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ABSTRACT
 Fruit rot disease caused by Lasiodiplodia theobromae, Gliocephalotrichum spp., 

Colletotrichum gloeosporioides, Pestalotiopsis sp. and Phomopsis sp. is the major problem to 

reduce quality and shelf life of harvested rambutan fruits. This research was conducted to 

determine the effectiveness of bacterial antagonists to control fruit rot disease in rambutan 

fruit. Ten isolates of bacterial antagonists were isolated from peanut, dried longan, crown of 

banana and red kidney bean. The pre-inoculated treatment was conducted by spraying 10 

isolates of bacterial antagonists with concentration at 108 cfu/ml on L. theobromae 

inoculated rambutan fruits for 18 h which compared to water or imazalil at 500 mg/l spraying 

(as control). The results showed that isolates of DL9, PN10 and DL7 could inhibit disease 

severity by 57.82, 55.82 and 52.97 % respectively, whilst imazalil at 500 mg/l inhibited the 

disease severity only 16.91% and 0% for water treatment. Then the isolates of PN10, DL7 and 

DL9 were identified as Bacillus spp. which were gram-positive rods, endospore-forming and 

catalase positive. API test kit and molecular analysis were used to identify these 3 isolates. 

The 16S rDNA gene sequence of  DL7 strain was 100 % similar to Bacillus siamensis and PN10 

and DL9 were closely related to  B. siamensis and B. amyloliquefaciens sub sp. plantarum 

(99.91 and 99.86 % identity, respectively). After that crude extract were tested for cytotoxicity 

against Vero cell (African green monkey kidney), cytotoxic was not found. Subsequently, each 

bacterial antagonist strains were individually developed into 3- different powder formulations. 
After 6 months storage at room temperature, the result showed that the formulation of 100 g 

rice flour mixed with 1 ml soybean oil and 10 g sucrose was the best carrier to maintain 

bacterial survival. The survivals of PN10, DL7 and DL9 were 7.55 x 108, 3.73 x 108 and 8.53 x 
107 cfu/g respectively. The efficacy of this bio- agent formulation to control rambutan fruit rot 

disease was not significantly different from using antagonist directly. 
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บทคัดยอ
   โรคผลเนาของเงาะ สาเหตเุกิดจากการเขา

ทำลายของเชือ้ราหลายชนดิ ไดแก  Lasiodiplodia 

theobromae, Gliocephalotrichum spp., 

Colletotrichum gloeosporioides , 

Pestalotiopsis sp. และ Phomopsis sp. เปน

ปญหาสำคัญที่ทำใหคุณภาพของผลเงาะลดลง 

อายุการเก็บรักษาสั้น งานวิจัยนี้ ไดศึกษา

ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการควบคุม

โรคผลเนาของเงาะ โดยแยกแบคทีเรียปฏิปกษ

จากเมล็ดถั่วลิสง ลำไยอบแหง ขั้วหวีของกลวย 

และเมล็ดถั่วแดง ไดแบคทีเรียปฏิปกษจำนวน  

10 สายพันธุ เมื่อนำมาทดสอบประสิทธิภาพการ

ควบคุมโรคผลเนา ท่ี เ กิดจากการปลูกเชื้อรา  

L. theobromae เปนเวลา 18 ชม. หลังจากนั้น
พนดวยแบคทีเรียปฏิปกษความเขมขน 108 cfu/ml 

เปรียบเทียบกับพนดวยน้ำ (กรรมวิธีควบคุม) และ 

อิมาซาลิล 500 มก./ล. พบวา แบคทีเรียปฏิปกษ 

สายพันธุ DL9, PN10 และ DL7 สามารถยับยั้ง

ความรุนแรงโรคผลเนาของเงาะได 57.82, 55.82 และ 

52.97 % ตามลำดับ และมีประสิทธิภาพในการ

ยับยั้งความรุนแรงของโรคไดดีกวาอิมาซาลิล 500 

มก./ล. จากการจำแนกแบคทีเรียปฏิปกษทั้ง 3 

สายพันธุ พบวา เปนแบคทีเรียรูปทอน ติดสีแกรม

บวก สรางเอ็นโดสปอร และสามารถสรางเอนไซม

คะตะเลส จัดอยูในกลุม Bacillus จากน้ันนำ

แบคทเีรยีปฏปิกษทัง้ 3 สายพนัธุ มาจดัจำแนกชนดิ
ดวยชดุตรวจสอบ API test kit และ เทคนคิทางชวี

โมเลกลุ พบวา สายพันธุ DL7 มีลำดับนิวคลีโอไทด

บริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 
Bacillus siamensis 100.00 % สวน PN 10 

และ DL 9 มีลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S 

rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 99.91 
และ 99.86% ไดแก Bacillus siamensis และ 

Bacillus amyloliquefaciens sub sp. 

plantarum เม่ือนำสารสกัดหยาบของแบคทีเรีย

ปฏิปกษ PN10, DL7 และ DL9 มาทดสอบความ

เปนพิษตอเซลล ไมพบความเปนพิษตอเซลลไตลิง 

(African green monkey kidney) จากน้ันนำ
แบคทเีรยีปฏปิกษ 3 สายพันธุ มาพัฒนาชวีภณัฑผง 

3 สูตร หลังจากเก็บชีวภัณฑ ที่อุณหภูมิหอง เปน

เวลา 6 เดือน พบวา สูตรชีวภัณฑที่มีสวนผสม 

แปงขาวเจา 100 ก. น้ำมันถั่วเหลือง 1 มล. และ

ซูโครส 10 ก. มีอัตราการอยูรอดของแบคทีเรีย

ปฏิปกษ PN10, DL7 และ DL9 สูง เทากับ 7.55 

x 108, 3.73 x 108 และ 8.53 x 107 cfu/g ตาม

ลำดับ และชีวภัณฑของแบคทีเรียปฏิปกษ PN10, 

DL7 และ DL9 มีประสิทธิภาพในการควบคุมโรค

ผลเนาของเงาะที่ปลูกเชื้อรา L. theobromae ได

ดี เชนเดียวกับการใช เซลลแบคทีเรียปฏิปกษ

โดยตรง  

 

คำสำคัญ: เงาะ แบคทเีรยีปฏปิกษ บาซลิสั โรคผลเนา 

บทนำ
   เงาะ (Nephelium lappaceum L.) 

เปนผลไมที่มีการปลูกกันอยางแพรหลายท้ังภาค

ตะวันออกและภาคใตของประเทศ สาเหตุสำคัญที่

ทำใหผลผลิตเสื่อมสภาพอยางรวดเร็ว คือการเขา

ทำลายของเชื้อราและกอใหเกิดอาการผลเนา  

(สมศิริและคณะ, 2540) มีรายงานวา พบเช้ือรา
สาเหตุโรคผลเนาของเงาะหลังเก็บเกี่ยวหลายชนิด 

ไดแก  Lasiodiplodia theobromae , 

Gliocephalotrichum spp., Greeneria sp., 
Colletotrichum gloeosporioides , 

Pestalotiopsis sp., Phomopsis sp. (บุญญวดี 

และสุภา, 2552) กอใหเกิดอาการผลเนาเปนจุดสี

น้ำตาล และเนาลามอยางรวดเร็วทั่วทั้งผล  
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  การควบคุมโรคผลเนาในปจจุบันให
ความสำคัญกับการลดการใชสารเคมีในขบวนการ
ผลิตตั้งแตแปลงปลูกจนถึงผูบริโภค การควบคุม
โรคโดยใชเชื้อจุลินทรียปฏิปกษเปนอีกแนวทาง
หนึ่งในการปองกันกำจัดโรค ที่มีความปลอดภัยตอ
ผูผลิตและผูบริโภค วารินและคณะ (2548) ได
ทดสอบเชื้อรา Trichoderma harzianum 
จำนวน 5 สายพันธุ ที่มีประสิทธิภาพสูงในการ
ควบคมุโรคเนาระดบัดนิของแตงกวา พบวา สามารถ
ยบัย้ังการเจริญของเสนใยเช้ือรา L. theobromae 
ไดสูง 79 % และใชสารสกัดจากเชื้อรา  
T. harzianum strain T- 35-wt ความเขมขน 
1,000 มก./กก. ควบคุมโรคผลเนาของเงาะพันธุ
โรงเรียน พบวา สารสกัดมีประสิทธิภาพสูงในการ
ควบคุมโรค โดยพบความรุนแรงของโรคเพียง 
12.5 % ในขณะท่ีกรรมวิธีควบคุม (เมทานอล 
ความเขมขน 2 %) มีความรุนแรงของโรค 79.5 % 
ทัศวรรณ (2547) ไดคัดเลือกเชื้อจุลินทรียผิวพืช
จากสวนตาง ๆ ของตนเงาะทรงพุม ในการควบคุม
การเกิดโรคผลเนาที่เกิดจากรา L. theobromae 
พบวา ยีสต Candida krusei (ไอโซเลท 44-52/
2) แสดงประสิทธิภาพดีในการควบคุมการเกิดโรค 
เมื่อมีการใชยีสตกอนการปลูกเชื้อราสาเหตุของ
โรค สามารถยับยั้งการเกิดโรคได 42.6 % 
นอกจากนี้มีการใชแบคทีเรียในกลุม Bacillus ที่มี
คุณสมบัติในการสรางสารตานเช้ือรา ควบคุมโรค
ผลเนาหลังเก็บเกี่ยวผลไมหลายชนิด เชน การใช
แบคทีเรีย Bacillus amyloliqufaciens 
PPCB004 รวมกับน้ำมันตะไครในสภาพ
บรรยากาศดัดแปร ควบคุมโรคหลังการเก็บเก่ียว
ของผลพีช (Arrebola et al., 2010b) งานวิจัยนี้
มีวัตถุประสงคเพ่ือคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษที่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 
และการผลิตชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ เพ่ือ
ทดแทนการใชสารเคมี  

อุปกรณและวิธีการ
1. การแยกเชื้อราสาเหตุโรคผลเนาหลังการเก็บ
เกี่ยวของเงาะ 
 นำผลเงาะท่ีเนาเสียหลังเก็บเกี่ยวมาแยก
เชือ้ราสาเหตโุรคผลเนาดวยวิธ ีtissue transplanting 
โดยนำช้ินเนื้อเยื่อวางในจานเล้ียงเช้ือท่ีมีอาหาร 
Potato Dextrose Agar (PDA) แลวบมไวที่อุณหภูมิ
หอง จนเชื้อราเจริญออกมาจากชิ้นเนื้อเยื่อ ทำการ
แยกเช้ือราจนไดเช้ือบริสุทธิ์ และจำแนกชนิดของ
เชื้อราสาเหตุโรคผลเนาของเงาะ 
 
2. การคัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษ 
 2.1 การแยกแบคทีเรยีจากผลิตผลเกษตร  
  แยกแบคทีเรียจากผลิตผลเกษตร
หลังการเกบ็เกีย่ว ไดแก ลำไยอบแหง ถัว่ลิสง ถัว่แดง 
และขั้วหวีกลวยหอม นำชื้นเนื้อเยื่อหรือเมล็ดแช
ในคลอรอกซ 10 % นาน 5 นาที วางชิ้นเนื้อเยื่อ
หรือเมล็ดในจานเลี้ยงเช้ือท่ีมีอาหาร PDA บมไวที่
อุณหภูมิหอง คัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งเชื้อรา สังเกตจากบริเวณยับยั้ง (clear 
zone) ที่เกิดขึ้น 
 2.2 ทดสอบประสิทธิภาพสารจากแบคทีเรีย 
ปฏิปกษในการยับย้ังการงอกของ สปอรเช้ือรา
สาเหตุโรคผลเนาของเงาะ  
  นำแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ที่คัด
เลือกไดจากขอ 2.1 มาเลี้ยงบนอาหาร Nutrient 
Agar (NA) เปนเวลา 24 ชม. จากน้ันนำแบคทีเรยีมา
ขดีเปนเสน 3 เสน หางเทากัน ในจานเล้ียงเชือ้บน
อาหาร NA บมไวทีอ่ณุหภูมหิอง เปนเวลา 10 วนั 
ตัดช้ินวุนท่ีมีสารจากแบคทีเรีย ขนาดเสนผาน
ศนูยกลาง 5 มล. นำมาวางในอาหาร PDA ทีผ่สม
สารแขวนลอยสปอรของเช้ือราสาเหตุโรคผลเนาของ
เงาะ 4 จุด บมเช้ือไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา  
48 ชม. บันทึกผลโดยวัดเสนผานศูนยกลางของ
บริเวณยับยั้ง  
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3. การทดสอบประสิทธิภาพของแบคทีเรีย

ปฏิปกษในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 

 นำผลเงาะที่สมบูรณ และไมเปนโรค จาก

สวน จ. จันทบุรี ทำแผลโดยการตัดขนเงาะ 1 เสน 

ปลูกเช้ือรา L. theobromae (เชื้อราสาเหตุโรค

ผลเนาที่ทำใหเกิดอาการของโรครุนแรง) ลงบนผล

เงาะ เรียงใสตะกราหุมถุงพลาสติก พนดวยน้ำ

กลั่น เก็บไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 18 ชม. เมื่อ

ครบกำหนดเวลานำช้ินวุนออก จากนั้นนำผลเงาะ

มาพนดวยสารแขวนลอยแบคทีเรียปฏิปกษ 10 

สายพนัธุ คอื PN2, PN-A3, PN-A5, PN7, PN 10, 

PN12, DL7, DL9, BA1 และ BP ปรับความเขมขน

ของเซลลแบคทีเรียดวยเคร่ืองสเปกโตรโฟโต

มิเตอร ใหมีคา OD เทากับ 0.2 ที่ความยาวของ

คลื่นแสง 600 นาโนเมตร (108 cfu/ml ) เปรียบ

เทยีบกบัการพนนำ้ และอมิาซาลลิ 500 มก./ล. ผึง่ให

แหง จากนัน้นำผลเงาะเก็บใสถงุยืดอายุผักและผลไม 

ชนิด M2 ขนาด 7 x 10 นิ้ว จำนวนถุงละ 6 ผล 

ปดปากถุงพลาสติกดวยเครื่องซีล เก็บไวที่อณุหภมู ิ

13 °ซ เปนเวลา 7 วนั วางแผนการทดลองแบบสุม

ตลอด (CRD) เปรยีบเทียบ 12 กรรมวธิ ีจำนวน 5 

ซำ้ ๆ ละ 6 ผล ประเมนิความรุนแรงของโรค โดยวดั

ขนาดของแผลบรเิวณทีป่ลกูเช้ือรา L. theobromae 

และนำมาคำนวณหาเปอรเซ็นตการยับย้ังความ

รุนแรงของโรคโดยใชสูตร 

 เปอรเซ็นตการยับยั้งความรุนแรงของโรค 

= [ ( A – B ) / A ] x 100  

    A = คาเฉล่ียของขนาดแผลบนผลเงาะที่พน

ดวยน้ำ (กรรมวิธีควบคุม)  
    B = คาเฉลี่ยของขนาดแผลบนผลเงาะท่ีพน

ดวยแบคทีเรีย 10 สายพันธุ และอิมาซาลิล  

500 มก./ล. 
 

 

4. การจำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปกษที่ผาน

การคัดเลือก 

 4.1 การศกึษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา 

  เ ต รี ย ม แ บ ค ที เ รี ย ป ฏิ ป ก ษ ที่ มี

ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 

(จากขอ 3) จำนวน 3 ไอโซเลท คือ PN10, DL7 

และ DL9 เล้ียงบนอาหาร NA บมที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 24 ชม. บนัทกึรปูรางของเซลล และการ

ตดิส ีโดยการยอมสแีบบแกรมภายใตกลองจลุทรรศน 
 4.2 การศกึษาคณุสมบตัดิานชีวเคมี 

  4.2.1 ทดสอบการสรางเอนไซมคะ

ตะเลส (catalase) 

   เตรียมแบคทีเรียปฏิปกษ เชน

เดียวกับขอ 4.1 หยดไฮโดเจนเปอรออกไซด ความ

เขมขน 3 % ลงบนสไลดที่สะอาดและแหง ใชลูป

แตะแบคทีเรีย 2 ลูป แตะลงในหยดของไฮโดเจน

เปอรออกไซด แลวใชลูปกวนใหเขากัน บันทึกผล

การเกิดฟองกาซ ถาเปนผลบวก จะเกิดฟองกาซ

ขึน้ทนัท ีแสดงวาเช้ือสามารถสรางเอนไซมคะตะเลส 

ผลลบ ไมเกิดฟองกาซขึ้น แสดงวาเชื้อไมสามารถ

สรางเอนไซมคะตะเลส 

  4.2.2 จำแนกชนิดของแบคทีเรีย

ดวยชุดทดสอบ API Test Kits 50 CHB  
   นำแบคทีเรีย 3 สายพันธุ คือ 

PN10, DL7 และ DL9 เลี้ยงบนอาหาร NA บมที่
อุณหภูมิหอง เปนเวลา 24 ชม. นำมาทดสอบดวย 

API Test Kits 50 CHB บันทึกผล และแปรผล

โดยการใชโปรแกรม APIWEB ในการวิเคราะห 
เพื่อจำแนกสกุล และสปชีสของแบคทีเรีย 

 4.3 จำแนกชนิดของแบคที เรียดวย

เทคนิคทางชีวโมเลกุล 

 สงตัวอยางแบคทีเรียปฏิปกษไปตรวจ

วิเคราะหลำดับคลีโอไทด เพ่ือจัดจำแนกชนิดของ
แบคทีเรีย ที่หองปฏิบัติการศูนยพันธุวิศวกรรม

และเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ  
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5. ทดสอบความเปนพิษของสารสกัดหยาบ 

แบคทีเรียปฏิปกษตอเซลล  

 เตรียมสารสกัดหยาบของแบคที เรีย

ปฏิปกษ มาทดสอบความเปนพิษตอเซลล โดยสง

ตรวจท่ีหองปฏิบัติการตรวจสารออกฤทธ์ิทาง

ชีวภาพ ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ

แหงชาติ โดยใชวิธีการทดสอบความเปนพิษตอ

เซลลไตของลิง (African green monkey 

kidney) ตรวจผลดวยการนับเซลลไตลิงที่มีชีวิตที่

ติดฉลากดวยโปรตีนเรืองแสงสีเขียว (Green 

Fluorescent Protein based assay)  

 

6. การพัฒนาผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษในรูป

แบบสารชีวภัณฑ  

 เตรียมแบคทีเรียปฏิปกษที่มีประสิทธิภาพ

ในการยับยั้ง 3 สายพันธุ คือ PN10, DL7 และ 

DL9 โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Tryptic 

Soy Broth (TSB) 300 มล. เขยา 130 รอบ/นาที ที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 4 วัน จากนั้นนำไปตก

ตะกอนเซลลดวยเคร่ืองหมุนเหวี่ยง 3,500 รอบ/

นาที ที่อุณหภูมิ 4 °ซ นาน 15 นาที นำเฉพาะ

เซลลของแบคทีเรียมาเจือจางความเขมขนดวยน้ำ
กลั่นฆาเชื้อ ปรับความเขมขนของเชื้ อ ดวย

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร ใหมีคา OD เทากับ 
1 ที่ความยาวของคลื่นแสง 600 นาโนเมตร  

 เตรียมสวนผสมของชีวภัณฑ จำนวน 3 

สูตร ดังนี้ 

 สูตรที่ 1 นำแบคทีเรียปฏิปกษ 20 มล. 

มาผสมกับ magnesium sulfate 2.47 % 

ปริมาตร 20 มล. ตั้งทิ้งไว 15-20 นาที หลังจากนั้น 

เติม carboxymethyl cellulose (CMC) 2.5 % 

ปริมาตร 20 มล. ผสมใหเขากัน แลวนำทัลค่ัม  

น้ำหนัก 100 ก. มาผสมคลุกเคลาใหเปนเน้ือ

เดียวกัน (ดัดแปลงจากสูตรของกลุมงานบักเตรี

วิทยา สำนักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช กรมวิชา

การเกษตร) 

 สูตรที่ 2 นำทัลคั่ม 60 ก. แคลเซียม 30 ก. 

CMC 8 ก. และน้ำมันฝร่ัง 2 มล. นำมาผสม
รวมกัน หลังจากนั้นนำสารละลายแบคทีเรีย  

20 มล. มาผสมใหเขากัน (ดัดแปลงสูตรของ 

วราภรณ, 2553) 

 สูตรที่ 3 แปงขาวเจา 100 ก. น้ำมันถั่ว

เหลือง 1 มล. และซูโครส 10 ก. นำมาผสมรวม

กัน หลังจากน้ันนำสารละลายแบคทีเรีย 20 มล. 

มาผสมใหเขากัน (ดัดแปลงสูตรของ ณิชกานต, 

2554) 

 สารทุกชนิดนำมานึ่งฆาเชื้อดวยเครื่องอบ

ความชืน้ความดันสงู (autoclave) 121 °ซ ความ

ดนั 15 ปอนด/ตารางนิ้ว นาน 15 นาที จำนวน 2 

ครั้ง โดยแตละครั้งหางกัน 1 วัน  

 นำสวนผสมในแตละสูตรไปทำใหแหง 

โดยใชเตาอบอุณหภูมิ 40 °ซ จากน้ันนำมาบดให

ละเอียด นำชีวภัณฑของแบคทีเรียปฏิปกษสูตร

ตาง ๆ ที่ผลิตได แบงใสถุงฟอยล 15 ก./ถุง เก็บที่

อุณหภูมิหอง (25 + 2 °ซ) จากนั้นนำชีวภัณฑของ

แบคทีเรียปฏิปกษสูตรตาง ๆ มาตรวจปริมาณของ
แบคทีเรียปฏิปกษดวยวิธี dilution plate count 

ทุก 1 เดือน เปนเวลา 6 เดือน 
 

7. ทดสอบประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรีย

ปฏิปกษในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 

 นำผลเงาะท่ีสมบูรณ และไมเปนโรค ทำ

แผลโดยการตัดขนเงาะ 1 เสน จากนั้นทำการปลูก 
เช้ือรา L. theobromae เรียงใสตะกราคลุมดวยถงุ

พลาสติกทีพ่นดวยนำ้กล่ัน เก็บไวทีอ่ณุหภูมหิอง เปน

เวลา 18 ชม. เมือ่ครบกำหนดนำช้ินวุนออก เตรียม
สารชีวภัณฑของแบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ 

ไดแก PN 10 DL 7 และ DL9 ความเขมขนของ
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แบคทเีรยี 108 cfu/ml จำนวน 10 ก. ผสมนำ้ 200 

มล. มากรองดวยผาขาวบาง แลวนำมาพนลงบนผล

เงาะ เปรยีบเทยีบกบัการพนนำ้ และอมิาซาลลิ 500 

มก./ล. ผึง่ใหแหง จากนัน้นำผลเงาะเก็บใสถงุยดือายุ

ผกัและผลไม ชนดิ M2 ขนาด 7 x 10 นิว้ จำนวน 

ถุงละ  6 ผล ปดปากถุงพลาสติกดวยเครื่องซีล  

เกบ็ไวทีอ่ณุหภมู ิ13 °ซ เปนเวลา 7 วนั วางแผนการ

ทดลองแบบสุมตลอด เปรียบเทียบ 5 กรรมวิธ ี

จำนวน 5 ซ้ำ บันทึกผลโดยวัดขนาดของแผล 

ทีแ่สดงอาการของโรค 

 

ผลการทดลองและวิจารณ
1. เชื้อราสาเหตุโรคผลเนาหลังการเก็บเก่ียวของ

เงาะ 

 โรคผลเนาของเงาะหลังการเก็บเก่ียว มี
สาเหตุจากเช้ือราหลายชนิด คือ  Lasiodiplodia 

theobromae, Gliocephalotrichum spp., 

Greeneria sp., Colletotrichum gloeosporioides, 

Phomopsis sp. และ Pestalotiopsis sp. ตรงกับ
การศึกษาของ สมศิริและคณะ (2540) ที่รายงานวา 

เชื้อราที่เขาทำลายผลเงาะจากภาคตะวันออก และ

ภาคใต คือ เชื้อรา Pestalotiopsis sp., 

Phomopsis sp., L. theobromae, G. bulbilium, 

Greeneria sp. และ C. gloeosporioides  
 

2. คัดเลือกแบคทีเรียปฏิปกษ 

 2.1 แยกแบคทีเรียจากผลติผลเกษตร  
  คัดเลือกแบคทีเรียจากเมล็ดถ่ัวลิสง 

เมล็ดถั่วแดง ลำไยอบแหง ขัว้หวขีองกลวยหอมทอง 
สามารถแยกแบคทีเรียได 10 สายพันธุ คือ PN2, 

PN-A3, PN-A5, PN7, PN10, DL7, DL9, BA1 และ 

BP ซึง่มปีระสทิธภิาพในการยับยัง้การเจรญิของเชือ้รา
ที่ปนเปอน สังเกตจากการเกิดบริเวณยับยั้ง และ 

เชือ้ราไมสามารถเจรญิตอไปได  

 2.2 ประสิทธิภาพสารจากแบคทีเรีย

ปฏิปกษในการยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือรา

สาเหตุโรคผลเนา      

  ผลการทดสอบ พบวาแบคทีเรีย

ปฏิปกษจำนวน 10 สายพันธุ สามารถยับย้ังการ

งอกของสปอรเชือ้ราสาเหตุโรคผลเนาทัง้ 6 ชนิด คอื 

เช้ือรา L. theobromae, Gliocephalotrichum 

bulbilium, Greeneria sp., C. gloeosporioides, 

Pestalotiopsis sp. และ Phomopsis sp. 

โดยสารจากแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PN7 DL9 

PN10 และ PN12 มีประสิทธิภาพสูง สามารถ

ยับย้ังการงอกของสปอรเช้ือรา L. theobromae 

เกิดบริเวณยับยั้ง เทากับ 1.84 1.83 1.75 

และ1.68 ซม. เชื้อรา G. bulbilium เกิดบริเวณ

ยับยั้ง เทากับ 1.64 1.38 1.33 และ 1.42 ซม. 

และ เชื้อรา Greeneria sp. เกิดบริเวณยับยั้ง 

เทากับ 2.05 2.09 1.96 และ 1.93 ซม. ตาม

ลำดับ (Table 1) Zhang et al. (2012) รายงานวา 

สารสกัดหยาบของ lipopeptides จากแบคทีเรีย 

Bacillus amyloliquefaciens TF28 แยกมาจาก

รากของถ่ัวเหลือง มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้ง

การเจริญของเสนใยเช้ือราสาเหตุโรคหลายชนิด 

เชนกัน 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 
 

3. ประสิทธิภาพของแบคทีเรียปฏิปกษในการ
ควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 

   แบคทีเรียปฏิปกษจำนวน 10 สาย

พันธุ พบวา มีประสิทธิภาพในการยับย้ังความ
รุนแรงของโรคผลเนาบนผลเงาะ แตกตางกันทาง
สถิติ โดยแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ DL9 PN10 

และ DL7 มีประสิทธิภาพสูงในการควบคุมโรคผล

เนาของเงาะ เปรียบเทียบจากขนาดแผลบริเวณท่ี

เชื้อรา L. theobromae เขาทำลาย มีขนาดแผล 
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Table 1 Efficacy of bacterial secondary metabolize on inhibition of spore germination of 

fungi causing rambutan fruit rot disease on potato dextrose agar (PDA) ofter 48 hr 

incaubatron  

Bacteria
Clear zone diameter (cm)(1)

L. theobromae G. bulbilium Greenria sp. C. gloeosporioides Phomopsis sp. Pestalotiopsis sp.

PN 2  1.66 cdef 1.49 b  1.34 d  0.00 g  1.11 e  1.57 de

PN-A 3  1.62 ef 1.18 f  1.81 bc  1.02 ef  1.71 c  1.66 cd

PN-A 5  1.57 f 1.25 ef  1.69 c  1.23 de  1.41 d  1.61 cde

PN 7  1.84 a 1.64 a  2.05 a  1.42 ab  2.03 a  1.69 c

PN 10  1.75 bc 1.33 cde  1.96 ab  1.58 a  1.81 bc  1.80 b

PN 12  1.68 cde 1.42 bc  1.93 ab  1.39 bc  1.94 ab  2.03 a

DL7  1.64 def 1.27 def  1.39 d  1.24 cd  1.83 bc  1.65 cd

DL9  1.83 ab 1.38 bcd  2.09 a  1.41 b  1.78 bc  1.87 b

BA 1  1.73 cd 1.28 def  2.03 a  1.09 de  1.65 c  1.90 b

BP  1.41 g 1.06 g  1.42 d  0.90 f  1.24 de  1.52 e

CV (%)  4.12  6.17  7.31  11.41  8.10  4.67
Means in the same column, followed by a common letter are not significantly different at 1% level by 
DMRT 

3.40 3.56 และ 3.77 ซม . ตามลำดับ  

เมื่อเปรียบเทียบกับการพนดวยน้ำ และ อิมาซาลิล 
500 มก./ล. มีขนาดแผล 8.04 และ 6.62 ซม. 

แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ DL9 PN10 และ DL7 
สามารถยับยั้งความรุนแรงของโรคได 57.82 

55.82 และ 52.97 % ตามลำดับ (Table 2 และ 

Figure 1)  

 

4. จำแนกชนิดของแบคทีเรียปฏิปกษที่คัดเลือก  
 ผลการทดสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา

ของแบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ PN10 DL7 

และ DL9 พบวาเปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปราง
เปนทอน สรางสปอรได ลักษณะใกลเคียงกับ

แบคทีเรียในกลุม Bacillus และมีคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีคือ สามารถทำใหเกิดฟองกาซขึ้นทันที 

แสดงวา สามารถสรางเอนไซมคะตะเลสได รวมถึง
สามารถสรางสารในการยับยั้งเชื้อรา (antifungal) 

ซึ่ ง เปนคุณสมบัติที่ ตรงกับแบคทีเรียในกลุม 
Bacillus จึงไดนำขอมูลเบ้ืองตนน้ีไปใชในการ
เลือกชุดทดสอบเพ่ือจัดจำแนกแบคทีเรียปฏิปกษ 

พบวา แบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ PN10 DL7 

และ DL9 คือ แบคทีเรีย Bacillus subtillis หรือ 
B. amyloliquefaciens มีคาความเชื่อมั่นของ

การจำแนก 99.1-99.9 % (Table 3) และการ

จำแนกชนิดของแบคทีเรียดวยเทคนิคทางชีว

โมเลกุล โดยนำลำดับเบสของ 16S rDNA ของ

แบคทีเรียตัวอยางเปรียบเทียบกับฐานขอมูล พบ

วา สายพันธุ PN10 มีลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 
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Table 2 Efficacy of bacterial antagonists to control fruit rot disease of  Lasiodiplodia 

theobromae inoculated rambutans kept at 13 °C for 7 days 

 Treatment  Lesion diameter (cm)(1) Inhibition of disease severity (%)(1)

control (water) 8.04 f  0.00 g
imazalil 500 mg/l 6.62 e 16.91 f
PN2 5.42 cd 32.44 de
PN-A3 5.96 d 25.67 e
PN-A5 6.75 e 15.67 f
PN7 4.40 b 45.30 c
PN10 3.56 a 55.82 a
PN12 4.34 b 46.04 bc
DL7 3.77 ab 52.97 ab
DL9 3.40 a 57.82 a
BA1 4.27 b 46.72 bc
BP 5.19 c 35.25 d

 F-test  **  **

 CV (%) 9.71  15.42

(a) Means in the same column followed by a common letter(s) are not significantly different at 1% level by DMRT 

 

Figure 1 Lesion of fruit rot disease of Lasiodiplodia theobromae inoculated rambutan  after 
application of bacterial antagonist then kept at 13 °C for 7 days 

 A) water (control) B) imazalil 500 mg/l  C) PN2  
 D) PN-A3  E) PN-A5  F) PN7 
 G) PN10  H) PN12 I) DL7 
 J) DL9 K) BA1  L) BP 
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Table 3 Identification of Bacillus spp. by means of API Test kits 50 CHB 

 Bacteria species Identifi cation (% ID)

PN10  Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.8

DL7  Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.9

DL9  Bacillus subtillis/amyloliquefaciens 99.1

16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 

99.91 % ไดแก Bacillus siamensis และ 

Bacillus amyloliquefaciens subsp. 

Plantarum ขณะที่สายพันธุ DL7 มีลำดับนิวคลี

โอไทดบริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับ

แบคทีเรีย Bacillus siamensis 100.00 % สาย

พันธุ DL9 มีลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA 

gene เหมือนกับแบคทีเรีย 2 ชนิด 99.86 % 

ไดแก Bacillus amyloliquefaciens subsp. 

Plantarum และ Bacillus siamensis  

 Bacillus siamensis เปนแบคทีเรีย 

แกรมบวก สราง endospore รูปทอน strain PD-

A10T แยกมาจากปเูค็ม จาก จ. นครปฐม ประเทศ

ไทย มลีำดบันวิคลีโอไทดบรเิวณ 16S rDNA มีความ

เหมือนกับแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens NBRC 
15535 T, B. subtilis DSM 10T, B. vallismortis 

DSM 11031T และ B. mojavensis IFO 15718T 

เทากับ 99.5, 99.4, 99.4 และ 99.2% ตามลำดับ 
(Sumpavapol et al., 2010) B. siamensis 
KCTC13613 มีประสิทธิภาพในการยับย้ังการเจริญ
ของเสนใยเช้ือรา Rhizotonia solani และ Botrytis 

cinerea เปนสาเหตโุรคของพชื (Jeong et al., 2012) 

 
6. ความเปนพิษของสารสกัดหยาบจาก

แบคทีเรียปฏิปกษตอเซลลไตของลิง  

 สารสกัดหยาบของแบคทีเรียปฏิปกษที่
ทดสอบความเปนพิษตอเซลลไตของลิง (African 

green monkey kidney) ซึ่งเปนเซลลที่มีความ

ใกลเคียงกับเซลลมนุษย พบวา สารสกัดของ

แบคทีเรียปฏิปกษ PN10 DL7 และ DL9 ทั้ง  

3 สายพันธุ ไมพบความเปนพิษตอเซลลไตลิง 

(Table 4) 

 

7. ผลการพัฒนาผลิตภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษใน

รูปแบบสารชีวภัณฑ  

  ก า รป ระ เ มิ น ค ว ามมี ชี วิ ต ร อดขอ ง

แบคทีเรียปฏิปกษในสารชีวภัณฑทั้ง 3 สูตร ที่ผลิต

จากแบคทีเรียปฏิปกษ 3 สายพันธุ คือ PN10 

DL7 และ DL9 เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

6 เดือน พบวา ชีวภัณฑสูตรท่ี 3 ของแบคทีเรีย

ปฏิปกษทั้ง 3 สายพันธุ มีอัตราการอยูรอดของ

แบคทีเรียปฏิปกษสูงท่ีสุด แบคทีเรียปฏิปกษสาย

พันธุ DL7, DL9 และ PN10 มีจำนวนแบคทีเรีย
ปฏิปกษในเดือนที่ 6 เทากับ 7.55 x108, 3.73 x 

108 และ 8.53 x 107 cfu/g ตามลำดับ แบคทีเรีย

ปฏิปกษสายพันธุ DL7และ DL9 ชีวภัณฑสูตรที่ 2 
มีอัตราการอยูรอดของแบคทีเรียปฏิปกษสูงกวาชีว

ภัณฑสูตรที่ 1 สวนแบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ 

PN10 ของชีวภัณฑสูตรท่ี 1 มีอัตราการอยูรอด

ของแบคทีเรียปฏิปกษสูงกวาชีวภัณฑสูตรที่ 2 

(Table 5) สอดคลองกับการทดลองของณิชกานต 
(2554) ที่ผลิตสารชีวภัณฑของแบคทีเรียปฏิปกษ 

5 ไอโซเลท ในรูปแบบผง เก็บรักษาที่อุณหภูมิหอง 

หลังการผลิต 4-6 เดือน พบวาแบคทีเรียปฏิปกษมี
ชีวิตรอดมากกวา 75-100 % 
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Table 4 In vitro cytotoxin activity of crude extract of bacteria antagonist PN10, DL7 and 

DL9 against Vero cell line (African green monkey kidney) 

item
Screening

code

Sample 
code

Final

Concentration

(μg/ml)

Fluorescence unit
at Day 0

Fluorescence unit
at Day 4 % Cell

growth
Cytotoxicity

IC
50

(μg/ml)
Average SD Average SD

Nagative Cell+DMSO 0.5% DMSO 1490 49 3209 167 100.00 - -

Positive Ellipticine 4.00

2.00

1.00

0.50

0.25

0.13

1503

1533

1526

1502

1482

1493

51

53

46

46

52

52

1579

1739

1975

2438

2788

3050

66

80

113

138

206

197

4.11

11.99

26.12

54.47

75.92

90.57

Cytotoxic

Cytotoxic

Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

0.541

1 V9557 PN10 50.00

16.67

5.56

1.85

0.62

0.21

1574

1490

1480

1451

1441

1460

32

30

25

21

21

13

4839

3949

3662

3479

3437

3410

315

95

157

125

127

50

189.85

142.99

126.87

177.88

116.05

113.40

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic 

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

-

-

-

-

-

-

2 V9558 DL7 50.00

16.67

5.56

1.85

0.62

0.21

1572

1518

1488

1467

1499

1549

59

39

21

25

27

86

4875

4138

3774

3587

3578

3611

168

132

109

94

89

159

192.06

152.35

132.90

123.29

120.93

119.89

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic 

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

-

-

-

-

-

-

3 V9559 DL9 50.00

16.67

5.56

1.85

0.62

0.21

1537

1496

1493

1438

1454

1473

40

5

20

5

16

21

3819

3701

3558

3385

3401

3364

78

71

75

61

110

133

132.71

128.20

120.05

113.22

113.22

109.94

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic 

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

Non-Cytotoxic

-

-

-

-

-

-

Method: Green Fluorescent Protein (GFP)-based assay 
IC

50
 of positive control: Ellipticine = 0.541 μg/ml 

Cytotoxicity against Vero cells: >50% cell growth = non-cytotoxicity 

       ≥ 50% cell growth = cytotoxicity 
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Table 5 Survival of bacterial antagonists as biocontrol agents kept at room temperature 

for 6 months 

Bacteria formulation
Number of bacterial colonies (cfus/g)

1st month 2nd month 3rd month 4th month 5th month 6th month

PN10 No. 1 3.45 x106 1.72 x 106 6.93 x 106 5.38 x 106 4.75 x 106 4.53 x 106

No. 2 2.23 x 105 1.57 x 105 1.56 x 105 6.88 x 105 2.96 x 105 8.00 x 104

No. 3 8.45 x 107 1.19 x 107 8.65 x 107 8.08 x 107 9.18 x 107 8.53 x 107

DL7 No. 1 7.90 x 106 5.33 x 106 1.05 x 107 9.30 x 106 9.73 x 106 1.18 x 107

No. 2 2.21 x 107 1.31 x 107 1.42 x 107 1.38 x 107 3.28 x 107 1.98 x 107

No. 3 1.17 x 109 4.68 x 108 3.18 x 108 8.60 x 108 3.48 x 108 7.55 x 108

DL9 No. 1 1.73 x 107 2.55 x 106 9.65 x 106 8.73 x 106 1.04 x 107 9.83 x 106

No. 2 1.48 x 107 8.95 x 106 1.22 x 107 1.23 x 107 1.25 x 107 1.25 x 107

No. 3 2.23 x 109 8.70 x 108 1.19 x 109 1.25 x 109 1.39 x 109 3.73 x 108

Average of 4 replications 

8. ประสิทธิภาพของชีวภัณฑแบคทีเรียปฏิปกษ

ในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ 

 ประสิทธิภาพชีวภัณฑสูตรที่ 3 ของ

แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PN10 DL7 และ DL9 

ในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ ที่เกิดจากการ

ปลูกเช้ือรา L. theobromae พบวา ชีวภัณฑ

แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ DL9 PN10 และ DL7 

มีประสิทธิภาพไมแตกตางกันในการควบคุมโรคผล

เนาของเงาะ พบการเกิดแผลขนาด 3.82 3.99 

และ 4.85 ซม. ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการ

พนดวยน้ำ และ อิมาซาลิล 500 มก./ล. มีขนาด
แผล 7.32 และ 7.31 ซม. และเมื่อนำมาคำนวณ

เปอรเซ็นตการยับยั้ง พบวา แบคทีเรียปฏิปกษ 

DL9 PN10 และ DL7 สามารถยับยัง้ความรนุแรง
ของโรคผลเนาของเงาะทีเ่กิดจากการปลกูเชือ้รา L. 

theobromae ได 47.92 45.44 และ 33.83 % 

ตามลำดับ (Table 6) ซึ่งไดผลสอดคลองกับการใช

เซลลแบคทีเรียโดยตรง (ผลการทดลองขอ 3)  

 

สรุปผลการทดลอง
 โรคผลเนาของเงาะหลังการเก็บเกี่ยว มี

สาเหตุจากเชื้อราหลายชนิด คือ  Lasiodiplodia 

theobromae, Gliocephalotrichum spp., 

Greeneria sp., Colletotrichum gloeosporioides, 

Phomopsis sp. และ Pestalotiopsis sp และ
สามารถแยกแบคทีเรียได 10 สายพันธุ คือ PN2  

PN-A3  PN-A5  PN7  PN10  DL7  DL9  BA1 

และ BP จากเมล็ดถั่วลิสง เมล็ดถั่วแดง ลำไยอบ
แหง ขั้วหวีของกลวยหอมทอง และพบวา สารจาก

แบคทีเรียปฏิปกษสายพันธุ PN7 DL9  PN10 และ 
PN12 มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งการงอก

ของสปอรเชือ้รา L. theobromae, G. Bulbilium, 
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Table 6  Efficacy of biocontrol agent formula 3 to control fruit rot disease of Lasiodiplodia 

theobromae inoculated rambutans kept at 13 °C for 7 days 

Treatment  Lesion diameter (cm)(1) Inhibition of disease severity (%)(1)

water (control) 7.32 b -

imazalil 500 mg/l 7.31 b 6.84 c

PN10 3.99 a 45.44 ab

DL7 4.85 a 33.83 b

DL9 3.82 a 47.92 a

F-test  **  **

CV (%) 15.76  30.05
(1) Means in the same column followed by a common letter are not significantly different at 1% level 

by LSD 

และ Greeneria sp. และสามารถควบคุมโรคผล

เนาของเงาะ โดยสามารถยบัย้ังความรนุแรงของโรค

ได 57.82 55.82 และ 52.97 % ตามลำดับ  

 แบคทีเรียปฏิปกษ สายพันธุ DL7 มีลำดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณ 16S rDNA gene เหมือนกับ

แบคทีเรีย Bacillus siamensis 100.00 %  

สวน PN10 และ DL9 มีลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

16S rDNA gene เหมือนกับแบคทีเรีย 

ไดแก Bacillus siamensis และ Bacillus 

amyloliquefaciens subsp. Plantarum 

99.91 และ 99.86% และสารสกัดหยาบของ

แบคทเีรยีปฏปิกษ 3 สายพนัธุ ไมพบความเปนพิษ
ตอเซลลไตของลิง  

 ชีวภัณฑสูตรที่ 3 ของแบคทีเรียปฏิปกษ

ทั้ง 3 สายพันธุ คือ PN10  DL7 และ DL9 มี

อัตราการอยูรอดของแบคทีเรียปฏิปกษสูง มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมโรคผลเนาของเงาะ

หลังการ เก็บ เ ก่ียว เชน เ ดียว กับการใช เซลล
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