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5. บทคัดย่อ 
ด ำเนินกำรเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้จำกแหล่งปลูกที่มีกำรระบำดของโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำเพ่ือ

จ ำแนกชนิดแบคทีเรียสำเหตุโรค ตั้งแต่เดือนตุลำคม 2555 – กันยำยน 2558 ในจังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร 
รำชบุรี และกำญจนบุรี พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคมีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง กำรพิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ 
Koch สำมำรถท ำให้เกิดอำกำรของโรคบนกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำได้ ผลกำรศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีและฟิสิกส์
ของเชื้อแบคทีเรีย พบว่ำเป็นแบคทีเรียแกรมลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภำพที่มี
อำกำศและไม่มีอำกำศ เจริญได้ในอำหำรที่มี เกลือ  10% สร้ำงเอนไซม์  catalase สำมำรถผลิตเอนไซม์ 
tryptophanase ท ำให้มี indole เกิดขึ้น เชื้อสำมำรถย่อยเจลำตินและ esculin ใช้ citrate เป็นแหล่งคำร์บอน 
และสร้ำงกรดจำก cellobiose lactose glycerol และ mannitol ได้ เชื้อไม่สำมำรถผลิตเอนไซม์ oxidase และ 
arginine dihydrolase ไม่สำมำรถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร์ท ไม่สำมำรถสร้ำง H2S และไม่สำมำรถย่อยแป้งได้ 
กำรศึกษำลักษณะสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียโดยใช้เทคนิค repetitive sequence-based polymerase chain 
reaction (rep-PCR) ด้วยไพรเมอร์ 2 ชุด ได้แก่ ERIC1R กับ ERIC2 และ BOXA1R พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุ
โรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำมีควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมน้อย ผลกำรจัดกลุ่มไม่สอดคล้องกับแหล่งที่มำ



ของเชื้อ กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA gene ของเชื้อสำเหตุกับฐำนข้อมูล GenBank 
ประกอบกับคุณสมบัติทำงชีวเคมี พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุใกล้เคียงกับเชื้อ Pantoea ananatis และไม่พบ
รำยงำนเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืชชนิดนี้ในกล้วยไม้ทั้งในประเทศไทยและต่ำงประเทศมำก่อน 



Abstract 
 The experiment was conducted to isolate and identify the causal agent of leaf spot on 
mokara orchid during October 2012 – September 2015.  A yellow bacterium was consistently 
isolated from the affected leaves. Pathogenicity test revealed that the bacterium was able to 
cause leaf spot symptom on mokara orchid, and allowed reisolation of the inoculated 
bacterium from the infected leaves. For the physiological and biochemical properties, bacteria 
were gram-negative, rod-shaped, motile, facultative anaerobic, tolerate 10% NaCl concentration, 
positive for catalase, indole production, gelatin hydrolysis, citrate utilization and produced acid 
from cellobiose, lactose, glycerol and mannitol while negative for oxidase, arginine dihydrolase, 
nitrate reduction, hydrogen sulfide production and starch hydrolysis. Repetitive sequence-based 
Polymerase Chain Reaction (rep-PCR) technique was used for study genetic relationship among 
the yellow bacterium. The BOX and ERIC primers showed low polymorphism and there was no 
genetic relationship between bacterial strains and their origin. Phylogenetic analysis based on 
16S rDNA sequences and the biochemical test showed that the yellow bacterium positioned 
closely with Pantoea ananatis. 
 
6. ค าน า 

ในปี 2554 เกษตรกรผู้ปลูกกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำในเขตจังหวัดสมุทรสำครและนครปฐม ประสบกับ
ปัญหำกำรระบำดของโรคใบจุดของกล้วยไม้ท ำให้ต้นและดอกกล้วยไม้เสียหำยเป็นจ ำนวนมำก ลักษณะอำกำรของ
โรคบนใบเป็นจุดกลมสีน้ ำตำลด ำ รอบแผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน ในแปลงที่มีกำรระบำดของโรครุนแรงแผลจุดจะ
ขยำยตัวลำมติดต่อกันเป็นแผลไหม้ขนำดใหญ่ อำกำรบนดอกพบอำกำรกลีบดอกไหม้ ช่อดอกหักพับ ทั้งใบและ
ดอกร่วง ดอกกล้วยไม้เสียหำยไม่ได้คุณภำพไม่สำมำรถส่งขำยได้ แนวโน้มในกำรระบำดของโรคพบว่ำมีกำรขยำย
พ้ืนที่ในกำรระบำดเพ่ิมมำกขึ้น กำรแยกเชื้อสำเหตุโรคตำมลักษณะอำกำรดังกล่ำวพบเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะ   
โคโลนีกลมสีเหลือง ทดสอบคุณสมบัติของเชื้อเบื้องต้นพบว่ำ สำมำรถเจริญได้ทั้งในสภำพที่มีและไม่มีอำกำศ 
(facultative anaerobe) ซึ่งไม่ตรงกับลักษณะแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้ที่เคยมีรำยงำนในประเทศไทย 
(นิยมรัฐ, 2544; ปิยรัตน์และคณะ, 2552; Chuenchitt et al., 1983)  ดังนั้น กำรทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
จ ำแนกชนิดแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ เพ่ือใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงแก่นักวิชำกำรในกำรท ำ
วิจัยและแนะน ำเกษตรกรในกำรป้องกันก ำจัด รวมถึงเป็นข้อมูลส ำหรับในกำรจัดท ำข้อมูลศัตรูพืช (pest list) 

 
7. วิธีด าเนินการ 

- อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์มำตรฐำนในห้องปฏิบัติกำรแบคทีเรีย ได้แก่ จำนอำหำรเลี้ยงเชื้อ หลอดแก้ว ลูป ตะเกียง
แอลกอฮอล์  



 2. เครื่องมือวิทยำศำสตร์ เช่น ปิเปต เครื่องชั่ง เครื่องวัด pH (pH meter) ตู้ควบคุมอุณหภูมิ หม้อนึ่ง
ควำมดันไอ เครื่องเขย่ำชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่ำดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) 
เครื่องควบคุมอุณหภูม ิ(thermal cycler) เครื่องถ่ำยภำพเจล (gel documentation) 
 3. สำรเคมีที่ใช้ในกำรเตรียมอำหำรเลี้ยงเชื้อและท ำปฏิกิริยำ PCR 
 4. เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลมอคคำร่ำ  
 5. กล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ  

- วิธีกำร 
 1. ส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้  
 ท ำกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้จำกแหล่งปลูกที่มีกำรระบำดของโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล      
ม็อคคำร่ำในแหล่งปลูกกล้วยไม้ที่ส ำคัญ เช่น จังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร รำชบุรี และกำญจนบุรี บันทึกข้อมูล
ลักษณะอำกำรของโรค ถ่ำยภำพ และแหล่งที่พบ  

2. กำรแยกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืชและเก็บเชื้อบริสุทธิ์  
น ำตัวอย่ำงกล้วยไม้มำแยกเชื้อจำกส่วนที่มีอำกำรของโรค ตัดเป็นชิ้นเล็กๆ ระหว่ำงรอยต่อของส่วนที่เป็น

โรคและไม่เป็นโรค แต่ละชิ้นตัวอย่ำงน ำมำล้ำงด้วยแอลกอฮอล์ 70% นำน 5 นำที  แล้วล้ำงด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ 
น ำชิ้นตัวอย่ำงมำบดในน้ ำกลั่น และแยกเชื้อบนอำหำร PSA (Potato semi synthetic agar) หลังจำกนั้นบ่มเชื้อ
ไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง เลือกเก็บโคโลนีและท ำให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ โดยเก็บเชื้อบริสุทธิ์
ในน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อ กลีเซอรอล 15%  และ 50% ไว้ใช้ในกำรศึกษำต่อไป 

 3. ทดสอบกำรเกิดโรค (Pathogenicity test)  
  ทดสอบกำรเกิดโรคกับกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกกล้วยไม้บนอำหำร PSA 
บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง น ำมำปรับระดับควำมเข้มข้นของเชื้อโดยใช้ค่ำดูดกลืนแสง 
O.D.600 nm เท่ำกับ 0.1 ด้วยน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อให้มีควำมเข้มข้นของเชื้อประมำณ 108 CFU/ml ใช้เข็มท ำแผลบน
กล้วยไม้แล้วหยดเชื้อลงบนแผล คลุมให้ควำมชื้นกล้วยไม้ด้วยถุงพลำสติก และพิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch 
(Koch’s postulation) คัดเลือกเชื้อที่สำมำรถท ำให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ได้มำจ ำแนกลักษณะสำยพันธุ์เชื้อ
แบคทีเรียสำเหตุโรคพืชต่อไป 

 4. จ ำแนกลักษณะสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืช 
 4.1 ศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย 
 ท ำกำรศึกษำคุณสมบัติต่ำงๆ ทำงชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรียบำงประกำรที่เหมำะสมและจ ำเป็น

ต่อกำรจ ำแนกเชื้อ โดยศึกษำตำมวิธีกำรของ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology Ninth 
Edition และ Laboratory Guide for Identification of Plant Pathogenic Bacteria Third Edition ได้ แก่ 
กำรย้อมสีแบบแกรม, กำรทดสอบด้วยสำรละลำยด่ำง, motility test, oxidative/fermentation test, salt 
tolerance, catalase test, oxidase test, indole test, gelatin hydrolysis, esculin hydrolysis, starch 
hydrolysis, citrate utilization, arginine dihydrolase, nitrate reduction, H2S production แ ล ะ  acid 
production 



 4.2 กำรศึกษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค rep-PCR 
  วิธีกำรสกัดดีเอ็นเอเชื้อแบคทีเรีย 
  สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดส ำเร็จรูป QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียบนอำหำร 
PSA บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 48 ชั่วโมง ใช้เชื้อ 1 ลูป ละลำยในบัฟเฟอร์ ATL ปริมำตร 
180 ไมโครลิตร จำกนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมำตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL ปริมำตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน และบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 
70 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 นำที แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมำตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน 
จำกนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมดใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น ำไปปั่นเหวี่ยง
ควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมำตร 500 
ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column น ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที แล้วเติม
บัฟเฟอร์ AW2 ปริมำตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อ
นำที นำน 3 นำที น ำ QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ 
AE ปริมำตร 200 ไมโครลิตร น ำไปปั่นเหวี่ยงควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที นำน 1 นำที เก็บรักษำไว้ที่ -20 องศำ
เซลเซียส  

กำรศึกษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค rep-PCR  
ศึกษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค rep-PCR ด้วยไพรเมอร์ 2 ชุด ได้แก่ ERIC1R (5’ -ATGTAAGCTCCT 

GGGGATTCAC- 3’) กับ ERIC2 (5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) และ BOXA1R (5’-C TACGGCAAG 
GCGACGCTGACG 3’) โดยใช้ปริมำตรรวมในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อ
แบคทีเรียควำมเข้มข้น 50 ng/ µl, TopTaq Master Mix (QIAGEN Inc., USA) และไพรเมอร์ ERIC ชนิดละ 0.5 
µM และไพรเมอร์ BOX จ ำนวน 1 µM เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® (Biometra 
biomedizinische Analytik GmbH, Germany) ก ำหนดอุณหภูมิและเวลำให้มีกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอเริ่มต้น 95 
องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 7 นำที  แยกสำยดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่อุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
1 นำที ไพรเมอร์เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (primer  annealing) ที่อุณหภูมิ 50 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 
นำที สังเครำะห์ดีเอ็นเอ (extension) ที่อุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 8 นำที และสังเครำะห์ดีเอ็นเอรอบ
สุดท้ำย (final extension) ที่อุณหภูมิ 65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 8 นำที ท ำปฏิกิริยำทั้งหมด 35 รอบ จำกนั้น
น ำดีเอ็นเอที่ ได้จำกปฏิกิริยำ PCR มำตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส  (agarose gel 
electrophoresis) โดยใช้ 1.5 % agarose ใน 0.5X TAE (40mM Tris, 4mM sodium acetate, 1mM EDTA, 
pH 7.9) ใช้กระแสไฟฟ้ำที่ค่ำควำมต่ำงศักย์ 100 โวลต์ นำน 2 ชั่วโมง ย้อมดีเอ็นเอด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงอุลตรำไวโอเลต และวิเครำะห์ผลของลำยพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์
ส ำเร็จรูป Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System (NTSYS) ค่ำ coefficiency ที่ใช้คือค่ำ 
Dice  

4.3 กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของเชื้อสำเหตุ 



 ท ำกำรเพ่ิมปริมำณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ fD2 (5’-CCGAATTCGTC 
GACAACAGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’) และ rP1 (5’-CCCGGGATCCAAGCTTACGGTTACCTTGTTACGA 
CTT-3’) โดยใช้ปริมำตรรวมในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียควำม
เข้มข้น 100 ng/µl, TopTaq Master Mix (QIAGEN Inc., USA) และไพรเมอร์ fD2 และ rP1 ชนิดละ 0.5 µM 
เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ Biometra® (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, 
Germany) ก ำหนดอุณหภูมิและเวลำให้ เริ่มต้นแยกสำยดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturing) ที่ อุณหภูมิ 95 องศำ
เซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที แยกสำยดีเอ็นเอแม่แบบต่อที่อุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 30 วินำท ีไพรเมอร์
เริ่มต้นจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing) ที่อุณหภูมิ 54 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 15 วินำที สังเครำะห์ดีเอ็นเอ 
(extension) ที่ อุณหภูมิ  72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 2 นำที  และสังเครำะห์ดี เอ็นเอรอบสุดท้ำย (final 
extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที ท ำปฏิกิริยำทั้งหมด 30 รอบ จำกนั้นน ำดีเอ็นเอที่ได้
จำกปฏิกิริยำ PCR มำตรวจวิเครำะห์ด้วยวิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้ 
2% agarose ใน 0.5X TBE ใช้กระแสไฟฟ้ำที่ค่ำควำมต่ำงศักย์  100 โวลต์ นำน 25 นำที ย้อมดีเอ็นเอด้วย       
เอธิเดียมโบรไมด์ ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภำยใต้แสงอุลตรำไวโอเลต ส่งผลผลิต PCR ไปวิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์ 
แล้วน ำข้อมูลที่ได้เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA gene ที่มรีำยงำนอยู่ใน GenBank 



- เวลำและสถำนที่ 
เดือนตุลำคม 55 – กันยำยน 58 ทีห่้องปฏิบัติกำรและเรือนทดลอง กลุ่มงำนบักเตรีวิทยำ กลุ่มวิจัยโรคพืช  

ส ำนักวิจัยพัฒนำกำรอำรักขำพืช กรมวิชำกำรเกษตร และแปลงกล้วยไม้เกษตรกร  

8. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
 1. ส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้  
 ท ำกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้จำกแหล่งปลูกที่มีกำรระบำดของโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล      
ม็อคคำร่ำในแปลงปลูกกล้วยไม้จังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร รำชบุรี และกำญจนบุรี โดยเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้ที่มี
ลักษณะอำกำรเป็นจุดกลมสีน้ ำตำลด ำ รอบแผลเห็นวงสีเหลืองชัดเจน หำกอำกำรรุนแรงแผลจุดขยำยตัวลำม
ติดต่อกันเป็นแผลขนำดใหญ่ ท ำให้ใบร่วงได้ ในแปลงที่มีกำรระบำดของโรครุนแรงโดยเฉพำะช่วงมีฝนและอำกำศ
ร้อนจะพบลักษณะอำกำรไหม้บนก้ำนช่อดอกและกลีบดอกกล้วยไม้ด้วย ท ำให้ช่อดอกหักพับและดอกร่วงได้ 
(Figure 1a, 1b)  

2. กำรแยกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืชและเก็บเชื้อบริสุทธิ์  
ผลกำรแยกเชื้อสำเหตุจำกลักษณะอำกำรใบจุด และกลีบดอกไหม้ของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ พบเชื้อ

แบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง บนอำหำร NA ในขณะที่ลักษณะโคโลนีบนอำหำร PSA โคโลนีเป็นเมือก
เยิ้ม (Figure 1c) เลือกเก็บโคโลนีและท ำให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์ โดยเก็บเชื้อบริสุทธิ์ในน้ ำกลั่นนึ่งฆ่ำเชื้อที่อุณหภูมิ 4 
องศำเซลเซียส เก็บในกลีเซอรอล 15%  และ 50% ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส 

กำรทดสอบคุณสมบัติของเชื้อเบื้องต้นพบว่ำ เป็นเชื้อแบคทีเรียแกรมลบ สำมำรถเจริญได้ทั้งในสภำพที่มี
อำกำศและไม่มีอำกำศ (facultative anaerobe) ซึ่งไม่ตรงกับลักษณะแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้ที่เคยมี
รำยงำนทั้งในประเทศไทยและต่ำงประเทศมำก่อน เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้ที่มีรำยงำนในต่ำงประเทศ
และเป็น  facultative anaerobe มีรำยงำนกำรศึกษำของ Abdullah and Kadzimin (1993) พบ เชื้ อ  E.  
chrysanthemi เป็นสำเหตุโรคเน่ำเละกล้วยไม้สกุลหวำยและสกุลฟำแลนอปซิสในประเทศมำเลเซีย  Cating et 
al. (2008) รำยงำนพบกำรเกิดโรคเน่ำเละ (bacterial soft rot) สำเหตุจำกเชื้อ Dickeya chrysanthemi (E.  
chrysanthemi) บนกล้วยไม้ลูกผสมแวนด้ำในมลรัฐฟลอริดำ ประเทศสหรัฐอเมริกำเป็นครั้งแรก และ Cating 
and Palmateer (2011) ร ำ ย ง ำ น พ บ โ ร ค เน่ ำ เล ะ ส ำ เห ตุ จ ำ ก เชื้ อ  Dickeya sp. (Pectobacterium  
chrysanthemi) บนกล้วยไม้ออนซิเดียมในประเทศสหรัฐอเมริกำเป็นครั้งแรกเช่นกัน  

ส ำหรับประเทศไทยมีรำยงำนโดย Chuenchitt et al. (1983) ตรวจพบเชื้อ Pseudomonas gladioli  
สำเหตุอำกำรใบจุดของกล้วยไม้สกุลหวำยในแปลงปลูกกล้วยไม้เขตหนองแขม นิยมรัฐ (2547) พบโรคเน่ำเละเกิด
จำกแบคทีเรีย E. carotovora subsp. carotovora โรคเน่ำเกิดจำกแบคทีเรีย Burkholderia gladioli (P. 
gladioli)  และ Acidovorax avenae subsp. cattleyae ปิยรัตน์และคณะ (2552) แยกเชื้อจำกใบกล้วยไม้
ลูกผสมแวนด้ำซึ่งมีอำกำรเป็นแผลจุดกลมขอบสีเหลือง รอบแผลมีลักษณะช้ ำฉ่ ำน้ ำ บำงแผลขยำยลุกลำมติดกันท ำ
ให้เกิดอำกำรไหม้เป็นปื้น และจ ำแนกเชื้อสำเหตุเป็นเชื้อแบคทีเรีย E. chrysanthemi  



จำกข้อมูลสืบค้น พบว่ำแบคทีเรีย E. chrysanthemi เป็นสำเหตุโรคของกล้วยไม้ที่พบรำยงำนทั้งใน
ประเทศไทยและต่ำงประเทศ และรำยงำนของ ณัฏฐิมำและวนิดำ (2539) จ ำแนกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคเนื้อแกน
ของสับปะรด (marbling disease of pineapple) โดยกำรทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีพบว่ำ เกิดจำกเชื้อ
แบคทีเรีย E. herbicola var. ananas ซึ่งปัจจุบันเปลี่ยนชื่อเป็น Pantoea ananatis (Mergaert et al., 1993; 
Trüper and DeClari, 1997) โดยเชื้อทั้งสองชนิดเป็น facultative anaerobe เช่นเดียวกันกับเชื้อแบคทีเรียที่
แยกได้จำกอำกำรใบจุดกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำของไทย ดังนั้นจึงใช้เชื้อแบคทีเรีย E.  chrysanthemi และ P. 
ananatis ในกำรศึกษำเปรียบเทียบ  

 3. ทดสอบกำรเกิดโรค (Pathogenicity test)  
 ผลกำรทดสอบกำรเกิดโรคกับกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ พบว่ำเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง 

ที่แยกได้จำกกล้วยไม้จังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร และรำชบุรี สำมำรถท ำให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ได้ ลักษณะอำกำร
หลังจำกปลูกเชื้อ 3 วัน ใบกล้วยไม้เป็นจุดช้ ำน้ ำและขอบแผลเริ่มมีสีเหลืองอ่อน จำกนั้นจุดขยำยใหญ่ขึ้นขอบ
แผลเป็นสีเหลืองชัดเจน แผลที่ลำมมำติดกันท ำให้เหมือนอำกำรไหม้ และท ำให้ใบร่วงจำกต้นได้ (Figure 1d) กำร
พิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch (Koch’s postulation) สำมำรถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สี
เหลือง จำกแผลที่ท ำกำรปลูกเชื้อ คัดเลือกเชื้อที่สำมำรถท ำให้เกิดโรคบนกล้วยไม้ได้มำจ ำแนกลักษณะสำยพันธุ์
เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค  

 4. จ ำแนกลักษณะสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคพืช 
 4.1 ศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย 

 ทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคที เรีย ตำมวิธีกำรใน Bergey’s Manual of 
Determinative Bacteriology (Holt et al., 1994) แ ล ะ  Laboratory Guide for Identification of Plant 
Pathogenic Bacteria (Schaad et al., 2001) โดยเปรียบเทียบผลกำรทดสอบกับข้อมูลใน Bergey’s Manual 
of Systematic Bacteriology (Grimont and Grimont, 2009) ผลกำรศึกษำพบว่ำ เชื้อแบคทีเรียมีลักษณะ
โคโลนีบนอำหำร PSA เป็นเมือกเยิ้มสีเหลือง เมื่อย้อมสีแกรมและทดสอบด้วยสำรละลำย 3% KOH พบว่ำเป็น
แบคทีเรียแกรมลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภำพที่มีอำกำศและไม่มีอำกำศ เจริญได้ใน
อำหำรที่มีเกลือ 5% 7%และ 10% สร้ำงเอนไซม์ catalase สร้ำงเอนไซม์ tryptophanase ท ำให้มี indole 
เกิดขึ้น เชื้อสำมำรถย่อยเจลำติน ย่อย esculin ใช้ citrate เป็นแหล่งคำร์บอน และสร้ำงกรดจำก cellobiose 
lactose glycerol และ mannitol ได้ แต่เชื้อไม่สำมำรถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร์ทได้  เชื้อไม่สำมำรถผลิต
เอนไซม์ oxidase, arginine dihydrolase ไม่สำมำรถสร้ำง H2S และไม่สำมำรถย่อยแป้งได ้(Table 1) 

4.2 กำรศึกษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค rep-PCR 
กำรศึกษำลักษณะสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำที่สำมำรถท ำให้เกิด

โรคบนกล้วยไม้ได้ จ ำนวน 30 ไอโซเลท โดยใช้เทคนิค repetitive sequence-based polymerase chain 
reaction (rep-PCR) ด้วยไพรเมอร์จ ำนวน 2 ชุด ได้แก่ BOXA1R และ ERIC1R กับ ERIC2  (Versalovic et al., 
1994) พบว่ำไพรเมอร์ทั้งสองชุดให้ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้ทุกสำยพันธุ์ใกล้เคียง
กัน ไพรเมอร์ BOXA1R ให้รูปแบบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอจ ำนวน 6 แบบ มีแถบดีเอ็นเอ 5 แถบที่พบได้ในทุกสำยพันธุ์



ของเชื้อที่แยกได้จำกกล้วยไม้และจำกเชื้อ P. ananatis โดยมีรูปแบบของลำยพิมพ์ดีเอ็นเอแตกต่ำงอย่ำงชัดเจน
กับเชื้อ E. chrysanthemi เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำจำกจังหวัดนครปฐมและ
สมุทรสำครมีรูปแบบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอใกล้เคียงกัน ส่วนแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้สกุลมอคคำร่ำจำกรำชบุรี
มีรูปแบบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอคล้ำยกันกับ P. ananatis มำกกว่ำ ส่วนคู่ไพรเมอร์ ERIC1R กับ ERIC2 ให้รูปแบบลำย
พิมพ์ดีเอ็นเอแตกต่ำงกันจ ำนวน 9 แบบ มีแถบดีเอ็นเอ 4 แถบที่พบได้ในทุกสำยพันธุ์ของเชื้อที่แยกได้จำกกล้วยไม้
และจำกเชื้อ P. ananatis โดยมีรูปแบบของลำยพิมพ์ดีเอ็นเอแตกต่ำงอย่ำงชัดเจนกับเชื้อ E. chrysanthemi เชื้อ
แบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำจำกจังหวัดนครปฐมและสมุทรสำครมีรูปแบบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอ
ใกล้เคียงกัน ส่วนแบคทีเรียสำเหตุโรคของกล้วยไมส้กุลมอคคำร่ำจำกรำชบุรีมีรูปแบบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอคล้ำยกับ P. 
ananatis มำกกว่ำซึ่ งสอดคล้องกันกับไพรเมอร์ BOXA1R (Figure 2) ท ำกำรวิเครำะหควำมสัมพันธทำง
พันธุกรรมของเชื้อ เลือกแถบดีเอ็นเอที่มีควำมแตกตำงระหวำงเชื้อที่ทดสอบโดยก ำหนดแถบดีเอ็นเอใหเปน binary 
data คือใหกำรปรำกฏแถบดีเอ็นเอมีคำเปน “1” และกำรไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอมีคำเปน “0”  วิเครำะห์ผลข้อมูล
ที่ ได้ด้ วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส ำเร็จรูป  Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System 
(NTSYS) version 2.20e (Rohlf, 1993) ค่ำ coefficiency ที่ใช้คือค่ำ Dice (Dice, 1945) และจัดกลุ่มด้วยวิธี 
unweighted pair group method with arithmetic averages clustering ( UPGMA)  (Sokal and 
Michener, 1985) ผลกำรจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของเชื้อ พบว่ำที่ค่ำ similarity coefficient เท่ำกับ 
0.8  ไพรเมอร์ทั้งสองชุดให้ผลสอดคล้องกัน โดยจัดกลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกกล้วยไม้อยู่ในกลุ่มเดียวกันกับ 
P. ananatis และแยกกลุ่มออกจำกเชื้อ E. chrysanthemi ควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของเชื้อแบคทีเรียที่แยก
ได้จำกกล้วยไม้ที่ค่ำ similarity coefficient เท่ำกับ 0.9 ไพรเมอร์ BOXA1R สำมำรถแบ่งเชื้อออกเป็น 2 กลุ่ม 
กำรจัดกลุ่มไม่สอดคล้องกับแหล่งที่มำของเชื้อ ส่วนคู่ไพรเมอร์ ERIC1R กับ ERIC2 ควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม
ของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกกล้วยไม้ที่ค่ำ similarity coefficient เท่ำกับ 0.85 สำมำรถแบ่งเชื้อออกเป็น 2 
กลุ่ม ผลกำรจัดกลุ่มไม่สอดคล้องแหล่งที่มำของเชื้อเช่นเดียวกัน (Figure 3) ควำมผันแปรทำงพันธุกรรมที่เกิดขึ้น
ภำยในกล ุมเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้จำกจังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร และรำชบุรี เกิดขึ้นเล็ก    
นอย ทั้งนี้เนื่องจำกทั้งสำมจังหวัดเป็นทั้งแหล่งปลูกและแหล่งซื้อขำยที่มีอำณำเขตใกล้เคีย งกัน อำจเกิดกำร
เคลื่อนย้ำยของเชื้อโดยติดไปกับส่วนขยำยพันธุ์หรือวัสดุปลูกกล้วยไม้ได้และจำกจ ำนวนที่ใช้ในกำรศึกษำมีเพียง 30 
สำยพันธุ จำกแหล่งปลูก 3 จังหวัด จึงอำจเปนไปไดที่ท ำใหไมพบควำมผันแปรของเชื้อใหเห็น แต่เมื่อพิจำรณำลำย
พิมพ์ดีเอ็นเอในภำพรวมแลวสำมำรถบงชี้วำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุใบจุดของกล้วยไม้นั้นมีควำมคล้ำยคลึงกับเชื้อ P. 
ananatis สำเหตุโรคเนื้อแกนของสับปะรดของไทย อยำงไรก็ตำม ในกำรทดลองควรมีเชื้อที่เป็น type strain จำก 
culture collection ที่ไดรับกำรยอมรับจะท ำให้ผลกำรจ ำแนกเชื้อเป็นที่กำรยอมรับและชัดเจนมำกข้ึน  

4.3 กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของเชื้อสำเหตุ 
ท ำกำรเพ่ิมปริมำณ 16S rDNA gene ของดีเอ็นเอที่สกัดได้ โดยใช้คู่ไพรเมอร์ fD2 และ rP1 แล้วส่ง

วิเครำะห์หำล ำดับนิวคลีโอไทด์เปรียบเทียบกับฐำนข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene ของ type 
strain ที่มีรำยงำนอยู่ใน GenBank พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำใกล้เคียงกับเชื้อ 
P. stewartii subsp. indologenes CIP104006 (accession NR104928) ค่ำ identity เท่ ำกับ 99% เชื้อ P. 



stewartii subsp. stewartii ATCC8199 (accession NR044800) ค่ำ identity เท่ำกับ 99% เชื้อ P. ananatis 
NCPPB1846 (accession NR026045) ค่ำ identity เท่ำกับ 98% เชื้อ P. allii BD390 (accession NR115258) 
ค่ำ identity เท่ำกับ 98% และเชื้อ P. agglomerans DSM3493 (accession NR041978) ค่ำ identity เท่ำกับ 
98% น ำข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ต ำแหน่งที่ 117-1299 bp ขนำดประมำณ 1.1 kb ของเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค
ใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำสำยพันธุ์ M2229 M2551 และ M2615 สร้ำงแผนภูมิต้นไม้เพ่ือดูควำมสัมพันธ์กับ
เชื้อแบคทีเรียในวงศ์ Enterobacteriaceae และเชื้อแบคทีเรียที่มีรำยงำนเป็นสำเหตุโรคในกล้วยไม้ (Table 3)
โดยใช้โปรแกรม MEGA5 (Tamura et al., 2011) ด้วยวิธี maximum likelihood ประเมินควำมเชื่อมั่นของ
แผนภูมิต้นไม้ด้วยวิธี bootstrap จ ำนวน 1000 ซ้ ำ พบว่ำเชื้อสำยพันธุ์ M2229 M2551 และ M2615 จัดกลุ่มรวม
กับเชื้อจีนัส Pantoea ทั้ง 5 ชนิด แยกกลุ่มชัดเจนออกจำกเชื้อ Acidovorax avenae subsp. cattleyae และ 
Burkholderia gladioli ซึ่งไม่ใช่เชื้อในวงศ ์Enterobacteriaceae (Figure 4)  

เนื่องจำกล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S rDNA gene เพียงต ำแหน่งเดียวไม่สำมำรถใช้จ ำแนกสปีชีส์ของ
เชื้อแบคทีเรียที่มีควำมใกล้ชิดกันสูงได้ชัดเจนเหมือนวิธี DNA-DNA reassociation (Stackbrandt and Goebel, 
1994) กำรน ำล ำดับนิวคลีโอไทด์จำกยีนส่วนอ่ืนหลำยๆ ยีนมำใช้ร่วมกันโดยใช้เทคนิค Multilocus sequence 
analysis และกำรทดสอบพืชอำศัยของเชื้อจะท ำให้สำมำรถจ ำแนกสำยพันธุ์เชื้อได้ชัดเจนขึ้นเหมือนกับรำยงำน
กำรใช้เทคนิคนี้ส ำหรับจ ำแนกเชื้อจีนัส Pantoea หลำยชนิดได้สอดคล้องกับวิธี DNA-DNA reassociation เช่น 
Brady et al. (2008) น ำเชื้อ Pantoea สำเหตุโรคพืช โรคคน และจำกสิ่งแวดล้อม มำศึกษำ multilocus gene 
sequencing ของ housekeeping gene จ ำนวน 4 ยีน ได้แก่ gyrB, rpoB, atpD และ infB โดยใช้เชื้ออ้ำงอิง 
(reference strain) จำก 7 สปีชีส์ที่จ ำแนกเป็นเชื้อ Pantoea แล้ว เชื้อสำเหตุโรคคนซึ่งยำกต่อกำรจ ำแนกเป็น P. 
agglomerans หรือ P. ananatis และเชื้อสำเหตุโรคพืชซึ่งแยกได้จำกยูคำลิปตัส ข้ำวโพด และหอม พบว่ำ
สำมำรถใช้ จ ำแนกเชื้ อได้ดี เหมือนกับ เทคนิ ค  DNA-DNA hybridization และ Delétoile (2009) ศึกษำ
ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมและจ ำแนกเชื้อ P. agglomerans โดยทดสอบคุณสมบัติทำงชีวเคมีและ API 20E 
จ ำแนกเชื้อเบื้องต้นเป็น P. agglomerans จ ำนวน 28 สำยพันธุ์ น ำมำศึกษำ multilocus gene sequencing 
ขอ ง  6 ยี น  ได้ แ ก่  fusA, gyrB, leuS, pyrG, rplB, rpoB, atpD แ ล ะ  infB พ บ ว่ ำส ำม ำรถ แย ก เชื้ อ  P. 
agglomerans ออกจำกเชื้อ Pantoea ต่ำงสปีชีส์ได้  

อย่ำงไรก็ตำม จำกข้อมูลกำรจัดล ำดับควำมสัมพันธ์ของเชื้อบริเวณ 16S rDNA ร่วมกับรำยงำนพืชอำศัย
และคุณสมบัติทำงชีวเคมีที่ส ำคัญที่ใช้พิจำรณำในกำรจ ำแนกเชื้อจีนัส Pantoea ทั้ง 5 สปีชีส์ คือ ควำมสำมำรถใน
กำรสร้ำง indole (indole production) พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ เชื้อ P. 
stewartii subsp. indologenes และเชื้อ P. ananatis มีคุณสมบัติดังกล่ำว โดยเชื้อ P. stewartii subsp. 
indologenes เป็นเชื้อชนิดใหม่ตั้งชื่อตำมคุณสมบัติของเชื้อที่สำมำรถสร้ำง indole ได้ พบเข้ำท ำลำยเฉพำะ 
foxtail millet (Setaria italica) และ pearl millet (Pennisetum americanum) ซึ่งเป็นพืชใบเลี้ยงเดี่ยว 
(Grimont and Grimont, 2009) ส่วนเชื้อ P. ananatis มี รำยงำนเพืชอำศัยหลำยชนิด เช่น honeydew 
melons (Wells et al., 1987) แคนตำลูป (Bruton et al., 1991) หอม (Gitaitis and Gay, 1997) sudangrass 
(Azad et al., 2000) ข้ ำว โพด  (Paccola-Meirelles et al., 2001) ยู คำลิปตั ส  (Coutinho et al., 2002 ) 



netted melon (Kido et al., 2008) ข้ำวฟ่ำง (Cota et al., 2010) และข้ำว (Mondal et al., 2011) เป็นต้น 
จำกรำยงำนพืชอำศัยของเชื้อ P. ananatis ที่ค่อนข้ำงกว้ำงสำมำรถเข้ำท ำลำยพืชได้หลำยวงศ์รวมทั้งรำยงำน
ของณัฏฐิมำและวนิดำ (2539) ซึ่งพบเชื้อ P. ananatis เป็นแบคทีเรียสำเหตุโรคเนื้อแกนของสับปะรดในประเทศ
ไทย จึงท ำให้สรุปในเบื้องต้นได้ว่ำ เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำมีควำมคล้ำยคลึงกับ
เชื้อ P. ananatis 

 
9. สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

กำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงกล้วยไม้จำกแหล่งปลูกท่ีมีกำรระบำดของโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ
ในจังหวัดนครปฐม สมุทรสำคร รำชบุรี และกำญจนบุรี พบว่ำเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง 
สำมำรถท ำให้เกิดโรคบนกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำได้ กำรพิสูจน์โรคตำมวิธีกำรของ Koch (Koch’s postulation) 
สำมำรถแยกได้เชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีกลม สีเหลือง จำกแผลที่ท ำกำรปลูกเชื้อ  

ผลกำรศึกษำคุณสมบัติทำงชีวเคมีและฟิสิกส์ของเชื้อแบคทีเรีย พบว่ำเชื้อแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียแกรม
ลบ รูปร่ำงเป็นท่อน สำมำรถเคลื่อนที่ได้ เจริญได้ทั้งในสภำพที่มีอำกำศและไม่มีอำกำศ เจริญได้ในอำหำรที่มีเกลือ 
ถึง 10% สร้ำงเอนไซม์ catalase สร้ำงเอนไซม์ tryptophanase ท ำให้มี  indole เกิดขึ้น เชื้อสำมำรถย่อย       
เจลำติน ย่อย esculin ใช้ citrate เป็นแหล่งคำร์บอน และสร้ำงกรดจำก cellobiose lactose glycerol และ 
mannitol ได้ แต่เชื้อไม่สำมำรถเปลี่ยนไนเตรทเป็นไนไตร์ทได้ เชื้อไม่สำมำรถผลิตเอนไซม์ oxidase, arginine 
dihydrolase ไม่สำมำรถสร้ำง H2S และไม่สำมำรถย่อยแป้งได้ 

จำกกำรสืบค้นข้อมูล ไม่พบรำยงำนเชื้อแบคทีเรียสำเหตุที่เป็น facultative anaerobe ลักษณะโคโลนี 
กลม สีเหลือง ที่ท ำให้เกิดโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำหรือกล้วยไม้สกุลอ่ืนทั้งในประเทศไทยและ
ต่ำงประเทศมำก่อน  

ลักษณะสำยพันธุ์เชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุลม็อคคำร่ำ โดยใช้เทคนิค rep-PCR ด้วย
ไพรเมอร์ 2 ชุด ได้แก่ BOXA1R และ ERIC1R กับ ERIC2 ผลกำรจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของเชื้อ 
พบว่ำที่ค่ำ similarity coefficient เท่ำกับ 0.8  ไพรเมอร์ทั้งสองชุดจัดกลุ่มเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จำกกล้วยไม้อยู่
ในกลุ่มเดียวกันกับ P. ananatis โดยแยกเชื้อ E. chrysanthemi อยู่คนละกลุ่ม เชื้อแบคทีเรียมีควำมแตกต่ำงทำง
พันธุกรรมน้อยและไม่มีควำมสัมพันธ์กันกับแหล่งที่มำของเชื้อ กำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 16S 
rDNA gene ของเชื้อสำเหตุกับฐำนข้อมูล GenBank พบว่ำเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบจุดของกล้วยไม้สกุล       
ม็อคคำร่ำใกล้เคียงกับเชื้อ P. ananatis อยำงไรก็ตำม กำรทดสอบพืชอำศัยของเชื้อและทดลองเปรียบเทียบกับ
เชื้อที่เป็น type strain จำก culture collection ที่ไดรับกำรยอมรับจะท ำให้ผลกำรจ ำแนกเชื้อเป็นที่ยอมรับและ
ชัดเจนมำกข้ึน 

 
10. การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ใช้เป็นข้อมูลอ้ำงอิงแก่นักวิชำกำรในกำรท ำวิจัยและแนะน ำเกษตรกรในกำรป้องกันก ำจัด รวมถึงเป็น
ข้อมูลส ำหรับในกำรจัดท ำข้อมูลศัตรูพืช (pest list)  



11. ค าขอบคุณ (ถ้ามี) 
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13. ภาคผนวก 
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Figure 1  Leaf spot of mokara orchid 
  a. Disease symptom begins as small yellow water soaked spots, later the spots      
      expanded and turned brown with yellow haloes 
  b. Symptom on flowers  
  c. Yellow mucoid colonies on Potato semi synthetic agar 
  d. Pathogenicity test on mokara orchid leaf 
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Figure 2   Repetitive sequence-based polymerase chain reaction (rep-PCR) fingerprints obtained   
from mokara strains with (a) BOX primer and (b) ERIC primers; Lane M, 1 Kb DNA 
Ladder.  



 

Figure 3  Dendrogram among mokara orchids strains applying the Dice coefficient of similarity 
    and the UPGMA method using the NTSYS-Pc software. 



 

Figure 4   Maximum-likelihood tree based on partial 16S rDNA gene sequences showing the  
relationships of mokara orchid strains (M2229 M2551 and M2615) and type strains of 
species. Bootstrap values based on 1000 replicates are shown at branch nodes.  

 

 



Table 1  Bacterial strains used in this study and their pathogenicity for mokara orchids 

Strain Host Location Pathogenicity test 

mokara strains    
M2228 Mokara Nakhon Pathom + 
M2229 Mokara Nakhon Pathom + 
M2230 Mokara Nakhon Pathom + 
M2232 Mokara Nakhon Pathom + 
M2245 Mokara Nakhon Pathom + 
M2247 Mokara Nakhon Pathom + 
M2254 Mokara Nakhon Pathom + 
M2258 Mokara Nakhon Pathom + 
M2355 Mokara Nakhon Pathom + 
M2365 Mokara Nakhon Pathom + 
M2368 Mokara Nakhon Pathom + 
M2369 Mokara Nakhon Pathom + 
M2370 Mokara Nakhon Pathom + 
M2374 Mokara Nakhon Pathom + 
M2383 Mokara Nakhon Pathom + 
M2441 Mokara Nakhon Pathom + 
M2549 Mokara Samut Sakhon + 
M2550 Mokara Samut Sakhon + 
M2551 Mokara Samut Sakhon + 
M2552 Mokara Samut Sakhon + 
M2553 Mokara Nakhon Pathom + 
M2556 Mokara Nakhon Pathom + 
M2557 Mokara Nakhon Pathom + 
M2559 Mokara Nakhon Pathom + 
M2560 Mokara Nakhon Pathom + 
M15 Mokara Nakhon Pathom + 
M2615 Mokara Ratchaburi + 
M2616 Mokara Ratchaburi + 
M2617 Mokara Ratchaburi + 
M2618 Mokara Ratchaburi + 

P. ananatis            P708 Pineapple Prachuap Khiri Khan nd 
E. chrysanthemi     E2398 Dendrobium Nakhon Pathom nd 

   nd means not determine; + means positive; - means negative 

 



Table 2  Comparison of physiological and biochemical characteristics of bacterial strains isolated from mokara orchids 

Character M2228 M2229 M2230 M2232 M2245 M2247 M2254 M2258 M2355 M2365 M2368 M2369 
Gram reaction - - - - - - - - - - - - 
O/F test F F F F F F F F F F F F 
Motility test + + + + + + + + + + + + 
Growth on 10% NaCl + + + + + + + + + + + + 
Oxidase test - - - - - - - - - - - - 
Catalase test + + + + + + + + + + + + 
Indole production + + + + + + + + + + + + 
Esculin hydrolysis + + + + + + + + + + + + 
Gelatin hydrolysis + + + + + + + + + + + + 
Citrate utilization + + + + + + + + + + + + 
Nitrate reduction - - - - - - - - - - - - 
Arginine dihydrolase test - - - - - - - - - - - - 
H2S production - - - - - - - - - - - - 
Starch hydrolysis - - - - - - - - - - - - 
Acid production from:             

Cellobiose + + + + + + + + + + + + 
Dulcitol - - - - - - - - - - - - 
Glycerol + + + + + + + + + + + + 
Lactose + + + + + + + + + + + + 
D-Mannitol + + + + + + + + + + + + 
D-Sorbitol - - - - - - - - - - - - 



Table 2  Continued 

Character M2370 M2374 M2383 M2441 M2549 M2550 M2551 M2552 M2553 M2556 M2557 M2559 
Gram reaction - - - - - - - - - - - - 
O/F test F F F F F F F F F F F F 
Motility test + + + + + + + + + + + + 
Growth on 10% NaCl + + + + + + + + + + + + 
Oxidase test - - - - - - - - - - - - 
Catalase test + + + + + + + + + + + + 
Indole production + + + + + + + + + + + + 
Esculin hydrolysis + + + + + + + + + + + + 
Gelatin hydrolysis + + + + + + + + + + + + 
Citrate utilization + + + + + + + + + + + + 
Nitrate reduction - - - - - - - - - - - - 
Arginine dihydrolase test - - - - - - - - - - - - 
H2S production - - - - - - - - - - - - 
Starch hydrolysis - - - - - - - - - - - - 
Acid production from:             

Cellobiose + + + + + + + + + + + + 
Dulcitol - - - - - - - - - - - - 
Glycerol + + + + + + + + + + + + 
Lactose + + + + + + + + + + + + 
D-Mannitol + + + + + + + + + + + + 
D-Sorbitol - - - - - - - - - - - - 

 



Table 2  Continued 

Character M2560 M15 M2615 M2616 M2617 M2618 P708 E2398 PAG1 PAN1 PSI1 PSS1 

Gram reaction - - - - - - - - - - - - 
O/F test F F F F F F F F F F F F 
Motility test + + + + + + + + + + + - 
Growth on 10% NaCl + + + + + + + + nd nd nd nd 
Oxidase test - - - - - - - - - - - - 
Catalase test + + + + + + + + nd nd nd nd 
Indole production + + + + + + + + - + + - 
Esculin hydrolysis + + + + + + + + + + + - 
Gelatin hydrolysis + + + + + + + + + + - - 
Citrate utilization + + + + + + + + + + + - 
Nitrate reduction - - - - - - - + + + - - 
Arginine dihydrolase test - - - - - - - - - - - - 
H2S production - - - - - - - - nd nd nd nd 
Starch hydrolysis - - - - - - - - nd nd nd nd 
Acid production from:             

Cellobiose + + + + + + + + + + + - 
Dulcitol - - - - - - - - - - - - 
Glycerol + + + + + + + + + + + - 
Lactose + + + + + + + - + + + - 
D-Mannitol + + + + + + + + + + + + 
D-Sorbitol - - - - - - - - - + - - 

1/ Data from Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology Second Edition Volume Three (Logan and De Vos, 2009) and Mergaert et al. (1993), “nd” means no 
data, “+” means positive, “-” means negative, F: facultative anaerobe, PAG: P. agglomerans, PAN: P. ananatis, PSI: P. stewartii subsp. Indologenes, PSS: P. 
stewartii subsp. stewartii 



Table 3  Strains used in Maximum-likelihood tree   

Strain Source Location Accession no. 

Pantoea stewartii subsp. indologenes CIP104006 T Fox millet India NR104928 

P. stewartii subsp. stewartii ATCC8199 T Maize USA NR044800 

P. ananatis NCPPB1846 T Pineapple Brazil NR026045 

P. ananatis SUPP1791 Netted melon Japan AB297969 

P. allii BD390 T Onion seed South Africa NR115258 

P. agglomerans DSM3493 T Human Zimbabwe NR041978 

Erwinia cypripedii ATCC29267T (Pectobacterium cypripedii) Orchid USA U80201 

E. chrysanthemi DSM4610 T Chrysanthemum USA NR041972 

Acidovorax cattleyae ICMP2826 T (A. avenae subsp. cattleyae) Orchid USA AF137504 

Burkholderia gladioli CIP105410 T Gladiolus USA NR044378 

 


