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บทคดัย่อ 
จุลินทรียใ์นดินมีบทบาทส าคญัช่วยเพ่ิมแร่ธาตุในดิน และการจดัการดินทางการเกษตรมีอิทธิพลต่อองคป์ระกอบทางชีวภาพของ

จุลินทรียใ์นดิน การวิจยัคร้ังน้ีไดท้  าการศึกษาความหลากหลายของชนิดแบคทีเรียและเช้ือราจากระบบเกษตรกรรม 3 ระบบ ตวัอย่างดินท่ี
น ามาศึกษาเก็บรวบรวมจากแปลงผกัทั้ง 3 ระบบ คือ เกษตรอินทรีย ์เกษตร GAP และเกษตรใช้สารเคมี ในพ้ืนท่ี 3 อ าเภอของจงัหวดั
นครปฐม คือ อ  าเภอดอนตูม อ  าเภอก าแพงแสน และอ าเภอเมืองนครปฐม การวิเคราะห์ปริมาณแบคทีเรียทั้งหมดบนอาหารเล้ียงเช้ือ 2 ชนิด 
คือ Trypticsoy agar (TSA) และ Pikovskaya agar (PVK) ผลการวิจยัพบว่า ระบบ GAP มีปริมาณแบคทีเรียสูงสุดใน TSA และ PVK ท่ีมีค่า 
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 อ าเภอดอนตูม อ  าเภอก าแพงแสน และ
อ าเภอเมืองนครปฐม ตามล าดบั การวิเคราะห์ปริมาณเช้ือราทั้งหมดบนอาหาร rose bengal agar (RBA) พบว่า ปริมาณเช้ือราในดินจากทุก
ระบบการเกษตรไม่แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05 จากนั้นแยกเช้ือราให้บริสุทธ์ิบนอาหาร potato dextrose agar (PDA) 
ไดเ้ช้ือรา 23 ไอโซเลต น าเช้ือราทั้งหมดมาทดสอบการย่อยสลายเซลลูโลสบนอาหาร carboxy methyl cellulose (CMC) พบเช้ือรา 3 ไอโซ
เลต สามารถสร้างบริเวณใสได ้จากนั้นจ าแนกชนิดเช้ือราโดยวิเคราะล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ดว้ยการ
เพ่ิมปริมาณดีเอน็เอและการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ เม่ือน าล  าดบันิวคลีโอไทดไ์ปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน GenBank พบว่า ไอโซเลต G01-4F, 
O03-7F และ G01-8F มีความคลา้ยคลึงกบั Lasiodiplodia theobromae (100%) Aspergillus aculeatus (99%) และ Aspergillus fumigatus 
(100%)  
 

ค าส าคัญ : ระบบเกษตรกรรม  เช้ือรายอ่ยสลายเซลลูโลส  ความหลากหลายของชนิดจุลินทรีย ์
 

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 microorganis ms. In this 
research, we study the diversity of bacterial and fungal species from 3 agricultural systems; 1) organic, 2) GAP and 3) chemical-based. 
Soil Samples were collected from 3 agricultural systems in 3 districts of Nakhon Pathom Province; 1) Don Tum District, 2) Kamp haeng 
Saen District and 3) Mueang District. When using soil to analyze all bacteria on 2 media types; trypticsoy agar (TSA) and Pik ovskaya 
agar (PVK), the results revealed that the GAP system showed the highest bacterial count in TSA and Pikovskaya agar wit h log values of 
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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, Don Tum District, Kamphaeng Saen District. 
And Mueang Nakhon Pathom district respectively. When analyzing all fungi on rose bengal agar (RBA), 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 (PDA), fungi were found 23 isolates. Then, the 23 isolates were investigated for cellulase producer by the 
observation of clear zone on the carboxyl methyl cellulose agar (CMC agar) using congo red method. Three isolates showed showed the 
clear zone around colony. These isolates were classified based on the molecular characteristics using Internal Transcribed Spacer (ITS) by 
a PCR and the sequence of 18S rDNA. Obtained base sequence was compared to the Genbank database, the isolates G01-4F, O03-7F and 
G01-8F were similar to (related to) Lasiodiplodia theobromae (100%), Aspergillus aculeatus (99%) and Aspergillus fumigatus (100%). 
  
Keywords: agricultural systems, cellulolytic fungi, microbial species diversity 
 

บทน า 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม ซ่ึงประชากรส่วนใหญ่ของประเทศมีอาชีพเป็นเกษตรกร และการท าการเกษตรใน

ปัจจุบนัมีหลายรูปแบบ เช่น การเกษตรอินทรีย ์การเกษตรปลอดภยั (GAP) การเกษตรใชส้ารเคมี การเกษตรผสมผสาน และ
การเกษตรทฤษฏีใหม่ เป็นตน้ ซ่ึงท าให้เกิดความหลากหลายของระบบนิเวศเกษตร  โดยการเกษตรอินทรียเ์ป็นการจดัการดา้น
เกษตรท่ีสร้างผลผลิตท่ีมีความปลอดภยัจากสารเคมีตกคา้งโดยการลดมลภาวะต่อพ้ืนท่ีเพาะปลูก และระบบนิเวศ  ลดการใช้
สารเคมีรวมทั้งยาฆ่าแมลงท่ีเป็นอนัตราย ลดการใชปุ๋้ยเคมี ลดปัญหาการเกิดโรคและแมลงระบาด ลดการปนเป้ือนสารเคมีใน
แหล่งน ้ า ลดปัญหาความเส่ือมโทรมของดิน ลดตน้ทุน และสามารถขายผลผลิตไดร้าคาสูงข้ึน นอกจากน้ีการเลือกใชผ้ลิตภณัฑท่ี์
ไดจ้ากจุลินทรียก์ลุ่มท่ีมีความสามารถยบัย ั้งเช้ือโรคพืช หรือจุลินทรียท่ี์มีประโยชน์ในการช่วยให้พืชแข็งแรงนั้นก็เพ่ือหลีกเล่ียง
อนัตรายท่ีเกิดจากการใชส้ารเคมี เน่ืองจากจุลินทรียบ์างชนิดมีความสามารถผลิตสารท่ีมีฤทธ์ิยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียก่์อโรค
และแมลง เช่น การใชเ้ช้ือรา Metarhizium anisopliae PSUM04 เพื่อควบคุมเพล้ียอ่อนผกั [1] เช้ือราขาว (Beauveria bassiana) 
ป้องกันก าจดัเพล้ียกระโดดสีน ้ าตาล [8] เป็นตน้ ส่วนเกษตรปลอดภยั หรือมีช่ือเรียกย่อๆ ว่า การเกษตรแบบ GAP (good 
agricultural practices) คือ การปฏิบติัเพ่ือป้องกนัหรือลดความเส่ียงของอนัตรายท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการเพาะปลูก การเก็บเก่ียว หลงั
การเก็บเก่ียวเพ่ือใหไ้ดผ้ลผลิตท่ีมีคุณภาพ ปลอดภยัและเหมาะสมต่อการบริโภค [4] ซ่ึงอาจมีการใชส้ารเคมีร่วมกบัผลิตภณัฑจ์าก
ธรรมชาติแต่เป็นไปตามท่ีมาตรฐานก าหนด ในขณะท่ีเกษตรเคมี คือ แปลงเกษตรท่ีมีการใชส้ารเคมีตามปกติ  

จะเห็นไดว้า่จุลินทรียใ์นดินมีบทบาทท่ีส าคญัต่อคุณภาพของดิน นอกจากจะเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมโรคแลว้ จุลินทรีย์
บางกลุ่มยงัสามารถสร้างสารท่ีมีผลต่อการเจริญของพืช เช่น การท าหนา้ท่ีในการยอ่ยสลายอินทรียสารเพ่ิมธาตุอาหารในดิน ช่วย
ตรึงไนโตรเจน และช่วยละลายฟอสเฟตให้อยูใ่นรูปท่ีพืชสามารถน าไปใชไ้ด ้ [12, 14, 15] และยงัพบวา่กลุ่มของแบคทีเรียท่ีอยู่
บริเวณรากพืชในกลุ่ม plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) เก่ียวขอ้งทั้งตรงและทางออ้มในการเจริญเติบโตของพืช เช่น 
ท าใหพื้ชทนแลง้ได ้หรือสร้างฮอร์โมนพืชท่ีกระตุน้การเจริญเติบโต เช่น สร้างฮอร์โมนออกซิน (auxins)  กรดแอบไซซิก (abscisic 
acid)  จิบเบอเรลลิน (gibberellin) และไซโตไคนิน (cytokinins) เป็นตน้ [10, 16] จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียใ์น
ดินจากบริเวณท่ีท าการเกษตรเทียบกบัแหล่งอ่ืนๆ ไม่พบความแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั [7] อีกทั้งยงัพบว่า การจดัการพ้ืนท่ี
เกษตรมีผลต่อคุณภาพของดินและความหลากหลายของเช้ือจุลินทรีย ์เช่น การไถพรวนดิน     การปลูกพืชหมุนเวียน ปลูกพืชคลุม
ดินและการใส่ปุ๋ยคอกปุ๋ยหมกัลว้นมีผลต่อค่าพารามิเตอร์ต่างๆ ในดิน เช่น ปริมาณแก๊สออกซิเจนในดิน ความช้ืน การอุม้น ้ า 
สารอาหาร และแร่ธาตุต่างๆ เป็นตน้ รวมทั้งปริมาณและความหลากหลายของจุลินทรียใ์นดินดว้ย [11, 13] ดงันั้น การวิจยัคร้ังน้ีมี
วตัถุประสงคเ์พื่อ ศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียและเช้ือราในดินในพ้ืนท่ีท าการเกษตร 3 ระบบ คือ การเกษตร
อินทรีย ์ การเกษตรปลอดภยั (GAP) และการเกษตรใชส้ารเคมี ท่ีปลูกผกัในจงัหวดันครปฐม รวมถึงคดัแยกสายพนัธ์ุเช้ือราท่ี
สามารถยอ่ยเซลลูโลสได ้ 
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อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 
1. การเกบ็ตวัอย่างดนิ 

 เลือกเก็บตวัอยา่งดินจากพ้ืนท่ีปลูกผกัเศรษฐกิจในจงัหวดันครปฐม 3 ระบบ คือ การเกษตรอินทรีย ์ การเกษตรปลอดภยั 
และการเกษตรใชส้ารเคมี โดยแปลงเกษตรอินทรีย ์และแปลงเกษตรปลอดภยันั้นไดเ้ลือกแปลงปลูกท่ีไดรั้บใบรองและมีตลาด
รองรับท่ีแน่นอน โดยท าเกษตรในระบบดังกล่าวมาแลว้ไม่น้อยกว่า 3 ปี  ซ่ึงแปลงเกษตรท่ีท าการศึกษามาจาก 3 อ าเภอ คือ               
อ าเภอเมืองนครปฐม  อ าเภอดอนตูม และอ าเภอก าแพงแสน จากนั้นการส ารวจและเก็บตวัอยา่งดินจากแปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบใน
แต่ละอ าเภอๆ ละ 3 แปลง การเก็บตวัอยา่งดินแต่ละแปลงสุ่มเก็บตวัอยา่งดินกระจายให้ครอบคลุมทัว่พ้ืนท่ีในแต่ละแปลงๆ ละ 20 
จุด/แปลง  (ก่อนขดุดินจะตอ้งถางหญา้ กวาดเศษพืชหรือวสัดุหนา้ดินออกก่อน อยา่แซะหรือปาดหนา้ดินออก) ใชเ้สียบ พลัว่ หรือ
จอบขดุเป็นรูปตวั V ใหลึ้กในแนวด่ิงประมาณ 15 เซนตริเมตร น าดินในแต่ละจุดมาผสมรวมกนัในถุงพลาสติกเดียวกนั คลุกเคลา้
ใหเ้ขา้กนั แบ่งดินแต่ละแปลงเพ่ือวเิคราะห์ โดยเกล่ียตวัอยา่งดินทั้งหมดของแต่ละแปลงใหเ้ป็นรูปวงกลมแลว้แบ่งผา่กลางออกเป็น 
4 ส่วนเท่ากัน เก็บดินมาเพียง 2 ส่วน หนักประมาณ 500 กรัม และปิดปากถุงให้สนิท เก็บตวัอย่างดินน ากลับมาแยกเช้ือท่ี
หอ้งปฏิบติัการต่อไป [2] รวมจ านวนตวัอยา่งทั้งหมด 9 ตวัอยา่ง และเก็บรักษาตวัอยา่งดินในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอ
ท าการวเิคราะห์ต่อไป น าไปคดัแยกแบคทีเรียและเช้ือราในหอ้งปฏิบติัการ ไม่ควรเก็บไวน้านเกิน 2 สปัดาห์ 

2. การศึกษาความหลากหลายของจุลนิทรีย์ในดนิ 
 น าตวัอยา่งดิน 1 กรัมผสมกบัน ้ าน่ึงฆ่าเช้ือ 9 มิลลิลิตร ผสมให้เป็นเน้ือเดียวกนั มาเขยา่ในน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 10 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน ามาเจือจางเพ่ิมท่ีระดับความเขม้ขน้ 10-2-10-5 แลว้หยดดินแขวนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตรลงใน         
จานเล้ียงเช้ือ จ านวน 3 จานเล้ียงเช้ือต่อ 1 ตวัอยา่ง มาเกล่ียลงบนอาหาร Trypticsoy agar (TSA)  Pikovskaya's medium (PVK)   
และอาหาร Rose Bengal Agar จนแหง้ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3-7 วนั แลว้นบัจ านวนโคโลนีท่ีปรากฏในจานเล้ียงเช้ือ
ในแต่ละความเขม้ขน้ เลือกศึกษาเฉพาะท่ีความเขม้ขน้ท่ีท าใหมี้จ านวนโคโลนีในแตล่ะจานของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีนบัจ านวนโคโลนี
ไดอ้ยูร่ะหวา่ง 20 - 30 โคโลนี มาค านวณหาปริมาณเช้ือในหน่วย log CFU/g ซ่ึงค านวณไดจ้ากสูตรจ านวนเช้ือ = log(10) {ค่าเฉล่ีย
ของจ านวนโคโลนีต่อจานอาหาร x (1/ความเจือจาง) / ดิน 1 กรัม} จากนั้นใชเ้ข็มเข่ียยา้ยทุกโคโลนีไปเล้ียงต่อจนไดเ้ช้ือท่ีบริสุทธ์ิ
ดว้ยวธีิ sub-culture  
 3. การทดสอบการผลติเอนไซม์เซลลูเลส 
 การทดสอบการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสบนอาหาร Carboxyl methyl cellulose (CMC) [17] โดยเพาะเล้ียงเช้ือราบนอาหาร 
CMC ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั    เทสารละลาย Congo red ความเขม้ขน้ร้อยละ 0.1 ลงบนอาหาร CMC นาน        
15 นาที ลา้งสียอ้มออกดว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 1 นอร์มอล สงัเกตการปรากฏบริเวณใส (clear zone)   
 4. การจ าแนกเช้ือราด้วยวธีิทางชีวโมเลกลุ 
 น าโคโลนีของเช้ือราท่ีสามารถสร้างเอนไซมเ์ซลลูเลสไดม้าเล้ียงต่อจนไดเ้สน้ใยเป็นเวลา 5 วนั แลว้เจาะส่วนขอบโคโลนี
เช้ือราดว้ย cork borer ท่ีปลอดเช้ือขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 0.5 มิลลิเมตร น าช้ินวุน้ท่ีมีเช้ือรา 3 ช้ิน ใส่ในอาหารเหลว potato 
dextrose broth (PDB) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ (flask) ขนาด 100 มิลลิลิตร บ่มเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ดว้ยความเร็ว        
180 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วนั แลว้สกดัดีเอ็นเอจากเส้นใยรา โดยดดัแปลงจากวิธี CTAB nucleic 
acid extraction ของ Taylor and Powell (1982) จากนั้นเพ่ิมปริมาณ 18S rDNA บริเวณ internal transcribed spacer (ITS)  ดว้ย
เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction) โดยใชไ้พรเมอร์ ITS1 (5 TTTCCGTAGGTGAACCTGC 3) และ ITS4 (5 
TCCTCCGCTTATTGATATGC 3) ซ่ึงเป็น universal primer ส าหรับบริเวณ 18S rDNA ปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบดว้ยสารละลาย
ดีเอ็นเอเขม้ขน้ 60 ng/µl ปริมาตร 4.0 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ ITS1 และ ITS4 เขม้ขน้ 5 pmol ปริมาตรอยา่งละ 2.0 ไมโครลิตร, 
dNTP เขม้ขน้ 2 mM ปริมาตร 5 ไมโครลิตร, MgCl2 เขม้ขน้ 50 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase (5 U/µl) 
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ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร และเติมน ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ (ultra-pure) ให้มีปริมาตรรวม 29.6 ไมโครลิตร โดยใชโ้ปรแกรมท าปฏิกิริยา 
PCR โดยมีขั้นตอน ดงัน้ี ขั้นท่ี 1 pre-denature 3 นาที 1 รอบ ขั้นท่ี 2  denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที   
ตามดว้ย annealing ท่ีอุณหภูมิ  60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา           
50 วินาที แล้ววนกลับไปท่ีขั้นท่ี 2 เป็นจ านวน 35 รอบ ขั้นตอนท่ี 3 ท าปฏิกิริยาให้สมบูรณ์ด้วยการ extension ท่ีอุณหภูมิ              
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 1 รอบ และเก็บปฏิกิริยาไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส การตรวจสอบผลผลิต PCR ในแผ่นวุน้             
อะกาโรส (agarose gel) ท่ีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ยอ้มเจลดว้ย ethidium bromide เป็นเวลา 10 นาที ตรวจสอบแถบสีของดีเอ็น
เอดว้ยแสงอลัตราไวโอเลต บนัทึกภาพเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐาน จากนั้นน ามาท าใหบ้ริสุทธ์ิเพ่ือก าจดัไพรเมอร์ส่วนท่ีเหลือ 
บฟัเฟอร์และเกลือต่างๆ ออก โดยใชชุ้ดส าเร็จ Favor PrepTM GEL/PCR purification kit (Favorgen, Taiwan) ส่งผลผลิต PCR ไป
หาล าดับนิวคลีโอไทด์ และน าไปวิเคราะห์ผลเพ่ือจ าแนกชนิดของเช้ือราโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ การตรวจสอบล าดับ                
นิวคลีโอไทด์จากโคลนท่ีไดว้่ามีความเหมือนหรือความคลา้ยคลึงกบัดีเอ็นเอของเช้ือราชนิดใดในฐานขอ้มูล NCBI โดยใช้
โปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) 

5. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
 การด าเนินการทดลอง ไดท้ าการสุ่มเก็บตวัอยา่งดินจากแปลงปลูกผกัทั้ง 3 ระบบ คือ แปลงเกษตรอินทรีย ์แปลงเกษตร
ปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมี ในจงัหวดันครปฐม จ านวนแปลงละ 3 ตวัอยา่ง (ซ ้ า) นอกจากน้ีการตรวจหาปริมาณเช้ือและ
การทดลองในการวิจยัทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า ในแต่ละการทดลอง แลว้ค่าท่ีไดจ้ากการทดลองรายงานเป็น ค่าเฉล่ีย±ค่าเบ่ียงเบน
มาตรฐาน โดยใชโ้ปรแกรม SPSS เวอร์ชนั 17 วิเคราะห์ค่าทางสถิติ และเปรียบค่าเฉล่ียใชโ้ดยใชว้ิธี Duncan’s Multiple Range 
Test (DMRT) 
 

ผลการทดลอง 
1.  การศึกษาปริมาณแบคทเีรียและเช้ือราในตวัอย่างดนิ 

 จากการแยกแบคทีเรียและเช้ือราดว้ยวิธี dilution pour plate จากตวัอย่างดินในพ้ืนท่ีแปลงเกษตร 3 ระบบ คือ แปลง
เกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมี จากพ้ืนท่ี 3 อ าเภอ พบแบคทีเรียจากแปลงเกษตรทั้ง 3 ระบบ มี
ปริมาณมากกวา่เช้ือรา ส่วนปริมาณแบคทีเรียบนอาหาร TSA และอาหาร PVK ของการเกษตรปลอดภยั (GAP) ทุกๆ อ าเภอมีค่า
มากกวา่ระบบอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญั คือมีค่าเท่ากบั log 4.24 ± 0.04, log 4.22 ± 0.03, log 4.13 ± 0.11,  log 3.79 ± 0.15, log 4.11 ± 
0.07 และ log 4.02 ± 0.04 CFU/g ของอ าเภอดอนตูม อ าเภอก าแพงแสน และอ าเภอเมืองนครปฐม ตามล าดบั นอกจากน้ีพบวา่
อ าเภอดอนตูมมีปริมาณแบคทีเรียท่ีข้ึนบนอาหาร TSA สูงท่ีสุดทุกระบบแปลงเกษตร (ตารางท่ี 1)  ขณะท่ีปริมาณแบคทีเรียท่ี
สามารถละลายฟอสเฟตไดน้ั้น ถูกคดัเลือกบนอาหาร PVK พบว่า พ้ืนท่ีอ าเภอก าแพงแสนมีปริมาณแบคทีเรียมากท่ีสุด คือมีค่า
เท่ากบั log 3.89±0.07, 4.11±0.07 และ log 3.99±0.05 CFU/g ของแปลงเกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใช้
สารเคมี ตามล าดบั แต่ไม่มากกวา่พ้ืนท่ีอ าเภออ่ืนๆ ในระบบเดียวกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 0.05  (ตารางท่ี 2) ส่วน
ปริมาณของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากแปลงเกษตรทุกระบบในแต่ละอ าเภอพบวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั 
0.05  นัน่คือ การจดัการดา้นการเกษตรท่ีแตกต่างกนัไม่มีผลท าใหจ้ านวนเช้ือมีปริมาณแตกต่างกนั (ตารางท่ี 3)  
 

ตารางท่ี 1 ปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินแปลงเกษตรอินทรีย ์แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมีบน
อาหาร Trypticsoy agar 

พ้ืนท่ีผกั 
ปริมาณเช้ือ (log CFU/g) 

แปลงเกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั แปลงเกษตรใชส้ารเคมี 
อ าเภอดอนตูม 3.65 ± 0.09a  4.24 ± 0.04 b 3.24 ± 0.10 a 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi
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ตารางท่ี 1 ปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินแปลงเกษตรอินทรีย ์แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมีบน
อาหาร Trypticsoy agar (ต่อ) 

พ้ืนท่ีผกั 
ปริมาณเช้ือ (log CFU/g) 

แปลงเกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั แปลงเกษตรใชส้ารเคมี 
อ าเภอก าแพงแสน 3.07 ± 0.40 a 4.22 ± 0.03 b 3.92 ± 0.17 a 
อ าเภอเมืองนครปฐม 3.00 ± 0.15 a 4.13 ± 0.11 b 3.41 ± 0.33 a 

 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p ≤ 0.05 โดยวธีิ DMRT 
 

ตารางท่ี 2 ปริมาณโคโลนีของแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากดินแปลงเกษตรอินทรีย ์แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมีบน
อาหาร Pikovskaya’s medium  

พ้ืนท่ีผกั 
ปริมาณเช้ือ (log CFU/g) 

แปลงเกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั แปลงเกษตรใชส้ารเคมี 
อ าเภอดอนตูม 3.58 ± 0.07a  3.79 ± 0.15 b 3.40 ± 0.09 a 
อ าเภอก าแพงแสน 3.89 ± 0.07 a 4.11 ± 0.07 b 3.99 ± 0.05 a 
อ าเภอเมืองนครปฐม 3.59 ± 0.15 a 4.02 ± 0.04 b 3.20 ± 0.39 a 

 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p ≤ 0.05 โดยวธีิ DMRT 
 

ตารางท่ี 3 ปริมาณโคโลนีของเช้ือราท่ีแยกไดจ้ากดินแปลงเกษตรอินทรีย ์แปลงเกษตรปลอดภยั และแปลงเกษตรใชส้ารเคมีบน
อาหาร Rose Bengal Agar 

พ้ืนท่ีผกั 
ปริมาณเช้ือ (log CFU/g) 

แปลงเกษตรอินทรีย ์ แปลงเกษตรปลอดภยั แปลงเกษตรใชส้ารเคมี 
อ าเภอดอนตูม 3.03 ± 0.17a  2.68 ± 0.17 a 2.10 ± 0.17 a 
อ าเภอก าแพงแสน 2.72 ± 0.20 a 2.59 ± 0.26 a 2.91 ± 0.13 a 
อ าเภอเมืองนครปฐม 2.10 ± 0.17 a 2.66 ± 0.10 a 2.30 ± 0.00 a 

 
1/ ค่าเฉล่ียท่ีตามดว้ยอกัษรเหมือนกนัในแต่ละคอลมัน์ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ p ≤ 0.05 โดยวธีิ DMRT 

 

จากนั้นน าแบคทีเรียท่ีข้ึนบนอาหารทั้งหมดมาคดัแยกโคโลนีท่ีแตกต่างกนัจนได ้colony ท่ีบริสุทธ์ิดว้ยวิธี sub-culture 
พบวา่แยกแบคทีเรียไดท้ั้ งหมด 65 ไอโซเลต โดยแยกไดจ้ากอ าเภอเมืองนครปฐม 25 ไอโซเลต อ าเภอก าแพงแสน 22 ไอโซเลต 
และอ าเภอดอนตูม 18 ไอโซเลต แยกเช้ือราบริสุทธ์ิได ้23 ไอโซเลต จากอ าเภอเมืองนครปฐม 9 ไอโซเลต อ าเภอก าแพงแสน           
8 ไอโซเลต และ อ าเภอดอนตูม 6 ไอโซเลต จากนั้นเก็บรักษาจุลินทรียท์ั้งหมดไวเ้พ่ือใชศึ้กษาต่อไป 

 
2. การทดสอบเช้ือราผลติเอนไซม์เซลลูเลสและการจ าแนกชนิดเช้ือราโดยวธีิทางชีวโมเลกลุ 

 น าเช้ือราท่ีแยกไดท้ั้งหมด 23 ไอโซเลต มาทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายเซลลูโลส พบเช้ือราจ านวน 3 ไอโซเลต 
ท่ีมีความสามารถยอ่ยสลายเซลลูโลสได ้คือ G01-4F O03-7F และ G01-8F ภาพท่ี 1 
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ภาพท่ี 1 การทดสอบความสามารถในการยอ่ยสลายเซลลูโลสของเช้ือราท่ีคดัแยกไดจ้ากดิน บนอาหาร CMC agar 

 

จากภาพท่ี 1 จะเห็นบริเวณใส (clear zone) รอบโคโลนีของเช้ือราท่ีเจริญบนอาหาร CMC ท่ีเททบัดว้ย congo red ซ่ึง     
ไอโซเลต G01-4F สามารถสร้างวงใสไดม้ากท่ีสุด หลงัจากนั้นน าเช้ือราทั้ง 3 ไอโซเลต ไปสกดัดีเอ็นแลว้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) จากนั้นหาล าดบันิวคลีโอไทด์ เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ไปเทียบกบัฐานขอ้มูลใน 
GenBank พบว่า ล าดับ นิวคลีโอไทด์ของไอโซเลต G01-4F แสดงร้อยละความเหมือนสูงสุด ร้อยละ 100 กับ                       
Lasiodiplodia theobromae (Accession no. KR709026.1) ไอโซเลต O03-7F แสดงร้อยละความเหมือนสูงสุด ร้อยละ 99 กบั 
Aspergillus aculeatus (Accession no. KM979737.1) และไอโซเลต G01-8F แสดงร้อยละความเหมือนสูงสุด ร้อยละ 100 กบั 
Aspergillus fumigatus (Accession no. MF379664.1)  
 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 
การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรีย และเช้ือราในแปลงปลูกผกัในจงัหวดันครปฐม 3 อ าเภอ คือ อ าเภอ

ดอนตูม อ าเภอก าแพงแสน และอ าเภอเมืองนครปฐม พบวา่ ปริมาณจุลินทรียท่ี์คดัแยกในอาหาร TSA และปริมาณจุลินทรียท่ี์คดั
แยกในอาหาร PVK พบวา่ แปลงเกษตรปลอดภยัทุกพ้ืนท่ีมีปริมาณจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มมากท่ีสุด เม่ือเทียบกบัแปลงเกษตรอินทรีย ์
และแปลงเกษตรใชส้ารเคมี โดยอ าเภอก าแพงแสนพบปริมาณจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มมากท่ีสุด ส่วนอ าเภอดอนตูมและอ าเภอเมือง
นครปฐมมีปริมาณจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มนอ้ยกวา่อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ปริมาณจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มในอ าเภอดอนตูมและ
อ าเภอเมืองนครปฐมไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ส่วนปริมาณเช้ือราของระบบเกษตรทุกระบบของทุกๆ อ าเภอไม่มี    
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั จากการรายงานการวิจยัของไพรัตน์ พิมพศิ์ริกุล และคณะ [9]  พบวา่ ปริมาณอินทรียวตัถุในดิน 
ค่า pH ของดินมีผลต่อปริมาณจุลินทรียใ์นดิน รวมถึงชนิดของดินและการท าเกษตรกรรมท่ีต่างกนัมีผลต่อปริมาณแบคทีเรียละลาย
ฟอสเฟตในดิน และการใส่ปุ๋ยอินทรียจ์ะช่วยให้ดินมีคุณสมบติัทางกายภาพดีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของพืช แต่อาจท าให้
ไดผ้ลผลิตของพืชตกต ่าและไม่ดีเท่าท่ีควร เน่ืองจากปุ๋ยอินทรียน์ั้นมีปริมาณธาตุอาหารต ่า ดงันั้น ปุ๋ยเคมีจึงยงัคงมีบทบาทในการ
เพ่ิมผลผลิตพืช แต่การใชปุ๋้ยเคมีเพียงอยา่งเดียวก็อาจส่งผลให้เกิดผลเสียในระยะยาว ส่วนปุ๋ยชีวภาพมกัมีขอ้จ ากดัในการน าไปใช้
ค่อนขา้งมาก [3] ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองเน่ืองจากพบปริมาณจุลินทรียท์ั้งสองกลุ่มมากท่ีสุดในระบบการเกษตรปลอดภยั 
อนัเน่ืองมาจากเกษตรปลอดภยั หมายถึง การปฏิบติัเพ่ือป้องกนั หรือลดความเส่ียงของอนัตรายท่ีเกิดข้ึนระหวา่งการเพาะปลูก การ
เก็บเก่ียว และการจดัการหลงัการเก็บเก่ียว เพ่ือใหไ้ดผ้ลิตผลท่ีมีคุณภาพ ปลอดภยั และเหมาะสมต่อ    การบริโภค มีการใชส้ารเคมี 
แต่ควบคุมปริมาณสารเคมีตกคา้งใหอ้ยูใ่นเกณฑท่ี์ยอมรับไดว้า่ปลอดภยัต่อการบริโภค และใชปุ๋้ยเคมีร่วมกบัปุ๋ยอินทรีย ์(ปุ๋ยคอก 
และปุ๋ยหมกั) และปุ๋ยชีวภาพเพ่ือปรับปรุงสภาพดิน ส่วนการเกษตรอินทรีย ์หมายถึง ระบบเกษตรท่ีผลิตอาหารหรือผลิตผลท่ี
ปลอดภยั และในขบวนการผลิตจะตอ้งมีผลกระทบต่อเกษตรกรและส่ิงแวดลอ้ม ดงันั้นขอ้ก าหนดท่ีส าคญัของการเกษตรอินทรีย ์
คือ ห้ามใชส้ารเคมีและสารสังเคราะห์ทุกชนิดในการผลิต และพ้ืนท่ีการเกษตรอินทรียจ์ะตอ้งปลอดจากการปนเป้ือนของดิน น ้ า 

4F 7F 8F 
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และอากาศ ซ่ึงจากรายงานการวจิยัของ สายชล พรมีอยู ่และคณะ [6] ศึกษาเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของผกับุง้จีน เม่ือใชปุ๋้ยมูล
ววั ปุ๋ยหมกั และปุ๋ยเคมีในอตัราต่างๆ พบว่า ทรีตเมนตท่ี์ไม่ใส่ปุ๋ยเคมีผกับุง้จีนมีการเจริญเติบโตต ่ากว่าท่ีใส่ปุ๋ยเคมี และมีการ
เจริญเติบโตไดสู้งท่ีสุดในทรีตเมนตท่ี์ใส่ปุ๋ยเคมีร่วมกบัมูลววั ส่วนจากรายงานการวิจยัของ นิจพร ณ พทัลุง (2552) ศึกษาผลของ
ปุ๋ยอินทรีย ์ ปุ๋ยเคมี และปุ๋ยชีวภาพต่อการเจริญเติบโตและผลผลิตของมะเขือเทศสีดา พบวา่การใส่ปุ๋ยอินทรียอ์ตัรา 4 ตนัต่อไร่จะ
ท าใหม้ะเขือเทศสีดามีการเจริญเติบโตและผลผลิต (ผลผลิต 1,920 กิโลกรัมต่อไร่) มากกวา่การใส่ปุ๋ยเคมีอตัรา 100 กิโลกรัมต่อไร่ 
(ผลผลิต 1,463 กิโลกรัมต่อไร่) แต่เม่ือพิจารณาความคุม้ค่าในการลงทุนแลว้ การใชปุ๋้ยเคมีเสริมอินทรียอ์ตัรา 100 กิโลกรัมต่อไร่ 
จะท าใหเ้กษตรกรมีก าไรในการผลิตมะเขือเทศมากท่ีสุด อีกทั้งการใส่ปุ๋ยอินทรียใ์นดินท่ีมีอินทรียวตัถุต ่าหรือปานกลาง เป็นการ
ช่วยเพ่ิมแหล่งอาหารของจุลินทรียใ์นดินเพ่ิมปริมาณมากข้ึน และพบว่ากิจกรรมของจุลินทรียใ์นดินเพ่ิมข้ึน สรุปไดว้่าการจดั
การเกษตรมีผลต่อความหลากหลายของแบคทีเรีย โดยพบวา่การจดัการเกษตรแบบ การเกษตรปลอดภยัท่ีมีการเติมอินทรียส์าร
จ าพวกปุ๋ยคอก ปุ๋ยหมกั ลงสู่ดินร่วมกบัการใชส้ารเคมี เป็นระบบท่ีพบความหลากหลายและปริมาณของแบคทีเรียมากท่ีสุด ซ่ึง
สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Yang et al. [19] พบวา่ เช้ือมีความหลากหลากมากข้ึนเม่ือมีการเติมปุ๋ยคอกและปุ๋ยหมกั  
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