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บทคัดย่อ 

การส ารวจแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ปลูกหอม และ
กระเทียม ด าเนินการส ารวจแบบเฉพาะเจาะจง (Specific survey) เพ่ือให้ทราบข้อมูลแบคทีเรีย P. 
syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ส ารวจและในเวลาที่ก าหนด ด าเนินการโดยตรวจเอกสารข้อมูลของ
เชื้อแบคทีเรีย พบว่าไม่มีรายงานการท าให้เกิดโรคของเชื้อ P. syringae pv. syringae ในหอม 
กระเทียม หรือในพืชหัว (bulb) แต่พบรายงานการเกิดโรคไหม้ของกระเทียม (blight of leek) และ
โรคไหม้ของหอมแดง (bacterial blight of shallot) ที่เกิดจากเชื้อ P. syringae pv. porri ใน
ต่างประเทศ ส าหรับประเทศไทย พบรายงานโรคที่เกิดจากแบคทีเรียในหอมและกระเทียม ได้แก่ โรค
ใบแห้ง (bacterial leaf blight หรือ Xanthomonas blight) ที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas 
campestris และโรคเน่าเละ (soft rot หรือ bacterial soft rot) ที่เกิดจากเชื้อ Erwinia 
carotovora subsp. carotovora เท่านั้น หาแหล่งปลูกหอมและกระเทียมพร้อมทั้งวางแผนการ
ส ารวจโรค ท าการส ารวจเก็บตัวอย่างหอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียม ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2553 
– กันยายน 2556 ในพ้ืนที่จังหวัดเชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน ล าปาง แม่ฮ่องสอน ศรีสะเกษ บุรีรัมย์ 
อุตรดิตถ์ เพชรบูรณ์ และราชบุรี จ านวน 98 ตัวอย่าง น ามาตรวจในห้องปฏิบัติการ ผลการตรวจแยก
เชื้อ P. syringae pv. syringae สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่สร้างสารเรืองแสงบน King’s medium 
B ได้จ านวน 42 ไอโซเลท เมื่อทดสอบด้วย 3% KOH และคุณสมบัติทางชีวเคมี Arginine 
dihydrolase test พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถใช้สาร  Arginine 
ได้ ซึ่งเป็นคุณสมบัติของเชื้อ fluorescent Pseudomonas ที่ส่วนใหญ่เป็น saprophyte ไม่ใช่
คุณสมบัติของเชื้อ P. syringae pv. syringae ที่ไม่สามารถใช้สาร Arginine ได้ ยืนยันผลการตรวจ
โดยเทคนิค PCR โดยใช้ specific primer B1 และ B2 หากเป็นเชื้อ P. syringae pv. syringae จะ
ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 752 bp พบว่าแบคทีเรียทั้งหมดไม่ใช่แบคทีเรีย P. syringae pv. 
Syringae 
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ค าน า 

ในปี 2552 ประเทศอินโดนีเซียได้ออกกฎระเบียบ The Regulation of the Minister of 
Agriculture No. 18/permentan/OT. 140/2/2008 (Plant Quarantine Requirements and 
Measures Toward the Importation of Fresh Plant Products in the Form of Fresh Bulb 
Vegetables into the Territory of Republic of Indonesia) เมื่อวันที่ 26 กุมภาพันธ์ 2551 มีผล
บังคับใช้ตั้งแต่เดือนเมษายน 2551 โดยมีข้อก าหนดในการน าเข้าสินค้าพืชสดประเภทพืชหัวกลุ่ม bulb 
ต้องผ่านการตรวจรับรองและออกใบรับรองสุขอนามัยพืช ประเทศไทยส่งออกหัวหอมไปยังประเทศ
อินโดนีเซีย มูลค่าประมาณ 300 ล้านบาท เมื่อกฎระเบียบมีผลบังคับใช้ท าให้เกิดปัญหากับการส่งออก
หัวหอม เนื่องจากประเทศไทยมีเชื้อศัตรูพืชที่เป็นศัตรูกักกันพืชของอินโดนีเซีย ได้แก่ ราเขม่าด าสาเหตุ
เกิดจาก Urocystis cepulae และแบคทีเรีย Pseudomonas syringae pv. syringae ท าให้การ
ส่งออกหอมแดงและกระเทียมไปประเทศอินโดนีเซียต้องมีใบรับรองปลอดจากโรคทั้งสองชนิดก ากับไป
ด้วย จากการสืบค้นข้อมูลบัญชีรายชื่อโรคพืชที่พบในประเทศไทย พบว่าไม่มีรายงานการพบแบคทีเรีย 
P. syringae pv. syringae ในหอมและกระเทียมในประเทศไทย แต่มีรายงานของ พัฒนาและคณะ 
(2537) พบแบคทีเรีย P. syringae ในพริกไทย เมื่อสืบค้นข้อมูลต่างประเทศ พบว่า CABI (2007) ได้
รายงานว่า ในประเทศไทยพบแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในพืชหลายชนิดได้แก่ มะเขือเทศ 
พริก พริกไทย ส้มโอ หอมกระเทียม เป็นต้น จากข้อมูลที่สืบค้นดังกล่าวที่ไม่สอดคล้องกันท าให้ไม่
ทราบสถานการณ์ในปัจจุบันของแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในหอมและกระเทียม ดังนั้น 
จงึมีความจ าเป็นต้องท าการส ารวจในพื้นที่ปลูกหอม และกระเทียมส่งออก ติดตามสถานการณ์ของโรค
นี้ว่ามีในประเทศไทยหรือไม่ ซึ่งเป็นการศึกษาการเฝ้าระวังและการแพร่ระบาดของแบคทีเรีย  P. 
syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ปลูกพืชทั้งสองชนิด เพ่ือที่จะรายงานและตีพิมพ์ผลงานเพ่ือเป็นการ
ปลดโรคชนิดนี้ออกจากบัญชีรายชื่อโรคในประเทศไทยเพ่ือประโยชน์ต่อการส่งออกหอมและกระเทียม
ในอนาคต 

วิธีด าเนินการ 

อุปกรณ์ 
 1. อุปกรณ์มาตรฐานในห้องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได้แก่ ตู้เขี่ยเชื้อชนิดปลอดเชื้อ อุปกรณ์การ
แยกเชื้อแบคทีเรีย 
 2. อุปกรณ์วิทยาศาสตร์ เช่น ตู้ควบคุมอุณหภูมิ ตู้เย็นส าหรับเก็บตัวอย่าง หม้อนึ่งความดันไอ 
เครื่องเขย่าชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู้อบ (oven) 
เครื่องเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler)  
 3. เครื่องแก้วและอุปกรณ์อ่ืนๆ ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น เครื่องชั่ง, pH meter เป็นต้น 
 4. สารเคมีที่ใช้ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ สกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบด้วย PCR 

วิธีการ 
แบบการวิจัย การส ารวจแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ปลูกหอม และ

กระเทียม ด าเนินการส ารวจแบบเฉพาะเจาะจง (specific survey) เพ่ือให้ทราบข้อมูลแบคทีเรีย P. 
syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ส ารวจและในเวลาที่ก าหนด 
 ขั้นตอนและวิธีในการวิจัย ด าเนินการตามขั้นตอนต่อไปนี้ 



 
 

รายงานผลงานวิจัยประจ าปี ๒๕๕๖ ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

  

1825 

กรมวิชาการเกษตร 

1. จัดท าคู่มือการส ารวจ โดยการรวบรวมตัวอย่างอ้างอิงและรูปภาพของโรคของพืชหัว 
(bulb) ที่เกิดจากแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae เพ่ือใช้ในการตรวจสอบอ้างอิงขณะท าการ
ส ารวจและจัดท าข้อมูลศัตรูพืช ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร์ ชื่อพืชอาศัย อาการของโรค รูปภาพสีของ
โรค และรายละเอียดของศัตรูพืชชนิดอื่นที่คล้ายคลึงกับศัตรูพืชเป้าหมาย 

2. จัดท าฟอร์มรายละเอียดของข้อมูลในการส ารวจ ได้แก่ ชือ่ที่อยู่ที่ตั้งของแปลง วันที่ส ารวจ 
ต าแหน่งพิกัดภูมิศาสตร์ (พิกัด GPS) เป็นต้น 

3. การส ารวจ โดยก าหนดพ้ืนที่แหล่งปลูกหอมและกระเทียมในเขตภาคเหนือ (เชียงใหม่ 
เชียงราย ล าพูน และพะเยา) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ศรีสะเกษ ชัยภูมิ บุรีรัมย์ และสุรินทร์) และ
ภาคกลาง (อุตรดิตถ์ และเพชรบูรณ์) วางแผนการส ารวจในพ้ืนที่อย่างน้อย 10 แปลงต่อพ้ืนที่ แต่ละ
แปลงท าการสุ่มตัวอย่างแบบเป็นระบบ สุ่มตรวจโรค 5 แถวต่อแปลง ก าหนดการตรวจแบบแถวเว้น
แถว ท าการสุ่มตรวจทุกเดือนในระหว่างฤดูปลูก 

4. วิธีการตรวจแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในแปลง เมื่อออกส ารวจให้สังเกตจาก
ลักษณะอาการของโรคเปรียบเทียบกับคู่มือการส ารวจที่จัดท าไว้ บันทึกรายละเอียดข้อมูลของแปลง 
บันทึกลักษณะอาการที่พบ ถ่ายรูป เก็บตัวอย่างห่อกระดาษและใส่ถุง น ากลับมาตรวจสอบใน
ห้องปฏิบัติการ 

5. การตรวจจ าแนกในห้องปฏิบัติการ  
5.1 การแยกเชื้อแบคทีเรียสาเหตุโรคพืชและเก็บรักษาเชื้อบริสุทธิ์  
น าตัวอย่างที่เก็บมาหรือสุ่มหัวหอมและกระทียมที่มีลักษณะนิ่มคล้ายจะเน่ามาแยก

เชื้อ P. syringae pv. syringae โดยตัดส่วนของพืชระหว่างรอย ต่อของบริเวณที่เป็นโรคและไม่เป็น
โรคเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาด 4 ตร.มม. แต่ละชิ้นตัวอย่างน ามาล้างด้วยแอลกอฮอล์ 70% นาน 5 นาที  แล้ว
ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว 3 ครั้ง หลังจาก surface sterilize แล้วน ามาบดในน้ ากลั่น และ 
streak บนจานเลี้ยงเชื้อที่มีอาหาร King’s medium B บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 48 ชั่วโมง ตรวจสอบการสร้างสารเรืองแสงภายใต้แสง UV คัดเฉพาะโคโลนีที่สร้างสารเรืองแสง 
(fluorescent pigment) และท าให้เป็นเชื้อบริสุทธิ์โดยวิธี streak plate  หลายๆ ครั้ง เก็บรักษาเชื้อ
บริสุทธิ์ในน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และใน 15% กลีเซอรอล เก็บไว้ที่อุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้ในการศึกษา 

5.2 การทดสอบด้วยสารละลายด่างและคุณสมบัติทางชีวเคมี Arginine 
dihydrolase test  

น าเชื้อบริสุทธิ์ที่สามารถสร้างสารเรืองแสงได้มาเลี้ยงบนอาหาร PSA บ่มเชื้อไว้ที่
อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง ใช้ลูปเขี่ยเชื้อมากวนในสารละลายด่าง 3% KOH 
สังเกตที่ปลายลูป หากมีสารเหนียวติดปลายลูปเมื่อยกลูปขึ้น แสดงว่าปฏิกิริยาเป็นบวกเชื้อจะมีการติด
สีแบบแกรมลบ หากไม่มีสารเหนียวเกิดข้ึนเชื้อจะมีการติดสีแบบแกรมบวก 

น าเชื้อบริสุทธิ์ที่สามารถสร้างสารเรืองแสงได้มาเลี้ยงใน Thornley’s medium แล้ว
ปิดทับด้วย paraffin oil ถ้าเป็นเชื้อ P. syringae pv. syringae จะไม่สามารถใช้สาร Arginine ได้ 
โดยอาหารจะไม่เปลี่ยนสีจากชมพูเป็นสีแดง  

5.3 ยืนยันผลด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR)  
สกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด QIAamp DNA Mini kit (Qiagen, USA) โดยเลี้ยงเชื้อ

แบคทีเรียบนอาหาร PSA บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง แตะเชื้อ 1 ลูป 
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ละลายในบัฟเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 ไมโครลิตร จากนั้นเติมด้วย Proteinase K ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เติมด้วยบัฟเฟอร์ AL 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน และบ่มไว้ที่ อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วเติมด้วย absolute ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน จากนั้นดูดส่วนผสมทั้งหมด
ใส่ใน QIAamp Spin Column ที่สวมอยู่บน collection tube น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 8000 รอบ
ต่อนาที นาน 1 นาที เปลี่ยน collection tube ใหม่ แล้วเติมบัฟเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ใน QIAamp Spin Column น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 8000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที แล้วเติม
บัฟเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใน QIAamp Spin Column ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 8000 
รอบต่อนาที นาน 3 นาที น า QIAamp Spin Column ใส่ในหลอด microcentrifuge หลอดใหม่ 
แล้วเติมด้วยบัฟเฟอร์ AE ปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปปั่นเหวี่ยงความเร็ว 8000 รอบต่อนาที นาน 
1 นาที เก็บรักษาไว้ที ่-20 องศาเซลเซียส 

ท าปฏิกิริยา PCR โดยใช้ specific primer B1 (5'-CTT TCC GTG GTC TTG ATG 
AGG-3') และ B2 (5'-TCG ATT TTG CCG TGA TGA GTC-3') หากเป็นเชื้อ P. syringae pv. 
syringae จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 752 bp ในปฏิกิริยาทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบ 
ด้วย 1X TopTaq master mix (Oiagen, USA), 0.5 µM ไพรเมอร์ B1 และไพรเมอร์ B2, ดีเอ็นเอ
ของเชื้อแบคทีเรียความเข้มข้น 50-100 ไมโครกรัม และน้ า น าเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยมี
ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาดังนี้ อุณหภูมิแยกสายดีเอ็นเอแม่แบบ (denaturation) ที่ 94 องศาเซลเซียส 
นาน 1 นาที 30 วินาที ดีเอ็นเอจับคู่กับดีเอ็นเอแม่แบบ (annealing temperature) ที่อุณหภูมิ 64 
องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 30 วินาที สังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากดีเอ็นเอเริ่มต้น (extension) ที่
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ท าปฏิกิริยาทั้งหมด 35 รอบ และสังเคราะห์ดีเอ็นเอรอบ
สุดท้าย (final extension) ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วน าผลผลิตที่ได้มาแยก
ขนาดด้วยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซีสบน 1.5% agarose gel ใน 0.5X TBE buffer ใช้ดีเอ็นเอมาตรฐาน Gel 
Pilot 100 bp plus ladder (Qiagen, USA) เป็นตัวเปรียบเทียบ แล้วน ามาผ่านสนามไฟฟ้าที่ความ
ต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาที ย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยสารละลาย ethidium bromide 
ตรวจสอบดีเอ็นเอโดยน าแผ่นเจลไปส่องดูภายใต้ Gel Documentation UV transilluminator 
พร้อมท าการบันทึกภาพ 

6. เก็บข้อมูลที่ได้ในรูป data sheet เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ทางสถิติ จัดท ารายงาน
ผลการวิจัย 

เวลาและสถานที่ 
 ต.ค. 53 – ก.ย. 56 ที่กลุ่มวิจัยโรคพืช ส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช และ แปลงปลูกหอม
และกระเทียมของเกษตรกร 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

1. การรวบรวมตัวอย่างอ้างอิงและรูปภาพของโรคของพืชหัว (bulb) ที่เกิดจากแบคทีเรีย P. 
syringae pv. syringae ตรวจเอกสารข้อมูลของเชื้อแบคทีเรีย และลักษณะอาการของโรคท่ีเกิดจาก
เชื้อแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ที่พบในหอมและกระเทียม เพ่ือใช้ในการตรวจสอบอ้างอิง
ขณะท าการส ารวจ มีรายละเอียดของเชื้อดังนี้ 
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 ชื่อวิทยาศาสตร์  Pseudomonas syringae pv. syringae van Hall 1902 
 Phylum  Proteobacteria 
 Class   Gammaproteobacteria 
 Order   Pseudomonadales 
 Family   Pseudomonadaceae 
 เป็นแบคทีเรียแกรมลบที่ต้องการออกซิเจนในการด ารงชีวิต รูปร่างเป็นท่อน ขนาด 0.7-1.2 x 
1.5 ไมครอน เคลื่อนที่ได้ มีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ สีขาว สามารถสร้างสารเรืองแสงได้บน
อาหาร King’s medium B ไม่สามารถใช้สาร Arginine ได้ และไม่สร้างเอนไซม์ oxidase (Holt et 
al., 1994, Schaad et al., 2001)  
 จากการสืบค้นข้อมูลในพืชหัว (corm) พบโรคแกลดิโอลัส สแคป (Gladiolus scab) สาเหตุ
เกิดจากเชื้อ P. syringae อาการเริ่มแรกเป็นจุดกลมสีเหลืองซีด ช้ าน้ า จากนั้นแผลจะยุบตัวลงและเริ่ม
เปลี่ยนเป็นสีด า ขอบแผลนูนขึ้นคล้ายอาการแผลสะเก็ด และมีสารเหนียวสีอ าพันไหลออกจากแผล 
แบคทีเรียสามารถอยู่ข้ามฤดูได้บนหัว (corm) เมื่อน าหัวที่มีเชื้อไปปลูกพบอาการจุดขนาดเล็กสีแดง
บนใบ จากนั้นขยายเป็นแผลยุบตัวสีเข้ม หากขยายเป็นบริเวณกว้างท าให้เกิดอาการเน่าเละที่ส่วนของ
คอหรือโคนต้น (Cornell University, 2001) ไม่มีรายงานการท าให้เกิดโรคของเชื้อ P. syringae pv. 
syringae ในหอม กระเทียม หรือในพืชหัว (bulb) แต่พบรายงานการเกิดโรคจากเชื้อ P. syringae 
pv. porri ได้แก่ โรคไหม้ของกระเทียม (blight of leek) อาการของโรคบนใบเป็นจุดสีเหลืองช้ าน้ าที่
ปลายใบ แผลขยายไปตามความยาวของใบเป็นแถบยาวและเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลขอบแผลสีเหลือง ใบ
บิด และเหี่ยวในที่สุด บนก้านดอกมีอาการช้ าน้ าสีเขียวเข้ม (Samson et al., 1998; Koike et al., 
1999) และโรคไหม้ของหอมแดง (bacterial blight of shallot) อาการบนใบไหม้เป็นสีเหลืองหรือ
น้ าตาล หากอาการรุนแรงใบจะแห้งเหี่ยวและตายในแปลงปลูก (Myung et al., 2012)  

ส าหรับในประเทศไทย โรคที่เกิดจากแบคทีเรียในหอมและกระเทียมมีรายงานล่าสุดเฉพาะ
โรคใบแห้ง (bacterial leaf blight หรือ Xanthomonas blight) ที่เกิดจากเชื้อ Xanthomonas 
campestris อาการของโรคเริ่มแรกเป็นจุดขนาดเล็กสีเขียวซีดบนใบหอมหรือกระเทียม ช้ าน้ าในตอน
เช้าพอสายแผลแห้งกลายเป็นรูปรีแหลมหัวท้ายขยายใหญ่ไปตามความยาวของใบ เนื้อเยื่อตรงกลาง
แผลบางโปร่งใสขอบแผลช้ าน้ า บางครั้งตรงกลางแผลจะแตกเป็นทางยาวหากอาการรุนแรงแผลขนาด
ใหญ่ท าให้ใบหักพับได้ ต่อมาใบเหี่ยวมีสีเขียวอมเทาเหมือนถูกน้ าร้อนลวก และเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล
อ่อนหรือสีครีมหรือสีขาวในที่สุด เชื้อสามารถเข้าท าลายในทุกระยะการเจริญเติบโต พบระบาดตลอดปี
แต่ท าความเสียหายรุนแรงในฤดูฝนและช่วงที่มีน้ าค้างลงจัดในฤดูหนาว และโรคเน่าเละ (soft rot 
หรือ bacterial soft rot) ที่เกิดจากเชื้อ Erwinia carotovora subsp. carotovora อาการเริ่มแรก
เกิดเป็นจุดช้ าน้ าเล็กๆ จากนั้นเชื้อเจริญเติบโตขยายเข้าไปในไส้กลางต้น หัวหอมจะมีอาการนิ่มภายใน 
เมื่อผ่าดูจะเห็นเนื้อเยื่อตรงกลางหัวเน่า มีกลิ่นเหม็น ใบหอมซีดสีขาวครีม หักพับลงทั้งต้นและฟุบติด
ดิน การเกิดโรคในแปลงปลูกมักเกิดในระยะที่พืชลงหัวโตเต็มที่ใกล้เก็บเกี่ยวแล้ว ระบาดท าความ
เสียหายรุนแรงในฤดูฝนเพราะเป็นช่วงที่มีความชื้นและอุณหภูมิสูง (นิตยา, 2545) 

2. การจัดท าฟอร์มรายละเอียดของข้อมูลในการส ารวจ ท าการบันทึกรายละเอียดชื่อที่อยู่ของ
เกษตรกร ที่ตั้งของแปลง วันที่ส ารวจ และต าแหน่งพิกัดภูมิศาสตร์ (พิกดั GPS)  
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3. การส ารวจแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ปลูกหอมแดง หอมหัวใหญ่ และ
กระเทียม ด าเนินการส ารวจแบบเฉพาะเจาะจง (specific survey) เพ่ือให้ทราบข้อมูลแบคทีเรีย P. 
syringae pv. syringae ในพ้ืนที่ส ารวจและในเวลาที่ก าหนด โดยก าหนดพ้ืนที่แหล่งปลูกหอม
หอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียมในเขตภาคเหนือ (เชียงใหม่ เชียงราย ล าพูน และพะเยา) ภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ (ศรีสะเกษ ชัยภูมิ บุรีรัมย์ และสุรินทร์) และภาคกลาง (อุตรดิตถ์ และ
เพชรบูรณ์) วางแผนการส ารวจในพ้ืนที่อย่างน้อย 10 แปลงต่อพ้ืนที่ สุ่มตรวจโรค 5 แถวต่อแปลง ท า
การส ารวจเก็บตัวอย่างหอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียมให้ครอบคลุมในพ้ืนที่ก าหนด ตั้งแต่เดือน
ตุลาคม 2553 – กันยายน 2556  ในพ้ืนที่ดังต่อไปนี้ 

อ าเภอบ้านโฮ่ง อ าเภอลี้ จังหวัดล าพูน  
อ าเภอไชยปราการ อ าเภอฝาง อ าเภอแม่แตง อ าเภอแม่อาย อ าเภอแม่วาง อ าเภอดอยสะเก็ด 

จังหวัดเชียงใหม่  
อ าเภอเวียงป่าเป้า จังหวัดเชียงราย 
อ าเภอวังเหนือ จังหวัดล าปาง 

 อ าเภอสบเมย อ าเภอแม่สะเรียง อ าเภอแม่ลาน้อย อ าเภอขุนยวม อ าเภอปางมะผ้า จังหวัด
แม่ฮ่องสอน  

อ าเภอเมือง อ าเภอหนองหงส์ อ าเภอช านิ จังหวัดบุรีรัมย์  
อ าเภอวังหิน อ าเภอยางชุมน้อย อ าเภอราษีไศล อ าเภออุทุมพรพิสัย จังหวัดศรีสะเกษ  
อ าเภอลับแล จังหวัดอุตรดิตถ์ 
อ าเภอจอมบึง จังหวัดราชบุรี  

 ท าการสุ่มเก็บตัวอย่างและซื้อผลผลิตหอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียมที่สุ่มได้ในแต่ละ
แปลงจ านวน  20 กิโลกรัม เพ่ือน าไปตรวจหาเชื้อ P. syringae pv. syringae ทั้งในส่วนของใบและ
หัวที่แสดงอาการของโรคที่มีลักษณะคล้ายเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากเชื้อแบคทีเรียที่ท าให้เกิด
โรคในหอม กระเทียม ส่วนใหญ่ท าให้เกิดอาการเน่าและใบไหม้หรือใบช้ าน้ าหากมีความชื้นเพียงพอ 
และไมม่ีรายงานการท าให้เกิดโรคของเชื้อ P. syringae pv. syringae ในหอมและกระเทียมให้อ้างอิง  

 4. วิธีการตรวจแบคทีเรีย P. syringae pv. syringae ในแปลง เนื่องจากไม่มีรายงานการท า
ให้เกิดโรคของเชื้อ P. syringae pv. syringae ในหอมและกระเทียมทั้งในประเทศไทยและต่าง 
ประเทศ เมื่อออกส ารวจให้สังเกตจากลักษณะอาการของโรคที่มีลักษณะคล้ายเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย
เปรียบเทียบกับคู่มือการส ารวจที่จัดท าไว้ บันทึกรายละเอียดข้อมูลของแปลงตามแบบฟอร์ม บันทึก
ลักษณะอาการท่ีพบ ถ่ายรูป เก็บตัวอย่างห่อกระดาษและใส่ถุง น ากลับมาตรวจสอบในห้องปฏิบัติการ 

 5. การตรวจจ าแนกในห้องปฏิบัติการ เก็บตัวอย่างหอมแดง หอมหัวใหญ่ และกระเทียม ที่หัว
มีลักษณะนิ่มคล้ายจะเน่า (รูปที่ 1) หรือใบมีอาการเป็นแผลช้ าน้ า ได้ตัวอย่างจ านวน 98 ตัวอย่าง น า 
มาตรวจในห้อง ปฏิบัติการเพ่ือแยกหาเชื้อ P. syringae pv. syringae ผลการแยกเชื้อ พบว่าสามารถ
แยกเชื้อแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีสีขาว และสร้างสารเรืองแสงได้บน King’s medium B (รูปที่ 2) 
จ านวน 42 ไอโซเลท เมื่อทดสอบด้วย 3% KOH และคุณสมบัติทางชีวเคมี Arginine dihydrolase 
test พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถใช้สาร Arginine ได้ ซึ่งเป็น
คุณสมบัติของเชื้อ fluorescent Pseudomonas ที่ส่วนใหญ่เป็น saprophyte ไม่ใช่คุณสมบัติของ
เชื้อ P. syringae pv. syringae ที่ไม่สามารถใช้สาร Arginine ได้ (Holt et al., 1994) ท าการสกัดดี
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เอ็นเอของเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทเพ่ือน ามายืนยันผลการตรวจโดยเทคนิค PCR โดยใช้ specific 
primer B1 และ B2 หากเป็นเชื้อ P. syringae pv. syringae จะปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
752 bp (Sorensen et al., 1998) ผลการตรวจไม่พบแถบดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 752 bp 
ในแบคทีเรียทุกไอโซเลท (รูปที่ 3) แบคทีเรียทั้งหมดจึงไม่ใช่แบคทีเรีย P. syringae pv. syringae  
และจากการตรวจตัวอย่างหัวหอมแดงที่สุ่มจากหอมแดงส่งออกไปยังอินโดนีเซียที่น าส่งโดยด่านตรวจ
พืชลาดกระบัง กลุ่มบริการส่งออกสินค้าเกษตร ส านักควบคุมพืชและวัสดุการเกษตร และด่านตรวจพืช
ท่าเรือแหลมฉบัง จังหวัดชลบุรี เพ่ือออกใบรับรองปลอดศัตรูพืช (Phytosanitary Certificate; PC) 
ระหว่างเดือนกุมภาพันธ์ 2552– กุมภาพันธ์ 2556 ผลการตรวจไม่พบเชื้อ P. syringae pv. syringae 
และยังไม่มีรายงานการแจ้งเตือนจากประเทศอินโดนีเซียว่าพบเชื้อ P. syringae pv. syringae ในหัว
หอมแดงส่งออกเช่นเดียวกัน 

สรุปผลการทดลองและค าแนะน า 

จากการสืบค้นข้อมูลไม่มีรายงานการท าให้เกิดโรคของเชื้อ P. syringae pv. syringae ใน
หอมและกระเทียมทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ แต่พบรายงานการเกิดโรคไหม้ของกระเทียม 
(blight of leek) และโรคไหม้ของหอมแดง (bacterial blight of shallot) ที่เกิดจากเชื้อ P. 
syringae pv. porri ในต่างประเทศ 
 ผลการตรวจตัวอย่างในห้องปฏิบัติการ พบว่าสามารถแยกเชื้อแบคทีเรียที่สร้างสารเรืองแสง
ได้บน King’s medium B จ านวน 42 ไอโซเลท เมื่อทดสอบด้วย 3% KOH และคุณสมบัติทางชีวเคมี 
Arginine dihydrolase test พบว่าเชื้อแบคทีเรียทุกไอโซเลทเป็นแบคทีเรียแกรมลบ สามารถใช้สาร 
Arginine ได้ ซึ่งไม่ใช่คุณสมบัติของเชื้อ P. syringae pv. syringae ที่ไม่สามารถใช้สาร Arginine ได้ 
ยืนยันผลการตรวจโดยเทคนิค PCR พบว่าแบคทีเรียทั้งหมดไม่ใช่แบคทีเรีย P. syringae pv. 
syringae นอกจากนี้ยังตรวจไม่พบเชื้อ P. syringae pv. syringae จากตัวอย่างหัวหอมแดงที่ส่งออก
ไปยังอินโดนีเซีย และยังไม่มีรายงานการแจ้งเตือนจากประเทศอินโดนีเซียว่าพบเชื้อ P. syringae pv. 
syringae ในหัวหอมแดงส่งออกเช่นเดียวกัน จากข้อมูลนี้สามารถใช้สนับสนุนการออกประกาศการ
ปลอดศัตรูพืช โดย NPPO เพ่ือเป็นการปลดเชื้อโรคพืชชนิดนี้ออกจากบัญชีรายชื่อโรคพืชในประเทศ
ไทย เพ่ือประโยชน์ต่อการส่งออกหอมและกระเทียมในอนาคต 

ค าขอบคุณ 

ขอขอบคุณ นักวิชาการจากศูนย์วิจัยพืชสวนศรีสะเกษ และศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตร
เขตบุรีรัมย์ กรมวิชาการเกษตร รวมทั้งเกษตรอ าเภอยางชุมน้อย เกษตรอ าเภอวังหิน เกษตรอ าเภอ
ราษีไศล จังหวัดศรีสะเกษ เกษตรอ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ เกษตรอ าเภอบ้านโฮ่ง จังหวัด
ล าพูน เกษตรอ าเภอสบเมย จังหวัดแม่ฮ่องสอน กรมส่งเสริมการเกษตร ที่ให้ความร่วมมือและช่วย 
เหลือในการติดต่อเกษตรกรเพ่ือเข้าส ารวจโรคในแปลงปลูก 
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ภาคผนวก 

 

รูปที่ 1  ตัวอย่างหอมและกระเทียมที่มีลักษณะนิ่มคล้ายจะเน่า น ามาแยกและตรวจหาเชื้อแบคทีเรีย 
P. syringae pv. syringae 

 

รูปที่ 2  คัดเลือกแบคทีเรียที่สามารถสร้างสารเรืองแสงได้บนอาหาร King’s medium B มาทดสอบ
ด้วยสารละลายด่างและคุณสมบัติทางชีวเคมี Arginine dihydrolase test  
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รูปที่ 3  ยืนยันผลด้วยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ specific primer B1 
และ B2 ไม่พบแถบดีเอ็นเอเป้าหมายขนาดประมาณ 752 bp ของเชื้อ P. syringae pv. 
syringae ในทุกตัวอย่างที่ตรวจโดย M คือ Gel Pilot 100 bp plus ladder lane 1-12 คือ 
แบคทีเรียที่สร้างสารเรืองแสงได้ lane 13 คือ Positive control และ lane 14 คือ dH2O 
(negative control) 

 




