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การการการการคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิป�กษ�ทีม่ศีกัยภาพในการควบคุมเชื้อราคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิป�กษ�ทีม่ศีกัยภาพในการควบคุมเชื้อราคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิป�กษ�ทีม่ศีกัยภาพในการควบคุมเชื้อราคดัเลอืกเชือ้แบคทีเรยีปฏิป�กษ�ทีม่ศีกัยภาพในการควบคุมเชื้อรา            
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ทัศนาพรทัศนาพรทัศนาพรทัศนาพร        ทศัคร    ทศัคร    ทศัคร    ทศัคร                        ณฏัฐมิา โฆษิตเจรญิกลุ   ณฏัฐมิา โฆษิตเจรญิกลุ   ณฏัฐมิา โฆษิตเจรญิกลุ   ณฏัฐมิา โฆษิตเจรญิกลุ       

ธารทพิยธารทพิยธารทพิยธารทพิย        ภาสบตุรภาสบตุรภาสบตุรภาสบตุร                        พรีะวรรณพรีะวรรณพรีะวรรณพรีะวรรณ        พฒันวภิาส  พฒันวภิาส  พฒันวภิาส  พฒันวภิาส      
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รายงานความกPาวหนPารายงานความกPาวหนPารายงานความกPาวหนPารายงานความกPาวหนPา    

ในปQ 2554 ไดPสํารวจและเก็บตัวอยMางแตงกวา แตงรPาน แตงแคนตาลูป และแตงเมลMอนท่ีแสดงอาการ

โรคยางไหล ท่ี จ.สุพรรณบุรี แพรM สระแกPว และพะเยา เพ่ือแยกหาเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากตัวอยMาง

พืช พบวMา สามารถแยกไดPเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากสMวนของพืช จํานวน 10 ไอโซเลท และแยกไดPจาก

ดิน จํานวน 80 ไอโซเลท  ซ่ึงในปQ 2554 นี้ไดPทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จาก 

culture collection จํานวน 50 ไอโซเลท และ เชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีแยกไดPจากสMวนของพืช จํานวน 

10 ไอโซเลท  ผลการทดลอง พบวMา มีเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีมีประสิทธิภาพดี ในการยับยั้งการเจริญ

ของเสPนใยเชื้อราสาเหตุโรค 3 ไอโซเลท ไดPอยMางนPอย 30 ไอโซเลท โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�สMวนใหญM

จะสามารถสรPางสารปฏิชีวนะในการยับยั้งเชื้อรา Didymella bryoniae 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    

โรคยางไหล  ( Gummy Stem  Blight)       เกิดจากเชื้อสาเหตุ   Didymella  bryoniae   
( Auersw.)  Rehm.  เป̀นโรคสําคัญท่ีพบมีการระบาดและเขPาทําลายในพืชตระกูลแตง  ประเทศไทย
พบมีการระบาดในพืชตระกูลแตง ในพ้ืนท่ีปลูกทางภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ   ลักษณะ
อาการของโรคเริ่มแรกจะพบแผลฉํ่าน้ําท่ีบริเวณ ลําตPน  ก่ิง กPาน และใบ  โดยเฉพาะบริเวณขPอตMอของ
ลําตPนกับก่ิง  ลักษณะสําคัญของโรคคือ ท่ีแผลจะมียางเหนียวสีแดง (gummy ooze) ไหลเยิ้มออกมา
จากแผล และเกาะแหPงอยูMท่ีบริเวณแผล   ซ่ึงดPวยลักษณะอาการของโรคเชMนนี้  จึงไดPมีการต้ังชื่อโรค
ตามอาการโรคท่ีพบ คือ  โรคยางไหล      ถPาโรคมีการระบาดในระยะท่ีติดผล  จะทําใหPตPนแตงมีการ
เจริญเติบโตชPา  ผลโตไมMเต็มท่ี  และในตPนท่ีอาการรุนแรงมาก  ตPนจะเหี่ยวแหPงและยืนตPนตาย  ทํา
ใหPผลผลิตท่ีไดPลดลง  บางครั้งเกษตรกรจึงรีบเก็บผลผลิตกMอน  ท้ังท่ีแตงยังสุกไมMเต็มท่ีทําใหPผลผลิตของ
แตงไมMไดPคุณภาพ  (ทัศนาพรและพีระวรรณ, 2552) 

ลักษณะอาการของโรคยางไหล เริ่มแรกจะพบแผลฉํ่าน้ําท่ีบริเวณ ลําตPน  ก่ิง กPาน และใบ  

โดยเฉพาะบริเวณขPอตMอของลําตPนกับก่ิง  หลังจากนั้นสMวนทีเป̀นแผลจะบุdมลึก และเปลี่ยนเป̀นสีน้ําตาล  

หรือน้ําตาลแดง  ลักษณะสําคัญของโรคคือ ท่ีแผลจะมียางเหนียวสีแดง (gummy ooze) ไหลเยิ้ม

ออกมาจากแผล และเกาะแหPงอยูM ท่ีบริเวณแผล   สMวนอาการท่ีใบก็จะพบใบเป̀นแผลฉํ่าน้ํากMอน  

จากนั้นแผลท่ีใบจะเปลี่ยนเป̀นสีน้ําตาล  ลุกลามไปตามเสPนกลางใบทําใหPใบไหมP วงจรการเกิดโรคของ

เชื้อรา D.  bryoniae สามารถอาศัยและติดไปไดPท้ังในเมล็ดพันธุ�และดิน (seed borne , soil borne)  

และอยูMขPามฤดูไดPเป̀นเวลานานในเศษซากพืชท่ีเป̀นโรค  โดยอาศัยอยูMใน perithecium    เม่ือ

สภาพแวดลPอมเหมาะสมคือ มีความชื้นสูง  perithecium ท่ีอยูMบนเศษซากพืชก็จะเจริญแลPวสรPาง 

และปลMอย conidia ออกมา   และ conidia นี้สามารถแพรMกระจายไปกับน้ําฝน หรือระบบการใหPน้ํา   

วงจรการเกิดโรค  เนื่องจากเชื้อรา D.  bryoniae ท่ีสามารถอาศัยและติดไปไดPท้ังในเมล็ดพันธุ�

และดิน (seed borne , soil borne)  อยูMขPามฤดูไดPเป̀นเวลานานในเศษซากพืชท่ีเป̀นโรค  โดยอาศัย

อยูMใน pycnidia    เม่ือสภาพแวดลPอมเหมาะสมคือ มีความชื้นสูง  pycnidia ท่ีอยูMบนเศษซากพืชก็จะ

เจริญแลPวสรPาง และปลMอย conidia ออกมา   และ conidia นี้สามารถแพรMกระจายไปกับน้ําฝน หรือ

ระบบการใหPน้ํา  Sudisha และคณะ (2005) ไดPทดสอบผลของเชื้อจุลินทรีย�ปฏิป�กษ� 2  ชนิด คือ เชื้อ

รา T. hazianum และPseudomonas fluorescens ในการควบคุมเชื้อรา D.  bryoniae ท่ีติดมากับ

เมล็ดพันธุ� พบวMา เชื้อจุลินทรีย�ท้ัง 2 ชนิดสามารถยับยั้งการเกิดโรคไดPและเพ่ิมผลผลิตของแคนตาลูป

ดPวย   Abd-El-Moity และคณะ (2009) ไดPรายงานวMา การใชPเชื้อ Pseudomonas fluorescens , 

Bacillus subtilis ผสมรMวมกับเชื้อรา T. hazianum ในการปmองกันกําจัดโรคท่ีเกิดจากเชื้อราในพืช
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ตะกูลแตงไดPดีเชMนเดียวกัน  เนื่องจากการศึกษาการปmองกันกําจัดเชื้อรา  D. bryoniae โดยการใชP

เชื้อจุลินทรีย�ปฏิป�กษ�ในการควบคุมโรค มีการศึกษาและนํามาใชPไดPนPอย  ซ่ึงจากรายงานพบวMา เชื้อรา 

Trichoderma spp. และ เชื้อ Bacillus sp. มีศักยภาพในการควบคุมเชื้อราในดินไดPดี  และนํามาใชP

ในการควบคุมเชื้อรา D. bryoniae  ท่ีติดมากับเมล็ดพันธุ� แตMในสภาพแปลงทดลองยังไมMเคยมี

การศึกษา  ดังนั้นเพ่ือไดPวิธีการควบคุมโรคยางไหลโดยชีววิธี   จึงตPองมีการคัดเลือก ทดสอบ

ประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�เพ่ือนําไปใชPประโยชน�ตMอไป 

วิธีวิธีวิธีวิธีดาํเนนิดาํเนนิดาํเนนิดาํเนนิการการการการ    

อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�อุปกรณ�    

1. อาหารเลี้ยงเชื้อชนิดตMางๆ  

 2. กลPองจุลทรรศน�  

 3. อุปกรณ�เครื่องแกPวในหPองปฏิบัติการ 

 4. อุปกรณ�เก็บตัวอยMาง เชMน ถุงพลาสติก กลMองเก็บความเย็น   ปากกา   กรรไกร ฯลฯ   

           5. กลPองถMายภาพ 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    

1. การเก็บตัวอยMางเชื้อรา D. bryoniae  สาเหตุโรคยางไหลและการแยกเชื้อ 

สํารวจและเก็บตัวอยMางเชื้อรา D. bryoniae   สาเหตุโรคยางไหล   จากแหลMงปลูกในแปลง

เกษตรกร   โดยเก็บตัวอยMางตPนพืชท่ีแสดงอาการเป̀นโรค นํามาแยกเชื้อโดยวิธี tissue transplanting 

method จากสMวนของขอบแผลจากพืชท่ีเป̀นโรค  โดยตัดเป̀นชิ้นสี่เหลี่ยมขนาดเล็ก   ฟอกฆMาเชื้อดPวย

คลอร็อก 10 เปอร�เซ็นต�แลPวลPางดPวยน้ํากลั่นนึ่งฆMาเชื้อ  จากนั้นจึงวางบนอาหารพีดีเอ (potato 

dextrose agar; PDA)  ทุกข้ันตอนปฏิบัติงานโดยเทคนิคปลอดเชื้อ  นําไปบMมไวPในอุณหภูมิ  25-30 

องศาเซลเซียส  หลังจากท่ีมีเชื้อเจริญออกมาจากขอบแผล  ตรวจสอบลักษณะของเชื้อท่ีแยกไดPภายใตP

กลPองจุลทรรศน�  ยPายเชื้อเก็บรักษาในหลอดอาหารเพ่ือเป̀น stock culture  

2. การแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ� 

เก็บตัวอยMางตPนพืชท่ีเป̀นโรค และตPนท่ีปกติจากแหลMงปลูกของเกษตรกร เพ่ือนํามาแยกหาเชื้อ

แบคทีเรียปฏิป�กษ�โดยวิธี leaf washing technique และเก็บตัวอยMางดินมาแยกหาเชื้อแบคทีเรีย
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ปฏิป�กษ�โดยวิธี Soil dilution plate โดยนํามาเลี้ยงบนอาหารท่ีเหมาะสม  เม่ือพบมีเชื้อแบคทีเรีย

ปฏิป�กษ�เจริญ บนอาหารเลี้ยงเชื้อ  ใหPบันทึกลักษณะของเชื้อ และแยกเชื้อเก็บไวPใหPบริสุทธิ์ 

 3. การทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ในการยับยั้งการเจริญของเสPนใยเชื้อรา D.  

bryoniae  ในหPองปฏิบัติการ  

                  นําเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีแยกไดPในขPอ 2 มาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้งการ

เจริญของเสPนใยเชื้อรา  D.  bryoniae  ในหPองปฏิบัติการ  โดยเลี้ยงเชื้อราสาเหตุโรคบนอาหาร PDA 

เม่ือเชื้อราอายุ 5 วัน ใชP cork borrer ขนาดเสPนผMาศูนย�กลาง 8 มิลลิเมตร เจาะบริเวณขอบโคโลนีของ

เชื้อนํามาวางตรงกลางอาหารเลี้ยงเชื้อ PDA  ใชP loop ท่ีเผาไฟฆMาเชื้อแลPวแตะโคโลนีเด่ียวของเชื้อ

แบททีเรียปฏิป�กษ�ทดสอบไอโซเลทตMางๆ ท่ีเลี้ยงบนอาหาร NGA อายุ 24 ชั่วโมง ลงบนจานเลี้ยงเชื้อท่ี

มีเชื้อราสาเหตุโรค  โดยขีดเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ใหPมีความยาว 1 ซ.ม. จํานวน 4 จุด ตรงขPามกันใน

แนวกากบาทใหPหMางจากเชื้อรา 4  ซ.ม.  วางแผนการทดลองแบบ CRD  10 ซํ้า บMมเชื้อไวPท่ี

อุณหภูมิหPอง วัดขนาดเสPนผMาศูนย�กลางการเจริญของเสPนใยเชื้อรา ในแตMละไอโซเลทเปรียบเทียบกับ

การเจริญของเชื้อราเพียงอยMางเดียว  ��ก��������	�
��
�����������
����	������������ก���������  

และคัดเลือกเชื้อท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อสาเหตุโรคไดPดี มีระดับเปอร�เซ็นต�การ

ยับยั้งต้ังแตM 70 เปอร�เซ็นต�ข้ึนไป  เพ่ือนําไปทดสอบในข้ันตMอไป 

เวลาสถานที่เวลาสถานที่เวลาสถานที่เวลาสถานที่    
เริ่มตPน ตุลาคม 2553      

สิ้นสุด กันยายน 2558 

สถานที่ทดลองสถานที่ทดลองสถานที่ทดลองสถานที่ทดลอง        

          หPองปฏิบัติการกลุMมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช 

          แปลงปลูกแตงของเกษตรกร 
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ผลผลผลผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลและวจิารณ�ผลการทดลองการทดลองการทดลองการทดลอง    

1.1.1.1.    การการการการทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้แบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ในการยบัยัง้การเจริญของเสPนใยเชือ้ราสาเหตุทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้แบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ในการยบัยัง้การเจริญของเสPนใยเชือ้ราสาเหตุทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้แบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ในการยบัยัง้การเจริญของเสPนใยเชือ้ราสาเหตุทดสอบประสทิธภิาพของเชือ้แบคทเีรยีปฏปิ�กษ�ในการยบัยัง้การเจริญของเสPนใยเชือ้ราสาเหตุ

โรคโรคโรคโรคยางไหลยางไหลยางไหลยางไหลในหPองปฏบิตัิการในหPองปฏบิตัิการในหPองปฏบิตัิการในหPองปฏบิตัิการ    

ในปQ 2554 ไดPทดสอบประสิทธิภาพเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จาก culture collection จาํนวน 

50 ไอโซเลท และเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีแยกไดPจากสMวนตMางๆ ของพืช จํานวน 10 ไอโซเลท รวม 60 

ไอโซเลท ในการยับยั้งการเจริญเสPนใยเชื้อรา D. bryoniae  สาเหตุโรคยางไหล จํานวน 3 ไอโซเลทบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ PDA ผลการทดลองพบวMา สามารถคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีมีประสิทธิภาพใน

การยับยั้งการเจริญของเสPนใยเชื้อรา โดยวัดจากการสรPาง clear zone และเปอร�เซ็นต�ในการยับยั้ง

การเจริญไดPท้ังหมด  30 ไอโซเลท  โดยเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�สMวนใหญMจะสามารถสรPางสารปฏิชีวนะ

ในการยับยั้งเชื้อรา Didymella bryoniae 

    

สรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลองสรปุผลการทดลอง    

    
ในปQ 2554 จากการเก็บตัวอยMางดินและพืช สามารถแยกไดPเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จากสMวนของ

พืช จํานวน 10 ไอโซเลท และแยกไดPจากดิน จํานวน 80 ไอโซเลท  ซ่ึงในปQ 2554 นี้ไดPทดสอบ

ประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�จาก culture collection จํานวน 50 ไอโซเลท และ เชื้อ

แบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีแยกไดPจากสMวนของพืช จํานวน 10 ไอโซเลท  ผลการทดลอง พบวMา มีเชื้อแบคทีเรีย

ปฏิป�กษ�ท่ีมีประสิทธิภาพดี ในการยับยั้งการเจริญของเสPนใยเชื้อราสาเหตุโรค 3 ไอโซเลท ไดPอยMางนPอย 

30 ไอโซเลท และเชื้อแบคทีเรียปฏิป�กษ�ท่ีแยกไดPจากดิน จํานวน 80 ไอโซเลท  จะดําเนินการทดสอบใน

ปQ 2555  
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เอกสารอPางอิเอกสารอPางอิเอกสารอPางอิเอกสารอPางอิงงงง    
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