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ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชื้อ Acidovorax  avenae  subsp. cattleyae  
สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียกล้วยไม้  

PCR detection for Acidovorax avenae subsp. cattleyae, the causal 
agent of bacterial spot on orchids 
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บทคัดย่อ 
 ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae สาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรียกล้วยไม้ ด้วยไพรเมอร์จําเพาะต่อแบคทีเรีย A.  avenae 
จํานวน 6 คู่ ได้แก่ RST49/RST51,  BX-L1F/BX-S-R2,  AacF2/AacR2, AacF3/AacR2, 
WFB1/WFB2, Oaf1/Oar1 และ Oaf1/Oar2 พบว่าคู่ไพรเมอร์ที่สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอใน
การตรวจเช้ือได้คือ WFB1/WFB2 ขนาดแถบดีเอ็นเอ 350 bp ไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 ได้แถบดีเอ็น
เอขนาด 550 bp และคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar2 ได้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 150 bp ทดสอบ
ความจําเพาะต่อแบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้ชนิดอ่ืน พบว่าทั้ง 3 คู่ไพรเมอร์ สามารถสังเคราะห์
แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย Erwinia chrysanthemi  และ Burkholderia  gladioli แต่ไม่
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียสกุล Bacillus  หรือแบคทีเรียซาโปรไฟท์อ่ืนที่แยกจาก
กล้วยไม้  ปฏิกิริยาความไวในการตรวจเช้ือด้วยคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 สามารถตรวจเช้ือได้ที่ความ
เข้มข้นดีเอ็นเอต่ําสุด 10 พิโคโมล และตรวจในระดับเซลล์แบคทีเรียได้ตํ่าสุดที่ 105 cfu/ml  
ทดสอบการตรวจเชื้อจากตัวอย่างพืชที่แสดงอาการโรค พบว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์ไม่สามารถ
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

--------------------------------------- 
รหัสโครงการวิจัย 09 01 49 02   
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คํานาํ 
โรคพืชนับเป็นปัญหาที่สําคญัอย่างหน่ึงในการผลิตกล้วยไม้ โดยเฉพาะแบคทีเรียที่นับเป็น

ปัญหามากขึ้นในการผลิตกล้วยไม้ที่มีคุณภาพ แบคทีเรียเป็นเช้ือสาเหตุโรคที่เกิดการแพร่ระบาดได้
รวดเร็วและรุนแรง ยังไม่มีสารเคมีที่มีประสทิธิภาพในการควบคุมโรค โรคใบจุดแบคทเีรียกล้วยไม้
เกิดจาก Acidovorax avenae subsp. cattleyae พบการแพร่ระบาดมากบนกล้วยไม้สกุล
แวนดา แอสโคเซนดา ช้าง อะแรนเธอร่า และฟาแลนอปซิส อาการเร่ิมแรกที่พบบนใบกล้วยไม้
ลักษณะเป็นจดุสีเขียวอมเหลือง ต่อมาแผลขยายใหญ่เป็นสีนํ้าตาลถึงดํา กลางแผลเน้ือเย่ือยุบตัว
เป็นแอ่ง มีวงสีเหลือง (halo) ล้อมรอบ อาการบนกล้วยไม้ฟาแลนอปซสิ แผลจุดค่อนข้างดําไม่กลม 
ส่วนใหญแ่ผลยุบตัวรูปหลายลักษณะ อาจพบเส้นสีขาวบริเวณกลางแผลที่เป็นสีดํา มีวงสีเหลือง
ล้อมรอบ จากรายงานการเกิดโรคในต่างประเทศ Miller (1990) กล่าวถึงการเกิดโรค bacterial 
brown spot จากแบคทีเรยี Pseudomonas cattleyae  ในกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซิส แคทลี
ยา Cypripedium สกุลหวาย ออนซิเดียม และแวนดา โดยมีอาการเน้ือเย่ือนุ่ม ชํ้าฉ่ํานํ้า ต่อมา
เน้ือเย่ือยุบตัวเป็นแผลสีนํ้าตาลถึงดํา อาการโรคดังกล่าวสามารถทําให้ต้นกล้าฟาแลนอปซิสตายได้ 
โดยเช้ือสามารถเข้าทําลายพืชได้ทุกส่วนบนใบ และสามารถติดไปกับการกระเด็นของนํ้า และ 
Stovold et al. (2001) รายงานการเกิดโรคใบจุดในกล้วยไม้ฟาแลนอปซิส จากเช้ือแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae subsp. cattleyae (syn. Pseudomonas cattleyae) Abdullah and 
Kadzimin (1993) ทั้งน้ีโรคใบจุดแบคทีเรียเป็นปัญหาที่สาํคัญในการผลติกล้วยไม้ชนิดหน่ึง 
โดยเฉพาะกล้วยไม้สกุลแวนดา สกุลช้าง และฟาแลนอปซิส ที่มีการจําหน่ายต้นในประเทศและ
ส่งออกต่างประเทศ ซึ่งมีราคาจําหน่ายค่อนข้างสูง การพัฒนาเทคนิคพีซีอาร์เพ่ือการตรวจเช้ือและ
จําแนกแบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้ จะช่วยให้สามารถตรวจวินิจฉัยโรค และสาเหตุของการเกิด
โรคได้รวดเร็ว เพ่ือการป้องกันกําจัด และเพ่ือการตรวจรับรองการนําเข้าหรือส่งออกในอนาคต 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. การแยกเช้ือและการเก็บรักษาเชื้อ   
เก็บตัวอย่างโรคใบจุดแบคทีเรียกล้วยไม้จากแหล่งปลูกต่าง ๆ ทําการแยกเชื้อจากส่วนที่

เป็นโรค โดยตัดเน้ือเย่ือพืชส่วนที่เกิดโรคเป็นช้ินเล็ก ๆ ล้างด้วยนํ้ากรองฆ่าเช้ือ 1-2 ครั้ง จากน้ัน
หยดน้ํากรองฆ่าเช้ือบนช้ินส่วนพืช บดด้วยแท่งแก้วลนไฟฆ่าเช้ือ จนเซลล์พืชแตก ทิ้งไว้ 3-5 นาที 
ใช้ลูปลนไฟฆ่าเช้ือแตะไปลากบนอาหาร Nutrient Glucose Agar (NGAบ่มจานเลี้ยงเช้ือไว้ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 48-72 ช่ัวโมง เลือกโคโลนีที่มีมีลักษณะโคโลนีกลมสีขาวใส ขอบ
เรียบ ขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลิเมตร นํามาทําให้บริสุทธ์ิบนอาหาร NGA ทดสอบคุณสมบัติการ
ก่อให้เกิดโรค แล้วเก็บเช้ือบริสุทธ์ิแต่ละไอโซเลทในหลอดอาหารเอียง  นํ้าน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิห้อง
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เพ่ือใช้ในการศึกษาระยะสั้น และเก็บในกลีเซอรอล 50 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
สําหรับการศึกษาระยะยาว 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
การสกัดดีเอ็นเอ เลี้ยงแบคทีเรียบริสุทธ์ิแต่ละไอโซเลท (ตารางที่ 1)  บนอาหาร NGA บ่ม

เช้ือที่อุณหภูมิ 30  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เลือกโคโลนีเด่ียวที่บริสุทธ์ิ ปลูกเช้ือลงใน
อาหารเหลว NB บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขย่า อุณหภูมิห้อง ความเร็วรอบ 100 rpm เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
ใช้ไปเปตดูดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 2 มิลลลิิตร นําไปป่ันตกตะกอนเก็บเซลล์แบคทีเรีย 
และนําไปสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด GeneAid DNA extraction  ตามกรรมวิธีของชุดสกัด จากน้ัน
ตกตะกอนดีเอ็นเอของแบคทีเรีย ด้วย TE buffer ( 10 mM Tris- HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA) 
ปริมาตร 30-50 μl ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอบนอะกาโรส 0.8% ด้วยวิธี 
electrophoresis และวัดปริมาณและคณุภาพด้วยสเปกโตโฟเรซิส เก็บสารละลายดีเอ็นเอ ที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เจือจางความเข้มข้นดีเอ็นเอด้วยนํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ เพ่ือใช้ในปฏิกิริยา
การทดสอบการตรวจเช้ือด้วยคู่ไพรเมอร์แต่ละชนิด 

3. ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชือ้ Acidovorax avenae subsp. cattleyae 
ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ ในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ ด้วยไพรเมอร์ 6 คู่ โดยสังเคราะห์

ไพรเมอร์จากบริษัท QIAGEN Operon (QIAGEN, Cologne, Germany) และได้รับการ
อนุเคราะห์ไพรเมอร์ Aacf2/ Aacr2 จาก Dr.Norman Schaad  ซึ่งแต่ละชนิดไพรเมอร์มีลําดับ
เบส ดังน้ี 

 
ไพรเมอร์ ลําดับเบส Annealing 

temp. (oC) 
ขนาด 
(bp) 

อ้างอิง 

RST49   
RST51 

5’-GATGGCCGTGCCCTTCTTCATCCTCG-3’ 
5’-CATGGCCACGATGAGGATCG-3’ 

53 390 Minsavage et al. 
1995 

WFB1 
WFB2 

5’-GACCAGCCACACTGGGAC-3’  
5’-CTGCCGTACTCCAGCGAT-3’ 

55 350 Walcott et al.  
2000 

BX-L1 
BX-S-R2 

5’-CAGCTGGGAGCGATCTTCAT-3’ 
5’-GCGTCAGGAGGGTGAGTAGCA 

68 279 Bahar et al.  2008 

Oaf1 
Oar1 
Oaf2 

5’-GTCGGTGCTAACGACATGG-3’ 
5’-AGACATCTCCGCTTTCTTTCAA-3’ 
5’-TCCTCGCATCTTATGTTCGGAA-3’ 

 
55 
55 

 
550 
150 

Song et al.  2002 

Aacf2 
Aacr2 

5’-GGAAGAAATTCGGTGCTACCC-3’ 
5’-TCGTCATTACTGAATTTCAACA-3’ 

60 450 Song et al. 2002 
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เตรียมตัวอย่างเพ่ือทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ ในการสังเคราะห์เพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ  โดย
ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 

สารประกอบในปฏิกิริยาพีซีอาร์       ปริมาตร (ไมโครลิตร)          
5x Green GoTaq Flexi buffer    4      
25 mM MgCl2       1.6      
2.5 mM  dNTPs     1.2      
25 pM ไพรเมอร์ ชนิดที่1       1      
25 pM ไพรเมอร์ ชนิดที่ 2    1      
Taq DNA polymerase 5 U/ ul    0.25      
ดีเอ็นเอต้นแบบ      1      
นํ้ากลั่นน่ึงฆ่าเช้ือ      10    
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิ PE 2400 thermal cycler และ 

PE9700 thermal cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA) โดยใช้อุณหภูมิและเวลา ใน
การทําปฏิกิริยา ดังน้ี 1.เริ่มต้นแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (initial denaturation) 94oC   2 นาที  
2.แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturation) 94 oC   30 วินาที    3.ไพรเมอร์จับดีเอ็นเอแม่แบบ  
(annealing) (ตารางด้านบน ตามชนิดไพรเมอร์) 45 วินาที- 1 นาที 4.สังเคราะห์สายดีเอ็นเอ 
(extension) 30 วินาที – 1 นาที 5.สังเคราะห์สายดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) 72 oC   
7 นาที ทุกคู่ไพรเมอร์ทําปฏิกิริยาซ้ําในขั้นตอนที่ 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ 30- 35 รอบ และหยุด
ปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวิเคราะห์ขนาดของสาย   ดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ โดย
นําดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร์ 10 ไมโครลิตร แยกขนาดของสายดีเอ็นเอ ในอะกาโรส เจล
เจลอิเลคโตรโฟริซิส ใช้  2%  อะกาโรส เจล ผสมเอธิเดียมโบรไมด์ ใน 0.5X TBE บัฟเฟอร์ ใช้
กระแสไฟฟ้าที่ค่าความต่างศักด์ิ  100 โวลต์ นาน 85 นาที  ตรวจดูแถบดีเอ็นเอและถ่ายภาพ ด้วย 
Gel Document  

4.  ทดสอบปฏิกิริยาความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ในการ
ตรวจเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 

ทดสอบปฏิกิริยาความจําเพาะในการตรวจเช้ือ โดยเลือกคู่ไพรเมอร์ที่สามารถตรวจ
แบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae จํานวน 3 คู่ ทําปฏิกิริยาในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ
จากตัวอย่างดีเอ็นเอต้นแบบของแบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ คือ E. carotovora subsp. 
carotovora, E. chrysanthemi แบคทีเรียสาเหตุโรคเน่ากล้วยไม้ Burkholderia gladioli 
แบคทีเรียซาโปรไฟท์ที่แยกจากใบกล้วยไม ้ แบคทีเรยีสกุล Bacillus และแบคทีเรีย 
Xanthomonas campestris โดยใช้กรรมวิธีเช่นเดียวกับข้อ 3 
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ทดสอบความไวของปฏิกิริยาในการตรวจระดับดีเอ็นเอ โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบของเช้ือ A. 
avenae subsp. cattleyae  จํานวน 2 สายพันธ์ุ คือ P285 และ P391 ทําการเจือจางดีเอ็นเอให้
มีความเข้มข้น 10 ระดับ ต้ังแต่ 50 นาโนกรัม ถึง 1 เฟมโตกรัม ใช้ดีเอ็นเอดังกล่าวเป็นต้นแบบ ใน
การทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3 โดยใช้ตัวอย่างละ 2ไมโครลิตร และทดสอบ
ความไวของปฏิกิริยาในการตรวจเช้ือในระดับเซลล ์ โดยเตรียมเช้ือบริสุทธ์ิ จํานวน 2 สายพันธ์ุ บน
อาหาร NGA บ่มไว้ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง เขี่ยเช้ือ 1 ลูปเต็มละลายในนํ้ากรองนึ่งฆ่า
เช้ือในหลอดทดลอง 9 มิลลลิิตร นํามาเจือจาง ครั้งละ 10 เท่า ให้มปีริมาณความเข้มข้นของเช้ือ
ต้ังแต่ 10 ถึง 108  colony forming unit/ milliliter (cfu/ml) นํามาทดสอบปฏิกิริยา PCR โดย
ใช้ตัวอย่างละ  2 ไมโครลิตร ใช้นํ้ากรองนึ่งฆ่าเช้ือเป็นตัวเปรียบเทียบ ใช้อุณหภูมิและเวลาในการ
สังเคราะห์เช่นเดียวกับข้างต้น โดยเพ่ิมเวลาสําหรับแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบเริ่มต้น นาน 5 นาที 
และเวลาในการลอกสายดีเอ็นเอ เพ่ิมเป็น 1 นาที ตรวจวิเคราะห์ขนาดของสายดีเอ็นเอที่เพ่ิม
ปริมาณ ด้วยเทคนิคอิเลคโตรโฟริซิส บน 2% อะกาโรส เช่นเดียวกับวิธีการข้างต้น 

 
5. ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชือ้จากตัวอย่างพืช  
เตรียมตัวอย่างพืชทดสอบ โดยตัดเน้ือเย่ือพืชบริเวณที่เกิดอาการแผลจุดเช่ือมต่อกับ

บริเวณเน้ือเย่ือปกติ ขนาด ประมาณ 0.2x0.2 มิลลิเมตร หยดนํ้ากรองน่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร 100 
ไมโครลิตร ใช้ใบมีดผ่าตัดลนไฟฆ่าเช้ือตัดเน้ือเย่ือเป็นช้ินเล็ก ๆ เพ่ือให้แบคทีเรียที่อยู่บริเวณท่อ
ลําเลียงพืชหลุดออกมาอยู่ในนํ้า แช่ทิ้งไว้นาน 5 นาที ใช้ไปเปตดูดเซลล์แขวนลอยเช้ือในนํ้าบด
ตัวอย่าง ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเช้ือด้วยไพรเมอร์ เช่นเดียวกับวิธีในข้อ 3 

 
ระยะเวลาดําเนินการ 2 ปี ต้ังแต่ ตุลาคม 2551 – กันยายน 2553 
สถานทีท่ําการทดลอง ห้องปฏิบัติการ กลุ่มวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
   อาคารปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
1. การแยกเช้ือและการเก็บรักษาเชื้อ   
ลักษณะอาการการเกิดโรคในระยะเริ่มแรก พบแผลจุดเล็กสีครีมอมเหลืองหรือแผลจุดสี

เขียวอ่อน กลางแผลมีลักษณะเน้ือเย่ือที่ยุบตัวเป็นแอ่ง ขอบแผลสีเข้ม และวงนอกสุดล้อมรอบด้วย 
halo สีเหลืองหรือเขียวอ่อน ขนาดประมาณ 1 มิลลิเมตร โดยมากพบบริเวณใบยอด หรือใบอ่อน 
ต่อมาอาการพัฒนา มีลักษณะแผลค่อนข้างกลม กลางแผลสีนํ้าตาลอ่อนหรือเข้ม ขอบแผลเป็นวงสี
นํ้าตาลเข้ม กลางแผลมลีักษณะเน้ือเย่ือที่แห้งยุบตัวเป็นแอ่ง ล้อมรอบด้วย halo สีเหลือง ขนาด
แผลเฉลี่ย 3-5 มิลลิเมตร (ภาพที่ 1) 
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จากการแยกเช้ือบนอาหาร NGA แบคทีเรียเจริญหลังบ่มเช้ือที่อุณหภูมิห้อง ประมาณ 
36-48 ช่ัวโมง มีลักษณะโคโลนีกลมสีขาวใส ขอบเรียบ ขนาดประมาณ 0.5-1 มิลลเิมตร เมื่อเก็บ
เช้ือแบคทีเรียไว้เป็นเวลานานกว่า 5-7 วัน จะพบบริเวณขอบของโคโลนีมีคราบสีขาวใสขอบไม่
เรียบบาง ๆ รอบโคโลนี (ภาพที่ 1) ซึ่งจากการทดสอบแยกเช้ือ ทดสอบการเกิดโรคโดยการปลูก
เช้ือ และศึกษาการจําแนกเช้ือได้เป็นแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ซึ่งเป็นสาเหตุโรค
ที่จัดอยู่ในกลุ่มทนร้อน (heat lover bacteria) ซึ่งมีการระบาดและรายงานในประเทศออสเตรเลีย 
จากรายงานของ Stovold et al. (2001)  

การเก็บเช้ือเพ่ือการศึกษา เลือกเก็บ 2 วิธี คือเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียแต่ละไอโซเลท อายุ 24 
ช่ัวโมง เก็บลงในน้ํา ในหลอด eppendrof tube 1.5-2 ml จํานวน 2 ซ้ํา เก็บที่อุณหภูมิห้อง และ
เก็บเช้ือบนอาหารเอียง เลี้ยงให้เจริญ 24 ช่ัวโมง แล้วเทปิดทับด้วยพาราฟินเหลว เก็บในตู้เก็บเช้ือ
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการทดลองขั้นต่อไป   
 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
แยกสกัดดีเอ็นเอแบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้ ได้แก่  A. avanae subsp. cattleyae 

สาเหตุโรคใบจุดกล้วยไม้ จํานวน 11 ไอโซเลท จากกล้วยไม้สกุลการค้า 6 ชนิด แบคทีเรีย 
Burkholderia gladioli สาเหตุโรคเน่า จํานวน 3 ไอโซเลท แบคทีเรียสาเหตุโรคเน่าเละ   E. 
carotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi จํานวน 6 ไอโซเลท แบคทีเรียที่ไม่เป็น
สาเหตุโรคกล้วยไม้ ได้แก่ Xanthomonas campestris สาเหตุโรคใบจุดและเน่าดําคะน้า จํานวน 
2 ไอโซเลท แบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า (unknown species) จํานวน 3 ไอโซเลท 
และแบคทีเรียสกุล Bacillus spp.  แยกจากใบหน้าวัวและกล้วยไม้ ที่ใช้ในการทดสอบควบคุมโรค
ใบจุดแบคทีเรียกล้วยไม้ จํานวน 3 ไอโซเลท (ตารางที่ 1)   

3. ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชือ้ Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์การตรวจเช้ือโดยคู่ไพรเมอร์ RST49 และ RST51 (Minsavage et al. 
1995) เป็นไพรเมอร์จําเพาะต่อ A. avenae พบการสังเคราะห์เพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอ จากดีเอ็น
เอต้นแบบของเช้ือ A. avenae subsp. citrulli ได้เพียง 1 จาก 8 ไอโซเลท โดยมีแถบจาง ๆ และ
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้จากแบคทีเรีย A. avenae subsp. citrulli ขนาดประมาณ 390 bp  ไม่
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย B. gladioli และ E. catotovora subsp. carotovora  
(ตารางที่ 1) 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์การตรวจเช้ือโดยคู่ไพรเมอร์ BX-L1F/BX-S-R2 เป็นไพรเมอร์จําเพาะต่อ 
A. avenae subsp. citrulli ออกแบบจากแถบดีเอ็นเอที่ได้จากลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย Box-PCR  
(Bahar et al. 2008) สังเคราะห์เพ่ิมปริมาณแถบดีเอ็นเอ จากดีเอ็นเอต้นแบบของเช้ือ A. avenae 
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subsp. citrulli ได้เพียง 3 จาก 4 ไอโซเลท ขนาดประมาณ 270 bp ซึ่งตรวจพบแถบดีเอ็นเอ
มากกว่าหน่ึงแถบ ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยคู่ไพรเมอร์ Aacf2/Aacr2 สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้จากดี
เอ็นเอต้นแบบเช้ือ A.avenae subsp. cattleyae เพียงตัวอย่างเดียว  (ตารางที่ 1) 

ปฏิกิริยาการตรวจเช้ือโดยไพรเมอร์ WFB1/WFB2, Oaf1/Oar1 และ Oaf1/Oar2 
สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอของแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ได้แถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 350, 550 และ 150 bp ตามลําดับ  โดยพบปฏิกิริยาการสังเคราะห์แถดีเอ็นเอ
ข้ามต่อเช้ือสาเหตุโรคพืชชนิดอ่ืนคือ Burkholderia gladioli E. chrysanthemi และE. 
carotovora subsp. carotovora ยกเว้น Oaf1/Oar1 ไมส่ังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจาก E. 
carotovora subsp. carotovora คู่ไพรเมอร์ WFB1/WFB2 พบปฏิกิริยาการเกิดแถบดีเอ็นเอ
สองแถบ และสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย X. campestris ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากคู่ไพรเมอร์
ออกแบบจากบริเวณ 16s rDNA ซึ่งมีลําดับเบสใกล้เคียงกันมา (ตารางที่ 1) 

จากรายงานของ Song et al. (2004) ซึ่งออกแบบไพรเมอร์ Aaaf3/Aaar2 จากลําดับเบส
บริเวณ 16s-23s rDNA ซึง่ให้ผลทดสอบจําเพาะต่อแบคทีเรีย A. avenae subsp. avenae 
สาเหตุโรคข้าวเท่าน้ัน ไม่สังเคราะห์แบคทีเรียชนิดเดียวกันที่เป็นสาเหตุโรคของข้าวโพดและพืช
อาศัยชนิดอ่ืน และไม่สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรยีสาเหตุโรคกลว้ยไม้ A. avenae subsp. 
cattleyae  ทัง้น้ีคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 (Song et al. 1997) ได้ออกแบบมาจําเพาะต่อแบคทีเรีย 
A. avenae ทั้งน้ีในการทดลองคร้ังน้ีพบการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจาก A. a. cattleyae และ A. a. 
citrulli สาเหตุโรคผลเน่าเมลอน นอกจากน้ันยังพบการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย
สาเหตุโรคกล้วยไม้ชนิดอ่ืน โดยมีขนาดแถบดีเอ็นเอเท่ากัน  

4.  ทดสอบปฏิกิริยาความจําเพาะ (specificity) และความไว (sensitivity) ในการ
ตรวจเช้ือ A. avenae subsp. cattleyae 

ในการตรวจเช้ือสาเหตุโรคด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าคู่ไพรเมอร์จํานวน 6 คู่ ได้แก่ 
RST49/RST50, BX-L1F/BX-S-R2, Aacf2/Aacr2, WFB1/WFB2, Oaf1/Oar1 และ Oaf1/Oar2 
ยังไม่มีประสิทธิภาพในการตรวจเช้ือได้ คู่ไพรเมอร์ RST49/RST50, BX-L1F/BX-S-R2, 
Aacf2/Aacr2 ไม่สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรียเป้าหมายได้ทุกไอโซเลท และมี
ความไม่สม่ําเสมอในกรตรวจเช้ือเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบ หรือเกิดแถบจาง ทําให้ไม่สามารถระบุ
ได้ สําหรับคู่ไพรเมอร์  WFB1/WFB2, Oaf1/Oar1 และ Oaf1/Oar2 สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็น
เอจากเช้ือสาเหตุโรคเป้าหมายได้ แต่เกิดปฏิกิริยาข้ามกับแบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้ชนิดอ่ืน คือ 
B. gladioli , E. carotovora subsp. carotovora และ E. chrysanthemi โดยไพรเมอร์ 
WFB1/WFB2 สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย X. campestris ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากคู่ไพรเมอร์
ออกแบบจากลําดับเบสบริเวณ 16s DNA ซึ่งมีความคล้ายคลึงกับในกลุ่มของแบคทีเรีย ทั้งน้ีไม่
เกิดปฏิกิริยากับแบคทีเรียซาโปรไฟท์ และแบคทีเรียสกุล Bacillus ที่ทดสอบ ปฏิกิริยาความไวใน
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การตรวจเช้ือด้วยคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 สามารถตรวจเช้ือได้ที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอต่ําสุด 10 พิ
โคโมล และตรวจในระดับเซลล์แบคทีเรียได้ตํ่าสุดที่ 105 cfu/ml   

ทั้งน้ีในรายงานของ Song et al. ได้ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 ซึ่ง
ออกแบบสําหรับการตรวจเช้ือ A. avenae subsp. avenae จากเมล็ดข้าว ซึ่งในการทดสอบ
พบว่าไม่สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอจากเช้ือ A. avanae subsp. cattleyae 2 สายพันธ์ุที่ทําการ
ทดสอบ แต่ในการทดลองคร้ังน้ีพบว่าคู่ไพรเมอร์ดังกล่าวสามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอได้       

5. ทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการตรวจเชือ้จากตัวอย่างพืช (อาการโรคใบจุด
แบคทีเรียกล้วยไม้) 
ทดสอบการตรวจเช้ือจากตัวอย่างใบพืช พบว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์ไม่สามารถสังเคราะห์แถบดี

เอ็นเอได้ อาจเน่ืองจากปฏิกิริยายับย้ังจากสารบางชนิด เช่นเดียวกับรายงานของ Song et al. 
2004 ที่พบว่าเทคนิคพีซีอาร์มีประโยชน์ในการตรวจเช้ือบริสุทธ์ิ แต่ะมีข้อจํากัดในการตรวจเช้ือ
จากเมล็ด ตัวอย่างพืช หรือตัวอย่างดิน เน่ืองจากสารยับย้ังปฏิกิริยาหลายชนิดจากพืช และ
แบคทีเรียชนิดอ่ืน ๆ ในการแก้ปัญหาสารยับย้ังปฏิกิริยา Song et al. แนะนําว่าควรใช้เทคนิค 
BIO-PCR มาช่วย โดยการเลี้ยงในอาหารจําเพาะ ซึ่งจะช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจเช้ือ และลด
การเกิดปฏิกิริยายับย้ังได้ด้วย  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
 1. A. avenae subsp. cattleyae เป็นสาเหตุโรคใบจุดแบคทีเรีย พบการเข้าทําลายใน
กล้วยไม้สกุลการค้าหลายชนิด ที่สําคัญได้แก่ แวนดา แอสโคเซนดา ช้าง แคทลียา ฟาแลนอปซิส 
ควรมีการตรวจสอบและหาวิธีการป้องกันกําจัดที่เหมาะสม เพ่ือป้องกันผลกระทบการส่งออก และ
ธุรกิจการค้ากล้วยไม้ของประเทศไทยในอนาคต 

2. การทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยคู่ไพรเมอร์ทั้ง 6 ชนิด ที่จําเพาะต่อแบคทีเรีย 
Acidovorax avenae พบว่าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar1 ให้ผลดีที่สุดสามารถใช้
ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย A. avenae subsp. cattleyae ได้แถบดีเอ็นเอขนาด 550 pb มีความ
ไวในการตรวจเช้ือระดับเซลล์แขวนลอยเช้ือและดีเอ็นเอที่ 105 cfu//ml และ 10 พิโคกรัม 
ตามลําดับ โดยปฏิกิริยาพีซีอาร์ในการสังเคราะห์ให้ผลเช่นเดียวกับคู่ไพรเมอร์ Oaf1/Oar2  ซึ่งได้
แถบดีเอ็นเอขนาด 150 bp ทั้งน้ีพบปฏิกิริยาการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอข้ามในแบคทีเรียสาเหตุ
โรคกล้วยไม้ชนิดอ่ืน คือ  E. chrysanthemi และ B. gladioli  เช่นเดียวกับคู่ไพรเมอร์ 
WFB1/WFB2 สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอขนาด 350 bp จากแบคทีเรียสาเหตุโรคกล้วยไม้ทั้งสองชนิด 
และ X. campestris   
  3. คู่ไพรเมอร์ทั้งสามชนิด สามารถใช้ตรวจสอบได้เพียงระดับเช้ือบริสุทธ์ิ ยังไม่สามารถ
ตรวจเช้ือจากตัวอย่างพืช ตัวอย่างน้อได้ เน่ืองจากการตรวจเช้ือจากตัวอย่างพืช พบการสังเคราะห์
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ข้ามในแบคทีเรียสาเหตุโรคชนิดอ่ืน ในการทํางานวิจัย อาจต้องมีการเลี้ยงเช้ือบนอาหารสังเคราะห์
ร่วมด้วย เพ่ือการยืนยัน  
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ภาพท่ี 1 แสดงอาการโรคใบจุดแบคทีเรียบนกล้วยไม้สกุลการค้า (a) แวนดา, (b) ฟาแลนอปซิส,  
 (c) ช้าง, (d) แบคทีเรีย A. avenae subsp.cattleyae บนอาหาร NGA 
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ตารางที ่1 ไอโซเลทแหล่งทีม่าของเช้ือแบคทีเรียและผลทดสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ 6 คู ่

ไอโซเลท พืชอาศัย แหล่งปลูก ผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยคู่ไพรเมอร์ 
1 2 3 4 5 6 

A. avenae subsp. cattleyae        
P206 แวนดา อ. ท่าม่วง จ.กาญจนบุรี + + 

mb 
- +db +fb + 

P236 แอสโคเซนดา อ.เมือง จ.ปราจีนบุรี Nd nd nd nd nd + 
P244 ช้างแดง อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี Nd nd nd nd nd + 
P285 แวนดา อ.ท่ามะกา จ.กาญจนบุรี Nd nd nd nd nd + 
P356 ฟาแลนอปซิส อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี - nd nd + + + 
P357 กล้วยไม้ช้าง อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี - nd nd nd nd  
P370 แวนดา อ. สวนผ้ึง จ.ราชบุรี - - nd + + + 
P377 แคทลียา อ. โพธาราม จ.ราชบุรี - +mb + + + + 
P390 ช้างแดง อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค์ - nd nd + + + 
P391 แวนดา อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค์ - +mb nd nd nd + 
P393 ฟาแลนอปซิส อ. โกรกพระ จ. นครสวรรค์ - nd nd + + + 
A. avenae subsp. citrulli        
P091 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแก้ว Nd nd nd nd nd - 
P092 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแก้ว Nd nd nd nd nd +fb 
P212 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแก้ว + - - +db +,- - 
P405 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแก้ว Nd nd nd nd nd - 
P561 เมลอน อ.อรัญประเทศ จ.สระแก้ว Nd nd nd nd nd +fb 

B. gladioli        
P198 ช้างเขาแกะ อ.สามพราน จ.นครปฐม - nd nd +db - - 
P284 แวนดา อ. บ้านโป่ง จ. ราชบุรี Nd nd nd +db - - 
P403 แวนดา อ.คลองขลุง จ.กําแพงเพชร    +,db + + 
E. carotovora subsp. carotovora        
P166 ออนซิเดียม เขตบางเขน กทม. - nd nd +db - + 
E. chrysanthemi        
P248 แวนดา อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี Nd nd nd +db - - 
P375 หวาย อ.โพธาราม จ.ราชบุรี Nd - nd nd nd nd 
P383 ออนซิเดียม อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสาคร Nd nd Nd +db +fb +fb 
P384 หวาย อ.กระทุ่มแบน จ.สมุทรสาคร Nd nd nd +db - - 
P392 แวนดา อ.โกรกพระ จ.นครสวรรค์ Nd nd nd +fb,- +fb +fb 
Xanthomonas campestris  คะน้า        
P380, P381 อ.หนองเสือ จ.ปทุมธานี Nd nd nd +db - - 
Unknown isolate  ม็อคคาร่า        
M1, M2, M3 อ.นครชัยศรี จ.นครปฐม Nd nd nd nd - - 
NA18, KA33, KA35 Bacillus spp.  หน้าวัว, กล้วยไม้ Nd nd nd nd - - 
หมายเหตุ: ไพรเมอร์1, RST49/RST51; 2,BX-L1F/BX-S-R2; 3,Aacf2/Aacr2; 4,WFB1/WFB2; 5, Oaf1/Oar1; 6, Oaf1/Oar2 
+, positive; - negative; nd, not determind; mb, multiple band; fb, faint band; db, double band 
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ภาพท่ี 2  เปรยีบเทียบความจําเพาะ (specificity) ในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอของคู่ไพรเมอร์ 
WFB1/WFB2 สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอขนาด 350 bp คู่ไพรเมอร์ OAF1/OAR2 สังเคราะห์แถบดี
เอ็นเอขนาด 150 bp และคู่ไพรเมอร์ OAF1/OAR1 สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอขนาด 550 bp; เลนที ่
1 และ 19, 100 bp ladder; เลนที่ 2-7, A. avenae subsp. cattleyae; เลนที ่8, A. avenae 
subsp. citrulli; เลนที ่9, E. carotovora subsp. carotovora; เลนที่ 10-12, E. 
chrysanthimi; เลนที่ 13-17, B. gladioli; เลนที่ 18, control (water) 
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ภาพท่ี 3   แสดงความไว (sensitivity) ในการตรวจเช้ือแบคทีเรีย Acidovorax avenae subsp. 
cattleyae ไอโซเลท P285 ด้วยคู่ไพรเมอร์ OAF1/OAR1 ขนาด 550 bp ในระดับเซลล์แขวนลอย
เช้ือพบการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นเช้ือ 105 cfu/ml (a) และระดับดีเอ็นเอพบการ
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่ความเข้มข้นดีเอ็นเอตํ่าสุดคือ 10 pg (b)   

 


