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การปรบัปรงุวธิกีารตรวจหาแบคทีเรีย การปรบัปรงุวธิกีารตรวจหาแบคทีเรีย การปรบัปรงุวธิกีารตรวจหาแบคทีเรีย การปรบัปรงุวธิกีารตรวจหาแบคทีเรีย Ralstonia solanacearumRalstonia solanacearumRalstonia solanacearumRalstonia solanacearum    ในหัวพนัธุ&ปทมุมาโดยในหัวพนัธุ&ปทมุมาโดยในหัวพนัธุ&ปทมุมาโดยในหัวพนัธุ&ปทมุมาโดย
ใช+ชดุตรวจสอบ ใช+ชดุตรวจสอบ ใช+ชดุตรวจสอบ ใช+ชดุตรวจสอบ ((((GLIFT kit) GLIFT kit) GLIFT kit) GLIFT kit) โรคเหี่ยวของปทมุมาและการขยายผลการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหี่ยวของปทมุมาและการขยายผลการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหี่ยวของปทมุมาและการขยายผลการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหี่ยวของปทมุมาและการขยายผลการใช+ชดุตรวจสอบ    

ในกระบวนการผลติหัวพนัธุ&ในกระบวนการผลติหัวพนัธุ&ในกระบวนการผลติหัวพนัธุ&ในกระบวนการผลติหัวพนัธุ&    
Improvement method for detection of Improvement method for detection of Improvement method for detection of Improvement method for detection of Ralstonia solanacearumRalstonia solanacearumRalstonia solanacearumRalstonia solanacearum    in  Curcuma in  Curcuma in  Curcuma in  Curcuma 
seed usingseed usingseed usingseed using    Curcuma bacterial wilt GLIFT kit  and expanding the use of GILFT Curcuma bacterial wilt GLIFT kit  and expanding the use of GILFT Curcuma bacterial wilt GLIFT kit  and expanding the use of GILFT Curcuma bacterial wilt GLIFT kit  and expanding the use of GILFT 

kit in Curcuma seed productionkit in Curcuma seed productionkit in Curcuma seed productionkit in Curcuma seed production    
ณฏัฐิมา  โฆษติเจริญกลุณฏัฐิมา  โฆษติเจริญกลุณฏัฐิมา  โฆษติเจริญกลุณฏัฐิมา  โฆษติเจริญกลุ1/    ดารณุ ีปุญญพทิักษ&ดารณุ ีปุญญพทิักษ&ดารณุ ีปุญญพทิักษ&ดารณุ ีปุญญพทิักษ&1/    ทิพวรรณ กนัหาญาติทิพวรรณ กนัหาญาติทิพวรรณ กนัหาญาติทิพวรรณ กนัหาญาติ1/    

รุMงนภา ทองเครง็รุMงนภา ทองเครง็รุMงนภา ทองเครง็รุMงนภา ทองเครง็1/    วภิาดา  ทองทักษิณวภิาดา  ทองทักษิณวภิาดา  ทองทักษิณวภิาดา  ทองทักษิณ2/        สธุามาศ  ณ นMานสธุามาศ  ณ นMานสธุามาศ  ณ นMานสธุามาศ  ณ นMาน3/    
1/1/1/1/    กลุMมวจิยัโรคพชื กลุMมวจิยัโรคพชื กลุMมวจิยัโรคพชื กลุMมวจิยัโรคพชื         สาํนักวจิยัพฒัสาํนักวจิยัพฒัสาํนักวจิยัพฒัสาํนักวจิยัพฒันาการอารักขาพชืนาการอารักขาพชืนาการอารักขาพชืนาการอารักขาพชื    

2/2/2/2/    กลุMมวชิาการ กลุMมวชิาการ กลุMมวชิาการ กลุMมวชิาการ         สถาบนัวจิยัพืชสวนสถาบนัวจิยัพืชสวนสถาบนัวจิยัพืชสวนสถาบนัวจิยัพืชสวน    
3333////    ศูนย&วจิยัพชืสวนเชยีงรายศูนย&วจิยัพชืสวนเชยีงรายศูนย&วจิยัพชืสวนเชยีงรายศูนย&วจิยัพชืสวนเชยีงราย        สถาบนัวจิยัพชืสวนสถาบนัวจิยัพชืสวนสถาบนัวจิยัพชืสวนสถาบนัวจิยัพชืสวน    

------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------    
รายงานความก+าวหน+ารายงานความก+าวหน+ารายงานความก+าวหน+ารายงานความก+าวหน+า    

 ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยMางหัวพันธุ&ปทุมมาท่ีมีประสิทธิภาพโดยการนําหัวพันธุ&ปทุมมา มาตัด
ชิ้นสMวน นําเอาเฉพาะสMวนทMอน้ํา ทMออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได+ดีท่ีสุด  ทด
สอบบัปเฟอร&ตMางๆในการทํา GLIFT kit ได+แกM coating buffer phosphate buffer citrate buffer 
Tris buffer  ได+สารละลายbuffer ท่ีเหมาะสมในการทําชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข+มข+นของแอนติ
ซีรั่มท่ีใช+ในการผลิตชุดตรวจสอบ ได+ความเข+มข+นของแอนติซีรั่มท่ีใช+ในการผลิตชุดตรวจสอบ 1:500 
ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม พบวMา มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ท่ีความ
เข+มข+นตํ่าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ buffer ตMางๆกับกระดาษชนิดตMางๆในการทําชุด GLIFT kit  
พบวMา buffer สามารถใช+ได+ดีกับกระดาษไนโตรเซลูโลส AE99 โดยมีความไวในการตรวจ 10x103 
cfu/ml 
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คํานาํคํานาํคํานาํคํานาํ    
 ปทุมมาเปiนไม+พ้ืนเมืองของประเทศไทยท่ีนิยมนําไปเปiนไม+ประดับและไม+ตัดดอก มีการ
สMงออกหัวพันธุ&ปทุมมาไปขายยังตMางประเทศเปiนจํานวนมาก ปjญหาสําคัญท่ีพบในการสMงออกหัวพันธุ&
ปทุมมามีโรคเหี่ยวท่ีเกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Ralstonia solanacearum (syn. Pseudomonas 
solanacearum) ระบาดทําความเสียหายให+กับเกษตรกรและผู+สMงออก เแบคทีเรียชนิดนี้จัดเปiน
แบคทีเรียสาเหตุโรคพืชท่ีมีความสําคัญมากชนิดหนึ่ง ทําให+เกิดโรคเหี่ยว (wilt) กMอความเสียหายกับ
พืชปลูกหลายชนิด ท้ังท่ีเปiนพืชเศรษฐกิจจนถึงวัชพืชมากกวMา 200 ชนิด โดยเฉพาะในประเทศไทยมี
การปลูกพืชหลายชนิดท่ีพืชเศรษฐกิจของประเทศ และเปiนพืชอาศัยของแบคทีเรียชนิดนี้ ได+แกM  มัน
ฝรั่ง  ขิง   ปทุมมา  เปiนต+น R. solanacearum เปiนแบคทีเรียทางดินสามารถอยูMในดินได+เปiนระยะ
เวลานาน นอกจากนี้แบคทีเรียชนิดนี้สามารถติดไปกับหัวพันธุ&หรือสMวนขยายพันธุ&ได+ ทําให+การแพรM
ระบาดของโรคนี้จึงสามารถแพรMได+อยMางรวดเร็วและท่ัวประเทศเม่ือมีการขนย+ายสMวนขยายพันธุ&ของ
พืชท่ีมีการปนเปnoอนของแบคทีเรีย R. solanacearum ไปปลูกในท่ีตMาง ๆ ความรุนแรงของโรคข้ึนอยูM
กับชนิดของพืชท่ีเชื้อเข+าทําลายสภาพแวดล+อม และสายพันธุ& (strain) ของแบคทีเรีย  นอกจากนี้
แบคทีเรีย R. solanacearum ยังเปiนศัตรูพืชท่ีสําคัญทางกักกันพืช ถ+าพบแบคทีเรียนี้ติดไปกับหัว
พันธุ&ท่ีสMงออก หัวพันธุ&เหลMานั้นจะถูกเผาทําลายทันที ทําให+ไมMสามารถสMงออกได+ 

นอกจากนี้เนื่องจากแบคทีเรียสาเหตุโรคเหี่ยว R. solanacearum สามารถติดไปกับหัวพันธุ&
ได+ เม่ือในไปปลูกในฤดูตMอไปจะเกิดการระบาดของโรครุนแรง ฉะนั้นการใช+หัวพันธุ&ปทุมมาปลอดโรค
เปiนวิธีการหนึ่งท่ีจะลดการระบาดของโรคหรือการเกิดโรคเหี่ยวในแปลงปลูก  ซ่ึงการคัดเลือกหาหัว
พันธุ&ปลอดโรคต+องใช+เครื่องมือและวิธีการในการตรวจสอบท่ีรวดเร็ว ณัฎฐิมา et al. (2543) ได+พัฒนา
ชุดตรวจสอบELISA kit สําหรับตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ&ปทุมมา ซ่ึงชุด
ตรวจสอบสําเร็จรูปดังกลMาวสามารถนําไปใช+ในภาคสนามได+แตMยังมีความยุMงยาก และต+องใช+อุปกรณ&
วิทยาศาสตร&ในการตรวจ ทําให+เกษตรกรนําใช+ไมMสะดวก  สุรภี et al. (2551) ได+พัฒนาชุดตรวจสอบ 
GLIFT kit ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ซ่ึงสามารถตรวจเห็นผลภายใน 5 นาที แตMเม่ือในไป
ใช+ตรวจหาแบคทีเรีย R. solanacearum ในหัวพันธุ& พบวMาแปrงท่ีอยูMในหัวพันธุ&ทําปฎิกริยากับกระดาษ
รองรับในชุดตรวจสอบทําให+เกิดการผิดพลาดในการตรวจสอบได+ ดังนั้นจึงควรปรับปรุงวิธีการตรวจ 
ตลอดจนสารละลายท่ีใช+กับตัวอยMางให+มีประสิทธิภาพ และงMายตMอการใช+งาน เพ่ือขยายการใช+งานชุด
ตรวจสอบในขบวนการผลิตหัวพันธุ&ปทุมมาของเกษตรกร  
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วิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการวิธดีาํเนนิการ 
อุปกรณ&อุปกรณ&อุปกรณ&อุปกรณ&    

1. อุปกรณ&มาตรฐานในห+องปฏิบัติการแบคทีเรีย ได+แกM ตู+เข่ียเชื้อชนิดปลอดเชื้อ  
2. อุปกรณ&วิทยาศาสตร& เชMน ตู+ควบคุมอุณหภูมิ ตู+เย็นสําหรับเก็บตัวอยMาง หม+อนึ่งความดันไอ  

เครื่องเขยMาชนิดควบคุมอุณหภูมิ เครื่องวัดคMาดูดกลืนแสง (spectrophotometer) ตู+อบ 
(oven) 

3. เครื่องแก+วและอุปกรณ&อ่ืนๆท่ีใช+ในห+องปฏิบัติการ เชMน เครื่องชั่ง, pH meter  เปiนต+น 
4. สารเคมีท่ีใช+ในการเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  
5. วัสดุการเกษตร ได+แกM ดิน  กระถางต+นไม+ ปุuย หัวพันธุ&ปทุมมา 

วธิกีารวธิกีารวธิกีารวธิกีาร    
1111.... ศึกษาวธิกีารเตรยีมตวัอยMางหวัพนัธุ&ปทุมมา ศึกษาวธิกีารเตรยีมตวัอยMางหวัพนัธุ&ปทุมมา ศึกษาวธิกีารเตรยีมตวัอยMางหวัพนัธุ&ปทุมมา ศึกษาวธิกีารเตรยีมตวัอยMางหวัพนัธุ&ปทุมมา ทดสอบวิธีการเตรียมตัวอยMางจากหัวพันธุ&ปทุม

มา จํานวน 4 กรรมวิธี  5 ซํ้า    
2222.... ทดสอบสารละลายทดสอบสารละลายทดสอบสารละลายทดสอบสารละลาย((((buffer) buffer) buffer) buffer) ที่ใช+ในชุที่ใช+ในชุที่ใช+ในชุที่ใช+ในชุดตรวจสอบ ดตรวจสอบ ดตรวจสอบ ดตรวจสอบ ทําการทดสอบชนิดสารละลายท่ีใช+เปiน

ตัวละลายน้ําบดตัวอยMางท่ีใช+ประกอบในชุดตรวจสอบ จํานวน 4 ชนิด  4 ซํ้า    
3333.... ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของชุดเตรียมสอบ ทําการทดสอบความเฉพาะเจาะจงกับ

แบคทีเรีย R. solanacearum    ในหัวพันธุ&ปทุมมา    ทดสอบกับแบคทีเรียอ่ืนๆ ท่ีอยูMในหัวปทุมมา        
4444.... ทดสอบความไวในการตรวจสอบ ทดสอบความไวในการตรวจสอบ ทดสอบความไวในการตรวจสอบ ทดสอบความไวในการตรวจสอบ  ทําการทดสอบความไวในการตรวจหาแบคทีเรีย R. 

solanacearum    ในหัวพันธุ&ปทุมมา    
5555....    ทดสอบการใช+ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา ทดสอบการใช+ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา ทดสอบการใช+ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา ทดสอบการใช+ชุดตรวจสอบในแปลงปลูกปทุมมา เปiนการนําชุดตรวจสอบไปใช+จริงใน

แปลงปลูกปทุมมา 
6666....    การขยายผลการใช+ชุดตรวจสอบโรคเหี่ยวปทุมมาในกระบวนการผลิตหัวพันธุ&ของการขยายผลการใช+ชุดตรวจสอบโรคเหี่ยวปทุมมาในกระบวนการผลิตหัวพันธุ&ของการขยายผลการใช+ชุดตรวจสอบโรคเหี่ยวปทุมมาในกระบวนการผลิตหัวพันธุ&ของการขยายผลการใช+ชุดตรวจสอบโรคเหี่ยวปทุมมาในกระบวนการผลิตหัวพันธุ&ของ

เเเเกษตรกรกษตรกรกษตรกรกษตรกร 
6666....1111    สาํรวจและเกบ็ตวัอยMางหวัพันธุ&ปทุมมาทีจ่ะใช+เปiนพันธุ&จากเกษตรกร สาํรวจและเกบ็ตวัอยMางหวัพันธุ&ปทุมมาทีจ่ะใช+เปiนพันธุ&จากเกษตรกร สาํรวจและเกบ็ตวัอยMางหวัพันธุ&ปทุมมาทีจ่ะใช+เปiนพันธุ&จากเกษตรกร สาํรวจและเกบ็ตวัอยMางหวัพันธุ&ปทุมมาทีจ่ะใช+เปiนพันธุ&จากเกษตรกร ทดสอบ

ประสิทธิภาพของวิธีการและชุดตรวจสอบ    
6.26.26.26.2    สาธติวธิกีารตรวจสอบให+แกMเกษตรกรผู+ปลูกปทมุมาสาธติวธิกีารตรวจสอบให+แกMเกษตรกรผู+ปลูกปทมุมาสาธติวธิกีารตรวจสอบให+แกMเกษตรกรผู+ปลูกปทมุมาสาธติวธิกีารตรวจสอบให+แกMเกษตรกรผู+ปลูกปทมุมา    
6.36.36.36.3    อบรมอบรมอบรมอบรมวธิีการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหีย่วของปทุมมาให+แกMเกษตรกรวธิีการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหีย่วของปทุมมาให+แกMเกษตรกรวธิีการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหีย่วของปทุมมาให+แกMเกษตรกรวธิีการใช+ชดุตรวจสอบโรคเหีย่วของปทุมมาให+แกMเกษตรกร    
6.46.46.46.4    ผลติชดุตรวจเพื่อให+เกษตรกรไผลติชดุตรวจเพื่อให+เกษตรกรไผลติชดุตรวจเพื่อให+เกษตรกรไผลติชดุตรวจเพื่อให+เกษตรกรได+นาํไปใช+ตรวจหวัพนัธุ&ปทมุมากMอนปลูกด+นาํไปใช+ตรวจหวัพนัธุ&ปทมุมากMอนปลูกด+นาํไปใช+ตรวจหวัพนัธุ&ปทมุมากMอนปลูกด+นาํไปใช+ตรวจหวัพนัธุ&ปทมุมากMอนปลูก    
6.56.56.56.5    เกบ็ข+อมลูการใช+งานและความพึงพอใจของเกษตรกรเกบ็ข+อมลูการใช+งานและความพึงพอใจของเกษตรกรเกบ็ข+อมลูการใช+งานและความพึงพอใจของเกษตรกรเกบ็ข+อมลูการใช+งานและความพึงพอใจของเกษตรกร    
    

เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่เวลาและสถานที่    
ต.ค.54 - ก.ย.56 ท่ีกลุMมงานบักเตรีวิทยา กลุMมวิจัยโรคพืช สํานักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช  

ศูนย&วิจัยพืชสวนเชียงราย กรมวิชาการเกษตร และ แปลงเกษตรกร จังหวัดเชียงราย 
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ผผผผลลลลแแแแลลลละะะะวิววิิวิจจจจาาาารรรรณ&ณ&ณ&ณ&ผผผผลลลลกกกกาาาารรรรททททดดดดลลลลอออองงงง    
 ศึกษาวิธีการเตรียมตัวอยMางหัวพันธุ&ปทุมมาท่ีมีประสิทธิภาพโดยการนําหัวพันธุ&ปทุมมา มาตัด
ชิ้นสMวน นําเอาเฉพาะสMวนทMอน้ํา ทMออาหารมาตรวจหาเชื้อ Ralstonia solanacearum ได+ดีท่ีสุด  ทด
สอบบัปเฟอร&ตMางๆในการทํา GLIFT kit ได+แกM coating buffer phosphate buffer citrate buffer 
Tris buffer  ได+สารละลายbuffer ท่ีเหมาะสมในการทําชุดตรวจสอบ ทดสอบความเข+มข+นของแอนติ
ซีรั่มท่ีใช+ในการผลิตชุดตรวจสอบ ได+ความเข+มข+นของแอนติซีรั่มท่ีใช+ในการผลิตชุดตรวจสอบ 1:500 
ทดสอบความเฉพาะเจาะจงของแอนติซีรั่ม พบวMา มีความเฉพาะเจาะจงกับเชื้อแบคทีเรีย RS ท่ีความ
เข+มข+นตํ่าสุด 1x103 cfu/ml ทดสอบ buffer ตMางๆกับกระดาษชนิดตMางๆในการทําชุด GLIFT kit  
พบวMา buffer สามารถใช+ได+ดีกับกระดาษไนโตรเซลูโลส AE99 โดยมีความไวในการตรวจ 10x103 
cfu/ml 
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