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เปรียบเทียบเช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum จ  านวน 9 ไอโซเลทท่ีแยกไดจ้ากไพล 

(Zingiber montanum) จากการทดสอบไบโอวาร์ การตอบสนองอยา่งเฉียบพลนัในยาสูบ และการ
ท าใหเ้กิดโรคกบัพืชอาศยั 5 ชนิด ผลการจดัจ าแนกตามวธีิของ Hayward พบวา่เช้ือ 7 ไอโซเลทอยูใ่น  
ไบโอวาร์ 3 และ 2 ไอโซเลท อยูใ่นไบโอวาร์ 4 โดยเช้ือทุกไอโซเลทท าใหเ้กิดการตอบสนอง   
อยา่งเฉียบพลนัในยาสูบท่ี 36-48 ชัว่โมง เม่ือจดัจ าแนก race ตามพืชอาศยั พบวา่เช้ือทุกไอโซเลท
จดัอยูใ่น race 4 น าเช้ือ 9 ไอโซเลทมาจ าแนกดว้ยเทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ 759 และ 760 โดย
การตรวจแถบดีเอน็เอ ท่ีมีขนาด 281 bp ของเช้ือ R. solanacearum นอกจากน้ีไดใ้ชไ้พรเมอร์ 2 ชุด 
คือ 21F-21R และ AKIF-AKIR ท่ีใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 125 bp และ 165 bp กบัเช้ือ R. solanacearum 
race 4 เม่ือใชไ้พรเมอร์ 21F-21R พบวา่ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอจากเช้ือท่ีแยกจากไพลทุกไอโซเลท 
และจากพืชชนิดอ่ืน ไดแ้ก่ ขิง, กระชาย, มะเขือเทศ และพริก ในขณะท่ีไพรเมอร์ AKIF-AKIR พบ
แถบดีเอน็เอขนาด 165 bp จากเช้ือท่ีแยกไดจ้ากไพลจ านวน 3 ไอโซเลท คือ C5/1, C9/1 และC13/1 
และไอโซเลทเช้ือจากขิง และกระชาย น าดีเอน็เอขนาด 165 bp ท่ีสังเคราะห์ไดม้าหาล าดบันิวคลีโอไทด ์
และเปรียบเทียบล าดบัความเหมือนกนัพบวา่เช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทมีความเหมือนกนั 100 เปอร์เซ็นต์  

การศึกษาความสามารถของเช้ือ R. solanacearum จากไพลในการก่อใหเ้กิดโรคกบัพืช
เศรษฐกิจจ านวน 8 ชนิด โดยท าการทดสอบในโรงเรือนโดยการปลูกเช้ือดว้ยวธีิการท าแผลท่ีราก 
พบวา่เช้ือทุกไอโซเลทมีความรุนแรงมากกบัขิง (Zingiber officinale) เช้ือส่วนมากท าใหเ้กิดโรคกบั
กระชาย (Boesenbergia pandurata) ยกเวน้ C6/1 และ C11/1 เช้ือ 3 ไอโซเลท คือ C7/1, C8/2 และ 
C13/1 มีความรุนแรงเล็กนอ้ยในการท าใหเ้กิดโรคกบัข่า (Alpinia galanga) ส่วนในขมิ้น              
(Curcuma domestica), มะเขือเทศ (Lycopersicon esculentum), พริก (Capsicum annuum), ถัว่ลิสง 
(Arachis hypogaea) และ ยางพารา (Hevea brasiliensis) พืชไม่แสดงอาการโรค 
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Nine isolates of Ralstonia solanacearum from cassumunar (Zingiber montanum) were compared 
with respect to result of biovar test, hypersensitivity in tobacco and pathogenicity to five host plants. Based 
on Hayward’s classification scheme, 7 isolates were placed in biovar 3 and 2 in biovar 4.  All isolates 
caused a typical hypersensitivity in tobacco leaves 36-48 h. Based on host range, all isolates were placed in 
race 4. The nine isolates were further identified by polymerase chain reaction (PCR) technique using 
primer 759 and 760 to amplify a unique DNA fragment of 281 bp from R. solanacearum. Furthermore, 
two PCR primer sets (21F-21R and AKIF-AKIR) were used to amplify a unique DNA fragment of 125 
and 165 bp from R. solanacearum race 4. The 21F-21R did not amplify the bands from genomic DNA of 
R. solanacearum from cassumunar and the other isolates from ginger, boesenbergia, tomato and chili. 
Whereas, the AKIF-AKIR primer set amplified a single band (165 bp) from genomic DNA obtained from 
three isolated of cassumunar (C5/1, C9/1 and C13/1) and the other isolates from ginger and boesenbergia. 
These 165 bp fragments from 3 isolates of cassumunar, ginger isolates and boesenbergia isolates were 
sequenced and determined their similarity. It was found that the five isolates showed 100% homology with 
each other. 

The pathogenicity of R. solanacearum isolated from cassumunar was evaluated on eight species 
of economic plants. The plants were grown in the greenhouse and inoculated by root-injury technique. The 
results showed that all isolates were highly virulent on edible ginger (Zingiber officinale). Most isolates 
were pathogenic to boesenbergia (Boesenbergia pandurata), but C6/1 and C11/1 were not. Three isolates, 
C7/1, C8/2 and C13/1 were slightly virulent on galangal (Alpinia galanga). In turmeric  (Curcuma 
domestica), tomato (Lycopersicon esculentum), chili (Capsicum annuum), groundnut (Arachis hypogaea) 
and para rubber (Hevea brasiliensis) no systemic symptoms appeared. 
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Ralstonia solanacearum จากไพลและพืชชนิดอ่ืนท่ีใชใ้นการทดลองเปรียบเทียบ 
3 การจ าแนก Race ของเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล โดยการทดสอบการ

เกิดโรคบนพืชทดสอบ        
4 การจ าแนกไบโอวาร์ของไอโซเลทเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 
5 ระดบัการเกิดโรคของขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ

ยางพารา ต่อเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือ 
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6 ความรุนแรงของเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือ
เปรียบเทียบจากขิง(RS21), กระชาย(RS40), พริก(RS1/3), และมะเขือเทศ(T160) 
ในการท าใหเ้กิดโรคกบั ขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง 
และยางพารา หลงัปลูกเช้ือ 28 วนั 

7 เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคของขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง 
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เปรียบเทียบจากขิง(RS21), กระชาย(RS40), พริก(RS1/3) และมะเขือเทศ(T160) 
หลงัปลูกเช้ือ 28 วนั 
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โรคเห่ียวของไพลท่ีเกิดจากเช้ือ Ralstonia solanacearum 
ลกัษณะการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั (Hypersensitive reaction) 
บนใบยาสูบ (Nicotiana tabacum) 
การทดสอบไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum 
แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 759 – 760 กบั  
ดีเอน็เอของเช้ือ Ralstonia solanacearum โดยใชดี้เอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder 
เป็นตวัเปรียบเทียบ 
แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ AKIF – AKIR  
กบัดีเอน็เอของเช้ือ Ralstonia solanacearum โดยใชดี้เอน็เอมาตรฐาน 
100 bp ladder เป็นตวัเปรียบเทียบ 
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การจ าแนกและการทดสอบโรคทีเ่กดิจากเช้ือ Ralstonia solanacearum ทีแ่ยกจากไพล 
 

Identification and Pathogenicity Test of Ralstonia solanacearum  

Isolated from Cassumunar (Zingiber montanum) 
 

ค าน า 
 

 ไพล (Zingiber montanum) เป็นพืชชนิดหน่ึงท่ีอยูใ่นวงศขิ์ง (Zingiberaceae) ซ่ึงเป็น       
พืชพื้นเมืองของอินเดีย แต่ในปัจจุบนัไดมี้การปลูกอยา่งแพร่หลายในเอเชียเขตร้อน และไดน้ ามาใช้
เป็นเคร่ืองเทศส าหรับปรุงอาหารและใชเ้ป็นยา (Guzman and Siemonsma, 1999) นอกจากน้ีไดมี้
การศึกษาท่ีส าคญัคือ สารสกดัจากแง่งและน ้ามนัจากไพล มีฤทธ์ิตา้นการอกัเสบ ป้องกนัอาการแพ ้
และพบสารตา้นอนุมูลอิสระ โดยมีการใชก้บัโรคหอบหืด, อาการปวดกลา้มเน้ือและขอ้ 
(Jeenapongsa et al. 2003 ; Tewtrakul and Subhadhirasakul, 2007) จึงไดน้ ามาใชใ้นอุตสาหกรรม  
การผลิตยาตั้งแต่ปี 1975 (Wasuwat et al. 1986) ท าใหมี้ความตอ้งการวตัถุดิบท่ีมีคุณภาพเพิ่มข้ึน
ส าหรับใชใ้นอุตสาหกรรมการผลิตยา 
  ในปัจจุบนัปัญหาหน่ึงของการเพาะปลูกไพล รวมถึงพืชอ่ืนในวงศ ์Zingiberaceae คือ
ปัญหาของโรคเห่ียวซ่ึงสร้างความเสียหายต่อผลผลิตท าใหผ้ลผลิตท่ีไดไ้ม่มีคุณภาพมีสาเหตุจาก  
เช้ือแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum ซ่ึงเป็นเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคของพืชท่ีมีความส าคญั    
ทางเศรษฐกิจหลายชนิด เช่น มนัฝร่ัง มะเขือเทศ ยาสูบ พริก และปทุมมา เป็นตน้ ปัจจยัส าคญัท่ีมีผล
ต่อการแพร่ระบาดของโรค ไดแ้ก่ การท่ีมีเช้ือติดไปกบัหวัพนัธ์ุหรือส่วนขยายพนัธ์ุของพืชและดิน 
เน่ืองจากเช้ือน้ีเป็นเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคสามารถพกัตวัอยูใ่นดินไดน้านหลายปี  และมีพืชอาศยั
หลายชนิด จึงท าใหย้ากแก่การป้องกนัก าจดั 

โรคเห่ียวของพืชวงศขิ์งเกิดจากเช้ือ R. solanacearum ท่ีมีรายงานการศึกษาไดแ้ก่ โรคเห่ียว
ของขิง โดยเช้ือ R. solanacearum ท่ีรายงานไวจ้ดัอยูใ่น race 4 ไบโอวาร์ 3 และ 4 ในปัจจุบนัไดมี้
การพบโรคเห่ียวจากแบคทีเรีย R. solanacearum กบัพืชใหม่เพิ่มข้ึนอีกมากมาย การทดลองน้ีจึง
ศึกษาลกัษณะของเช้ือ R. solanacearum จากไพลซ่ึงเป็นพืชวงศขิ์งชนิดหน่ึงโดยพบการแพร่ระบาด
ในพื้นท่ีปลูกไพล แต่ยงัไม่มีการรายงานการศึกษาลกัษณะของเช้ือ และไดท้  าการทดสอบ
ความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคกบัพืชชนิดต่างๆ ในวงศขิ์งและพืชเศรษฐกิจอ่ืนๆ เพื่อประโยชน์
ในการจดัการโรคต่อไป  
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วตัถุประสงค์ 

 
1. เพื่อจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum ท่ีเป็นสาเหตุโรคเห่ียวของไพล 

 
2. ศึกษาความสามารถของเช้ือ R. solanacearum จากไพลในการก่อใหเ้กิดโรค กบัพืช 

ชนิดต่างๆ ในวงศขิ์ง และพืชเศรษฐกิจชนิดอ่ืนๆ  
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การตรวจเอกสาร 

 
1. แบคทเีรีย Ralstonia solanacearum สาเหตุโรคเห่ียว 
   

Kingdom :   Bacteria 
          Phylum :   Proteobacteria 
                    Class :   Beta protebacteria 
                              Order :   Burkholderiales 
                                        Family :  Ralstoniaceae 

               Genus :   Ralstonia 
                         Species : solanacearum 
 
 เช้ือ R. solanacearum เป็นแบคทีเรียแกรมลบ (Gram negative) รูปร่างเป็นท่อนสั้นๆ 
ค่อนขา้งยาว (rod shape) หวัทา้ยมนขนาดแตกต่างกนัไปตามชนิดของอาหารและสภาพแวดลอ้ม   
ในการเจริญเติบโต ขนาดประมาณ 0.5-0.6 × 0.8-1.2 ตอ้งการออกซิเจน (Smith, 1914)  
ไม่สร้างสปอร์และ capsule เคล่ือนท่ีโดย 1-4 polar flagella หรือ peritrichous flagellum หรือพบวา่
ไม่เคล่ือนท่ีโดยไม่มี flagella ซ่ึงพบวา่ข้ึนอยูก่บัระยะการเป็น parasitic phase หรือ saprophytic 
(วชิยั, 2549) เป็นเช้ือท่ีอาศยัอยูใ่นดิน (soil borne) เจริญไดดี้ท่ี pH 6.8 ในช่วงอุณหภูมิ 27-34 องศา
เซลเซียส สามารถเจริญไดบ้นอาหารท่ีมี 2,3,5- triphenyl tetrazolium chloride (TZC) โดยโคโลนี
ของเช้ือสายพนัธ์ุรุนแรงจะค่อนขา้งกลม ขอบไม่เรียบ โคโลนีขาวขุ่นมีจุดสีชมพตูรงกลาง   
ส่วนสายพนัธ์ุท่ีไม่รุนแรงโคโลนีจะมีรูปร่างกลมขอบเรียบคลา้ยเนยเหลว โคโลนีสีแดงเขม้เกือบทั้ง
โคโลนี (Kelman, 1954) 
 

เช้ือ R. solanacearum เดิมช่ือ Pseudomonas solanacearum E.F. Smith (Smith, 1896) 
ต่อมาในปี 1992 Yabuuchi et al. ไดจ้ดัเช้ืออยูใ่นสกุลใหม่คือ Burkholderia ต่อมาในปี 1995 
Yabuuchi et al. ไดเ้สนอให้ B. solanacearum อยูใ่นสกุลใหม่คือ Ralstonia หลงัจากศึกษาลกัษณะ
ของฟีโนไทป์ การวเิคราะห์องคป์ระกอบของไขมนัและกรดไขมนั การศึกษา phylogenetic analysis 
ของล าดบัเบสยนี 16S rDNA และ การใชเ้ทคนิคนิวคลีอิคแอซิด ไฮบริไดเซชนัของสายดีเอน็เอของ
โครโมโซม แลว้เปล่ียนช่ือใหม่เป็น Ralstonia solanacearum เน่ืองจากเช้ือ R. solanacearum เป็น
เช้ือท่ีมีความหลากหลายทั้งลกัษณะทางฟีโนไทป์และจีโนไทป์ (Genotype) จึงสามารถจดัจ าแนกได้
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เป็น race และไบโอวาร์ โดยสามารถจดัจ าแนกเช้ือเป็น 5 races ตามการเขา้ท าลายชนิดของพืชอาศยั 
(Buddenhagen et al., 1962; He et al., 1983) ดงัน้ี 

 
race 1  ท าลายพืชในวงศ ์Solanaceae วชัพืช และกลว้ย (diploid bananas) 
race 2  ท าลายพืชวงศ์  Musaceae (triploid banana) และเฮลิโคเนีย 
race 3  ท าลายมนัฝร่ังและมะเขือเทศแต่ไม่ก่อใหเ้กิดโรครุนแรงกบัพืชในวงศ์  Solanaceae 

ชนิดอ่ืน 
race 4  ท าลายพืชในวงศ์  Zingiberaceae 
race 5  ท าลายหม่อน (mulberry) 
 

และจดัจ าแนกเช้ือเป็น 5 ไบโอวาร์ ตามความสามารถในการใชน้ ้าตาลไดแซคคาไรด์ และ 
น ้าตาลเฮกโซสแอลกอฮอล์ (Hayward, 1994) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
 
ตารางที่ 1 การจดัจ าแนกไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum  
 

Utilization of 
Biovars 

1 2 3 4 5 
Mannitol - - + + + 
Sorbitol - - + + - 
Dulcitol - - + + - 
Lactose - + + - + 
Maltose - + + - + 

Cellobiose - + + - + 
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ส าหรับเช้ือ R. solanacearum ท่ีมีรายงานในประเทศไทยโดยสถาบนัพืชสวน(2539) อยูใ่น 
race 1 ไบโอวาร์ 3 และ 4  
 

เช้ือ R. solanacearum เป็นแบคทีเรียท่ีอาศยัอยูใ่นดิน (soil borne) และเขา้ท าลายพืชทาง 
บาดแผลซ่ึงอาจเกิดจากการเขตกรรมหรือช่องเปิดธรรมชาติ  เช่น ช่วงท่ีพืชงอกรากใหม่ หลงัจากเช้ือ 
เขา้ไปในตน้พืชแลว้จะทวจี  านวนข้ึนในท่อน ้าท่ออาหารและแพร่ไปตามส่วนต่างๆ  ของพืชไดอ้ยา่ง 
รวดเร็ว ในพืชท่ีอ่อนแอต่อเช้ือจะแสดงอาการเห่ียวภายใน 4 วนั เช้ือแบคทีเรียจะเร่ิมออกมาสู่ดิน 
หลงัจากพืชเร่ิมแสดงอาการแลว้และสามารถเขา้ท าลายพืชตน้ขา้งเคียงไดใ้หม่ การแพร่ระบาดของ 
โรคน้ีไปไดไ้ม่ไกล นอกจากจะมีการใหน้ ้าแบบไหลตามร่องหรือสภาพท่ีฝนตกหนกัจนมีน ้าไหลไป  
ตามท่ีต่างๆ (ประสาทพร, 2527) นอกจากน้ีปัจจยัอ่ืนท่ีมีผลต่อการแพร่ระบาดของเช้ือ  ไดแ้ก่  
การเคล่ือนยา้ยเมล็ดหรือส่วนขยายพนัธ์ุ แมลงพาหะ ไส้เดือนฝอย เป็นตน้ เช้ือ R. solanacearum  
อยูข่า้มฤดูในดินไดเ้ป็นเวลานานถึง 4 ปี โดยปราศจากพืชอาศยัในสภาพ saprophyte เม่ือมีพืชอาศยั
ท่ีเหมาะสมสามารถปรับตวัเขา้ท าลายพืชต่อไป (McCarter, 1976) โดยเช้ือมีชีวติอยูร่อดขา้มฤดูได้
ในบริเวณรากพืช (rhizosphere) ของวชัพืช (Hayward, 1991) รายงานของวนิดาและคณะ (2534) 
พบวา่เช้ือมีชีวติอยูร่อดในดินเหนียวท่ีมีสภาพความเป็นกรด-ด่าง 6.9 ไดน้าน 12 สัปดาห์ ส่วนใน 
ดินร่วนเหนียวสภาพดินเป็นด่าง เช้ืออยูใ่นดินไดน้าน 10 สัปดาห์ แต่ในดินร่วนเหนียวปนทรายมี
อินทรียว์ตัถุสูงและความเป็นกรด-ด่างปานกลาง เช้ืออยูไ่ดน้าน 8 สัปดาห์ และพบวา่เช้ืออยูไ่ดใ้น
ระดบัลึก 30 เซนติเมตร ปริมาณของเช้ือนอ้ยลงในระดบั 60 ถึง 75 เซนติเมตร ส่วนในระดบั  
15 เซนติเมตร ไม่พบเช้ือเน่ืองจากความแหง้ของดินเช่นเดียวกบั  Moffett et al. (1983) ซ่ึงพบวา่ใน
สภาพดินท่ีแหง้แลง้ปริมาณประชากรของเช้ือไบโอวาร์ 2 และ 3 ลดลง 
 
 เช้ือ R. solanacearum เป็นเช้ือสาเหตุโรคเห่ียว (bacterial wilt) ท่ีระบาดท าความเสียหาย 
กบัพืชเศรษฐกิจท่ีส าคญัหลายชนิดในเขตร้อน เขตก่ึงร้อน และเขตอบอุ่น ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั    
ซ่ึงเช้ือน้ีมีพืชอาศยัมากกวา่ 200 สปีชีส์ มีทั้งพืชผกั เช่น แครอท พริก ถัว่ต่างๆ พืชหวั เช่น มนัฝร่ัง  
ไมด้อกไมป้ระดบั เช่น พิททุเนีย ทานตะวนั ดาวเรือง ไมผ้ล เช่น แตงโม กลว้ย ไมย้นืตน้ 
พืชสมุนไพร เช่น ขิง กระชาย ไพล ขมิ้น ข่า และวชัพืชบางชนิด (Hayward, 1994) โดยพืชท่ีเช้ือ
เจริญไดดี้อยูใ่นวงศ์ Solanaceae และรองลงมาคือ Leguminoceae (Hayward, 1991) ส าหรับลกัษณะ
อาการท่ีพบโดยทัว่ไปคือ ในระยะแรกพืชจะเกิดอาการเห่ียวในช่วงกลางวนัท่ีมีอากาศร้อน           
ใบล่างเห่ียวหอ้ยลง หลงัจากนั้นพืชจะแสดงอาการเห่ียวทั้งตน้ ใบมว้นงอลงทั้งท่ีตน้ยงัเขียวอยู ่   
การพฒันาของโรคจะเร็วมาก พืชจะเห่ียวทั้งตน้และตายอยา่งรวดเร็วในเวลา 2-3 วนั 
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2. โรคเหี่ยวของไพลและพชืวงศ์ขิง 
 

 โรคเห่ียวของไพล เป็นโรคท่ีจดัวา่เป็นปัญหาท่ีส าคญัของการปลูกไพลในปัจจุบนั ซ่ึงไดมี้
การปลูกอยา่งแพร่หลายในเอเชียเขตร้อน ซ่ึงในประเทศไทยไดมี้การพฒันาอุตสาหกรรมผลิตภณัฑ์
สมุนไพร เพื่อศึกษาการใชป้ระโยชน์จากไพลอยา่งครบวงจร (สถาบนัวจิยัวทิยาศาสตร์และ
เทคโนโลยแีห่งประเทศไทย, 2552) โรคเห่ียวท่ีเกิดกบัพืชวงศขิ์งบางชนิด เช่น ขิง พืชมีอาการ      
ในระยะเร่ิมแรกหลงัจากถูกเช้ือเขา้ท าลาย ใบแก่ท่ีอยูต่อนล่างๆ จะเห่ียว ตกลู่ลง ต่อมาจะมว้นเป็น
หลอดและเหลือง อาการจะค่อยๆ ลามจากล่างสูงข้ึนไปยงัส่วนบน ในท่ีสุดใบจะมว้นและเหลือง
แหง้ทั้งตน้ บริเวณโคนตน้และหน่อท่ีแตกออกมาใหม่จะมีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า ซ่ึงต่อมาจะเน่าเป่ือยหกั
หลุดออกมาจากแง่งโดยง่าย แต่จะไม่มีกล่ินเหม็น เม่ือตรวจดูท่ีล าตน้จะพบวา่ส่วนท่ีเป็นท่อน ้า    
ท่ออาหาร จะถูกท าลายเป็นสีคล ้าหรือน ้าตาลเขม้ และมีเมือกของแบคทีเรียเป็นของเหลวสีขาวขน้
คลา้ยน ้านมซึมออกมาตรงรอยแผลหรือรอยตดัของตน้หรือแง่งขิงท่ีเป็นโรค ส าหรับแง่งจากตน้ท่ี
เพิ่งแสดงอาการโรคในระยะแรก หากน าข้ึนมาผา่ออกดู จะพบรอยช ้าฉ ่าน ้าเป็นป้ืนๆ โดยเฉพาะแง่ง
ท่ียงัอ่อน ต่อมาอาการจะทวคีวามรุนแรงท าใหเ้น้ือเยือ่เป่ือยยุย่และสีคล ้าข้ึน อาการเหล่าน้ีจะเป็นไป
อยา่งรวดเร็ว โดยเฉพาะในสภาพท่ีอากาศช้ืนและร้อน ตั้งแต่เร่ิมแสดงอาการจนท าใหต้น้หกัพบัตาย 
จะใชเ้วลา 5-7 วนั เป็นอยา่งชา้ (วโิรจน์ และคณะ, ม.ป.ป.) นอกจากขิงแลว้เช้ือแบคทีเรีย                
R. solanacearum ยงัสามารถเขา้ท าลายพืชตระกลูขิงชนิดอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ข่า และไพล                   
(สมศิริ และชลิดา, 2552)  
 

ศศิธร (2525) ไดท้  าการปลูกเช้ือ R. solanacearum ท่ีแยกไดจ้ากขิงท่ีเป็นโรคเห่ียวหรือ   
แง่งเน่า โดยใชก้ารท าแผลท่ีราก แลว้ราดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือลงดินบริเวณโคนตน้พืช พบวา่มีพืช    
9 ชนิดท่ีแสดงอาการเห่ียวและตาย 100 เปอร์เซ็นต์ ภายใน 2 สัปดาห์ ไดแ้ก่ มะเขือเทศ มะเขือยาว   
มนัฝร่ัง พุทธรักษา ขิง ข่า กระชาย ไพล และขมิ้น ส่วนหอมหวัใหญ่แสดงอาการเห่ียวและแหง้ตาย 
55 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับยาสูบ ละหุ่ง และพริกข้ีหนู ไม่แสดงอาการผดิปกติ แต่มีเน้ือเยือ่ในส่วนของ    
ท่อล าเลียงถูกท าลายบางส่วน ในงา ถัว่ลิสง พริกช้ีฟ้า ถัว่พุม่ ถัว่ฝักยาว กลว้ยน ้าวา้ กลว้ยหอม และ
ปักษาสวรรค ์ไม่แสดงอาการผดิปกติ และไม่พบเช้ือสาเหตุโรค 
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องัสนา (2533) ศึกษาการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสตแ์ละเซลลส์ าหรับศึกษาปฏิกิริยา
ตอบสนองเฉียบพลนัของสายพนัธ์ุขิงต่อเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียว โดยศึกษาปฏิกิริยา
ตอบสนองเฉียบพลนั ในขิงพนัธ์ุต่างๆ และ/หรือในพืชตระกลูเดียวกบัขิง เช่น กระทือ ไพล ไพลด า 
โดยแยกเช้ือสาเหตุโรคเห่ียวขิงจากแหล่งปลูกขิงในจงัหวดัเลย เพชรบูรณ์ ชุมพร เชียงใหม่ เชียงราย 
และกรุงเทพฯ และแยกเช้ือได ้24 สายพนัธ์ุ และจดัอยูใ่นไบโอไทป์ 3 จ  านวน 16 สายพนัธ์ุ และ   
ไบโอไทป์ 4 จ  านวน 8 สายพนัธ์ุ และไดศึ้กษาปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนัในสภาพโรงเรือน   
โดยฉีดเช้ือ Pseudomonas solanacearum สายพนัธ์ุ PB-71 ชนิด virulent, avirulent, virulent            
ท่ีฆ่าดว้ยความร้อน, P. fluorescens, Xanthomonas campestris pv. oryzae และน ้ากลัน่ ระหวา่ง     
ใบของขิงสายพนัธ์ุต่างๆ ไพล กระทือ ไพลด า และยาสูบใหญ่ พบวา่ในยาสูบใบใหญ่สามารถ
เกิดปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนัไดก้บัเช้ือ P. solanacearum สายพนัธ์ุ PB-71 ชนิด avirulent 
ภายใน 18-20 ชัว่โมง และชนิด virulent ภายใน 24-30 ชัว่โมง และในขิงสายพนัธ์ุต่างๆ และไพล 
ไม่แสดงการเกิดปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนัของเน้ือเยือ่ท่ีใบกบัเช้ือทุกชนิด แต่จะแสดงอาการ
ของโรคท่ีเกิดจากเช้ือ P. solanacearum สายพนัธ์ุ PB-71 ชนิด virulent เท่านั้น ส่วนไพลด าและ
กระทือไม่แสดงอาการของโรคเลย 

 
ปิยรัตน์ (2541) ไดศึ้กษาเช้ือ R. solanacearum สาเหตุโรคเห่ียวของปทุมมา โดยสันนิษฐาน

วา่เช้ือท่ีเขา้ท าลายปทุมมานั้นมาจากขิง โดยน าเช้ือจากปทุมมาปลูกลงพืชชนิดต่างๆ ท าการปลูกเช้ือ
ดว้ยวธีิ leaf clipping พบวา่ ปทุมมา ขิง มะเขือเทศ มะเขือยาว พริก และดาวเรือง เกิดอาการเห่ียว 
ยาสูบ และถัว่ลิสงไม่แสดงอาการเห่ียวแต่พบเช้ือเจริญอยูใ่นล าตน้ ส่วนงาไม่พบโรค นอกจากน้ีได้
ศึกษาการเขา้ท าลายปทุมมาของเช้ือ R. solanacearum จากพืชอาศยัอ่ืนพบวา่มีเพียงเช้ือสายพนัธ์ุจาก
ขิงและงา ท่ีท าใหป้ทุมมาเกิดโรคเห่ียว เช้ือ R. solanacearumจากปทุมมาแสดงคุณสมบติัทางชีวเคมี
เหมือนเช้ือ R. solanacearum สายพนัธ์ุจากขิง มะเขือเทศ พริก และมนัฝร่ังโดยพบวา่เช้ือ  
R. solanacearum ปทุมมาทั้งหมด 16 ไอโซเลท อยูใ่น race 1 ไบโอวาร์ 4  
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ศุทธนา (2543) ไดศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเช้ือ R. solanacearum จ  านวน 
111 สายพนัธ์ุจากพืชชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ พริกช้ีฟ้า 3 สายพนัธ์ุ, พริกหวาน 11 สายพนัธ์ุ, พริกข้ีหนู 10 
สายพนัธ์ุ, พริกหยวก 1 สายพนัธ์ุ, มะเขือเทศ 26 สายพนัธ์ุ, มะเขือยาว 5 สายพนัธ์ุ, มะเขือเปราะ 2 
สายพนัธ์ุ, มะเขือพวง 1 สายพนัธ์ุ, ขิง 2 สายพนัธ์ุ, มนัฝร่ัง 12 สายพนัธ์ุ, งา 8 สายพนัธ์ุ, ปทุมมา 17 
สายพนัธ์ุ, กระชาย 1 สายพนัธ์ุ, ยาสูบ 1 สายพนัธ์ุ และถัว่ลิสง 1 สายพนัธ์ุ ดว้ยลายพิมพดี์เอน็เอโดย
ใชเ้ทคนิค rep-PCR และไพรเมอร์ท่ีเป็น repetitive sequences 3 ชนิดคือ BOX ERIC และREP      
ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอท่ีผลิตไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์ทั้ง 3 ชนิดแสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือ 
R. solanacearum มีความผนัแปรทางพนัธุกรรมสูง ท่ีค่า similarity มากกวา่ 0.40 ข้ึนไป และ เช้ือ 
ไบโอวาร์ 3 และ 4  จะจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัท่ีค่า similarity 0.80 โดยเช้ือสายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากขิงจะ
จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบัสายพนัธ์ุจากปทุมมา และแยกกลุ่มออกจากสายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากพืชอาศยั
ชนิดอ่ืน 

 
Thammakijjawat (2002) ไดน้ าลกัษณะในระดบัโมเลกุล และลกัษณะของ fingerprint ของ

เช้ือ R. solanacearum ในประเทศไทยและประเทศในทวปีเอเชีย มาใชใ้นการจดัจ าแนกร่วมกบั
การศึกษาลกัษณะทาง phenotype พบวา่ในการศึกษาลกัษณะทาง phenotype สายพนัธ์ุส่วนใหญ่ของ 
R. solanacearum จดัอยูใ่น race 1 ไบโอวาร์ 3 และ 4 ในส่วนของการศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม โดยใช ้PCR-RFLP พบวา่สามารถจดัแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ และแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่มยอ่ย 
โดยกลุ่ม 1 อยูใ่น ไบโอวาร์ 3 แบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มยอ่ยลงไปอีกคือ Ia ซ่ึงไดม้าจาก มนัฝร่ัง มะเขือเทศ 
พริกไทย ยาสูบ ดาวเรือง และถัว่ลิสง และ Ib ไดม้าจาก งา  กลุ่ม 2 ประกอบดว้ย ไบโอวาร์ 4 จากขิง 
และปทุมมา และ กลุ่ม 3 คือ ไบโอวาร์ 2 จากมนัฝร่ัง 

 
Villa et al. (2003) ไดน้ าเช้ือ R. solanacearum, Pseudomonas syzygii และ blood disease 

bacterium (BDB) จากประเทศต่างๆ ทดสอบดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้primer 759 และ 760 และ
สร้าง phylogenetic tree แบ่งเช้ือได ้3 กลุ่มคือ กลุ่ม 1 ประกอบดว้ยไบโอวาร์ 3, 4, 5 และ N2 จาก
ญ่ีปุ่น กลุ่ม 2 ประกอบดว้ยไบโอวาร์ 1, 2 และ N2 จากบราซิล และกลุ่ม 3 ประกอบดว้ยไบโอวาร์ 
N2 จากญ่ีปุ่นและฟิลิปปินส์ เช้ือ P. syzygii และ blood disease bacterium (BDB) เม่ือท าการตดัช้ิน 
ดีเอน็เอของเช้ือ R. solanacearum ดว้ยเอนไซม ์Nlall พบวา่ ไบโอวาร์ 3 และ 4 ในกลุ่ม 1 ดีเอน็เอ     
มีขนาด 116 และ 166 คู่เบส ไบโอวาร์ 1 และ 2 ในกลุ่ม 2 ไม่พบการตดัของเอนไซม ์และกลุ่ม 3     
ไบโอวาร์ N2 ดีเอน็เอมีขนาด 54 และ 228 คู่เบส ดงันั้นเอนไซม ์Nlall สามารถใชใ้นการจ าแนกเช้ือ    
R. solanacearum ในระดบัโมเลกุลได ้
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Yu et al. (2003) ไดท้  าการจดัหมวดหมู่และแยกความแตกต่างของเช้ือ R. solanacearum 
ดว้ยเทคนิค AFLP โดยการวเิคราะห์แรกไดค้ดัเลือกเช้ือ R. solanacearum 28 สายพนัธ์ุจากพืช         
5 ชนิด พบวา่เช้ือสายพนัธ์ุจากขิงแสดงค่าความแตกต่างท่ีสูงคือ 0.853 เม่ือเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของ
ความแตกต่างระหวา่งเช้ือสายพนัธ์ุจากเฮลิโคเนียและขิง พบวา่มีค่าเพียง 0.165 และค่าความ
แตกต่างสายพนัธ์ุจากขิงจะนอ้ยกวา่ สายพนัธ์ุเช้ือจากพืชอาศยัชนิดอ่ืน การวเิคราะห์ท่ีสองน า        
R. solanacearum 55 สายพนัธ์ุจากพื้นท่ีปลูกขิงท่ีต่างกนัมาท าการวเิคราะห์ พบวา่สายพนัธ์ุจากขิงมี
ความแตกต่างอยา่งชดัเจนกบัสายพนัธ์ุจากมะเขือเทศ นอกจากน้ีในกลุ่มสายพนัธ์ุจากขิงยงัมีความ
แตกต่างท่ีสูงดว้ย ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่พื้นท่ีปลูกเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีท าใหมี้ความแตกต่างกนั 
 
3. ลกัษณะทัว่ไปของไพลและพชืวงศ์ขิงทีใ่ช้ในการทดลอง 

 
Kingdom :   Plantae 
          Phylum :   Magnoliophyta 

                       Class :   Liliopsida 
                              Order :   Zingiberaceae 
 

ไพล มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Zingiber montanum (Koenig) Link ex Dietr. โดยมี 
Z. cassumunar Roxb. เป็นช่ือพอ้งช่ือสามญั คือ cassumunar ginger มีช่ือเรียกแตกต่างไปตาม
ทอ้งถ่ินต่างๆ เช่น banglai (อินโดนีเซีย) bangle (มาเลเซีย) หรือ bolai (ลาว) ส าหรับประเทศไทยมี
ช่ือเรียกแตกต่างไปตามแต่ละทอ้งถ่ิน เช่น ปูเลย (เหนือ) ไพล (ทัว่ไป) และวา่นไฟ (ภาคกลาง)    
ไพล เป็นพืชท่ีจดัอยูใ่นวงศขิ์ง (Zingiberaceae) เป็นพืชลงหวัมีเหงา้ใหญ่ เน้ือในสีเหลือง                 
มีกล่ินหอม ใบเรียวยาวปลายแหลมออกดอกรวมกนัเป็นช่ออยูบ่นกา้นช่อดอก ไพลเป็นพืชลม้ลุกสูง 
0.7 ถึง 1.5 เมตร มีเหงา้ใตดิ้น เปลือกสีน ้าตาลแกมเหลือง เน้ือในสีเหลืองถึงเหลืองแกมเขียว       
แทงหน่อหรือล าตน้เทียมข้ึนเป็นกอ ซ่ึงประกอบดว้ยกาบหรือโคนใบหุม้ซอ้นกนั ใบเด่ียว เรียงสลบั 
รูปขอบขนานแกมใบหอก กวา้ง 3.5 ถึง 5.5 เซนติเมตร ยาว 18 ถึง 35 เซนติเมตร ดอกช่อ แทงจาก
เหงา้ใตดิ้น กลีบดอกสีนวล ใบประดบัสีม่วง ผลเป็นผลแหง้รูปกลม เหงา้ไพลมีเปลือกนอกสีเหลือง
อ่อน เน้ือในเหงา้มีสีเหลืองเขม้ ถึงสีส้ม มีกล่ินหอมฉุนจ าเพาะ ล าตน้เทียมสูง 1.2 ถึง 1.8 เมตร      
ใบเด่ียว เรียงสลบั กาบใบ เกล้ียง หรือมีขนใกลข้อบใบ ล้ินใบแยกเป็นสองพู มีขนยาวประมาณ           
2 มิลลิเมตร ใบยาวเรียว ยาว 20 ถึง 35 เซนติเมตร กวา้ง 2 ถึง 4 เซนติเมตร ใตแ้ผน่ใบมีขนนุ่ม       
ช่อดอกรูปกระสวย หรือรูปทรงกระบอกถึงรูปไข่ ยาว 10 ถึง 16 เซนติเมตร กวา้ง 3 ถึง 3.5 
เซนติเมตร ปลายช่อดอกแหลม ช่อดอกแทงตั้งตรงจากพื้นดินกา้นช่อดอกยาว 20 ถึง 25 เซนติเมตร 
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ใบประดบั รูปไข่ ยาว 3 ถึง 3.5 เซนติเมตร มีขนสั้นนุ่ม สีน ้าตาลเขม้ถึงสีเขียว ใบประดบัยอ่ยยาว     
1 ถึง 1.5 เซนติเมตร กลีบเล้ียง ยาว ประมาณ 1.2 เซนติเมตร กลีบดอกยาวประมาณ 6 เซนติเมตร     
สีเหลืองซีด กลีบปากยาวประมาณ 6 เซนติเมตร สีเหลืองซีด กลีบกลางยาวประมาณ 2 เซนติเมตร 
กลีบกวา้ง ปลายแยกเป็น 2 พ ูกลีบดา้นขา้งรูปขอบขนาน ไพลมีจ านวนโครโมโซม 11 คู่  
(x=11 2n=22) (Guzman and Siemonsma, 1999; Triboun et al., 2005) 

 
นอกจากไพลแลว้ยงัมีพืชวงศขิ์งชนิดอ่ืนๆ ท่ีน ามาใชใ้นการทดลองน้ีไดแ้ก่ ขิง ข่า กระชาย 

และขมิ้น ซ่ึงมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 
ขิงมีถ่ินก าเนิดในเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ (พิทยา, 2529) ปัจจุบนัมีการปลูกแพร่หลายทั้งใน

เขตอบอุ่นและเขตร้อนของทวปีเอเชีย  ไดแ้ก่ อินเดีย จีน ศรีลงักา ไตห้วนั ญ่ีปุ่น อินโดนีเชีย และ 
ฟิลิปปินส์ ในส่วนของประเทศไทยขิงสามารถปลูกไดทุ้กภาคแต่แหล่งเพาะปลูกท่ีส าคญัอยูใ่นแถบ
ภาคเหนือเขตจงัหวดั เชียงราย เชียงใหม่ และเพชรบูรณ์ (นิรนาม, 2545) ขิง เป็นพืชลม้ลุก มีเหงา้อยู่
ใตดิ้น เปลือกนอกสีน ้าตาลแกมเหลือง เน้ือในสีนวลมีกล่ินหอมเฉพาะ แทงหน่อหรือล าตน้เทียมข้ึน
เป็นกอประกอบดว้ยกาบหรือโคนใบหุม้ซอ้นกนั ใบ เป็นชนิดใบเด่ียว ออกเรียงสลบักนัเป็น      
สองแถว ใบรูปหอกเกล้ียงๆ กวา้ง 1.5 ถึง 2 เซนติเมตร ยาว 12 ถึง 20 เซนติเมตร หลงัใบห่อจีบเป็น
รูปรางน าปลายใบสอบเรียวแหลม โคนใบสองแคบและจะเป็นกาบหุม้ล าตน้เทียม ตรงช่วงระหวา่ง
กาบกบัตวัใบจะหกัโคง้เป็นขอ้ศอก ดอก สีขาว ออกรวมกนัเป็นช่อรูปเห็ดหรือกระบองโบราณ  
แทงข้ึนมาจากเหงา้ ชูกา้นสูงข้ึนมา 15 ถึง 25 เซนติเมตร ทุกๆ ดอกท่ีกาบสีเขียวปนแดงรูปโคง้  
ห่อรองรับ กาบจะปิดแน่นเม่ือดอกยงัอ่อน และจะขยายอา้ใหเ้ห็นดอกในภายหลงั กลีบดอกและ
กลีบรองกลีบดอก มีอยา่งละ 3 กลีบ อุม้น ้า และหลุดร่วงไว โคนกลีบดอกมว้นห่อ ส่วนปลายกลีบ
ผายกวา้งออกเกสรผูมี้ 6 อนั ผล กลม แขง็ โต วดัผา่ศูนยก์ลางประมาณ 1 เซนติเมตร ขิงท่ีปลูกใน
ประเทศมีหลายพนัธ์ุ อาจแบ่งเป็น 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ ขิงใหญ่ (ขิงหยวกหรือขิงขาว) ขิงประเภทน้ี
มีแง่งใหญ่ ขอ้ห่าง เน้ือละเอียด มีเส้ียนนอ้ย ไม่เผด็มาก เน้ือมีสีเหลืองเร่ือๆ เหมาะจะท าขิงดองหรือ
ขิงบริโภคสด อีกประเภทไดแ้ก่ ขิงเล็กหรือขิงเมด็ แง่งเล็กสั้น ขอ้ถ่ี เน้ือมีเส้ียนนอ้ย รสค่อน ขา้งเผด็  
เน้ือมีสีน ้าเงินอมเขียว นิยมใชท้  าน ้ายาสมุนไพรหรือขิงแหง้ (ทวศีกัด์ิ, ม.ป.ป.) 
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ข่าเป็นไมล้ม้ลุกท่ีมีอายยุนืนานหลายปี ล าตน้ลงหวัอยูใ่ตดิ้น เหงา้มีสีน ้าตาลอมแสดมี    
เส้นแบ่งขอ้ช่วงสั้นๆ เน้ือในเหงา้มีสีขาวรสขมเผด็ร้อน  แต่ไม่เผด็เหมือนกบัขิง มกัมีกล่ินหอมฉุน       
ข่าเป็นพืชใบเด่ียว ใบยาวปลายใบมนขอบใบเรียบ กา้นใบยาวเป็นกาบหุม้ซอ้นกนั ดอกเป็นช่อ       
สีขาวนวล ผลกลมสีแดงส้มมีรสเผด็ร้อน ลกัษณะภายนอกของล าตน้มีขอ้ และปลอ้งเห็นไดช้ดัเจน 
อยูใ่ตดิ้น ส่วนท่ีเหนือดิน จะเป็นกา้นและใบ สูงประมาณ 1 ถึง 2 เมตร พืชชนิดน้ีจะเป็นท่ีรู้จกักนั 
เป็นอยา่งดี เพราะไดมี้การน ามาใชป้ระโยชน์ในการปรุงอาหารรับประทาน  (นิรนาม, ม.ป.ป.) 
  

กระชาย เป็นพืชลม้ลุก มีเหงา้หรือล าตน้อยูใ่ตดิ้น ซ่ึงมีลกัษณะเรียว ยาวอวบน ้า ตรงกลาง
เหงา้จะพองคลา้ยกระสวย ออกเกาะกลุ่มกนัเป็นกระจุก มีสีน ้าตาลหรือสีน ้าตาลแกมส้ม เน้ือขา้งใน
เป็นสีเหลืองมีกล่ินหอม ใบเป็นใบเด่ียวออกสลบักนั สีค่อนขา้งแดง ใบมีขนาดยาวรีรูปไข่ ปลายใบ
แหลมมีขนาดใหญ่สีเขียวอ่อน โคนใบเป็นกาบหุม้ซอ้นกนั ออกดอกเป็นช่อท่ียอด  ดอกมีสีขาวหรือ
สีขาวปนชมพ ูผลของกระชายเป็นผลแหง้ขยายพนัธ์ุโดยใชเ้หงา้ กระชายชอบดินร่วนปนทรายไม่
ชอบดินแฉะ ตอ้งการแค่ปริมาณน ้าฝนตามธรรมชาติ ฤดูท่ีเหมาะกบัการปลูกคือปลายฤดูแลง้ 
(นิรนาม, ม.ป.ป.) 

 
ขมิ้นเป็นพืชลม้ลุก สูง 0.7 ถึง 1.5 เมตร มีเหงา้ใตดิ้น เปลือกสีน ้าตาลแกมเหลือง เน้ือในสี

เหลืองถึงเหลืองแกมเขียว แทงหน่อหรือล าตน้เทียมข้ึนเป็นกอ  ซ่ึงประกอบดว้ยกาบหรือโคนใบหุม้
ซอ้นกนั ใบเด่ียว เรียงสลบั รูปขอบขนานแกมใบหอก กวา้ง 3.5 ถึง 5.5 เซนติเมตร ยาว 18 ถึง 35 
เซนติเมตร ดอกช่อ แทงจากเหงา้ใตดิ้น กลีบดอกสีนวล ใบประดบัสีม่วง ผลเป็นผลแหง้รูปกลม 
ขมิ้นเป็นพืชท่ีมีล าตน้ใตดิ้นเช่นเดียวกบัขิงและไพล โดยมากนกัจะเรียกส่วนท่ีเป็นล าตน้น้ีวา่เหงา้ 
ล าตน้ส่วนท่ีเหนือดินมีความสูง ประมาณ 1 เมตร ใบมีขนาดยาว 2 ถึง 3 ฟุต ปลายใบมน ใบมีสีเขียว 
ดอกมีสีขาวแกมเหลือง ขมิ้นมกัจะข้ึนรวมกนัอยูเ่ป็นกอๆ ส่วนเหงา้จะมีเน้ือ สีเหลืองจดั ถา้เจริญใน
ดินปนทรายจะใหเ้หงา้มากกวา่ปลูกในดินธรรมดา เจริญไดดี้ในฤดูฝน  ใน แต่ละปีประเทศต่างๆ 
ผลิตขมิ้นไดป้ระมาณ 160,000 ตนั ในจ านวนน้ีผลิตจากอินเดียและบงัคลาเทศถึง 90 เปอร์เซ็นต์ 
ส าหรับในอินเดียนั้นมีความตอ้งการขมิ้นเป็นอยา่งมาก  ขมิ้นท่ีผลิตไดใ้นแต่ละปีจะน าไปใช ้
ภายในประเทศมากถึง 98 เปอร์เซ็นต์ ส่วนท่ีเหลือน าไปขายยงัสหรัฐอเมริกา ศรีลงักา และญ่ีปุ่น 
(นิรนาม, ม.ป.ป.) 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 

1.  การแยกเช้ือ R. solanacearum จากไพล 
 

1.1 การแยกเช้ือและการท าให้เช้ือบริสุทธ์ิ 
 

การแยกเช้ือสาเหตุโรคเห่ียวของไพล โดยท าการเก็บตวัอยา่งจากแปลงปลูกไพลท่ีพบ
โรคจ านวน 5 ไร่จากจงัหวดันครราชสีมา (มีนาคม 2552) น าไพลท่ีแสดงอาการของโรคเห่ียว  มาลา้ง
ดว้ยน ้าสะอาดแลว้ซบัใหแ้หง้ใชมี้ดท่ีฆ่าเช้ือแลว้ตดัเน้ือเยือ่บริเวณรอยต่อระหวา่งส่วนท่ีดีกบับริเวณ
ช ้าฉ ่าน ้าออกเป็นส่ีเหล่ียมออกเป็นช้ินเล็กๆ ขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตร น าไปใส่ในน ้ากลัน่ท่ี        
น่ึงฆ่าเช้ือ 5 มิลลิลิตร ทิ้งไวป้ระมาณ 15 นาที สังเกตดูเมือกสีขาวขุ่น (ooze หรือ bacterial exudates) 
ไหลออกจากเน้ือเยือ่น ามาเขยา่ดว้ย Vortex mixer แลว้ใช ้loop แตะสารละลายแขวนลอย น าไป 
cross streak บนอาหาร TZC (Tetrazolium Chloride Medium) (Kelman, 1954) ซ่ึงเป็นอาหาร       
ก่ึงจ าเพาะต่อเช้ือ R. solanacearum บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 48 ชัว่โมง เลือกโคโลนีเด่ียว ซ่ึงมี
ลกัษณะโคโลนีกลม กระจายตวัไดดี้ในน ้า มีสีขาวขุ่นมีจุดสีชมพอู่อนตรงกลาง ซ่ึงเป็นลกัษณะของ 
Virulent strain ของ R. solanacearum บนอาหาร TZC และน ามา cross streak บน TZC อีก 2-3 คร้ัง
เพื่อท าใหเ้ช้ือท่ีไดบ้ริสุทธ์ิเพื่อท าการศึกษาต่อไป  

 
1.2 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกดิโรค 

 
เล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้าก ขอ้ 1.1 บนอาหาร NGA นาน 24-48 ชัว่โมง และเตรียม

เป็นเซลลแ์ขวนลอยเช้ือดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือโดยปรับความเขม้ขน้ของเช้ือดว้ยเคร่ือง                     
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ใหมี้ค่า optical density (O.D.) เท่ากบั 0.2 ท่ีความยาว
คล่ืนแสง 600 นาโนเมตร ซ่ึงเช้ือจะมีความเขม้ขน้ประมาณ 1×108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ทดสอบ
ความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค โดยท าการปลูกเช้ือดว้ยวธีิท าแผลท่ีราก แลว้ราดเซลลแ์ขวนลอย
เช้ือลงดินบริเวณโคนตน้พืช ชนิดเดียวกบัท่ีแยกเช้ือมาไดป้ริมาตร 30 มิลลิลิตร/ตน้ ท าการทดลอง  
4 ซ ้ าๆ ละ 4 ตน้ ตรวจบนัทึกผลลกัษณะอาการของโรค ระยะเวลาในการเกิดโรค  
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จากนั้นท าการแยกเช้ือจากตน้ท่ีเป็นโรค (re-isolate) และปลูกเช้ือท่ีแยกไดน้ั้นลงบนตน้พืช
ตน้ใหม่อีกคร้ัง (re-inoculate) น าเช้ือท่ีแยกไดไ้ป re-streak ใหม ่บนอาหาร TZC อีก 2-3 คร้ัง เพื่อใหไ้ด ้
เช้ือบริสุทธ์ิ และเก็บรักษาเช้ือท่ีพิสูจน์โรคแลว้ โดยการเก็บในหลอดอาหารเอียง NGA เก็บรักษาเช้ือ   
ในน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 
 

2. การศึกษาลกัษณะของเช้ือ R. solanacearum ทีเ่ข้าท าลายไพล 
 

2.1 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิปฏิกริิยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั  
 
ทดสอบเช้ือ R. solanacearum ในปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนัท าการทดสอบ   

บนตน้ยาสูบ โดยการเล้ียงเช้ือเล้ียงเช้ือแบคทีเรียท่ีแยกไดบ้นอาหาร NGA นาน 24 ชัว่โมง และ
เตรียมเป็นเซลลแ์ขวนลอยเช้ือดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ โดยปรับความขุ่นดว้ยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  
ใหมี้ค่า O.D. ท่ีความยาวคล่ืนแสง 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.2 ใชก้ระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร 
โดยไม่ใส่เขม็ฉีดยาดูดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ และฉีดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือเขา้สู่ใบยาสูบอยา่งชา้  ๆ       
ทางใตใ้บ โดยจะแบ่งฉีดใบบน ใบกลาง และใบล่าง อยา่งละ 3 ซ ้ า และฉีดน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือเป็น         
การทดลองเปรียบเทียบ ตรวจผลการทดสอบทุกๆ 6 ชัว่โมง เป็นเวลา 48 ชัว่โมง เพื่อดูความแตกต่าง   
และน าขอ้มูลท่ีไดไ้ปประกอบในการจดักลุ่มเช้ือ 

 
2.2 การจ าแนก Race 

 
พชืทีใ่ช้ทดสอบ 

 Race 1 :  มะเขือเทศ  -     Lycopersicon esculentum 
 Race 2 :  เฮลิโคเนีย  -     Heliconia spp. 
 Race 3 :  มนัฝร่ัง  -     Solanum tuberosum 
 Race 4 :  ขิง   -     Zingiber officinale Roscoe. 
 Race 5 :  หม่อน  -     Morus alba 
 
 ปลูกพืชทั้ง 5 ชนิดในดินท่ีอบฆ่าเช้ือในกระถางพลาสติก มะเขือเทศเพาะเมล็ดก่อน
แลว้จึงท าการยา้ยปลูกกระถางละ 1 ตน้ เฮลิโคเนีย (กา้มกุง้) แยกกอแลว้ปลูกกระถางละ 1 กอ      
มนัฝร่ังและขิงปลูกกระถางละ 1 แง่ง หม่อนใชท้่อนพนัธ์ุปลูกกระถางละ 1 ท่อน  
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ท าการปลูกเช้ือโดยใชก้ารท าแผลท่ีราก แลว้ราดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือลงดินบริเวณโคนตน้พืช 
ปริมาตร 30 มิลลิลิตร/ตน้ ท าการทดลอง 10 ซ ้ าต่อเช้ือ 1 ไอโซเลท สังเกตผลการพฒันาของโรค
เปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือในการปลูกเช้ือเป็นเวลา 1 เดือนแลว้น าพืชท่ีแสดงอาการเห่ียว  
มาแยกเช้ือเพื่อตรวจยนืยนัการเกิดโรค บนอาหาร TZC  

 
2.3 การจ าแนกไบโอวาร์ 

 
 น าเช้ือ R. solanacearum ท่ีแยกไดม้าศึกษาการจ าแนกไบโอวาร์ตามวธีิของ Hayward 
(1964) โดยการเล้ียงเช้ือบนอาหาร NA บ่มเช้ือนาน 24 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยเช้ือลงเล้ียงในอาหารท่ีมี
ส่วนผสม 10 เปอร์เซ็นตข์องน ้าตาลท่ีใชท้ดสอบ 6 ชนิด คือน ้าตาลไดแซกคาไรด ์3 ชนิดไดแ้ก่ 
maltose lactose cellobiose และน ้าตาลแอลกอฮอล ์3 ชนิดไดแ้ก่ mannitol sorbitol dulcitol เพื่อ
ทดสอบการเกิด oxidative ของน ้าตาลทั้ง 6 ชนิด สังเกตการเปล่ียนสีของ bromothymol blue ซ่ึงเป็น
อินดิเคเตอร์ ในอาหารทดสอบท่ีมีน ้าตาลแต่ละชนิดเป็นเวลา 1-3 สัปดาห์ น าผลไปเปรียบเทียบกบั
ตารางจ าแนกไบโอวาร์ (Hayward, 1964) 

 
2.4 การตรวจสอบและจ าแนกเช้ือ R. solanacearum ในระดับโมเลกุล 

 
2.4.1 การสกดัดีเอน็เอ 
 

  น าเช้ือ R. solanacearum มาเล้ียงบนอาหาร TZC จนเกิดโคโลนีเด่ียว ยา้ยเช้ือ
โคโลนีเด่ียวมาเล้ียงบนอาหาร TTC จากนั้นยา้ยเช้ือลงในเหลว Pseudo liquid (Opina et al., 1997) 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ส าหรับการสกดัดีเอน็เอแบบ minipreparation โดยการเล้ียงเช้ือในอาหารเหลว
และวางเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 28-30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จึงน ามาใชส้กดัดีเอน็เอ 
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เตรียมดีเอน็เอจากเช้ือ R. solanacearum ดว้ยวธีิ minipreparation ท่ีดดัแปลงจากวธีิของ 
Chen and Kuo (1993) โดยแบ่งเช้ือท่ีเล้ียงในอาหารเหลวใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร
หลอดละ 1.5 มิลลิลิตร หมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทอาหาร
ส่วนบนทิ้งไป เติม lysis buffer (40mM Tris-acetate pH7.8, 20mM sodium acetate, 1mM EDTA, 
1%SDS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมกบัเซลล ์เติม 5M NaCl ปริมาตร 66 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้
กนัแลว้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสใส่หลอด
ใหม่โดยวดัปริมาตรดว้ย เติม RNAase A (เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นสกดัโปรตีนออกดว้ย chloroform 
ปริมาตรเท่ากบัน ้าใส ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการพลิกคว  ่าหลอดไปมาเบาๆ แลว้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ย
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพื่อใหข้องเหลวแยกชั้นแลว้ดูดส่วนใสส่วนบนใส่
หลอดใหม่ วดัปริมาตรสกดัซ ้ าดว้ย chloroform : isoamyl alcohol (อตัราส่วน 24 : 1) ปริมาตร
เท่ากบัส่วนใสท่ีดูดออกมาผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปหมุนเหวีย่งดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วนใสส่วนบนใส่หลอดใหม่วดัปริมาตร เติม 100%ethanol ท่ีแช่เยน็ปริมาตร   
1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัจะเห็นตะกอนดีเอน็เอ ท าการตกตะกอนดีเอน็เอโดยการหมุนเหวีย่งดว้ย
ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เทส่วนใสออกแลว้ตากตะกอนดีเอน็เอให้แหง้ 
ละลายตะกอนดีเอน็เอดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร จากนั้นเก็บดีเอน็เอท่ีอุณหภูมิ    
-20 องศาเซลเซียส 
 

2.4.2 การจ าแนกเช้ือในระดับโมเลกุล 
 

น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าตรวจสอบดว้ยเทคนิค  polymerase chain reaction (PCR) 
โดยใชไ้พรเมอร์  759 และ 760 (Opina et al., 1997) เพื่อยนืยนัวา่เป็นเช้ือ R. solanacearum ซ่ึงมี
ล าดบัเบสของไพรเมอร์ดงัน้ี 

 
759 (5’-GTCGCCGTCAACTCACTTTCC-3’)  
760 (5’-GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATCG-3’)  
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เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชป้ริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 25 ไมโครลิตรในหลอด
ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยดีเอน็เอของเช้ือ R. solanacearum 50 นาโนกรัม  
ผสมกบั 1X PCR buffer 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of dNTPs, 1.25 U of Taq DNA polymerase และ  
ไพรเมอร์ 759 และ 760 จ านวน 50 pmol แลว้เติมน ้ากลัน่  น่ึงฆ่าเช้ือใหไ้ดป้ริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนัโดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาใหมี้การสังเคราะห์ดีเอน็เอดงัน้ี  
 
  ปฏิกิริยา          อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)      เวลา (นาที)  
 
1. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบเร่ิมตน้ (initial denaturing)  94   3  
2. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบ (denaturing)    53   1  
3. ดีเอน็เอเร่ิมตน้จบัคู่กบัดีเอน็เอแม่แบบ (annealing)  72   1.30  

94   0.15         
53   0.15        

4. สังเคราะห์ดีเอน็เอต่อจากดีเอน็เอเร่ิมตน้ (extention)  72   0.15     
5. สังเคราะห์ดีเอน็เอรอบสุดทา้ย (final extention)       72   5 

 
 ท าปฏิกิริยาขั้นตอนท่ี 3-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด 30 รอบ หยดุปฏิกิริยาท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวเิคราะห์ขนาดของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได ้โดยน าดีเอน็เอท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 5 ไมโครลิตรมาผสมกบั loading dye (ประกอบดว้ย 0.025% bromophenol 
blue, 40%  Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร และ gel star 2 ไมโครลิตร แยกขนาด      
ดีเอน็เอดว้ย agarose gel electrophoresis (Villa et al., 2003)  

 
 เน่ืองจากเช้ือท่ีใชใ้นการทดลองน้ีเป็นเช้ือท่ีแยกไดจ้ากไพลซ่ึงเป็นพืชวงศขิ์งจึง

ไดน้ าไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัพืชวงศขิ์งมาใชใ้นการศึกษาดว้ยโดยใชไ้พร์เมอร์ คือ AKIF – AKIR 
และ  21F – 21R (Horita et al., 2004) ซ่ึงมีล าดบัเบสดงัน้ี 

 
AKIF (5’-AACCGCACGTAAATCGTCGACA-3’)  
AKIR (5’-ACGACTGCCCATTCGACGATG-3’) 
21F (5’-CGACGCTGACGAAGGGACTC-3’)    
21R (5’-CTGACACGGCAAGCGCTCA-3’)  
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 เพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชป้ริมาตรรวมในการท าปฏิกิริยา PCR 25 ไมโครลิตรใน
หลอดขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยดีเอน็เอของเช้ือ R. solanacearum 5 ไมโครลิตร 
ผสมกบั 10 mM Tris-HCl pH 8.3, 0.5 mM KCl, 1.5 mM MgCl,  200 µM dNTPs, 0.5 U of Taq 
DNA polymerase และไพรเมอร์ AKIF – AKIR และ 21F – 21R จ  านวน 50 pmol เพิ่มปริมาณดีเอน็
เอโดยใชไ้พรเมอร์ทีละคู่ แลว้เติมน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือใหไ้ดป้ริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ผสมสารให้
เขา้กนัโดยก าหนดอุณหภูมิและเวลาใหมี้การสังเคราะห์ดีเอน็เอดงัน้ี  
 
  ปฏิกิริยา          อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส)      เวลา (นาที)  
 
1. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบเร่ิมตน้ (initial denaturing)  95   5  
2. แยกสายดีเอน็เอแม่แบบ (denaturing)    94   1  
3. ดีเอน็เอเร่ิมตน้จบัคู่กบัดีเอน็เอแม่แบบ (annealing)  61   1  
4. สังเคราะห์ดีเอน็เอต่อจากดีเอน็เอเร่ิมตน้ (extention)   72   3  
5. สังเคราะห์ดีเอน็เอรอบสุดทา้ย (final extention)   72   10     

 
 ท าปฏิกิริยาขั้นตอนท่ี 2-4 เป็นวงจรลูกโซ่ทั้งหมด 30 รอบ หยดุปฏิกิริยาท่ี

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจวเิคราะห์ขนาดของดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณได ้โดยน าดีเอน็เอท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยา PCR ปริมาณ 5 ไมโครลิตรมาผสมกบั loading dye (ประกอบดว้ย 0.025% bromophenol 
blue, 40%  Ficoll 400, 0.5% SDS) ปริมาณ 2 ไมโครลิตร และ gel star 2 ไมโครลิตรแยกขนาดดีเอน็เอดว้ย 
agarose gel electrophoresis (Villa et al., 2003) วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป DNAstar และChromas ของดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ได ้และเปรียบเทียบความ
เหมือนกบันิวคลีโอไทดท่ี์มีรายงานในฐานขอ้มูล GenBank  
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3. การศึกษาความสามารถของเช้ือ R. solanacearum จากไพลในการก่อให้เกดิโรคในพชืวงศ์ขิง 
และพชืเศรษฐกจิชนิดอืน่ๆ 

 
3.1 พชืทีใ่ช้ทดลอง 

 
ใชพ้ืชทดลอง 8 ชนิด และไพลซ่ึงเป็นพืชอาศยั โดยพืช 8 ชนิดอยูใ่น 4 วงศด์งัน้ี 
 3.1.1  วงศ ์:   Zingiberaceae 

 ขิง (edible ginger)      -   Zingiber officinale Roscoe. 
 ข่า (galangal)      -   Alpinia galanga Swartz. 
 กระชาย (boesenbergia)  -   Boesenbergia pandurata (Boxb.) S. 
 ขมิ้น (turmeric)      -   Curcuma domestica Valeton. 

 3.1.2 วงศ ์:   Solanaceae 
 มะเขือเทศ (tomato)   -   Lycopersicon esculentum 
               พนัธ์ุสีดาทิพย ์ 4 
 พริกช้ีฟ้า ( chili spur peper)  -   Capsicum annuum Linn. 
                        พริกมนับางชา้ง TVRC 365 
                      3.1.3 วงศ ์:  Fabaceae 
 ถัว่ลิสง (groundnut)   -  Arachis hypogaea L. 
         3.1.4  วงศ ์:  Euphobiaceae 
 ยางพารา (para rubber)   -  Hevea brasiliensis 
 
 ปลูกพืชทั้ง 8 ชนิด และพืชอาศยัคือไพลในดินท่ีอบฆ่าเช้ือในกระถางพลาสติก    
มะเขือเทศและพริกช้ีฟ้าจะเพาะเมล็ดก่อนแลว้จึงท าการยา้ยปลูกกระถางละ 1 ตน้ จนอาย ุ1 เดือน        
ถัว่ลิลงใชเ้มล็ดปลูกกระถางละ 1 เมล็ด จนอาย ุ2 เดือน ยางพาราจะใชต้น้ยางช าถุงอาย ุ 2 เดือน  
ปลูกลงกระถางละ 1 ตน้ ส่วน ขิง ข่า กระชาย ไพล ขมิ้น ท าการปลูกกระถางละ 1 แง่ง จนอาย ุ2 เดือน 
โดยทดลอง 8 ซ ้ าต่อเช้ือ 1 ไอโซเลท การทดลองกบัพืชแต่ละชนิดท าไม่พร้อมกนั 
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3.2 การเตรียมเช้ือ 
 
เล้ียงเช้ือ R. solanacearum บนอาหาร NGA เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยเช้ือลงใน

น ้าท่ีน่ึงฆ่าเช้ือและปรับใหมี้ความเขม้ขน้ 108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร น าเซลลแ์ขวนลอยของเช้ือท่ีไดไ้ป
ปลูกเช้ือ 
 

3.3 การปลูกเช้ือ 
 
ท าการปลูกเช้ือโดยใชก้ารท าแผลท่ีราก แลว้ราดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือลงดินบริเวณ    

โคนตน้พืชปริมาตร 30 มิลลิลิตร/ตน้ โดยทดลอง 8 ซ ้ าต่อเช้ือ 1 ไอโซเลทสังเกตผลการพฒันาของ
โรคเปรียบเทียบกบัการใชน้ ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือในการปลูกเช้ือบนัทึกผลทุก 7 วนั เป็นเวลา 1 เดือน 
แลว้น าพืชท่ีแสดงอาการเห่ียวมาแยกเช้ือเพื่อตรวจยนืยนัการเกิดโรค บนอาหาร TZC และน าขอ้มูล
ท่ีไดม้าวเิคราะห์ทางสถิติดว้ยโปรแกรม R stat version 0.2.9  

 
ประเมินระดบัการเกิดโรคและความรุนแรงของเช้ือสาเหตุโรค  โดยใหร้ะดบัคะแนน

ดงัน้ี 
การเกิดโรคโดยดดัแปลงจาก Winstead and Kelman (1952) 
0 หมายถึง ไม่แสดงอาการผดิปกติ 
1 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลือง 1-2 ใบ 
2 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวมากกวา่ 2 ใบ แต่นอ้ยกวา่คร่ึงตน้ 
3 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลือง เกือบทั้งหมดยกเวน้ยอด 
4 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลืองทั้งตน้ 
5 หมายถึง ตน้พืชตาย 

 
ความรุนแรงของเช้ือสาเหตุโรค (He et al., 1983)  
H หมายถึง  เกิดโรครุนแรง (ระดบัการเกิดโรค 4.1-5.0) 
M หมายถึง  เกิดโรครุนแรงปานกลาง (ระดบัการเกิดโรค 2.6-4.0) 
L หมายถึง  เกิดโรครุนแรงต ่า (ระดบัการเกิดโรค 1.0-2.5) 

 O หมายถึง  ไม่แสดงอาการเกิดโรค (ระดบัการเกิดโรค 0-0.9) 
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สถานทีแ่ละระยะเวลาท าการทดลอง 
 
หอ้งปฏิบติัการ A411 เทคโนโลยกีารจดัการศตัรูพืช มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

วทิยาเขตก าแพงแสน จ.นครปฐม 
 
โรงเรือนปลูกพืชทดลอง  ภาควชิาโรคพืช  คณะเกษตร  ก  าแพงแสน  

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  วทิยาเขตก าแพงแสน  จ.นครปฐม 73140 
 
ระยะเวลาด าเนินการทดลอง    

 
ระหวา่งเดือนมีนาคม พ.ศ. 2552 ถึง เดือนกนัยายน พ.ศ. 2554 
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ผลและวจิารณ์ 

ผล 
 

1. การแยกเช้ือ R. solanacearum จากไพล 
 

1.1 การแยกเช้ือและการท าให้เช้ือบริสุทธ์ิ 
 
การแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของไพล โดยตน้ท่ีเป็นโรคจะแสดงอาการเห่ียว       

ใบมว้นลู่ลง เร่ิมเหลือง โคนตน้เน่าหกัพบั และตน้มีลกัษณะแหง้ตาย เม่ือตดัล าตน้จะพบวา่ล าตน้มี
ลกัษณะช ้า ในส่วนของแง่งจะมีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า สีน ้าตาล เม่ือน ามาแยกเช้ือบนอาหาร TZC ไดเ้ช้ือ
ท่ีมีลกัษณะเป็นเมือกเยิม้ ขาวขุ่นมีสีชมพตูรงกลาง ซ่ึงเป็นลกัษณะของเช้ือ R. solanacearum      
(ภาพท่ี 1) น าเช้ือท่ีไดม้า cross streak บน TZC อีก 2-3 คร้ัง 

 
ในการทดลองน้ีสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของไพล ไดท้ั้งหมด            

9 ไอโซเลท น าเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของพืชอ่ืนจาก ผศ.ดร. ชลิดา เล็กสมบูรณ์ มาท าการ
ทดสอบเปรียบเทียบ ไดแ้ก่ RS21 จากขิง RS40 จากกระชาย RS1/3 จากพริก และT160 จาก    
มะเขือเทศ 

 
1.2 การทดสอบความสามารถในการก่อให้เกดิโรค 

 
จากการทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค พบวา่เช้ือท่ีแยกจากไพลทั้ง            

9 ไอโซเลทสามารถท าใหไ้พลแสดงอาการเห่ียวภายใน 7-14 วนั โดยอาการเร่ิมแรกหลงัการปลูก
เช้ือนั้นจะเร่ิมจากใบล่างของตน้พืชจะเร่ิมเหลือง มว้น และเห่ียวลู่ลง อาการดงักล่าวเร่ิมแสดงท่ี     
ใบบนจากนั้นใบก็จะแหง้เป็นสีน ้าตาล โคนตน้หกัพบั และตายในท่ีสุด เม่ือตรวจสอบบริเวณแง่ง 
ในไพล พบอาการช ้าฉ ่าน ้า มีกล่ินค่อนขา้งแรง ภายในจะเห็นเน้ือเยือ่เป็น สีน ้าตาลมีของเหลวสีขาว
คลา้ยน ้านมซึมอยู ่เน่ืองจากท่อน ้าถูกท าลาย 
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ภาพที ่1  โรคเห่ียวของไพลท่ีเกิดจากเช้ือ Ralstonia solanacearum 
   ก. อาการของไพลท่ีเป็นโรคใบจะมว้นเหลือง เห่ียว และแหง้ตาย  

  ข. ลกัษณะโคโลนีของเช้ือ Ralstonia solanacearum บนอาหารก่ึงจ าเพาะ TZC  
       (Tetrazolium Chloride Medium) 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ก ข 
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2. การศึกษาลกัษณะของเช้ือ R. solanacearum ทีแ่ยกจากไพล 
 

2.1 การทดสอบความสามารถในการท าให้เกดิปฏิกริิยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั  
 

การทดสอบปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั หลงัจากท าการปลูกเช้ือ                      
R. solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และจากพืชชนิดอ่ืน 4 ไอโซเลท บนใบยาสูบพบวา่ภายใน 
18-24 ชัว่โมง เน้ือเยือ่ใบยาสูบเร่ิมมีอาการยบุตวั และ 36-48 ชัว่โมง ใบยาสูบเกิดอาการไหมแ้หง้ตายเป็น
สีน ้าตาลบริเวณท่ีฉีดเซลลแ์ขวนลอย (ภาพท่ี 2) โดยทุกไอโซเลทเกิดอาการแหง้ตายท่ี 36 ชัว่โมง 
ยกเวน้ไอโซเลท C9/1 เกิดอาการแหง้ตายท่ี 48 ชัว่โมง (ตารางท่ี 2) 

 
2.2 การจ าแนก Race และไบโอวาร์ 
 

การจดัจ าแนก race พบวา่เช้ือไอโซเลทจากไพลทั้ง 9 ไอโซเลท และเช้ือ RS21 จากขิง 
RS40 จากกระชายจดัอยูใ่น race 4 โดยสามารถเขา้ท าลายพืชในวงศ์ Zingiberaceae และไม่ท าให ้
พืชชนิดอ่ืนท่ีใชท้ดสอบความเป็นโรคคือ พริก เฮลิโคเนีย มนัฝร่ัง และหม่อน (ตารางท่ี 3)           
เม่ือจ าแนกไบโอวาร์จากการทดสอบการใชน้ ้าตาล พบวา่เช้ือไอโซเลท C11/1 และ C23/1 สามารถ
ใชน้ ้าตาล mannitol sorbitol และdulcitol ได ้แต่ไม่ใชน้ ้าตาล maltose lactose และ cellobiose        
จดัอยูใ่นไบโอวาร์ 4 ส่วนไอโซเลท C5/1, C6/1, C8/2, C9/1, C11/1, C13/1 และ C23/1 สามารถ   
ใชน้ ้าตาลไดท้ั้ง 6 ชนิด จดัอยูใ่นไบโอวาร์ 3 และเช้ือท่ีใชเ้ปรียบเทียบคือ RS21 และ RS40 อยูใ่น  
ไบโอวาร์ 4 เช้ือ RS1/3 และ T160 อยูใ่นไบโอวาร์ 3 (ภาพท่ี 3 และตารางท่ี 4) 
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ภาพที ่2  ลกัษณะการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนั (Hypersensitive reaction)  

 บนใบยาสูบ (Nicotiana tabacum)  
ก. ฉีดดว้ยน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (เปรียบเทียบ) 
ข. ฉีดดว้ยเช้ือ Ralstonia solanacearum เน้ือเยือ่ยบุตวั ท่ีระยะเวลา 18-24 ชัว่โมง 
ค. ฉีดดว้ยเช้ือ Ralstonia solanacearum ซ่ึงแสดงเป็นแผลไหม ้ท่ีระยะเวลา 36-48 

ชัว่โมง 
 
 
 
 

ก 

ค 

ข 
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ตารางที ่2  การเกิดปฏิกิริยาการตอบสนองแบบเฉียบพลนัของยาสูบกบัไอโซเลทเช้ือ  
    Ralstonia solanacearum จากไพลและพืชชนิดอ่ืนท่ีใชใ้นการทดลองเปรียบเทียบ 
 

ไอโซเลท พืชอาศยั 
ระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยาการตอบสนอง 1 

เน้ือเยือ่พืชยบุตวั เน้ือเยือ่พืชแหง้ตาย 
    

C5/1 ไพล 24 36 
C6/1 ไพล 24 36 
C7/1 ไพล 24 36 
C8/2 ไพล 24 36 
C9/1 ไพล 18 48 

C11/1 ไพล 24 36 
C13/1 ไพล 24 36 
C19/1 ไพล 18 36 
C23/1 ไพล 24 36 
RS21 ขิง 24 36 
RS40 กระชาย 24 36 
RS1/3 พริก 18 36 
T160 มะเขือเทศ 18 36 

    
 

1    จากการบนัทึกผลทุกๆ 6 ชัว่โมง 
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ภาพที ่3  การทดสอบไบโอวาร์ของเช้ือ Ralstonia solanacearum  
  1 – 6  คือ  อาหาร mineral medium ท่ีมีน ้าตาล maltose lactose cellobiose manitol  

 sobitol และ dulcitol ปฏิกิริยาบวกเปล่ียนสีอินดิเคเตอร์จากสีเขียวเป็นสีเหลือง 
ก. ไบโอวาร์ 3 ใชน้ ้าตาล maltose lactose cellobiose manitol sobitol และ

dulcitol 
ข. ไบโอวาร์ 4 ใชน้ ้าตาล manitol sobitol และdulcitol 
 

     
 
 
 
 
 

ก 

1              2              3              4               5               6 

ข 

1              2              3              4               5             6 
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ตารางที ่3 การจ าแนก Race ของเช้ือ  Ralstonia solanacearum จากไพล โดยการทดสอบการเกิด 
       โรคบนพืชทดสอบ 
 
ไอโซเลท

เช้ือ 
พืชอาศยั 

พืชทดสอบ 
Race1 

พริก เฮลิโคเนีย มนัฝร่ัง ขิง หม่อน 
        

C5/1 ไพล - - - + - 4 
C6/1 ไพล - - - + - 4 
C7/1 ไพล - - - + - 4 
C8/2 ไพล - - - + - 4 
C9/1 ไพล - - - + - 4 

C11/1 ไพล - - - + - 4 
C13/1 ไพล - - - + - 4 
C19/1 ไพล - - - + - 4 
C23/1 ไพล - - - + - 4 
RS21 ขิง - - - + - 4 
RS40 กระชาย - - - + - 4 
RS1/3 พริก + - - - - 1 
T160 มะเขือเทศ + - - - - 1 

        
 

1    จดัแบ่งตาม Hayward (1964) 
 +    คือ  ปรากฏอาการโรค 

- คือ  ไม่ปรากฏอาการโรค 
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ตารางที ่4  การจ าแนกไบโอวาร์ของไอโซเลทเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 
 

ไอโซเลทเช้ือ  
การใชน้ ้าตาล 

ไบโอวาร์ 
maltose lactose cellobiose mannitol sorbitol dulcitol 

         
C5/1  +1 + + + + + 3 
C6/1  + + + + + + 3 
C7/1  + + + + + + 3 
C8/2  + + + + + + 3 
C9/1  + + + + + + 3 

C11/1  - - - + + + 4 
C13/1  + + + + + + 3 
C19/1  + + + + + + 3 
C23/1  - - - + + + 4 
RS21  - - - + + + 4 
RS40  - - - + + + 4 
RS1/3  + + + + + + 3 
T160  + + + + + + 3 

         
 

1 +     คือ  ใชน้ ้าตาล  
-       คือ  ไม่ใชน้ ้าตาล 
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2.3 การตรวจสอบและจ าแนกเช้ือ R. solanacearum ในระดับโมเลกุล 
 
เม่ือน าดีเอน็เอเช้ือ R. solanacearum ท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิ minipreparation  

มาตรวจสอบดว้ยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) โดยใชไ้พรเมอร์ 759 และ 760  
พบวา่เช้ือจากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือจากพืชชนิดอ่ืน 4 ไอโซเลทใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 281 bp 
(ภาพท่ี 4) มีขนาดเท่ากบัเช้ือ R. solanacearum จึงสามารถยนืยนัไดว้า่ทุกไอโซเลทเป็นเช้ือ            
R. solanacearum และเม่ือน าไอโซเลทเช้ือท่ีแยกไดจ้ากพืชวงศขิ์ง ซ่ึงไดแ้ก่ ไอโซเลท C5/1, C6/1, 
C7/1, C8/2, C9/1 C11/1, C13/1, C19/1 และ C23/1 จากไพล ไอโซเลท RS21 และ RS40 จากขิงและ
กระชาย มาตรวจสอบดว้ยไพรเมอร์ AKIF – AKIR และ 21F – 21R ท่ีมีความจ าเพาะต่อเช้ือ                 
R. solanacearum race 4 ซ่ึงเขา้ท าลายพืชวงศขิ์ง พบวา่ไม่ปรากฏแถบดีเอน็เอเม่ือใชไ้พรเมอร์     
21F – 21R ส่วนไพรเมอร์ AKIF – AKIR พบแถบดีเอน็เอขนาด 165 bp เฉพาะไอโซเลท C5/1, C9/1 
และ C13/1 ส่วนอีก 6 ไอโซเลทไม่ใหแ้ถบดีเอน็เอ ส าหรับไอโซเลท RS21 จากขิง และ RS40 จาก
กระชายใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 165 bp (ภาพท่ี 5) ท าการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด ์จากดีเอน็เอ
ท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากเช้ือทั้ง 5 ไอโซเลทท่ีพบแถบดีเอน็เอเปรียบเทียบกนัพบวา่ทั้ง 5 ไอโซเลทมีความ
เหมือนกนั 100% (ตารางท่ี 5)     
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ภาพที ่4  แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ 759 – 760 กบั 

 ดีเอน็เอของเช้ือ Ralstonia solanacearum โดยใชดี้เอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder  
 เป็นตวัเปรียบเทียบ  
  ก.   (1) C5/1 ; (2) C6/1 ; (3) C7/1 ; (4) C8/2 ; (5) C9/1 ; (6) 11/1 ; (7) 13/1 

   ข. (8) C19/1 ; (9) C23/1 ; (10) RS21 ; (11) RS40 ; (12) RS1/3 ; (13) T160  
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ภาพที ่5  แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา PCR โดยใชไ้พรเมอร์ AKIF – AKIR  

  กบัดีเอน็เอของเช้ือ Ralstonia solanacearum โดยใชดี้เอน็เอมาตรฐาน              
  100 bp ladder  เป็นตวัเปรียบเทียบ  
  (1) RS21 ; (2) RS40 ; (3) C5/1 ; (4) C13/1 ; (5) C9/1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

165 bp 200 bp 

100 bp 

100 bp           1             2             3             4              5 
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ล าดบัเบสท่ีสังเคราะห์ไดข้องเช้ือ R. solanacearum 5 ไอโซเลท ไดแ้ก่ RS21 จากขิง RS40 จาก
กระชาย C5/1, C9/1 และC13/1 จากไพล ดงัน้ี 
 

RS21 
AACCGCACGTAAATCGTCGACAATCCAGACCTGTAACCGCACGGAGGTTGACATGTC
CCGCGAATCCGAGTGGATCAAGGTAATCCTTCACAGCGAATTTCCCGATGACGTTGA
ATTTCGCGAGGGCAGCCTGCCAAACCACGTCATCGTCGAATGGGCAGTCGT 
 

RS40 
AACCGCACGTAAATCGTCGACAATCCAGACCTGTAACCGCACGGAGGTTGACATGTC
CCGCGAATCCGAGTGGATCAAGGTAATCCTTCACAGCGAATTTCCCGATGACGTTGA
ATTTCGCGAGGGCAGCCTGCCAAACCACGTCATCGTCGAATGGGCAGTCGT  
 

C5/1 
AACCGCACGTAAATCGTCGACAATCCAGACCTGTAACCGCACGGAGGTTGACATGTC
CCGCGAATCCGAGTGGATCAAGGTAATCCTTCACAGCGAATTTCCCGATGACGTTGA
ATTTCGCGAGGGCAGCCTGCCAAACCACGTCATCGTCGAATGGGCAGTCGT 
 

C9/1 
AACCGCACGTAAATCGTCGACAATCCAGACCTGTAACCGCACGGAGGTTGACATGTC
CCGCGAATCCGAGTGGATCAAGGTAATCCTTCACAGCGAATTTCCCGATGACGTTGA
ATTTCGCGAGGGCAGCCTGCCAAACCACGTCATCGTCGAATGGGCAGTCGT 

 
C13/1 

AACCGCACGTAAATCGTCGACAATCCAGACCTGTAACCGCACGGAGGTTGACATGTC
CCGCGAATCCGAGTGGATCAAGGTAATCCTTCACAGCGAATTTCCCGATGACGTTGA
ATTTCGCGAGGGCAGCCTGCCAAACCACGTCATCGTCGAATGGGCAGTCGT 
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3. การศึกษาความสามารถของเช้ือ R. solanacearum จากไพลในการก่อให้เกดิโรคในพชืวงศ์ขิง 
และพชืเศรษฐกจิชนิดอืน่ๆ 

 
การตอบสนองของพืชวงศขิ์ง และพืชเศรษฐกิจชนิดอ่ืนๆ 8 ชนิด คือ ขิง, ข่า, กระชาย,  

ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ ยางพารา กบัเช้ือ R. solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และ
เช้ือ R. solanacearum จากพืชชนิดอ่ืน 4 ไอโซเลท เพื่อเป็นเช้ือเปรียบเทียบรวมทั้งหมด 13 ไอโซเลท  
โดยการปลูกเช้ือลงพืชทดสอบดว้ยวธีิการตดัรากแลว้ราดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือลงดินท่ีความเขม้ขน้ 
108 โคโลนีต่อมิลลิลิตร บนัทึกผลทุก 7 วนัเป็นเวลา 1 เดือน พบวา่เช้ือ R. solanacearum ทุกไอโซเลท     
ท่ีแยกไดส้ามารถเขา้ท าลายขิงไดใ้นระดบัรุนแรง คิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 98-100 เปอร์เซ็นต ์
โดยพืชแสดงอาการเห่ียวจากใบล่าง บริเวณโคนตน้มีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า หกัพบัและตายในท่ีสุดท่ี
ค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 5.0 โดยมีเพียงไอโซเลท C6/1 เท่านั้น ท่ีมีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 4.9  

 
การเกิดโรคในข่าพบวา่ เช้ือ R. solanacearum จากไพล มีเพียง 3 ไอโซเลท ท่ีท  าใหเ้กิดโรค

ไดแ้ก่ ไอโซเลท C7/1, C8/2 และ C13/1 โดยมีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 1.6, 0.8 และ 0.8 ตามล าดบั     
โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั ซ่ึงมีความรุนแรงของโรคอยูใ่นระดบัต ่า โดยไอโซเลท C7/1 
ท าใหข้่าเกิดโรค 32 เปอร์เซ็นต ์ไอโซเลท C8/2 และ C13/1 สามารถ ท าใหข้่าเกิดโรคเพียง              
16 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั้น ซ่ึงข่าแสดงอาการเพียงเล็กนอ้ยคือใบห่อเขา้หาล าตน้และค่อยๆเห่ียว            
แต่บริเวณโคนตน้จะไม่หกัพบั และอาการท่ีเกิดข้ึนจะปรากฏใหเ้ห็นชา้เม่ือเปรียบเทียบกบัอาการ    
ท่ีเกิดในขิง ส่วนเช้ือเปรียบเทียบ 4 ไอโซเลทไม่ท าใหข้่าเป็นโรค 

 
การเกิดโรคในกระชายสามารถแบ่งระดบัการเกิดโรคออกเป็นกลุ่มโดยมีความแตกต่าง

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติดงัน้ี กลุ่มเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคในระดบัรุนแรงโดยคิดเป็นเปอร์เซ็นต์        
การเกิดโรค 88-100 เปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่ ไอโซเลท C8/2, C13/1 และ C19/1 มีค่าเฉล่ียระดบั การเกิดโรค 5.0, 
5.0 และ 4.4 ตามล าดบั กลุ่มเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคในระดบัปานกลาง โดยคิดเป็นเปอร์เซ็นตก์ารเกิด
โรค 60-62 เปอร์เซ็นต์ ไดแ้ก่ไอโซเลท C5/1, C7/1 และ C23/1 มีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 3.1, 3.0 
และ 3.1 ตามล าดบั ส่วนไอโซเลทท่ีไม่ท าใหก้ระชายเกิดโรคไดแ้ก่ C6/1, C9/1, C11/1, RS1/3 และ 
T160 โดยกระชายจะแสดงอาการใบห่อมว้นเขา้หาล าตน้ และตน้จะค่อยๆเห่ียว ในตน้ท่ีแสดงอาการ
รุนแรงตรงบริเวณโคนตน้จะมีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า ท าใหต้น้หกัพบัและตาย โดยไอโซเลทเปรียบเทียบ
พบวา่ไอโซเลท RS40 ท าใหเ้กิดโรคในระดบัปานกลางคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ การเกิดโรค 80 เปอร์เซ็นต ์    
ท่ีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 4.0 ไอโซเลท RS21 ท าใหเ้กิดโรคในระดบัต ่าคิดเป็นเปอร์เซ็นต์       
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การเกิดโรค 16 เปอร์เซ็นต ์ท่ีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 2.4 ส่วนไอโซเลท RS1/3 และ T160 ไม่ท า
ใหก้ระชายเกิดโรค 

 
การเกิดโรคในไพลซ่ึงเป็นพืชอาศยัสามารถแบ่งเช้ือตามระดบัการเกิดโรคออกเป็นกลุ่ม 

โดยมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติดงัน้ี กลุ่มเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคในระดบัรุนแรง ไดแ้ก่  
ไอโซเลท C6/1, C7/1, C8/2 C11/1 และ C13/1 มีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 4.5, 4.4, 4.4, 4.3 และ 4.9 
ตามล าดบั มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 88-100 เปอร์เซ็นต ์กลุ่มเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคในระดบัปานกลาง ไดแ้ก่ 
ไอโซเลท C5/1, C19/1 และ C23/1 มีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 3.5, 3.0 และ 3.1 ตามล าดบั             
มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 75-100 เปอร์เซ็นต ์กลุ่มท่ีเกิดโรคในระดบัต ่าไดแ้ก่ ไอโซเลท C9/1           
มีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 1.5 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 63 เปอร์เซ็นต ์ส่วนไอโซเลทเปรียบเทียบ
ไดแ้ก่ RS21 มีค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 3.5 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 100 เปอร์เซ็นต์ RS40 มี
ค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 1.8 มีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 50 เปอร์เซ็นต ์ไอโซเลทท่ีไม่ท าใหไ้พล   
เกิดโรคไดแ้ก่ RS1/3 และ T160 ส่วนขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ ยางพารา ทุกตน้ท่ีปลูกเช้ือ      
R. solanacearum ทั้ง 9 ไอโซเลทจากไพล และ 2 ไอโซเลทจาก ขิง กระชายท่ีใชเ้ปรียบเทียบไมแ่สดง
อาการโรค ส่วนไอโซเลทจาก พริก และมะเขือเทศท่ีใชเ้ปรียบเทียบนั้น พบวา่ไอโซเลทจากพริก    
ไม่สามารถท าใหข้มิ้น, ถัว่ลิสง และ ยางพาราเกิดโรค ส่วนไอโซเลทจากมะเขือเทศไม่ท าใหข้มิ้น, 
พริก, ถัว่ลิสง และ ยางพาราเกิดโรค (ตารางท่ี 5 ตารางท่ี 6 และตารางท่ี 7) 
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ตารางที ่5  ระดบัการเกิดโรคของขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ  
        ยางพารา ต่อเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือเปรียบเทียบจาก 
     ขิง( RS21), กระชาย(RS40), พริก(RS1/3) และมะเขือเทศ(T160) หลงัปลูกเช้ือ 28 วนั 
 

ไอโซเลท 
ค่าเฉล่ียระดบัการเกิดโรค 

ขิง ข่า กระชาย ไพล ขมิ้น พริก มะเขือเทศ ถัว่ลิสง ยางพารา 
          

C5/1 5.0a1 0b 3.1bc 3.5bcd 0 0b 0b 0 0 
C6/1 4.9b 0b 0.0d 4.5ab 0 0b 0b 0 0 
C7/1 5.0a 1.6a 3.0bc 4.4abc 0 0b 0b 0 0 
C8/2 5.0a 0.8ab 5.0a 4.4abc 0 0b 0b 0 0 
C9/1 5.0a 0b 0.8d 1.5f 0 0b 0b 0 0 

C11/1 5.0a 0b 0.0d 4.3abcd 0 0b 0b 0 0 
C13/1 5.0a 0.8ab 5.0a 4.9a 0 0b 0b 0 0 
C19/1 5.0a 0b 4.4a 3.0de 0 0b 0b 0 0 
C23/1 5.0a 0b 3.1bc 3.1cd 0 0b 0b 0 0 
RS21 5.0a 0b 2.4c 3.5bcd 0 0b 0b 0 0 
RS40 5.0a 0b 4.0ab 1.8ef 0 0b 0b 0 0 
RS1/3 5.0a 0b 0d 0g 0 4.8a 5.0a 0 0 
T160 5.0a 0b 0d 0g 0 0b 5.0a 0 0 

          
1 วเิคราะห์ทางสถิติดว้ยโปรแกรม R stat version 0.2.9 ตวัอกัษรเหมือนกนัในคอลมัน์แสดงวา่ไม่มี
ค่าแตกต่างทางสถิติท่ีระดบั 0.05 เม่ือ a>b>c>d>e>f>g 

การเกิดโรคโดยดดัแปลงจาก Winstead and Kelman (1952) 
0 หมายถึง ไม่แสดงอาการผดิปกติ 
1 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลือง 1-2 ใบ 
2 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือมากกวา่ 2 ใบ แต่นอ้ยกวา่คร่ึงตน้ 
3 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลือง เกือบทั้งหมดยกเวน้ยอด 
4 หมายถึง พืชแสดงอาการเห่ียวหรือเหลืองทั้งตน้ 
5 หมายถึง ตน้พืชตาย 
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ตารางที ่6  ความรุนแรงของเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือเปรียบเทียบ 
    จากขิง(RS21), กระชาย(RS40), พริก(RS1/3), และมะเขือเทศ(T160) ในการท าให้ 
    เกิดโรคกบัขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และยางพารา  
    หลงัปลูกเช้ือ 28 วนั 

 

ไอโซเลท 
ความรุนแรงของโรค 

ขิง ข่า กระชาย ไพล ขมิ้น พริก มะเขือเทศ ถัว่ลิสง ยางพารา 
          

C5/1 H O M M O O O O O 

C6/1 H O O H O O O O O 

C7/1 H L M H O O O O O 

C8/2 H O H H O O O O O 

C9/1 H O O L O O O O O 

C11/1 H O O H O O O O O 

C13/1 H O H H O O O O O 

C19/1 H O H M O O O O O 

C23/1 H O M M O O O O O 

RS21 H O L M O O O O O 

RS40 H O M L O O O O O 

RS1/3 H O O O O H H O O 

T160 H O O O O O H O O 

          
          

ความรุนแรงของโรค (He et al., 1983)  
 H หมายถึง  เกิดโรครุนแรง (ระดบัการเกิดโรค 4.1-5.0) 
 M หมายถึง  เกิดโรครุนแรงปานกลาง (ระดบัการเกิดโรค 2.6-4.0) 
 L หมายถึง   เกิดโรครุนแรงต ่า (ระดบัการเกิดโรค 1.0-2.5) 

  O หมายถึง  ไม่แสดงอาการเกิดโรค (ระดบัการเกิดโรค 0-0.9) 
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ตารางที ่7  เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคของขิง, ข่า, กระชาย, ไพล, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ  
                  ยางพารา ต่อเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพล 9 ไอโซเลท และเช้ือเปรียบเทียบจาก            

    ขิง(RS21), กระชาย(RS40), พริก(RS1/3) และมะเขือเทศ(T160) หลงัปลูกเช้ือ 28 วนั 
 

ไอโซเลท 
เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรค 

ขิง ข่า กระชาย ไพล ขมิ้น พริก มะเขือเทศ ถัว่ลิสง ยางพารา 
          

C5/1 100 0 62 75 0 0 0 0 0 
C6/1 98 0 0 100 0 0 0 0 0 
C7/1 100 32 60 100 0 0 0 0 0 
C8/2 100 16 100 100 0 0 0 0 0 
C9/1 100 0 16 63 0 0 0 0 0 

C11/1 100 0 0 88 0 0 0 0 0 
C13/1 100 16 100 100 0 0 0 0 0 
C19/1 100 0 88 88 0 0 0 0 0 
C23/1 100 0 62 100 0 0 0 0 0 
RS21 100 0 48 100 0 0 0 0 0 
RS40 100 0 80 50 0 0 0 0 0 
RS1/3 100 0 0 0 0 100 96 0 0 
T160 100 0 0 0 0 0 100 0 0 
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วจิารณ์ 
 

 จากการศึกษา ไพลท่ีเป็นโรคเห่ียว พบวา่ตน้พืชจะแสดงอาการเห่ียวใบมว้นลู่ลง เร่ิมเหลือง 
โคนตน้เน่าหกัพบั และบางตน้มีลกัษณะแหง้ตาย เม่ือตดัล าตน้พบวา่ล าตน้มีลกัษณะช ้า ในส่วนของ
แง่งมีลกัษณะช ้าฉ ่าน ้า สีน ้าตาล เม่ือน ามาแยกเช้ือบนอาหาร TZC ไดโ้คโลนีเช้ือเป็นเมือกเยิม้         
สีขาวขุ่น มีสีชมพตูรงกลาง ซ่ึงเป็นลกัษณะของเช้ือท่ีมีความรุนแรง Kelman(1954) พบวา่อาหาร 
TZC จดัเป็นอาหารแยกความแตกต่าง สามารถแยกลกัษณะโคโลนีได ้2 ชนิดคือ โคโลนีท่ีมีลกัษณะ
ค่อนขา้งเยิม้ รูปร่างไม่แน่นอนหรือกลมรี สีขาวครีม ตรงกลางโคโลนีมีสีแดงอมชมพ ูจดัเป็นเช้ือท่ี
รุนแรง ส่วนโคโลนีกลมสีแดงเขม้ และมีขอบโคโลนีสีใส จดัเป็นเช้ือท่ีไม่รุนแรง  Husain and 
Kelman (1958) ศึกษาความสัมพนัธ์ของการผลิตเมือก (slime) ท่ีมีผลต่อกลไกการเห่ียวและการเกิด
โรคของเช้ือ R. solanacearum พบวา่เช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรครุนแรงจะผลิตเมือกข้ึนรอบๆ โคโลนี     
ตรงกลางโคโลนีมีลกัษณะเยิม้เป็นสีชมพ ูต่างจากเช้ือท่ีไม่รุนแรงซ่ึงโคโลนีท่ีไดมี้สีแดงเขม้ และไม่มี
สารเมือกรอบโคโลนี  
 

จากการทดลองสามารถแยกเช้ือไดท้ั้งหมด 9 ไอโซเลท เม่ือท าการพิสูจน์โรคโดยการปลูก
เช้ือกบัไพลท่ีเป็นพืชอาศยั พบวา่เช้ือทุกไอโซเลทท าใหไ้พลแสดงอาการ ใบมว้นลู่ลง เร่ิมเหลือง     
โคนตน้หกัพบัภายในเวลา 7-14 วนั และตายภายใน 1 เดือน การแสดงอาการเหลืองในพืชวงศขิ์ง
หลงัการปลูกเช้ือ R. solanacearum มีรายงานโดย Anderson and Gardner (1999) ซ่ึงไดท้ดสอบ         
การก่อโรคของเช้ือก่อโรคเห่ียวในขิงท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ  R. solanacearum โดยทดลองกบัตน้ขิงอาย ุ
8 สัปดาห์ ท่ีปลูกดว้ยหวัพนัธ์ุปลูกเช้ือโดยวธีิตดัรากใชค้วามเขม้ขน้ของเซลลแ์ขวนลอยเช้ือ 106 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และเทราดลงไปบนหวัพนัธ์ุอีก 10 มิลลิลิตร พบวา่วนัท่ี   
5-10 คลอโรฟิลลจ์ะถูกท าลาย หลงัจากนั้นจะแสดงอาการเห่ียวเหลืองใน 4 สัปดาห์ ส่วนในสัปดาห์
ท่ี 5-6 จะท าใหห้วัพนัธ์ุเน่าเละ และตายลงในสัปดาห์ท่ี 8-10 แสดงวา่ไพลแสดงอาการใบเหลือง 
หลงัการปลูกเช้ือ เกิดจากคลอโรฟิลลถู์กท าลาย ซ่ึงอาการใบเหลืองเป็นอาการท่ีพบในสภาพ
ธรรมชาติในพืชวงศขิ์งเม่ือถูกเช้ือ R. solanacearum เขา้ท าลาย 
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ในการทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนัเช้ือ R. solanacearum ทุกไอโซเลทท่ีแยกได้
จากไพล ท าใหใ้บยาสูบเกิดอาการไหมแ้หง้เป็นสีน ้าตาลตรงบริเวณท่ีฉีดเซลลแ์ขวนลอยเช้ือเขา้ไป
ภายในเวลา 36 – 48 ชัว่โมง เม่ือพิจารณาระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาพบวา่ไอโซเลท C9/1           
ท าใหเ้กิดปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนั โดยท าใหเ้กิดอาการไหมแ้หง้เป็นสีน ้าตาลท่ี 48 ชัว่โมง       
ซ่ึงใชร้ะยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยามากกวา่ไอโซเลทอ่ืนและเม่ือเปรียบเทียบความรุนแรงของเช้ือใน
การท าใหเ้กิดโรคกบัไพล พบวา่ไอโซเลท C9/1 ท าใหไ้พลเกิดโรคในระดบัต ่าโดยมีค่าเฉล่ียการเกิดโรค
เท่ากบั 1.5 และมีเปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรคเท่ากบั 63 เปอร์เซ็นต ์อยา่งไรก็ตามจากการศึกษาของ        
Dhital et al. (2000) ซ่ึงท าการศึกษาความสามารถของเช้ือ R. solanacearum ในการท าใหเ้กิดโรค
เปรียบเทียบกบัความรุนแรงของเช้ือ พบวา่เช้ือ R. solanacearum 15 สายพนัธ์ุท่ีแยกไดจ้ากมนัฝร่ังมี
จ านวน 13 สายพนัธ์ุ ท่ีท าใหใ้บยาสูบเกิดอาการไหม้แหง้เป็นสีน ้าตาลท่ี 48 ชัว่โมง และเม่ือเปรียบเทียบ
กบัความรุนแรงของเช้ือ เช้ือทั้ง 13 สายพนัธ์ุ สามารถท าใหม้นัฝร่ังเกิดโรคในระดบัปานกลางถึง
ระดบัรุนแรง ส่วนสายพนัธ์ุ KD 17  และ SA 1 ท่ีไม่เกิดอาการไหมแ้หง้เป็นสีน ้าตาลก็สามารถท าให้
มนัฝร่ังเกิดโรคไดใ้นระดบัปานกลาง 
  
 จากการศึกษาเช้ือ R. solanacearum จากพืชอาศยัชนิดต่างๆ ในประเทศไทยพบวา่จดัอยู่
ในไบโอวาร์ 3 และ 4 ซ่ึง Titatarn (1986) ไดน้ าเช้ือท่ีแยกไดจ้ากมะเขือเทศ, พริก, งา, มะเขือ, ยาสูบ 
และ ขิง มาทดสอบไบโอวาร์ พบวา่เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวในประเทศไทยอยูใ่นไบโอวาร์  3 
และ 4 โดยเช้ือจากขิงมีสัดส่วนเป็นไบโอวาร์ 3 มากกวา่ไบโอวาร์ 4 และจากรายงานประจ าปีของ
สถาบนัวจิยัพืชสวน (2534) ไดท้  าการสุ่มตวัอยา่งโรคเห่ียวของขิงเน่ืองจากเช้ือ  R. solanacearum  
ในสภาพธรรมชาติจากแปลงปลูกน ามาเปรียบเทียบไบโอวาร์พบวา่จดัเป็นเช้ือไบโอวาร์ 3 และ 4 
และมีสัดส่วนเป็นไบโอวาร์ 3 มากกวา่ไบโอวาร์ 4 องัสนา (2533) ไดศึ้กษาการเพาะเล้ียงโปรโตพลาสต์
และเซลลส์ าหรับศึกษาปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนัของสายพนัธ์ุขิงต่อเช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียว 
โดยแยกเช้ือได ้24 สายพนัธ์ุ และจดัอยูใ่นไบโอไทป์ 3 จ  านวน 16 สายพนัธ์ุ และไบโอไทป์ 4 
จ านวน 8 สายพนัธ์ุ ศุทธนา (2543) ไดท้  าการศึกษาเช้ือ R. solanacearum จากพืชอาศยัชนิดต่างๆ 
ไดแ้ก่ พริก, มะเขือเทศ, มะเขือยาว, ขิง, มนัฝร่ัง, งา, ปทุมมา, กระชาย, ยาสูบ และถัว่ลิสง        
พบวา่เช้ือทั้งหมดจดัอยูใ่น race 1 ไบโอวาร์ 3 และ 4 โดยเช้ือจากขิง 12 ไอโซเลทเป็นไบโอวาร์ 3 
จ านวน 10 ไอโซเลท และไบโอวาร์ 4 เพียง 2 ไอโซเลท ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่เช้ือ                 
R. solanacearum จากไพลจ านวน 9 ไอโซเลท จดัอยูใ่น 2 ไบโอวาร์ คือ ไบโอวาร์ 3 จ  านวน 7      
ไอโซเลท และไบโอวาร์ 4 จ านวน 2 ไอโซเลท สอดคลอ้งกบัรายงานเช้ือจากขิงดงักล่าวขา้งตน้      
ท่ีส่วนมากเช้ือท่ีพบจะเป็นไบโอวาร์ 3 มากกวา่ไบโอวาร์ 4  
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 เน่ืองจาก R. solanacearum เป็นเช้ือท่ีมีพืชอาศยักวา้งอยูใ่น 50 วงศ ์200 ชนิด ดงันั้น       
เพื่อประโยชน์ในการจดัการโรค การศึกษาในคร้ังน้ีจึงท าการศึกษาพืชอาศยัเพื่อจ าแนก race       
ของเช้ือจากไพล พบวา่เช้ือไอโซเลทจากไพล สามารถเขา้ท าลายขิงซ่ึงอยูใ่นวงศ ์Zingiberaceae 
เช่นเดียวกนัไดแ้ละไม่ท าให ้พริก กา้มกุง้ มนัฝร่ัง และหม่อนเกิดอาการเห่ียวจึงจดัอยูใ่น race 4 และ
เม่ือท าการทดสอบความสามารถของเช้ือ R. solanacearum จากไพลในการก่อใหเ้กิดโรคในพืชท่ีมี
ความส าคญัทางเศรษฐกิจของไทยจ านวน 8 ชนิด ไดแ้ก่ ขิง, ข่า, กระชาย, ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, 
ถัว่ลิสง และ ยางพารา จากการปลูกเช้ือแบคทีเรีย R. solanacearum จากไพล และเช้ือท่ีน ามาใช้
เปรียบเทียบคือไอโซเลท RS1/3 จากพริก และ T160 จากมะเขือเทศ โดยพืชแต่ละชนิดไดรั้บการปลูกเช้ือ
ไม่พร้อมกนั พบวา่เช้ือแบคทีเรียสามารถเขา้ท าลายพืชอาศยัได้แตกต่างกนัไปข้ึนกบัชนิดของ      
พืชอาศยัและไอโซเลทของเช้ือสาเหตุโรค กล่าวคือเช้ือจากพืชวงศขิ์งทั้งจากไพล , ขิง และ กระชาย 
สามารถท าใหเ้กิดโรคเห่ียวกบัขิงในระดบัรุนแรง ในกระชายมีไอโซเลทเช้ือจากไพลท่ีท าใหเ้กิด
โรคอยา่งรุนแรง ไดแ้ก่ C8/2, C13/1 และ C19/1 ส่วนไอโซเลท C5/1, C7/1 และ C23/1 ท าใหเ้กิด
โรคในระดบัปานกลาง ในข่ามีไอโซเลทเช้ือจากไพลท่ีท าใหเ้กิดโรคในระดบัต ่า ไดแ้ก่ C7/1 
นอกจากน้ีเช้ือจากไพลไม่ท าใหเ้กิดโรคในขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่ลิสง และ ยางพารา แสดงให้
เห็นวา่พืชอาศยัของเช้ือ R. solanacearum ท่ีแยกไดจ้ากไพลคือ ขิง, กระชาย และ ข่า เม่ือพิจารณา  
ไบโอวาร์เช้ือจากไพลจดัอยูใ่นไบโอวาร์ 3 และ 4 นอกจากน้ียงัสามารถท าใหขิ้งแสดงอาการโรคได ้
ในระดบัรุนแรงกวา่การแสดงโรคในไพล และเช้ือจากขิงก็สามารถท าใหไ้พลเป็นโรคไดเ้ช่นเดียวกนั 
และพบวา่ เช้ือ R. solanacearum จากไพลทั้ง 9 ไอโซเลทมีความสามารถในการเขา้ท าลายพืชอาศยัต่างๆ 
คลา้ยคลึงกบัเช้ือจากขิงมากกวา่เช้ือจากพืชชนิดอ่ืนจึงเป็นไปไดว้า่เช้ือท่ีเขา้ท าลายไพลเป็นเช้ือท่ีมา
จากขิง นอกจากน้ีไดท้  าการทดลองปลูกเช้ือ R. solanacearum จากพืชอาศยัอ่ืนในพืชวงศขิ์ง พบวา่
เช้ือทั้งจากพริก และ มะเขือเทศสามารถท าใหเ้กิดการเห่ียวระดบัรุนแรงในขิงเท่านั้น ในการปลูกเช้ือ       
R. solanacearum จากขิง และ กระชาย ในไพล พบวา่เช้ือจากขิงท าใหไ้พลเกิดโรคไดใ้นระดบัปานกลาง
แต่เช้ือจากกระชายท าใหไ้พลเกิดโรคในระดบัต ่า และเช้ือจากกระชายก็ท าใหขิ้งเกิดโรครุนแรงกวา่
กระชาย ดงันั้น ขิงจึงเป็นพืชท่ีอ่อนแอต่อเช้ือ R. solanacearum มากกวา่ไพล และ กระชาย          
และข่าอาจจะไม่ใช่พืชอาศยัตามธรรมชาติเน่ืองจากมีการเกิดโรคท่ีต ่ามาก อยา่งไรก็ตามศศิธร (2525) 
พบวา่เช้ือสาเหตุโรคเห่ียวจากขิงท าใหเ้กิดโรคในมะเขือเทศ,  มะเขือยาว, มนัฝร่ัง, พุทธรักษา, ขิง, ข่า, 
กระชาย, ไพล และ ขมิ้น แต่ไม่ท าใหเ้กิดโรคในยาสูบ และพริก ซ่ึงเช้ือท่ีใชท้ดสอบเป็นเช้ือท่ีไดจ้ากขิง
ซ่ึงจดัอยูใ่นวงศเ์ดียวกบัไพลแต่ใหผ้ลท่ีต่างกนัคือ เช้ือจากไพลไม่ท าใหม้ะเขือเทศ และขมิ้นเป็นโรค 
ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากวธีิการปลูกเช้ือท่ีแตกต่างกนั โดยศศิธรใชก้ารปลูกเช้ือวธีิท าแผลท่ีตาหน่ออ่อนส าหรับ
พืชท่ีปลูกดว้ยแง่ง และท าแผลท่ีรากส าหรับพืชท่ีปลูกดว้ยเมล็ด และความแตกต่างของไอโซเลทเช้ือ 
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             การศึกษาเช้ือ R. solanacearum ท่ีแยกจากไพลในระดบัโมเลกุลโดยเทคนิคพีซีอาร์ 
ใชไ้พรเมอร์ 759 และ 760 ซ่ึงเป็นไพร์เมอร์ท่ีมีความจะเพาะต่อเช้ือ R. solanacearum เป็นเทคนิคท่ี
ง่ายและมีความรวดเร็วในการตรวจสอบ โดยพบวา่ทุกไอโซเลทใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 281 bp แต่
เทคนิคน้ีไม่สามารถแสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งแหล่งท่ีมา พืชอาศยั race และไบโอวาร์ได ้
ดงันั้นในการทดลองน้ีจึงท าการตรวจสอบเช้ือ R. solanacearum ท่ีแยกไดจ้ากไพลโดยใช้เทคนิคพีซีอาร์ 
และใชไ้พรเมอร์ AKIF – AKIR และ 21F – 21R ซ่ึงเป็นไพรเมอร์ท่ีไดรั้บการออกแบบเพื่อใชก้บั
เช้ือ R. solanacearum race 4 ผลการทดลองพบแถบดีเอน็เอเม่ือใช้ไพรเมอร์ AKIF – AKIR คือ      
ไอโซเลท C5/1, C9/1 และ C13/1 จากไพล RS21 จากขิง และ RS40 จากกระชาย โดยใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมี
ขนาด 165 bp ส่วนเช้ือไอโซเลทอ่ืนๆไม่พบแถบดีเอน็เอ และเม่ือใชไ้พรเมอร์ 21F – 21R ผลปรากฏวา่   
ไม่พบแถบดีเอน็เอ ทั้งน้ี Horita et al. (2004) ไดท้  าการศึกษาเช้ือ R. solanacearum race 4 จ านวน 
20 สายพนัธ์ุ จากปทุมมาจ านวน 4 สายพนัธ์ุ mioga จ านวน 4 สายพนัธ์ุ และขิงจ านวน 12 สายพนัธ์ุ 
ดว้ยไพรเมอร์ AKIF – AKIR และ 21F – 21R  พบวา่ไพรเมอร์ AKIF – AKIR สายพนัธ์ุเช้ือจาก race 4 
จ านวน 14 ไอโซเลทใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด 165 bp โดยเป็นสายพนัธ์ุจากปทุมมาจ านวน 4 สายพนัธ์ุ 
mioga จ  านวน 4 สายพนัธ์ุ และขิงจ านวน 6 สายพนัธ์ุ ส่วนเช้ือจากขิงจ านวน 6 สายพนัธ์ุท่ีเหลือ    
ไม่พบแถบดีเอน็เอ ส่วนไพรเมอร์ 21F – 21R สายพนัธ์ุเช้ือจาก race 4 ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีขนาด   
125 bp โดยเป็นสายพนัธ์ุจากขิงจ านวน 6 สายพนัธ์ุท่ีไม่พบแถบดีเอน็เอกบัไพรเมอร์ AKIF – AKIR 
จากผลการทดลองจะเห็นวา่ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ไม่สามารถใหแ้ถบดีเอน็เอไดทุ้กไอโซเลทซ่ึงอาจจะ
ตอ้งหาไพรเมอร์คู่อ่ืนๆมาใชใ้นการศึกษาร่วมดว้ย 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

สรุป 

 
 เช้ือแบคทีเรียสาเหตุโรคเห่ียวของไพล คือเช้ือ Ralstonia solanacearum เม่ือจดัจ าแนก     
ไบโอวาร์ พบวา่เช้ือท่ีแยกได ้9 ไอโซเลทจดัอยูใ่นไบโอวาร์ 3 จ านวน 7 ไอโซเลทและไบโอวาร์ 4 
จ านวน 2 ไอโซเลท เม่ือจดัจ าแนก race พบวา่เช้ือทั้ง 9 ไอโซเลทจดัอยูใ่น race 4 การวเิคราะห์ใน
ระดบัโมเลกุล ดว้ยไพรเมอร์ 759-760 พบวา่ทั้ง 9 ไอโซเลทใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 281 bp และ    
ไพรเมอร์ AKIF-AKIR ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 165 bp จ านวน 3 ไอโซเลท ส่วนอีก 6 ไอโซเลท      
ไม่พบแถบดีเอน็เอขนาด 165 bp และเช้ือทั้ง 9 ไอโซเลท ไม่ใหแ้ถบดีเอน็เอเม่ือใชไ้พรเมอร์ 21F – 21R  
การทดสอบปฏิกิริยาตอบสนองเฉียบพลนับนใบยาสูบ พบวา่ทุกไอโซเลทท าใหเ้กิดอาการไหมแ้หง้
เป็นสีน ้าตาลภายในเวลา 36 – 48 ชัว่โมง  

 
การศึกษาพืชอาศยัทั้ง 8 ชนิด พบวา่พืชอาศยัของเช้ือ Ralstonia solanacearum จากไพลคือ 

ขิง, กระชาย และข่า โดยขิงจะเกิดโรคในระดบัรุนแรง กระชายจะเกิดโรคในระดบัปานกลาง และข่า
เกิดโรคในระดบัต ่า ส่วนพืชชนิดอ่ืนๆ ไม่เกิดโรค ไดแ้ก่ ขมิ้น, พริก, มะเขือเทศ, ถัว่สิสง และ ยางพารา 

 

ข้อเสนอแนะ 

 

 จากงานวจิยัน้ีสามารถน าไปต่อยอดในดา้นการศึกษาการปลูกพืชหมุนเวยีน และการปลูก
พืชแซม และดา้นการควบคุม ป้องกนัก าจดัโรคเห่ียวท่ีเกิดจากเช้ือ Ralstonia solanacearum จาก
ไพลทั้งการใชส้ารสกดัสมุนไพร สารเคมีในอตัราท่ีเหมาะสม เพื่อเป็นประโยชน์ต่อไปในอนาคต  
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สูตรและวธีิการเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือแบคทเีรีย 
 
1. Nutrient Glucose Agar (NGA) 

Beef extract 3.0 กรัม 
Peptone 5.0 กรัม 
Glucose 2.5 กรัม 
Agar 15.0 กรัม 
Distilled water 1000 มล. 

ละลายส่วนผสมในน ้า แบ่งใส่ขวดปิดฝา น า ไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ี 121 องศาเซลเซียส 15 นาที 
 
2. Tetrazolium chloride medium (TZC)  

ส่วนท่ี 1 : (basal medium) 
    Peptone 10.0 กรัม 
    Glucose 5.0 กรัม 
    Casein hydrolysate 1.0 กรัม 
    Agar 15.0 กรัม 
    Distilled water 1000 มล. 
    ละลายส่วนผสมในน ้าแบ่งใส่ขวดๆ ละ 200 มล. น า ไปน่ึงท่ี 121 องศาเซลเซียส  
    15 นาที 

 
ส่วนท่ี 2 : 2,3,5 – triphenyl tetrazolium chloride 1 g. ละลายใน น ้ากลัน่ 100 ml. 

   ฆ่าเช้ือดว้ยการกรองดว้ยกระดาษกรอง whatman no.1 น า เอาส่วนท่ี 1 กบั  
   ส่วนท่ี 2 ผสมกนัในอตัรา ส่วนท่ี 1 ปริมาตร 200ml. ต่อ ส่วนท่ี 2 ปริมาตร 1 ml. 
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