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รายงานความก้าวหน้า 

การส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้จากแหล่งปลูกที่มีการระบาดของโรคใบไหม้และใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2555 – กันยายน 2556 ในจังหวัดนครปฐม 
สมุทรสาคร และกาญจนบุรี โดยเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ที่มีลักษณะอาการเป็นจุดกลมสีน้ าตาลด า รอบ
แผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน หากอาการรุนแรงแผลจุดหลายจุดขยายตัวลามมาชนกันเป็นแผลขนาดใหญ่ 
และกล้วยไม้ที่มีลักษณะอาการเป็นแผลฉ่ าน้ าตรงปลายใบต่อมาขยายใหญ่กลายเป็นแผลสีน้ าตาลไหม้ 
ในแปลงที่มีการระบาดของโรครุนแรงจะพบลักษณะอาการไหม้บนก้านช่อดอกและกลีบดอกกล้วยไม้
ด้วย พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคมีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง สามารถท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ทั้ง
สองสกุล การพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) สามารถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่
มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง จากแผลที่ท าการปลูกเชื้อ ผลการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส์
ของเชื้อแบคทีเรีย พบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งใน
สภาพที่มีอากาศและไม่มีอากาศ เจริญได้ในอาหารที่มีเกลือ 5% และ 7% สร้างเอนไซม์ catalase ได้ 
เชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ tryptophanase ท าให้มี indole เกิดขึ้น สามารถย่อยเจลาตินและใช้ 
citrate เป็นแหล่งคาร์บอนได้ แต่เชื้อไม่สามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร์ทได้ จากการสืบค้นข้อมูล 
ไม่พบรายงานเชื้อแบคทีเรียสาเหตุที่เป็น Facultative anaerobic ลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง ที่ท า
ให้เกิดโรคใบจุดและใบไหม้ของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า หรือในกล้วยไม้อ่ืนๆ ทั้งในประเทศ
ไทยและต่างประเทศมาก่อน  
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ค าน า 

สืบเนื่องจากในปี 2554 เกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้สกุลมอคคาร่า และแวนด้าในเขตจังหวัด 
สมุทรสาคร นครปฐม และสมุทรสงคราม ประสบกับปัญหาการระบาดของโรคใบจุดของต้นกล้วยไม้ 
โดยมีลักษณะอาการเป็นจุดกลมสีน้ าตาลด า รอบแผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน หากอาการรุนแรงแผลจุด
หลายจุดขยายตัวลามมาชนกันเป็นแผลขนาดใหญ่ ท าให้ใบร่วงได้ นอกจากนี้ยังพบการระบาดของโรค
ใบไหม้ของกล้วยไม้ที่มีลักษณะอาการเป็นแผลฉ่ าน้ าตรงปลายใบต่อมาขยายใหญ่กลายเป็นแผลสี
น้ าตาลไหม้ ในแปลงที่มีการระบาดของโรครุนแรงจะพบลักษณะอาการบนดอกกล้วยไม้ท าให้ทั้งใบ
และดอกร่วงไม่ได้คุณภาพ ซึ่งโรคทั้งสองชนิดพบว่าเป็นปัญหาที่ส าคัญท าให้ต้นกล้วยไม้เสียหายอย่าง
มากและดอกกล้วยไม้ไม่ได้คุณภาพ ไม่สามารถส่งขายได้ แนวโน้มในการระบาดของโรคพบว่ามีการ
ขยายพ้ืนที่ในการระบาดเพ่ิมมากขึ้น จากการแยกเชื้อสาเหตุตามลักษณะอาการ พบเชื้อแบคทีเรียที่มี
ลักษณะโคโลนีสีเหลือง การทดสอบเบื้องต้นเป็น Facultative anaerobic bacteria ซึ่งไม่ตรงกับ
ลักษณะแบคทีเรียสาเหตุโรคของกล้วยไม้ที่เคยมีรายงานในประเทศไทย ดังนั้นในการป้องกันก าจัดโรค
นี้ให้ได้ผลและมีประสิทธิภาพจึงจ าเป็นต้องทราบชนิดที่ถูกต้องตลอดจนข้อมูลทางด้านชีววิทยา 
นิเวศวิทยา  และการแพร่ระบาดของเชื้อ เพ่ือจะได้เข้าใจเกี่ยวกับกลไกการเข้าท าลายของเชื้อได้ดียิ่ง 
ขึ้น การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือจ าแนกชนิดแบคทีเรียสาเหตุอาการโรคใบไหม้และใบจุดของ
กล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงแก่นักวิชาการในการท าวิจัยและแนะน า
เกษตรกรในการป้องกันก าจัด รวมถึงเป็นข้อมูลส าหรับในการจัดท าข้อมูลศัตรูพืช (pest list) 

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การ
แยกเชื้อแบคทีเรีย อุปกรณ์ท่ีใช้ในการปลูกเชื้อ 
 2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ 
เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven)  
 3. เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆ ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter เป็นต้น 
 4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  

วิธีการ 
 1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้  
 ท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้จากแหล่งปลูกท่ีมีการระบาดของอาการโรคใบไหม้และ
ใบจุดของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า ในแหล่งปลูกกล้วยไม้ที่ส าคัญ เช่น จังหวัดนครปฐม 
สมุทรสาคร และกาญจนบุรี บันทึกข้อมูลลักษณะอาการของโรค ถ่ายภาพ และแหล่งที่พบ เก็บ
ตัวอย่างห่อกระดาษและใส่ถุง น ากลับมาตรวจสอบในห้องปฏิบัติการ  

2. การแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและเก็บเชื้อบริสุทธิ์  
น าตัวอย่างกล้วยไม้มาแยกเชื้อจากส่วนที่มีอาการของโรค ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาด 4 ตร.มม. 

ระหว่างรอยต่อของส่วนที่เป็นโรคและไม่เป็นโรค แต่ละชิ้นตัวอย่างน ามาล้างด้วยแอลกอฮอล์ 70% 
นาน 5 นาที  แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง หลังจาก surface sterilize น ามาบดในน้ า
กลั่น และ streak บนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร PSA (Potato semi synthetic agar) หลังจากนั้นบ่ม
เชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนีและท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์โดย
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วิธี streak plate  หลายๆ ครั้ง เก็บเชื้อบริสุทธิ์ในน้ านึ่งฆ่าเชื้อ กลีเซอรอล 15%  และ 50% ไว้ใช้ใน
การศึกษาต่อไป 

3. ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test)  
ทดสอบการเกิดโรคกับกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนดา โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จาก

กล้วยไม้บนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับ
ความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความ
เข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ใช้เข็มท าแผลบนกล้วยไม้แล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตร
คลุมให้ความชื้นกล้วยไม้ด้วยถุงพลาสติก และพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
คัดเลือกเชื้อท่ีสามารถท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ได้มาจ าแนกลักษณะสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
ต่อไป 

4. จ าแนกลักษณะสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
4.1 ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย 
ท าการศึกษาคุณสมบัติต่างๆ ทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรียบางประการที่เหมาะสม

และจ าเป็นต่อการจ าแนกเชื้อ โดยศึกษาตามวิธีการของ Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology Ninth Edition และ Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic 
Bacteria Third Edition ได้แก่ การย้อมสีแบบแกรม การทดสอบด้วยสารละลายด่าง Motility test, 
Oxidative/Fermentation test, Salt tolerance, Catalase test,  Indole test, Gelatin 
hydrolysis, Citrate utilization และ Nitrate reduction 
เวลาและสถานที่ 

ต.ค. 55 – ก.ย. 56 ที่ห้องปฏิบัติการกลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืช 
กรมวิชาการเกษตร และแปลงปลูกกล้วยไม้ของเกษตรกร 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 1. ส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้  
 ท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้จากแหล่งปลูกท่ีมีการระบาดของอาการโรคใบไหม้และ
ใบจุดของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า ในแหล่งปลูกกล้วยไม้จังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร และ
กาญจนบุรี โดยเก็บตัวอย่างกล้วยไม้ที่มีลักษณะอาการเป็นจุดกลมสีน้ าตาลด า รอบแผลเห็นวงสีเหลือง
ชัดเจน หากอาการรุนแรงแผลจุดหลายจุดขยายตัวลามมาชนกันเป็นแผลขนาดใหญ่ ท าให้ใบร่วงได้ 
นอกจากนี้ยังเก็บตัวอย่างโรคใบไหม้ของกล้วยไม้ที่มีลักษณะอาการเป็นแผลฉ่ าน้ าตรงปลายใบต่อมา
ขยายใหญ่กลายเป็นแผลสีน้ าตาลไหม้ ในแปลงที่มีการระบาดของโรครุนแรงจะพบลักษณะอาการไหม้
บนก้านช่อดอกและกลีบดอกกล้วยไม้ด้วย ท าให้ทั้งใบและดอกร่วงได ้(รูปที่ 1)  

2. การแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและเก็บเชื้อบริสุทธิ์  
ผลการแยกเชื้อสาเหตุจากลักษณะอาการใบไหม้ ใบจุด และกลีบดอกไหม้ของกล้วยไม้สกุล

มอคคาร่าและแวนด้า พบเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง (รูปที่ 2) การทดสอบ
คุณสมบัติของเชื้อเบื้องต้นพบว่า เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ สามารถเจริญได้ทั้งในสภาพที่มีอากาศ
และไม่มีอากาศ (Facultative anaerobic) ซึ่งไม่ตรงกับลักษณะแบคทีเรียสาเหตุโรคของกล้วยไม้ที่
เคยมีรายงานทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมาก่อน เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในกล้วยไม้ที่มี
รายงานในไทย โดย Chuenchitt et al. (1983) รายงานการตรวจพบเชื้อ Pseudomonas gladioli  
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สาเหตุอาการใบจุดของกล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) ในแปลงปลูกกล้วยไม้เขตหนองแขม   
นิยมรัฐ (2547) พบโรคเน่าเละ เกิดจากแบคทีเรีย Erwinia carotovora subsp. carotovora     
โรคเน่า เกิดจากแบคทีเรีย Burkholderia gladioli (Pseudomonas gladioli)  และ Acidovorax 
avenae subsp. cattleyae (Pseudomonas cattleyae) และปิยรัตน์และคณะ (2552) ได้แยก
เชื้อแบคทีเรียจากกล้วยไม้ลูกผสมแวนดาซึ่งมีอาการที่ใบเป็นแผลจุดกลมมีขอบสีเหลือง รอบแผลมี
ลักษณะช้ าฉ่ าน้ า บางแผลขยายลุกลามติดกัน ท าให้เกิดอาการไหม้เป็นปื้น จ าแนกเป็นเชื้อ Erwinia  
chrysanthemi จากรายงานดังกล่าวเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคของกล้วยไม้มีลักษณะโคโลนีกลม สีขาว 
และต้องการอากาศในเจริญเติบโต (Aerobic) ยกเว้นเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora 
และเชื้อ Erwinia  chrysanthemi ซึ่งมีลักษณะโคโลนีกลม สีขาว เช่นกันแต่เป็น Facultative 
anaerobic ซึ่งเป็นเชื้อในกลุ่มเดียวกันกับเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดและใบไหม้ของกล้วยไม้สกุล
มอคคาร่าและแวนด้า 

เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคในกล้วยไม้ที่มีรายงานในต่างประเทศและเป็น Facultative 
anaerobic มีรายงานการศึกษาของ Abdullah and Kadzimin (1993) พบเชื้อ E.  chrysanthemi 
เป็นสาเหตุโรคเน่าเละกล้วยไม้สกุลหวายและสกุลฟาแลนอปซิส ในประเทศมาเลเซีย Cating et al. 
(2008) รายงานพบการเกิดโรคเน่าเละ (bacterial soft rot) สาเหตุจากเชื้อ Dickeya 
chrysanthemi (E.  chrysanthemi) บนกล้วยไม้ลูกผสมแวนดาในมลรัฐฟลอริดา ประเทศ
สหรัฐอเมริกาเป็นครั้งแรก และ Cating and Palmateer (2011) รายงานพบโรคเน่าเละ สาเหตุจาก
เชื้อ Dickeya sp. (Pectobacterium  chrysanthemi) บนกล้วยไม้ออนซิเดียมในประเทศ
สหรัฐอเมริกาเป็นครั้งแรกเช่นกัน 

3. ทดสอบการเกิดโรค (Pathogenicity test)  
ผลการทดสอบการเกิดโรคกับกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า พบว่าเชื้อแบคทีเรียที่มี

ลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง สามารถท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ได้ทั้งสองสกุล ลักษณะอาการหลังจาก
ปลูกเชื้อ 3 วัน ใบกล้วยไม้เป็นจุดช้ าน้ าและขอบแผลเริ่มมีสีเหลืองอ่อน จากนั้นจุดขยายใหญ่ขึ้นขอบ
แผลเป็นสีเหลืองชัดเจน แผลที่ลามมาชนกันท าให้เหมือนอาการไหม้ และท าให้ใบร่วงจากต้นได้ การ
พิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) สามารถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะ   
โคโลนีกลม สีเหลือง จากแผลที่ท าการปลูกเชื้อ ท าการคัดเลือกเชื้อที่สามารถท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้
ได้มาจ าแนกลักษณะสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคต่อไป  

4. จ าแนกลักษณะสายพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืช 
4.1 ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย 

 ท าการศึกษาคุณสมบัติต่างๆ ทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรียบางประการที่เหมาะสม
และจ าเป็นต่อการจ าแนกเชื้อ โดยศึกษาตามวิธีการของ Bergey’s Manual of Determinative 
Bacteriology Ninth Edition (Holt et al., 1994) และ Laboratory Guide for Identification of 
Plant Pathogenic Bacteria Third Edition (Schaad  et al., 2001) พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุ
โรคใบจุดและใบไหม้ของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า มีลักษณะโคโลนีบนอาหาร PSA กลม สี
เหลือง เมื่อย้อมสีแกรมและทดสอบด้วยสาร ละลาย 3% KOH พบว่าเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่าง
เป็นท่อน สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภาพที่มีอากาศและไม่มีอากาศ เจริญได้ในอาหารที่มี
เกลือ 5% และ 7% สร้างเอนไซม์ catalase ได้ เชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ tryptophanase ท าให้มี 
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indole เกิดข้ึน สามารถย่อยเจลาตินและใช้ citrate เป็นแหล่งคาร์บอนได้ แตเ่ชื้อไม่สามารถเปลี่ยนไน
เตรทเป็นไนไตร์ทได ้

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

การส ารวจและเก็บตัวอย่างกล้วยไม้จากแหล่งปลูกท่ีมีการระบาดของอาการโรคใบไหม้และใบ
จุดของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า ในจังหวัดนครปฐม สมุทรสาคร และกาญจนบุรี พบว่าเชื้อ
แบคทีเรียที่มลีักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง สามารถท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ทั้งสองสกุล การพิสูจน์โรค
ตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) สามารถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สี
เหลือง จากแผลที่ท าการปลูกเชื้อ  

ผลการศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย  พบว่าเชื้อแบคทีเรียเป็น
แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่างเป็นท่อน สามารถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภาพที่มีอากาศและไม่มีอากาศ 
เจริญได้ในอาหารที่มีเกลือ 5% และ 7% สร้างเอนไซม์ catalase ได้ เชื้อสามารถผลิตเอนไซม์ 
tryptophanase ท าให้มี indole เกิดขึ้น สามารถย่อยเจลาตินและใช้ citrate เป็นแหล่งคาร์บอนได้ 
แต่เชื้อไม่สามารถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร์ทได้ 

จากการสืบค้นข้อมูล ไม่พบรายงานเชื้อแบคทีเรียสาเหตุที่เป็น Facultative anaerobic 
ลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง ที่ท าให้เกิดโรคใบจุดและใบไหม้ของกล้วยไม้สกุลมอคคาร่าและแวนด้า 
หรือในกล้วยไม้อ่ืนๆ ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมาก่อน  
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ภาคผนวก 

           

           

รูปที่ 1  ลักษณะอาการ 

  ก. อาการใบจุดกลมสีน้ าตาลด า รอบแผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน หากอาการรุนแรง
แผลจุดหลายจุดขยายตัวลามมาชนกันเป็นแผลขนาดใหญ่  

  ข. อาการโรคใบไหม้ของกล้วยไม้ ปลายใบเป็นแผลฉ่ าน้ าต่อมาขยายใหญ่กลายเป็น
แผลสีน้ าตาลไหม้  

 

 

รูปที่ 2  ลักษณะโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุอาการใบจุดและใบไหม้ของกล้วยไม้บนอาหาร 
Potato semi synthetic agar (PSA)  
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