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3. บทคัดย่อ 
ศึกษาชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าตั้งแต่เดือนตุลาคม 2559 – 

กันยายน 2562 พบว่าเชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส เชื้อไม่เจริญบนอาหารที่มีสาร
ปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้นมากกว่า 5 ppm และทองแดงความเข้มข้นมากกว่า 9,000 ppm สามารถท า
ให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์บางขุนเทียน คาลิปโซ จิตติ กล้วยไม้สกุลแวนดา (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) 
และกล้วยไม้สกุลช้าง (ช้างแดง) แต่ไม่ท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และแคทลียา การปลูกเชื้อโดยฉีด
เชื้อสาเหตุเข้าสู่หัวหอมใหญ่ท าให้กาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ส่วนการปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดโดย
การพ่นไม่ท าให้เกิดอาการโรคจุดสีขาว เก็บข้อมูลการอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียในเศษซากพืชอาศัย พบว่าใบ
กล้วยไม้ที่แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียหลังจากร่วงแล้วจนถึง 60 วัน เมื่อ
ตรวจสอบเบื้องต้นโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes พบว่าให้ผลของ
ปฏิกิริยาเป็นบวก การจ าแนกชนิดของเชื้อเพ่ือยืนยันผลการตรวจสอบโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูล
แบบ Maximum Likelihood (ML) จากยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB ท าให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรีย



สาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่พบระบาดในประเทศไทยใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii 
subsp. indologenes LMG 2632T  
 
Abstract 

Biology of the bacteria causal agent of leaf spot on Mokara orchid was conducted during 
October 2016– September 2019.  The results showed that the bacterial pathogen can grow at 
temperatures of 10-40oC.  Bacteria does not grow on medium containing more than 5 ppm of 
streptomycin and more than 9,000 ppm of cupric sulfate.  Pathogenicity test revealed that the 
bacteria was able to produce leaf spot symptom on Mokara (Bangkhuntien, Calypso, Jitti), Vanda 
(Vanda Famui) and Rhynchostylis (Changdaeng) but does not show typical leaf spot symptom on 
Dendrobium (Bom)  and Cattleya orchid.  Inoculation of onion bulb exhibited bulb scale turns 
brown while spraying the bacteria on corn leaves were not appeared disease symptom.  For the 
survival on plant debris, bacteria were recovered from orchid leaf 60 days after fall down which 
suggests that orchid leaf residues could be a primary source of inoculum. The bacterial pathogen 
had been pre-identified using specific primer to P. stewartii subsp. indologenes, which showed the 
positive reactions. To confirm the identification, phylogenetic reconstruction had been conducted 
to identify the bacterial isolations collected from previous study.  The result of ML analysis of 
concatenated dataset of four house-keeping genes, namely gyrB, rpoB, atpD and infB, confirmed 
that all bacterial isolations from leaf spot of Mokara orchid in Thailand were resembled of P. 
stewartii subsp. indologenes LMG 2632T.  
 
4. ค าน า 

ในปี 2554 เกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าในเขตจังหวัดสมุทรสาครและนครปฐม ประสบกับ
ปัญหาการระบาดของโรคใบจุดของกล้วยไม้ โดยมีลักษณะอาการเป็นจุดกลมสีน้ าตาลด า รอบแผลเห็นวงสีเหลือง
ชัดเจน ในแปลงที่มีการระบาดของโรครุนแรงท าให้ใบร่วง กลีบดอกไหม้ และช่อดอกหักพับไม่ได้คุณภาพไม่
สามารถส่งขายได ้จากการศึกษาเชื้อสาเหตุ พบว่าเกิดจากเชื้อแบคทีเรียโคโลนีสีเหลือง ผลการศึกษาคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรียเปรียบเทียบกับการสืบค้นข้อมูล ไม่พบรายงานเชื้อแบคทีเรียสาเหตุที่เป็น 
Facultative anaerobe โคโลนีสีเหลืองที่ท าให้เกิดโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าทั้งในประเทศไทยและ
ต่างประเทศมาก่อน (นิยมรัฐ, 2544; ปิยรัตน์และคณะ, 2552; Chuenchitt et al., 1983) ดังนั้น เพ่ือให้การ
ป้องกันก าจัดโรคนี้ได้ผลและมีประสิทธิภาพจึงจ าเป็นต้องทราบชนิดที่ถูกต้องตลอดจนข้อมูลทางด้านชีววิทยาอ่ืนๆ 
มากขึ้น การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศกึษาชีววิทยาของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล        ม็อ
คคาร่า เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงแก่นักวิชาการในการท าวิจัยและแนะน าเกษตรกรในการป้องกันก าจัด รวมถึงเป็น
ข้อมูลส าหรับในการจัดท าข้อมูลศัตรูพืช (pest list)  



5. วิธีด าเนินการ 
- อุปกรณ์ 

 1. เครื่องแก้ว และอุปกรณ์ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ 
2. ตู้ควบคุมอุณหภูมิ  
3. หม้อนึ่งความดันไอ  
4. เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
5. เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง  
6. ตู้อบ 
7. เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
8. เครื่องชั่ง 
9. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง  
10. สารเคมีท่ีใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ และท าปฏิกิริยา PCR 
11. กล้วยไม้สกุลต่างๆ  

- วิธีการ 
 1.  ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 

น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่ม
วิจัยโรคพืชมาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว Luria Bertani (LB) เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร Potato semi-synthetic agar (PSA) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
 2.  ทดสอบชนิดพืชอาศัยของเชื้อ 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับ
ระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้น
ของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ ดังนี้ 

2.1  กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์ต่างๆ เช่น บางขุนเทียน คาลิปโซ่ จิตติ 
 2.2  กล้วยไม้สกุลอื่น เช่น แวนด้า หวาย ช้าง แคทลียา  

2.3  พืชที่มีรายงานการก่อให้เกิดโรคจากเชื้อแบคทีเรียสกุล Pantoea เช่น ข้าวโพด หอม 
โดยใช้เข็มท าแผลบนพืชทดสอบแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตร หรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลงบนพืช

ทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก และพิสูจน์โรคตามวิธีการของ Koch (Koch’s postulation) 
3.  สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA และ NA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 10, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส 

สังเกตการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหารทุกวันจนถึง 28 วัน 
  



4.  การเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดง  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร mannitol-glutamate (MG) ที่มี 0.025% yeast extract (MGY) ที่

อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง MGY ที่มี 

cupric sulfate (MGYCu)  ความเข้มข้น  375, 500, 750, และ 1,000 μg/ml และอาหาร  streptomycin 

(MGYSm) 50, 75, 100 และ 500 μg/ml เปรียบเทียบกับเลี้ยงบนอาหาร MGY บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 
ตรวจการเจริญเติบโตของเชื้อบนอาหาร  

5. การอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียบนพืชอาศัย  
เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ทีอุ่ณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับ

ความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อ
ประมาณ 108 CFU/ml ใช้เข็มท าแผลบนพืชแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตรหรือใช้วิธีการพ่นเชื้อลงบนพืช
ทดสอบ คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก ท าการแยกเชื้อจากพืชอาศัย เศษซากพืชอาศัย และวัสดุปลูก ทุก 1 เดือน 
โดยมีวิธีการดังนี้ 

การแยกเชื้อจากผิวพืชอาศัย แช่ใบพืชอาศัยในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 90 มิลลิลิตร  เขย่าบนเครื่องเขย่า เป็น
เวลา 30 นาที  น ามาท าให้เจือจางโดย วิธี tenfold serial dilution ตั้งแต่ 10-1-10-6 จากนั้นน าสารแขวนลอยที่ได้ 
0.1 มิลลิลิตร มาเลี้ยงบนอาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของ
เชื้อสาเหตุบนอาหาร 

การแยกเชื้อจากพืชอาศัยหรือเศษซากพืชอาศัย ตัดใบพืชอาศัยเป็นชิ้นเล็กๆ น ามาล้างด้วยแอลกอฮอล์ 
70% นาน 5 นาที  แล้วล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง บดใบพืชในน้ ากลั่น และเลี้ยงบนอาหาร PSA และ
อาหารกึ่งจ าเพาะ PA20 หลังจากนั้นบ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูการเจริญของเชื้อสาเหตุ
บนอาหาร 

6.  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR  
ตรวจสอบเชื้อด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย Pantoea stewartii subsp. 

indologenes ตามรายงานของ Gehring et al. (2014) และไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. ananatis ตาม
รายงานของ Kido et al. (2008) โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอ
ของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., Taiwan) และไพรเมอร์ช
นิดละ 0.2 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ  Biometra® (Biometra biomedizinische 
Analytik GmbH, Germany) ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส และตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., UK) 

7.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย multilocus sequence analysis (MLSA) 
ท าการแยกสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยน าเชื้อแบคทีเรีย 1 ลูป 

ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้
เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมาตร 



200 ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน 
collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้ว
เติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge 
หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
1 นาที เก็บรักษาไว้ที่ -20 องศาเซลเซียส 

ท าการเพ่ิมปริมาณ housekeeping gene เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า
จ านวน 4 ยีน ได้แก่ ยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB โดยใช้ปริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 100 ng/µl, One PCR Master Mix (GeneDirex® Inc., 
Taipei, Taiwan) และไพรเมอร์ชนิดละ 0.5 µM เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® 
(Biometra biomedizinische Analytik GmbH, Goettingen, Germany) ก าหนดอุณหภูมิและเวลาให้เริ่มต้น
แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที แยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ
ต่อที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่
อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 2 นาที และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบสุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 30 รอบ จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธีอะกาโรส
เจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้าที่ค่า
ความต่างศักย์ 100 โวลต์ นาน 25 นาที ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอุลตราไวโอเลตด้วยเครื่อง UVITEC 
Cambridge Platinum (Uvitec Ltd., Cambridge, UK)   

ส่งผลผลิต PCR วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท Macrogen Korea ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์
ด้วยโปรแกรม Bioedit (Hall, 1999) จัดเรียงล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป MEGA X 
(Kumar et al., 2018) แล้วน าข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรีย type 
strain ที่มีรายงานอยู่ใน GenBank และจัดล าดับความสัมพันธ์ของแบคทีเรียโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์
ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม RAxML v 8.1.15 (Stamatakis, 2014) ก าหนดค่า 
model of evolution แบบ GTRGAMMA และก าหนดค่า maximum likelihood bootstrap 1,000 ซ้ า 
 
- เวลาและสถานที่ 

เวลา  ตุลาคม 2559 – กันยายน 2562 
สถานที่ ห้องปฏิบัติการและเรือนทดลอง กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช             

ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชาการเกษตร 

  



6. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
1. ฟื้นฟูเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่เก็บรักษาไว้ในแหล่งเก็บจุลินทรีย์ของกลุ่ม

วิจัยโรคพืช มาฟ้ืนฟู โดยเลี้ยงเชื้อในอาหารเหลว LB เขย่าที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้น
น าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่าสามารถ
ฟ้ืนฟูเชื้อแบคทีเรียได้ จ านวน 10 ไอโซเลท  

2. ทดสอบชนิดพืชอาศัยของเชื้อ 
ทดสอบชนิดกล้วยไม้ที่เป็นพืชอาศัยของเชื้อ โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง น ามาปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง  O.D.600 nm 
เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบนพืชทดสอบ 
โดยใช้เข็มฉีดยาแทงบริเวณผิวใบเพ่ือท าแผลบนพืชทดสอบแล้วหยดเชื้อลงบนแผล 2 ไมโครลิตร พบว่าเชื้อ
แบคทีเรียสามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์บางขุนเทียน คาลิปโซ่ จิตติ กล้วยไม้สกุล
แวนด้าและสกุลช้าง แต่ไม่ท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวายและแคทลียา (Figure 1) การทดสอบในพืชที่มีรายงาน
การก่อให้เกิดโรคจากเชื้อสาเหตุสกุล Pantoea พบว่าหอมหัวใหญ่ที่ท าการปลูกเชื้อโดยวิธีการฉีดเชื้อสาเหตุเข้าสู่หัว
หอมใหญ่ หลังจากปลูกเชื้อ 7 วัน เมื่อผ่าดูด้านในกาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลอาการคล้ายคลึงกับ
รายงานของ Carr et al. (2013)  ซึ่งเกิดจากเชื้อ P. ananatis และรายงานของ Stumpf et al. (2018) ซึ่งเกิดจากเชื้อ 
P. stewartii subsp. indologenes การปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดด้วยวิธีการทาผงคาร์โบแรนดัมบนใบข้าวโพดก่อน
แล้วพ่นเชื้อสาเหตุ พบว่าข้าวโพดแสดงอาการใบช้ าเป็นสีเขียวเข้มไม่สอดคล้องกับรายงานของ Krawczyk et al. 
(2010) ซึ่งรายงานอาการของโรคบนใบข้าวโพดมีลักษณะเป็นจุดสีขาวเกิดจากเชื้อ P. ananatis  

3.  สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโต 
ทดสอบสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต พบว่าเมื่อเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร PSA และ NA บ่มไว้

ทีอุ่ณหภูมิ 10, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส เชื้อแบคทีเรียสามารถเจริญได้ถึงอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
4.  การเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดง  
ทดสอบการเจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะและทองแดงของเชื้อสาเหตุ พบว่าเชื้อแบคทีเรียไม่สามารถ

เจริญบนอาหารที่มสีารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้น  5 ppm และทองแดงความเข้มข้น 9,000 ppm 

5. การอยู่รอดของเชื้อแบคทีเรียบนพืชอาศัย 
น าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า จ านวน 10 ไอโซเลท เลี้ยงบนอาหาร PSA บ่ม

ไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ปรับระดับความเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่าดูดกลืนแสง O.D.600 
nm เท่ากับ 0.1 ด้วยน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ ให้มีความเข้มข้นของเชื้อประมาณ 108 CFU/ml ท าการปลูกเชื้อบน
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า โดยใช้เข็มฉีดยาแทงบริเวณผิวใบเพ่ือท าแผลบนพืชทดสอบแล้วพ่นเชื้อลงบนใบกล้วยไม้ 
คลุมให้ความชื้นด้วยถุงพลาสติก ท าการแยกเชื้อจากพืชอาศัย เศษซากพืชอาศัย และวัสดุปลูกทุก 1 เดือน ผลการ
แยกเชื้อบนกล้วยไม้พบแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชบนใบที่แสดงอาการของโรคในทุกเดือนที่ตรวจถึงแม้แผลบนใบจะ



แห้งแล้วก็ตาม โดยใบที่แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียจนถึง 60 วัน สอดคล้อง
กับรายงานของ Sauer et al. (2015) ที่ท าการศึกษาความสามารถในการมีชีวิตรอดบนเศษซากพืชอาศัยของเชื้อ 
Pantoea ananatis สาเหตุโรคจุดสีขาวของข้าวโพด โดยพบว่าสามารถตรวจพบเชื้อแบคทีเรียบนเศษซากของ
ข้าวโพดหลังจากเก็บเกี่ยวแล้ว 60 วัน และยังตรวจพบเชื้อแบคทีเรียได้บนใบข้าวโพดที่ยังไม่แสดงอาการของโรค
และบนพืช Digitaria horizontalis ซึ่งไม่ใช่พืชอาศัยของเชื้อ แสดงให้เห็นแหล่งที่เชื้อแบคทีเรียอาศัยและมีชีวิต
รอดโดยอาศัยอยู่ในรูปแบบ epiphyte ส าหรับการแยกเชื้อจากวัสดุปลูกหรือดินปลูกไม่ได้ด าเนินการเนื่องจาก
กล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าไม่ได้ใช้วัสดุปลูกและไม่มีพืชอาศัยอ่ืนที่ใช้วัสดุปลูกหรือดินในการเพาะปลูก 

จากข้อมูลเชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่อาศัยบนเศษซากพืชได้นาน 60 วัน จึงสามารถเป็นแหล่งในการ
แพร่กระจายเชื้อไปยังแหล่งอ่ืนได้ ดังนั้น ค าแนะน าในการป้องกันก าจัดโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าจึงควร
เก็บเศษซากพืชที่เป็นโรคออกจากแปลงและเผาท าลายทิ้ง ทั้งนี้เพ่ือเป็นการลดแหล่งในการแพร่กระจายของเชื้อ
ภายในแปลงปลูกและแหล่งอื่นๆ ที่มีการเคลื่อนย้ายไปท้ิง 

6.  การตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR  

ตรวจสอบเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. 
indologenes และ P. ananatis พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าให้ผลปฏิกิริยา
เป็นบวกสอดคล้องกับรายงานของ Gehring et al. (2014) โดยปรากฏแถบดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 267 
bp (galE) และ 422 bp (recA) ของเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes และให้ผลการตรวจสอบเป็นลบ 
โดยไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 343 bp ของเชื้อ P. ananatis เมื่อตรวจสอบเชื้อแบคทีเรีย
ตามรายงานของ Kido et al. (2008) (Figure 2) 

7.  การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย multilocus sequence analysis (MLSA) 

ท าการเพ่ิมปริมาณยีน gyrB, rpoB, atpD และ infB เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล    
ม็อคคาร่าด้วยเทคนิค PCR จากนั้นตรวจดูแถบดีเอ็นเอเป้าหมายที่ได้ พบว่ายีน gyrB, rpoB, infB มีขนาดประมาณ 
1,000 bp และยีน atpD มีขนาดประมาณ 800 bp จัดเรียงข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน gyrB, rpoB, atpD 
และ infB เพ่ือวิเคราะห์แบบ multilocus sequence analysis เปรียบเทียบกับ Pantoea spp. ที่เป็น type 
strain และมีข้อมูลของทั้ง 4 ยีนในฐานข้อมูล Genbank สร้างเป็นแผนภูมิต้นไม้เพ่ือจัดจ าแนกเชื้อ โดยใช้การ
ประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) ประเมินความเชื่อมั่นของแผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี 
bootstrap จ านวน 1,000 ซ้ า โดยมีเชื้อแบคทีเรีย Erwinia spp. เป็น outgroup พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรค
ใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าจัดกลุ่มร่วมกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T 
แยกกลุ่มออกจากเชื้อแบคทีเรีย P. agglomerans LMG 1268T, P. ananatis LMG 2665T และ P. allii LMG 
24248T โดยแยกกลุ่มชัดเจนจากเชื้อแบคทีเรีย P. cypripedii LMG 2657T ซึ่งแยกได้จากกล้วยไม้ cypripedium 
(cypripedium orchids) ของสหรัฐอเมริกา (Figure 3)  

เชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes เป็นเชื้อชนิดใหม่ตั้งชื่อตามคุณสมบัติของเชื้อที่
สามารถสร้าง indole ได้ พบเข้าท าลายเฉพาะข้าวฟ่างหางกระรอก (foxtail millet: Setaria italica) และ pearl 



millet (Pennisetum americanum) ซึ่งเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว (Grimont and Grimont, 2009) แตจ่ากการศึกษา
ของ Stumpf et al. (2018) พบว่าเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes ท าให้เกิดอาการเน่ากลางหัวของ
หอมหัวใหญ่ (center rot of onion) ได ้นับเป็นเชื้อสาเหตุชนิดใหม่ที่ท าให้เกิดโรคในหอมหัวใหญ่นอกจากเชื้อ P. 
ananatis, P. agglomerans และ P. allii ที่พบรายงานแล้ว สนับสนุนผลการศึกษานี้ที่เริ่มพบการแพร่ระบาด
ของเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes ในพืชชนิดใหม่นอกเหนือจากพืชในกลุ่มใบเลี้ยงเดี่ยว และเป็น
รายงานครั้งแรกของเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes ที่พบท าให้เกิดโรคใบจุดในกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า
และยังไม่เคยมีรายงานการระบาดของเชื้อชนิดนี้ในกล้วยไม้ทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศมาก่อน โดยมีข้อ
สันนิษฐานการระบาดของโรคในครั้งนี้เกิดจากการปรับตัวของเชื้อที่เดิมอาศัยอยู่ในรูปแบบ epiphyte ท าให้เกิด
โรคได้แต่ไม่รุนแรงเพราะจากการสอบถามข้อมูลจากเกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้ พบว่าเกษตรกรเคยเห็นลักษณะ
อาการของโรคมาก่อนแต่ไม่รุนแรง และข้อสันนิษฐานอีกประการหนึ่งคือการปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ท าให้อ่อนแอต่อ
เชื้อเนื่องจากกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าเป็นกล้วยไม้ลูกผสม 3 สกุล (Arachnis x Ascocentrum x Vanda) และจาก
การส ารวจเบื้องต้นพบการระบาดของโรคในกล้วยไม้สกุลแวนด้าและสกุลเข็ม (Ascocentrum) แล้ว แต่ไม่รุนแรง
เหมือนม็อคคาร่าแต่ทั้งนี้อาจเป็นเพราะกล้วยไม้สกุลแวนด้าส่วนใหญ่ส่งออกต่างประเทศจึงมีการดูแลแปลงอย่างดี
เมื่อมีอาการของโรค กล้วยไม้จะถูกแยกออกจากแปลงจึงพบการระบาดของโรคค่อนข้างน้อย  ทั้งนี้เชื้อ P. 
stewartii subsp. indologenes เป็นเชื้อแบคทีเรียอีกชนิดหนึ่งที่ต้องเฝ้าระวังและติดตามสถานการณ์การแพร่
ระบาดของเชื้อในกล้วยไม้สกุลอ่ืนๆ เพ่ือไม่ให้ส่งผลกระทบต่อการปลูกและการส่งออกกล้วยไม้ไปต่างประเทศ โดย
มีข้อสังเกตจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าเชื้อสามารถท าให้เกิดโรคเฉพาะในกลุ่มกล้วยไม้ที่ เจ ริญทางยอด 
(monopodium) ได้แก่ ม็อคคาร่า แวนด้า และช้าง แต่ไม่ท าให้เกิดโรคในกล้วยไม้กลุ่มที่มีการเจริญเติบโตด้วยการ
แตกหน่อ (sympodium) ได้แก่ หวายและแคทลียา ทั้งนี้ยังเหลือกล้วยไม้อีกหลายสกุลที่ต้องท าการทดสอบ
เพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันข้อสังเกตดังกล่าวโดยกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด ได้แก่ กล้วยไม้สกุลเข็ม (Ascocentrum) สกุลฟา
แลนอปซิส (Phalaenopsis) สกุลอะแรคนิส (Arachnis) กล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ ได้แก่ 
รองเท้านารี ออนซิเดียม  

การทดสอบคุณสมบัติของเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าโดย ทิพวรรณ และ
คณะ (2562) เบื้องต้น พบว่าเป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีสีเหลือง สามารถเจริญได้ทั้งในสภาพที่มีอากาศ
และไม่มีอากาศ (facultative anaerobe) และเชื้อสามารถสร้าง indole (indole production) ได้ โดยคุณสมบัติ
ดังกล่าวคล้ายคลึงกับเชื้อแบคทีเรีย Pantoea spp. จากข้อมูลการจัดล าดับความสัมพันธ์ของเชื้อบริเวณ 16S 
rDNA ร่วมกับรายงานพืชอาศัยและคุณสมบัติทางชีวเคมีที่ส าคัญที่ใช้พิจารณาในการจ าแนกเชื้อ Pantoea spp. 
ทั้ง 6 ชนิด ได้แก่ P. stewartii subsp. stewartii, P. stewartii subsp. indologenes, P. agglomerans, P. 
ananatis, P. allii และ P. cypripedii (Erwinia cypripedii) คือความสามารถในการสร้าง indole (indole 
production) พบว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า  เชื้อ P. stewartii subsp. 
indologenes เ ชื้ อ  P.  ananatis และ เชื้ อ  P.  allii มีคุณสมบั ติ ดั งกล่ า ว  โดย เชื้ อ  P.  stewartii subsp. 
indologenes พบ เข้ าท าลาย เฉพาะ  foxtail millet (Setaria italica)  และ  pearl millet (Pennisetum 
americanum) (Grimont and Grimont, 2009) ส่วนเชื้อ P. ananatis มีรายงานท าให้เกิดโรคในพืชอาศัยหลาย



ชนิด เช่น honeydew melons (Wells et al., 1987) แคนตาลูป (Bruton et al., 1991) หอม (Gitaitis and 
Gay, 1997)  sudangrass (Azad et al. , 2000)  ข้ า ว โพด  (Paccola-Meirelles et al. , 2001)  ยู ค าลิ ปตั ส 
(Coutinho et al., 2002) netted melon (Kido et al., 2008) ข้าวฟ่าง (Cota et al., 2010) และข้าว (Mondal 
et al., 2011) เป็นต้น และเชื้อ P. allii มีรายงานท าให้เกิดโรคในหอมหัวใหญ่ (Brady et al., 2011) จากรายงาน
พืชอาศัยของเชื้อ P. ananatis ที่ค่อนข้างกว้างสามารถเข้าท าลายพืชได้หลายวงศ์รวมทั้งรายงานของณัฏฐิมาและ
วนิดา (2539) ซึ่งพบเชื้อ P. ananatis เป็นแบคทีเรียสาเหตุโรคเนื้อแกนของสับปะรดในประเทศไทย จึงท าให้สรุป
ในเบื้องต้นว่า เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่ามีความคล้ายคลึงกับเชื้อ P. ananatis แต่
ในการศึกษาครั้งนี้ได้ใช้เทคนิค PCR ในการตรวจสอบเชื้อเพ่ิมเติม พบว่าให้ผลตรวจสอบเป็นบวกเมื่อใช้ไพรเมอร์ที่
จ าเพาะต่อเชื้อ P. stewartii subsp. indologenes และให้ผลตรวจสอบเป็นลบเมื่อใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อ 
P. ananatis จากนั้นยืนยันผลการตรวจสอบโดยใช้ multilocus sequence analysis (MLSA) ในการจ าแนก
ชนิดของเชื้อ เนื่องจากล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เพียงต าแหน่งเดียวไม่สามารถใช้จ าแนกชนิด
ของเชื้อแบคทีเรียที่มีความใกล้ชิดกันสูงได้ดีเหมือนวิธี DNA-DNA hybridization กับเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบ (type 
strain) เพ่ือดูความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรีย  (Stackbrandt and Goebel, 1994) แต่
การศึกษาส่วนใหญ่มีข้อจ ากัดเรื่องการขาดแคลนเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบเพ่ือใช้ในการศึกษา ปัจจุบันจึงมีการจ าแนก
ชนิดเชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค MLSA วิธีการนี้เป็นการวิเคราะห์กลุ่มของ housekeeping gene ที่มคีวามจ าเป็น
ต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียจ านวน 4-7 ยีน เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของเชื้อแบคทีเรียสาย
พันธุ์ต้นแบบที่รวบรวมไว้ใน Genbank โดยข้อมูลการจ าแนกชนิดสอดคล้องกับการศึกษา DNA–DNA 
hybridization ท าให้นิยมใช้จ าแนกชนิดแบคทีเรียมากขึ้นเนื่องจากสะดวกและสามารถลดข้อจ ากัดเรื่องไม่มี type 
strain ในการศึกษาได้ โดยมีรายงานการใช้เทคนิคนี้ส าหรับจ าแนกเชื้อแบคทีเรีย Pantoea หลายชนิดได้
สอดคล้องกับวิธี DNA-DNA reassociation เช่น Brady et al. (2008) น าเชื้อ Pantoea สาเหตุโรคพืช โรคคน 
และจากสิ่งแวดล้อม มาศึกษา multilocus gene sequencing ของ housekeeping gene จ านวน 4 ยีน ได้แก่ 
gyrB, rpoB, atpD และ infB พบว่าสามารถใช้จ าแนกเชื้อได้ดีเหมือนกับเทคนิค DNA-DNA hybridization และ 
Delétoile (2009) ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและจ าแนกเชื้อ P. agglomerans โดยทดสอบคุณสมบัติทาง
ชีวเคมีและ API 20E จ าแนกเชื้อเบื้องต้นเป็น P. agglomerans จ านวน 28 สายพันธุ์ น ามาศึกษา multilocus 
gene sequencing ของ 6 ยีน ได้แก่ fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB, rpoB, atpD และ infB พบว่าสามารถแยก
เชื้อ P. agglomerans ออกจากเชื้อ Pantoea ต่างสปีชีส์ได้ จากข้อได้เปรียบของเทคนิค MLSA ที่สามารถ
เปรียบเทียบเชื้อที่ศึกษากับเชื้อสายพันธุ์อ่ืนจากทั่วโลกโดยใช้ฐานข้อมูล GenBank จึงนับเป็นอีกวิธีหนึ่งซึ่งสามารถ
น ามาใช้ในการจ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียเพ่ือลดข้อจ ากัดเรื่องขาดแคลนเชื้อสายพันธุ์ต้นแบบ ( type strain) 
ส าหรับใช้จ าแนกชนิดเชื้อแบคทีเรียด้วยวิธี DNA–DNA hybridization ได้ โดยต้องพิจารณาคัดเลือกยีนพ้ืนฐานที่
ท าหน้าที่ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของแบคทีเรียและแบคทีเรียจ าเป็นต้องรักษาคุณสมบัตินั้นไว้ใหค้งที่โดยหลีกเลี่ยง
การท าให้เกิดการกลายพันธุ์ต่อยีนนั้นน้อยทีสุ่ด 
  



7. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 
เชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสามารถเจริญได้ที่อุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส 

ไม่เจริญบนอาหารที่มีสารปฏิชีวนะสเตร็ปโตมัยซินความเข้มข้นมากกว่า 5 ppm และทองแดงความเข้มข้นมากกว่า 
9,000 ppm สามารถท าให้เกิดโรคได้บนกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าสายพันธุ์บางขุนเทียน คาลิปโซ จิตติ กล้วยไม้สกุล
แวนดา (ลูกผสมฟ้ามุ่ย) และกล้วยไม้สกุลช้าง (ช้างแดง) แต่ไม่ท าให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลหวาย (บอม) และ    
แคทลียา การปลูกเชื้อโดยฉีดเชื้อสาเหตุเข้าสู่หัวหอมใหญ่ท าให้กาบของหัว (bulb scale) เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล ส่วนการ
ปลูกเชื้อสาเหตุในข้าวโพดโดยการพ่น ไม่ท าให้เกิดอาการโรคจุดสีขาว เชื้อแบคทีเรียสามารถอยู่รอดในใบกล้วยไม้ที่
แสดงอาการของโรคและร่วงจากต้นแล้วจนถึง 60 วัน ดังนั้น ค าแนะน าในการป้องกันก าจัดโรคใบจุดของกล้วยไม้
สกุลม็อคคาร่าจึงควรเก็บเศษซากพืชที่เป็นโรคออกจากแปลงและเผาท าลายทิ้ง ทั้งนี้เพ่ือเป็นการลดแหล่งในการ
แพร่กระจายของเชื้อภายในแปลงปลูกและแหล่งอ่ืนๆ ที่มีการเคลื่อนย้ายไปทิ้ง เชื้อสามารถท าให้เกิดโรคเฉพาะใน
กลุ่มกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด (monopodium) ได้แก่ ม็อคคาร่า แวนด้า และช้าง แต่ไม่ท าให้เกิดโรคในกล้วยไม้
กลุ่มท่ีมกีารเจริญเติบโตด้วยการแตกหน่อ (sympodium) ได้แก่ หวายและแคทลียา ยังเหลือกล้วยไม้อีกหลายสกุล
ที่ต้องท าการทดสอบเพ่ิมเติมเพ่ือสนับสนุนผลการศึกษาดังกล่าว โดยกล้วยไม้ที่เจริญทางยอด ได้แก่ กล้วยไม้สกุล
เข็ม (Ascocentrum) สกุลฟาแลนอปซิส (Phalaenopsis) สกุลอะแรคนิส (Arachnis) กล้วยไม้ที่มีการเจริญเติบโต
ด้วยการแตกหน่อ ได้แก่ รองเท้านารี ออนซิเดียม ตรวจสอบเชื้อเบื้องต้นโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อเชื้อแบคทีเรีย 
P. stewartii subsp. indologenes พบว่าให้ผลของปฏิกิริยาเป็นบวก การจ าแนกชนิดของเชื้อเพ่ือยืนยันผลการ
ตรวจสอบโดยใช้การประมวลผลและวิเคราะห์ข้อมูลแบบ Maximum Likelihood (ML) จากยีน gyrB, rpoB, atpD 
และ infB ท าให้สามารถระบุได้ว่าเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่าที่พบระบาดในประเทศ
ไทยใกล้เคียงกับเชื้อแบคทีเรีย P. stewartii subsp. indologenes LMG 2632T และเป็นรายงานครั้งแรกของเชื้อ 
P. stewartii subsp. indologenes ที่พบท าให้เกิดโรคใบจุดในกล้วยไม้สกุลม็อคคาร่า 
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Figure 1  Leaf spot disease of Mokara orchid and pathogenicity test 

A. Disease symptom  
B. Pathogenicity test on Mokara orchid leaf 
C. Pathogenicity test on Vanda orchid leaf 
D. Pathogenicity test on Rhynchostylis orchid leaf 
E. Pathogenicity test on Dendrobium orchid leaf 
F. Pathogenicity test on Cattleya orchid leaf 
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Figure 2  Agarose gel electrophoresis of PCR products amplified for detection   

Pantoea stewartii subsp. indologenes using galE and recA primers, M: 
onemark 100, lane 1–14: bacterial isolated from leaf spot disease of  
mokara orchid   

 



 

Figure 3  Maximum-likelihood tree based on on the concatenated gyrB, rpoB, atpD and 
infB nucleotide sequences showing  the relationships of Mokara orchid isolates 
and type strains of species.  Bootstrap values based on 1,000 replicates are 
shown at branch nodes. 


