
รายงานผลงานเรื่องเต็มการทดลองท่ีสิ้นสุด 

1. ชุดโครงการวิจัย   : วิจัยและพัฒนาไม้ดอกไม้ประดับ 

2.  โครงการวิจัย    : วิจัยและพัฒนาปทุมมาและกระเจียว 
กิจกรรม    : การวิจัยและพัฒนาการอารักขาพืชกลุ่มปทุมมาและกระเจียว 
กิจกรรมย่อย    : การบริหารจัดการโรคเหี่ยวของปทุมมาและกระเจียวโดยวิธีผสมผสาน 

3. ชื่อการทดลอง (ภาษาไทย)  : การปรับปรุงวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ใน 
        หัวพันธุ์ปทุมมาโดยใช้ชุดตรวจสอบ (GLIFT kit) โรคเหี่ยวของปทุมมา 
 ชื่อการทดลอง (ภาษาอังกฤษ)  : Improvement method for detection of Ralstonia solanacearum  
        in Curcuma seed using Curcuma bacterial wilt GLIFT kit 

4. คณะผู้ด าเนินงาน 
 หัวหน้าการทดลอง   : ณัฏฐิมา โฆษิตเจริญกุล   กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
 ผู้รว่มงาน    : ดารุณี ปุญญพิทักษ์       กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         ทิพวรรณ กันหาญาติ     กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         รุ่งนภา ทองเคร็ง          กลุ่มวิจัยโรคพืช  ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 
         วิภาดา  ทองทักษิณ      สถาบันวิจัยพืชสวน 
         สุธามาศ  ณ น่าน         ศนูย์วิจัยพืชสวนเชียงราย 

5. บทคัดยอ่ 
 ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่มีประสิทธิภาพโดยการน าหัวพันธุ์ปทุมมา มาตัดชิ้นส่วน 
น าเอาเฉพาะส่วนท่อน้ า ท่ออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได้ดีที่สุด  ทดสอบบัปเฟอร์ต่างๆ
ในการท า GLIFT kit ได้แก่ coating buffer phosphate buffer citrate buffer Tris buffer  ได้สารละลาย
buffer ที่เหมาะสมในการท าชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบ  ได้
ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบ 1:500 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม พบว่า 
มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ buffer ต่างๆกับกระดาษ
ชนิดต่างๆในการท าชุด GLIFT kit  พบว่า buffer สามารถใช้ได้ดีกับกระดาษไนโตรเซลูโลส AE99 โดยมีความไวใน
การตรวจ 10x103 cfu/ml  ท าการปรับปรุงขนาดกระดาษของส่วนAbsorbent Pad ของชุดตรวจสอบให้ยาวขึ้น 
0.5 เซนติเมตร ข  ท าให้การไหลของสารในแนวตั้งดีขี้น สามารถตัดชุดตรวจสอบเป็นแผ่นแล้วจุ่มลงไปใน
สารละลายเชื้อแบคทีเรียได้เลยโดยไม่ต้องใส่ลงในตลับ   เก็บหัวพันธุ์ปทุมมาจากแปลงจังหวัดเชียงใหม่ น าไป
ทดสอบชุดตรวจสอบ โดยเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์เอาเฉพาะส่วนท่อน้ าท่ออาหารมาแช่ใน buffer นาน 5 นาที 
จากนั้นน าชุดตรวจสอบแช่ลงในตัวอย่าง  ภายใน 5 -10 นาที่  ตั วอย่างที่ มี เชื้อแบคที เรีย  Ralstonia 
solanacearum  จะปรากฏแถบสีม่วงของ test line  และ control line ในขณะที่ ตัวอย่างที่ไม่มีเชื้อเกิดแถบสี



ม่วงเฉพาะ control line   ผลการทดสอบกับหัวพันธุ์ปทุมมาพบว่าสามารถตรวจหาเชื้อแบคที เรีย R. 
solanacearum ในหัวพันธุ์ได้ผลดีโดยสามารถตรวจได้ในระดับ 104 cfu/ml 

6. ค าน า 
 ปทุมมาเป็นไม้พ้ืนเมืองของประเทศไทยที่นิยมน าไปเป็นไม้ประดับและไม้ตัดดอก มีการส่งออกหัวพันธุ์
ปทุมมาไปขายยังต่างประเทศเป็นจ านวนมาก ปัญหาส าคัญที่พบในการส่งออกหัวพันธุ์ปทุมมามีโรคเหี่ยวที่เกิดจาก
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum (syn. Pseudomonas solanacearum) ระบาดท าความเสียหาย
ให้กับเกษตรกรและผู้ส่งออก เแบคทีเรียชนิดนี้จัดเป็นแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชที่มีความส าคัญมากชนิดหนึ่ง ท าให้
เกิดโรคเหี่ยว (wilt) ก่อความเสียหายกับพืชปลูกหลายชนิด ทั้งที่เป็นพืชเศรษฐกิจจนถึงวัชพืชมากกว่า 200 ชนิด 
โดยเฉพาะในประเทศไทยมีการปลูกพืชหลายชนิดที่พืชเศรษฐกิจของประเทศ และเป็นพืชอาศัยของแบคทีเรียชนิด
นี้ ได้แก่  มันฝรั่ง  ขิง   ปทุมมา  เป็นต้น R. solanacearum เป็นแบคทีเรียทางดินสามารถอยู่ในดินได้เป็นระยะ
เวลานาน นอกจากนี้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ์หรือส่วนขยายพันธุ์ได้ ท าให้การแพร่ระบาดของโรค
นี้จึงสามารถแพร่ได้อย่างรวดเร็วและทั่วประเทศเมื่อมีการขนย้ายส่วนขยายพันธุ์ของพืชที่มีการปนเปื้อนของ
แบคทีเรีย R. solanacearum ไปปลูกในที่ต่าง ๆ ความรุนแรงของโรคขึ้นอยู่กับชนิดของพืชที่เชื้อเข้าท าลาย
สภาพแวดล้อม และสายพันธุ์ (strain) ของแบคทีเรีย  นอกจากนี้แบคทีเรีย R. solanacearum ยังเป็นศัตรูพืชที่
ส าคัญทางกักกันพืช ถ้าพบแบคทีเรียนี้ติดไปกับหัวพันธุ์ที่ส่งออก หัวพันธุ์เหล่านั้นจะถูกเผาท าลายทันที ท าให้ไม่
สามารถส่งออกได้ 
 นอกจากนี้เนื่องจากแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยว R. solanacearum สามารถติดไปกับหัวพันธุ์ได้ เมื่อใน
ไปปลูกในฤดูต่อไปจะเกิดการระบาดของโรครุนแรง ฉะนั้นการใช้หัวพันธุ์ปทุมมาปลอดโรคเป็นวิธีการหนึ่งที่จะลด
การระบาดของโรคหรือการเกิดโรคเหี่ยวในแปลงปลูก  ซึ่งการคัดเลือกหาหัวพันธุ์ปลอดโรคต้องใช้เครื่องมือและ
วิธีการในการตรวจสอบที่รวดเร็ว ณัฎฐิมา et al. (2543) ได้พัฒนาชุดตรวจสอบELISA kit ส าหรับตรวจหา
แบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมา ซึ่งชุดตรวจสอบส าเร็จรูปดังกล่าวสามารถน าไปใช้ในภาคสนาม
ได้แต่ยังมีความยุ่งยาก และต้องใช้อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ในการตรวจ ท าให้เกษตรกรน าใช้ไม่สะดวก  สุรภี et al. 
(2551) ได้พัฒนาชุดตรวจสอบ GLIFT kit ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ซึ่งสามารถตรวจเห็นผลภายใน 
5 นาที แต่เมื่อในไปใช้ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ์ พบว่าแป้งที่อยู่ในหัวพันธุ์ท าปฏิกิริยากับ
กระดาษรองรับในชุดตรวจสอบท าให้เกิดการผิดพลาดในการตรวจสอบได้ ดังนั้นจึงควรปรับปรุงวิธีการตรวจ 
ตลอดจนสารละลายที่ใช้กับตัวอย่างให้มีประสิทธิภาพ และง่ายต่อการใช้งาน เพื่อขยายการใช้งานชุดตรวจสอบใน
ขบวนการผลิตหัวพันธุ์ปทุมมาของเกษตรกร 

7. วิธีด าเนินการ  : 
 อุปกรณ์ 

- อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ  
- อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ  เครื่องเขย่า

ชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) 



- เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter  เป็นต้น 
- สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
- วัสดุการเกษตร ได้แก่ ดิน  กระถางต้นไม้ ปุ๋ย หัวพันธุ์ปทุมมา 

 วิธีการ 
ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมา ทดสอบวิธีการเตรียมตัวอย่างจากหัวพันธุ์ปทุมมา จ านวน 

6 วิธีการ ได้แก ่
1) ส่วนเนื้อเยื่อทั้งหมดของหัวพันธุ์ บดละเอียดใน PBS buffer  
2) ส่วนเนื้อเยื่อทั้งหมดของหัวพันธุ์ แช่ใน PBS buffer 5 นาท ี
3) เฉพาะส่วนท่อน้ าท่ออาหารของหัวพันธุ์ บดละเอียดใน PBS buffer  
4) เฉพาะส่วนท่อน้ าท่ออาหารของหัวพันธุ์ แช่ใน PBS buffer 5 นาที 
5) ส่วนรากสะสมอาหารของหัวพันธุ์ บดละเอียดใน PBS buffer 
6) ส่วนรากสะสมอาหารของหัวพันธุ์ แช่ใน PBS buffer 5 นาท ี
ทดสอบสารละลาย(buffer) ที่ใช้ในชุดตรวจสอบ ท าการทดสอบชนิดสารละลายที่ใช้เป็นตัวละลาย

น้ าบดตัวอย่างที่ใช้ประกอบในชุดตรวจสอบ จ านวน 4 ชนิด  ได้แก่  
1) PBS buffer,  
2) Citrate buffer 
3) TBS buffer 
4) coating buffer 
การทดสอบชนิดของ membrane ที่เหมาะสมและการทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบกับ

แบคทีเรีย R. solanacearum    
ท าก ารท ดสอบ  membrane ที่ เห ม าะสม ต่ อก าร เกิ ดป ฏิ กิ ริ ย าของ IgG ขอ งแบ คที เรี ย  R. 

solanacearum บนเส้น test line โดยทดสอบกับ membrane 4 ชนิด ได้แก่  
1) membrane  S&S AE 100 ขนาด 12 ไมโครเมตร 
2)  membrane  S&S AE 99 ขนาด 8 ไมโครเมตร 
3) membrane  Millipore HC 100 ขนาด 10 ไมโครเมตร 
4) membrane  Immunopore FP 100 ขนาด 5 ไมโครเมตร 
น าแผ่น membrane ขนาดกว้าง 2.5 เซนติเมตร ตัดให้มีความยาว 18 เซนติเมตร ท าเครื่องหมายด้วย

ดินสอที่ด้านบนของแผ่น เป็นต าแหน่ง control line ที่อยู่ห่ างจากริมด้านบนของแผ่น membrane 1 
เซนติเมตร และเส้น test line อยู่ถัดลงมาจาก control line 0.5 เซนติเมตร ใช้ปากกาหมึกซึม (ขนาดปาก 0.5-
0.7 มิลลิเมตร) จุ่ม GAR (Goat anti rabbit เข้มข้นอัตรา 1:3) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น control 
line โดยใช้ไม้บรรทัดวางเป็นแนวเส้นตรง แตะปากกาลงและลากเส้นจากซ้ายไปทางขวาช้า ๆ จนสุดปลาย 
membrane ทั้งนี้ไม่ต้องออกแรงกด หากปากกาแห้งให้จุ่ม GAR ใหม่ แล้วลากเส้นต่อ ให้ขนาดเส้นที่เปียกบน
แผ่น membrane มีขนาดเท่า ๆ กันทั้งเส้น ใช้ปากกาด้ามใหม่ (ขนาดปาก 0.5-0.7 มิลลิเมตร) จุ่มซับ IgG ของ



แบคทีเรีย R. solanacearum (เข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาณ 40 ไมโครลิตร/แผ่น ลากเส้น test line 
ปฏิบัติเช่นเดียวกันกับ control line น าไปอบแห้งที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 ชั่วโมง 

การประกอบเป็นชุดตรวจสอบ GLIFT  
- วางmembrane ที่มี test line และ control line ลงในช่องที่ก าหนดบนแผ่พลาสติกกาวรองพ้ืน 

(plastic backing polymer) ที่มีขนาด 6x18 เซนติเมตร 
- วางแผ่น CRP ที่ป้ายด้วย IgG ของแบคทีเรีย R. solanacearum ติดฉลากด้วยอนุภาคทอง ให้เกยทับ 

membrane ประมาณ 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ่นรับตัวอย่าง (Sample application pad) เกยแผ่น CRP 1-2 มิลลิเมตร 
- วางแผ่นกระดาษซับชนิดหนา (wicking paper) เกยทับแผ่น NCM 1-2 มิลลิเมตร 
- ตัดชุดที่ประกอบเสร็จแล้วออกเป็นเส้นให้มีความกว้าง 0.4 เซนติเมตร 
- บรรจุชุดตรวจสอบลงตลับพลาสติก น าไปทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรีย R. solanacearum  
- เก็บ GLIFT kit ไว้ในถุงอลูมินั่มฟอล์ย และเก็บที่อุณหภูมิห้องที่แห้ง 
- ทดสอบปฏิกิริยาของชุดตรวจสอบกับแบคทีเรีย R. solanacearum  น าชุดตรวจที่เตรียมไว้ข้างต้นมา

ท าการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรีย R. solanacearum โดยน าสารแขวนลอยแบคทีเรีย R. solanacearum 
ที่ระดับความเข้มข้น 108  หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่างของชุดตรวจสอบจ านวน 3 หยด
ต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยาบน membrane ทั้ง 4 ชนิดเปรียบเทียบกัน 

ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ท าการทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรีย R. 
solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมา ทดสอบกับแบคทีเรียอ่ืนๆ ที่อยู่ในหัวปทุมมา โดยน าชุดตรวจที่เตรียมไว้
ข้างต้นมาท าการทดสอบปฏิกริยากับแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่แยกได้จากหัวพันธุ์ปทุมมา และแบคทีเรียชนิดอ่ืนๆที่
สามารถเกิดโรคกับหัวพันธุ์ปทุมมาได้ ได้แก่ Erwinia carotovora , E. chrysanthemi เปรียบเทียบกับ
แบคทีเรีย R. solanacearum  น าสารแขวนลอยแบคทีเรียต่างๆ ที่ระดับความเข้มข้น 108  หน่วยโคโลนี/
มิลลิลิตร  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่างของชุดตรวจสอบจ านวน 3 หยดต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา ถ้า
ปฏิกริยาเป็นบวกจะปรากฏแถบสีทั้ง control line และ test line หากปฏิกริยาเป็นลบจะปรากฏสีเฉพาะ 
control line เท่านั้น 

ทดสอบความไวในการตรวจสอบ  น าชุดตรวจที่เตรียมไว้ข้างต้นมาท าการทดสอบประสิทธิภาพของ
ความไว (sensitivity) ในการตรวจแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมา  โดยน าสารแขวนลอย
แบคทีเรีย R. solanacearum ในน้ าคั้นปทุมมาที่ระดับความเข้มข้น 10-108  หน่วยโคโลนี/มิลลิลิตร  แทนหัว
พันธุ์ปทุมมา  หยดลงบนแผ่นรับตัวอย่างของชุดตรวจสอบจ านวน 3 หยดต่อตลับ ตรวจผลของการเกิดปฏิกริยา 
ในกรณีตัวอย่างที่ตรวจสอบมีแบคทีเรีย R. solanacearum  จะปรากฏแถบสีทั้ง control line และ test line 
หากไม่มีแบคทีเรีย R. solanacearum จะปรากฏสีเฉพาะ control line เท่านั้น 

ทดสอบการใช้ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา เป็นการน าชุดตรวจสอบไปใช้จริงในแปลงปลูกปทุม
มา 

เวลาและสถานที่  



ต.ค.54 - ก.ย.56  ที่กลุ่มงานบักเตรีวิทยา กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช ศูนย์วิจัย
พืชสวนเชียงราย กรมวิชาการเกษตร และ แปลงเกษตรกร จังหวัดเชียงราย 

8.  ผลการทดลองและวิจารณ์  
ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่มีประสิทธิภาพโดยการน าหัวพันธุ์ปทุมมา มาตัดชิ้นส่วน 

น าเอาเฉพาะส่วนท่อน้ า ท่ออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได้ดีที่สุด  ทดสอบบัปเฟอร์
ต่ า งๆ ใน การท า  GLIFT kit ได้ แ ก่  coating buffer phosphate buffer citrate buffer Tris buffer  ได้
สารละลายbuffer ที่เหมาะสมในการท าชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ใช้ในการผลิตชุด
ตรวจสอบ ได้ความเข้มข้นของแอนติซีรั่มที่ใช้ในการผลิตชุดตรวจสอบ 1:500 ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของ
แอนติซีรั่ม พบว่า มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ที่ความเข้มข้นต่ าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ 
buffer ต่างๆกับกระดาษชนิดต่างๆในการท าชุด GLIFT kit  พบว่า buffer สามารถใช้ได้ดีกับกระดาษไนโตรเซลู
โลส AE99 โดยมีความไวในการตรวจ 10x103 cfu/ml 

ท าการปรับปรุงขนาดกระดาษของส่วนAbsorbent Pad ของชุดตรวจสอบ ให้ยาวขึ้น  0.5 เซนติเมตร 
ท าให้การไหลของสารในแนวตั้งดีขี้น สามารถตัดชุดตรวจสอบเป็นแผ่นแล้วจุ่มลงไปในสารละลายเชื้อแบคทีเรีย
ได้เลย น าไปทดสอบชุดตรวจสอบโดยเก็บหัวพันธุ์ปทุมมาจากแปลงจังหวัดเชียงใหม่ มาตรวจทดสอบชุด
ตรวจสอบโดยเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์เอาเฉพาะส่วนท่อน้ าท่ออาหารมาแช่ใน buffer นาน 5 นาที เพ่ือให้เชื้อ
แบคทีเรียออกมาจากท่อน้ าท่ออาหาร จากนั้นน าชุดตรวจสอบแช่ลงในตัวอย่าง  ภายใน 5-10 นาที่ ตัวอย่างที่มี
เชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  จะปรากฏแถบสีม่วงของ test line  และ control line ในขณะที่ 
ตัวอย่างที่ไม่มีเชื้อเกิดแถบสีม่วงเฉพาะ control line   ผลการทดสอบกับหัวพันธุ์ปทุมมาพบว่าสามารถตรวจหา
เชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ์ได้ผลดีโดยสามารถตรวจได้ในระดับ 104 cfu/ml 

9. สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 
วิธีการเตรียมตัวอย่างหัวพันธุ์ปทุมมาที่มีประสิทธิภาพและดีที่สุดคือการน าหัวพันธุ์ปทุมมา มาตัดชิ้นส่วน 

น าเอาเฉพาะส่วนท่อน้ า ท่ออาหารมาตรวจหาแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum  
 ท าการปรับปรุงขนาดกระดาษให้เหมาะสมโดยทดสอบการปรับขนาดของกระดาษกรองที่ใช้ในการ
ประกอบชุด GLIFT kit โดยปรับให้ยาวขึ้น 0.5 ซ.ม. ท าให้การไหลของสารในแนวตั้งดีขี้น สามารถตัดชุดตรวจสอบ
เป็นแผ่นแล้วจุ่มลงไปในสารละลายเชื้อแบคทีเรียได้เลยโดยไม่ต้องใส่ลงในตลับ  น าชุดตรวจสอบที่ปรับปรุงแล้วไป
ทดสอบการตรวจหาแบคที เรีย R. Solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมา สามารถตรวจหาแบคที เรีย  R. 
Solanacearum ในหัวพันธุ์ได้ผลดีโดยสามารถตรวจได้ในระดับ 104 cfu/ml 

10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 
ได้ชุดตรวจสอบโรคเหี่ยวและวิธีการตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ์ปทุมมาที่ง่ายต่อ

การใช้และมีประสิทธิภาพ สามารถน าไปใช้ในสภาพแปลงได้ดี  สามารถเห็นผลภายใน 5 นาที น าไปขยายผลใน



ขบวนการผลิตหัวพันธุ์ปทุมมาของเกษตรกรให้ปลอดจากแบคทีเรีย R. solanacearum  ท าให้สามารถควบคุม
โรคเหี่ยวที่อาจติดมากับหัวพันธุ์ปทุมมาท าให้ได้ผลผลิตดี 

11. ค าขอบคุณ  
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