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บทคัดยอ 

จุลินทรียในดินมีบทบาทสําคัญชวยเพิ่มแรธาตุในดิน และการจัดการดินทางการเกษตรมีอิทธิพลตอ

องคประกอบทางชีวภาพของจุลินทรียในดิน การวิจัยคร้ังนี้ไดทําการศึกษาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรีย

และเชือ้ราจากระบบเกษตรกรรม 3 ระบบ ตวัอยางดนิทีน่าํมาศกึษาเกบ็รวบรวมจากแปลงผกัทัง้ 3 ระบบ คอื เกษตร

อนิทรยี การเกษตรปลอดภยั (GAP) และเกษตรใชสารเคม ีในพืน้ที ่3 อาํเภอของจงัหวดันครปฐม คอื อาํเภอดอนตูม 

อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมืองนครปฐม ทําการวิเคราะหปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหารเลี้ยงเชื้อ 2 ชนิด 

คือ Tryptic soy agar (TSA) และ Pikovskaya agar (PVK) ผลการวิจัยพบวา ระบบ GAP มีปริมาณแบคทีเรีย

สูงสุดใน TSA และ PVK โดยมีคา 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 การวเิคราะหปริมาณ

เชือ้ราทัง้หมดบนอาหาร rose bengal agar (RBA) พบวา ปรมิาณเชือ้ราในดนิจากทกุระบบการเกษตรไมแตกตางกนั

อยางมนียัสาํคญัทางสถติท่ีิระดบั 0.05 จากนัน้แยกเชือ้ราใหบริสุทธิบ์นอาหาร potato dextrose agar (PDA) ไดเชือ้รา

23 ไอโซเลต นําเชื้อราทั้งหมดมาทดสอบการยอยสลายเซลลูโลสบนอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) 

พบเชื้อรา 3 ไอโซเลตสามารถสรางบริเวณใสได จากนั้นจําแนกชนิดเชื้อราโดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ 

Internal Transcribed Spacer (ITS) ดวยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําลําดับ

นิวคลโีอไทดไปเทยีบกบัฐานขอมลูใน GenBank พบวา ไอโซเลต G01-4F, O03-7F และ G01-8F มคีวามคลายคลึง

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

ตามลําดับ 

คําสําคัญ : ระบบเกษตรกรรม เชื้อรายอยสลายเซลลูโลส ความหลากหลายของชนิดจุลินทรีย
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บทนํา

ประเทศไทยเป นประเทศเกษตรกรรมซึ่ง

ประชากรสวนใหญของประเทศมีอาชีพเปนเกษตรกร 

และการทําการเกษตรในปจจุบันมีหลายรูปแบบ เชน 

การเกษตรอินทรยี การเกษตรปลอดภยั (GAP) การเกษตร

ใชสารเคมี 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 เปนตน ซึ่งทําใหเกิดความหลากหลายของ

ระบบนิเวศเกษตร โดยการเกษตรอินทรียเปนการจัดการ

ดานเกษตรทีส่รางผลผลิตทีม่คีวามปลอดภยัจากสารเคมี

ตกคางโดยการลดมลภาวะตอพื้นท่ีเพาะปลูก และระบบ

นเิวศ ลดการใชสารเคมรีวมทัง้ยาฆาแมลงทีเ่ปนอนัตราย 

ลดการใชปุ ยเคมี ลดปญหาการเกิดโรคและแมลง



วารสารวิทยาศาสตรแหงมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบุรี
ปที่ 15 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม - ธันวาคม 2561

3

The Sci J of Phetchaburi Rajabhat University I Volume 15 Number 2 July - December 2018

ระบาด ลดการปนเปอนสารเคมีในแหลงนํ้า ลดปญหา 

ความเสื่อมโทรมของดิน ลดตนทุน และสามารถ

ขายผลผลิตไดราคาสูงขึ้น นอกจากนี้การเลือกใช

ผลิตภัณฑที่ไดจากจุลินทรียกลุมที่มีความสามารถยับยั้ง 

เช้ือโรคพืช หรือจุลินทรียท่ีมีประโยชนในการชวยให

พืชแข็งแรงนั้นก็เพ่ือหลีกเลี่ยงอันตรายที่เกิดจากการใช

สารเคมี เนือ่งจากจลุนิทรยีบางชนดิมคีวามสามารถผลิต

สารทีม่ฤีทธิย์บัย้ังการเจรญิของจุลนิทรยีกอโรคและแมลง 

เชน การใชเชื้อรา Metarhizium anisopliae PSUM04 

เพ่ือควบคุมเพลี้ยออนผัก [1] เชื้อราขาว (Beauveria 

bassiana) ปองกันกําจัดเพลี้ยกระโดดสีนํ้าตาล [2] 

เปนตน สวนเกษตรปลอดภัย หรือมีชื่อเรียกยอๆ วา 

การเกษตรแบบ GAP (good agricultural practices) คือ 

การปฏิบัติเพ่ือปองกันหรือลดความเสี่ยงของอันตราย

ที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะปลูก การเก็บเก่ียว และหลัง

การเก็บเกี่ยวเพื่อใหไดผลผลิตที่มีคุณภาพ ปลอดภัยและ

เหมาะสมตอการบริโภค [3] ซึ่งอาจมีการใชสารเคมีรวม

กับผลิตภัณฑจากธรรมชาติแตเปนไปตามที่มาตรฐาน

กําหนด ในขณะที่เกษตรใชสารเคมี คือ แปลงเกษตรที่มี

การใชสารเคมีตามปกติ 

จะเห็นไดวาจุลินทรียในดินมีบทบาทที่สําคัญ

ตอคุณภาพของดนิ นอกจากเกีย่วของกบัการควบคมุโรค 

จลุนิทรียบางกลุมยงัสามารถสรางสารทีมี่ผลตอการเจริญ

ของพืช เชน ทําหนาที่ยอยสลายอินทรียสารเพิ่มธาตุ

อาหารในดิน ชวยตรึงไนโตรเจน ชวยละลายฟอสเฟตให

อยูในรปูทีพ่ชืสามารถนาํไปใชได [4, 5, 6] และพบวากลุม

ของแบคทีเรียที่อยูบริเวณรากพืชในกลุม plant growth 

promoting rhizobacteria (PGPR) เกี่ยวของทั้งทาง

ตรงและทางออมตอการเจริญเติบโตของพืช เชน ทําให

พืชทนแลงได หรือสรางฮอรโมนพืชที่กระตุนการเจริญ

เติบโต เชน สรางฮอรโมนออกซิน (auxins) กรดแอบ

ไซซิก (abscisic acid) จิบเบอเรลลิน (gibberellin) และ

ไซโตไคนิน (cytokinins) เปนตน [7, 8] จากการศึกษา

ความหลากหลายของจุลินทรีย ในดินจากบริเวณที่ทํา

การเกษตรเทียบกับแหลงอื่นๆ ไมพบความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญ [9] อีกทั้งยังพบวาการจัดการพ้ืนที่

เกษตรมีผลตอคุณภาพของดินและความหลากหลาย

ของเชื้อจุลินทรีย เชน การไถพรวนดิน การปลูกพืช

หมุนเวียน ปลูกพืชคลุมดินและการใสปุยคอกปุยหมัก

ลวนมีผลตอคาพารามิเตอรตางๆ ในดิน เชน ปริมาณ

แกสออกซเิจนในดนิ ความชืน้ การอุมนํา้ สารอาหาร และ

แรธาตตุางๆ เปนตน รวมทัง้ปรมิาณและความหลากหลาย

ของจุลินทรียในดินดวย [10, 11] ดังนั้น การวิจัยครั้งนี้มี

วตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาความหลากหลายทางชวีภาพของ

แบคทีเรียและเชื้อราในดินในพื้นที่ทําการเกษตร 3 ระบบ

คือ การเกษตรอินทรีย การเกษตรปลอดภัย (GAP) 

และการเกษตรใชสารเคมีที่ปลูกผักในจังหวัดนครปฐม 

และคัดแยกสายพันธุเชื้อราที่สามารถยอยเซลลูโลสได 

อุปกรณและวิธีการทดลอง

1. การเก็บตัวอยางดิน

เลือกเกบ็ตวัอยางดินจากพืน้ทีป่ลูกผักเศรษฐกจิ

ในจังหวัดนครปฐม 3 ระบบ คือ การเกษตรอินทรีย 

การเกษตรปลอดภยั และการเกษตรใชสารเคม ีโดยแปลง

เกษตรอินทรีย และแปลงเกษตรปลอดภัยนั้นไดเลือก

แปลงปลูกที่ไดรับใบรับรองและมีตลาดรองรับท่ีแนนอน 

โดยทําเกษตรในระบบดังกลาวมาแลวไมนอยกวา 3 ป 

ซึ่งแปลงเกษตรที่ทําการศึกษามาจาก 3 อําเภอ คือ 

อําเภอเมืองนครปฐม อําเภอดอนตูม และ อําเภอ

กําแพงแสน จากนั้นการสํารวจและเก็บตัวอยางดินจาก

แปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบในแตละอําเภอๆ ละ 3 แปลง 

การเก็บตัวอยางดินแตละแปลงสุ มเก็บตัวอยางดิน

กระจายใหครอบคลุมทั่วพื้นที่ในแตละแปลงๆ ละ 20 

จุด (กอนขุดดินจะตองถางหญา กวาดเศษพืชหรือวัสดุ
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หนาดินออกกอน อยาแซะหรือปาดหนาดินออก) ใช

เสียม พลั่ว หรือจอบขุดเปนรูปตัว V ใหลึกในแนวดิ่ง

ประมาณ 15 เซนติเมตร นําดินในแตละจุดมาผสมรวม

กันในถุงพลาสติกเดียวกัน คลุกเคลาใหเขากันแบงดิน

แตละแปลงเพื่อวิเคราะห โดยเกลี่ยตัวอยางดินทั้งหมด

ของแตละแปลงใหเปนรูปวงกลมแลวแบงผากลางออก

เปน 4 สวนเทากัน เก็บดินมาเพียง 2 สวน หนักประมาณ 

500 กรัม และปดปากถุงใหสนิท เก็บตัวอยางดินนํา

กลับมาแยกเชื้อที่หองปฏิบัติการตอไป [12] รวมจํานวน

ตัวอยางทั้งหมด 9 ตัวอยาง และเก็บรักษาตัวอยางดินใน

ตูเย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอทําการวิเคราะห

ตอไป นําไปคดัแยกแบคทเีรยีและเชือ้ราในหองปฏบิตักิาร 

ไมควรเก็บไวนานเกิน 2 สัปดาห

2. การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดิน

นําตัวอยางดิน 1 กรัม ผสมกับน้ําน่ึงฆาเชื้อ 

9 มิลลิลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน มาเขยาในนํ้ากลั่น

นึ่งฆาเชื้อ 10 มิลลิลิตร เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนํามา

เจือจางเพิม่ท่ีระดบัความเขมขน 10-2-10-5 แลวหยดดิน

แขวนลอยปรมิาตร 1 มลิลลิติร ลงในจานเลีย้งเชือ้ จํานวน 

3 จานเลีย้งเชือ้ตอ 1 ตวัอยาง มาเกลีย่ลงบนอาหาร Tryptic

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

Rose Bengal Agar จนแหง นําไปบมที่อุณหภูมิหอง

เปนเวลา 3-7 วัน แลวนับจํานวนโคโลนีท่ีปรากฏใน

จานเล้ียงเชื้อในแตละความเขมขน เลือกศึกษาเฉพาะ

ที่ความเขมขนที่ทําใหมีจํานวนโคโลนีในแตละจานของ

อาหารเลี้ยงเชื้อที่นับจํานวนโคโลนีไดอยูระหวาง 20 - 30

โคโลนี มาคํานวณหาปริมาณเชื้อในหนวย log CFU/g 

ซึ่งคํานวณไดจากสูตร จํานวนเชื้อ = log(10) {คาเฉลี่ย

ของจาํนวนโคโลนตีอจานอาหาร x (1/ความเจอืจาง) / ดนิ 

1 กรัม} จากนั้นใชเข็มเขี่ยยายทุกโคโลนีไปเลี้ยงตอจนได

เชื้อที่บริสุทธิ์ดวยวิธี subculture 

3. การทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลส

การทดสอบการผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร

Carboxyl methyl cellulose (CMC) [13] โดยเพาะเลี้ยง

เชื้อราบนอาหาร CMC ที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 3 วัน เทสารละลาย Congo red ความเขมขน

รอยละ 0.1 ลงบนอาหาร CMC นาน 15 นาที ลางสียอม

ออกดวย NaCl ความเขมขน 1 นอรมอล สังเกตการ

ปรากฏบริเวณใส (clear zone) 

4. การจําแนกเชื้อราดวยวิธีทางชีวโมเลกุล

นําโคโลนีของเชื้อราที่สามารถสราง เอนไซม

เซลลูเลสไดมาเลี้ยงตอจนไดเสนใยเปนเวลา 5 วัน แลว

เจาะสวนขอบโคโลนีเชื้อราดวย cork borer ที่ปลอดเชื้อ 

ขนาดเสนผานศนูยกลาง 0.5 มิลลิเมตร นําชิน้วุนทีมี่เช้ือรา

3 ชิ้น ใสในอาหาร potato dextrose broth (PDB) 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู (flask) ขนาด 

100 มิลลิลิตร บมเชื้อบนเครื่องเขยาดวยความเร็ว 180 

รอบตอนาท ีทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วนั

แลว สกดัดเีอ็นเอจากเสนใยรา โดยดดัแปลงจากวิธ ีCTAB 

nucleic acid extraction ของ Taylor and Powell [14] 

จากนั้นเพิ่มปริมาณ 18S rDNA บริเวณ internal tran-

scribed spacer (ITS) ดวยเทคนิคพีซีอาร (Polymerase 

Chain Reaction) โดยใชไพรเมอร ITS1 (5' TTTC-

CGTAGGTGAACCTGC 3') และ ITS4 (5' TCCTC-

CGCTTATTGATATGC 3') ซึ่งเปน universal primer 

สําหรับบริเวณ 18S rDNA ปฏิกิริยาพีซีอารประกอบดวย

สารละลายดีเอ็นเอ ความเขมขน 60 ng/µl ปริมาตร 4.0 

ไมโครลิตร, ไพรเมอร ITS1 และ ITS4 ความเขมขน 5 

pmol/µl ปริมาตรอยางละ 2.0 ไมโครลิตร, dNTP ความ

เขมขน 2 mM ปรมิาตร 5 ไมโครลติร, MgCl2 ความเขมขน 

50 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase 

(5 unit/µl) ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร และเติมนํ้ากล่ัน
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บริสุทธิ์ (ultra-pure) ใหมีปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร 

โดยใชโปรแกรมทําปฏิกิริยา PCR โดยมีขั้นตอน ดังนี้ 

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

ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ตาม

ดวย annealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

30 วินาที และ extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 50 วินาที แลววนกลับไปที่ขั้นที่ 2 เปนจํานวน 

35 รอบ ขั้นตอนที่ 3 ทําปฏิกิริยาใหสมบูรณดวยการ 

extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

10 นาที 1 รอบ และเก็บปฏิกิริยาไวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซยีส การตรวจสอบผลผลติ PCR ในแผนเจลอะกาโรส

(agarose gel) ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ยอมเจลดวย 

ethidium bromide เปนเวลา 10 นาท ีตรวจสอบแถบสขีองดี

เอ็นเอดวยแสงอัลตราไวโอเลต บันทึกภาพเปรียบเทียบ

กบัดีเอน็เอมาตรฐาน จากนัน้นาํมาทาํใหบรสิทุธิ ์เพือ่กาํจดั

ไพรเมอรสวนที่เหลือ บัฟเฟอรและเกลือตางๆ ออกโดย

ใชชุดสําเร็จ Favor PrepTM GEL/PCR purification 

kit (Favorgen, Taiwan) สงผลผลิต PCR ไปหาลําดับ

นิวคลีโอไทดและนําไปวิเคราะหผลเพื่อจําแนกชนิดของ

เชื้อราโดยใชลําดับนิวคลีโอไทด การตรวจสอบลําดับ

นิวคลีโอไทดจากโคลนที่ไดวามีความเหมือนหรือความ

คลายคลึงกับดีเอ็นเอของเชื้อราชนิดใดในฐานขอมูล 

NCBI โดยใชโปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.

nih.gov/blast.cgi)

5. การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

การดาํเนนิการทดลองไดทาํการสุมเกบ็ตวัอยาง

ดนิจากแปลงปลูกผกัทัง้ 3 ระบบ คอื แปลงเกษตรอินทรีย 

แปลงเกษตรปลอดภัย และแปลงเกษตรใชสารเคมีใน

จังหวัดนครปฐม จํานวนแปลงละ 3 ตัวอยาง (ซํ้า) การ

ตรวจหาปริมาณเชื้อและการทดลองในการวิจัยทําการ

ทดลองทัง้หมด 3 ซํา้ ในแตละการทดลอง แลวคาที่ไดจาก

การทดลองรายงานเปนคาเฉลีย่ ± คาเบีย่งเบนมาตรฐาน 

โดยใชโปรแกรม SPSS เวอรชนั 17 วเิคราะหคาทางสถติิ 

และเปรียบคาเฉลี่ยโดยใชวิธี Duncan’s Multiple Range 

Test (DMRT)

ผลการทดลอง

1. การศึกษาปริมาณแบคทีเรียและเชื้อราในตัวอยางดิน

จากการแยกแบคทเีรียและเชือ้ราดวยวธิ ีdilution

pour plate จากตวัอยางดนิในพืน้ที ่แปลงเกษตร 3 ระบบ 

คอื แปลงเกษตรอนิทรีย แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลง

เกษตรใชสารเคมี จากพื้นที่ 3 อําเภอ พบแบคทีเรียจาก

แปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบ มีปริมาณมากกวาเชื้อรา สวน

ปริมาณแบคทีเรียบนอาหาร TSA และอาหาร PVK ของ

การเกษตรปลอดภัย (GAP) ทุกๆ อําเภอมีคามากกวา

ระบบอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 0.05 ดังนี้ 

บนอาหาร Tryptic soy agar มีคาเทากับ 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 มีคา

เทากับ 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 มีคาเทากับ 2.68 ± 0.17, 

2.59 ± 0.26 และ 2.66 ± 0.10 CFU/g จากอําเภอ

ดอนตูม อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมืองนครปฐม 

ตามลําดับ นอกจากนี้พบวาอําเภอดอนตูมมีปริมาณ

แบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหาร TSA สูงที่สุด (Table 1) ขณะ

ที่ปริมาณแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหาร PVK พบวา พื้นที่

อาํเภอกาํแพงแสนมปีรมิาณแบคทเีรยีมากทีส่ดุ โดยมคีา

เทากับ log 3.89±0.07, 4.11±0.07 และ log 3.99±0.05 

CFU/g ของแปลงเกษตรอินทรีย แปลงเกษตรปลอดภัย 

และแปลงเกษตรใชสารเคมี ตามลําดับ แตไมมากกวา

พื้นที่อําเภออื่นๆ ในระบบเดียวกันอยางมีนัยสําคัญทาง
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สถิติที่ระดับ 0.05 (Table 2) สวนปริมาณของเชื้อราที่

แยกไดจาก แปลงเกษตรทุกระบบในแตละอําเภอ พบวา 

ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 

0.05 นั่นคือการจัดการดานการเกษตรที่แตกตางกันไมมี

ผลทําใหจํานวนเชื้อมีปริมาณแตกตางกัน (Table 3) 

 จากนั้นนําแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหารทั้งหมด

มาคัดแยกโคโลนีที่แตกตางกันจนได colony ที่บริสุทธิ์

ดวยวิธี subculture พบวาแยกแบคทีเรียไดทั้งหมด 65 

ไอโซเลต โดยแยกไดจากอาํเภอเมอืงนครปฐม 25 ไอโซเลต

อําเภอกําแพงแสน 22 ไอโซเลต และอําเภอดอนตูม 18 

ไอโซเลต แยกเชื้อราบริสุทธิ์ได 23 ไอโซเลต จากอําเภอ

เมืองนครปฐม 9 ไอโซเลต อําเภอกาํแพงแสน 8 ไอโซเลต

และ อาํเภอดอนตูม 6 ไอโซเลต จากน้ันเกบ็รักษาจุลนิทรยี

ทั้งหมดไวเพื่อใชศึกษาตอไป

2. การทดสอบเชื้อราผลิตเอนไซมเซลลูเลสและการ

จําแนกชนิดเชื้อราโดยวิธีทางชีวโมเลกุล

นําเช้ือราท่ีแยกไดทั้งหมด 23 ไอโซเลต มา

ทดสอบความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลส พบ

เช้ือราจํานวน 3 ไอโซเลต ที่มีความสามารถยอยสลาย

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

1) จะเหน็บรเิวณใส (clear zone) รอบโคโลนขีองเชือ้ราที่

เจริญบนอาหาร CMC ที่เททับดวย congo red ไอโซเลต 

G01-4F สามารถสรางวงใสไดมากที่สุด

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

แลวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal Transcribed 

Spacer (ITS) จากนัน้หาลําดบันวิคลีโอไทด เมือ่นาํลําดับ

นิวคลีโอไทดไปเทียบกับฐานขอมูลใน GenBank พบวา

ลําดับนิวคลีโอไทดของไอโซเลต G01-4F แสดงรอยละ

ความเหมือนสูงสุดรอยละ 100 กับ Lasiodiplodia 

theobromae (Accession no. KR709026.1) ไอโซเลต 

O03-7F แสดงรอยละความเหมือนสูงสุดรอยละ 99 กับ 

Aspergillus aculeatus (Accession no. KM979737.1) 

และไอโซเลต G01-8F แสดงรอยละความเหมือนสูงสุด 

รอยละ 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



วารสารวิทยาศาสตรแหงมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบุรี
ปที่ 15 ฉบับที่ 2 กรกฎาคม - ธันวาคม 2561

8

The Sci J of Phetchaburi Rajabhat University I Volume 15 Number 2 July - December 2018

อภิปรายผล

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของ

แบคทเีรยี และเชือ้ราในแปลงปลกูผกัในจงัหวดันครปฐม 

3 อําเภอ คือ อําเภอดอนตูม อําเภอกําแพงแสน และ

อําเภอเมืองนครปฐม พบวาปริมาณจุลินทรียที่คัดแยก

ในอาหาร TSA และปริมาณจุลินทรียที่คัดแยกในอาหาร 

PVK จากแปลงเกษตรปลอดภัยทุกพื้นที่มีปริมาณ

จุลินทรีย ทั้งสองกลุ มมากที่สุด เมื่อเทียบกับแปลง

เกษตรอินทรีย และแปลงเกษตรใชสารเคมี โดยอําเภอ

กําแพงแสนพบปริมาณจุลินทรียทั้งสองกลุมมากที่สุด 

สวนอําเภอดอนตูมและอําเภอเมืองนครปฐมมีปริมาณ

จุลินทรียทั้งสองกลุมนอยกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

แตปริมาณจุลินทรียทั้งสองกลุมในอําเภอดอนตูมและ

อําเภอเมืองนครปฐมไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ สวนปริมาณเชื้อราของระบบเกษตรทุกระบบของ

ทุกๆ อําเภอไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ จาก

รายงานการวิจัยของ ไพรัตน พิมพศิริกุล และคณะ [15] 

พบวาปริมาณอินทรียวัตถุในดินและคา pH ของดินมี

ผลตอปริมาณจุลินทรียในดิน รวมถึงชนิดของดินและ

การทําเกษตรกรรมที่ตางกันมีผลตอปริมาณแบคทีเรีย

ละลายฟอสเฟตในดิน และการใสปุยอินทรียจะชวยใหดิน

มีคุณสมบัติทางกายภาพดีเหมาะสมตอการเจริญเติบโต

ของพืชแตอาจทําใหไดผลผลิตของพืชตกตํ่าและไมดี

เทาทีค่วรเนือ่งจากปุยอนิทรยีนัน้มปีรมิาณธาตุอาหารตํา่ 

ดังนั้น ปุยเคมีจึงยังคงมีบทบาทในการเพิ่มผลผลิตพืช

แตการใชปุยเคมเีพยีงอยางเดียวก็อาจสงผลใหเกิดผลเสยี

ในระยะยาว สวนปุยชีวภาพมักมีขอจํากัดในการนําไป

ใชคอนขางมาก [16] ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลอง

เนื่องจากพบปริมาณจุลินทรียท้ังสองกลุมมากที่สุดใน

ระบบการเกษตรปลอดภยัอนัเนือ่งมาจากเกษตรปลอดภยั

หมายถึงการปฏิบัติเพื่อปองกัน หรือลดความเสี่ยงของ

อันตรายที่เกิดขึ้นระหวางการเพาะปลูก การเก็บเกี่ยว 

และการจัดการหลังการเก็บเกี่ยวเพื่อใหไดผลิตผลที่มี

คุณภาพ ปลอดภัย และเหมาะสมตอการบริโภค มีการใช

สารเคมีแตควบคมุปริมาณสารเคมตีกคางใหอยูในเกณฑ

ทีย่อมรบัไดวาปลอดภยัตอการบรโิภค และใชปุยเคมรีวม

กับปุยอินทรีย (ปุยคอก และปุยหมัก) และปุยชีวภาพ

เพื่อปรับปรุงสภาพดิน สวนการเกษตรอินทรียหมายถึง 

ระบบเกษตรที่ผลิตอาหาร หรือผลิตผลที่ปลอดภัย และ

ในขบวนการผลิตจะตองมีผลกระทบตอเกษตรกรและ

สิ่งแวดลอม ดังนั้น ขอกําหนดท่ีสําคัญของการเกษตร

อินทรียคือหามใชสารเคมีและสารสังเคราะหทุกชนิดใน

การผลิต และพื้นที่การเกษตรอินทรียจะตองปลอดจาก

การปนเปอนของดิน นํ้า และอากาศ ซึ่งจากรายงาน

การวิจัยของ สายชล พรมีอยู และคณะ [17] ศึกษา

เปรียบเทยีบการเจริญเตบิโตของผักบุงจนีเม่ือใชปุยมูลววั

ปุยหมัก และปุยเคมีในอัตราตางๆ พบวา ทรีตเมนตที่

ไมใสปุยเคมีผักบุงจนีมีการเจริญเตบิโตต่ํากวาที่ใสปุยเคมี

และมีการเจริญเติบโตไดสูงที่สุดในทรีตเมนตที่ใสปุยเคมี

รวมกบัมลูวัว สวนจากรายงานการวจิยัของ นจิพร ณ พทัลงุ

[18] ศึกษาผลของปุยอินทรีย ปุยเคมี และปุยชีวภาพ

ตอการเจริญเติบโต และผลผลิตของมะเขอืเทศสีดา พบวา

การใสปุยอินทรียอัตรา 4 ตันตอไร จะทําใหมะเขือเทศ

สีดามีการเจริญเติบโตและผลผลิต (ผลผลิต 1,920 

กิโลกรัมตอไร) มากกวาการใสปุยเคมีอัตรา 100 กิโลกรัม

ตอไร (ผลผลิต 1,463 กิโลกรัมตอไร) แตเมื่อพิจารณา

ความคุมคาในการลงทุนแลว การใชปุยเคมีเสริมอินทรีย

อัตรา 100 กิโลกรัมตอไร จะทําใหเกษตรกรมีกําไรในการ

ผลิตมะเขือเทศมากที่สุด อีกทั้งการใสปุยอินทรียในดินที่

มีอินทรียวัตถุตํ่าหรือปานกลาง เปนการชวยเพิ่มแหลง

อาหารของจุลินทรียในดินเพิ่มปริมาณมากขึ้น และพบ

วากิจกรรมของจุลินทรียในดินเพิ่มขึ้น 
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สรุป

การจัดการเกษตรมีผลตอความหลากหลาย

ของแบคทเีรยี โดยพบวาการจัดการเกษตรแบบการเกษตร

ปลอดภัยทีม่กีารเตมิอนิทรียสารจาํพวก ปุยคอก ปุยหมกั

ลงสูดินรวมกับการใชสารเคมี เปนระบบที่พบความ

หลากหลายและปริมาณของแบคทีเรียมากที่สุด ซึ่ง

สอดคลองกับงานวิจัยของ Yang et al. [19] พบวา 

เชื้อมีความหลากหลายมากข้ึน เมื่อมีการเติมปุยคอก

และปุยหมัก 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณสํานักงานสนับสนุนงานวิจัย (สกว.) 

สําหรับเงินทุนในการทําวิจัย ขอบคุณมหาวิทยาลัย 

ราชภัฏนครปฐม รวมทั้งเกษตรกรในอําเภอดอนตูม 

อําเภอกําแพงแสน และอําเภอเมืองนครปฐม จังหวัด

นครปฐมที่มีสวนรวมในการเอ้ือเฟอสถานท่ีและอํานวย

ความสะดวกในการเก็บตัวอยาง
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