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ความหลากหลายของจุลินทรีย์ดินในแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่าและ
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บทคัดย่อ
การวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์ดินในแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่าจาก

ศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติĝพระบรมราชินีนาถ	 (ศมม.)	 4	 ศูนย์	 ได้แก่	 กาญจนบุรี	

ขอนแก่น	ศรีสะเกษ	และอุบลราชธานี ท�าการแยกเชื้อจุลินทรีย์บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	4	ชนิด	ได้แก่	Nutrient	agar	

(NA),	Potato	dextrose	agar	 (PDA),	Rose	bengal	agar	 (RBG)	และ	Modified	selective	 fusarium	agar	

(SFA)	 สามารถแยกเชื้อแบคทีเรียบนอาหาร	NA	 ได้	 24	 ไอโซเลต	ประกอบด้วย	 แบคทีเรียแกรมบวก	 รูปร่างท่อน

มีเอนโดสปอร์แบคทีเรียแกรมลบ	รูปร่างท่อน	แบคทีเรียแกรมบวก	รูปร่างกลม	และ	Actinomycetes	นอกจากนี้

ยังสามารถแยกเชื้อราได้ทั้งหมด	 75	 ไอโซเลต	 บนอาหาร	 PDA,	 RBG	 และ	 SFA	 ผลการจ�าแนกด้วยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาพบว่าเป็นเชื้อราชนิดต่างๆ	ได้แก่	Aspergillus	sp.,	Chaetomium sp.,	Curvularia sp.,	Fusarium	

sp.,	Penicillium	sp., Phytophthora sp.	และ	Rhizopus	sp.	ส่วนการตรวจสอบยืนยันเชื้อรา Fusarium	sp.	

ด้วยไพรเมอร์จ�าเพาะต่อ	 F. solani ที่เป็นสาเหตุโรครากเน่าหม่อน	 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ	 300	 คู่เบส

ในทุกไอโซเลต	แสดงว่า	Fusarium spp.	ที่แยกได้นั้นคือ	F. solani	

ค�าส�าคัญ :	จุลินทรีย์ดิน;	ไพรเมอร์จ�าเพาะ;	รากเน่าหม่อน
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Abstract 
	 	 The	 diversity	 of	 soil	microorganisms	 in	mulberry	 root	 rot	 disease	 infesting	 fields	was	

investigated	from	The	2ueen	Sirikit	Sericulture	Center	at	Kanchanaburi,	Khon	Kaen,	Sisaket	and	

Ubon	Ratchathani	provinces.	Isolation	of	the	soil	microorganisms	was	performed	on	four	media	

as	nutrient	agar	(NA),	potato	dextrose	agar	(PDA),	rose	bengal	agar	(RBG)	and	modified	selective	

fusarium	agar	(SFA).	Twenty-four	bacterial	 isolates	were	arisen	from	NA	including	gram	positive	

endospore	forming	rod,	gram	negative	rod,	gram	positive	cocci	and	Actinomycetes.	Similarly,	75	

isolates	of	fungi	were	gained	from	PDA,	RBG	and	SFA	and	could	be	defined	to	be	Aspergillus	sp.,	

Chaetomium sp.,	Curvularia sp.,	Fusarium	sp.,	Penicillium	sp., Phytophthora sp.	and	Rhizopus	sp.	

by	 their	morphological	 characteristics.	 Verification	 of	 the	 causal	 pathogen	 of	mulberry	 root	

rot	disease	could	be	accomplished	using	specific	primers	for	F.	solani	in	which	a	DNA	band	at	

approximately	300	bp	was	revealed.	

,eywords :	Soil	Microorganisms;	Specific	Primer;	Mulberry	Root	Rot
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1. บทน�า 
ดินเป็นวัตถุธรรมชาติซึ่งเกิดจากการแปรสภาพ

ทางชีวเคมีของหิน	 แร่	 และอินทรียวัตถุ	 โดยทั่วไปดิน

มส่ีวนประกอบหลกั	ได้แก่	สารอนนิทรย์ี	สารอนิทรย์ี	น�า้	

และอากาศ	 ซึ่งดินในแต่ละแหล่งจะมีโครงสร้างและ

ลักษณะของดินที่แตกต่างกัน	 หากเปรียบเทียบกับ

ปริมาณดินทั้งหมดจะมีจุลินทรีย์เพียงร้อยละ	 1	 โดย

จลุนิทรย์ีทีพ่บส่วนใหญ่เป็นพวกแบคทเีรยี	แอคตโินมยั

สีท	เชื้อรา	สาหร่าย	และโปรโตซัว	เป็นต้น	จุลินทรีย์ใน

ดินจะแตกต่างกันไปตามชนิดของดิน	 แร่ธาตุ	 อินทรีย์

สารในดิน	 ความชื้นของดิน	 เป็นต้น	 ในปŦจจัยเหล่านี้

อินทรีย์สารหรือสารอาหารในดินมีความส�าคัญต่อการ

เจริญเติบโตของจุลินทรีย์เป็นอย่างยิ่ง	 หากดินท่ีมีสาร

อินทรีย์มากก็มักมีจุลินทรีย์มากด้วย	 จุลินทรีย์มีความ

ส�าคัญต่อการเจริญเติบโตของพืชโดยช่วยหมุนเวียน

ธาตุอาหารในดิน	 ซึ่งจุลินทรีย์อาจมีการแปรสภาพ

อินทรียวัตถุในดินพวกซากพืชหรือซากสัตว์	 ให้กลาย

เป็นธาตุอาหารท่ีเป็นประโยชน์ต่อพืชได้จากงานวิจัย	

[1]	 ได้ท�าการแยกเชื้อราจากดินชนิดต่างๆ	 ในòŦ ũง

ตะวันตกของประเทศจอเจีย	 บนอาหาร	 Czapek	 ที่

มีการดัดแปลงส่วนประกอบของอาหารเล้ียงเชื้อให้

เหมาะสมกับการเพาะเลี้ยงเชื้อราโดยพบว่าในดิน

แต่ละชนิดนั้นจะมี	 Zygomycetes,	 Ascomycete	

และ	 Deuteromycetes	 อยู่กระจายในดินทุกชนิด	

โดยดินที่ต่างชนิดกันพบว่ามีปริมาณเชื้อราแตกต่าง

กันไป	 ซึ่งในดินท่ีมีปริมาณเช้ือรามากน้ันเป็นดินท่ีมีแร่

ธาตุและăิวมัสสูง	 ในปŦจจุบันมีการท�าการเกษตรที่ใช้

ปุŞยเคมีอย่างกว้างขวาง	 เน่ืองจากความต้องการของ

ผลผลิตที่มากขึ้น	 จึงจ�าเป็นต่อการน�าปŦจจัยการผลิต

อื่นๆ	 เพิ่มเข้ามามากขึ้น	 ท�าให้เกิดปŦญหาการใช้อย่าง

ไม่สมดุลหรือเป็นการใช้อย่างท�าลาย	 ซ่ึงการกระท�า

เหล่านี้อาจท�าให้จุลินทรีย์ส่วนหนึ่งตายไป	 แล้วท�าให้

อินทรียวัตถุส ่วนหนึ่งหายไปด้วย	 เมื่อจุลินทรีย ์

หลายชนิดตายไปหรือลดจ�านวนลง	 อัตราการเกิด

กระบวนการหมุนเวียนธาตุอาหารในดินก็ลดน้อยลง

ไปด้วย	 ส�าหรับความหลากหลายของจุลินทรีย์ในดิน	

โดยส่วนใหญ่พบว่าเป็นแบคทีเรียจ�านวนมากที่สุด	

รองลงมาคือเชื้อรา	 โดยแบคทีเรียและเชื้อรามีหน้าที่

ในการย่อยสลายซากพืชซากสัตว์	 และผลิตăิวมัสที่

เปล่ียนแปลงเป็นแร่ธาตุในดินให้เป็นประโยชน์ต่อส่ิงมี

ชวีติทัง้จลุนิทรย์ีและพชื	ซึง่ทัง้แบคทเีรียและเชือ้ราบาง

ชนิดสามารถก่อโรคในพืชได้	[2],	[3]	

	 โรครากเน่าหม่อนเป็นปŦญหาระดับประเทศและ

ระดับทวีปเอเชีย	 ซ่ึงเป็นอุปสรรคที่ส�าคัญอย่างย่ิงของ

ผู้ประกอบอาชีพปลูกหม่อนเลี้ยงไหม	 และก่อให้เกิด

ความเสียหายรุนแรงต่ออุตสาหกรรมการปลูกหม่อน

เลีย้งไหมเนือ่งจากโรคนีส้ามารถท�าให้หม่อนตายภายใน

เวลารวดเร็วหลังจากเป็นโรค	 กล่าวคือ	 หากพบโรคใน

แปลงปลูกภายใน	3	ปี	หม่อนทั้งแปลงจะตายทั้งหมด	

ส่งผลให้ผลผลิตลดลงและโรคมีแนวโน้มที่จะร้ายแรง	

เพิ่มมากขึ้น	 ท�าให้เกษตรกรบางรายต้องเปลี่ยนอาชีพ

ไปท�าการเกษตรอย่างอื่น	 โรคนี้สามารถพบได้ทุกแห่ง

และเป็นปŦญหากับการปลูกหม่อนเลี้ยงไหม	โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งต่อการเกษตรในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ของประเทศไทย	 สามารถพบได้ในสภาพดินร่วนปน

ทรายมากกว่าดินเหนียว	ดินไม่อุ้มน�้า	และดินที่มีความ

อุดมสมบรูณ์ต�่า	 [4]	 โรครากเน่าหม่อนพบครั้งแรก

เมื่อ	 พ.ศ.	 2497	 แต่ยังไม่สามารถยืนยันถึงเช้ือสาเหตุ

ของโรคได้	 จนกระทั่ง	 ปี	 ค.ศ.	 2011	 ได้มีการพิสูจน์

ว่าเชื้อรา	 Fusarium solani	 เป็นสาเหตุของโรคราก

เน่าหม่อน	 โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ�าเพาะ	 [5]	 และ

มีความไวที่สามารถใช้ตรวจหาเช้ือโรคได้ตั้งแต่เริ่ม

เข้าสู่รากหม่อนก่อนที่หม่อนจะเป็นโรครากเน่าตาย

การแยกและจัดจ�าแนกเชื้อรา	Fusarium	 spp.	 จาก

ดนิรอบรากและรากหม่อนทีแ่สดงอาการรากเน่าทีป่ลกู

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย	 พบ	

Fusarium	 spp.	 11	 สปีชีส์	 ได้แก่ F. Solani, F. 

Moniliforme, F. oxysporum, F. Phaseoli, 

F. Dlamini, F. culmorum, F. dimerum, F. 

Graminearum, F. Beomiforme, F. scirpi และ 
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F. Anthophilum	ซึง่พบว่าเป็นเชือ้	F. solani มากทีสุ่ด

ถึง	 102	 ไอโซเลต	 โดยตรวจสอบลักษณะสัณฐาน

วิทยา	 ได้แก่	 ลักษณะโคโลนี	 ขนาดและรูปร่างของ	

Microconidia	 และ	 Macroconidia	 ขนาดและ

ชนิดของ	 Conidiophore	 ตรวจสอบการพบ	

Chlamydospore	 และจัดจ�าแนกด้วยวิธี	 Random	

Amplified	Polymorphic	DNA	(RAPD)[6]	นอกจาก

นั้นยังมีการศึกษาวิจัยถึงเชื้อสาเหตุโรครากเน่าหม่อน

ในพืชอื่นๆ	 เพ่ิมเติม	 เช่น	 การศึกษาในยาสูบพบว่า	

Gelasinospora reticulate	 เป็นสาเหตุโรครากเน่า

ของยาสบู	ซึง่เป็นรายงานการพบครัง้แรกในประเทศจนี	

[7]	 และการศึกษากับเชื้อรา	Phytophthora	 sojae	

พบว่าก่อให้เกิดความเสียหายอย่างมากในแปลงปลูก

ถั่วเหลืองของแคนาดา	 อัตราการเกิดและความรุนแรง

ของโรครากเน่า	 อาจเกิดจากความหนาแน่นของดิน

ในแปลงปลูก	 ความชื้นในดินสูงต่อเนื่องเป็นเวลานาน

และความไวของต้นถัว่เหลอืงต่อเชือ้สาเหตโุรค	[8]	การ

จัดการโรคน้ีในแต่ละพื้นที่จะมีวิธีการแตกต่างกันไป	

ท�าให้สภาพและโครงสร้างของดินมีความแตกต่างกัน

ซึ่งจะส่งผลต่อความหลากหลายของเชื้อจุลินทรีย์ดิน

ทีแ่ตกต่างกนั	ซ่ึงงานวจัิยในครัง้นีไ้ด้ท�าการศกึษาความ

หลากหลายของจุลินทรีย์ในดินจากแปลงหม่อนที่

เกิดโรครากเน่าจากพื้นท่ีต่าง	 ๆ	 เพื่อให้ทราบถึงชนิด

ของจุลินทรีย์ที่อยู ่ในดิน	 และทราบปริมาณเชื้อรา

F. solani	ซึ่งเป็นเชื้อสาเหตุโรครากเน่าในหม่อน	เพื่อ

ใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาหาวิธีป้องกันและรักษา

โรครากเน่าต่อไป

2. ระเบียบวิธีวิจัย 
2.1 การเกบ็ตวัอย่างดนิและเตรยีมตวัอย่างดิน

เก็บตัวอย่างดินจากพ้ืนท่ีแปลงหม่อนท่ีเคยเกิด

โรครากเน่าระบาดมาท�าการตรวจหาเช้ือสาเหตโุรคก่อน

ท�าการปลูกหม่อนครั้งใหม่	 จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิม

พระเกียรติฯ	 (ศมม.)	4	ศูนย์	 ได้แก่	ศมม.	กาญจนบุรี	

ขอนแก่น	 ศรีสะเกษ	 และอุบลราชธานี	 โดยมีขั้นตอน

ดังต่อไปนี้	 แบ่งพื้นท่ีทั้งหมดเป็น	 4	 ส่วน	 ซึ่งในแต่ละ

ส่วนเกบ็ตวัอย่างดินทัง้หมด	10	จดุ	รวมเป็น	1	กโิลกรมั	

โดยการเก็บดินแต่ละจุดให้ใช้พล่ัวขุดดินเป็นรูปล่ิมลึก

ประมาณ	 15	 เซนติเมตร	 หลังจากน้ันเก็บดิน	 โดยใช้

พล่ัวแซะดินข้างหลุมด้านเรียบ	 ให้ได้ดินเป็นแผ่นหนา

ประมาณ	2-3	เซนติเมตร	จนถึงก้นหลุม	น�าตัวอย่างดิน

ทั้ง	10	จุดที่ได้	มาคลุกเคล้าให้เข้ากันบนแผ่นพลาสติก

ให้ผสมกันจากนั้นท�าตัวอย่างดินให้เป็นกอง	 แล้วแบ่ง

ดินเป็น	 4	 ส่วน	 เท่าๆ	 กัน	 จากนั้นเก็บตัวอย่างจาก

กองดินเพียง	 1	 ส่วน	 ของดิน	 1	 กิโลกรัม	 ใส่ดินลงใน

ถุงพลาสติกที่เตรียมไว้	 น�าตัวอย่างดินมาตากแห้งที่

ลมโกรก	 โดยห้ามตากแดด	 ถ้าดินจับก้อนต้องทุบให้

ละเอียดและเคล้าให้เข้ากัน	[9]	

2.2 การศึกษาจุลินทรีย์ในดิน
น�าตัวอย่างดินที่ได้ในแต่ละแห่งมา	 10	 กรัม

มาแขวนลอยในน�้ากล่ันปลอดเช้ือ	 90	 มิลลิลิตร	 เขย่า

ให้เข้ากัน	 10-15	 นาที	 แล้วพักให้ตกตะกอน	 จากนั้น

วัดค่า	pH	ของสารละลายดิน	แล้วท�าการเจือจางในน�้า

กลัน่ปลอดเชือ้	โดยใช้ค่าการเจอืจาง	10-3	แล้วน�าเชือ้มา

เกลี่ยลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเชื้อ	4	ชนิด	ได้แก่	NA,	

PDA,	RBG	และ	Modified	SFA	จ�านวน	3	ซ�้า	บ่มที่

อุณหภูมิ	 28	 องศาเซลเซียส	 เป็นเวลา	 24-48	 ชั่วโมง	

เพื่อตรวจสอบโคโลนี	 และนับจ�านวนเพื่อค�านวณหา

ปริมาณจุลินทรีย์ดิน	 แล้วบันทึกข้อมูลเบื้องต้น	 จาก

นั้นคัดเลือกจุลินทรีย์ที่มีลักษณะโคโลนีที่แตกต่างกัน	

เก็บในอาหารเล้ียงเชื้อแบบวุ้นเอียง	 น�าไปเก็บรักษาไว้

ที่อุณหภูมิ	4	องศาเซลเซียส	เพื่อการศึกษาต่อไป	โดย

แบคทีเรียท�าการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

คุณสมบัติทางชีวเคมี	ส่วนเชื้อราท�าการศึกษาด้วยการ

ตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยการสังเกต

ลักษณะโคโลนี	เส้นใย	และสปอร์	โดยน�าเชื้อราที่แยก

ได้	เพาะเลี้ยงบนอาหาร	PDA	เป็นเวลา	5-7	วัน	จาก

นั้นน�ามาท�า	Wet	Mount	 เพื่อตรวจสอบลักษณะใต้

กล้องจุลทรรศน์
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2.3 ตรวจสอบเชื้อ 'usarJuN solanJ ที่เปŨน

สาเหตุโรครากเน่าในหม่อนด้วยไพรเมอร์

จ�าเพาะ
น�าเชื้อรา	 Fusarium spp. ที่เลี้ยงบนอาหาร	

PDA	นาน	7	วัน	มาเจาะบริเวณขอบของโคโลนี	ด้วย	

Cork	 Borer	 แล้วย้ายชิ้นวุ้น	 1	 ช้ินไปเลี้ยงในอาหาร	

Potato	Dextrose	Broth	(PDB)	บ่มเชื้อไว้ที่อุณหภูมิ	

28	องศาเซลเซยีส	สภาพเขย่า	120	รอบต่อนาที	นาน	7	

วนั	เก็บเส้นใยโดยกรองด้วยกระดาษกรอง	(Whatman	

no.1)	 ล้างด้วยน�้ากลั่นน่ึงฆ่าเชื้อ	 2-3	 ครั้ง	 เก็บท่ี

อุณหภูมิ	-20	องศาเซลเซียส	จนกว่าจะน�าไปแยกสกัด

ดีเอ็นเอ	 [10]	 โดยน�า	 Genomic	DNA	ของเชื้อรามา

ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์จ�าเพาะต่อเชื้อรา	 F. solani	

[10]	 โดย	 PCR	 reaction	 ประกอบไปด้วย	 59	Taq	

buffer	5	ไมโครลิตร,	MgCl
2
	(25	mM)	2	ไมโครลิตร	

dNTPs	 mix	 (100	 mM	 each)	 0.2	 ไมโครลิตร,	

Fsol-F1:	GAGGACCCCCTAACTCT	(100	rmol/ml)	

0.5	ไมโครลิตร,	Fsol-R1:	GGGACCGCCACTGTATT	

(100	rmol/ml)	0.5	ไมโครลิตร,	Taq polymerase	

(Promega)	 (5	 unit/ml)	 0.125	 ไมโครลิตร	 และ	

Genomic	 DNA	 ความเข้มข้น	 100	 ng/ml	 จ�านวน	

5	 ไมโครลิตร	ปรับปริมาตรให้ได้	25	 ไมโครลิตร	ด้วย

น�้ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ	ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอท�าที่	95	

องศาเซลเซียส	เป็นเวลา	5	นาที	Denatured	94	องศา

เซลเซียส	 เป็นเวลา	 30	 วินาที	 Annealing	 56	 องศา

เซลเซยีส	เป็นเวลา	30	วนิาท	ีและ	Extension	72	องศา

เซลเซียส	เป็นเวลา	1	นาที	จ�านวน	30	รอบ	และตาม

ด้วยอณุหภมูทิี	่72	องศาเซลเซยีส	เป็นเวลา	5	นาที	โดย

ใช้เครื่อง	DNA	Thermal	Cycle	(Biometra,	Model	

T-personal)	น�า	PCR	produce	ปรมิาตร	5	wl	ผสมกบั	

Loading	 Dye	 2	 wl	 (Gene	 Dire9)	 แยกขนาดบน

ร้อยละ	 2	 Agarose	 Gel	 Electrophoresis	 ภายใต้

สภาพ	19	TBE	ที่กระแสไฟฟ้า	 100	 โวลต์	 เป็นเวลา	

50	 นาที	 แล้วตรวจสอบแถบ	 DNA	 ด้วยเครื่อง	 Gel	

Documentation	 (GENE	 GENIUS	 Bio	 Imaging	

System)	[10]

3. ผลการศึกษาและอภิปรายผล 
3.1 การเก็บตัวอย่างดินและเตรียมตวัอย่างดิน

จากการเกบ็ตวัอย่างดนิจากศนูย์หม่อนไหมเฉลมิ

พระเกียรติฯ	4	ศูนย์	ได้แก่	ศมม.	กาญจนบุรี	ขอนแก่น	

ศรีสะเกษ	 และอุบลราชธานี	 พบว่าตัวอย่างดินจาก	

ศมม.	 กาญจนบุรี	 มีลักษณะเนื้อดินเป็นสีน�้าตาลแดง	

ร่วน	 และมีค่า	 pH	 7.15	 ดินจาก	 ศมม.	 ขอนแก่น	 มี

ลักษณะเนื้อดินเป็นสีน�้าตาลแดง	 ร่วน	 และมีค่า	 pH	

6.77	 ดินจาก	 ศมม.	 ศรีสะเกษ	 มีลักษณะเน้ือดินเป็น

สีน�้าตาล	ร่วน	และมีค่า	pH	7.43	และดินจาก	ศมม.	

อบุลราชธาน	ีมลีกัษณะเนือ้ดนิมสีนี�า้ตาลคล�า้	ร่วน	และ

มีค่า	pH	6.59	(รูปที่	1)	ซึ่งการระบาดของโรครากเน่า

หม่อนจะพบในบริเวณที่เป็นดินร่วนปนทรายมากกว่า

ดนิเหนยีว	และเชือ้ราสาเหตุโรคเจรญิได้ดใีนสภาพดนิที่

เป็นกรดอ่อนถึงกลาง	แต่อย่างไรก็ตามการเกิดโรคราก

เน่ายังมีปŦจจัยอื่นร่วมด้วย	เช่น	การตัดแต่ง	พันธุ์หม่อน	

ความชื้นในดิน	เป็นต้น	[9]

รูปที่ 1	ลักษณะตัวอย่างดินจากจากศูนย์หม่อนไหม

เฉลิมพระเกียรติฯ	4	ศูนย์	

ก)	ศมม.	อุบลราชธานี	ข)	ศมม.	ศรีสะเกษ	

ค)	ศมม.	ขอนแก่น	ง)	ศมม.	กาญจนบุรี

3.2 การศึกษาจุลินทรีย์ในดิน
จากการศึกษาความหลากหลายของจลิุนทรย์ีใน

แปลงหม่อนทีเ่กดิโรครากเน่าจากศนูย์หม่อนไหมเฉลมิ

พระเกียรติฯ	 (ศมม.)	 4	 ศูนย์	 ได้แก่	 ศมม.กาญจนบุรี	

ขอนแก่น	ศรีสะเกษ	และอุบลราชธานี	โดยน�าตัวอย่าง
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ดิน	 มาแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 4	 ชนิด	 ได้แก่	

NA,	 PDA,	 RBG	 และ	modified	 SFA	 การแยกเชื้อ

แบคทีเรียบนอาหาร	 NA	 พบว่า	 สามารถคัดแยก

แบคทีเรียทั้งหมดได้	 1.1x105,	 1.31x105,	 1.24x105

และ	1.43x105	CFU/ดิน	1	กรัม	จาก	ศมม.	กาญจนบุรี	

ขอนแก่น	 ศรีสะเกษ	 และอุบลราชธานี	 ตามล�าดับ	

การแยกเชื้อราบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 PDA	พบว่า	 ศมม.

กาญจนบรุ	ีสามารถคดัแยกเชือ้ราทัง้หมดได้	2.53x104

CFU/ดิน	1	กรัม	ศมม.	ขอนแก่นสามารถคัดแยกเชื้อรา

ทั้งหมดได้	1.55x104	CFU/ดิน	1	กรัม	ศมม.	ศรีสะเกษ	

สามารถคัดแยกเชื้อราทั้งหมดได้	 4.94x104	 CFU/ดิน	

1	กรัม	และศมม.	อุบลราชธานีสามารถคัดแยกเชื้อรา

ทั้งหมดได้	2.73x103	CFU/ดิน	1	กรัม	การแยกเชื้อรา

บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 RBG	 พบว่า	 ศมม.กาญจนบุรี

สามารถคัดแยกเชื้อราท้ังหมดได้	 9x103	 CFU/ดิน	 1	

กรัม	 ศมม.	 ขอนแก่นสามารถคัดแยกเชื้อราท้ังหมดได้	

1x104	CFU/ดิน	1	กรัม	ศมม.	ศรีสะเกษ	สามารถคัด

แยกเชื้อราทั้งหมดได้	2.46x104	CFU/ดิน	1	กรัม	และ

ศมม.	 อุบลราชธานี	 สามารถคัดแยกเชื้อราทั้งหมดได้	

7.12x103	CFU/ดิน	 1	 กรัม	 และ	 การแยกเช้ือราบน

อาหารเลีย้งเชือ้	modified	SFA	พบว่า	ศมม.กาญจนบรุี

สามารถคัดแยกเชื้อราทั้งหมดได้	 1.7x104	 CFU/ดิน

1	กรมั	ศมม.ขอนแก่น	สามารถคดัแยกเชือ้ราทัง้หมดได้	

1.59x104	CFU/ดิน	1	กรัม	ศมม.	ศรีสะเกษ	สามารถ

คัดแยกเชื้อราทั้งหมดได้	 3.92x104	 CFU/ดิน	 1	 กรัม	

และ	ศมม.	อุบลราชธานีสามารถคัดแยกเชื้อราทั้งหมด

ได้	2.73x104	CFU/ดิน	1	กรัม	(ตารางที่	1)

	 อาหารเลี้ยงเชื้อ	NA	สามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย

ได้ทั้งหมด	24	ไอโซเลต	โดยได้จาก	ศมม.	กาญจนบุรี	7	

ไอโซเลต	ศมม.	ขอนแกน่	7	ไอโซเลต	ศมม.	ศรสีะเกษ	4	

ไอโซเลต	และศมม.	อุบลราชธานี	6	ไอโซเลต	จากการ

ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและทดสอบคณุสมบตัิ

ทางชวีเคม	ีสามารถจดักลุ่มแบคทเีรยีได้ดงันี	้แบคทเีรยี

รปูร่างท่อน	แกรมบวก	มเีอนโดสปอร์	แบคทเีรยีรปูร่าง

ท่อนแกรมลบ	 แบคทีเรียรูปร่างกลม	 แกรมบวก	 และ	

Actinomycyes sp.	(รูปที่	2,	ตารางที่	2)	ซึ่งแบคทีเรีย

ที่พบมากท่ีสุด	 คือ	 แบคทีเรียรูปร่างท่อน	 แกรมบวก

มีเอนโดสปอร์	และเมื่อพิจารณาร่วมกับคุณสมบัติทาง

ชีวเคมีบางประการ	เช่น	การทดสอบ	 IMVic,	Citrate	

test,	 Triple	 Sugar	 Iron	 Agar	 Test,	 Glucose	

Fermentation	 และ	 Sucrose	 Fermentation

เป็นต้น	 (ตารางที่	 3)	 อาจจ�าแนกเป็น	 Bacillus	 sp.

ซึ่ ง เป ็นแบคที เรี ยส ่ วนใหญ ่ที่ มั กพบในดิน	 คือ

Bacillus	 sp.	 และ	Pseudomonas spp.	 [11]	 ซึ่ง	

Bacillus	spp.	สามารถเจริญในสภาวะ	pH	ต่างๆ	เป็น

ช่วงกว้างตั้งแต่	pH	2-11	ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์	[12]

รูปที่ 2	ลักษณะโคโลนีและการติดสีแกรม

ของตัวอย่างเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากดิน

จากแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่า

จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติฯ	

ก)	โคโลนีสีขาวครีม	รูปร่างไม่แน่นอน	ทึบแสง	

ข)	โคโลนีสีเหลืองอ่อน	รูปร่างกลม	ทึบแสง	

ค)	โคโลนีสีครีม	รูปร่างกลมเล็ก	ทึบแสง	

ง)	แบคทีเรียแกรมบวก	รูปร่างท่อน	มีเอนโดสปอร์	

จ)	แบคทีเรียแกรมบวก	รูปร่างท่อนสั้น	

ฉ)	แบคทีเรียแกรมลบ	รูปร่างท่อนสั้น	

ที่ก�าลังขยายของเลนส์วัตถุ	1009

อาหารเลี้ยงเชื้อ	 PDA,	 RBG	 และ	Modified	

SFA	 สามารถแยกเชื้อราได้ทั้งหมด	 75	 ไอโซเลต	

ประกอบด้วย	 ศมม.	 กาญจนบุรี	 16	 ไอโซเลต	 ศมม.	
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ขอนแก่น	15	ไอโซเลต	ศมม.	ศรีสะเกษ	19	ไอโซเลต	

และ	 ศมม.	 อุบลราชธานี	 25	 ไอโซเลต	 เม่ือท�าการ

จัดจ�าแนกชนิดของเชื้อราด้วยลักษณะทางสัณฐาน

วิทยา	พบว่า	เป็นเชื้อรา	Aspergillus sp.	24	ไอโซเลต	

Chaetomium	 sp.	 6	 ไอโซเลต	Curvularia sp.	 4

ไอโซเลต	Fusarium	sp.	9	ไอโซเลต	Penicillium	sp.	

3	ไอโซเลต	Phytophthora	sp.	3	ไอโซเลต	Rhizopus	

sp.	2	ไอโซเลต	และ	Unknown	24	ไอโซเลต	(รูปที่	3,	

ตารางที	่2)	เช้ือราทีพ่บมากทีส่ดุ	ได้แก่	Aspergillus	sp.	

อาจเนื่องมาจากค่า	 pH	 ที่เหมาะส�าหรับการเจริญ

ของรากลุ่มนี้	 [13]	 และยังมีหลายการศึกษาที่ท�าการ

แยก	 และจ�าแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์จากแปลง

หม่อนและตัวอย่างหม่อนท่ีเกดิโรครากเน่า	ซ่ึงพบเชือ้รา

หลายสกลุ	เช่น	Fusarium, Verticillium, Sclerotium, 

Pythium, Rhizoctonia	และ	Phytophthora	 [14]

ซึ่งจากการวิจัยคร้ังน้ีพบว่าแยกเชื้อ	 Fusarium	 sp.

ได้มากสดุจากดนิในแปลงหม่อนจาก	ศมม.	อบุลราชธานี	

รูปที่ 3	ลักษณะทางสัณฐานของตัวอย่างเชื้อรา

ที่แยกได้จากดินจากแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่า

จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติฯ	ก),	จ)

Aspergillus	sp.	ข),	ฉ)	Chaetomium	sp.

	ค),	ช)	Curvularia sp.	และ	ง),	

ซ)	Fusarium	sp.	ที่ก�าลังขยายของเลนส์วัตถุ	409

ซึ่งพบว่าดินมีค่า	pH	เป็นกรดอ่อนเป็นช่วงที่เหมาะสม

ในการเจรญิของเชือ้รา	และยงัมรีายงานพบการระบาด

ของโรครากเน่าหม่อนด้วย

ตารางที่ 1	จ�านวนเชื้อจุลินทรีย์ทั้งหมดที่แยกได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อ	 4	 ชนิด	 ด้วยวิธีการเกลี่ยเชื้อ	 (Spread	 Plate	

	 Technique)

Medium Microorganisms Total Plate Count (CFU/1 g soil)

2ueen Sirikit Sericulture Center (2SSC)

,anchanaburi ,hon ,aen Srisaket Ubon Rachathani

NA Bacteria 1.1x105 1.31x105 1.24x105 1.43x105

PDA Fungi 2.53x104 1.55x104 4.94x104 2.73x103

RBG Fungi 9x103 1.00x104 2.46x104 7.12x103

SFA Fungi 1.7x104 1.59x104 3.92x104 2.73x104
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ตารางที่ 2	 การแยกและจดัจ�าแนกชนดิของเชือ้แบคทเีรยีและเชือ้ราทีแ่ยกได้จากศูนย์หม่อนไหมเฉลมิพระเกยีรตฯิ	

4	ศูนย์	ด้วยลักษณะทางสัณฐานวิทยา

2SSC Total 

isolates

Bacteria group *solates Total 

isolates

Fungi *solates

Kanchaburi 7 Rod	shape,	gram	positive,	

endospore	

Rod	shape,	gram	negative

5

1

16 Aspergillus	sp.	

Chaetomium	sp.	

Curvularia	sp.

2

2

4

Actinomycetes 1 Fusarium	sp. 2

Penicillium	sp. 1

Phytophthora	sp. 1

Unknown 4

Khon	Kaen 7 Rod	shape,	gram	positive,	

endospore

Rod	shape,	gram	negative

5

1

15 Aspergillus	sp.	

Chaetomium	sp.

Fusarium	sp.

7

1

3

Cocci	shape,	gram	positive 1 Penicillium	sp. 1

Phytophthora	sp. 1

Unknown 2

Srisaket 4 Rod	shape,	gram	positive,	

endospore

Actinomycetes

3

1

19 Aspergillus	sp.	

Chaetomium	sp.	

Fusarium	sp.

6

1

1

Penicillium	sp. 1

Phytophthora	sp. 1

Rhizopus sp. 1

Unknown 8

Ubon

Rachathani

6 Rod	shape,	gram	positive,	

endospore

4 25 Aspergillus	sp. 

Chaetomium	sp.

9

2

Cocci	shape,	gram	positive 2 Fusarium	sp. 3

Rhizopus	sp. 1

Unknown 10
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ตารางที่ 3	คุณสมบัติทางชีวเคมีบางประการของเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากดินในแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่า

จากศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติฯ	4	ศูนย์

*solates (ram Shape *ndole Methyl 

red 

7oges�

Proskauer 

Citrate TS* Fermentation

(lucose Lactose Sucose

KJ1N � Rod - � - - A/K � - �

KJ2N � Short	Rod - � - � K/K � - �

KJ3N � Short	rod - � - - K/A � - �

KJ4N � Short	rod - � - - K/A � - �

KJ5N - Short	rod - � - - K/A � - -

KJ6N � Rod - � � � A/A - - -

KJ7N � Rod - - - - A/K - - -

KK1N � Cocci - � - � A/A - - �

KK2N � Short	rod - � � - K/A � - �

KK3N � Rod - � - � K/K � - �

KK4N - Short	rod - � - � K/K � - �

KK5N � Rod - � - - K/K � � �

KK6N
�

Rod - � - - K/K � � �

KK7N - Short	rod - � - � K/AG � � �

SK1	N � Rod � - - - A/K � - �

SK2N � Rod � - - � A/A� � - �

SK3N � short	Rod - � - - K/AG � � �

SK4N � Rod - - - - A/AG � � �

UB1N � Rod � - - - A/K � - �

UB2N � Rod � � - - A/K � - �

UB3N � Short	rod - � - - A/K � - -

UB4N � Short	rod - - - - K/K - - -

UB5N � Cocci - � - � A/A - - �

UB6N

Bacillus*

Pseudomonas**

�

�

-

Cocci

Rod

Shot	rod

-

-

-

�

-

-

-

�

-

�

�

�

A/K

K/A

K/A

-

�

�

-

-

-

-

s

�

*	 BergeyĴs	Manual	of	Systematic	Bactereology	volume	3:	The	Firmicute,	2009

**	BergeyĴs	Manual	of	Systematic	Bactereology	volume	2:	The	Proteobacteria,	Part	B:	The	Gammaproteobacteria,	

	 2005
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3.3 ตรวจสอบเชื้อ 'usarJuN solanJ ที่เปŨน

สาเหตุโรครากเน่าในหม่อนด้วยไพรเมอร์

จ�าเพาะ
การตรวจหาเชื้อราสาเหตุโรครากเน่าหม่อน

ด้วยไพรเมอร์ที่จ�าเพาะต่อเชื้อรา	 F. solani ซ่ึงเป็น

เชื้อสาเหตุโรครากเน่าหม่อน	ด้วยเทคนิค	PCR	พบว่า	

Fusarium	 sp.	 ทุกไอโซเลตท่ีทดสอบสามารถให้แถบ

ดีเอ็นเอ	 ขนาดประมาณ	 300	 bp	 สอดคล้องกับงาน

วิจัยของวราภรณ์	[9]	ที่ได้รายงานไว้	ซึ่งแสดงว่าเชื้อรา	

Fusarium	sp.	ที่แยกได้จากดินจากแปลงหม่อนที่เกิด

โรครากเน่า	 คือ	 F. solani	 สาเหตุโรครากเน่าหม่อน

(รูปที่	 4)	 ซึ่งในปี	 ค.ศ.	 2011	 ได้มีการพิสูจน์ว่าเชื้อ	

F. solani	 เป็นสาเหตุของโรครากเน่าหม่อน	 [5]	และ

ได้ออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจ�าเพาะต่อ	 F. solani 

และไพรเมอร์น้ีมีความไวท่ีสามารถใช้ตรวจหาเช้ือโรค

ได้ตัง้แต่เริม่เข้าสูร่ากหม่อนก่อนทีห่ม่อนจะเป็นโรคราก

เน่าตาย	นอกจากนัน้ยงัมงีานวจิยัอกีมากทีท่�าการตรวจ

หาเช้ือโรคด้วยวธิดีงักล่าว	เช่น	งานวจิยัของ	Mishra	และ

คณะ	[15]	ได้มีการศึกษาการพัฒนาการตรวจสอบเชื้อ	

Fusarium	sp.	ที่เป็นเชื้อก่อโรคเหี่ยวของòรั่ง	โดยน�า

ตวัอย่างดนิจากพืน้ทีต่่างๆ	17	ตวัอย่าง	มาท�าการตรวจ

สอบเชื้อ	 Fusarium	 sp.	 ด้วยเทคนิค PCR	 โดยใช้

ไพรเมอร์		ITS1F	(5ľ-CCAGAGGACCCCCTAACTCT-3ľ)	

และ	 ITS1R	 (5ľ-GCCTGAGGGTTGTAATGACG-3ľ)

ที่มีความจ�าเพาะต่อ	 Fusarium	 sp.	 ซ่ึงจะให้แถบ

ดีเอ็นเอขนาดประมาณ	230	bp	[15]	เช่นเดียวกันกับ

วิธีที่ใช้ในงานวิจัยนี้	 ซึ่งพบว่าเป็นวิธีที่สะดวก	 รวดเร็ว	

สามารถวินิจฉัยเชื้อโรคในดินได้อย่างชัดเจน

4. สรุป
จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย์

ในแปลงหม่อนที่เกิดโรครากเน่าจากศูนย์หม่อนไหม

เฉลมิพระเกยีรตฯิ	(ศมม.)	4	ศนูย์	ได้แก่	ศมม.กาญจนบรุี	

ขอนแก่น	ศรีสะเกษ	และอุบลราชธานี	โดยน�าตัวอย่าง

ดิน	มาแยกเชื้อบนอาหารเลี้ยงเชื้อ	4	ชนิด	ได้แก่	NA,	

PDA,	 RBG)	 และ	Modified	 SFA	 สามารถแยกเช้ือ

แบคทเีรียและเชือ้ราได้หลากหลายชนดิ	จากการศกึษา

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและลักษณะทางชีวเคมีคาด

ว่าแบคทีเรียส่วนใหญ่คือ Bacillus sp.	 ส่วนเช้ือรา	

ประกอบด้วย	Aspergillus	sp.,	Chaetomium sp.,	

Curvularia sp.,	Fusarium	 sp.,	Penicillium	 sp., 

Phytophthora sp.	และ	Rhizopus	sp.	ซึง่เมือ่ท�าการ

ตรวจสอบยืนยันเชื้อรา Fusarium	 sp.	ด้วยไพรเมอร์

จ�าเพาะต่อ	F. solani สาเหตโุรครากเน่าหม่อน	พบแถบ

ดีเอ็นเอขนาดประมาณ	300	bp	ในทุกไอโซเลต	แสดง

ว่า	Fusarium spp.	ที่แยกได้นั้นคือ	F. solani	สาเหตุ

โรครากเน่าหม่อน

รูปที่ 4 การตรวจสอบเชื้อรา	Fusarium	sp.	

ด้วยไพรเมอร์จ�าเพาะต่อเชื้อรา	F. solani	

สาเหตุโรครากเน่าหม่อน	โดย	lane	M)	Marker	

(100	bp	DNA	ladder),	lane	P)	Positive	

(F. solani),	lane	1-9)	Fusarium sp.,	lane	

10)	F. solani	isolates	KE02-1-1	[10],	

lane	N)	Negative	(dH
2
O)
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