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บทคัดยอ 

จุลินทรียในดินมีบทบาทสําคัญชวยเพิ่มแรธาตุในดิน และการจัดการดินทางการเกษตรมีอิทธิพลตอ

องคประกอบทางชีวภาพของจุลินทรียในดิน การวิจัยคร้ังนี้ไดทําการศึกษาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรีย

และเชือ้ราจากระบบเกษตรกรรม 3 ระบบ ตวัอยางดนิทีน่าํมาศกึษาเกบ็รวบรวมจากแปลงผกัทัง้ 3 ระบบ คอื เกษตร

อนิทรยี การเกษตรปลอดภยั (GAP) และเกษตรใชสารเคม ีในพืน้ที ่3 อาํเภอของจงัหวดันครปฐม คอื อาํเภอดอนตูม 

อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมืองนครปฐม ทําการวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด 

คือ Tryptic soy agar (TSA) และ Pikovskaya agar (PVK) ผลการวิจัยพบวา ระบบ GAP มีปริมาณแบคทีเรีย

สูงสุดใน TSA และ PVK โดยมีคา log 4.24 ±0.04, 4.22 ±0.03, 4.13 ±0.11 และ 3.79 ±0.15, 4.11 ±0.07 และ 

4.02 ±0.04 CFU/g จากอาํเภอดอนตมู อาํเภอกาํแพงแสน และอาํเภอเมอืงนครปฐม ตามลําดบั การวเิคราะหปริมาณ

เชือ้ราทัง้หมดบนอาหาร rose bengal agar (RBA) พบวา ปรมิาณเชือ้ราในดนิจากทกุระบบการเกษตรไมแตกตางกนั

อยางมนียัสาํคญัทางสถติท่ีิระดบั 0.05 จากนัน้แยกเชือ้ราใหบริสุทธิบ์นอาหาร potato dextrose agar (PDA) ไดเชือ้รา

23 ไอโซเลต นําเชื้อราทั้งหมดมาทดสอบการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) 

พบเชื้อรา 3 ไอโซเลตสามารถสรางบริเวณใสได จากนั้นจําแนกชนิดเชื้อราโดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

Internal Transcribed Spacer (ITS) ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําลําดับ

นิวคลโีอไทดไปเทยีบกบัฐานขอมลูใน GenBank พบวา ไอโซเลต G01-4F, O03-7F และ G01-8F มคีวามคลายคลึง

กับ Lasiodiplodia theobromae (100%), Aspergillus aculeatus (99%) และ Aspergillus fumigatus (100%) 

ตามลําดับ 

คําสําคัญ : ระบบเกษตรกรรม เชื้อรายอยสลายเซลลูโลส ความหลากหลายของชนิดจุลินทรีย
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บทนํา

ประเทศไทยเป นประเทศเกษตรกรรมซึ่ง

ประชากรสวนใหญของประเทศมีอาชีพเปนเกษตรกร 

และการทําการเกษตรในปจจุบันมีหลายรูปแบบ เชน 

การเกษตรอินทรยี การเกษตรปลอดภยั (GAP) การเกษตร

ใชสารเคมี การเกษตรผสมผสาน และการเกษตร

Abstract 

Soil microorganisms play an important role in increasing minerals for the soil. At the same time, 

agricultural soil management also influences the biological composition of soil microorganisms, such as 

the amount, diversity and function of microorganisms. In this research, we studied the diversity of bacterial 

and fungal species from 3 agricultural systems; 1) organic farming, 2) good agriculture practices (GAP) 

farming and 3) chemical farming. Soil samples were collected from 3 agricultural systems in 3 districts 

of Nakhon Pathom Province; 1) Don Tum district, 2) Kamphaeng Saen district and 3) Mueang Nakhon 

Pathom district. When using soil to analyze all bacteria on 2 media types; tryptic soy agar (TSA) and 

Pikovskaya agar (PVK), the results revealed that the GAP system showed the highest bacterial count in 

TSA and PVK agar with log values of 4.24 ± 0.04, 4.22 ± 0.03, 4.13 ± 0.11 and 3.79 ± 0.15, 4.11 ± 0.07 

and 4.02 ± 0.04 CFU/g from Don Tum district, Kamphaeng Saen district and Mueang Nakhon Pathom 

district, respectively. When analyzing all fungi on rose bengal agar, it was found that the amount of fungi 

in soil from all agricultural systems was not significantly different at the level of 0.05. In addition, when the 

fungi were purified on potato dextrose agar, 23 isolates were found. Then, the 23 isolates were investigated 

for cellulase producer by the observation of clear zone on the carboxyl methyl cellulose agar using congo 

red method. Three isolates showed the clear zone around colony. These isolates were classified based 

on the molecular characteristics using Internal Transcribed Spacer (ITS) by PCR and sequencing of 18S 

rDNA. Obtained base sequence was compared to the Genbank database. The isolates G01-4F, O03-7F 

and G01-8F were similar to Lasiodiplodia theobromae (100%), Aspergillus aculeatus (99%) and Aspergillus 

fumigatus (100%), respectively.

Keywords : agricultural systems, cellulolytic fungi, microbial species diversity

ทฤษฎีใหม เปนตน ซึ่งทําใหเกิดความหลากหลายของ

ระบบนิเวศเกษตร โดยการเกษตรอินทรียเปนการจัดการ

ดานเกษตรทีส่รางผลผลิตทีม่คีวามปลอดภยัจากสารเคมี

ตกคางโดยการลดมลภาวะตอพื้นท่ีเพาะปลูก และระบบ

นเิวศ ลดการใชสารเคมรีวมทัง้ยาฆาแมลงทีเ่ปนอนัตราย 

ลดการใชปุ ยเคมี ลดปญหาการเกิดโรคและแมลง
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ระบาด ลดการปนเปอนสารเคมีในแหลงนํ้า ลดปญหา 

ความเสื่อมโทรมของดิน ลดตนทุน และสามารถ

ขายผลผลิตไดราคาสูงขึ้น นอกจากนี้การเลือกใช

ผลิตภัณฑที่ไดจากจุลินทรียกลุมที่มีความสามารถยับยั้ง 

เช้ือโรคพืช หรือจุลินทรียท่ีมีประโยชนในการชวยให

พืชแข็งแรงนั้นก็เพ่ือหลีกเลี่ยงอันตรายที่เกิดจากการใช

สารเคมี เนือ่งจากจลุนิทรยีบางชนดิมคีวามสามารถผลิต

สารทีม่ฤีทธิย์บัย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีกอโรคและแมลง 

เชน การใชเชื้อรา Metarhizium anisopliae PSUM04 

เพ่ือควบคุมเพลี้ยออนผัก [1] เชื้อราขาว (Beauveria 

bassiana) ปองกันกําจัดเพลี้ยกระโดดสีนํ้าตาล [2] 

เปนตน สวนเกษตรปลอดภัย หรือมีชื่อเรียกยอๆ วา 

การเกษตรแบบ GAP (good agricultural practices) คือ 

การปฏิบัติเพ่ือปองกันหรือลดความเสี่ยงของอันตราย

ที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะปลูก การเก็บเก่ียว และหลัง

การเก็บเกี่ยวเพื่อใหไดผลผลิตที่มีคุณภาพ ปลอดภัยและ

เหมาะสมตอการบริโภค [3] ซึ่งอาจมีการใชสารเคมีรวม

กับผลิตภัณฑจากธรรมชาติแตเปนไปตามที่มาตรฐาน

กําหนด ในขณะที่เกษตรใชสารเคมี คือ แปลงเกษตรที่มี

การใชสารเคมีตามปกติ 

จะเห็นไดวาจุลินทรียในดินมีบทบาทที่สําคัญ

ตอคุณภาพของดนิ นอกจากเกีย่วของกบัการควบคมุโรค 

จลุนิทรียบางกลุมยงัสามารถสรางสารทีมี่ผลตอการเจริญ

ของพืช เชน ทําหนาที่ยอยสลายอินทรียสารเพิ่มธาตุ

อาหารในดิน ชวยตรึงไนโตรเจน ชวยละลายฟอสเฟตให

อยูในรปูทีพ่ชืสามารถนาํไปใชได [4, 5, 6] และพบวากลุม

ของแบคทีเรียที่อยูบริเวณรากพืชในกลุม plant growth 

promoting rhizobacteria (PGPR) เกี่ยวของทั้งทาง

ตรงและทางออมตอการเจริญเติบโตของพืช เชน ทําให

พืชทนแลงได หรือสรางฮอรโมนพืชที่กระตุนการเจริญ

เติบโต เชน สรางฮอรโมนออกซิน (auxins) กรดแอบ

ไซซิก (abscisic acid) จิบเบอเรลลิน (gibberellin) และ

ไซโตไคนิน (cytokinins) เปนตน [7, 8] จากการศึกษา

ความหลากหลายของจุลินทรีย ในดินจากบริเวณที่ทํา

การเกษตรเทียบกับแหลงอื่นๆ ไมพบความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญ [9] อีกทั้งยังพบวาการจัดการพ้ืนที่

เกษตรมีผลตอคุณภาพของดินและความหลากหลาย

ของเชื้อจุลินทรีย เชน การไถพรวนดิน การปลูกพืช

หมุนเวียน ปลูกพืชคลุมดินและการใสปุยคอกปุยหมัก

ลวนมีผลตอคาพารามิเตอรตางๆ ในดิน เชน ปริมาณ

แกสออกซเิจนในดนิ ความชืน้ การอุมนํา้ สารอาหาร และ

แรธาตตุางๆ เปนตน รวมทัง้ปรมิาณและความหลากหลาย

ของจุลินทรียในดินดวย [10, 11] ดังนั้น การวิจัยครั้งนี้มี

วตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาความหลากหลายทางชวีภาพของ

แบคทีเรียและเชื้อราในดินในพื้นที่ทําการเกษตร 3 ระบบ

คือ การเกษตรอินทรีย การเกษตรปลอดภัย (GAP) 

และการเกษตรใชสารเคมีที่ปลูกผักในจังหวัดนครปฐม 

และคัดแยกสายพันธุเชื้อราที่สามารถยอยเซลลูโลสได 

อุปกรณและวิธีการทดลอง

1. การเก็บตัวอยางดิน

เลือกเกบ็ตวัอยางดินจากพืน้ทีป่ลูกผักเศรษฐกจิ

ในจังหวัดนครปฐม 3 ระบบ คือ การเกษตรอินทรีย 

การเกษตรปลอดภยั และการเกษตรใชสารเคม ีโดยแปลง

เกษตรอินทรีย และแปลงเกษตรปลอดภัยนั้นไดเลือก

แปลงปลูกที่ไดรับใบรับรองและมีตลาดรองรับท่ีแนนอน 

โดยทําเกษตรในระบบดังกลาวมาแลวไมนอยกวา 3 ป 

ซึ่งแปลงเกษตรที่ทําการศึกษามาจาก 3 อําเภอ คือ 

อําเภอเมืองนครปฐม อําเภอดอนตูม และ อําเภอ

กําแพงแสน จากนั้นการสํารวจและเก็บตัวอยางดินจาก

แปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบในแตละอําเภอๆ ละ 3 แปลง 

การเก็บตัวอยางดินแตละแปลงสุ มเก็บตัวอยางดิน

กระจายใหครอบคลุมทั่วพื้นที่ในแตละแปลงๆ ละ 20 

จุด (กอนขุดดินจะตองถางหญา กวาดเศษพืชหรือวัสดุ
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หนาดินออกกอน อยาแซะหรือปาดหนาดินออก) ใช

เสียม พลั่ว หรือจอบขุดเปนรูปตัว V ใหลึกในแนวดิ่ง

ประมาณ 15 เซนติเมตร นําดินในแตละจุดมาผสมรวม

กันในถุงพลาสติกเดียวกัน คลุกเคลาใหเขากันแบงดิน

แตละแปลงเพื่อวิเคราะห โดยเกลี่ยตัวอยางดินทั้งหมด

ของแตละแปลงใหเปนรูปวงกลมแลวแบงผากลางออก

เปน 4 สวนเทากัน เก็บดินมาเพียง 2 สวน หนักประมาณ 

500 กรัม และปดปากถุงใหสนิท เก็บตัวอยางดินนํา

กลับมาแยกเชื้อที่หองปฏิบัติการตอไป [12] รวมจํานวน

ตัวอยางทั้งหมด 9 ตัวอยาง และเก็บรักษาตัวอยางดินใน

ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการวิเคราะห

ตอไป นําไปคดัแยกแบคทเีรยีและเชือ้ราในหองปฏบิตักิาร 

ไมควรเก็บไวนานเกิน 2 สัปดาห

2. การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดิน

นําตัวอยางดิน 1 กรัม ผสมกับน้ําน่ึงฆาเชื้อ 

9 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน มาเขยาในนํ้ากลั่น

นึ่งฆาเชื้อ 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

เจือจางเพิม่ท่ีระดบัความเขมขน 10-2-10-5 แลวหยดดิน

แขวนลอยปรมิาตร 1 มลิลลิติร ลงในจานเลีย้งเชือ้ จํานวน 

3 จานเลีย้งเชือ้ตอ 1 ตวัอยาง มาเกลีย่ลงบนอาหาร Tryptic

soy agar (TSA), Pikovskaya agar (PVK) และอาหาร 

Rose Bengal Agar จนแหง นําไปบมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 3-7 วัน แลวนับจํานวนโคโลนีท่ีปรากฏใน

จานเล้ียงเชื้อในแตละความเขมขน เลือกศึกษาเฉพาะ

ที่ความเขมขนที่ทําใหมีจํานวนโคโลนีในแตละจานของ

อาหารเลี้ยงเชื้อที่นับจํานวนโคโลนีไดอยูระหวาง 20 - 30

โคโลนี มาคํานวณหาปริมาณเชื้อในหนวย log CFU/g 

ซึ่งคํานวณไดจากสูตร จํานวนเชื้อ = log(10) {คาเฉลี่ย

ของจาํนวนโคโลนตีอจานอาหาร x (1/ความเจอืจาง) / ดนิ 

1 กรัม} จากนั้นใชเข็มเขี่ยยายทุกโคโลนีไปเลี้ยงตอจนได

เชื้อที่บริสุทธิ์ดวยวิธี subculture 

3. การทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส

การทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร

Carboxyl methyl cellulose (CMC) [13] โดยเพาะเลี้ยง

เชื้อราบนอาหาร CMC ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 วัน เทสารละลาย Congo red ความเขมขน

รอยละ 0.1 ลงบนอาหาร CMC นาน 15 นาที ลางสียอม

ออกดวย NaCl ความเขมขน 1 นอรมอล สังเกตการ

ปรากฏบริเวณใส (clear zone) 

4. การจําแนกเชื้อราดวยวิธีทางชีวโมเลกุล

นําโคโลนีของเชื้อราที่สามารถสราง เอนไซม

เซลลูเลสไดมาเลี้ยงตอจนไดเสนใยเปนเวลา 5 วัน แลว

เจาะสวนขอบโคโลนีเชื้อราดวย cork borer ที่ปลอดเชื้อ 

ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 มิลลิเมตร นําชิน้วุนทีมี่เช้ือรา

3 ชิ้น ใสในอาหาร potato dextrose broth (PDB) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 

100 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180 

รอบตอนาท ีทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั

แลว สกดัดเีอ็นเอจากเสนใยรา โดยดดัแปลงจากวิธ ีCTAB 

nucleic acid extraction ของ Taylor and Powell [14] 

จากนั้นเพิ่มปริมาณ 18S rDNA บริเวณ internal tran-

scribed spacer (ITS) ดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase 

Chain Reaction) โดยใชไพรเมอร ITS1 (5' TTTC-

CGTAGGTGAACCTGC 3') และ ITS4 (5' TCCTC-

CGCTTATTGATATGC 3') ซึ่งเปน universal primer 

สําหรับบริเวณ 18S rDNA ปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย

สารละลายดีเอ็นเอ ความเขมขน 60 ng/µl ปริมาตร 4.0 

ไมโครลิตร, ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ความเขมขน 5 

pmol/µl ปริมาตรอยางละ 2.0 ไมโครลิตร, dNTP ความ

เขมขน 2 mM ปรมิาตร 5 ไมโครลติร, MgCl2 ความเขมขน 

50 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 

(5 unit/µl) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร และเติมนํ้ากล่ัน
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บริสุทธิ์ (ultra-pure) ใหมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 

โดยใชโปรแกรมทําปฏิกิริยา PCR โดยมีขั้นตอน ดังนี้ 

ขั้นที่ 1 pre-denature 3 นาที 1 รอบ ขั้นที่ 2 denature 

ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ตาม

ดวย annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 50 วินาที แลววนกลับไปที่ขั้นที่ 2 เปนจํานวน 

35 รอบ ขั้นตอนที่ 3 ทําปฏิกิริยาใหสมบูรณดวยการ 

extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 1 รอบ และเก็บปฏิกิริยาไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซยีส การตรวจสอบผลผลติ PCR ในแผนเจลอะกาโรส

(agarose gel) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมเจลดวย 

ethidium bromide เปนเวลา 10 นาท ีตรวจสอบแถบสขีองดี

เอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต บันทึกภาพเปรียบเทียบ

กบัดีเอน็เอมาตรฐาน จากนัน้นาํมาทาํใหบรสิทุธิ ์เพือ่กาํจดั

ไพรเมอรสวนที่เหลือ บัฟเฟอรและเกลือตางๆ ออกโดย

ใชชุดสําเร็จ Favor PrepTM GEL/PCR purification 

kit (Favorgen, Taiwan) สงผลผลิต PCR ไปหาลําดับ

นิวคลีโอไทดและนําไปวิเคราะหผลเพื่อจําแนกชนิดของ

เชื้อราโดยใชลําดับนิวคลีโอไทด การตรวจสอบลําดับ

นิวคลีโอไทดจากโคลนที่ไดวามีความเหมือนหรือความ

คลายคลึงกับดีเอ็นเอของเชื้อราชนิดใดในฐานขอมูล 

NCBI โดยใชโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/blast.cgi)

5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

การดาํเนนิการทดลองไดทาํการสุมเกบ็ตวัอยาง

ดนิจากแปลงปลูกผกัทัง้ 3 ระบบ คอื แปลงเกษตรอินทรีย 

แปลงเกษตรปลอดภัย และแปลงเกษตรใชสารเคมีใน

จังหวัดนครปฐม จํานวนแปลงละ 3 ตัวอยาง (ซํ้า) การ

ตรวจหาปริมาณเชื้อและการทดลองในการวิจัยทําการ

ทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ ในแตละการทดลอง แลวคาที่ไดจาก

การทดลองรายงานเปนคาเฉลีย่ ± คาเบีย่งเบนมาตรฐาน 

โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชนั 17 วเิคราะหคาทางสถติิ 

และเปรียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s Multiple Range 

Test (DMRT)

ผลการทดลอง

1. การศึกษาปริมาณแบคทีเรียและเชื้อราในตัวอยางดิน

จากการแยกแบคทเีรียและเชือ้ราดวยวธิ ีdilution

pour plate จากตวัอยางดนิในพืน้ที ่แปลงเกษตร 3 ระบบ 

คอื แปลงเกษตรอนิทรีย แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลง

เกษตรใชสารเคมี จากพื้นที่ 3 อําเภอ พบแบคทีเรียจาก

แปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบ มีปริมาณมากกวาเชื้อรา สวน

ปริมาณแบคทีเรียบนอาหาร TSA และอาหาร PVK ของ

การเกษตรปลอดภัย (GAP) ทุกๆ อําเภอมีคามากกวา

ระบบอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ดังนี้ 

บนอาหาร Tryptic soy agar มีคาเทากับ log 4.24 ± 

0.04, log 4.22 ± 0.03 และ log 4.13 ± 0.11 CFU/g 

ของอําเภอดอนตูม อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมือง

นครปฐม ตามลําดับ บนอาหาร Pikovskaya agar มีคา

เทากับ log 3.79 ± 0.15, log 4.11 ± 0.07 และ log 4.02 

± 0.04 CFU/g จากอําเภอดอนตูม อําเภอกําแพงแสน 

และอําเภอเมืองนครปฐม ตามลําดับ และเชื้อราบน

อาหาร Rose Bengal Agar มีคาเทากับ 2.68 ± 0.17, 

2.59 ± 0.26 และ 2.66 ± 0.10 CFU/g จากอําเภอ

ดอนตูม อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมืองนครปฐม 

ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาอําเภอดอนตูมมีปริมาณ

แบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหาร TSA สูงที่สุด (Table 1) ขณะ

ที่ปริมาณแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหาร PVK พบวา พื้นที่

อาํเภอกาํแพงแสนมปีรมิาณแบคทเีรยีมากทีส่ดุ โดยมคีา

เทากับ log 3.89±0.07, 4.11±0.07 และ log 3.99±0.05 

CFU/g ของแปลงเกษตรอินทรีย แปลงเกษตรปลอดภัย 

และแปลงเกษตรใชสารเคมี ตามลําดับ แตไมมากกวา

พื้นที่อําเภออื่นๆ ในระบบเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทาง
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สถิติที่ระดับ 0.05 (Table 2) สวนปริมาณของเชื้อราที่

แยกไดจาก แปลงเกษตรทุกระบบในแตละอําเภอ พบวา 

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 

0.05 นั่นคือการจัดการดานการเกษตรที่แตกตางกันไมมี

ผลทําใหจํานวนเชื้อมีปริมาณแตกตางกัน (Table 3) 

 จากนั้นนําแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหารทั้งหมด

มาคัดแยกโคโลนีที่แตกตางกันจนได colony ที่บริสุทธิ์

ดวยวิธี subculture พบวาแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 65 

ไอโซเลต โดยแยกไดจากอาํเภอเมอืงนครปฐม 25 ไอโซเลต

อําเภอกําแพงแสน 22 ไอโซเลต และอําเภอดอนตูม 18 

ไอโซเลต แยกเชื้อราบริสุทธิ์ได 23 ไอโซเลต จากอําเภอ

เมืองนครปฐม 9 ไอโซเลต อําเภอกาํแพงแสน 8 ไอโซเลต

และ อาํเภอดอนตูม 6 ไอโซเลต จากน้ันเกบ็รักษาจุลนิทรยี

ทั้งหมดไวเพื่อใชศึกษาตอไป

2. การทดสอบเชื้อราผลิตเอนไซมเซลลูเลสและการ

จําแนกชนิดเชื้อราโดยวิธีทางชีวโมเลกุล

นําเช้ือราท่ีแยกไดทั้งหมด 23 ไอโซเลต มา

ทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส พบ

เช้ือราจํานวน 3 ไอโซเลต ที่มีความสามารถยอยสลาย

เซลลูโลสได คือ G01-4F O03-7F และ G01-8F (Figure 

1) จะเหน็บรเิวณใส (clear zone) รอบโคโลนขีองเชือ้ราที่

เจริญบนอาหาร CMC ที่เททับดวย congo red ไอโซเลต 

G01-4F สามารถสรางวงใสไดมากที่สุด

Table 1. Colony of bacteria isolated from organic
          farming, good agriculture practices (GAP)
          farming and chemical farming on Tryptic 
          soy agar

Plot

Colony of Bacteria (log CFU/g)

Organic
farming

GAP
farming

Chemical-
based
farming

Don Tum 3.65 
± 0.09a 

4.24 
± 0.04b

3.24 
± 0.10a

Kamphaeng
Saen

3.07 
± 0.40a

4.22 
± 0.03b

3.92 
± 0.17a

Mueang 3.00 
± 0.15a

4.13 
± 0.11b

3.41 
± 0.33a

Mean values followed by different letters are 
significantly different within a row or column 
at p ≤ 0.05 according to Duncan Multiple 
Range test (DMRT)

Table 2. Colony of bacteria isolated from organic
          farming, good agriculture practices (GAP)
          farming and chemical farming on
          Pikovskaya agar 

Plot

Colony of Bacteria (log CFU/g)

Organic 
farming

Organic 
farming

Organic 
farming

Don Tum 3.58 ± 
0.07a 

3.79 ± 
0.15b

3.40 ± 
0.09a

Kamphaeng
Saen

3.89 ± 
0.07a

4.11 ± 
0.07b

3.99 ± 
0.05a

Mueang 3.59 ± 
0.15a

4.02 ± 
0.04b

3.20 ± 
0.39a

Mean values followed by different letters are 
significantly different within a row or column at
 p ≤ 0.05 according to Duncan Multiple Range test 
(DMRT)
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Table 3. Colony of fungi isolated from organic 

          farming, good agriculture practices (GAP)

          farming and chemical farming on Rose  

          Bengal Agar

Plot

Fungi (log CFU/g)

Organic 

farming

GAP 

farming

Chemical-

based 

farming

Don Tum 3.03 

± 0.17a

2.68 

± 0.17a

2.10 

± 0.17a

Kamphaeng

Saen

2.72 

± 0.20a

2.59 

± 0.26a

2.91 

± 0.13a

Mueang 2.10 

± 0.17a

2.66 

± 0.10a

2.30 

± 0.00a

Mean values followed by different letters are 

significantly different within a row or column at 

p ≤ 0.05 according to Duncan Multiple Range 

test (DMRT)

หลงัจากนัน้นาํเชือ้ราทัง้ 3 ไอโซเลต ไปสกดัดเีอน็

แลวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed 

Spacer (ITS) จากนัน้หาลําดบันวิคลีโอไทด เมือ่นาํลําดับ

นิวคลีโอไทดไปเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank พบวา

ลําดับนิวคลีโอไทดของไอโซเลต G01-4F แสดงรอยละ

ความเหมือนสูงสุดรอยละ 100 กับ Lasiodiplodia 

theobromae (Accession no. KR709026.1) ไอโซเลต 

O03-7F แสดงรอยละความเหมือนสูงสุดรอยละ 99 กับ 

Aspergillus aculeatus (Accession no. KM979737.1) 

และไอโซเลต G01-8F แสดงรอยละความเหมือนสูงสุด 

รอยละ 100 กับ Aspergillus fumigatus (Accession 

no. MF379664.1)

Figure 1. Clearing zone by Congo red assay on CMC agar of isolates (A) G01-4F, (B) O03-7F 

and (C) G01-8F
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อภิปรายผล

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของ

แบคทเีรยี และเชือ้ราในแปลงปลกูผกัในจงัหวดันครปฐม 

3 อําเภอ คือ อําเภอดอนตูม อําเภอกําแพงแสน และ

อําเภอเมืองนครปฐม พบวาปริมาณจุลินทรียที่คัดแยก

ในอาหาร TSA และปริมาณจุลินทรียที่คัดแยกในอาหาร 

PVK จากแปลงเกษตรปลอดภัยทุกพื้นที่มีปริมาณ

จุลินทรีย ทั้งสองกลุ มมากที่สุด เมื่อเทียบกับแปลง

เกษตรอินทรีย และแปลงเกษตรใชสารเคมี โดยอําเภอ

กําแพงแสนพบปริมาณจุลินทรียทั้งสองกลุมมากที่สุด 

สวนอําเภอดอนตูมและอําเภอเมืองนครปฐมมีปริมาณ

จุลินทรียทั้งสองกลุมนอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

แตปริมาณจุลินทรียทั้งสองกลุมในอําเภอดอนตูมและ

อําเภอเมืองนครปฐมไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ สวนปริมาณเชื้อราของระบบเกษตรทุกระบบของ

ทุกๆ อําเภอไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ จาก

รายงานการวิจัยของ ไพรัตน พิมพศิริกุล และคณะ [15] 

พบวาปริมาณอินทรียวัตถุในดินและคา pH ของดินมี

ผลตอปริมาณจุลินทรียในดิน รวมถึงชนิดของดินและ

การทําเกษตรกรรมที่ตางกันมีผลตอปริมาณแบคทีเรีย

ละลายฟอสเฟตในดิน และการใสปุยอินทรียจะชวยใหดิน

มีคุณสมบัติทางกายภาพดีเหมาะสมตอการเจริญเติบโต

ของพืชแตอาจทําใหไดผลผลิตของพืชตกตํ่าและไมดี

เทาทีค่วรเนือ่งจากปุยอนิทรยีนัน้มปีรมิาณธาตุอาหารตํา่ 

ดังนั้น ปุยเคมีจึงยังคงมีบทบาทในการเพิ่มผลผลิตพืช

แตการใชปุยเคมเีพยีงอยางเดียวก็อาจสงผลใหเกิดผลเสยี

ในระยะยาว สวนปุยชีวภาพมักมีขอจํากัดในการนําไป

ใชคอนขางมาก [16] ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลอง

เนื่องจากพบปริมาณจุลินทรียท้ังสองกลุมมากที่สุดใน

ระบบการเกษตรปลอดภยัอนัเนือ่งมาจากเกษตรปลอดภยั

หมายถึงการปฏิบัติเพื่อปองกัน หรือลดความเสี่ยงของ

อันตรายที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว 

และการจัดการหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อใหไดผลิตผลที่มี

คุณภาพ ปลอดภัย และเหมาะสมตอการบริโภค มีการใช

สารเคมีแตควบคมุปริมาณสารเคมตีกคางใหอยูในเกณฑ

ทีย่อมรบัไดวาปลอดภยัตอการบรโิภค และใชปุยเคมรีวม

กับปุยอินทรีย (ปุยคอก และปุยหมัก) และปุยชีวภาพ

เพื่อปรับปรุงสภาพดิน สวนการเกษตรอินทรียหมายถึง 

ระบบเกษตรที่ผลิตอาหาร หรือผลิตผลที่ปลอดภัย และ

ในขบวนการผลิตจะตองมีผลกระทบตอเกษตรกรและ

สิ่งแวดลอม ดังนั้น ขอกําหนดท่ีสําคัญของการเกษตร

อินทรียคือหามใชสารเคมีและสารสังเคราะหทุกชนิดใน

การผลิต และพื้นที่การเกษตรอินทรียจะตองปลอดจาก

การปนเปอนของดิน นํ้า และอากาศ ซึ่งจากรายงาน

การวิจัยของ สายชล พรมีอยู และคณะ [17] ศึกษา

เปรียบเทยีบการเจริญเตบิโตของผักบุงจนีเม่ือใชปุยมูลววั

ปุยหมัก และปุยเคมีในอัตราตางๆ พบวา ทรีตเมนตที่

ไมใสปุยเคมีผักบุงจนีมีการเจริญเตบิโตต่ํากวาที่ใสปุยเคมี

และมีการเจริญเติบโตไดสูงที่สุดในทรีตเมนตที่ใสปุยเคมี

รวมกบัมลูวัว สวนจากรายงานการวจิยัของ นจิพร ณ พทัลงุ

[18] ศึกษาผลของปุยอินทรีย ปุยเคมี และปุยชีวภาพ

ตอการเจริญเติบโต และผลผลิตของมะเขอืเทศสีดา พบวา

การใสปุยอินทรียอัตรา 4 ตันตอไร จะทําใหมะเขือเทศ

สีดามีการเจริญเติบโตและผลผลิต (ผลผลิต 1,920 

กิโลกรัมตอไร) มากกวาการใสปุยเคมีอัตรา 100 กิโลกรัม

ตอไร (ผลผลิต 1,463 กิโลกรัมตอไร) แตเมื่อพิจารณา

ความคุมคาในการลงทุนแลว การใชปุยเคมีเสริมอินทรีย

อัตรา 100 กิโลกรัมตอไร จะทําใหเกษตรกรมีกําไรในการ

ผลิตมะเขือเทศมากที่สุด อีกทั้งการใสปุยอินทรียในดินที่

มีอินทรียวัตถุตํ่าหรือปานกลาง เปนการชวยเพิ่มแหลง

อาหารของจุลินทรียในดินเพิ่มปริมาณมากขึ้น และพบ

วากิจกรรมของจุลินทรียในดินเพิ่มขึ้น 
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สรุป

การจัดการเกษตรมีผลตอความหลากหลาย

ของแบคทเีรยี โดยพบวาการจัดการเกษตรแบบการเกษตร

ปลอดภัยทีม่กีารเตมิอนิทรียสารจาํพวก ปุยคอก ปุยหมกั

ลงสูดินรวมกับการใชสารเคมี เปนระบบที่พบความ

หลากหลายและปริมาณของแบคทีเรียมากที่สุด ซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยของ Yang et al. [19] พบวา 

เชื้อมีความหลากหลายมากข้ึน เมื่อมีการเติมปุยคอก

และปุยหมัก 

กิตติกรรมประกาศ
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