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Abstract 
 Fruit rot disease causes considerable loss of longan fruit.  This research focused on detecting pathogens 
and selecting antagonistic bacteria to control fruit rot disease after harvesting longan. Result revealed that 
Lasiodiplodia sp. was the major pathogenic fungus that is a cause of fruit rot disease. Efficacy of antagonistic 
bacteria obtained from healthy part of longan i.e.; flowers, leaves, young fruits and ripen fruits against 
Lasiodiplodia sp. was investigated by dual culture technique. It was found that antagonistic bacteria 3 isolates, 
i.e.; RFMC45, YFBH6 and RFCD306, collected from young fruits (YF) and ripen fruits (RF) could inhibit the mycelial 
growth of pathogenic fungi by 72.80, 79.71 and 94.40 %, respectively. The effects of cell suspensions and culture 
filtrates of 3 isolates antagonistic bacteria on the inhibition of Lasiodiplodia sp. spore germination were tested by 
slide culture technique. All isolates had the ability to inhibit fungal spore. The maximum inhibition was in RFCD306. 
Moreover, some germinated spore showed swollen germ tube and could not continue growth.  
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บทคดัยอ 

โรคผลเนาหลังการเก็บเกี่ยวของลําไย สรางความเสียหายแกผลผลิตลําไยเปนอยางมาก งานวิจยัน้ีจึงตรวจสอบชนิด
เชื้อสาเหตุของโรคและคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษเพ่ือใชควบคุมโรค พบวาเชื้อราท่ีเปนสาเหตุของการเนาเสียมากท่ีสุด คือ 
Lasiodiplodia sp. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกมาจาก ดอก ใบ ผลออนและผลแกของลําไยท่ีไม
เปนโรคเพ่ือยับยัง้เสนใยของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. สาเหตุโรคดวยวิธี dual culture พบแบคทีเรียปฏิปกษ จํานวน 3 ไอโซ
เลท ไดแก RFMC45, YFBH6 และ RFCD306  ซึง่แยกมาจาก ผลลําไยออน (YF) และผลลําไยแก (RF) โดยสามารถยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคไดรอยละ 72.80, 79.71 และ 94.40 ตามลําดับ และทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร โดย
ใช cell suspensions และ culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 3 ไอโซเลท โดยวิธี slide culture พบวาท้ัง 3 ไอโซเล
ทสามารถยับยั้งการงอกของสปอรได โดย RFCD306 สามารถยบัยั้งการงอกของสปอรไดมากท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบวาสปอร
ของเชื้อราสาเหตุโรคบางสปอรท่ีงอก มีลักษณะผิดปกติ โดย germ tube มกีารบวมพอง และไมสามารถเจริญตอไปได 
คําสําคัญ: โรคผลเนา  ลําไย  เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ 

 
คํานํา 

ลําไย (Dimocarpus longan Lour.) เปนพืชท่ีอยูในวงศ Sapindaceae ซึ่งมีความสําคัญทางเศรษฐกจิชนิดหน่ึงของ
ประเทศไทย ปลูกกันแพรหลายท้ังภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงใตของประเทศ ผลผลิตสวนใหญใชบริโภค และสงออก 
ลําไยสดมีอายุการเก็บรักษาและอายุการวางจําหนายส้ัน โดยสีของผลลําไยเปล่ียนจากสีเหลืองนํ้าตาลเปนสีนํ้าตาลเขมจนถึง
ดํา เน่ืองมาจาก สภาวะขาดนํ้า (dehydration) อาการสะทานหนาว (chilling injury) และ เชือ้จุลินทรีย (microorganism) 
(Pan, 1994) ซึง่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาและขนสงลําไย คือ อุณหภูมิ 5-7 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 
90-95  และเมื่ออุณหภูมิสูงหรือต่ําจนเกินไป อายกุารเก็บรักษาและอายุการวางจาํหนายของลําไยจะส้ันลง ท้ังน้ีการเก็บรักษา
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ลําไยไวท่ีอุณหภูมิหองน้ัน มีอายกุารเก็บรักษาส้ัน โดยสาเหตุหลักของการส้ินสุดอายุการเก็บรักษาหรืออายุการวางจาํหนายเกิด
จากการเขาทําลายของเชื้อรา ซึง่ทําใหเกิดโรคผลเนา (Drinnan, 2004) 

การเกิดโรคผลเนาของลําไย มีรายงานวาพบเชื้อราท่ีเปนสาเหตุมากท่ีสุด คอื Lasiodiplodia sp. (Chang-ngern et 
al., 2010) สําหรับวิธีการควบคมุโรคผลเนาภายหลังการเก็บเกี่ยวนิยมใช การรมผลลําไยสดดวยสารซัลเฟอรไดออกไซด (SO2) 
แตมักประสบปญหาเร่ืองสารตกคาง SO2 เกินเกณฑมาตรฐานท่ีกําหนด ดังน้ันเพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารเคมี การใชจุลินทรียจงึ
เปนทางเลือกท่ีนาสนใจ งานวจิัยคร้ังน้ีจงึคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เพ่ือควบคมุเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลําไย เพ่ือลดการ
สูญเสียของผลผลิตและชวยยืดอายุการเก็บรักษาหลังการเก็บเกี่ยวใหยงัคงคุณภาพท่ีดีตอการจาํหนาย และมีความปลอดภัย
ตอผูบริโภค เกษตรกร ส่ิงแวดลอม และระบบนิเวศน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1) การสํารวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลําไย 
สํารวจและเก็บตวัอยางผลเนาของลําไยในระยะตาง ๆ ของการเจริญเติบโต จากแปลงปลูกในจังหวัดเชียงใหม และ

จังหวดัลําพูน นํามาแยกเชื้อดวยเทคนิค tissue transplant จากผลลําไยท่ีแสดงอาการเนา แลวนําไปวางลงบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) บมไวท่ีอุณหภูมิหอง นําเชื้อราท่ีแยกไดมาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค ดวยวธิีท่ีดัดแปลง
มาจาก Munirah et al. (2017) โดยการปลูกเชื้อกลับลงไปบนผลลําไย สังเกตุการเกิดโรคและบันทึกอาการ เปรียบเทียบกับชุด
ควบคมุท่ีไมไดทําการปลูกเชื้อ 
2) การแยกและการคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของ

ลําไย 

แยกเชื้อแบคทีเรียท่ีอาศัยในเน้ือเยื่อพืช (endophytic bacteria) จากสวนตาง ๆ ของลําไยท่ีไมเปนโรค เชน ใบ ดอก 
ผลออน เปลือกของผลลําไยแก นําชิ้นพืชวางบนอาหารเล้ียงเชื้อ Nutrient agar (NA) บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 1-2 วัน แลวจึงเก็บ
รวบรวมแบคทีเรียเอนโดไฟตมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรค ดวยเทคนิค dual 
culture โดยเพาะเล้ียงเชือ้แบคทีเรียลวงหนาเปนเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน บนอาหาร PDA จากน้ันนําเชื้อราสาเหตุโรค ดังกลาว
มาวางบนจานอาหารท่ีไดทําการขีดแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบ โดยวางเชื้อราใหหางจากเชื้อแบคทีเรีย 4 เซนตเิมตร แลวนําไป
บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3-4 วัน วัดผลโดยวัดความยาวรัศมีของเสนใยของเชื้อรา คํานวณหารอยละการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ (percent inhibition of radial growth; PIRG) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามสูตรการคาํนวณของ Skidmore and 
Dickinson (1976) และประเมินประสิทธิภาพโดยใชเกณฑของ Kumar et al. (2007)      
3)  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในการยับย้ังการงอกสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของ

ลําไย 

เตรียมสปอรของเชื้อราสาเหตุโรค โดยกระตุนใหเชื้อราสรางสปอรบนอาหารเล้ียงเชื้อและสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม 
จากน้ันนําสปอรความเขมขน 106 spore/ml มาทดสอบความสามารถในการงอกของสปอรกับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยนําเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคไดสูง (ประสิทธิภาพในการยับยัง้มากกวารอยละ75 
) นํามาเล้ียงในอาหาร nutrient broth (NB) เขยาดวยเคร่ืองเขยาสาร (shaker) ท่ีความเร็ว 150 rpm เปนเวลา 7 วัน  นําอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีไมไดกรองเซลลแบคทีเรีย (non-culture filtrate) และ อาหารเล้ียงเชื้อท่ีกรองเซลลแบคทีเรีย (culture filtrate) ซึ่งผาน
ท่ีกรองเซลลแบคทีเรียขนาด 0.22 µm (membrane filter, Minisart®)  นํามาทดสอบประสิทธิภาพในยับยั้งการงอกสปอรของ
เชื้อราสาเหตุโรค เปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเชื้อ NB เพียงอยางเดียว (ชดุควบคุม) โดยใชเทคนิค slide culture บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง ตรวจนับสปอรงอกท่ี 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมงหลังการบมเชื้อ โดยนับสปอรท่ีงอกภายใตกลอง นําผลในแตละ
กรรมวิธีมาคาํนวนเปนรอยละการยับยั้งการงอกของสปอร (Percentage of spore germination inhibition; PSGI) (Gemeda 
et al., 2014) 

 
ผล 

1. ผลการสํารวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลาํไย 
 การสํารวจและเก็บรวบรวมตวัอยางลําไยท่ีเปนโรคในระยะตาง ๆ จากพ้ืนท่ีจงัหวดัเชยีงใหม และจังหวัดลําพูน 
สามารถเก็บตวัอยางผลลําไยท่ีแสดงอาการผลเนาในระยะเก็บเกีย่ว ไดจาํนวน 34 ตวัอยาง พบวารอยละ 38.23 ของตวัอยาง
เปนเชื้อรา Lasiodiplodia sp.  โดยเชื้อรามีโคโลนีสีขาว เสนใยสีขาวฟู เมื่ออายุมากขึ้นเสนใยจะเปล่ียนเปนสีเทาดํา สราง 
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fruiting body เมื่ออายุ 15 วัน โคนิเดียรูปรางคอนขางรีคลายไข สีนํ้าตาลเขม และมีผนังกั้น แบงออกเปน 2 เซลล  ถายังออนอยู
จะใสไมมีสี และมเีซลลเดยีว จากน้ันนําเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาท่ีพบมากท่ีสุดมาทดสอบในขั้นตอนตอไป (Figure 1) 
 
2. การแยกและการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชือ้ราสาเหตุโรคลําไยผลเนา 

การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไดท้ังหมด 1,413 ไอโซเลท โดยแยกจากดอกลําไย 
จํานวน 13 ไอโซเลท แยกไดจากใบลําไย จาํนวน 72 ไอโซเลท แยกไดจากผลออนลําไย จํานวน 301 ไอโซเลท และแยกไดจาก
ผลแกลําไยจํานวน 1,027 ไอโซเลท ผลการทดสอบการยับยัง้เชื้อราสาเหตุโรค พบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญเสนใยของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. จํานวน 3 ไอโซเลท คือ RFMC45 YFBH6 และ RFCD306 ซึง่เปนเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีทําการเพาะเล้ียงลวงหนาไปแลว 7 วันบนอาหารเล้ียงเชื้อ โดยมปีระสิทธิภพในการยับยัง้เฉล่ียอยูท่ีรอยละ 
72.80, 79.71 และ 94.40 ตามลําดับ (Figure 2) 

 
3. ผลการทดสอบประสิทธภิาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในการยับย้ังการงอกสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคผลเนา
ของลําไย 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 ในการยับยั้งการ
งอกสปอรของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. หลังบมสปอรไว 3 ชั่วโมง พบวาสปอรของเชื้อราในชุดควบคุมสามารถงอกไดตามปกต ิ
โดยมีการงอกอยูท่ีรอยละ 93.33 ในขณะท่ีสปอรเชื้อราใน non-culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, 
YFBH6 และ RFCD306  สามารถยับยั้งการงอกของเชื้อราไดรอยละ 50.08, 33.15 และ 54.48 ตามลําดับ โดยสปอรท่ีมกีาร
งอก มีลักษณะของ germ tube ผิดปกต ิโดยเกิดการโปงพอง รูปรางกลมขนาดใหญ (swollen germ tube) และไมสามารถงอก
ตอไปได สวนสปอรของเชื้อราใน culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 
สามารถยับยั้งการงอกของเชื้อราไดรอยละ 45.51, 27.46 และ 54.39 ตามลําดับ ลักษณะของ germ tube มีความผิดปกต ิเกดิ
การโปงพอง รูปรางกลมขนาดใหญและไมสามารถงอกตอไปได (Table 1, Figure 3) 
 

วิจารณผล 
จากการสํารวจและแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของลําไยพบวาเชือ้รา Lasiodiplodia sp. เปนสาเหตุท่ีพบมากท่ีสุด

รอยละ 38.23 สอดคลองกับงานวิจัยของ Chang-ngern et al. (2010) และ Jiang et al. (2002) ท่ีรายงานวาเชื้อราในวงศ 
Botryosphaeria สามารถกอโรคผลเนาของลําไยมากท่ีสุด โดยเชือ้ราเขาสูพืชผานทางชองเปดธรรมชาติบริเวณขั้วผลลําไย ซึง่
เชื้อจะแฝงตวัอยูในเซลลพืช (latent) โดยไมทําใหเกิดโรค จนกวาลําไยจะถูกเก็บเกี่ยวจึงเร่ิมแสดงอาการผลเนา โดยเฉพาะเมื่อ
สภาพแวดลอมมคีวามชื้นและอุณหภูมิสูง (Zhang, 2014) ในสวนของการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตได เชื้อแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเชือ้ราไดสูงจํานวน 3 ไอโซเลท คือ  RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 และเมื่อ
นําเชื้อแบคทีเรียท้ัง 3 ไอโซเลทมาทําการทดสอบการยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา Lasiodiplodia sp. โดยท้ัง 3 ไอโซเลท 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรไดบางสวน สวนสปอรท่ีงอกน้ันแสดงอาการผิดปกติ (swelling germ tubes) ซึ่งไดมีงานวจิัย
ของ Kim and Chung (2004) รายงานวาสปอรท่ีบวมพองน้ันเกิดจากการท่ีเชื้อแบคทีเรียสรางโปรตีน หรือปฏิชีวนะสารบาง
ชนิด รบกวนกระบวนการสรางผนังเซลลของเชื้อราจงึสงผลใหมกีารยับยัง้การสรางเสนใยและการงอกของสปอร 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของลําไยพบวามีเชื้อรา Lasiodiplodia sp. เปนเชื้อราสาเหตมุากท่ีสุด โดยแยก
ได รอยละ 38.23 สวนการคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพบวาเชือ้แบคทีเรีย ไอโซเลท RFCD306 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง    
เสนใยและการงอกของสปอรของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. ไดสูงท่ีสุด โดยสปอรท่ีมีการงอก มีลักษณะของ germ tube 
ผิดปกต ิ
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Table 1 Test of antagonistic bacteria for inhibitory effect of spore 
germination 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

Treatment Isolates Inhibition of spore 
germination 

 RFMC45 50.08 
Non-culture filtrate YFBH6 33.15 

 RFCD306 54.48 
 RFMC45 45.51 

culture filtrate YFBH6 27.46 
 RFCD306 54.39 

 
คําขอบคุณ 

ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่ว ท่ีใหทุนสนับสนุนงานวิจยัในคร้ังน้ี และภาควชิากีฏวิทยาและ
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม ท่ีใหการสนับสนุนในเร่ืองของสถานท่ี และอุปกรณท่ีใชทําการวิจยั 
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Figure 2 Inhibition of Lasiodiplodia sp. by 3 antagonistic bacteria 
at 1, 3, 5 and 7 days after incubation on PDA 
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Figure 1 Symptom and morphology of 
Lasiodiplodia sp. causing fruit rot disease 
(A) symptom on longan fruit (B) colony on 
PDA (C) conidiomata (D) immature and 
mature conidia 
 

Figure 3 Efficacy of three antagonistic bacteria 
have been found to inhibit the process of spore 
germination at 3 hours. 
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