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บทคัดย่อ 

 
เก็บตัวอย่างโรคเหี่ยวของกระชายจากจังหวัดพิจิตรมาแยกเชื้อสาเหตุโรค โดยคัดเลือกแบคทีเรียที่มี

ลักษณะโคโลนีสีขาวขุ่นมีจุดสีชมพูอ่อนตรงกลาง กลม ขอบเรียบบนอาหารเลี้ยงเชื้อ triphenyl tetrazolium 
chloride (TZC) และลักษณะโคโลนีสีขาวขุ่นคล้ายน้ำนม กลม มันวาว นูน เมื่อนำมาเลี้ยงต่อบนอาหาร nutrient 
agar (NA) ทดสอบการติดสีแบบแกรม คุณสมบัติทางสรีรวิทยาและชีวเคมี พบว่าทั้ง 26 ไอโซเลท เป็นแบคทีเรีย
แกรมลบและมีการใช้น้ำตาล dextrose lactose mannitol maltose และ sorbitol เหมือนกับเชื้อแบคทีเรีย 
Ralstonia solanacearum แต่ให้ผลลบกับคู่ไพรเมอร์ Psol_flic-F/ Psol_flic-R และ 759/ 760/ Nmutl21:1F/ 
Nmutl21:2F/ Nmutl23:AF/ Nmutl22:InF/ Nmutl22:RR ที่มีความจำเพาะต่อเชื้อ R. solanacearum สาเหตุ
โรคเหี่ยว เมื่อวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรีย 5 ไอโซเลท วิเคราะห์เปรียบเทียบ
กับฐานข ้อม ูล  National Center for Biotechnology Information (NCBI)  จ ั ดอย ู ่ ในกล ุ ่ ม เด ี ยวก ับเชื้ อ 
Enterobacter spp.  
 
คำสำคัญ:   แบคทีเรีย  โรค  กระชาย  เหี่ยว 
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Abstract 

 
Samples of bacterial wilt of fingerroot (Boesenbergia rotunda) were collected from Phichit 

Province, Thailand.  Bacterial isolates showing irregular, whitish, fluidal single colonies with a 
pinkish center on triphenyl tetrazolium chloride (TZC)  medium were selected.  On nutrient agar 
(NA) , the colonies appeared white with an entire margin.  A total of 26 bacterial isolates that 
fulfilled these morphological criteria were further characterized by Gram staining, as well as 
physiological and biochemical tests.  All 26 isolates were Gram-negative and were capable of 
utilizing dextrose, lactose, mannitol, maltose, and sorbitol, which are characteristic of Ralstonia 
solanacearum.  However, PCR detection using R.  solanacearum- specific primer sets (Psol_flic-
F/Psol_flic-R, 759/760, Nmutl21:1F/Nmutl21:2F, Nmutl23:AF/Nmutl22: InF/Nmutl22:RR)  yielded 
negative results for all isolates. Subsequently, 16S rRNA gene sequences from five representative 
isolates were analyzed using BLAST against the NCBI non- redundant nucleotide database.  The 
results indicated that these isolates were closely related to Enterobacter spp. 

 

Keywords:   bacteria, disease, galingale, bacterial wilt  
 

บทนำ 

 
ก ร ะ ช า ย  ( fingerroot)  ช ื ่ อ ว ิ ท ย า ศ า ส ต ร์  

Boesenbergia rotunda (L.) พืชล้มลุก เหง้าหรือลำต้นอยู่
ใต้ดิน นิยมปลูกเป็นพืชสวนครัวเพราะมีกลิ่น รสชาติอันเป็น
เอกลักษณ์อุดมไปด้วยสารอาหารบำรุงร่างกาย สารสำคัญใน
กระชาย คือ kaempferol quercetin และ panduratinA 
มีสรรพคุณต้านเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราบางชนิดได้ดี ต้าน
การอักเสบ ลดไข้ มีสารยับยั้งการแบ่งเซลล์ของเชื้อโควิด-19 
เมื ่อมีการจำลองภาพสามมิติในคอมพิวเตอร์  (Sanmun, 
2023) ทำให้ผลผลิตกระชายเป็นที่ต้องการของตลาดเพิ่ม
มากขึ้น เกษตรกรในจังหวัดพิจิตรจึงมีการขยายพื้นที่การ
ปลูกกระชายจาก 795 ไร่ ในปี 2560 เป็น 1,200 ไร่ ในปี 
2567 โดยพื้นทีป่ลูกส่วนใหญ่ตั้งอยู่ในอำเภอโพธิ์ประทับช้าง
และอำเภอบึงนาราง (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2568) พันธุ์

กระชายที่เกษตรกรนิยม คือ กระชายพื้นเมืองที่มีลักษณะ
รากสั้นและมีปุ้มตรงปลาย หรือ ที่เรียกว่ากระชายปุ้ม 

จากการลงพื้นที่เพื่อสำรวจสภาพปัญหาการผลิต
กระชายในพื้นที่จังหวัดพิจิตร พบว่า โรคเน่าเป็นปัญหาหลัก
ของการผลิตกระชายในพื้นที่ โดยทำให้ต้นกระชายแสดง
อาการเส้นใบเหลือง ใบไหม้ และม้วน ลามเข้าหาขอบใบ 
บริเวณโคนต้นและหน่อที ่แตกมีลักษณะฉ่ำน้ำ เนื ้อเยื่อ
เปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล ต่อมาเน่าเปื่อยหลุดจากเหง้า ซึ่งอาการ
ดังกล ่าวถูกว ิน ิจฉ ัยว ่าเกิดจากการเข้าทำลายของเช้ือ
แบคทีเรีย และในการจัดการโรคพืชของเกษตรกรใช้สารเคมี
กำจัดเช้ือรา ฉีดพ่นทางใบ จากการรายงาน พบว่าเกิดอาการ
เน่าสามารถเกิดได้จากเชื้อรา Pythium sp. และ Fusarium 
sp.  (กณ ิษฐา ส ังคะหะ และคณะ, 2549) และเช ื ้อรา 
Sclerotium sp.  (ศ ักดิ์  ส ุนทรส ิ งห์  ,  2537)  และเ ช้ือ
แบคทีเรีย ได้แก่ Ralstonia solanacearum (ศักดิ์ สุนทร
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สิงห์, 2537; Jibat and Alo, 2020) โดยโรคที่เกิดจากเช้ือ
แบคทีเรียเป็นโรคที ่จัดว่ามีความสำคัญและสร้างความ
เสียหายให้กับพืชที่ปลูกมากที่สุด อย่างไรก็ตาม การเกิดโรค
เน่าของกระชายในจังหวัดพิจิตร ยังไม่มีการจำแนกเช้ือ
สาเหตุของโรค ดังนั ้น งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ระบุและ
จำแนกเชื้อสาเหตุโรค ในต้นกระชายที่มีอาการคล้ายอาการ
จากเชื้อแบคทีเรียจากกระชายที่แสดงอาการเหี่ยวในพื้นที่
ของจังหวัดพิจิตรให้บริสุทธิ ์ พิสูจน์การก่อโรค ตรวจระบุ
ชนิดและจำแนกกลุ่มของเชื้อสาเหตุบางประการ เพื่อนำไปสู่
การจัดการโรคพืชที่ถูกวิธี ให้ได้ผลผลิตที่ดี มีคุณภาพตาม
ความต้องการของตลาดต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 

อุปกรณ์และวิธีการ  

 
การเก็บตัวอย่างโรค 

เก็บตัวอย่างต้นกระชายที่แสดงอาการเส้นใบ 
เหลือง ใบไหม้ และม้วน ลามเข้าหาขอบใบ บริเวณโคนต้น
และหน่อที่แตกมีลักษณะฉ่ำน้ำ เนื้อเยื่อเปลี่ยนเป็นสนี้ำตาล 
ต่อมาเน่าเปื่อยหลุดจากเหง้าโดยง่ายแต่จะไม่มีกลิ่นเหม็น 
(Figure 1) ซ ึ ่งส ันนิษฐานว่าเก ิดจากเชื ้อแบคทีเร ีย R. 
solanacearum ตามรายงานของ (ศักดิ์ สุนทรสิงห์, 2537; 
Jibat and Alo, 2020; Kumar et al., 2014) โดยสุ ่มเก็บ
ตัวอย่างพืชเป็นรูปตัว x แต่ละจุดห่างกัน 1.5-2.0 เมตร รวม
จำนวนตัวอย่างทั้งหมด 13 ตัวอย่าง ในพื้นที่การเพาะปลูก
อำเภอโพธิ์ประทับช้าง และอำเภอบึงนาราง จังหวัดพิจิตร 
ช่วงเดือนพฤศจิกายน-ธันวาคม 2566 จากนั้นนำมาแยกเช้ือ
แบคทีเรีย ณ ห้องปฏิบัติการ กองวิจัยและพัฒนาวิทยาการ
หลังการเก็บเกี่ยวและแปรรูปผลิตผลเกษตร กรมวิชาการ
เกษตร กรุงเทพมหานคร 

 

 
 

Figure 1   Symptoms of wilt on natural infected field fingerroot (A-B), Symptom on fingerroot leaf (C) 
 

การแยกเชื้อแบคทีเรีย   
แยกเชื้อแบคทีเรียจากต้นกระชายที่แสดงอาการ

เหี่ยว ฟอกฆ่าเชื้อโดยตัดเอาโคนต้นบริเวณรอยต่อเนื้อเยื่อ
ปกติและเนื้อเยื่อที่แสดงอาการ จากนั้นแช่ใน 70% EtOH 

เป็นเวลา 3 นาที ล้างด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 2 ครั้งนาน 2 
นาที ซับให้แห้งด้วยกระดาษกรองที่ผ่านการฆ่าเชื้อจากนั้น
บดชิ้นพืชในน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ แล้วนำไป spread plate บน
อาหาร triphenyl tetrazolium chloride (TZC) แล้วบ่มที่
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อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ตรวจดูโคโลนีเป้าหมายมี
ลักษณะสีขาวขุ่นมีจุดสีชมพูอ่อนตรงกลางโคโลนี ขอบเรียบ
ของเชื้อ (single colony) นำมาเลี้ยงต่อบนอาหาร nutrient 
agar (NA) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ให้ได้เช้ือ
บริสุทธิ์ แล้วเก็บรักษาเชื้อแบคทีเรียใน 60% glycerol ที่ตู้  
-20 องศาเซลเซียส 

 
การตรวจสอบด้วยคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมีบาง
ประการ 

ทำการตรวจสอบ 2 วิธี ประกอบด้วย (1) ศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีจากการย้อมสีแบบแกรม 
ตามวิธีการของ (Schaad et al., 2001) และ (2) การใช้
น ้ำตาลทั ้ ง 5 ชน ิด ได ้แก ่  dextrose lactose maltose 
mannitol และ sorbitol ตามวิธีการของ (Hayward, 1964) 
โดยน้ำตาลทั ้ง 5 ชนิดที ่ เล ือกนำมาทดสอบเป็นแหล่ง
คาร์โบไฮเดรตของแบคทีเรียที่ต้องการศึกษา เมื่อมีการใช้
น้ำตาลจะทำให้สีอาหารเปลี ่ยนจากสีเขียวเป็นสีเหลือง 
หลังจากบ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 7 วัน 

 
การจำแนกเชื ้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี ่ยวด้วยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 

สก ั ด  genomic DNA แบคท ี เ ร ี ย โ ด ย ใช ้ ว ิ ธี  
modified CTAB (Sambrook et al. , 1989)  นำด ี เอ ็นเอ
ตรวจระบุชนิดเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการศึกษาด้วยไพรเมอร์ 
759:  5'- GTCGCCGTCAACTCACTTTCC- 3' /  760:  5'-
GTCGCCGTCAGCAATGCGGAATGG- 3' /  Nmutl21: 1F: 
5'-CGTTGATGAGGCGCGCAATTT-3' / Nmutl21:2F: 5'-
AAGTTATGGACGGTGGAAGTC- 3' /  Nmutl23: AF:  5'-
ATTACSAGAGCAATCGAAAGATT-3' /Nmutl22: InF:  5'-
ATTGCCAAGACGAGAGAAGTA- 3' / Nmutl22: RR: 
5'TCGCTTGACCCTATAACGAGTA- 3' ( Xu et al. , 2009; 
Waki et al., 2013; She et al., 2017) สามารถสังเคราะห์
แถบดีเอ็นเอได้ทั้งหมด 2 แถบ โดยแถบที่ 1 ระบุว่าเป็นเชื้อ
แบคทีเรีย R. solanacearum ขนาด 280 bp และดีเอ็นเอ
แถบท ี ่  2  ร ะบ ุ  phylotype ของ เช ื ้ อ แบคท ี เ ร ี ย  R. 

solanacearum สามารถสังเคราะห์ได้ 4 ขนาด โดยขนาด 
144 bp จัดอยู่ในกลุ่ม phylotype I แถบดีเอ็นเอขนาด 372 
bp จัดอยู่ในกลุ่ม phylotype II แถบดีเอ็นเอขนาด 91 bp 
จัดอยู่ในกลุ่ม phylotype III และกลุ่ม phylotype IV แสดง
แถบดีเอ็นเอขนาด 213 bp ในส่วนของยีน egl และคู่ไพร
เมอร ์  Psol_flic-F:  5'-GAACGCCAACGGTGCGAACT-3'/ 
Psol_flic- R: 5'GGCGGCCTTCAGGGAGGTC- 3' 
(Schönfeld et al., 2003) สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 400 bp ซึ่งจำเพาะต่อยีน fliC ของเชื้อแบคทีเรีย R. 
solanacearum ด ้ วยช ุดปฏ ิก ิ ร ิ ย า  TP1000 ExcelTag 
(Smobio, Taiwan) ส ังเคราะห์แถบดีเอ็นเอด้วยเครื ่อง
ควบคุมอุณหภูมิ T-Professional (Biometra, Germany) 
แยกขนาดของสายดีเอ็นเอด้วยวิธี gel electrophoresis 
บน 1.5% agarose gel ใน 0.5X TBE buffer จากนั ้น วิ
เคราะลำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่มีผล
การจัดจำแนกเป็นลบกับเชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum 
ทำการเพิ่มปริมาณยีนบริเวณ 16s rRNA จำนวน 5 ไอโซเลท 
โดยใช้ไพรเมอร์ F8: 5'-AGAGTTTGATCMTGGCTC-3' / 
rP2: 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3' (Wahid et al., 
2013) แล ้วส ่งให ้บร ิษ ัท Solgent (ประเทศเกาหลีใต้ ) 
วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำไป blast เปรียบเทียบ
ใน ฐ า น ข ้ อ ม ู ล  National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) เพื่อระบุจีนัสของเชื้อแบคทีเรีย 

 
การเตรียมเซลล์แขวนลอยแบคทีเรีย (cell suspension) 

เลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการศึกษาบนอาหาร NA 
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 48 ชั ่วโมง จากนั ้นล้างโคโลนีบน
ผิวหน้าอาหารด้วยน้ำกลั่นนึ่งฆ่าเชื้อวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600 nm) ทำการเจือจาง
ให้ได้สารแขวนลอยเซลล์ที ่มีค่าดูดกลืนแสงเท่ากับ 0.5 
(Spectrophotometer, Thermo fisher scientific 
evolution 300 PC, USA)  
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พิสูจน์การก่อโรคของเชื้อแบคทีเรีย  
(Koch’s postulation)  

พิส ูจน ์การก ่อโรคในชิ ้นแครอทและข ิงหนา
ประมาณ 0.5 เซนติเมตร โดยปลูกเชื้อแบคทีเรียที่ต้องการ
ศึกษาลงบนชิ้นแครอทและขิงที่ผ่านการฆ่าเชื ้อบนผิวพืช 
ด้วยวิธีการหยดเซลล์แขวนลอยแบคทีเรียปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตรต่อ 1 ชิ้น กรรมวิธีละ 3 ซ้ำ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
สังเกตอาการ 2-3 วันหลังจากการปลูกเชื้อ ดัดแปลงจากวิธี
ของ (Jayathilaka et al., 2006) สำหรับการพิสูจน์การก่อ
โรคบนหัวหอมใหญ่ที่ผ่านการฆ่าเชื้อบนผิวพืช โดยฉีดเซลล์
แขวนลอยเชื ้อแบคทีเรียลงบนหอมหัวใหญ่ปริมาตร 0.1 
มิลลิลิตรต่อ 1 หัว กรรมวิธีละ 3 ซ้ำ บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 10-15 วัน ดัดแปลงจากวิธีการของ (Nishijima et 
al., 2004) และพิสูจน์การก่อโรคในต้นกระชายอายุ 1 เดือน 
โดยฉีดเซลล์แขวนลอยเชื ้อแบคทีเร ียเข้าบริเวณลำต้น
กระชาย ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อ 1 ต้นกรรมวิธีละ 3 ซ้ำ โดย
ปลูกเชื้อช่วงเวลาเย็น คลุมด้วยถุงพลาสติกนาน 12 ชั่วโมง 
แล้วนำถุงออก สังเกตอาการเป็นเวลา 4-8 สัปดาห์หลังจาก
การปลูกเชื้อในสภาพโรงเรือน ดัดแปลงจากวิธีของ (Paret 
et al., 2008) บันทึกผลเปรียบเทียบกับกรรมวิธีควบคุม โดย
เชื้อแบคทีเรีย R. solanacearum จะทำให้ช้ินขิงเนื้อเยื้อช้ำ
เปลี ่ยนเป็นสีน้ำตาล ต้นกระชายแสดงอาการเหี่ยว เส้น
ใบเหลือง ใบไหม้ ม้วน และลามเข้าหาขอบใบ ส่วนแครอท
และหอมหัวใหญ่แสดงอาการปกติ 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผลการวิจัย  

 
การแยกเชื้อแบคทีเรีย  

เก็บตัวอย่างกระชายจำนวน 13 ตัวอย่าง ที่แสดง
อาการเหี่ยว เส้นใบเหลือง ใบไหม้ และม้วน ลามเข้าหาขอบ
ใบคล้ายตัว V ส่วนลำต้นพบบริเวณท่อน้ำ ท่ออาหารและ
บริเวณเนื้อเยื่อเปลี่ยนเป็นสนี้ำตาล มาแยกเชื้อแบคทีเรียโดย
เลี้ยงลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ TZC พบลักษณะโคโลนีกลม สี
ขาวขุ่นมีจุดสีชมพูอ่อนตรงกลางโคโลนี ขอบเรียบ จากนั้น
ย้ายโคโลนีเดี่ยวของเช้ือมาเลี้ยงต่อบนอาหาร NA พบโคโลนี
แบคทีเรียมีลักษณะสีขาวขุ่นคล้ายน้ำนม เยิ้ม มันวาว นูน 
(Figure 2) จำนวนทั้งสิ ้น 26 ไอโซเลท ซึ่งโคโลนีบนหน้า
อาหาร TZC และ NA มีลักษณะสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกับ
เช ื ้อแบคท ี เร ีย  R.  solanacearum และสอดคล ้องกับ 
(Jayathilaka et al., 2006; She et al., 2017) แต่การศึกษา
ลักษณะสัณฐานวิทยาของเชื้อแบคทีเรียที่เจริญเติบโตบน
หน้าอาหารทำได้เพียงการคัดเลือกลักษณะโคโลนีที่สงสัยมา
เพื ่อศึกษาต่อไป เพราะเชื ้อแบคทีเร ียในบางจีนัส เช่น 
Pectobacterium spp.  สาเหต ุโรคเน ่าเละก ็ม ีล ักษณะ
โคโลน ีบนหน ้าอาหารท ี ่คล ้ายคล ึง ก ับแบคท ี เร ีย  R. 
solanacearum เมื่ออยู่บนหน้าอาหาร NA จึงจำเป็นต้อง
อาศัยวิธีการอื่นๆ ในการระบุและจำแนกเชื้อแบคทีเรียต่อไป 
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Figure 2 Colony characterization incubated at room temperature for 48 hours; triphenyl tetrazolium chloride 
(TZC) (A), nutrient agar (NA) (B) 

 
การย้อมสีแบบแกรมและทดสอบการใช้น้ำตาลของเชื้อ
แบคทีเรีย 

การย้อมสีแบบแกรม พบว่าแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซ
เลท เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ย้อมติดสีแดงของ safranin o 
เมื่อส่องใต้กล้องจุลทรรศน์ และมีการใช้น้ำตาลทั้ง 5 ชนิด 
ไ ด ้ แ ก่  dextrose lactose mannitol maltose แ ล ะ 
sorbitol โดยอาหารเปล ี ่ยนจากส ี เข ียวเป ็นส ี เหล ือง
เช่นเดียวกับเชื ้อแบคทีเรีย R. solanacearum (positive 
control) ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่ม R. solanacearum biovar 3 
โดยน้ำตาลทั ้ง 5 ชนิด ที ่นำมาศึกษาสามารถจัดจำแนก  
R. solanacearum biovar 1 ถึง 5 ได ้ในเบื ้องต้น จาก
การศ ึกษาของ Waki et al.  (2013)  รายงานว ่ า เ ช้ือ  
R.  solanacearum ในพ ืชตระก ูลข ิ ง จากประ เทศจีน 
ออสเตรเล ียและอ ินโดเนเซ ียสามารถจำแนกได ้ เป็น  
R. solanacearum biovar 4 ส่วนประเทศญี่ปุ ่นและไทย
ระบ ุ เ ป ็ น  เ ช ื ้ อ  R.  solanacearum biovar 3  และ  4 
ตามลำดับ โดยเชื้อ R. solanacearum biovar 3 มีการใช้
น้ำตาล lactose maltose และ dextrose ส่วน biovar 4 
ใช ้น ้ ำตาล lactose maltose mannitol dextrose และ 
sorbitol (Schaad et al., 2001) แต่การย้อมสีแบบแกรม
และทดสอบการใช้น้ำตาลของเชื้อแบคทีเรียยังไม่สามารถ

ระบุได้แน่นอนว่าเป็นเชื้อ R. solanacearum จึงต้องมีการ
ทดสอบด้วยเทคนิคอื่นๆ สนับสนุนต่อไป 
 
การจำแนกเชื ้อแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี ่ยวด้วยเทคนิค 
Polymerase Chain Reaction (PCR) 

การจำแนกเช้ือแบคทีเรียด้วยปฏิกิริยา PCR โดยใช้
ค ู ่ ไพรเมอร ์  Psol_flic -F/ Psol_flic -R  และ 759/ 
7 6 0 / N m u t l 2 1 : 1 F /  N m u t l 2 1 : 2 F / 
Nmutl23 :AF/Nmutl22 : InF/  Nmutl22 :RR  ท ี ่ มี
ความจำเพาะต่อเชื ้อ R. solanacearum สาเหตุโรคเหี่ยว 
พบว ่ า เช ื ้ อแบคท ี เร ี ย  R.  solanacearum (pos i t ive 
control) ให้ผลบวกกับไพรเมอร์ทั้ง 2 ชุดสามารถสังเคราะห์
แถบดีเอ็นเอมีขนาด 400 bp กับคู่ไพรเมอร์ Psol_flic-F/ 
Psol_flic-R และแถบดีเอ็นเอขนาด 281 bp และขนาด 
144 bp จัดอยู่ในกลุ่ม phylotype I กับไพรเมอร์ 759/ 
7 6 0 / N m u t l 2 1 : 1 F /  N m u t l 2 1 : 2 F / 
Nmutl23:AF/Nmutl22:InF/ Nmutl22:RR เช่นเดียวกับ 
Waki et al. (2013) และ She et al. (2017) ใช้ไพรเมอร์ 
7 5 9 /  7 6 0 /  N u mu l t 2 1 : 1 F /  N u mu l t 2 1 : 2 F / 
Numult23:AF/ Numult22:InF/ Numult22:RR และไพร
เมอร์ Psol_flic-F/ Psol_flic-R ในการระบุจีนัสของเช้ือ
แบคทีเรีย R. solanacearum แต่ให้ผลลบกับเช้ือแบคทีเรีย
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ทั้ง 26 ไอโซเลทจากตัวอย่างกระชายที่แสดงอาการเหี่ยว จึง
ทำการระบุจัดจำแนกแบคทีเรียจากจุลินทรีย์ชนิดอื่น โดยใช้
ยีนบริเวณ 16s rRNA จำนวน 5 ไอโซเลท โดยใช้ไพรเมอร์ 
F8/ rP2 วิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ และนำไป blast 
เปรียบเทียบในฐานข้อมูล NCBI เพื ่อระบุจีนัสของเชื้อ
แบคทีเรียในเบื้องต้นและจากผลการวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอ
ไทด์ พบว่าแบคทีเรียจำนวน 5 ไอโซเลท ถูกระบุว่าเป็นเช้ือ 
Enterobacter spp. ซึ่งเชื้อแบคทีเรียจีนัสนี้สามารถพบได้
ทั่วไปในสภาพแวดล้อมธรรมชาติ หรือมีการเข้าทำลายซ้ำ
หลังจากเช้ือสาเหตุโรคที่แท้จริง  
 
พิสูจน์การก่อโรคของเชื้อแบคทีเรีย  
(Koch’s postulation)  

พิสูจน์การก่อโรคของเชื้อแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซ- 
เลทลงพืช 4 ชนิด ได้แก่ หอมหัวใหญ่ ขิง แครอท และ
กระชาย พบว่า เช้ือแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซเลท ทำให้หัวหอม
ใหญ่ และขิงแสดงอาการเน่า เนื้อเยื่อเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล
หลังจากการปลูกเชื้อ 10 วัน เมื่อบ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง และ
แครอทที่ทำการปลูกเชื้อเริ่มแสดงอาการช้ำที่ระยะเวลา 2-3 
วัน จากนั้นเนื้อเยื่อยุบตัวลงและเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล เมื่อบ่ม
นานขึ้น เมื่อเทียบกับกรรมวิธีปลูกเชื้อด้วยน้ำกลั่น (กรรมวิธี
ควบคุม) (Figure 3) สอดคล้องกับ Nishijima et al. (2004) 
ระบุว ่าเป็นเชื ้อ Enterobacter spp. และแครอทแสดง
อาการเน่าสอดคล้องกับ Jayathilaka et al. (2006) ที่ระบุ
ว่าเป็นเชื้อในกลุ่มจีนัส Erwinia spp. จากนั้นทำการปลูก
เชื้อแบคทีเรียลงบนต้นกระชาย เริ่มดำเนินการในช่วงเดือน
กุมภาพันธ์ถึงมิถุนายน 2567 ซึ่งสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสม
ต่อการก่อโรค โดยมีอุณหภูมิ 37±2 องศาเซลเซียส ในช่วง
กลางวันและ 27±2 องศาเซลเซียส ในช่วงกลางคืน พบว่า 
ต้นกระชายที่ทำการปลูกเช้ือแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซเลทแสดง
อาการปกติ เช่นเดียวกับกรรมวิธีควบคุม จากรายงานโรค
เหี่ยวที่เกิดจากเชื ้อแบคทีเรีย R. solanacearum พืชจะ
แสดงอาการเหี่ยวและตายอย่างรวดเร็ว โดยแสดงอาการ
ใบเหลือง เหี่ยวแห้งร่วงในเวลาต่อมา หัวพันธุ์และบริเวณท่อ
น้ำเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลคล้ำ (Jibat and Alo, 2020) และ

จากการศึกษาของ Paret et al. (2008) ขิงพันธุ์อ่อนแอและ
พันธ ุ ์ทนทานจะแสดงอาการที ่ระยะเวลาแตกต่างกัน
ประมาณ 21 และ 70 วัน ตามลำดับหลังจากการปลูกเช้ือ 
และจากรายงานของ Nishijima et al. (2004) กล่าวว่าในปี 
2001 ฮาวายเกิดการระบาดของโรคเน่าในขิง และเมื่อ
ทดสอบการก่อโรคด้วยเชื ้อ E. Cloacae พบว่าต้นขิงจะ
แสดงอาการเหี่ยว ใบเหลือง ชิ้นขิงแสดงอาการช้ำ เนื้อเยื่อ
เปลี่ยนเป็นสีน้ำตาลและเน่าในเวลาต่อมา และ Lin et al. 
(2020) และ Zhao et al. (2022) พบว่าโรคขิงเน่ามีการ
ระบาดในประเทศจีน ทำให้พืชแสดงอาการเน่าบริเวณลำต้น 
เนื้อเยื่อเปลี่ยนเป็นสีน้ำตาล รูพรุน เมื่อนำมาแยกเช้ือสาเหตุ
โรคพบเช ื ้อแบคทีเร ีย 2 จ ีน ัสค ือ  E . cloacae  และ  
R. solanacearum ซึ่งเชื ้อแบคทีเรีย 2 จีนัสนี้ไม่สามารถ
แยกลักษณะทางสัณฐานวิทยาได้ สอดคล้องกับ Nishijima 
et al. (2004) ระบุว่าเป็นเชื้อ Enterobacter spp. และ 
แครอทแสดงอาการเน่าสอดคล้องกับ Jayathilaka et al. 
(2006) ที่ระบุว่าเป็นเช้ือในกลุ่มจีนัส Erwinia spp.   

 
สรุปผลการวิจัย 

 
 กระชายที ่แสดงอาการเหี ่ยวในจังหวัดพิจ ิตร
จำนวน 26 ไอโซเลท มีลักษณะสัณฐานวิทยาบนหน้าอาหาร
และชีวเคมีสอดคล้องกับแบคทีเรีย R. solanacearum แต่
พบว่าผลศึกษาโดยเทคนิค PCR ด้วยชุดไพรเมอร์ที่จำเพาะ
ต ่ อ เ ช ื ้ อ  R.  solanacearum ร ะ บ ุ ว ่ า ไ ม ่ ใ ช ่ เ ช ื ้ อ  R. 
solanacearum และผลวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ของยนี 
16S rRNA ของเชื้อแบคทีเรียจำนวน 5 ไอโซเลทระบุว่าเป็น
เชื้อ Enterobacter spp. สำหรับพิสูจน์การก่อโรคของเช้ือ
แบคทีเรีย (Koch’s postulation) ในห้องปฏิบัติการพบว่า
เชื้อแบคทีเรียทั้ง 26 ไอโซเลททำให้หัวหอมใหญ่ และชิ้นขิง
แสดงอาการเน่า  
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ข้อเสนอแนะ  

 
สำหรับการศึกษาในปีถัดไปควรเพิ่มเติมตัวอย่าง

พืช การตรวจสอบคุณสมบัติทางกายภาพและชีวเคมี และ
การจำแนกเชื้อแบคทีเรียด้วยเทคนิค Polymerase Chain 

Reaction (PCR) ที่มีความจำเพาะ แม่นยำมากขึ้นในการ
ระบุและการจัดจำแนกเชื้อแบคทีเรีย Enterobacter spp. 
เพื ่อใช้ในการจัดการโรคได้อย่างมีประสิทธิภาพ ลดการ
สูญเสียของเกษตรกร 

 

 
 

Figure 3 Symptoms produced by bacterial from fingerroot on onion bulbs and carrot and ginger slices; Healthy 
onion bulbs (left), and yellow onion bulbs (right), after inoculated 10 days at 25 °C . (A), Healthy 
carrot slices (left), Mild rot symptoms (discoloration, water-soaking) in petri dishes (right), after 
inoculated 10 days at 25 °C. (B), Healthy ginger slices (left), Moderate rot symptoms (discoloration, 
water-soaking) in petri dishes (right), after inoculated 2-3 days at 25 °C. (C) 
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