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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.  
Keywords: Fruit rot disease, longan, antagonistic bacteria 

 
บทคดัยอ 

โรคผลเนาหลังการเก็บเกี่ยวของลําไย สรางความเสียหายแกผลผลิตลําไยเปนอยางมาก งานวิจยัน้ีจึงตรวจสอบชนิด
เชื้อสาเหตุของโรคและคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษเพ่ือใชควบคุมโรค พบวาเชื้อราท่ีเปนสาเหตุของการเนาเสียมากท่ีสุด คือ 
Lasiodiplodia sp. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีแยกมาจาก ดอก ใบ ผลออนและผลแกของลําไยท่ีไม
เปนโรคเพ่ือยับยัง้เสนใยของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. สาเหตุโรคดวยวิธี dual culture พบแบคทีเรียปฏิปกษ จํานวน 3 ไอโซ
เลท ไดแก RFMC45, YFBH6 และ RFCD306  ซึง่แยกมาจาก ผลลําไยออน (YF) และผลลําไยแก (RF) โดยสามารถยับยั้งการ
เจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรคไดรอยละ 72.80, 79.71 และ 94.40 ตามลําดับ และทดสอบการยับยั้งการงอกของสปอร โดย
ใช cell suspensions และ culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท้ัง 3 ไอโซเลท โดยวิธี slide culture พบวาท้ัง 3 ไอโซเล
ทสามารถยับยั้งการงอกของสปอรได โดย RFCD306 สามารถยบัยั้งการงอกของสปอรไดมากท่ีสุด นอกจากน้ียงัพบวาสปอร
ของเชื้อราสาเหตุโรคบางสปอรท่ีงอก มีลักษณะผิดปกติ โดย germ tube มกีารบวมพอง และไมสามารถเจริญตอไปได 
คําสําคัญ: โรคผลเนา  ลําไย  เชือ้แบคทีเรียปฏิปกษ 

 
คํานํา 

ลําไย (Dimocarpus longan Lour.) เปนพืชท่ีอยูในวงศ Sapindaceae ซึ่งมีความสําคัญทางเศรษฐกจิชนิดหน่ึงของ
ประเทศไทย ปลูกกันแพรหลายท้ังภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงใตของประเทศ ผลผลิตสวนใหญใชบริโภค และสงออก 
ลําไยสดมีอายุการเก็บรักษาและอายุการวางจําหนายส้ัน โดยสีของผลลําไยเปล่ียนจากสีเหลืองนํ้าตาลเปนสีนํ้าตาลเขมจนถึง
ดํา เน่ืองมาจาก สภาวะขาดนํ้า (dehydration) อาการสะทานหนาว (chilling injury) และ เชือ้จุลินทรีย (microorganism) 
(Pan, 1994) ซึง่อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาและขนสงลําไย คือ อุณหภูมิ 5-7 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอยละ 
90-95  และเมื่ออุณหภูมิสูงหรือต่ําจนเกินไป อายกุารเก็บรักษาและอายุการวางจาํหนายของลําไยจะส้ันลง ท้ังน้ีการเก็บรักษา
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ลําไยไวท่ีอุณหภูมิหองน้ัน มีอายกุารเก็บรักษาส้ัน โดยสาเหตุหลักของการส้ินสุดอายุการเก็บรักษาหรืออายุการวางจาํหนายเกิด
จากการเขาทําลายของเชื้อรา ซึง่ทําใหเกิดโรคผลเนา (Drinnan, 2004) 

การเกิดโรคผลเนาของลําไย มีรายงานวาพบเชื้อราท่ีเปนสาเหตุมากท่ีสุด คอื Lasiodiplodia sp. (Chang-ngern et 
al., 2010) สําหรับวิธีการควบคมุโรคผลเนาภายหลังการเก็บเกี่ยวนิยมใช การรมผลลําไยสดดวยสารซัลเฟอรไดออกไซด (SO2) 
แตมักประสบปญหาเร่ืองสารตกคาง SO2 เกินเกณฑมาตรฐานท่ีกําหนด ดังน้ันเพ่ือหลีกเล่ียงการใชสารเคมี การใชจุลินทรียจงึ
เปนทางเลือกท่ีนาสนใจ งานวจิัยคร้ังน้ีจงึคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ เพ่ือควบคมุเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลําไย เพ่ือลดการ
สูญเสียของผลผลิตและชวยยืดอายุการเก็บรักษาหลังการเก็บเกี่ยวใหยงัคงคุณภาพท่ีดีตอการจาํหนาย และมีความปลอดภัย
ตอผูบริโภค เกษตรกร ส่ิงแวดลอม และระบบนิเวศน 

 
อุปกรณและวิธกีาร 

1) การสํารวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลําไย 
สํารวจและเก็บตวัอยางผลเนาของลําไยในระยะตาง ๆ ของการเจริญเติบโต จากแปลงปลูกในจังหวัดเชียงใหม และ

จังหวดัลําพูน นํามาแยกเชื้อดวยเทคนิค tissue transplant จากผลลําไยท่ีแสดงอาการเนา แลวนําไปวางลงบนอาหาร potato 
dextrose agar (PDA) บมไวท่ีอุณหภูมิหอง นําเชื้อราท่ีแยกไดมาทดสอบความสามารถในการทําใหเกิดโรค ดวยวธิีท่ีดัดแปลง
มาจาก Munirah et al. (2017) โดยการปลูกเชื้อกลับลงไปบนผลลําไย สังเกตุการเกิดโรคและบันทึกอาการ เปรียบเทียบกับชุด
ควบคมุท่ีไมไดทําการปลูกเชื้อ 
2) การแยกและการคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของ

ลําไย 

แยกเชื้อแบคทีเรียท่ีอาศัยในเน้ือเยื่อพืช (endophytic bacteria) จากสวนตาง ๆ ของลําไยท่ีไมเปนโรค เชน ใบ ดอก 
ผลออน เปลือกของผลลําไยแก นําชิ้นพืชวางบนอาหารเล้ียงเชื้อ Nutrient agar (NA) บมไวท่ีอุณหภูมิหอง 1-2 วัน แลวจึงเก็บ
รวบรวมแบคทีเรียเอนโดไฟตมาทดสอบประสิทธิภาพในการยับยัง้การเจริญของเสนใยเชื้อราสาเหตุโรค ดวยเทคนิค dual 
culture โดยเพาะเล้ียงเชือ้แบคทีเรียลวงหนาเปนเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน บนอาหาร PDA จากน้ันนําเชื้อราสาเหตุโรค ดังกลาว
มาวางบนจานอาหารท่ีไดทําการขีดแบคทีเรียท่ีตองการทดสอบ โดยวางเชื้อราใหหางจากเชื้อแบคทีเรีย 4 เซนตเิมตร แลวนําไป
บมท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 3-4 วัน วัดผลโดยวัดความยาวรัศมีของเสนใยของเชื้อรา คํานวณหารอยละการยับยั้งการเจริญของ
เชื้อ (percent inhibition of radial growth; PIRG) เปรียบเทียบกับชุดควบคุม ตามสูตรการคาํนวณของ Skidmore and 
Dickinson (1976) และประเมินประสิทธิภาพโดยใชเกณฑของ Kumar et al. (2007)      
3)  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในการยับย้ังการงอกสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของ

ลําไย 

เตรียมสปอรของเชื้อราสาเหตุโรค โดยกระตุนใหเชื้อราสรางสปอรบนอาหารเล้ียงเชื้อและสภาพแวดลอมท่ีเหมาะสม 
จากน้ันนําสปอรความเขมขน 106 spore/ml มาทดสอบความสามารถในการงอกของสปอรกับเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ โดยนําเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเสนใยของเชื้อราสาเหตุโรคไดสูง (ประสิทธิภาพในการยับยัง้มากกวารอยละ75 
) นํามาเล้ียงในอาหาร nutrient broth (NB) เขยาดวยเคร่ืองเขยาสาร (shaker) ท่ีความเร็ว 150 rpm เปนเวลา 7 วัน  นําอาหาร
เล้ียงเชื้อท่ีไมไดกรองเซลลแบคทีเรีย (non-culture filtrate) และ อาหารเล้ียงเชื้อท่ีกรองเซลลแบคทีเรีย (culture filtrate) ซึ่งผาน
ท่ีกรองเซลลแบคทีเรียขนาด 0.22 µm (membrane filter, Minisart®)  นํามาทดสอบประสิทธิภาพในยับยั้งการงอกสปอรของ
เชื้อราสาเหตุโรค เปรียบเทียบกบัอาหารเล้ียงเชื้อ NB เพียงอยางเดียว (ชดุควบคุม) โดยใชเทคนิค slide culture บมไวท่ี
อุณหภูมิหอง ตรวจนับสปอรงอกท่ี 3, 6, 12 และ 24 ชัว่โมงหลังการบมเชื้อ โดยนับสปอรท่ีงอกภายใตกลอง นําผลในแตละ
กรรมวิธีมาคาํนวนเปนรอยละการยับยั้งการงอกของสปอร (Percentage of spore germination inhibition; PSGI) (Gemeda 
et al., 2014) 

 
ผล 

1. ผลการสํารวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเนาของลาํไย 
 การสํารวจและเก็บรวบรวมตวัอยางลําไยท่ีเปนโรคในระยะตาง ๆ จากพ้ืนท่ีจงัหวดัเชยีงใหม และจังหวัดลําพูน 
สามารถเก็บตวัอยางผลลําไยท่ีแสดงอาการผลเนาในระยะเก็บเกีย่ว ไดจาํนวน 34 ตวัอยาง พบวารอยละ 38.23 ของตวัอยาง
เปนเชื้อรา Lasiodiplodia sp.  โดยเชื้อรามีโคโลนีสีขาว เสนใยสีขาวฟู เมื่ออายุมากขึ้นเสนใยจะเปล่ียนเปนสีเทาดํา สราง 
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fruiting body เมื่ออายุ 15 วัน โคนิเดียรูปรางคอนขางรีคลายไข สีนํ้าตาลเขม และมีผนังกั้น แบงออกเปน 2 เซลล  ถายังออนอยู
จะใสไมมีสี และมเีซลลเดยีว จากน้ันนําเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาท่ีพบมากท่ีสุดมาทดสอบในขั้นตอนตอไป (Figure 1) 
 
2. การแยกและการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตที่มีประสิทธิภาพในการยับย้ังเชือ้ราสาเหตุโรคลําไยผลเนา 

การคัดแยกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียไดท้ังหมด 1,413 ไอโซเลท โดยแยกจากดอกลําไย 
จํานวน 13 ไอโซเลท แยกไดจากใบลําไย จาํนวน 72 ไอโซเลท แยกไดจากผลออนลําไย จํานวน 301 ไอโซเลท และแยกไดจาก
ผลแกลําไยจํานวน 1,027 ไอโซเลท ผลการทดสอบการยับยัง้เชื้อราสาเหตุโรค พบเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษท่ีมีประสิทธิภาพในการ
ยับยั้งการเจริญเสนใยของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. จํานวน 3 ไอโซเลท คือ RFMC45 YFBH6 และ RFCD306 ซึง่เปนเชื้อ
แบคทีเรียปฏิปกษท่ีทําการเพาะเล้ียงลวงหนาไปแลว 7 วันบนอาหารเล้ียงเชื้อ โดยมปีระสิทธิภพในการยับยัง้เฉล่ียอยูท่ีรอยละ 
72.80, 79.71 และ 94.40 ตามลําดับ (Figure 2) 

 
3. ผลการทดสอบประสิทธภิาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษ ในการยับย้ังการงอกสปอรของเชื้อราสาเหตุโรคผลเนา
ของลําไย 

ผลการทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 ในการยับยั้งการ
งอกสปอรของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. หลังบมสปอรไว 3 ชั่วโมง พบวาสปอรของเชื้อราในชุดควบคุมสามารถงอกไดตามปกต ิ
โดยมีการงอกอยูท่ีรอยละ 93.33 ในขณะท่ีสปอรเชื้อราใน non-culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, 
YFBH6 และ RFCD306  สามารถยับยั้งการงอกของเชื้อราไดรอยละ 50.08, 33.15 และ 54.48 ตามลําดับ โดยสปอรท่ีมกีาร
งอก มีลักษณะของ germ tube ผิดปกต ิโดยเกิดการโปงพอง รูปรางกลมขนาดใหญ (swollen germ tube) และไมสามารถงอก
ตอไปได สวนสปอรของเชื้อราใน culture filtrate ของเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษไอโซเลท RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 
สามารถยับยั้งการงอกของเชื้อราไดรอยละ 45.51, 27.46 และ 54.39 ตามลําดับ ลักษณะของ germ tube มีความผิดปกต ิเกดิ
การโปงพอง รูปรางกลมขนาดใหญและไมสามารถงอกตอไปได (Table 1, Figure 3) 
 

วิจารณผล 
จากการสํารวจและแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของลําไยพบวาเชือ้รา Lasiodiplodia sp. เปนสาเหตุท่ีพบมากท่ีสุด

รอยละ 38.23 สอดคลองกับงานวิจัยของ Chang-ngern et al. (2010) และ Jiang et al. (2002) ท่ีรายงานวาเชื้อราในวงศ 
Botryosphaeria สามารถกอโรคผลเนาของลําไยมากท่ีสุด โดยเชือ้ราเขาสูพืชผานทางชองเปดธรรมชาติบริเวณขั้วผลลําไย ซึง่
เชื้อจะแฝงตวัอยูในเซลลพืช (latent) โดยไมทําใหเกิดโรค จนกวาลําไยจะถูกเก็บเกี่ยวจึงเร่ิมแสดงอาการผลเนา โดยเฉพาะเมื่อ
สภาพแวดลอมมคีวามชื้นและอุณหภูมิสูง (Zhang, 2014) ในสวนของการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียเอนโดไฟตได เชื้อแบคทีเรียท่ีมี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเสนใยของเชือ้ราไดสูงจํานวน 3 ไอโซเลท คือ  RFMC45, YFBH6 และ RFCD306 และเมื่อ
นําเชื้อแบคทีเรียท้ัง 3 ไอโซเลทมาทําการทดสอบการยับยัง้การงอกของสปอรเชื้อรา Lasiodiplodia sp. โดยท้ัง 3 ไอโซเลท 
สามารถยับยั้งการงอกของสปอรไดบางสวน สวนสปอรท่ีงอกน้ันแสดงอาการผิดปกติ (swelling germ tubes) ซึ่งไดมีงานวจิัย
ของ Kim and Chung (2004) รายงานวาสปอรท่ีบวมพองน้ันเกิดจากการท่ีเชื้อแบคทีเรียสรางโปรตีน หรือปฏิชีวนะสารบาง
ชนิด รบกวนกระบวนการสรางผนังเซลลของเชื้อราจงึสงผลใหมกีารยับยัง้การสรางเสนใยและการงอกของสปอร 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของลําไยพบวามีเชื้อรา Lasiodiplodia sp. เปนเชื้อราสาเหตมุากท่ีสุด โดยแยก
ได รอยละ 38.23 สวนการคดัเลือกเชื้อแบคทีเรียปฏิปกษพบวาเชือ้แบคทีเรีย ไอโซเลท RFCD306 มีประสิทธิภาพในการยับยั้ง    
เสนใยและการงอกของสปอรของเชื้อรา Lasiodiplodia sp. ไดสูงท่ีสุด โดยสปอรท่ีมีการงอก 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 

ขอขอบคุณศูนยนวัตกรรมเทคโนโลยีหลังการเก็บเกีย่ว ท่ีใหทุนสนับสนุนงานวิจยัในคร้ังน้ี และภาควชิากีฏวิทยาและ
โรคพืช คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชยีงใหม ท่ีใหการสนับสนุนในเร่ืองของสถานท่ี และอุปกรณท่ีใชทําการวิจยั 
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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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Non-culture filtrate 
 

 

Culture filtrate 

Mature conidium 

Immature conidia conidiomata 


	เอมลิน พิพัฒนภักดีP0F P ดนัย บุณยเกียรติP2,3P ฉันทลักษณ์ ติยายนP2,3P พิมพ์ใจ สีหะนามP1F ,2F P และอรอุมา เรืองวงษ์RRP1,3
	Aimalin PipattanapuckdeeP1P, Danai BoonyakaitP2,3P, Chantalak TiyayonP2,3P, Pimjai SeehanamP2,3P and Onuma RuangwongP1,3
	Abstract
	บทคัดย่อ
	คำนำ
	อุปกรณ์และวิธีการ
	1) การสำรวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเน่าของลำไย
	ผล
	1. ผลการสำรวจโรคและการแยกเชื้อสาเหตุโรคผลเน่าของลำไย
	วิจารณ์ผล
	สรุปผลการทดลอง
	คำขอบคุณ
	เอกสารอ้างอิง

