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ABSTRACT 

 

Naturally infected tomato plants cv. ‘Cherry’ and cv. ‘Thomas’ showing typical 

Fusarium wilt symptoms were collected from eleven commercial fields at Doi Inthanon 

National Park, Chiang Mai, Thailand.  A tissue transplanting technique yielded one 

hundred and twenty-six pathogenic isolates from infected stems.  The initial color of 

colonies on Potato Dextrose Agar (PDA) was white, and then the color turned to deepen 

with aging within 10 days, which divided, according to a visual representation of colors, 

into 3 categories as follows:-  purplish-white cottony colony (67 isolates, 53.17%), 

white cottony colony (43 isolates, 34.13%) and orangish-white cottony colony (16 

isolates, 12.70%).  The average growth rate of the colonies was 8.51 ± 0.13 mm/day.  

The colonies from cultures showed hyaline branching septate hyphae and smooth 

margins.  Conidiophores typically scattered as solitary phialides on the aerial mycelium.  

They formed 3 types of asexual spore including:- 1) microconidia are one-celled hyaline 

oval-ellipsoid, straight to curved with an average 6.63-8.50 × 2.65-2.82 µm, 2) 

macroconidia are 3 - 5 septate, fusoid-subulate, straight to curved with an average with 

an average 35.37-39.20 × 3.43-5.50 µm and 3) chlamydospores are both smooth and 

rough walled, generally solitary and vary in shape and size.  These morphological 
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characteristics were identified as Fusarium oxysporum based on the identification 

criteria by Nelson et al. (1983) and Synder and Hans (2003). 

 The pathogenicity test confirmed that one hundred and twenty-six isolates of 

isolated F. oxysporum were pathogenic to tomato seedlings cv. ‘Bonny Best’ 

(susceptible to Fusarium wilt).  At final assessment (21 days after pathogen 

inoculation), 59 (46.83%), 57 (45.24%), 4 (3.17%), 5 (3.97%) and 1 (0.79%) isolates of 

F. oxysporum revealed variable scale 1 – 5 of disease severity index, respectively.  

According to disease severity index, 3 (2.38%), 113 (89.69%), 9 (7.14%) and 1 (0.79%) 

isolates were categorized as avirulent (DSI = 1), low (DSI ≤ 3.5), moderate (DSI > 3.5 

to 4.5) and high virulent groups (DSI > 4.5) based on pathogenicity, respectively.  In 

addition, some F. oxysporum isolates of each pathogenic group were randomly selected 

to re-test for pathogenicity.  The results of disease severity were the same as the first 

test that cv. ‘Bonny Best’, whereas unable to infect the resistant cv. ‘EWS-37434’ 

(resistant to Fusarium wilt).  The more detailed tests confirmed that these isolates were 

identified as F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol).  The isolate FolCK_117 was 

identified as race2 virulent phenotype and was selected to be used as the presentative of 

virulent strains in further experiments. 

Streptomyces isolate NSP3 was selected to be the representative of the 

antagonistic strain from six isolates; NSP1 – 6, by to Dual culture assay.  The NSP3 

revealed the highest rate of colony growth inhibition of FolCK_117 at 79.50% and 

sporulation at 89.00%. 

Plants have acquired defense mechanisms to counteract potential pathogens and 

the strategy involves inducible defense reactions that are activated after elicitor 

applications.  The recognition event leading to expression of 4 pathogenesis-related 

proteins (PR-protein), including 1) PR-1a encoding pathogenesis-related class 1,          

2) Chi3 encoding acidic chitinase, 3) Chi9 encoding basic chitinase and 4) CEVI-1 

encoding peroxidase, was analysed from mRNA of tomato plants cv. ‘Bonny Best’ after 

inoculation of Streptomyces NSP3.  The effects of either seed treatment or soil 

application with the NSP3 and the combination of two methods were compared against 
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challenge the inoculation with FolCK_117.  Afterwards, samples were analysed using 

Real-time quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) and normalized to the Actin 

gene at 0, 3, 6, 12 and 24 hour post-inoculation (hpi).  The results implied that 

combination of seed treatment and together with soil application was the most effective 

for induction and accumulation of these PR proteins.  Gene expression of PR-1a was 

increased to maximum (73.1 fold) at 3 hpi.  Gene expression of Chi3 was remarkably 

increased at 24 hpi to 56.1 fold.  Gene expression of Chi9 and CEVI-1 were also 

increased to maximum at 12 hpi (50.7 and 43.3 fold, respectively).  These results 

suggested that Streptomyces NSP3 is a strong elicitor of plant defense responses.  

In greenhouse conditions, the effects of combination of seed treatment or soil 

application with the Streptomyces NSP3 were tested against Fusarium wilt disease.  The 

tomato cv. ‘Bonny Best’ (susceptible to Fusarium wilt) and cv. ‘EWS-37434’ (resistant 

to Fusarium wilt) were used for comparison.  Overall results confirmed that induction 

of defense proteins positively correlates with defense against pathogen invasion 

involved with Fusarium wilt disease in the pot experiments.  This study implied that the 

NSP3 did not have the effect the increasing of tomato seed germination, but higher 

vigour index potential was affected.  The NSP3 also protected tomato plants from 

infection of F. oxysporum f. sp. lycopersici FolCK_117 causing Fusarium wilt by 

colonization inner root tissues and potting soil.  Moreover, this study clearly showed 

that Streptomyces NSP3 could increase seedling vigour and consistently reduced the 

disease incidence.  Disease assessment showed potential of the NSP3 on disease 

reduction.  The results clearly showed that cv. ‘Bonny Best’ plants treated wiyh 

challenge inoculation of the NSP3 and with FolCK_117 survived until harvesting, 

whereas plants inoculated with only FolCK_117 died at 21 days after inoculation.  

Furthermore, they had the ability on increasing plant growth parameters, plant height, 

root length, aerial fresh and dry weight, root fresh and dry weight and fruit weight.  

 

.  



 

h 

หัวข้อดุษฎนิีพนธ์ การชกัน ามะเขือเทศใหต้า้นทานต่อโรคเห่ียวฟิวซาเรียมโดย              
สเตรปโตมยัซีส 

ผู้เขียน  นางสาววลิาสินี แสงนาค 

ปริญญา ปรัชญาดุษฎีบณัฑิต (โรคพืช) 

คณะกรรมการทีป่รึกษา  อาจารย ์ดร. สรัญยา วลัยะเสวี อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกั 
 รองศาสตราจารย ์ดร. ชยัวฒัน์ โตอนนัต์ อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
 อาจารย ์ดร. รัชดาวรรณ ชีวงักรู อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วม 
  

บทคดัย่อ 

จากการเก็บตวัอยา่งตน้มะเขือเทศพนัธ์ุเชอร์รี และโทมสั ท่ีแสดงอาการโรคเห่ียวฟิวซาเรียม 
จากแปลงปลูกเชิงการคา้ จ านวน 11 แปลง ในบริเวณอุทยานแห่งชาติดอยอินทนนท ์จงัหวดัเชียงใหม่ 
ประเทศไทย แลว้แยกเช้ือราสาเหตุโรคโดยวธีิ tissue transplanting technique จากท่อล าเลียงไดจ้  านวน 
126 ไอโซเลท เช้ือราสาเหตุโรคดงักล่าวท่ีเจริญบนอาหารเล้ียงเช้ือ Potato Dextrose Agar (PDA) 
แสดงลกัษณะโคโลนีคลา้ยส าลี โดยแรกเร่ิมพบโคโลนีสีขาว ต่อมาจึงเปล่ียนสีตามระยะเวลา ภายใน 
10 วนั ซ่ึงสามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มโคโลนีสีขาวอมม่วง จ านวน 67 ไอโซเลท (53.17%) 
กลุ่มโคโลนีสีขาว 43 ไอโซเลท (34.13%) และกลุ่มโคโลนีสีขาวอมส้ม 16 ไอโซเลท (12.70%) อตัรา
การเจริญเติบโตของโคโลนีเฉล่ีย 8.51 ± 0.13 มม/วนั พบเส้นใยมีผนงักั้น แตกแขนง สีใส และผวิเรียบ 
สร้างกา้นชูสปอร์ (conidiophore) แบบเด่ียวบนเส้นใย สร้างสปอร์เซลลแ์บบไม่อาศยัเพศ 3 ชนิด 
ไดแ้ก่ 1) microconidia มีเซลลเ์ดียว สีใส รูปทรงไข่ (oval-ellipsoid) บางเซลลห์วัทา้ยงอเล็กนอ้ย                 
มีขนาดเฉล่ีย 6.63-8.50 × 2.65-2.82 ไมครอน 2) macroconidia มี 3 – 5 เซลล ์สีใส รูปทรงจนัทร์เส้ียว 
(fusoid-subulate) มีทั้งแบบตรง และหวัทา้ยงอเล็กนอ้ย มีขนาดเฉล่ีย 35.37-39.20 × 3.43-5.50 

ไมครอน และ 3) chlamydospore สีใสมีทั้งผนงัเรียบและหยาบ ส่วนมากเกิดแบบเด่ียว มีรูปร่างและ
ขนาดไม่แน่นอน ซ่ึงลกัษณะทางสัณฐานวทิยาดงักล่าวสามารถจดัจ าแนกเป็นเช้ือรา Fusarium 
oxysporum ตามหลกัเกณฑข์อง Nelson et al. (1983) และ Synder and Hans (2003)   
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เม่ือทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรค (pathogenicity test) ของเช้ือราท่ีแยกไดท้ั้งหมด 
พบวา่เช้ือราทุกไอโซเลทสามารถก่อใหเ้กิดโรคเห่ียวฟิวซาเรียมบนตน้มะเขือเทศพนัธ์ุบอนนีเบสท ์ ซ่ึง
เป็นพนัธ์ุอ่อนแอต่อโรคน้ี โดยในวนัสุดทา้ยของการประเมินโรค (21 วนั หลงัปลูกเช้ือราสาเหตุโรค) 
พบเช้ือราท่ีก่อโรคไดใ้นระดบั 1 – 5 (disease severity index; DSI) จ านวน 59 (46.83%), 57 (45.24%), 
4 (3.17%), 5 (3.97%) และ 1 (0.79%) ไอโซเลท ตามล าดบั เม่ือจดักลุ่มเช้ือราตามความสามารถในการ
ท าใหเ้กิดโรค พบวา่จดัอยูใ่นกลุ่มไม่ก่อโรค (DSI เท่ากบั 1) จ านวน 3 ไอโซเลท (2.38%) กลุ่มก่อโรค
ในระดบัต ่า (DSI มากกวา่หรือเท่ากบั 3.5) จ านวน 113 ไอโซเลท (89.69%) กลุ่มก่อโรคในระดบั         
ปานกลาง (DSI 3.5 – 4.5)  จ  านวน 9 ไอโซเลท (7.14%) และกลุ่มก่อโรคในระดบัสูง (DSI มากกวา่ 
4.5) จ านวน 1 ไอโซเลท (0.79%) นอกจากน้ีเม่ือสุ่มคดัเลือกตวัแทนเช้ือราจากแต่ละกลุ่มมาทดสอบ
ความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคอีกคร้ัง พบวา่ใหผ้ลการทดสอบใกลเ้คียงกบัการทดสอบคร้ังแรกใน
ตน้มะเขือเทศพนัธ์ุบอนนีเบสท ์ แต่กลบัไม่สามารถก่อโรคไดใ้นตน้มะเขือเทศพนัธ์ุ EWS-37434 ซ่ึง
เป็นพนัธ์ุตา้นทานต่อโรคเห่ียวฟิวซาเรียม ผลการทดสอบความสามารถในการท าใหเ้กิดโรคน้ีพบวา่ 
เช้ือราท่ีแยกไดจ้ดัจ าแนกเป็นเช้ือรา F. oxysporum f. sp. lycopersici (Fol) ซ่ึงคดัเลือกเช้ือราท่ีสามารถ
ก่อโรคไดรุ้นแรงท่ีสุด ไดแ้ก่ ไอโซเลท FolCK_117 ถูกจ าแนกอยูใ่น race 2 เป็นตวัแทนส าหรับการ
ทดสอบขั้นต่อไป 

 

ในการทดสอบน้ีสามารถคดัเลือกเช้ือสเตรปโตมยัซีสไอโซเลท NSP3 จากทั้งหมดจ านวน 6  
ไอโซเลท ไดแ้ก่ NSP1 – 6 ดว้ยวธีิ Dual Culture test เพื่อเป็นตวัแทนเช้ือปฏิปักษใ์นการทดสอบ        
ขั้นต่อไป เน่ืองจากสามารถมีประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งการเจริญของโคโลนีเช้ือรา Fol               
ไอโซเลท FolCK_117 เท่ากบั 79.50% และยบัย ั้งการสร้างโคนิเดียได ้89.00%  

พืชมีกลไกการป้องกนัตนเองในการถูกเขา้ท าลายจากเช้ือสาเหตุโรคพืช และปฏิกิริยาชกัน า
ความตา้นทานน้ีสามารถเกิดข้ึนไดห้ลงัจากไดรั้บตวักระตุน้ (elicitor) เม่ือศึกษาการกระตุน้ยนี
ตา้นทาน (pathogenesis-related protein; PR-protein) ในตน้มะเขือเทศพนัธ์ุบอนนีเบสทต่์อเช้ือรา
สาเหตุโรค จ านวน 4 ยนี ไดแ้ก่ PR-1a (pathogenesis-related class 1), Chi3 (acidic chitinase), Chi9 
(basic chitinase) และ CEVI-1 (peroxidase) โดยการสกดั mRNA ของตน้มะเขือเทศพนัธ์ุบอนนีเบสท์
ท่ีไดรั้บการปลูกเช้ือสเตปโตมยัซีส ไอโซเลท NSP3 ดว้ยวธีิแช่เมล็ด (seed treatment) การราดดิน (soil 
application) วธีิการร่วมระหวา่งสองวธีิดงักล่าว และการปลูกเช้ือราสาเหตุโรค จากนั้นน ามาศึกษาดว้ย
เทคนิค Real-time quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR) โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยนี
ดงักล่าว เปรียบเทียบกบัการแสดงออกของยนี Actin หลงัจากปลูกเช้ือราสาเหตุโรคเป็นเวลา 0, 3, 6, 
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12 และ 24 ชัว่โมง พบวา่การปลูกเช้ือสเตรปโตมยัซีสดว้ยวธีิการร่วมระหวา่งสองกรรมวธีิสามารถ
กระตุน้ยนีตา้นทานทั้ง 4 ชนิด ไดม้ากท่ีสุด โดยท่ียนี PR-1a ถูกกระตุน้สูงสุดไดใ้นชัว่โมงท่ี 3 
หลงัจากปลูกเช้ือราสาเหตุโรค โดยพบการแสดงออกสูงข้ึน 73.1 เท่า ส่วนยนี Chi3 สามารถกระตุน้ได้
สูงสุดท่ีเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากปลูกเช้ือราสาเหตุโรค โดยพบการแสดงออกสูงข้ึน 56.1 เท่า ในขณะท่ี
การแสดงออกของยนี Chi9 และ CEVI-1 พบถูกกระตุน้สูงสุดในเวลาเดียวกนั คือ 12 ชัว่โมง หลงัจาก
ปลูกเช้ือราสาเหตุโรค ตุโรค โดยพบการแสดงออกสูงข้ึน 50.7 และ 43.3 เท่า ตามล าดบั ผลการ
ทดสอบทั้งหมดแสดงให้เห็นวา่ เช้ือสเตรปโตมยัซีสไอโซเลท NSP3 มีคุณสมบติัท่ีดีในการเป็น
ตวักระตุน้ความตา้นทานโรคเห่ียวฟิวซาเรียมทางชีวภาพ  

เม่ือทดสอบประสิทธิภาพของการใชเ้ช้ือสเตรปโตมยัซีส ไอโซเลท NSP3 ดว้ยกรรมวธีิร่วม
ระหวา่ง seed treatment และ soil application เพื่อควบคุมโรคเห่ียวฟิวซาเรียมในสภาพโรงเรือน โดย
ทดสอบกบัมะเขือเทศพนัธ์ุบอนนีเบสท ์ ซ่ึงเป็นพนัธ์ุอ่อนแอ และ EWS-37434 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุตา้นทาน
โรคเห่ียวฟิวซาเรียม ผลการทดสอบทั้งหมดสามารถยนืยนัไดว้า่ การกระตุน้ยนีตา้นทานใน             
ตน้มะเขือเทศใหสู้งข้ึน มีผลสอดคลอ้งต่อการควบคุมโรคในสภาพโรงเรือน ซ่ึงในการทดสอบน้ี
แสดงใหเ้ห็นวา่ เช้ือสเตรปโตมยัซีส ไอโซเลท NSP3 ไม่มีผลต่อความงอกของเมล็ด แต่มีผลท าให้
ความแขง็แรงของตน้กลา้ (Seedling vigour index) สูงข้ึน นอกจากน้ียงัมีคุณสมบติัในการตั้งรกราก 
(Colonization) ในเน้ือเยือ่ราก และดินปลูกได ้ เม่ือตรวจสอบการเกิดโรคเห่ียวฟิวซาเรียม พบวา่เช้ือ 
สเตรปโตมยัซีสมีความสามารถลดการเกิดโรคได ้ ซ่ึงเห็นผลชดัเจนในพนัธ์ุบอนนีเบสท ์ วธีิท่ีใชเ้ช้ือ 
สเตรปโตมยัซีส และปลูกเช้ือราสาเหตุโรค พบวา่ตน้มะเขือเทศสามารถมีชีวิตรอดไดจ้นถึงระยะเก็บ
เก่ียวผลผลิต ในขณะท่ีตน้มะเขือเทศท่ีปลูกเช้ือราสาเหตุเพียงอยา่งเดียว ตายตั้งแต่ 21 วนัหลงัปลูกเช้ือ 
นอกจากน้ียงัพบวา่ เช้ือสเตรปโตมยัซีส ไอโซเลท NSP3 มีประสิทธิภาพในการส่งเสริมการเจริญของ
ตน้มะเขือเทศได ้ ไดแ้ก่ เพิ่มความสูงตน้ เพิ่มความยาวราก เพิ่มน ้าหนกัสดและแหง้ของส่วนเหนือดิน
และราก รวมถึงเพิ่มน ้าหนกัของผลผลิตอีกดว้ย 


