X. campestris pv. campestris 
(Ghezzi et al.,  1999),  Erwinia amylovora (Ordax et al., 2006) เปนตน   ซ่ึงในการปองกันกําจดั
โรคแคงเกอรของพืชตระกลูสมในประเทศไทย มีการใชสารประกอบทองแดง เชน คอปเปอรออกซิ
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คลอไรด ในการปองกันกําจดัซึ่งอาจไปกระตุนใหเชื้อ X. axonopodis pv. citri ไปอยูในระยะ 
VBNC ทําใหไมสามารถเลี้ยงเชื้อได แตวิธี PCR นั้นมีประสิทธิภาพในการตรวจเซลลของเชื้อ 
สามารถตรวจเซลลที่อยูในระยะ VBNC และเซลลที่ตายได (Wolf  et al., 2000)   จากผลการทดลอง
จะเห็นไดวา การใชวิธี IMS-nested PCR เปนวิธีที่มีประสิทธิภาพ มีความไวและความเฉพาะเจาะจง
ในการตรวจหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri สูง สามารถแกปญหาสารยบัยั้งที่ปลอยออกมาจากพืช
ไดและ มีประสิทธิภาพสูงในการตรวจหาเชื้อที่มีปริมาณต่ํา ดังนัน้วิธีการนี้สามารถนํามาใชในการ
ตรวจสอบหาเชื้อ X. axonopodis  pv. citri ในแปลงปลูกรวมกับการสํารวจโรคในแปลง เพื่อการ
ตรวจรับรองแปลงปลอดโรคแคงเกอรในอนาคตได 
 
 



สรุป 

 

เชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. citri จากประเทศไทยมีคุณลักษณะ เปนทอน
ตรง ขนาด 0.5 x 1.7 μm แกรมลบ   ไมสราง spore มีหาง (flegellation) หางเดียว ตองการ oxygen 
(oxydation) สามารถยอยแปง (starch) ยอย gelatin, ยอย Tween 80 และยอย casein สรางเอนไซม 
lecithinase ได ไมใช arginine และ gluconate ไมสามารถเปลี่ยน nitrate เปน nitrite ได ไมสราง
เอ็นไซม urease เกิดกาซ hydrogen sulphide (H2S) สรางสาร acetoin เกิด proteolysis ใน litmus 
milk (peptonization) สามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 360C สามารถทนทานตอเกลือ NaCl ไดตั้งแต 3% , 
5% ถึง 7% สวนใหญสามารถสรางเอ็นไซม tyrosinase 

 
 เชื้อ X.  axonopodis  pv. citri  ที่พบในประเทศไทยสามารถใชน้ําตาลพวก arabinose 
xylose glucose fructose galactose mannose maltose lactose trehalose sucrose glycerol mannitol 
glycogen dextrin starch malonate citrate succinate และ ไมสามารถใชน้ําตาลพวก L-methyl D-
glucoside raffinose inositol inulin dulcitol gluconate oxalate acetate และ tartate  มีความผันแปร
ใน 3 น้ําตาลไดแก rhamnose sorbitol และ salicin 
 

จากการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรมของเชื้อ X. axonopodis pv. citri สายพันธุตางๆ ดวย
เทคนิค rep PCR โดยใชไพรเมอร BOX และ ERIC พบวา ที่คา similarity 0.73 สามารถแบงกลุมเชื้อ
ได 5 กลุมตามการจัดกลุมของการเกิดโรคบนพืชอาศัยและแหลงระบาดของโรค โดยเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri สายพันธุประเทศไทยทั้งหมดอยูกลุมเดียวกับเชือ้สายพันธุ canker A จาก
ประเทศญี่ปุน  และที่คา similarity 0.8 สามารถแบงกลุมได 7 กลุม โดยสายพันธุของประเทศไทย
สามารถแยกกลุมเชื้อที่แยกไดจากสมโอ จงัหวัดกาญจนบุรี เมื่อป พ.ศ. 2547 ออกจากเชื้อสายพันธุ
อ่ืนๆได 

 
primer D1 (GGCCTTGA TCAAAAGAACCA) และ D2 (TTGAAGTAGG 

GGACGGTTTA)  ที่ถูกออกแบบมาจาก pthA gene ของ complete genome ของเชื้อ X. axonopodis 
pv. citri strain 306 และ Gene Bank accession No. V28802 เพื่อใหเฉพาะเจาะจงกบัเชื้อ X. 
axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกลูสมในประเทศไทย  เมื่อนํามาทดสอบ
ปฏิกิริยา PCR โดยใช 3 mM MgCl2 , 0.5 μM primer, 0.2 mM dNTP และมีปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ 
ประกอบดวย 930C เปนเวลา 30 วินาที, 58 0C  เปนเวลา 30 วินาทีและ 720C  เปนเวลา 45 วินาที ทํา
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ปฏิกิริยาซํ้า 40 รอบ สามารถเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอได 1 แถบ ขนาด 219 คูเบส        การทดสอบ
ความเฉพาะเจาะจงของไพรเมอร D1/D2 พบวา ไพรเมอร D1/D2 สามารถตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย 
X. axonopodis pv. citri สายพันธุ canker A และสายพันธุที่แยกไดจากสายพันธุประเทศไทยไดทุก
สายพันธุ   แตไมสามารถตรวจสอบเชื้อ X. axonopodis  pv. aurantifolii  สายพันธุ canker B, C, D 
และ E ได โดยมีความไวในการตรวจหาทีค่วามเขมขนต่าํสุดของดีเอ็นเอเทากับ 25 pg/ ปฏิกิริยา  
และความเขมขนต่ําสุดของเซลลแขวนลอยเทากบั 81 CFU/ปฏิกิริยา   

 
การตรวจหาเชือ้แบคทีเรีย X. axonopodis pv. citri สาเหตุโรคแคงเกอรของพืชตระกลูสม 

ดวยเทคนิค one tube nested PCR  โดยใชไพรเมอร 2 ชุด  ไดแกไพรเมอรชุดแรก Pth3F 
(GGTACCCGGCGGTCGCATGA)/pth3R (GGTGAGGGGGCAGGG GGAGA) และไพรเมอร
ชุดที่สอง D3 (GGTGT GGTGCCTCGATAGAT)/D4 (CGAACAGACCATTGCCCTAT)  ที่มี 
annealing temperature ที่แตกตางกันและเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอขนาด 136  คูเบส (bp)   ที่
เฉพาะเจาะจงกับลําดับเบสของยีน pthA  ของเชื้อ X. axonopodis pv. citri    โดยใหความไว 
(sensitivity) ในการตรวจเชือ้ที่ความเขมขนต่ําสุดของดีเอ็นเอเทากับ 0. 5 pg/ปฏิกิริยา  และความ
เขมขนต่ําสุดของเซลลแขวนลอยที่ตรวจไดคือ 9.4  CFU/ ปฏิกิริยา 

 
จากการนําวิธี immunomagnetic separation (IMS)  มาใชรวมกับวิธี one tube nested PCR 

(IMS-nested PCR) เพื่อตรวจหาเชื้อ X. axonopodis pv. citri  ของตัวอยางจากแปลงปลกูที่มีการแพร
ระบาดของโรคแคงเกอร  พบวา ใหความเฉพาะเจาะจงตอการตรวจหาเชื้อ X.  axonopodis  pv. citri 
และมีความไวในการตรวจหาเชื้อที่ 5.8  cells/ปฏิกิริยา  ซ่ึงมีความไวมากกวาการตรวจดวยวิธี 
nested PCR 10 เทา  และเมือ่นําวิธี IMS-nested PCRไปทดสอบในการตัวหาเชื้อจาก 50 ตัวอยางจาก
แปลงปลูก   พบวาวิธี IMS-Nested PCR  ใหประสิทธิภาพในการตรวจดีกวาวิธีอ่ืนๆ สามารถตรวจ 
หาเชื้อไดทั้งในตัวอยางที่แสดงอาการของโรคและไมแสดงอาการ โดยตรวจพบเชื้อถึง 88% ของ
ตัวอยางทีน่ํามาทดสอบ ในขณะทีว่ิธี nested PCR และ PCR ตรวจได 76%และ 30% ตามลําดับ 
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ภาพที่ 1A ลายพิมพดีเอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สายพันธุตางๆ ที่สังเคราะห
ไดจากปฏิกิริยา rep-PCR โดยใชไพรเมอร BOX 

 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1123 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 777 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1010 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1049 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1023 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1623 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 844 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 250 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1095 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1695 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 805 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1717 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 869 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1677 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 987 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 950 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 841 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 873 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9   10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 1A  (ตอ) 
 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ  
                    UE067 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1200 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 884 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 982 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1017 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1855 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1047 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 992 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1694 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 694 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1627 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1530 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1110 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 856 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1539 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1843 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1632 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ UE108 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 1A  (ตอ) 
 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1619 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1636 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1676 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1046 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1199 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 920 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1880 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1014 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 855 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 727 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 881 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 956 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 880 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 902 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 944 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 840 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 819 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 1A  (ตอ) 
 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1536 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1027 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 895 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 900 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1549 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1767 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1805 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1841 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 874 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1537 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1588 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 834 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1576 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1816 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1531 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1693 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1788 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 896 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11   12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 1A  (ตอ) 
 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1754 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1584 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 726 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1223 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1636 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1582 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1784 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1202 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1819 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 356 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1825 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1189 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1830 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 118 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1833 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1783 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1826 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1581 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 1A  (ตอ) 
 

 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 251 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1012 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 929 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1782 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1720 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1834 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1629 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1628 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1886 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 120 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1055 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 200 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1040 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 931 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1887 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 967 Lane 19 Kilobase DNA marker 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 970   

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  
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ภาพที่ 2A  ลายพิมพดเีอ็นเอของเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. citri สายพันธุตางๆ ที่
สังเคราะหไดจากปฏิกิริยา rep-PCR โดยใชไพรเมอร ERIC 

 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1531 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1693 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1788 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 896 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1584 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1536 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1223 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 895 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1582 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1549 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1202 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1805 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 356 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 874 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1189 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1588 Lane 19 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 118 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1576 Lane 20 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18  19  20 
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 694 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 805 Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1530 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 869 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1791 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 987 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1843 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 841 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ  
               UE108 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1200 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ  
                                                                                                UE067 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 982 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 884 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1855 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1017 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 992 Lane 18 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14  15  16  17  18   
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1199 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1047 Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1880 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1694 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 855 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1627 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 881 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1110 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 880 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1539 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 944 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1632 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 856 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1633 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 819 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 939 Lane 18 Kilobase DNA marker 

1    2    3    4    5    6    7    8    9    10   11  12  13  14   15  16   17  18   
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 840 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1619 Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1027 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1676 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 900 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1046 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1767 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 727 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1841 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 920 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1537 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1014 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 834 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 956 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1816 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 902 Lane 18 Kilobase DNA marker 
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 
 

 
 

Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 950 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 251 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 873 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 777 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1832 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1814 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1123 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1049 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1010 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1623 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1023 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 250 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 844 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1695 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1095 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1717 Lane 19 Kilobase DNA marker 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1677   
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1825 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1783 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1830 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1581 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1833 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1754 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1826 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 726 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1012 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1693 Lane 16 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1782 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 834 Lane 17 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1834 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1636 Lane 18 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1856 
Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1784 Lane 19 Kilobase DNA marker 
Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1819   
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ภาพที่ 2A  (ตอ) 
 
 
 

 
 
Lane 1 Kilobase DNA marker   Lane 9 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1720 
Lane 2 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1628 Lane 10 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1629 
Lane 3 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 120 Lane 11 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1886 
Lane 4 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 200 Lane 12 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1823 
Lane 5 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 931 Lane 13 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1055 
Lane 6 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 967 Lane 14 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1040 
Lane 7 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 970 Lane 15 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 1887 
Lane 8 X. axonopodis pv. citri สายพันธุ 929 Lane 16 Kilobase DNA marker 
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ภาพที ่3A  ลําดับนิวคลีโอไทดของ avirulence/ pathogenicity gene (pthA gene) ของ Xanthomonas 
axopodis  pv. citri strain 306 and accession number XCU28802  
 
        1 agcacggtac ccggcggtcg catgacgggg tttatgcatt cttgcatcgc ccgggcgcaa 
       61 ccgctattgt gcacatgcac caccgaccgg accctggaga caggtgtggt gcctcgatag 
      121 atcgatagct tcacccgatc tatcccttgc ctggagcggg atacggcaga aatgcccaaa 
      181 gagcctaccg agtagtgaat accgaaagcg ctccagcgat ggggcgcttt ctttttatag 
      241 ggcaatggtc tgttcggcca agcgccgccg gtacacagtc tcaaccttgt agagcttccc 
      301 gcgcgggagt ttatggatgg ttgtcccgtc gacggggtag caggagatga gggtcggcag 
      361 ggattggtgt aaaaaacagc caaaagtgag ctaactcgct gtcagcacag aaatttttca 
      421 caaccttctg ccgatcctcc atgcgggtcc gtgatcgcct tcatgtctgc gcctcaccct 
      481 ggtcgtcgag ggttgccagg atcacccgaa gttgtgtact gccatgcggc ctcggaagct 
      541 atgtaggaac cacagaccgc tagtctggag gcgaccatgt aaagaggtat gcctgatgga 
      601 tcccattcgt tcgcgcacac caagtcctgc ccgcgagctt ctgcccggac cccaacccga 
      661 tggggttcag ccgactgcag atcgtggggt gtctccgcct gccggcggcc ccctggatgg 
      721 cttgcccgct cggcggacga tgtcccggac ccggctgcca tctccccctg ccccctcacc 
      781 tgcgttctcg gcgggcagct tcagtgacct gttacgtcag ttcgatccgt cactttttaa 
      841 tacatcgctt tttgattcat tgcctccctt cggcgctcac catacagagg ctgccacagg 
      901 cgagtgggat gaggtgcaat cgggtctgcg ggcagccgac gcccccccac ccaccatgcg 
      961 cgtggctgtc actgccgcgc ggccgccgcg cgccaagccg gcgccgcgac gacgtgctgc 
     1021 gcaaccctcc gacgcttcgc cggccgcgca ggtggatcta cgcacgctcg gctacagcca 
     1081 gcagcaacag gagaagatca aaccgaaggt tcgttcgaca gtggcgcagc accacgaggc 
     1141 actggtcggc catgggttta cacacgcgca catcgttgcg ctcagccaac acccggcagc 
     1201 gttagggacc gtcgctgtca agtatcagga catgatcgca gcgttgccag aggcgacaca 
     1261 cgaagcgatc gttggcgtcg gcaaacagtg gtccggcgca cgcgccctgg aggccttgct 
     1321 cacggtggcg ggagagttga gaggtccacc gttacagttg gacacaggcc aacttctcaa 
     1381 gattgcaaaa cgtggcggcg tgaccgcagt ggaggcagtg catgcatggc gcaatgcact 
     1441 gacgggtgcc cccctgaacc tgaccccgga gcaggtggtg gccatcgcca gcaatattgg 
     1501 tggcaagcag gcgctggaga cggtgcagcg gctgttgccg gtgctgtgcc aggcccatgg 
     1561 cctgaccccg gagcaggtgg tggccatcgc cagcaatggc ggcaagcagg cgctggagac 
     1621 ggtgcagcgg ctgttgccgg tgctgtgcca ggcccatggc ctgaccccgg agcaggtggt 
     1681 ggccatcgcc agcaatattg gtggcaagca ggcgctggag acggtgcagc ggctgttgcc 
     1741 ggtgctgtgc caggcccatg gcctgacccc ggagcaggtg gtggccatcg ccagcaatat 
     1801 tggtggcaag caggcgctgg agacggtgca gcggctgttg ccggtgctgt gccaggccca 
     1861 tggcctgacc ccggcacagg tggtggccat cgccagcaat attggcggca agcaggcgct 
     1921 ggagacggtg cagcggctgt tgccggtgct gtgccaggcc catggcctga ccccggagca 
     1981 ggtggtggcc atcgccagca atggcggtgg caagcaggcg ctggagacgg tgcagcggct 
     2041 gttgccggtg ctgtgccagg cccatggcct gaccccggac caggtggtgg ccatcgccag 
     2101 ccacgatggc ggcaagcagg cgctggagac ggtgcagcgg ctgttgccgg tgctgtgcca 
     2161 ggcccatggc ctgaccccgc agcaggtggt ggccatcgcc agcaatggcg gtggcaagca 
     2221 ggcgctggag acggtgcagc ggctgttgcc ggtgctgtgc caggcccatg gcctgacccc 
     2281 ggagcaggtg gtggccatcg ccagccacga tggcggcaag caggcgctgg agacggtgca 
     2341 gcggctgttg ccggtgctgt gccaggccca tggcctgacc ccggagcagg tggtggccat 
     2401 cgccagcaat ggcggtggca agcaggcgct ggagacggtg cagcggctgt tgccggtgct 
     2461 gtgccaggcc catggcctga ccccggagca ggtggtggcc atcgccagca atggcggtgg 
     2521 caagcaggcg ctggagacgg tgcagcggct gttgccggtg ctgtgccagg cccatggcct 
     2581 gaccccggag caggtggtgg ccatcgccag caatggcggt ggcaagcagg cgctggagac 
     2641 ggtgcagcgg ctgttgccgg tgctgtgcca ggcccatggc ctgaccctgg accaggtcgt 
     2701 ggccatcgcc agcaatggcg gtggcaagca ggcgctggag acggtgcagc ggctgttgcc 
     2761 ggtgctgtgc caggcccatg gcctgacccc ggagcaggtg gtggccatcg ccagcaatag 
     2821 cggtggcaag caggcgctgg agacggtgca gcggctgttg ccggtgctgt gccaggccca 
     2881 tggcctgacc ccggaccagg tggtggccat cgccagccac gatggcggca agcaggcgct 
     2941 ggagacggtg cagcggctgt tgccggtgct gtgccaggcc catggcctga ccccggagca 
     3001 ggtcgtggcc atcgccagcc acgatggcgg caagcaggcg ctggagacgg tgcagcggct 
     3061 gttgccggtg ctgtgccagg cccatggcct gaccccggag caggtggtgg ccatcgcctg 
     3121 caatggcggt ggcaagcagg cgctggagac ggtgcagcgg ctgttgccgg tgctgtgcca 
     3181 ggcccatggc ctgaccccgg agcaggtggt ggccatcgcc agcaatggcg gcggcaggcc 
     3241 ggcgctggag agcattgttg cccagttatc tcgccctgat ccggcgttgg ccgcgttgac 
     3301 caacgaccac ctcgtcgcct tggcctgcct cggcggacgt cctgcgctgg atgcagtgaa 
     3361 aaagggattg ccgcacgcgc cggccttgat caaaagaacc aatcgccgta ttcccgaacg 
     3421 cacatcccat cgcgttgccg accacgcgca agtggttcgc gtgctgggtt ttttccagtg 
     3481 ccactcccac ccagcgcaag catttgatga cgccatgacg cagttcggga tgagcaggca 
     3541 cgggttgtta cagctctttc gcagagtggg cgtcaccgaa ctcgaagccc gcagtggaac 
     3601 gctcccccca gcctcgcagc gttgggaccg tatcctccag gcatcaggga tgaaaagggc 
     3661 caaaccgtcc cctacttcaa ctcaaacgcc ggaccaggcg tctttgcatg cattcgccga 
     3721 ttcgctggag cgtgaccttg atgcgcccag cccaacgcac gagggagatc agaggcgggc 
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ภาพที 4A  การเทียบความเหมือนของสายนิวคลีโอไทดของยีน avr/pth และยนี pthA ที่สืบคน
ทั้งหมดดวยโปรแกรม CLUSTALW  version  1.83 

 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            AGCACGGTACCCGGCGGTCGCATGACGGGGTTTATGCATTCTTGCATCGCCCGGGCGCAA 60 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------GAATTCTGTCGCGCCCTTGCAATC 24 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            CCGCTATTGTGCACATGCACCACCGACCGGACCCTGGAGACAGGTGTGGTGCCTCGATAG 120 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           GAGCAGCCGGCTTAAAAGACTCCGACCATTCCGAGGGCCGTGTTCGGGGCGCTCAGCCGC 84 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            ATCGATAGCTTCACCCGATCTATCCCTTGCCTGGAGCGGGATACGGCAGAAATGCCCAAA 180 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           TGCGACCCACTGGTAGAGCAGTACCCACATACACAACGGGGCCTAGTGAGCGTGACACGG 144 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GAGCCTACCGAGTAGTGAATACCGAAAGCGCTCCAGCGATGGGGCGCTTTCTTTTTATAG 240 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           TGGAACAACATCCTGGATGGAGGGCGGATATTCGATATGTCGCACCTGGATTCCTTCGAC 204 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GGCAATGGTCTGTTCGGCCAAGCGCCGCCGGTACACAGTCTCAACCTTGTAGAGCTTCCC 300 
avrBs3-2        --------------------------------------ATGCGGTTTTGCGCCGCCACCA 22 
Avrb6           GCATAAGAGCAACTTGATGGGCGGACTATCACAGTGTGCTATTCGTTTTGGCCGTATACC 264 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GCGCGGGAGTTTATG-GATGGTTGTCCCGTCGACGGGGTAGCAGGAGATGAGGGTCGGCA 359 
avrBs3-2        GCACGGCGTTGCAGGCAACCAGCGTGTCATCACGCACATAGTTCTGATCGAGGGTCGGCA 82 
Avrb6           TTTTCCGATGAAAAGGCCAATGGGTGCGCGCTTGAGCACGGGCGTTATTGAGGGTTGGCA 324 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GGGATTGGTGTAAAAAACAGCCAAAAGTGAGCTAACTCGCTGTCAGCACAGAAATTTTTC 419 
avrBs3-2        GGGATTGGTGTAAAAAACAGCCAAAAGTGAGCTAACTCGCTGTCAGCACAGAAATTTTTC 142 
Avrb6           GGGATTCGTGTAAAACACAGCCAAAAGTGAGCTAACTCGCTGTCATCAAAGAAATTTTTC 384 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
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ภาพที 4A (ตอ)  
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            ACAACCTTCTGCCGATCCTCCATGCGGGTCCGTGATCGCCTTCATGTCTGCGCCTCACCC 479 
avrBs3-2        ACAACCTTCTGCCGATCCTCCATGCGGGTCCGTGATCGCCTTCATGTCTGCGCCTCACCC 202 
Avrb6           ACAAACTTTCGCCGATCCTCCATGCGGGTCCGGGATCGCCTCCATGTCTGCGCCTCACCC 444 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            TGGTCGTCGAGGGTTGCCAGGATCACCCGAAGTTGTGTACTGCCATGCGGCCTCGGAAGC 539 
avrBs3-2        TGGTCGTCGAGGGTTGCCAGGATCACCCGAAGTTGTGTACTGCCATGCGGCCTCGGAAGC 262 
Avrb6           CGGTCGTCGAGGGTTGCCAGGATCACCCGAAGTTGTGTACTGCCATGCGGCCTCGGAAGC 504 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            TATGTAGGAACCACAGACCGCTAGTCTGGAGGCGACCATG-----TAAAGAGGTATGCCT 594 
avrBs3-2        TATGTAGGAACCACAGACCGCTAGTCTGGAGGCGACCATG-----TAAAGAGGTATGCCT 317 
Avrb6           TATGTAGGGACCACAGGCCGTTAGTCTTGAGGCGACCATGGTTTCTGTAGAGGCATGCCT 564 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          -ATGGATCCCATTCGTTCGCGCACACCAAGTCCTGCCCGCGAGCTTCTGCCCGGACCCCA 59 
pthB            -ATGGATCCCATTCGTCCGCGCACGTCAAGTCCTGCCCACGAACTTTTGGCCGGACCCCA 59 
pthA            GATGGATCCCATTCGTTCGCGCACACCAAGTCCTGCCCGCGAGCTTCTGCCCGGACCCCA 654 
avrBs3-2        GATGGATCCCATTCGTTCGCGCACACCAAGTCCTGCCCGCGAGCTTCTGCCCGGACCCCA 377 
Avrb6           GATGGATCCCATTCGTTCGCGCACGCCAAGTCCTGCCCGCGAGCTTCTGCCCGGCCCCCA 624 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ACCCGATGGGGTTCAG------CCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGG 113 
pthB            GCCGGATAGGGTTCAGCCGCAGCCGACTGCAGATCGTGGGGGGGCTCCGCCTGCTGGCAG 119 
pthA            ACCCGATGGGGTTCAG------CCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGG 708 
avrBs3-2        ACCCGATGGGGTTCAG------CCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGG 431 
Avrb6           ACCGGATGGGGTTCAG------CCGACTGCAGATCGTGGGGTGTCTCCGCCTGCCGGCGG 678 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          CCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCC 173 
pthB            CCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGACGGACGATGTCCCGAACCCGTCTCCCGTCTCCCCC 179 
pthA            CCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCC 768 
avrBs3-2        CCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCC 491 
Avrb6           CCCCCTGGATGGCTTGCCCGCTCGGCGGACGATGTCCCGGACCCGGCTGCCATCTCCCCC 738 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          TGCCCCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGGCAGCTTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCC 233 
pthB            TGCCCCCTTGCCTGCGTTCTCAGCGGGCAGTTTCAGCGATCTGCTCTGTCAGTTCGATCC 239 
pthA            TGCCCCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGGCAGCTTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCC 828 
avrBs3-2        TGCCCCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGGCAGCTTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCC 551 
Avrb6           TGCCCCCTCACCTGCGTTCTCGGCGGGCAGCTTCAGTGACCTGTTACGTCAGTTCGATCC 798 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
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ภาพที 4A (ตอ)  
 
AvrBs3          GTCACTTTTTAATACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCCCTTCGGCGCTCACCATACAGA 293 
pthB            GTTGCTTCTTGACACATTGCTTTTTGATTCGATGTCTGCCTTCGGCGCTCCTCATACAGA 299 
pthA            GTCACTTTTTAATACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCCCTTCGGCGCTCACCATACAGA 888 
avrBs3-2        GTCACTTTTTAATACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCCCTTCGGCGCTCACCATACAGA 611 
Avrb6           GTCACTTTTTAATACATCGCTTTTTGATTCATTGCCTCCCTTCGGCGCTCACCATACAGA 858 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          GGCTGCCACAGGCGAGTGGGATGAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAGCCGACGCCCCCCC 353 
pthB            GGCTGCCCCAGGAGAGGCGGATGAAGTGCAATCGGGTCTGCGTGCAGTCGATGACCCGCA 359 
pthA            GGCTGCCACAGGCGAGTGGGATGAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAGCCGACGCCCCCCC 948 
avrBs3-2        GGCTGCCACAGGCGAGTGGGATGAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAGCCGACGCCCCCCC 671 
Avrb6           GGCTGCCACAGGCGAGTGGGATGAGGTGCAATCGGGTCTGCGGGCAGCCGACGCCCCCCC 918 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCGCGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCG 413 
pthB            CCCCACCGTGCACGTCGCTGTGACGGCCGCGCGACCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCG 419 
pthA            ACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCGCGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCG 1008 
avrBs3-2        ACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCGCGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCG 731 
Avrb6           ACCCACCATGCGCGTGGCTGTCACTGCCGCGCGGCCGCCGCGCGCCAAGCCGGCGCCGCG 978 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCTACGCACGCT 473 
pthB            ACGGCGTGCTGCGCACACCTCTGACGCTTCGCCGGCCGGGCAGGTTGATCTATGCACGCT 479 
pthA            ACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCTACGCACGCT 1068 
avrBs3-2        ACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCTACGCACGCT 791 
Avrb6           ACGACGTGCTGCGCAACCCTCCGACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCTACGCACGCT 1038 
Avr/Pth13       -------------------------------------------------CTGGGCGAGAG 11 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          CGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCA 533 
pthB            CGGCTACAGCCAGCAGCAGCAAGACGAGATCAAACCGAAGGCGCGTGCGACAGTGGCGCA 539 
pthA            CGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCA 1128 
avrBs3-2        CGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCA 851 
Avrb6           CGGCTACAGCCAGCAGCAACAGGAGAAGATCAAACCGAAGGTTCGTTCGACAGTGGCGCA 1098 
Avr/Pth13       CGCCCACGAAATGCTGCAAGGCTTTGCGGTCGCGGTGAAGATGGGCGCGACCA-AGCGCG 70 
avrXa3          ---------------------------------TCAGATCGTCCCTCCGACTG-AGCCTG 26 
                                                    **         ****    **    
 
AvrBs3          GCACC-ACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCC 592 
pthB            GCACC-ACCAGGCACTGATGGGCCATGGGTTTACACGTGCGCACATCGTTGCGCTCAGCC 598 
pthA            GCACC-ACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCC 1187 
avrBs3-2        GCACC-ACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCC 910 
Avrb6           GCACC-ACGAGGCACTGGTCGGCCATGGGTTTACACACGCGCACATCGTTGCGCTCAGCC 1157 
Avr/Pth13       ACTTCGACGAGACCGTGGCGATTCATCCCACCTCGGCTGAAGAGATCGTGTTGATGCATT 130 
avrXa3          ACTGAGGCAATAGCTCCATCAACCATGCGAGCTCCTCTTCGTTGAATGCCGGGA--AATC 84 
                 *     * *             ***       *          *  *    *        
 
AvrBs3          AACACCCG-GCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGAT-CGCAGCGTT 650 
pthB            AACACCCG-GCAGCCTTGGGGACCGTCGCTGTCAAGTACCAGGCCATGAT-CGCGGCGTT 656 
pthA            AACACCCG-GCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGAT-CGCAGCGTT 1245 
avrBs3-2        AACACCCG-GCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGAT-CGCAGCGTT 968 
Avrb6           AACACCCG-GCAGCGTTAGGGACCGTCGCTGTCAAGTATCAGGACATGAT-CGCAGCGTT 1215 
Avr/Pth13       GAGGCCGGTGTAGCGGGTGAGAGAGGTCAAGGTGCTGGTGACGTCCTGAT-CAGCGCGCT 189 
avrXa3          ATCCGCTG--CCCCTGCGAAGGGGGCCGCATCTTGTTCCCACATCACGGTGCTGGACGCT 142 
                     * *     *      *   *               *   *  * * *    ** * 
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AvrBs3          GCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGG--CAAACAGTGGTCCGGCGCACGC 708 
pthB            GCCGGAGGCGACACACGAAGACATCGTTGGCGTCGG--CAAACAGTGGTCCGGCGCACGC 714 
pthA            GCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGG--CAAACAGTGGTCCGGCGCACGC 1303 
avrBs3-2        GCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGG--CAAACAGTGGTCCGGCGCACGC 1026 
Avrb6           GCCAGAGGCGACACACGAAGCGATCGTTGGCGTCGG--CAAACAGTGGTCCGGCGCACGC 1273 
Avr/Pth13       ATC---GACGTCTGATGAAAATAGCGGCAGCAGCGGACCATGCCGCGAGCTAGCTT---C 243 
avrXa3          GCCAG-GTCGGCA-GCGATGGGCGTACCAGGATCCGG-GAGGCCGCC-CCCGATCCTGGT 198 
                  *   * ** *    **           *   * *   *  * *    *           
 
AvrBs3          GCTCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC-AGTTGGA 767 
pthB            GCCCTGGAAGCATTGCTCACGGTGTCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC-AGTTGGA 773 
pthA            GCCCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC-AGTTGGA 1362 
avrBs3-2        GCCCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC-AGTTGGA 1085 
Avrb6           GCTCTGGAGGCCTTGCTCACGGTGGCGGGAGAGTTGAGAGGTCCACCGTTAC-AGTTGGA 1332 
Avr/Pth13       GAGCTACAGGCCGTGCCCTCAGCCGGCGCTGCGCCCCATCTTCTCCCGATGGGAGAGGGG 303 
avrXa3          ACGCGGGCGTTTTACCCTCCAGCTGAGGGGCAAATGCAGCGCATCGCGCTGT---TCGGG 255 
                   *           *   * *     *                  ** *       **  
 
AvrBs3          CACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCG-GCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGC 826 
pthB            CACAGGTCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCG-GCGTGACCGCGGTGGAGGCAGTGC 832 
pthA            CACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCG-GCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGC 1421 
avrBs3-2        CACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCG-GCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGC 1144 
Avrb6           CACAGGCCAACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCG-GCGTGACCGCAGTGGAGGCAGTGC 1391 
Avr/Pth13       CTTGTAGCTTCCCTTCACGTGGGCTGGGCGATGCGCACATGCACGCGCAGCAGCTGGCAT 363 
avrXa3          AACGCGC--ACCTCGAAAGATTGCTGTGTGGAGGG------GCCGGTGACAGCACGATCC 307 
                          *     * *   **     *  * *        **                
 
AvrBs3          ATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGG 886 
pthB            ATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCTCCCCTGAACCTGACCCCGGACCAGGTGGTGG 892 
pthA            ATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGG 1481 
avrBs3-2        ATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGG 1204 
Avrb6           ATGCATGGCGCAATGCACTGACGGGTGCCCCCCTGAACCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGG 1451 
Avr/Pth13       GCCGACGTCCCCCCGAAGTTGC--GTACTGCCATG--CGTACTCGGAAGACATGTAGGGA 419 
avrXa3          GATCGGGACCGTTTACGGCTGCTTGCCCGCGTCTGATCTCCCTCGTGCATTGGGCTGGGC 367 
                      * *            *  *  *     **  *     *         *  * *  
 
AvrBs3          CCATCGCCAGAAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGG 946 
pthB            CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGG 952 
pthA            CCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGG 1541 
avrBs3-2        CCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGGCGCTGTTGCCGG 1264 
Avrb6           CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGG 1511 
Avr/Pth13       CCACAGACCGTTAGTGTTGAGGCGACCATGGTTTCTGTAAAGAGGTATGCCTGATG--GA 477 
avrXa3          GCATCAA-GGTCACGCTCCAGCGAATCGGCGAATGCATGCAAAG--ACGCCTGAT-CCGG 423 
                 **      *  *   *   *   * *      *         *      *** *   *  
 
AvrBs3          TGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAGCG 1006 
pthB            TGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGCGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCG 1012 
pthA            TGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCG 1601 
avrBs3-2        TGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCG 1324 
Avrb6           TGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAAT---- 1567 
Avr/Pth13       TCCCAT-TCGTCCGCGCAGGCCAAGTCCTGCCCGCG----AGCTTCTGCCTGGACCC--- 529 
avrXa3          TGTTTGAGCTGAAGTAGGGGACGG-TTTGGCCCTTTTCATCCCTGATGCCTGGA------ 476 
                *                 *          *  *         *    *** * *       
 
AvrBs3          GTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATG 1066 
pthB            GCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCAGCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATG 1072 
pthA            ---GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATG 1658 
avrBs3-2        GTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATG 1384 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       ----CAA-------CCGGATAGGGTTCAGC------------------------------ 548 
avrXa3          ----------------GGATACGGTCCCAAC----------------------------- 491 
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AvrBs3          GCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGG 1126 
pthB            GCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGG 1132 
pthA            GCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGG 1718 
avrBs3-2        GCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGG 1444 
Avrb6           --------------------------------------ATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGG 1589 
Avr/Pth13       ---CGACTGCAGATCGGGGGGGGGCT-------------CCGCCTGCTGGC-GGCCCCCT 591 
avrXa3          -----GCTGCGAGGCTGGGGGGAG----------------CGTTCCGCAGCGGGCTTCGA 530 
                                                         *       ** ***      
 
AvrBs3          AGACGGTG-CAGCGGCTGT-TGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-CATGGCCTGACCCCGGCAC 1183 
pthB            AGACGGTG-CAGCGGCTGT-TGCCGGTGCTGTGCGAGCAA-CATGGCCTGACCCCGGCGC 1189 
pthA            AGACGGTG-CAGCGGCTGT-TGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-CATGGCCTGACCCCGGAGC 1775 
avrBs3-2        AGACGGTG-CAGCGGCTGT-TGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-CATGGCCTGACCCCGGAGC 1501 
Avrb6           AGACGGTG-CAGGCGCTGT-TGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-CATGGCCTGACCCCGGAGC 1646 
Avr/Pth13       GGATGGCT-TGCCCGCT-C-GGCGGACGGTGTCCCGGACC-C---GGCTGCCATCTCCCC 644 
avrXa3          ATTCGGTGACGCCCACTCTGCGAAAGAGCTGTACCAACCCGTGCCTGCTCATCCCGAACT 590 
                    **         **    *     * *** *             **     *      
 
AvrBs3          AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAG--GCGCTGGAGACGGTGCAGCG 1241 
pthB            AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAAGCAG--GCGCTGGAGACGGTGCAGCA 1247 
pthA            AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAG--GCGCTGGAGACGGTGCAGCG 1833 
avrBs3-2        AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAG--GCGCTGGAGACGGTGCAGCG 1559 
Avrb6           AGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAG--GCGCTGGAGACGGTGCAGCG 1704 
Avr/Pth13       CTGC----GCCCTCGCCTGCGTTCTCGGCGGGCAGCTT--CAGC--GATCTGCTCCGTCC 696 
avrXa3          GCGTCATGGCGTCATCGAATGCTTGCGCTGGGTGGGAGTGGCACTGGAAAAACTCCAGCA 650 
                  *     **     *      *   *  **   *        *  **     * *  *  
 
AvrBs3          GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGC 1301 
pthB            GCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGC 1307 
pthA            GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGC 1893 
avrBs3-2        GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGC 1619 
Avrb6           GCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGC 1764 
Avr/Pth13       GTTCGATCCGTCGCTT--CCTGATACATCACTT----TTTGATTCGATGCCTGCCGTCGG 750 
avrXa3          CGCGAACCACTTGC---GCGTAGTCGGCAACGCGA---TGGGACGTGCGTTCGCCAATAC 704 
                       *    **    *           *         *       *   ***      
 
AvrBs3          CAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG 1361 
pthB            CAGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG 1367 
pthA            CAGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG 1953 
avrBs3-2        CAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG 1679 
Avrb6           CAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTG 1824 
Avr/Pth13       CA-CGCCGCATACAGCG-GCTGCCCCAGCAGA-GTGGGATGAGATGCAATCGGCTCTGCG 807 
avrXa3          GGCGATTGACTCTTCTGATCAATTCCGGCGCGTGCGGCAATCCCTTTTTC----ACTGCA 760 
                                   *     * *     *  * *     *          ***   
 
AvrBs3          CCAGGCCCATGGCCTGAC-CCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCA 1420 
pthB            CGAGCAACATGGCCTGAC-CCCGGCGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCA 1426 
pthA            CCAGGCCCATGGCCTGAC-CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCA 2012 
avrBs3-2        CCAGGCCCATGGCCTGAC-CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCA 1738 
Avrb6           CCAGGCCCATGGCCTGAC-CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGC------------- 1870 
Avr/Pth13       TGCAGCCGATGACCCGTCACCCACCGTACGTG-TCGCTGTCACTGCC------------- 853 
avrXa3          TCCAGGGCAGGAC--GTCCGCCGAGGCAGGCCAAGGCGACGA------------------ 800 
                        * * *  * *  **     * *     **                        
 
AvrBs3          AGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGA 1480 
pthB            AGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCAGCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAG------------- 1473 
pthA            AGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC---------- 2062 
avrBs3-2        AGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC---------- 1788 
Avrb6           --CA-------------------------------------------------------- 1872 
Avr/Pth13       -----------------GCGCGGCAGCCGC------------------------------ 866 
avrXa3          ---------------------GGTGGTCGTTG---------------------------- 811 
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AvrBs3          CCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGG 1540 
pthB            ----------------------------CAA----------------------------- 1476 
pthA            ------------------------------------------------------------ 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          TGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGCACAGGTGGTGG 1600 
pthB            --------------------------------CATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGG 1504 
pthA            --------------------------------CATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGG 2090 
avrBs3-2        --------------------------------CATGGCCTGATCCCGCAGCAGGTGGTGG 1816 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTG-GAGACGGTGCAGCGGCTGT-TGCC 1658 
pthB            CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTG-GAGACGGTGCAGCGGCTGT-TGCC 1562 
pthA            CCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTG-GAGACGGTGCAGCGGCTGT-TGCC 2148 
avrBs3-2        CCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTG-GAGACGGTGCAGCGGCTGT-TGCC 1874 
Avrb6           -------------CGATGGCGGCAAGCAGGCGCTG-GAGACGGTGCAGCGGCTGT-TGCC 1917 
Avr/Pth13       ------------------GCGCCAAGCCGGCCCCGCGACGGCGTGCGGCGCAACC-CTCC 907 
avrXa3          --------------GTCAACGC--GGCCAACGCCGGATCAGGGCGAGATAACTGGGCAAC 855 
                                    *    **   * * *       * *              * 
 
AvrBs3          GGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAT 1718 
pthB            GGTGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGCGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGG 1622 
pthA            GGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGG 2208 
avrBs3-2        GGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAG 1934 
Avrb6           GGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAT 1977 
Avr/Pth13       GACGCTTCGCCGGCCGCGCAGGTGGATCT--ACGCACGCT-CGGCTACAGTCAGCA---- 960 
avrXa3          AATGCTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCCGCCATTGCTGGCGATGGCCACGACCTG------ 909 
                   ***   *              *        **  *    *** *    * *       
 
AvrBs3          TGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA 1778 
pthB            CGGCGGCAAGCAGGCGCTGAAGACGGTGCAGCAGCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACA 1682 
pthA            CGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA 2268 
avrBs3-2        CGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA 1994 
Avrb6           TGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCA 2037 
Avr/Pth13       --GCAGCAAG-AGAAGATCAAACCGAATGTGCGTTCGACAGTGGCGCAGCACCACG---A 1014 
avrXa3          -GTCCGGGGTCAGGCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCA 968 
                     *     **    *      *     **    *     *  ** *  *       * 
 
AvrBs3          TGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCT 1838 
pthB            TGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT 1742 
pthA            TGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT 2328 
avrBs3-2        TGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCT 2054 
Avrb6           TGGCCTGCCCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCT 2097 
Avr/Pth13       GGCACTGGT---GGGCCATGGGTTTACACACGCGCAC-ATCGTTGCGCTCAGCCAACACC 1070 
avrXa3          GCGCCTGCTTGCCGCCATCGTGGCTGGCGATGGCCACGACCTGGTCCGGGGTCAGGCCAT 1028 
                    ***            * *         *    * *             *   *    
 
AvrBs3          GGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCA 1898 
pthB            GGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCA 1802 
pthA            GGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCA 2388 
avrBs3-2        GGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCA 2114 
Avrb6           GGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCTGGACCA 2157 
Avr/Pth13       CGGCAGCGT-TAGGGACCGTTGCTGTCAC-GTATCAG-CACATAATC--ACGGCGTTGCC 1125 
avrXa3          GGTCCTGGCACAGCACCGGCAACAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCCAT 1088 
                 *     *   **   * *   * *   * *         **    *              
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AvrBs3          GGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCT 1958 
pthB            GGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCT 1862 
pthA            GGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCT 2448 
avrBs3-2        GGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCT 2174 
Avrb6           GGTCGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCT 2217 
Avr/Pth13       AGAGGCGACACACGAAGACATCGTTGGCGTCG-GCAAACAGTGGTC-CGGCGCA-CGCGC 1182 
avrXa3          CGTGGCTGGCGATGGCCACCACCTGGTCCGGGGTCAGGCCATGGTCCTGGCACAGCACCG 1148 
                 *  *        *    *      *        **  *  ***    **  ** *     
 
AvrBs3          GTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAG 2018 
pthB            GTTGCCGGTGCTGTGCGAG----------------------------------------- 1881 
pthA            GTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-------------------------------------- 2470 
avrBs3-2        GTTGCCGGTGCTGTGCCAGGAC-------------------------------------- 2196 
Avrb6           GTTGCCGGTGCTGTGCCAG----------------------------------------- 2236 
Avr/Pth13       CCTGGAGGCCTTGCTCACGA---------------------------------------- 1202 
avrXa3          GCAACAGCCGCTGCACTGT----------------------------------------- 1167 
                      *    **  *                                             
 
AvrBs3          CAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCA 2078 
pthB            CAA--------------------------------------------------------- 1884 
pthA            --C--------------------------------------------------------- 2471 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          GGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGTGGCAAGCA 2138 
pthB            ----CATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATATTGGCGGCAAGCA 1940 
pthA            -----ATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAGCA 2526 
avrBs3-2        ----CATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAGCGGTGGCAAGCA 2252 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       -----------------------------------------------------------A 1203 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          GGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCC 2198 
pthB            GGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCGAG----------------- 1983 
pthA            GGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-------------- 2572 
avrBs3-2        GGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCC-------------- 2298 
Avrb6           ---------------------------GCC------------------------------ 2239 
Avr/Pth13       GGCGGGGGAGTTGAGAGGTCCGCCGTTACAGTTG--GACACAGGCCA------------- 1248 
avrXa3          --CTCCAGCGCC----TGCTTGCCGCCGTTATTGCTGGCAATGGCC-------------- 1207 
                                                                             
 
AvrBs3          GCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGACGGTGCA 2258 
pthB            ------------------------CAA--------------------------------- 1986 
pthA            ------------------------------------------------------------ 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       ------------------------------------------------------------ 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          GCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCAT 2318 
pthB            ----------------------------CATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCAT 2018 
pthA            ----------------------------CATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCAT 2604 
avrBs3-2        ----------------------------CATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCAT 2330 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       -----------------------------ACTTCTCAAGATTGCAAAACGTGGCGGCG-- 1277 
avrXa3          -----------------------------ACGACCTGGTCCGGGGTCAGGCCATGGTCCT 1238 
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AvrBs3          CGC-CAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC 2377 
pthB            CGC-CAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC 2077 
pthA            CGC-CAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC 2663 
avrBs3-2        CGC-CAGCAATGGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGC 2389 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       TGA-CCGCAGTGGAGGCAGT--GCATGCATCGC--GCAATGCACTGACGGGTGCC----- 1327 
avrXa3          GGCACAGCACCGGCAACAGCCGCT--GCACCGTCTCCAGCGC-CTGCTTGCCGCCATTGC 1295 
                                                                             
 
AvrBs3          TGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCG 2437 
pthB            TGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCG 2137 
pthA            TGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCTGGACCAGGTCGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTG 2723 
avrBs3-2        TGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCG 2449 
Avrb6           -----------CATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAGCGGTG 2288 
Avr/Pth13       --------CCCCTGAACCTGACCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCCAGC---AATGGCG 1376 
avrXa3          TG-GCGATGGCCACCACCTGGTCCGGGGTCAGGCCATGGTCCTGGC-----ACAGCACCG 1349 
                           *    ****  ** *   ****   *** * * **             * 
 
AvrBs3          GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 2496 
pthB            GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATGGC 2196 
pthA            GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 2782 
avrBs3-2        GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 2508 
Avrb6           GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 2347 
Avr/Pth13       GCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGC 1435 
avrXa3          GCAA-CAGCCGTTGCACCGTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCCGCCATTGCTGGCG-ATGGC 1407 
                **** *** ** ** *     * ***** *** ******  **  *    *    ***** 
 
AvrBs3          CTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGA 2555 
pthB            CTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGA 2255 
pthA            CTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGA 2841 
avrBs3-2        CTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGA 2567 
Avrb6           CTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGA 2406 
Avr/Pth13       CTGACCCTGGACCAGGTGGTGGCCATCG-CCAGCAATAACGGCGGCAAGCAGGCGCTGGA 1494 
avrXa3          CACCGCCTGCGCCGGGGTCAGGCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCAA-CAGCCGCTGCA 1466 
                *    ** *   * **    ****** * ** *  *       ***** *** ***** * 
 
AvrBs3          GACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGG 2614 
pthB            GACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCAGG 2314 
pthA            GACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGACCAGG 2900 
avrBs3-2        GACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGG 2626 
Avrb6           GACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGG 2465 
Avr/Pth13       GACGGTGCAACGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCGTGGCCTGACCCCGGACCAGG 1553 
avrXa3          CCGTCTCCAGCGCCTGCTTGCCGCCATCGTGGCTGGCG-ATGGCCACGACCTGGTCCGGG 1525 
                     * ** ** *** ******     ***   *     *****    ** *   * ** 
 
AvrBs3          TGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 2673 
pthB            TGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 2373 
pthA            TGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 2959 
avrBs3-2        TGGTGGCCATCG-CCAGCAATAGCGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 2685 
Avrb6           TGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 2524 
Avr/Pth13       TGGTGGCCATCG-CCAGCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG 1612 
avrXa3          GTCAGGCCATGGTCCTGGCACAGCACCGGCAA-CAGCCGCTGCACCGTCTCCAGAGCCTG 1584 
                    ****** * ** *  *       ***** *** ***** *     * *** * *** 
 
AvrBs3          -TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCA 2731 
pthB            -TTGCCGGTGCTGTGCGAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCG-CCA 2431 
pthA            -TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTCGTGGCCATCG-CCA 3017 
avrBs3-2        -TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCA 2743 
Avrb6           -TTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCG-CCA 2582 
Avr/Pth13       -TTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTGATCCCGGCGCAGGTGGTGGCCATCG-CCA 1670 
avrXa3          CTTGCCGCCATCGTGGCTGG-CGATGGCCACCACCTGCGCCGGGGTCAGGCCATGGTCCT 1643 
                 ******     ***   *    ******    ** *   * **    ****** * **  
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AvrBs3          GCAATATTGGTGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 2790 
pthB            GCAATGGCGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 2490 
pthA            GCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 3076 
avrBs3-2        GCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 2802 
Avrb6           GCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 2641 
Avr/Pth13       GCCACGATGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTG-TTGCCGGTGCTGTGC 1729 
avrXa3          GGCACAGCACCGGCAA-CAGCCGCTGCACCGTCTCCAGCGCCTGATTGCCGCCATCGTGG 1702 
                *  *       ***** *** ***** *     * ***** *** ******     ***  
 
AvrBs3          CAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGG 2850 
pthB            GAGCAACATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAAG 2550 
pthA            CAGGCCCATGGCCTGACCCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCTGCAATGGCGGTGGCAAG 3136 
avrBs3-2        CAGGCCCATGGCCTGACCCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGTGGCAAG 2862 
Avrb6           CAGGCCCATGGCCTGACCCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATAACGGCGGCAAG 2701 
Avr/Pth13       CAGGACCATGGCCTGACCCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCCACGATGGCGGCAAG 1789 
avrXa3          CTGG-CGATGGCCACCACCTGTGCCGGG-----GTCAGGTTCAG----GGGGGCACCCGT 1752 
                  *    ******    ** *   * **     * **    * *       **   *    
 
AvrBs3          CCGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTG-AC 2909 
pthB            CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGCGCCAGGCACATGGCCTG-AC 2609 
pthA            CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTG-AC 3195 
avrBs3-2        CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTG-AC 2921 
Avrb6           CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGCCCATGGCCTG-AC 2760 
Avr/Pth13       CAGGCGCTGGAGACGGTGCAGCGGCTGTTGCCGGTGCTGTGCCAGGACCATGGCCTG-AC 1848 
avrXa3          CAG-TGCATTGCGCCATGCATGCACTGCCTTCACTGCGGTCACGCCGCCACGTTTTGCAA 1811 
                * *  **      *  ****    ***    *  *** *   *     ** *   ** *  
 
AvrBs3          CCCGGCACAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGAGCAT 2969 
pthB            CCCGGCGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCACTGGAGAGCAT 2669 
pthA            CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGAGCAT 3255 
avrBs3-2        CCCGCAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGAGCAT 2981 
Avrb6           CCCGGAGCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAGGCCGGCGCTGGAGAGCAT 2820 
Avr/Pth13       CCCGGACCAGGTGGTGGCCATCGCCAGCAATGGCGGCGGCAAGCAGGCGCTGGAGAGCAT 1908 
avrXa3          TCTTGAGAAGTTGGC--CTGTGTCCAACTGTAACGGCGGACCTCTCAACTCCCCCGCCTC 1869 
                 *      ** ***   *  *  *** *  *  ******    *             *   
 
AvrBs3          TGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 3028 
pthB            TTTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCAGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 2728 
pthA            TGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 3314 
avrBs3-2        TGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 3040 
Avrb6           TGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 2879 
Avr/Pth13       TGTTGCCCAGTTATCTCGCCCTGATCCGGCGTTGGCCGC-GTTGACCAACGACCACCTCG 1967 
avrXa3          CGTGAGCAAGGCCTCCAGGGCGCGTGCGCCG--GACCACTGTTTGCCGACGCCAACGATG 1927 
                  *   * **   **  *  *   *  * **  * ** * ***  ** *** * **   * 
 
AvrBs3          TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCG-----CTGGATGCAGTGAAAAAGGGATT 3083 
pthB            TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGGCGTCCTGCG-----CTGGAGGCAGTGAAAAAGGGATT 2783 
pthA            TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCG-----CTGGATGCAGTGAAAAAGGGATT 3369 
avrBs3-2        TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCG-----CTGGATGCAGTGAAAAAGGGATT 3095 
Avrb6           TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCG-----CTGGATGCAGTGAAAAAGGGATT 2934 
Avr/Pth13       TCGCCTTGGCCTGCCTCGGCGGACGTCCTGCC-----CTGGATGCAGTGAAAAAGGGATT 2022 
avrXa3          TCTTCGTGTGTCGCCTCTGGCAACGCCCTGATTATGTCCTGATAC-GTGACAGCAACGGT 1986 
                **  * **    ***** *    ** ****       *  **  * **** *       * 
 
AvrBs3          GCCGCACGC-GCCGGCC-TTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCC 3141 
pthB            GCCGCACGC-GCCGACC-TTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTCTTCCCGAACGCACGTCC 2841 
pthA            GCCGCACGC-GCCGGCC-TTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCC 3427 
avrBs3-2        GCCGCACGC-GCCGGCC-TTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCC 3153 
Avrb6           GCCGCACGC-GCCGGCC-TTGATCAAAAGAACCAATCGCCGTATTCCCGAACGCACATCC 2992 
Avr/Pth13       GCCGCACGC-GCCGGAA-TTGATCAGAAGAGTCAATAGCCGTATTGGCGAACGCACGTCC 2080 
avrXa3          CCCTAACGCTGCCGGGTGTTGGCTGAGCGCAACGATGTGCGCGTGTGTAAACCCATGACC 2046 
                 **  **** ****    ***       *   * **   **  *     *** **   ** 
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AvrBs3          CATC---GCGTTGCCG-ACCACGCGCAAGTGGTTCGCGTGCTGGGTTT---TTTCCAGTG 3194 
pthB            CATC---GCGTTGCCG-ACCACGCGCAAGTGGCTCGCGTGCTGGGTTT---TTTCCAGTG 2894 
pthA            CATC---GCGTTGCCG-ACCACGCGCAAGTGGTTCGCGTGCTGGGTTT---TTTCCAGTG 3480 
avrBs3-2        CATC---GCGTTGCCG-ACCACGCGCAAGTGGTTCGCGTGCTGGGTTT---TTTCCAGTG 3206 
Avrb6           CATC---GCGTTGCCG-ACCACGCGCAAGTGGTTCGCGTGCTGGGTTT---TTTCCAGTG 3045 
Avr/Pth13       CATC---GCGTTGCCG-ACTACGCGCAAGTGGTTCGCGTGCTGGAGTT---TTTCCAGAG 2133 
avrXa3          CACCAGTGCCTCGTGGTGCCGCGCCACTGTCGAACGCACCTTCGGTTTGATCTTCTCTTG 2106 
                ** *   ** * *  *  *  ***    ** *  ***    * *  **    ***    * 
 
AvrBs3          CCACTCCCACCCAGCGC-AAGCATTTGATGACGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 3253 
pthB            CCACTCCCACCCAGCGC-AAGCATTTGATGAAGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 2953 
pthA            CCACTCCCACCCAGCGC-AAGCATTTGATGACGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 3539 
avrBs3-2        CCACTCCCACCCAGCGC-AAGCATTTGATGACGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 3265 
Avrb6           CCACTCCCACCCAGCGC-AAGCATTTGATGACGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 3104 
Avr/Pth13       CCACTCCCAGCCAGCGC-AAGCATTCGATGACGCCATGACGCAGTTCGGGATGAGCAGGC 2192 
avrXa3          CTGCTGCTGACTGTAGCCGAGCGTGCGTAGATCCACCTGCGCGGCCGGCGAAGCGTCGGA 2166 
                *  ** *   *    **  *** *  *  **  *     *** *   * ** * *  **  
 
AvrBs3          ACGGGTTGTTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCCGCAGTGGAA 3313 
pthB            ACGGGTTGTTACAGCTATTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAGGCCCGCGGTGGAA 3013 
pthA            ACGGGTTGTTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCCGCAGTGGAA 3599 
avrBs3-2        ACGGGTTGTTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCCGCAGTGGAA 3325 
Avrb6           ACGGGTTGGTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCCGCAGTGGAA 3164 
Avr/Pth13       ACGGGTTGGTACAGCTCTTTCGCAGAGTGGGCGTCACCGAACTCGAAGCCAGCGGTGGAA 2252 
avrXa3          GGGTTGCGCCGCA-CGCCGTCGCGGGGCCGGCTTGGC---GCGCGGCGGCCGCGCGGCAG 2222 
                  *    *   ** *    **** * *  *** *  *    * **  * * **   * *  
 
AvrBs3          CGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 3372 
pthB            CGCTCCCCCCAGCCCCGCAGCGTTGGCACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 3072 
pthA            CGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 3658 
avrBs3-2        CGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 3384 
Avrb6           CGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGGACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 3223 
Avr/Pth13       CGCTCCCCCCAGCCTCGCAGCGTTGGCACCGTATCCTCCAG-GCATCAGGGATGAAAAGG 2311 
avrXa3          TGACAGCGACA----CGCACGGTGGGTGGCGGGTCATCGGCTGCACGCAGACCCGATTGC 2278 
                 *    *  **    ****  ** **   **  ** **    ***    *     *  *  
 
AvrBs3          GCCAAACCGTCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 3432 
pthB            GCCGAACCGTCCGGTGCTTCGGCTCAAACGCCGGACCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 3132 
pthA            GCCAAACCGTCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGACCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 3718 
avrBs3-2        GCCAAACCGTCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 3444 
Avrb6           GCCAAACCGTCCCCTACTTCAACTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 3283 
Avr/Pth13       GCCAAGCCGTCCCCTACTTCAGCTCAAACGCCGGATCAGGCGTCTTTGCATGCATTCGCC 2371 
avrXa3          GCCTCATCCCATTCTGCTGGGG--CAGCCGCTGTATGCGGCGTGCCGACG-GCAGGCATC 2335 
                ***    *      * **      **  *** * *   *****     *  ***  *  * 
 
AvrBs3          GATTCGCTGGAGCGTG-ACCTTGATGCGCCTAGCCCAATGCACGAGGGAGATCA--GACG 3489 
pthB            GATGCGCTGGAGCGTG-AGCTGGATGCGCCCAGCCCAATAGACCAAGCAGGCCA--GGCG 3189 
pthA            GATTCGCTGGAGCGTG-ACCTTGATGCGCCCAGCCCAACGCACGAGGGAGATCA--GAGG 3775 
avrBs3-2        GATTCGCTGGAGCGTG-ACCTTGATGCGCCTAGCCCAATGCACGAGGGAGATCA--GACG 3501 
Avrb6           GATTCGCTGGAGCGTG-ACCTTGATGCGCCTAGCCCAATGCACGAGGGAGATCA--GACG 3340 
Avr/Pth13       GATTCGCTGGAGCGTG-ACCCTGATGCGCCCAGCCCAATGCACGAGGGAGATCA--GACG 2428 
avrXa3          GAATCAAGAAGCGATGTATCAAGAAGCGACGGATCGAACTGACGGAGCAGATCGCTGAAG 2395 
                **  *         ** * *  ** *** *    * **   **   * **  *   *  * 
 
AvrBs3          CGGGCAAGCAGC---CGTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCA-CCGGTCCCTCCGC 3545 
pthB            CTGGCAAGCAGCAGCCGTAAACGGTCCCGATCGGAGAGTTCTGTCA-CCGGCTCCTTCGC 3248 
pthA            CGGGCAAGCAGC---CGTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCA-CCGGTCCCTCCGC 3831 
avrBs3-2        CGGGCAAGCAGC---CGTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCA-CCGGTCCCTCCGC 3557 
Avrb6           CGGGCAAGCAGC---CGTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCA-CCGGTCCCTCCGC 3396 
Avr/Pth13       CGGGCAAGCAGC---CGTAAACGGTCCCGATCGGATCGTGCTGTCA-CCGGCCCCTCCGC 2484 
avrXa3          CTGCCCGCCGAGAA-CGCAGGCGAGGGCG--CAGGGGGAGATGGCAGCCGGGTCCGGGAC 2452 
                * * *   *      ** *  **    **  * *   *   ** ** ****  **    * 
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AvrBs3          ACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTGCCCC--- 3601 
pthB            ACAGCAAGCTGTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTACCCCCCC 3307 
pthA            ACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGCTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTGCCCC--- 3887 
avrBs3-2        ACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTGCCCC--- 3613 
Avrb6           ACAGCAATCGTTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTGCCCC--- 3452 
Avr/Pth13       ACAGCAATCTTTCGAGGTGCGCGTTCCCGAACAGCGCGA-TGCGCTGCATTTGCCCC--- 2540 
avrXa3          ATCGTCCGCCGAGCGGGCAAGCCATCCAGGGGGCCGCCAGCAGGCGGAGCCCCCCCCCGA 2512 
                *  *    *      **   **  *** *     *** *    ** *      ****    
 
AvrBs3          TCAGTTGGAGGGTAAAACGCCCGCGTACCAGTATCGGGGGCGGCCTCCCGGATCCTGGTA 3661 
pthB            TCAGCTGGGGTGTAAAACGCCCGCGTACCAGGATCGGGGGCGGCCTCCCGGATCCTGGTA 3367 
pthA            TCAGTTGGAGGGTAAAACGCCCGCGTACCAGTATCGGGGGCGGCCTCCCGGATCCTGGTA 3947 
avrBs3-2        TCAGTTGGAGGGTAAAACGCCCGCGTACCAGTATCGGGGGCGGC------------GGTA 3661 
Avrb6           TCAGTTGGAGGGTAAAACGCCCGCGTACCAGTATCGGGGGCGGCCTCCCGGATCCTGGTA 3512 
Avr/Pth13       TCAGCTGGAGTGTAAAACGCCCGCGTACCAGGATCGGGGGCGGCCTCCCGGATCCTGGTA 2600 
avrXa3          TCTGCAGTCGGCTGAACCCTATCCGGTTGGGGTCCGGGCAGAAGCTCGCG------GGCA 2566 
                ** *  *  *  * ** *     **     *   ****                  ** * 
 
AvrBs3          CGCCCACGGCTGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGCGGGAACAAGATGAGGAC 3720 
pthB            CCCCCATGGACGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGTGGGAACAAGATGCGGAC 3426 
pthA            CGCCCACGGCTGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGCGGGAACAAGATGAGGAC 4006 
avrBs3-2        CGCCCACGGCTGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGCGGGAACAAGATGAGGAC 3720 
Avrb6           CGCCCACGGCTGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGCGGGAACAAGATGAGGAC 3571 
Avr/Pth13       CGCCCATGGCTGC-CGACCTGGCAGCGTCCAGCACCGTGATGTGGGAACAAGATGCGGAC 2659 
avrXa3          GGACTTGGCGTGCGCGAACGAATGGGATCCATCA--GGCATACCT---CTTTACATGGTC 2621 
                   *   *   ** *** *     *  **** **  *  **       *   *   ** * 
 
AvrBs3          CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCATGGTTG 3780 
pthB            CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGATGGCATGGTTG 3486 
pthA            CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCATGGTTG 4066 
avrBs3-2        CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCATGGTTG 3780 
Avrb6           CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAGCTCGCATGGTTG 3631 
Avr/Pth13       CCCTTCGCAGGGGCAGCGGATGATTTCCCGGCATTCAACGAAGAGGAACTCGCATGGTTG 2719 
avrXa3          GCCTCCAGACTAGCGGTCTGTGGTCCCTACATAGCTTCCCAGGCCGCAT----------- 2670 
                 *** *  *   ** *    ** *  *     *     * * *  *               
 
AvrBs3          ATGGAGCTATTGCCTCAGTGA--------------------------------------- 3801 
pthB            ATGGAGCTATTTCCTCAGTGA--------------------------------------- 3507 
pthA            ATGGAGCTATTGCCTCAGTGAGGCTCAGTCGGTG-ACTACCTGAGCGTCGGCAGGGATTG 4125 
avrBs3-2        ATGGAGCTATTGCCTCAGTGAGGCTCAGTCGGTG-ACTACCTGAGCGTCGGCAGGGATTG 3839 
Avrb6           ATGGAGCTATTGCCTCAGTGAGGCTCAGTCGGTG-ACTACCTGAGCGTCGGCAGGGATTG 3690 
Avr/Pth13       ATGGAGCTATTGCCTCAGTGAGGCTCAGTCGGGGGACTATCTGAGCGTCGGCAGGGATTC 2779 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GTGTAAGTAACCTTTACTGACAGCGAGTTAGCCCA-CTTTTGGCTGTTTTTTACACAAAT 4184 
avrBs3-2        GTGTAAGTAACCTTTACTGACAGCGAGTTAGCCCA-CTTTTGGCTGTTTTTTACACAAAT 3898 
Avrb6           GTGTAAGTAACCTTTACTGACAGCGAGTTAGCCCA-CTTTTGGCTGTTTTTTACACAAAT 3749 
Avr/Pth13       GTGTAAGAAACCTT-ACTGACAGTGAGTTAGCTCAACTTTTGGCTGTGTTTTACACGAAT 2838 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            CCCTGCCTCCCCTCACCTGGGCACGCAGTCCCTCGGTGCGCATCAATCGATGCACCGATG 4244 
avrBs3-2        CCCTGCCTCCCCTCTAGTTGCGCAAGATGCCCGCGCTTGGTACCAGAGGCATCGTAGGCC 3958 
Avrb6           CCCTGCCTCCCCTCTAGTCCTCGAACTCGTGGGGCGACGGTCCGGCCGTCTACTAAGGGA 3809 
Avr/Pth13       CCCTGCCGACCCTCTAGGGCGGCCGAACCAATGCCGTAGGCCACTGCCACCGACCAAACG 2898 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
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AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            GCGACTGCAACGTCACCAGATCGGTAGATCC----------------------------- 4275 
avrBs3-2        GTGAGCTTGTTCAGTGGCGGCAACCGCTTGAAGCCTGCTGCC------------------ 4000 
Avrb6           TTCGCACTGGCGAACGACGGAACATCACCAACGTATTGACGCTGACA------------- 3856 
Avr/Pth13       CCTA-TCCACACCCAGGCGATCGGCGAGGACCGCATCTTGCCGCGCGCAGTGGTCAGGAT 2957 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            ------------------------------------------------------------ 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       GGTGCGTACCGCTGGGATGACGGAAATTTCTGGGGTTCCGGCTTACATCCCCTATAGCGT 3017 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            ------------------------------------------------------------ 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       GCGCTTGGCGGGTTTGCCCTGGCGCTGGAGCTTGACCAACGCCTTCAACGCGGCTTGACG 3077 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          ------------------------------------------------------------ 
pthB            ------------------------------------------------------------ 
pthA            ------------------------------------------------------------ 
avrBs3-2        ------------------------------------------------------------ 
Avrb6           ------------------------------------------------------------ 
Avr/Pth13       CCCCCGGCGGTAGACCTTGGGCGCCCGCACGTACTTTGGGCGGTGTTCGTTGTATTCGCG 3137 
avrXa3          ------------------------------------------------------------ 
                                                                             
 
AvrBs3          --------------------------------- 
pthB            --------------------------------- 
pthA            --------------------------------- 
avrBs3-2        --------------------------------- 
Avrb6           --------------------------------- 
Avr/Pth13       GCGCCAGCGTTCGATCTCGGTGCGCGCATGCAG 3170 
avrXa3          --------------------------------- 
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ตําแหนงหนาที่การงานปจจบุัน นักวิชาการโรคพืช 7ว. 
สถานที่ทํางานปจจุบัน กลุมวิจยัโรคพืช  สํานักวิจยัพฒันาการอารักขาพืช  

กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ   
ทุนการศึกษาที่ไดรับ  
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