
  

  

                               ใบรับรองวิทยานิพนธ 
                            บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

   
                                                                   ปริญญา 

   
สาขา  ภาควิชา 

  
เร่ือง ความหลากหลายของกลุมจุลินทรียดินในพื้นท่ีปลูกหมอนท่ีมีปญหาโรครากเนา 

  
 Microbial Diversity Under Root Rot Infested Area of Mulberry Cultivation 
  

นามผูวิจัย นางสาวบุษราคัม  ผนึกทอง 

ไดพิจารณาเห็นชอบโดย  

อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธหลัก  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม  

 (  ) 
หัวหนาภาควิชา  

 (  ) 
  

  
 บัณฑิตวิทยาลัย  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรรับรองแลว 

  

 (  ) 
 คณบดีบัณฑติวิทยาลัย 

 วันท่ี  เดือน  พ.ศ.   

 

                         วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ปฐพีวิทยา) 

ปฐพีวิทยา  ปฐพีวิทยา 

ผูชวยศาสตราจารยศวพร  ศุภผล, ปร.ด. 

ศาสตราจารยศุภมาศ  พนิชศักดิ์พัฒนา, D.Agr. 

อาจารยสมภพ  จงรวยทรัพย, Ph.D. 

ผูชวยศาสตราจารยสุเทพ  ทองแพ, วท.ด. 

รองศาสตราจารยกัญจนา  ธีระกุล, D.Agr. 

อาจารยศรีเมฆ  ชาวโพงพาง, Ph.D. 



 

วทิยานิพนธ์ 
 

เร่ือง 
 

ความหลากหลายของกลุ่มจุลินทรียดิ์นในพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีมีปัญหาโรครากเน่า 
 

Microbial Diversity Under Root Rot Infested Area of Mulberry Cultivation 
 
 
 
 
 
 
 

 
โดย 

 
นางสาวบุษราคมั  ผนึกทอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เสนอ 
 

บณัฑิตวทิยาลยั  มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
เพื่อความสมบูรณ์แห่งปริญญาวทิยาศาสตรมหาบณัฑิต (ปฐพีวทิยา) 

พ.ศ. 2554  



 

บุษราคมั  ผนึกทอง  2554: ความหลากหลายของกลุ่มจุลินทรียดิ์นในพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีมี
ปัญหาโรครากเน่า  ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต (ปฐพีวิทยา) สาขาปฐพีวิทยา ภาควิชา
ปฐพีวิทยา  อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั: ผูช่้วยศาสตราจารยศ์วพร  ศุภผล, ปร.ด.      
127 หนา้ 
 

 
โรครากเน่าเป็นโรคระบาดท่ีส าคญัของหม่อน ซ่ึงวตัถุประสงคข์องการวิจยัเพื่อศึกษาความ

หลากหลายและคดัแยกเช้ือราและแบคทีเรียจากดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีท่ีเกิดการระบาดของโรค
รากเน่า เปรียบเทียบความแตกต่างของโครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรียท่ีก่อใหเ้กิดโรครากเน่า
และไม่เกิดโรครากเน่าในหม่อนพนัธุ์บุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ และผลของสมบติัทางกายภาพและ
ทางเคมีของดินหลงัจากการจดัการดินต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรีย
บริเวณรากหม่อนพนัธุ์บุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ ท าการศึกษาโครงสร้างประชากรเช้ือราและ
แบคทีเรียดว้ยเทคนิค denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) ร่วมกบัการศึกษาสมบติัทาง
กายภาพและทางเคมีซ่ึงมีบทบาทต่อการเขา้ท าลายของจุลินทรียก่์อโรคในพื้นท่ี และท าการศึกษาความ
หลากหลายของประชากรเช้ือราและแบคทีเรียบริเวณรากของหม่อนพนัธุ์คุณไพ และพนัธุ์บุรีรัมย ์60 
ดว้ยเทคนิค cloning  พบว่า ในหม่อนทั้ง 2 พนัธ์ุ มีการเขา้อาศยัของเช้ือราและแบคทีเรียบริเวณราก
แตกต่างกนั โดยพบว่าบริเวณรากของหม่อนพนัธุ์บุรีรัมย ์60 และพนัธุ์คุณไพท่ีไม่เป็นโรครากเน่ามี
แบคทีเรียประชากรหลกั คือ Acidobacteria และ Microbacterium ซ่ึงเป็นเช้ือปฏิปักษข์องเช้ือราดิน
สาเหตุของโรครากเน่าและเมลด็เน่า ส่วนความหลากหลายของประชากรเช้ือราในหม่อนทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ี
เป็นโรครากเน่ามีประชากรหลกั คือ Pythium ultimum และ Fusarium solani เป็นเช้ือสาเหตุของการ
เกิดโรครากเน่าและโรคเน่าคอดินในไมป้ระดบัและพืชเศรษฐกิจหลายชนิด  

 
ผลการศึกษารูปแบบการเขตกรรมเพื่อลดโอกาสการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรครากเน่า

ส่งผลใหส้มบติัทางกายภาพและทางเคมีของดินเกิดการเปล่ียนแปลง อีกทั้งยงัส่งผลต่อการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างประชากรของเช้ือราและแบคทีเรียบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีท่ีมีการระบาดของ
โรครากเน่า น ามาวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ย canonical correspondence analysis (CCA) พบว่าการ
จดัการดินโดยวิธีไม่ไถระเบิดดินดานและใส่ยปิซมัในอตัราคือ 200, 300 และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ ส่งผล
ใหดิ้นมีสภาพน าน ้าสูงข้ึนและความหนาแน่นรวมของดินต ่าลง รวมทั้งค่าพีเอชในช่วง 5.5-5.9  
มีแนวโนม้ท่ีจะช่วยลดการเขา้ท าลายของจุลินทรียก่์อโรครากเน่าในหม่อนได ้
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Root rots are the major epidemic diseases affecting mulberry plants. This study is initiated with an 

aim to attain the appropriate cultivation techniques that will reduce environmental factors favoring the 
prevalence of the causative agents in the mulberry cultivation areas. In designing the experimental plots for the 
field studies, one of the major considerations was given to evaluating the effects of subsurface tilling against 
conventional tilling of the cultivation areas and within these parameters the biological controlling effects 
resulting from the inoculation and no inoculation of mycorrhizal fungi were investigated. Management of soil 
physical condition through applying gypsum to the experiment plots under study at the rate of 0, 200, 300 and 
400 kg rai-1 was also investigated. The diversity and the microbial community structure of the soil were 
determined using the denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Analyses of the soil physical and 
chemical properties that affect the infection of the causative agents in the host plants in the areas under study 
were also performed.  

 
Outcomes of the studies of the diversities of the community structures of fungi and bacteria at the 

rhizosphere of the mulberry of the Khunpai and Buriram 60 verieties using gene cloning techniques revealed 
that from the microbial community structures were different both varieties of mulberries. In healthy plants of 
both varieties, the predominant microbial strains encountered at their rhizosphere were bacteria belong to the 
genus of Acidobacteria and Microbacterium. These microorganisms strains are antagonistic to the root rots and 
seed rots of both varieties of mulberry plants. As for rhizosphere community structures of the mulberry plants 
infected with root rot diseases, the prevalent varieties of microorganisms encountered were Pythium ultimum 
and Fusarium solani which are found to be the major causative agents of root rots and stem rots of many 
varieties of ornamental plants and many plant varieties of economic significance. The outcome of this study 
indicates that certain activities aimed to reduced the opportunities for infection of the causative agents of root 
rot diseases in the host plants led to some changes in the physical and chemical structure of soil as well as the 
changes in the community structures of fungal and bacterial communities at the rhizosphere of mulberry plants 
in the root rot epidemic areas. Analysis using the canonical correspondence analytical technique indicates that 
conventional till soil management with application of gypsum at high level of up to 200, 300 and 400 kg rai -1 
resulted in higher water conductivity and lower bulk density of soil with an average pH range of 5.5-5.9 has a 
tendency to reduce the devastating effects of the root rot causative agents. 
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(D), Klebsiella pneumonia (E),  Enterobacter sp. (F) และ Cronobacter 
sakazakii (G)  

 
 
 

55 
4 เช้ือราท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่ามี 6 ชนิดคือ Aspergillus 

niger (A), Aspergillus terreus (B), Fusarium solani (C), Penicillium sp. (D),  
Aspergillus candidus (E) และ Emercilla nidulans (F) 

 
 

57 
5 ผลการสกดัสารพนัธุกรรมจุลินทรีย์จากตวัอย่างดิน ช่องเจลท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-11 คือ ตวัอยา่งดินในพื้นท่ี
บริเวณปลูกหม่อน 

 
 

60 
6 ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีน 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ จากตวัอยา่งดิน 

ช่องเจลท่ี 1 คือ ใชดี้เอน็เอมาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-11 
คือ ตวัอยา่งดินในพื้นท่ีบริเวณปลูกหม่อน 

 
 

61 
7 ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีน 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ จากตวัอยา่งดิน 

ช่องเจลท่ี 1 คือ ใชดี้เอน็เอมาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-17 
คือ ตวัอยา่งดินในพื้นท่ีบริเวณปลูกหม่อน 

 
 

61 
8 การตรวจสอบโคลนท่ีมี insert gene โดยเทคนิค blue-white screening   62 
9 ลายพิมพดี์เอ็นเอ จากตวัอย่างโคลน ซ่ึงมี insert gene โดยใชเ้ทคนิค restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) ตดัดว้ย เอนไซม์ตดัจ าเพาะ Hae III และ 
Hha I  

 
 

63 

 
 



 

(5) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที ่  หน้า 

   
10 ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอน็เอ จากช้ินส่วนยีน 16S 

ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  
และ Hha I จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 เป็นโรครากเน่า (A) และไม่
เป็นโรครากเน่า (B) 

 
 
 

64 
11 ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอน็เอ จากช้ินส่วนยีน 16S 

ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  
และ Hha I จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็น
โรครากเน่า (B) 

 
 
 

65 
12 เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของแบคทีเรียในหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 จาก

ดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 
 

76 
13 เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของแบคทีเรียในหม่อนพนัธ์ุคุณไพ จากดิน

บริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 
 

76 
14 ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ จากช้ินส่วนยนี 18S 

ไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  
และ Hha I จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 เป็นโรครากเน่า (A) และไม่
เป็นโรครากเน่า (B) 

 
 
 

78 
15 ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอน็เอ จากช้ินส่วนยีน 18S 

ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  
และ Hha I จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็น
โรครากเน่า (B) 

 
 
 

79 
16 เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของเช้ือราจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุ

บุรีรัมย ์60 จากดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรค
รากเน่า (B) 

 
 

83 
17 เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของเช้ือราจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณ

ไพ จากดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า 
(B) 

 
 

84 



 

(6) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
   

18 ลกัษณะรูปแบบโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียในบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุ
บุรีรัมย์ 60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกัน   
(a) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซาและยิปซมักิโลกรัมต่อไร่, (b) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 
200 กิโลกรัมต่อไร่, (c) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่, (d) ไม่
ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่, (e) ใส่ไมคอร์ไรซาไม่ใส่ยิปซมั, (f) 
ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซัม 200 กิโลกรัมต่อไร่, (g) เท่ากบั ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่
ยิปซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่และ (h) ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่
พร้อมแสดงต าแหน่งท่ีมีการตดัเจลเพื่อจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรีย (B1-B13) 
โดยเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) ซ่ึงก าหนดให้ M 
เท่ากบัดีเอน็มาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

87 
19 ลกัษณะรูปแบบโครงสร้างประชากรของเช้ือราในบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์

60 (A) และหม่อนพันธ์ุคุณไพ (B) ท่ี มีการจัดการดินแตกต่างกัน   
(a) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซาและยิปซมักิโลกรัมต่อไร่, (b) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 
200 กิโลกรัมต่อไร่, (c) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่, (d) ไม่
ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่, (e) ใส่ไมคอร์ไรซาไม่ใส่ยิปซมั, (f) 
ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซัม 200 กิโลกรัมต่อไร่, (g) เท่ากับ ใส่ 
ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่และ (h)  ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยิปซมั 400 
กิโลกรัมต่อไร่พร้อมแสดงต าแหน่งท่ีมีการตดัเจลเพื่อจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา 
(F1-F8) โดยเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) ซ่ึงก าหนดให ้
M เท่ากบัดีเอน็มาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

88 
20 ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดิน ริเวณ

รากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (     ) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (     ) ดว้ยโปรแกรม 
Canoco for Windows วธีิ principle component analysis (PCA) 

 
 

91 
 



 

(7) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
   

21 ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรียจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุ
บุรีรัมย ์60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ใน บริเวณท่ีมีการไถ (     ) และไม่ไถ
ระเบิดดินดาน (     ) วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ principle 
component analysis (PCA) 

 
 
 

92 
22 ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรเช้ือราบริเวณรากของหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์

60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ในบริเวณท่ีมีการไถ (     ) และไม่ไถระเบิดดิน
ดาน(     ) วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ  principle component 
analysis (PCA) 

 
 
 

92 
23 ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดิน

บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดิน
ดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน (     ) ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic 
conductivity) และความหนาแน่นรวมของดิน (bulk density) วเิคราะห์ดว้ย
โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 

 
 
 
 

93 
24 ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดิน

บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน  
(     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน (     ) ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) 
และความหนาแน่นรวมของดิน (bulk density) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco 
for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 

 
 
 
 

93 
25 ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ 

(B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดิน
ดาน (     ) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์
ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ principle component analysis (PCA) 

 
 
 

94 

 
 

 



 

(8) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่  หน้า 
   

26 ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ 
(B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดิน
ดาน (     ) วิเคราะห์ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่น
รวมของดิน(bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis 
(DGGE) วเิคราะห์ดว้ย โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical 
correspondence analysis (CCA) 

 
 
 
 
 

95 
27 ขอ้มูลเช้ือราเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ 

(B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดิน
ดาน (     ) วิเคราะห์ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่น
รวมของดิน (bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis 
(DGGE) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical 
correspondence analysis (CCA) 

 
 
 
 
 

96 
28 ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ 

(B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการใส่ยปิซมั 4 อตัรา คือ ไม่ใส่ยปิซมั (     ), 
200 กิโลกรัมต่อไร่ (     ), 300 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) 
วเิคราะห์ร่วมกบัค่าพีเอช (pH) ค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความ
หนาแน่นรวมของดิน (bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel 
electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ 
canonical correspondence analysis (CCA) 

 
 
 
 
 
 

97 
29 ขอ้มูลเช้ือราเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ 

(B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการใส่ยปิซมั 4 อตัรา คือ ไม่ใส่ยปิซมั (     ), 
200 กิโลกรัมต่อไร่ (     ), 300 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) 
วเิคราะห์ร่วมกบัค่าพีเอช (pH) ค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความ
หนาแน่นรวมของดิน (bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel 
electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ 
canonical correspondence analysis (CCA) 
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(9) 

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพผนวกที่ หน้า 
   

1 พื้นท่ีแปลงปลูกหม่อนซ่ึงเกิดปัญหาการระบาดของโรครากเน่า บริเวณแปลง
ทดลองหม่อน มหาวทิยาลยัมหาสารคาม จ.มหาสารคาม 

 
126 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

1 

ความหลากหลายของกลุ่มจุลนิทรีย์ดินในพืน้ทีป่ลูกหม่อนทีม่ปัีญหาโรครากเน่า 
 

Microbial Diversity Under Root Rot Infested Area of Mulberry Cultivation 
 

ค าน า 
 
หม่อน (Morus  spp.) เป็นไมย้ืนตน้จ าพวกไมพุ้่ม อยูใ่นวงศ ์Maraceae มีลกัษณะประจ า

พนัธ์ุ คือ มียาง ขนท่ีใบและเส้นใย ใบมีรูปร่างแตกต่างกนัในแต่ละพนัธ์ุ ใชป้ระโยชน์ในการบริโภค 
เช่น ผลและใบ โดยเฉพาะอย่างยิ่งใบหม่อนใช้เป็นอาหารหลกัในการเล้ียงหนอนไหม (Bombyx 
mori Linn.) ในประเทศไทยมีการปลูกหม่อนกนัอยา่งแพร่หลายในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ แต่ใน
ปัจจุบนัการปลูกหม่อนก าลงัประสบปัญหาเก่ียวกบัการระบาดของโรคในหลายพื้นท่ี เป็นผลให้เกิด
การขาดแคลนใบหม่อนในการเล้ียงไหมและการแปรรูป โรคของหม่อนท่ีส าคญั ไดแ้ก่ โรครากเน่า 
ราแป้งและราสนิม โรครากเน่าถือเป็นโรคระบาดท่ีส าคญัของหม่อน พบการระบาดไดใ้นทุกพื้นท่ีท่ี
มีการปลูกหม่อน โดยเฉพาะในพื้นท่ีท่ีเป็นดินร่วนปนทราย (sandy loam) เช่น จงัหวดันครราชสีมา 
ขอนแก่น และมหาสารคาม เป็นตน้ อาการของโรครากเน่าในหม่อน เร่ิมจากอาการรากเน่า ใบจะ
เห่ียวจากส่วนยอดลงมา และบางส่วนของใบจะไหมค้ลา้ยถูกน ้าร้อนลวก อาการไหมจ้ะลุกลามไปสู่
ใบและส่วนล่างของก่ิง จนกระทัง่ตายในท่ีสุด เช้ือสาเหตุโรครากเน่าท่ีส าคญัในพืชชนิดต่างๆ 
รวมทั้งพืชในตระกูลเดียวกบัหม่อน เช่น Pythium sp., Fusarium sp. และ Rhizoctonia sp. ส าหรับ
โรครากเน่าของหม่อนในประเทศไทยนั้นยงัไม่ทราบเช้ือสาเหตุโรคท่ีแทจ้ริง จากการศึกษาเบ้ืองตน้ 
ของกรมวิชาการเกษตร (2523) พบวา่เช้ือรา Botryodiplodia sp. เป็นเช้ือท่ีก่อให้เกิดโรครากเน่าใน
หม่อน แต่เม่ือท าการทดสอบกลบัพบวา่ เช้ือชนิดน้ีไม่สามารถก่อโรครากเน่าในตน้หม่อนท่ีมีอายุ 3 
ปีข้ึนไปได ้จากผลการทดลองโรครากเน่าข้ึนอยู่กบัพนัธ์ุและช่วงอายุของหม่อน จากการศึกษายงั
พบว่าสมบติัทางกายภาพและเคมีของดินมีผลต่อการส่งเสริมหรือยบัย ั้งการระบาดของโรคในพืช 
เช่น เม่ือความช้ืนและอุณหภูมิสูงจะส่งเสริมให้เกิดการระบาดของโรครุนแรงมากข้ึน อยา่งไรก็ตาม
การเจริญและเพิ่มปริมาณของเช้ือสาเหตุโรคพืช ยงัข้ึนอยู่กบัค่าพีเอชของดิน เน่ืองจากเช้ือสาเหตุ
โรคพืชแต่ละชนิดมีความตอ้งการช่วงพีเอชท่ีแตกต่างกนั 
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ปัจจุบนัการศึกษาวิจยัเก่ียวกบัโรครากเน่าของหม่อนในประเทศไทยมีอยู่น้อย ท าให้ไม่
สามารถระบุเช้ือสาเหตุและปัจจยัทางดา้นส่ิงแวดลอ้ม ท่ีมีผลต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรค
รากเน่าในหม่อนไดอ้ยา่งชดัเจน ดงันั้นการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียใ์นพื้นท่ีปลูกหม่อน 

ท่ีมีการระบาดของโรครากเน่า จึงเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการระบุสาเหตุของการเกิดโรครากเน่าได ้
งานวิจยัในคร้ังน้ีเนน้ศึกษาความหลากหลายของเช้ือราและแบคทีเรียบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีท่ีมี
การระบาดของโรครากเน่า ด าเนินการศึกษาได้ 2 วิธี คือ การคดัแยกด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ และ
การศึกษาความหลากหลายของโครงสร้างประชากรจุลินทรียด์ว้ยวธีิทางชีววทิยาระดบัโมเลกุล ทั้งน้ี
การศึกษาดว้ยวิธีทางชีววิทยาระดบัโมเลกุลสามารถบอกความหลากหลายของจุลินทรียไ์ดม้ากกวา่
การคดัแยกดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงการเลือกใชเ้ทคนิคทางชีววิทยาระดบัโมเลกุลท่ีมีความเหมาะสม    
สามารถท าให้การศึกษาความหลากหลายเป็นไปตามวตัถุประสงค์ เพื่อน าผลจากการศึกษาวิจยัไป
ใชเ้ป็นแนวทางในการป้องกนัการเกิดการระบาดของเช้ือสาเหตุโรครากเน่าในหม่อนต่อไป  
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วตัถุประสงค์ 
 
1. ศึกษาความหลากหลายและคดัแยกเช้ือราและแบคทีเรียจากดินบริเวณรากหม่อนใน

พื้นท่ีท่ีเกิดการระบาดของโรครากเน่า 
 

2. เปรียบเทียบความแตกต่างของโครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดโรค
รากเน่าและไม่ก่อใหเ้กิดโรครากเน่าในหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ 

 
3. ผลของสมบติัทางกายภาพและทางเคมีของดินหลงัการจดัการดินต่อการเปล่ียนแปลง

โครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรียบริเวณรากของหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ 
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การตรวจเอกสาร 
 

1. หม่อนและพืน้ทีก่ารปลูกหม่อนทัว่โลก 
 

1.1  หม่อนและการปลูกหม่อนทัว่โลก 
 

หม่อน เป็นพืชท่ีมีการกระจายอยู่ทั่วโลกและมีการน าหม่อนแต่ละส่วนไปใช้
ประโยชน์ท่ีหลากหลาย (ตารางท่ี 1) มีช่ือวทิยาศาสตร์วา่ Morus spp. เป็นไมย้ืนตน้จ าพวกไมพุ้่ม อยู่
ในวงศ์ Maraceae มีลักษณะประจ าพนัธ์ุคือ มียาง มีขนท่ีใบ มีเส้นใย ใบมีรูปร่างแตกต่างกัน 
(กระทรวงเกษตรและสหกรณ์, 2548) เป็นพืชประเภท Dioecious คือลกัษณะของดอกท่ีเกสรเพศผู ้
และเพศเมียแยกตน้กนัท าให้เกิดการผสมพนัธ์ุขา้มตน้ แต่บางพนัธ์ุมีทั้งดอกตวัผูแ้ละดอกตวัเมียใน
ตน้เดียวกนั เม่ือดอกตวัเมียไดรั้บการผสมจะเปล่ียนไปเป็นผล เรียก Sorosis ประกอบไปดว้ยเมล็ด
เล็กๆ จ านวนมาก เม่ือน าไปขยายพนัธ์ุจะเกิดการกลายเป็นพนัธ์ุท่ีแตกต่างจากหม่อนพนัธ์ุพ่อแม่และ
สามารถเจริญไดดี้ตั้งแต่เขตอบอุ่นจนถึงเขตร้อน (วรีะ, 2534) 

 
ในทวีปเอเชียพบพนัธ์ุของหม่อนสกุล Morus ทั้งหมด 68 ชนิดและถือเป็นสกุลส าคญั 

(Datta, 2001) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศจีนมีการปลูกหม่อนสกุลหลัก 4 ชนิด คือ White 
mulberry (Morus alba), Lu mulberry (M. multicaulis), Mountain mulberry (M. bombycis) และ 
Guangdong mulberry (M. atropurpurea) (Huo, 2000) ท าใหเ้กิดความหลากหลายของพนัธ์ุหม่อนท่ี
ปลูกมากกวา่หน่ึงพนัชนิด ในประเทศอินเดีย พบวา่นิยมปลูกหม่อนพนัธ์ุ M. indica, M. alba, M. 
serrata และ M. laevigata โดยมีการปลูกมากทางตอนเหนือของประเทศ (Ravindran et al., 1997) 
ในสหภาพโซเวยีตพนัธ์ุหม่อนท่ีพบมากท่ีสุดคือ M. multicaulis, M. tartarica และ M. nigra  (Datta, 
2001) ประเทศอินโดนีเซีย พบ 7 พนัธ์ุคือ M. alba (varieties tartanica และ macrophyla), M. nigra, 
M. multicaulis, M. australis, M. cathyana และ M. mierovra (Katsumata, 1972) ในประเทศ
เวยีดนามพบหม่อนสกุล Morus มากกวา่ 100 พนัธ์ุ โดยพนัธ์ุท่ีส าคญั คือ M. alba, M. nigra และ M. 
laevigata (Katsumata, 1973) และจากการรายงานของ Ammal (1960) พบวา่ M. rubra เป็นหม่อน
เพียงพนัธ์ุเดียวท่ีเป็นพนัธ์ุพื้นเมืองของอเมริกา แต่พนัธ์ุหม่อนท่ีไดรั้บความนิยมท่ีสุดในโลกก็คือ 
 M. alba และ M. indica 
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ตารางที ่1  พื้นท่ีการใชป้ระโยชน์และศึกษาหม่อนในประเทศต่างๆ ทัว่โลก (x 1,000 ha) 
 

Country Area Utilization Research 

Silk Fruit Forage Other* Agr. Breed. Feed 

 
 
 

Africa 
 
 

 

Egypt and Tunisia n.a.** √ √   √   
Ethiopia n.a. √    √   
Kenya n.a. √  √  √  √ 
Madagascar n.a. √    √   
Tanzania n.a.   √    √ 
Argentina and Bolivia n.a.    √1    
Brazil 38 √  √  √ √ √ 
Colombia n.a. √  √  √   

 

 

 

America 

Costa Rica n.a.   √  √  √ 

Cuba <1   √  √  √ 

Dominican Rep. <1   √     
El Salvador <1   √    √ 

Guatemala n.a.   √    √ 

Honduras and Panama <1   √     
Mexico <1 √ √ √ √1 √  √ 

Panama <1   √     
Peru n.a.    √1    
Saint Vincent <1   √     
United States n.a.    √1   √ 

  Afghanistan n.a.   √     

         China 626 √   √2 √ √  

Asia India 280 √  √ √3 √ √ √ 
Indonesia n.a. √       
Japan n.a. √ √ √ √2 √ √ √ 
Korea n.a. √  √  √ √  
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ตารางที ่1  (ต่อ)    
  

 
 

Country Area Utilization Research 

Silk Fruit Forage Other* Agr. Breed. Feed 

 
 
 
 

Asia 

Kyrgyzstan n.a. √ √   √   
Malaysia n.a. √    √   
Pakistan n.a. √  √  √   
Philippines n.a. √    √   
Syrian Arab Republic 
and Turkey 

n.a.  √      

Tajikistan n.a. √    √   
Turkmenistan n.a. √ √   √   
Viet Nam n.a. √  √  √ √  

 

Europe 

Bulgaria n.a.     √   
France n.a.   √ √1 √  √ 
Greece n.a.    √1    
Italy n.a.    √1 √  √ 
Poland n.a.     √   
Spain n.a.    √2    

 
หมายเหตุ * Other uses    **Data not available 
 1 Landscaping and gardening   2 Medicinal and infusion  3Handicrafts and cabinet work  
 
ทีม่า: Sánchez (2000) 
 

1.2  การใชป้ระโยชน์ของหม่อนในประเทศไทย 
 

ในประเทศไทยมีการน าหม่อนมาใชป้ระโยชน์กนัอย่างแพร่หลายตั้งแต่ในอดีตจนถึง
ปัจจุบนั จึงมีการรวบรวมประโยชน์ของหม่อนจาก กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (2548) คือ 
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อาหารหนอนไหม  
 
       ใบหม่อนมีปริมาณโปรตีน 22.6  คาร์โบไฮเดรท 42.2 ไขมนั 4.6 ความช้ืน 6.6 เส้นใย

และเถา้ 24.0 เปอร์เซ็นต ์เป็นพืชอาหารท่ีดีท่ีสุดส าหรับหนอนไหม (Bombyx  mori Linn.) เน่ืองจาก 

หนอนไหมสามารถเปล่ียนโปรตีนจากหม่อนให้เป็นเส้นใยได้ดีกว่าพืชอ่ืนๆ ในปัจจุบนัการท า
อุตสาหกรรมการเล้ียงไหมจึงตอ้งมีการปลูกหม่อนควบคู่กนัไปดว้ย 

 
พืชสมุนไพร 

 
จากการศึกษาสารอลัคาลอย deoxynojirimycin (DNJ) จากส่วนเปลือกรากหม่อน 

Morus nigra ไดน้ ามาผลิตยาช่ือ Homonojirimycin เพื่อใชเ้ป็นยารักษาโรคเบาหวาน ซ่ึง Fischer  
et al. (1995) จากมหาวิทยาลยัอ็อกฟอร์ด รายงานวา่ butyl DNJ มีผลต่อการยบัย ั้งโรคเอดส์ ผลการ
ทดลองในสัตวส์ามารถใชไ้ดผ้ลดีในระดบัหน่ึง โดย DNJ ท่ีมีคุณสมบติัทางเคมีคล้ายกบักลูโคส จะ
ไปเพิ่มโมเลกุลของน ้ าตาลท่ีผิวดา้นนอกของเช้ือ HIV เกิดการขดัขวางการเขา้ท าลายเซลล์ของเช้ือ 
HIV 

 
อาหารและเคร่ืองด่ืมมนุษย ์ 

 
ในทวีปยุโรป ออสเตรเลียและอเมริกาเหนือ นิยมปลูกหม่อนไวเ้ป็นไมป้ระดบัและ

รับประทานผล ซ่ึงหม่อนพนัธ์ุลูกผสมท่ีให้ผลผลิตใบสูงและให้ผลท่ีมีขนาดใหญ่ คือ พนัธ์ุบุรีรัมย ์
60 และนครราชสีมา 60 ชาวญ่ีปุ่นจะน ายอดหม่อนและใบหม่อนมาท าชา จากการศึกษาของ 
Tsushida  
et al. (1987) พบสาร gamma-aminobutyric acid ในใบหม่อนไดพ้ฒันามาเป็น “Gabaron Tea” เพื่อ
ใชรั้กษาโรคความดนัโลหิตสูงในเวลาต่อมา    

 
สารป้องกนัก าจดัโรคพืช 

 
Akira et al. (1978) พบวา่เน้ือเยื่อของก่ิงหม่อนบริเวณ cortex และ xylem สร้างสาร 

phytoalexins (PA) มีคุณสมบติัในการต่อตา้นเช้ือรา จึงท าให้หม่อนมีความสามารถในการตา้นทาน
ต่อเช้ือราบางชนิด เช่น Stigming mori และ Fusarium solani เป็นสาเหตุท าให้ก่ิงหม่อนแห้งตาย  
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และพบวา่สารออกฤทธ์ิ prenylflavon compound ท่ีสกดัไดจ้ากส่วน epidermal cells ของล าตน้และ
รากหม่อน เช่น luwanon C, morucin, albanin A-H และ albafuran A-B สามารถยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเช้ือ Rosellinia necatrix สาเหตุของโรครากขาวของหม่อนได ้ 

 
อาหารสัตว ์ 

 
ใบหม่อนนอกจากเป็นอาหารของหนอนไหมดังท่ีกล่าวมาในข้างต้น ยงัสามารถ

น ามาใช้เป็นอาหารในสัตวป์ระเภทเค้ียวเอ้ือง และสัตวข์นาดเล็ก เช่น กระต่ายและแพะไดอี้กดว้ย 
(Sánchez, 2000) 

 
1.3  พนัธ์ุของหม่อนท่ีไดรั้บการรับรองจากกรมวชิาการเกษตร 
 

จากขอ้มูลของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ (2548) ไดร้วบรวมพนัธ์ุหม่อนท่ีไดรั้บ
การคดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุใหเ้หมาะสมกบัการใหผ้ลผลิตแก่เกษตรกรทั้งหมด 5 พนัธ์ุ ดงัน้ี 

 
พนัธ์ุนครราชสีมา 60 

 
ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุ คือ เจริญเติบโตไดดี้ในสภาพพื้นท่ีทัว่ไป ลกัษณะใบนุ่ม หนา

ปานกลาง ใบมีคุณค่าทางอาหารสูง ทรงตน้ตั้งตรง ตา้นทานต่อโรคราแป้งไดดี้ และตา้นทานเพล้ีย
ไดร้ะดบัปานกลาง ขอ้จ ากดัของพนัธ์ุ คือ ท่อนพนัธ์ุออกรากยาก ควรขยายพนัธ์ุดว้ยวิธีติดตาลงบน
ตน้ตอหม่อนพนัธ์ุท่ีออกรากง่าย ผา่นการรับรองพนัธ์ุจากกรมวิชาการเกษตรเม่ือเดือนตุลาคม 2530 
ใชช่ื้อยอ่ “นม. 60” 

 
พนัธ์ุบุรีรัมย ์60  
   
ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุ คือ มีการเจริญเติบโตและตอบสนองต่อปุ๋ยไดดี้ ใบมีขนาดใหญ่ 

หนา อ่อนนุ่ม ทรงต้นตั้งตรง ต้านทานต่อโรคใบด่าง และทนทานต่อโรคราแป้งได้พอสมควร 
ขอ้จ ากดัของพนัธ์ุ คือ ไม่เหมาะสมกบัการปลูกในพื้นท่ีท่ีมีความอุดมสมบรูณ์ต ่า หรือปริมาณน ้ าฝน
ไม่เพียงพอ ผา่นการรับรองพนัธ์ุจากกรมวชิาการเกษตรเม่ือเดือนตุลาคม 2530 ใชช่ื้อยอ่ “บร. 60” 
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พนัธ์ุบุรีรัมย ์51  
 
ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุบุรีรัมย ์51 คือ ปลูกไดใ้นทุกสภาพพื้นท่ี ทนทานต่อสภาวะแห้ง

แลง้ไดดี้กวา่พนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ใบมีความอ่อนนุ่ม กา้นใบสั้น มีขอ้ปลอ้งถ่ี ทรงตน้ตั้งตรง ตา้นทานต่อ
โรคใบด่างปานกลาง กรมวิชาการเกษตรให้เป็นพนัธ์ุหม่อนแนะน า เม่ือวนัท่ี 3 มิถุนายน 2541 ใช้
ช่ือยอ่ “บร. 51” 

 
พนัธ์ุศรีสะเกษ 33 
   
ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุศรีสะเกษ 33 คือ ตา้นทานต่อโรคใบด่างไดดี้กวา่พนัธ์ุบุรีรัมย ์60 

และนครราชสีมา 60 มีขอ้จ ากดั คือ ท่อนพนัธ์ุออกรากยาก ในการขยายพนัธ์ุดว้ยท่อนพนัธ์ุจึงตอ้งใช้
สารกระตุน้การงอกราก กรมวิชาการเกษตรรับรองเป็นพนัธ์ุหม่อนแนะน า เม่ือวนัท่ี 30 กนัยายน 
2541 ใชช่ื้อยอ่ “ศก. 33” 

 
นอกจากพนัธ์ุหม่อนท่ีไดรั้บการรับรองพนัธ์ุจากกรมวิชาการเกษตรแลว้ ในประเทศ

ไทยยงัมีหม่อนพนัธ์ุพื้นเมืองอีกหลายพนัธ์ุท่ีเกษตรกรนิยมปลูกเพื่อใชเ้ป็นตน้พนัธ์ุ เน่ืองจากมีความ
ทนต่อสภาพแวดลอ้มสูง เช่น หม่อนนอ้ย หม่อนตาด า หม่อนสร้อย หม่อนไผ ่หม่อนหม่ี หม่อนจาก 
หม่อนสา หม่อนหยวก หม่อนใบมน หม่อนใบโพธ์ิ หม่อนแม่ลูกอ่อน หม่อนแกว้ชนบท หม่อนแกว้
อุบลและหม่อนบางซ่ือ ซ่ึงการเรียกช่ือของหม่อนแต่ละพนัธ์ุแตกต่างกนัไปตามแต่ละทอ้งท่ี (วีระ, 
2534) ในท่ีน้ีจะยกตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุพื้นเมืองท่ีเกษตรกรนิยมปลูกดงัน้ี  

 
หม่อนนอ้ย 

 
เป็นหม่อนท่ีให้ดอกเพศผู ้มีก่ิงขนาดใหญ่ ตามาก ลกัษณะใบหนา เป็นมนั สีเขียวแก่

คล้ายใบโพธ์ิ ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุน้ีคือ ทนแล้ง สามารถขยายพนัธ์ุได้ง่ายโดยการใช้ก่ิงปักช า 
สามารถใหผ้ลผลิต 1,500-2,000 กิโลกรัมต่อไร่ต่อปี ลกัษณะดอ้ยคือ ไม่ตา้นทานต่อโรครากเน่า 
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หม่อนสร้อย 
 

เป็นหม่อนใหด้อกเพศผู ้ก่ิงแตกแขนง มีขนาดใหญ่ ใบมีทั้งลกัษณะขอบเรียบและขอบ
เวา้ ใบบาง เห่ียวเร็ว ผวิใบสากมือ ทนแลง้ สามารถใหผ้ลผลิตได ้2,000 กิโลกรัมต่อไร่ต่อปี 

 
หม่อนไผ ่

 
เป็นหม่อนเพศเมีย ก่ิงขนาดปานกลาง ล าก่ิงอ่อนโคง้ ใบมีลกัษณะเวา้ พื้นท่ีใบนอ้ย ใบ

บางสากมือ ใหผ้ลิตต ่า เหมาะส าหรับปลูกเป็นตน้ตอ เน่ืองจากมีความตา้นทานต่อโรครากเน่า 
 
หม่อนคุณไพ 

 
เป็นหม่อนเพศเมีย ก่ิงมีขนาดใหญ่ ไม่ค่อยมีก่ิงแขนง ลกัษณะขอบใบโดยมากไม่เวา้

ดา้นขา้ง ขอบใบมีลกัษณะเป็นคล่ืนใบบาง โดยเฉพาะส่วนยอด ใบแมอ้ยูบ่นตน้จะเห่ียวง่ายในช่วง
แดดจดั ไม่ทนแลง้ ใหผ้ลผลิตสูง ตา้นทานต่อโรครากเน่า 

 
1.4  การปลูกหม่อน 

  
ในการปลูกหม่อนนั้น สถาบนัวิจยัหม่อนไหม (2535) ได้รวบรวมปัจจยัในการปลูก

หม่อนซ่ึงตอ้งมีการพิจารณาร่วมกนัหลายปัจจยั ดงัน้ี 
 
การเลือกพื้นท่ีปลูก 

 
หม่อนสามารถเจริญเติบโตไดดี้ในท่ีดอนน ้ าไม่ขงั หม่อนสามารถเจริญเติบโตไดดี้ใน

ดินร่วนปนทรายจนถึงดินเหนียวท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ หน้าดินลึก ระบายน ้ าไดดี้ในฤดูฝน เก็บน ้ า
ไดดี้ในหนา้แลง้ ดินไม่เป็นกรดหรือด่างจดัจนเกินไป หรือค่าพีเอชของดินอยูร่ะหวา่ง 6.0-6.5  
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การเตรียมดิน    
 
ไถดิน เพื่อพลิกหนา้ดิน ตากแดดไว ้2-3 วนั ท าการไถอีกคร้ังเพื่อก าจดัแมลงศตัรูและ

ควบคุมจุลินทรีย ์เช้ือโรค และวชัพืช จากนั้นใส่ปุ๋ยอินทรีย ์ไร่ละประมาณ 1,200 กิโลกรัม เพื่อ
ปรับปรุงสมบติัดินทางกายภาพและชีวภาพ แลว้ไถกลบ ก าหนดระยะปลูกให้เหมาะสมเพื่อเตรียม
ปลูก 

 
ระยะปลูก 

 
ระยะปลูกของหม่อนจะแตกต่างจากการปลูกพืชชนิดอ่ืนๆ เน่ืองจากหม่อนเป็นพืชใช้

ประโยชน์จากใบ การก าหนดระยะปลูกตอ้งค านึงถึงทิศทาง ควรปลูกจากทิศเหนือไปยงัทิศใต ้
เพราะตน้หม่อนจะได้รับแสงแดดตลอดวนั นอกจากน้ียงัค านึงถึงปัจจยัต่างๆ ได้แก่ ความอุดม
สมบูรณ์ของดิน ถา้ดินมีความอุดมสมบูรณ์ดี ระยะปลูกหม่อนควรกวา้ง เพื่อตน้หม่อนจะสามารถ
เจริญเติบโตแตกก่ิงกา้นไดเ้ต็มท่ี ถา้เป็นหม่อนท่ีแตกก่ิงกา้น ระยะปลูกควรจะห่างกนัเพื่อตน้หม่อน
จะไดแ้ตกก่ิงกา้นไดส้ะดวก  

 
ระยะเวลาการปลูกหม่อน  

 
สามารถปลูกหม่อนในช่วงใดก็ได ้ถา้ให้น ้ าชลประทาน แต่ถา้ไม่สามารถให้ได ้ควร

ปลูกในช่วงตน้ฤดูฝน ตั้งแต่เดือน พฤษภาคม-มิถุนายน เน่ืองจากหม่อนตอ้งไดรั้บฝนท่ียาวนานเกิน 
6 เดือน หม่อนจึงจะสามารถเจริญเติบโตได ้รากหม่อนจะหยัง่ลึกลงไปในดินไดม้ากพอ เม่ือผ่าน
ช่วงแล้งไปรวมถึงการใส่ปุ๋ยบ ารุงต้นโดยมีธาตุอาหารท่ีจ าเป็นครบตามความต้องการของพืช 
(ตารางท่ี 2) ท าใหเ้กษตรกรสามารถเก็บผลผลิตใบหม่อนไปใชใ้นการเล้ียงไหมไดเ้ร็วข้ึน 

 
การเตรียมหลุม 

 
การขุดเป็นหลุมๆ ตามระยะปลูก ขนาดกวา้ง 50 เซนติเมตร ยาว 50 เซนติเมตร ลึก

ประมาณ 50 เซนติเมตร รองกน้หลุมดว้ยเศษหญา้ ฟางแห้งหรือซังขา้วโพด คลุกดว้ยปุ๋ยคอก ปุ๋ย
หมกั กลบดิน 1 ชั้นก่อนท าการปลูกหม่อน ขุดหลุมเป็นร่องยาวตามแถวปลูก ขนาดกวา้งและลึก 50 
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เซนติเมตร ความยาวเท่ากบัความยาวของแปลงหม่อน ใชเ้ศษหญา้ ฟางขา้ว ปุ๋ยคอก ปุ๋ยหมกัรองกน้
หลุม แลว้จึงน าดินท่ีขดุข้ึนกลบแลว้จึงน าท่อนพนัธ์ุปักตามระยะท่ีก าหนด 

 
การดูแลรักษาสวนหม่อน 

 
แปลงหม่อนท่ีปลูกใหม่ ควรมีการก าจดัวชัพืชบ่อยๆ เน่ืองจากตอ้งปลูกหม่อนในตน้

ฤดูฝนซ่ึงระยะน้ีวชัพืชข้ึนมาก จึงมีความจ าเป็นตอ้งก าจดัวชัพืชในระยะแรก จากนั้นควรใส่ปุ๋ยอยา่ง
สม ่าเสมอ เน่ืองจากดินในแต่ละพื้นท่ีมีความอุดมสมบูรณ์แตกต่างกนั 

 

ตารางที ่2  อิทธิพลปุ๋ยท่ีมีต่อผลผลิตของใบหม่อน 
 

แร่ธาตุอาหารหลกั ผลผลิต (กิโลกรัม) ดรรชนีเปรียบเทียบ 

ปุ๋ย N-P-K 1,871 100 
ปุ๋ย N-P-O 1,851 97 
ปุ๋ย N-O-K 1,701 91 
ปุ๋ย O-P-K 759 40 
ไม่ใส่ปุ๋ย (O-O-O) 763 41 

 
หมายเหตุ ปุ๋ย N เท่ากบั ไนโตรเจน P เท่ากบั ฟอสฟอรัส K เท่ากบั โพแทสเซียม O เท่ากบั ไม่มี

แร่ธาตุอาหาร 
  
ทีม่า: กรมวชิาการเกษตร (2548)  
                                               

1.6  โรคและแมลงท่ีส าคญัของหม่อน    
                                                                                                             
1.  โรครากเน่า (root rot disease)  

 
เป็นโรคท่ีส าคญัท่ีสุดของหม่อน เพราะมีการระบาดอยูก่ระจดักระจายทัว่ไป ทั้งใน

ท่ีดอนและท่ีลุ่ม เม่ือหม่อนเป็นโรคน้ีแลว้ ไม่สามารถรักษาได ้เน่ืองจากยงัไม่ทราบเช้ือสาเหตุโรคท่ี
แน่ชดั จากขอ้สังเกตทัว่ๆ ไป พบว่าในสภาพท่ีดินค่อนขา้งเหนียวมาก หรือสภาพดินท่ีน ้ าท่วมไม่
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พบโรคน้ี เช่น ชายฝ่ังแม่น ้ าโขง โดยเฉพาะเขตจงัหวดัหนองคาย ไม่พบโรคน้ีท าลายตน้หม่อน 
อาการของโรครากเน่าจะเร่ิมแสดงอาการให้เห็นเม่ือรากเร่ิมเน่ามากแลว้ ใบหม่อนโดยเฉพาะส่วน
ยอดจะเร่ิมเห่ียว และบางส่วนของแต่ละใบจะไหมค้ลา้ยถูกน ้ าร้อนลวก มีลกัษณะอาการผิดปกติ 
เรียกวา่ "ตายน่ึง" อาการไหมจ้ะลุกลามมากข้ึนเร่ือยๆ ในท่ีสุดจะลามลงไปสู่ใบและส่วนล่างๆ ของ
ก่ิง แลว้ตายในท่ีสุด เม่ือขุดตน้หม่อนท่ีเป็นโรครากเน่าข้ึนมาปรากฏวา่รากบางส่วนเน่า โดยเปลือก
รากจะล่อนและมีกล่ินเหมน็ การป้องกนัและก าจดั สามารถท าไดโ้ดยใชห้ม่อนพนัธ์ุพื้นเมืองซ่ึงอาจ
ใหผ้ลผลิตต ่ากวา่ แต่สามารถตา้นทานโรคไดดี้กวา่ เม่ือพบหม่อนท่ีเป็นโรคในแปลงให้ขุดหม่อนท่ี
เป็นโรครากเน่าออก หรือพยายามหลีกเล่ียงการท าใหร้ากหม่อนถูกตดัขาด (พรรณี, 2531) 

 
2.  โรคราขาว (white root rot)   

 
สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Resellinia necatrix  ท่ีท  าลายรากหม่อน เช้ือจะสามารถเจริญ

บนรากท่ีเน่า และสร้างเส้นใยสีขาว รวมกนัเป็นกลุ่มคลุมอยูบ่นรากท าให้มองเห็นรากกลายเป็นสี
ขาว ในเมืองไทยพบหม่อนท่ีเป็นโรคน้ีเพียงแห่งเดียว คือ สวนหม่อนของพระบาทสมเด็จพระ
เจา้อยูห่ัวรัชกาลปัจจุบนั ในอ าเภอหัวหิน และสวนหม่อนของเกษตรกรบริเวณใกลเ้คียง มีโรค
ระบาดอยูเ่พียงเล็กนอ้ยประมาณ 3 เปอร์เซ็นต ์นอกจากโรคน้ีจะเกิดกบัตน้หม่อนแลว้ ยงัท าความ
เสียหายแก่พืชชนิดอ่ืน เช่น ทบัทิม เป็นตน้ การป้องกนัและก าจดั สามารถท าไดโ้ดยใชว้ิธีการขุดตน้
หม่อนเผาท าลาย หากการระบาดมีความรุนแรงและลุกลามมาก ตอ้งก าจดัโดยใชส้ารเคมี  

 
3.  โรคราแป้ง (powdery mildew)  

 
สาเหตุเกิดจากเช้ือรา Phyllactinia moricola ท าความเสียหายแก่หม่อนมาก เพราะ

ท าลายใบหม่อน แต่ไม่ท าให้หม่อนตายเหมือนโรคสองชนิดขา้งตน้ เช้ือเขา้ท าลายท่ีทอ้งใบ และ
ส่วนใหญ่จะท าลายใบท่ีอยูป่ระมาณกลางก่ิง ส่วนท่ีเกิดโรคจะเจริญอยูใ่นผิวใบหม่อนและสร้างเส้น
ใยแทงทะลุออกมา แลว้สร้างสปอร์ข้ึนเพื่อขยายพนัธ์ุต่อไป สปอร์จะเกาะกนัเป็นกลุ่มใหญ่คลา้ยฝุ่ น
สีขาวเป็นวงตามทอ้งใบ หากอาการรุนแรงอาจพบดา้นหนา้ใบได ้เน้ือใบส่วนท่ีถูกราแป้งเกาะดูดจะ
เปล่ียนเป็นสีเหลือง และใบร่วงไปในท่ีสุด การป้องกนัและก าจดัสามารถท าไดโ้ดยการเผาท าลายใบ
ท่ีเป็นโรค  ท าลายโดยเลือกใชส้ารเคมีท่ีเหมาะสม ฆ่าเช้ือราไดดี้ และพิษยาสลายไดใ้นเวลาไม่เกิน 
10 วนั เช่นสารก าจดัศตัรูพืชในกลุ่ม เบนโนมิล (bennomyl) 
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4.  เพล้ียแป้ง (mealy bug)  
 
เป็นแมลงประเภทปากดูด รูปร่างรี คลา้ยรูปไข่ แมลงชนิดน้ีจะดูดกินน ้ าเล้ียงของ

ส่วนท่ียงัอ่อนอยูข่องตน้หม่อน ท าให้รูปร่างของใบหม่อนผิดปกติ ใบหงิกงอ การเจริญเติบโตของ
ยอดหม่อนจะชะงกั ขอ้ระหวา่งใบถ่ีเขา้ และก่ิงบวมข้ึน พบการระบาดมากในช่วงฤดูร้อนต่อฤดูฝน 
(ระหวา่งเดือนมีนาคม-พฤษภาคม) และช่วงฤดูฝนต่อฤดูหนาว (ระหวา่งเดือนตุลาคม-ธนัวาคม) ซ่ึง
มดเป็นตวัช่วยการแพร่กระจายเพล้ียแป้งไปตามท่ีต่างๆ มดเหล่าน้ีไดรั้บประโยชน์จากเพล้ีย คือ ได้
น ้าหวานท่ีเพล้ียขบัถ่ายออกมาเป็นอาหาร  

 
5.  เพล้ียหอยน่ิม (soft scale)  

 
เป็นแมลงประเภทปากแทงดูด รูปร่างกลมรี ค่อนขา้งเรียวยาว ดูดกินตามส่วนของ

ตน้หม่อนท่ียงัอ่อน ท าให้หม่อนแคระแกร็นชะงกัการเจริญเติบโต ระบาดมากในหนา้แลง้ ระหวา่ง
เดือนพฤศจิกายน-มีนาคม สวนหม่อนเสียหายมากในระหวา่งเดือนกุมภาพนัธ์และมีนาคม เน่ืองจาก
ระยะน้ีหม่อนจะขาดน ้าท าใหต้น้อ่อนแอ เกิดการเขา้ท าลายไดง่้าย 

 
6.  ดว้งเจาะล าตน้หม่อน (mulberry stem bover) 

 
เป็นแมลงประเภทแมลงปีกแข็ง (beetles) ส่วนใหญ่จะท าลายเฉพาะตน้หม่อน จะ

กดักินก่ิงท่ีมีสีเขียวท าใหก่ิ้งเกิดรอยช ้ าและหกัได ้ทางเดินอาหารของก่ิงหม่อนถูกตดัขาด ยอดชะงกั
การเจริญเติบโต มกัระบาดรุนแรงในสวนหม่อนท่ีไม่มีการดูแลเอาใจใส่และไม่มีการตดัแต่งก่ิง 

 
7.  เพล้ียหอยด า (black scales)  

 
เพล้ียหอยด าท่ีโตเต็มท่ีจะมีเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 2-3 มิลลิเมตร สามารถพบ

อยูท่ ัว่ๆ ไปในพื้นท่ีทุกแห่งท่ีมีการปลูกหม่อน เพล้ียจะเกาะอยูต่ามก่ิง หรือถูกมดพาไปยงัส่วนต่างๆ 
ของตน้หม่อน แลว้ดูดกินน ้ าเล้ียงจากส่วนท่ีแตกใหม่ของตน้หม่อน ท าให้หม่อนแคระแกร็น เพล้ีย
ชนิดน้ีจะเกาะตน้หม่อนแลว้ดูดกินน ้าเล้ียงจนกระทัง่วางไข่แลว้ตายไป มีการระบาดของเพล้ียชนิดน้ี
มากในช่วงหนา้แลง้และอาจพบบา้งในฤดูฝน  

 



 

15 

8.  เพล้ียไฟ (thrips )  
 

เป็นแมลงตวัเล็กๆ ท่ีดูดกินน ้าเล้ียงจากใบหม่อน ใบหม่อนท่ีมีตวัอ่อนของเพล้ียไฟ
จะพบรอยซีดสีเหลืองอ่อน หรือเหลืองเขม้เล็กๆ คลา้ยฝุ่ น อยูก่ระจดักระจายทัว่ๆ ไปทางดา้นหลงั
ใบ  ใบหม่อนท่ีมีเพล้ียดูดมากๆ จะท าให้หลงัใบกร้าน และใบแคระแกร็นบางคร้ังถึงกบัท าให้ขอบ
ใบหงิกมว้นเขา้หากนั ทอ้งใบมีสีน ้ าตาล ระบาดมากในช่วงฤดูฝน สามารถใชส้ารเคมีในการก าจดั 
เช่น สารในกลุ่ม ออร์กาโนฟอตเฟสและคาร์บาเมท (organophosphate and carbamate) (กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์, 2548) 

 
2.  โรครากเน่าทีเ่ป็นปัญหาในประเทศไทย  

 
คณาจารยภ์าควชิาโรคพืช (2544) ไดท้  าการรวบรวมไวพ้อสังเขปดงัน้ี                                                                                           

 
โรครากเน่าท่ีเกิดจากเช้ือรา Sub-division Mastigomyconita; class Oomycetes 

  
 ราใน class น้ี จดัเป็นราชั้นต ่าหรือราน ้ า (water mold หรือ aquatic fungi) สร้างเส้นใยแบบ
ท่ีไม่มีผนงักั้น (coenocytic hypha) ขยายพนัธ์ุแบบไม่ใชเ้พศ (asexual reproduction) โดยการสร้าง 
zoospore ภายใน zoosporangium และขยายพนัธ์ุแบบใชเ้พศ (sexual reproduction) โดยการสร้าง 
oospore ซ่ึงเกิดจากการรวมตวักนัของเซลล์สืบพนัธ์ุสองชนิด คือ antheridium และ oogonium เช้ือ
ราท่ีเป็นสาเหตุโรคพืชท่ีส าคญัไดแ้ก่ 
 
 Phythium  aphanidermathum สาเหตุโรค damping-off ของตน้กลา้พืชหลายชนิด     
 Phytophthora  palmivora  สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของทุเรียน                                  
 Phytophthora  parasitica  สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของส้มและสับปะรด                  
 Phytophthora  fragariae  สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของสตรอเบอร่ี          
 Phytophthora  cinnamomi   สาเหตุโรครากเน่าโคนเน่าของสับปะรด 
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2.1 โรครากและโคนเน่าของทุเรียนและส้ม (root and stem rot) 
 

ในทุเรียนอาการเร่ิมแรกคือ ใบจะเหลืองซีด ผิวดา้น ไม่เป็นมนั และทยอยร่วง ส าหรับ
ส้มท่ีเป็นโรค เส้นกลางใบจะมีสีเหลือง จากนั้นใบจะเปล่ียนเป็นสีเหลืองเห่ียวเหมือนขาดน ้ า ส่วน
อาการท่ีรากและล าตน้ของทุเรียนกบัส้มเหมือนกนัคือ รากมีสีน ้ าตาลช ้ า สามารถดึงผิวรากหลุดออก
ไดง่้าย บนรากใหญ่พบอาการเน่าและรอยแผลสีน ้ าตาลเม่ือถากผิวรากออก ส่วนอาการโคนเน่าจะ
พบบริเวณโคนตน้ใกลร้ะดบัผวิดิน ช่วงท่ีมีความช้ืนสูงมกัจะมีเมือกไหลออกมา ถา้ถากเปลือกล าตน้
ออกพบวา่เน้ือไมเ้ปล่ียนเป็นสีน ้ าตาลแดง เช้ือสาเหตุของโรคคือ  Phytophthora  spp. การควบคุม
โรคสามารถท าไดโ้ดยหลีกเล่ียงการบงัคบัให้พืชออกผลดกมากเกินไป เพราะจะท าให้ตน้อ่อนแอ 
หรือปรับปรุงสภาพดินให้อุดมสมบูรณ์ จดัระบบระบายน ้ าให้ถ่ายเทไดส้ะดวก ในกรณีมีแผลท่ีล า
ตน้ควรถากบริเวณท่ีเป็นโรคออกให้เหลือแต่บริเวณเน้ือเยื่อท่ีดี แลว้ทาดว้ยสารเคมี เช่น metalaxyl 
และ fosethyl aluminum อาจใส่เช้ือรา Tricoderma harzianium ร่วมกบัสารเสริมบริเวณโคนตน้เพื่อ
ควบคุมอาการรากเน่า หรือใชว้ธีิการอดัฉีดสารเคมี m-KP ช่ือสามญัคือ phosphonic acid ดว้ยการใช้
เขม็ลกัษณะคลา้ยเขม็ฉีดยาเขา้สู่ล าตน้ เพื่อช่วยใหต้น้พืชมีความตา้นทานโรคมากข้ึน 

 
2.2 โรคพืชท่ีเกิดจากเช้ือราใน form class Agronomycetes  
 

เช้ือราใน form-class  Agronomycetes คือ เช้ือราท่ีมีเพียงเส้นใย หรือเรียกวา่ Mycelia  
Sterilia ไดแ้ก่ เช้ือรา Rhizoctonia sp. และ Sclerotium sp. ระบบสืบพนัธ์ุแบบใชเ้พศของเช้ือรา
ดงักล่าวจดัอยูใ่น sub-division  Basidiomycotina 
 

โรคเน่าระดบัดินท่ีเกิดจากเช้ือ Rhizoctonia  sp. 
 

เกิดอาการแผลช ้ าสีน ้ าตาลรอบโคนตน้กลา้พืช ท าให้ตน้กลา้พบั มีอาการเช่นเดียวกบั
อาการท่ีมีสาเหตุมาจากเช้ือรา Pythium sp. และ Phytophthora sp. แต่ถา้เก็บไวใ้นท่ีช้ืนต่อไปอีก
ระยะหน่ึงเช้ือราจะสร้างสเครอโรเทียม (sclerotium) ปรากฏใหเ้ห็นเป็นกอ้นสีน ้าตาลอ่อน 
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โรคเห่ียวของมะเขือเทศท่ีเกิดจากเช้ือ Sclerotium sp. 
 

อาการของพืชจะเหมือนกบัอาการของมะเขือเทศท่ีถูก Fusarium sp. เขา้ท าลาย ถา้
สังเกตบริเวณโคนตน้จะพบเส้นใยสีขาวและเม็ดสเคลอโรเทียม (sclerotium) กลม ขนาดเล็ก สี
น ้าตาลคลา้ยเมล็ดผกักาด หรือบางคร้ังอาจอยูใ่ตผ้ิวดินลงไปเล็กนอ้ย โรคน้ีอาจเรียกวา่โรคโคนเน่า
เน่ืองจากเช้ือเขา้ท าลายบริเวณโคนของมะเขือเทศท่ีก าลงัจะแก่จดัและให้ผล แต่ถา้เขา้ท าลายตน้กลา้
ก็จะท าใหต้น้หกัพบัและแหง้ตาย 

 
การควบคุมโรคท่ีเกิดจาก เช้ือราใน form-class Agronomycetes 

 
ใชส้ารเคมีประเภทดูดซึม เช่น carboxin คลุกเมล็ดก่อนปลูกหรือราดโคนตน้พืชเพื่อ

ควบคุมเช้ือทั้งสองใชจุ้ลินทรีย ์เช่น เช้ือรา Tricoderma harzianium และ Gliocladium virens  หรือ
ใช้วิธีเขตกรรม โดยก าจดัเศษซากพืชท่ีเป็นโรค ตากดินก่อนปลูก ใส่ปุ๋ยหมกัหรือปุ๋ยคอกเพื่อเพิ่ม
ความอุดมสมบูรณ์ในดิน และจดัระบบการระบายน ้า 

 
2.3 โรคพืชท่ีเกิดจาก class Deuteromycetes 
 

โรคใบจุด ใบไหม ้และเน่าของพืช (botrytis disease) 
 
เป็นโรคท่ีพบมากท่ีสุดในทอ้งถ่ินท่ีมีการปลูกผกั ไมด้อกไมป้ระดบั ไมผ้ล และพืชไร่

บางชนิด โดยเฉพาะท่ีปลูกในเรือนกระจก โรคจะแสดงอาการท่ีดอก ผล ล าตน้ ใบ หัว และราก 
อาการของโรคคือ มีอาการไหมท่ี้ดอก ผลเน่า และโคนเน่าระดบัดิน อาการแคงเกอร์ (canker) หรือ
เน่าท่ีล าตน้ใบจุดหวัและรากเน่า ในสภาพอากาศช้ืน เช้ือราจะสร้างสปอร์เห็นเป็นสีเทาบนเน้ือเยื่อ
พืชท่ีเป็นโรค เช้ือสาเหตุโรค คือ Botrytis  sp. การควบคุมโรคสามารถท าไดโ้ดย ก าจดัเศษซากพืชท่ี
จะเป็นแหล่งอาศยัของเช้ือโรค ปรับปรุงสถานท่ีเก็บให้มีอากาศถ่ายเท หากสภาพการเพาะปลูกมี
อากาศเย็น พบการระบาดในผกักาดหอมสามารถควบคุมโดยใช้ dichloran หรือ zineb หากเป็น
ตน้หอมหรือมะเขือเทศใช ้difolatan, dyrene หรือ maneb ควบคุมโรคผลเน่าของสตรอเบอร่ีดว้ยการ
ฉีดพน่ captan, thiran หรือ benomyl 
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3. โรครากเน่าในพชืชนิดต่างๆ 
 

นอกจากโรครากเน่าจะเป็นปัญหาท่ีส าคญัในประเทศไทยแลว้  ในต่างประเทศก็นบัไดว้่า
เป็นโรคท่ีสร้างความเสียหายให้แก่ผลผลิตทางการเกษตรเป็นอนัดบัตน้ๆ เช่นเดียวกนั ซ่ึงมีตวัอยา่ง
งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรครากเน่าของพืชตระกลูต่างๆ ดงัน้ี 

 
Nemec (1970) ศึกษาเช้ือราท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรครากเน่าของสตรอเบอร์ร่ี ใน Illinios โดยเลือก

พื้นท่ี 2 พื้นท่ี ท่ีมีดินแตกต่างกนั คือ ดิน Bluford silt loam และดิน Hosmer silt loam ซ่ึงพื้นท่ีทั้ง
สองท าการปลูกสตรอเบอร์ร่ีเพื่อการคา้ พบว่า สตรอเบอร์ร่ีท่ีปลูกในดิน Bluford silt loam แสดง
อาการของโรคมากกวา่สตรอเบอร์ร่ีท่ีปลูกในดิน Hosmer silt loam และเม่ือน ามาแยกเช้ือ พบวา่มี
เช้ือราทั้งหมด 8 ชนิดดว้ยกนั คือ Pythium sp., Aspergillus niger, Fusariun oxysporum, Fusarium 
solani, Trichoderma sp., Rhizoctonia sp., Penicillium citrinum และ Penicillium purogenun โดย
พบว่า Rhizoctonia sp. และ Pythium sp. เป็นเช้ือสาเหตุของโรครากเน่าท่ีสามารถพบไดท้ั้งสอง
พื้นท่ี 

 
 Anderson (1985) ท าการศึกษาโรครากเน่าและโรคเห่ียวของถัว่เขียว ในเมือง Ontario 

ประเทศแคนาดา โรครากเน่าและโรคเห่ียวของถัว่เขียวนั้นในปี ค.ศ 1979 และ 1980 เป็นสาเหตุ
ส าคญัในการสูญเสียผลผลิต พืชแสดงอาการโรครากเน่าในช่วงท่ีมีการเจริญเติบโตทางดา้นล าตน้ 
โดยพบในพื้นท่ีท่ีเป็นดินเหนียว ส่วนโรคเห่ียวนั้นจะเกิดมากในช่วงทา้ยของการสร้างฝักในพื้นท่ีท่ี
เป็นดินเหนียวหรือดินทราย การศึกษาวิจยัโดยเก็บตวัอยา่งของพืชและท าความสะอาด หลงัจากนั้น
จึงน าไปเล้ียงในอาหาร potato dextrose agar (PDA) และเก็บตวัอยา่งดินเหนียวจากพื้นท่ีเป็นโรค ท่ี
ความลึก 25 เซนติเมตรน ามาปลูกพืชทดสอบในโรงเรือนซ่ึงมี 3 ชนิด คือ ถัว่เหลือง ถัว่เขียว และตน้
คาวา่ แลว้ท าการประเมินโรคหลงัการปลูก 8 สัปดาห์ เม่ือท าการจ าแนกเช้ือท่ีเขา้ท าลายแลว้พบวา่ 
Rhizoctonia solani, Thielaviopsis basicola, Fusarium oxysporum และ Fusarium sp. ซ่ึงแยกไดจ้าก
พืชท่ีเป็นโรคนั้น เป็นโรคท่ีเกิดในโรงเรือน เช้ือ Rhizoctonia solani และ Thielaviopsis basicola 
เป็นเช้ือท่ีท าลายส่วนรากและส่วนท่ีต ่ากวา่ล าตน้ ส่วน Fusarium oxysporum และ Fusarium sp. นั้น
พบวา่ไม่สามารถท าใหเ้กิดโรคในสภาพโรงเรือนได ้ 

 
Kimpinski and Johnston (1985) ศึกษาเก่ียวกบัความสัมพนัธ์ของการเกิดโรครากเน่าและ

จ านวนประชากรของไส้เดือนฝอยในแปลงปลูกขา้วบาร์เลยบ์นเกาะ Prince  Edward จากแปลง
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ตวัอยา่งทั้งหมด 45 แปลงและปลูกขา้วบาร์เลย ์4 พนัธ์ุ คือ Birka, Bruce, Perth และ Volla  เก็บ
ตวัอยา่งพืชและตวัอยา่งดินท่ีติดกบัรากพืช โดยตวัอยา่งพืชแต่ละพื้นท่ีจะถูกประเมินความเป็นโรค
ตามวิธีของ Ledingham et al. (1973) ส่วนไส้เดือนฝอยจะถูกแยกออกจากดินแต่ละพื้นท่ีน ามา
ค านวณเพื่อหาจ านวน/กรัมของรากแห้ง จ านวนต่อกิโลกรัมของดินแห้ง และแปลงให้อยู่ในรูป 
logarithms เพื่อค านวณค่าเฉล่ียของประชากรไส้เดือนฝอย วิเคราะห์ค่าความแปรปรวนและค่า
ความสัมพนัธ์ไส้เดือนฝอยสกุลส าคญัท่ีเป็นปรสิตของพืชคือ stunt nematodes (Tylenchorhynchus  
spp.) และ root lesion nematodes (Pratylenchus  spp.) จากผลการทดลองพบวา่ไส้เดือนฝอยท่ีเขา้
ท าลายรากส่วนใหญ่คือ Pratylenchus penetrans และเช้ือราท่ีเป็นสาเหตุโรครากเน่าคือ  Bipolaris  
sorokinlana  จ  านวนประชากรไส้เดือนฝอย Tylenchorhynchus  spp. นั้นพบในแปลงท่ีปลูกขา้ว
บาร์เลยพ์นัธ์ุ Birka และ Perth มากกวา่ในแปลงท่ีปลูกพนัธ์ุ Bruce และ Volla ส่วนไส้เดือนฝอย 
Pratylenchus  spp. ไม่มีนยัส าคญัต่อพนัธ์ุใด จากการทดลองสามารถสรุปไดว้า่ แนวโน้มของการ
เกิดโรครากเน่าและจ านวนประชากรไส้เดือนฝอยนั้นมีความสัมพนัธ์ในเชิงบวกกบัไส้เดือนฝอย 
Tylenchorhynchus  spp. และมีความสัมพนัธ์ในเชิงลบกบั Pratylenchus penetrans ในดินและราก 

 
Hsiang et al. (1995) ศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งเช้ือสาเหตุโรครากเน่า ซ่ึงมีสาเหตุมาจาก

เช้ือ Pythium กบัการเกิดโรค dieback ในฤดูหนาวของสนามหญา้ ในเมือง Ontario และ Quebec 
ประเทศแคนาดา ซ่ึงโรค dieback ท่ีเกิดในสนามหญา้หรือสนามกอล์ฟนั้น มกัเกิดในช่วงฤดูใบไม้
ผลิและฤดูใบไมร่้วงท่ีมีอากาศเยน็และช้ืน ผลการวิจยัพบว่า เช้ือ Pythium  เป็นสาเหตุโรครากเน่า
นั้นมีบทบาทส าคญัในการเกิดโรค dieback ดว้ยเช่นกนั ในการทดลองไดมี้การแยกเช้ือจาก creeping  
bentgrass และ annual bluegrass ไดท้ั้งหมด 14 ไอโซเลต จากส่วนรากและยอด 7 ไอโซเลต คือ 
Pythium graminicola 5 ไอโซเลต Pythium torulosum และ 2 ไอโซเลต Pythium  ultimum  และท า
การทดสอบความรุนแรงของการเกิดโรคในหญา้ชนิดต่างๆ พบวา่ perennial ryegrass แสดงอาการ
เป็นโรคมากกวา่ creeping  bentgrass โดยเช้ือ Pythium  ultimum ท าให้เกิดโรคท่ีรุนแรงมากกว่า 
Pythium graminicola และ Pythium torulosum นอกจากน้ีอาการรุนแรงของโรคยงัพบในอุณหภูมิ 
15 องศาเซลเซียส มากกวา่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และจากการทดสอบเช้ือราในโรงเรือนพบวา่ 
Oospore และ Sporangia ของ Pythium สามารถพบไดจ้ากตวัอยา่งท่ีเพาะเช้ือลงไป จึงสรุปไดว้า่ เช้ือ 
Pythium  เป็นสาเหตุของโรค dieback ท่ีเกิดข้ึนในสนามหญา้ช่วงฤดูหนาวในเมือง Ontario และ 
Quebec  
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4.  โรครากเน่าของหม่อน 
 
 โรครากเน่าของหม่อน เป็นโรคร้ายแรงส าหรับการผลิตหม่อน โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในพื้นท่ี
ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบว่า สภาพของดินท่ีเกิดการระบาดของโรครากเน่า มีลกัษณะเน้ือดิน
เป็นแบบร่วนปนทราย (sandy loam) เช่น จงัหวดัมหาสารคาม ขอนแก่น บุรีรัมย ์ศรีสะเกษ 
นครพนม และอุบลราชธานี เป็นตน้ แต่ส าหรับบริเวณท่ียงัไม่พบรายงานการระบาดของโรครากเน่า 
พบว่า ดินในบริเวณดังกล่าวมีลักษณะเน้ือดินเป็นดินเหนียว (clay) ได้แก่ จังหวดัอุดรธานี 
หนองคาย เชียงใหม่ และกรุงเทพฯ 
  

ลกัษณะอาการของโรค 
 
 หม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า ลกัษณะอาการของตน้หม่อนในพื้นท่ีจะตายเป็นหย่อมและขยาย
ลุกลามไปเร่ือยๆใบและก่ิงจะเห่ียวจากนั้นจะเปล่ียนเป็นสีน ้าตาลคลา้ยน ้ าร้อนลวก โดยเร่ิมจากขอบ
ใบแลว้ลุกลามเขา้ดา้นใน ต่อมาจะแสดงอาการเห่ียวทั้งตน้ และตายในท่ีสุด เม่ือถอนตน้ดูจะพบวา่
โคนและรากท่ีถูกเช้ือโรคเขา้ท าลายมีสีน ้ าตาลปนด าเน่าเป่ือย เปลือกหลุดลอกออกไดง่้าย  และมี
กล่ินเหมน็ ส่วนมากโรคจะเขา้ท าลายระบบรากและลุกลามไปบริเวณโคนตน้ระดบัใตดิ้นและระดบั
เหนือดินประมาณ 1 ฟุต หากน าหม่อนมาปลูกในบริเวณท่ีเคยมีการระบาดของโรครากเน่ามาก่อน 
หม่อนก็จะเป็นโรครากเน่าตายได ้หม่อนจะแสดงอาการหลงัจากปลูกไปได ้2 เดือน 1 ปี ซ่ึงสามารถ
มีการระบาดของโรคไดต้ลอดทั้งปี และพบวา่ช่วงท่ีมีการระบาดมากท่ีสุดคือ ช่วงฤดูฝน 
 

โรครากเน่าของหม่อนเป็นโรคท่ีมีการศึกษามานาน แต่ก็ยงัไม่สามารถทราบสาเหตุของ
โรคท่ีแทจ้ริง ในปัจจุบนัก็ยงัคงมีผูศึ้กษาเก่ียวกบัโรครากเน่าของหม่อนน้ีอยู่ จากการศึกษาของ 
กรมวชิาการเกษตร (2523) พบวา่ เม่ือน าตวัอยา่งดินจากหม่อนท่ีเป็นโรคและส่วนต่างๆ มาวิเคราะห์ 
พบเช้ือราทั้งหมด 8 ชนิดดว้ยกนั คือ Botryodiplodia sp.,  Fusarium sp.,  Rhizopus sp., Pythium sp., 
Macrophomina sp., Neocosmospora sp., Sphaeropsis sp. และ Sclerotium sp. แบคทีเรีย 3 ชนิด 
และไม่สามารถระบุชนิดได ้2 ชนิด เม่ือน าเช้ือราและแบคทีเรียดงักล่าวมาเพาะท่ีรากหรือโคนตน้
พบเช้ือ Botryodiplodia  sp. เท่านั้นท่ีก่อให้เกิดโรครากเน่าในหม่อนได ้โดยหม่อนท่ีใชท้ดลองน้ีมี
อายุ 2, 4 และ 6 เดือน เม่ือน าเช้ือ Botryodiplodia  sp. ไปเพาะท่ีรากหรือโคนตน้หม่อนท่ีมีอายุ 3 ปี
ข้ึนไป พบว่าเช้ือราชนิดน้ีไม่สามารถท าให้เกิดโรครากเน่าได ้นอกจากน้ีตรวจพบไส้เดือนฝอยอีก 
11 ชนิด จากตวัอย่างหม่อนท่ีเป็นโรค ได้แก่ Hoplolaimus  sp., Tylenchorhynchus  sp., 
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Helicotylenchus  sp., Criconimoides  sp., Meloidogyne  sp., Pratylenchus  sp., Paratylenchus  sp., 
Tylenchus  sp., Rotylenchulus  sp., Longidoras  sp. และ Diptherophora  sp. 

 
นวลจนัทร์ (2502) ศึกษาโรครากเน่าของหม่อน ในปี พ.ศ. 2500 มีรายงานเก่ียวกบัโรคใบ

ไหม ้(bacteria blight) ของหม่อนท่ีเกิดจากแบคทีเรีย Pseudomonas mori ลักษณะส าคญั
ประกอบดว้ยใบ ก่ิง และเปลือกตาย ส่งผลให้หม่อนตายทั้งตน้ และต่อมาพบการรายงานวา่เกิดโรค
ระบาดของต้นหม่อนข้ึนในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ลักษณะอาการทั่วไปคล้ายคลึงกับโรค  
bacteria blight ท่ีไดก้ล่าวมาในขา้งตน้ แต่มีอาการเน่าบริเวณรากและโคนตน้ใกลพ้ื้นดินเพิ่มข้ึนดว้ย  
พบวา่แบคทีเรียในรากและบริเวณโคนตน้เป็นเช้ือ Diplodia  spp. จึงมีการพิสูจน์แต่ผลการทดลอง
พบวา่ เช้ือ Diplodia spp. อาจไม่ใช่เช้ือสาเหตุท่ีท าใหเ้กิดโรครากเน่า ดงัท่ีตั้งสมมุติฐานไว ้เน่ืองจาก
หม่อนไม่แสดงอาการเป็นโรคเม่ือน าเช้ือ Diplodia spp. เพาะลงในตน้หม่อน อย่างไรก็ตามเช้ือ
ดงักล่าวอาจจะเป็นเช้ือทุติยภูมิท่ีจะเขา้ท าลายซ ้ า เม่ือเช้ือปฐมภูมิเขา้ท าลายไปแลว้ 

 
Kasempour and Kamran  (2006) ศึกษาเก่ียวกบัโรครากเน่าในหม่อน จงัหวดั Guilan 

ประเทศอิหร่าน โดยท าการศึกษาระหว่างปี ค.ศ. 2002-2004 พบวา่เม่ือเก็บตวัอย่างจากส่วนต่างๆ 
ของหม่อนในพื้นท่ีแตกต่างกนั เพื่อหาเช้ือสาเหตุของโรคท่ีเกิดข้ึนจากส่วนต่างๆ ของหม่อน โดย
เลือกส่วนราก ใบท่ีเป็นโรคใบจุดและแคงเกอร์ (canker)  ซ่ึงจากการทดสอบการเกิดโรคในส่วน
ของบริเวณราก ตอ้งการทราบเช้ือสาเหตุท่ีท าให้เกิดโรครากเน่า ใช้เมล็ดขา้วบาร์เลย ์ท่ีฆ่าเช้ือแลว้
ใส่เช้ือท่ีแยกไดจ้ากส่วนของรากลงไปแลว้บ่มทิ้งไวเ้ป็นเวลา 3-4 สัปดาห์ จนเม่ือเมล็ดขา้วบาร์เลย ์
ถูกปกคลุมดว้ยเช้ือราแลว้จึงน าไปผสมกบัวสัดุปลูกท่ีใช้ในการปลูกหม่อน ซ่ึงหม่อนท่ีใช้ในการ
ทดลองมีอายุ 4-6 เดือน และส่วนท่ีเป็นชุดควบคุมจะไม่ใส่เช้ือในเมล็ดขา้วบาร์เลย ์โดยหม่อนท่ี
ไม่ใช่ชุดควบคุมจะแสดงอาการเห่ียวเม่ือใส่เช้ือลงไปแลว้เป็นเวลา 20 วนั หลงัจากนั้นน าช้ินส่วน
ของรากซ่ึงแสดงอาการเป็นโรคมาแยกเช้ืออีกคร้ังพบว่า เป็นเช้ือ Fusarium solani, Fusarium 
oxysporum, Lasiodiplodia theobromae, Rhizoctonia solani  และ  Rosellinia necatrix  

 
Kazempour et al. (2006) ท าการศึกษาต่อจากการทดลองขา้งตน้ โดยใช้แบคทีเรียเช้ือ

ปฏิปักษท่ี์จะน ามาใช้ควบคุมการเกิดโรครากเน่าในหม่อน เร่ิมจากแยกเช้ือมาจากรากหม่อนท่ีเป็น
โรครากเน่า คดัแยกไดท้ั้งหมด 165 ไอโซเลต พบแบคทีเรีย 5 ไอโซเลต เท่านั้นท่ีมีคุณสมบติัเป็น
เช้ือปฏิปักษ ์(เป็นแกรมลบ 3 ไอโซเลต แกรมบวก 2 ไอโซเลต) โดยพบวา่เป็นเช้ือ Pseudomonas 
fluorescenes และ Bacillus cereus จากนั้นน าไปทดสอบคุณสมบติัความเป็นเช้ือปฏิปักษด์ว้ยวิธีการ
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เฉพาะ เช่น volatile antibiotic, diffusible antibiotic และการสร้างเอนไซม์ protease เป็นตน้ ซ่ึงทั้ง 2 
เช้ือสามารถยบัย ั้งการก่อโรคของเช้ือราไดดี้ เม่ือปลูกพืชทดสอบโดยใส่เช้ือท่ีคาดวา่จะเป็นสาเหตุ
ของโรครากเน่า คือ Fusarium solani, Fusarium oxysporum, Lasiodiplodia theobromae, 
Rhizoctonia solani และ Rosellinia necatrix  ลงไป จากนั้นใชเ้ช้ือปฏิปักษท่ี์คดัแยกไดน้ ามาท าการ
ทดสอบ พบวา่การเกิดโรคในแต่ละเช้ือลดลง 21.5 , 26.5, 25, และ 29 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ใชเ้ช้ือ
ปฏิปักษร่์วมกบัสารฆ่าเช้ือรา Roval T.S พบวา่การเกิดโรคในแต่ละเช้ือลดลง 16.5, 21, 21 และ 24 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั โดยเช้ือ Pseudomonas fluorescenes และ Bacillus cereus  มีประสิทธิภาพใน
การน ามาใชเ้ป็นเช้ือปฏิปักษเ์พื่อควบคุมโรครากเน่าของหม่อนได ้

 
สุวมิล และคณะ (2552) ศึกษาผลการไถระเบิดดินดานและการใส่ยิปซมัต่อการสร้างสปอร์

และการเขา้อาศยัภายในรากหม่อนของราไมคอร์ไรซา พบวา่พื้นท่ีท่ีมีการใส่ยิปซมัในอตัรา 0, 200,  
300 และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ ในแปลงท่ีมีการไถระเบิดดินดานและการไถพรวนแบบดัง่เดิม พบวา่
ราไมคอร์ไรซาสามารถสร้างสปอร์ไดสู้งสุดเท่ากบั 106 สปอร์ต่อดิน 100 กรัม ในแปลงท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดานร่วมกบัการใส่ยิปซัมอตัรา 300 กิโลกรัมต่อไร่ แต่สร้างสปอร์ไดต้  ่ากวา่ในแปลงท่ีมี
การไถพรวนแบบดัง่เดิมร่วมกบัการใส่ยิปซมัทุกระดบัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ และเม่ือตรวจสอบ
เปอร์เซ็นตก์ารเขา้อาศยัภายในรากหม่อนของราไมคอร์ไรซาทั้งในแปลงท่ีมีการไถระเบิดและไม่มี
การไถระเบิดดินดานพบวา่ ราไมคอร์ไรซามีเปอร์เซ็นตเ์ขา้อาศยัในรากหม่อนสูง โดยการไถทั้งสอง
วธีิมีเปอร์เซ็นตก์ารเขา้อาศยัในรากไม่แตกต่างกนัทางสถิติ 

 
สมภพ และคณะ (2552) ศึกษาผลของการใชว้สัดุปรับปรุงดินร่วมกบัหม่อนพนัธ์ุตา้นทาน

ต่อการเพิ่มผลผลิตหม่อนในเขตท่ีมีการแพร่ระบาดของโรครากเน่า พบว่าการใช้หม่อนพนัธ์ุ
พื้นเมือง เช่น พนัธ์ุคุณไพสามารถตา้นทานการเกิดโรครากเน่าได ้และการใส่เช้ือไมคอร์ไรซาในดิน
สามารถลดความรุนแรงของการแพร่ระบาดของโรครากเน่าในหม่อนได ้ส าหรับการจดัการดินท่ีมี
สภาพอดัตวัแน่นควรมีการไถระเบิดดินดานเพื่อให้รากหม่อนเจริญได้ดี อีกทั้งยงัช่วยส่งเสริม
จุลินทรียโ์ดยเฉพาะแบคทีเรียใหส้ามารถท างานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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5.  ปัจจัยทางส่ิงแวดล้อมทีส่่งเสริมการเข้าท าลายของเช้ือสาเหตุโรครากเน่า 
 
การเกิดโรคพืชนั้น ตามสภาพธรรมชาติมีปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 3 ประการดว้ยกนั จึงสามารถท า

ให้พืชเกิดโรคไดอ้ย่างสมบูรณ์ คือ พืชอาศยั เช้ือสาเหตุโรค และสภาพแวดล้อมท่ีเอ้ือต่อการเขา้
ท าลายของสาเหตุโรคพืชไดแ้ก่ ความช้ืน อุณหภูมิ ค่าพีเอชของดิน เน้ือดิน และปริมาณธาตุอาหาร
บางชนิด เป็นตน้ 

 
 5.1  ความช้ืนของดิน เก่ียวขอ้งกบัการท าให้พืชอ่ิมน ้ า ส่งผลให้เกิดสภาพอ่อนแอไดง่้าย 

และก่อให้เกิดการเพิ่มปริมาณของเช้ือสาเหตุโรคพืชต่างๆ เช่น เช้ือราและแบคทีเรีย (สุดฤดี, 
ม.ป.ป.) นอกจากน้ียงัเป็นพาหะหรือตวัแพร่กระจายท าให้มีการถ่ายทอดโรคได ้เช่น เช้ือราและ
ไส้เดือนฝอย  สามารถถ่ายทอดโรคไดดี้เม่ือมีความช้ืน ส าหรับเพล้ียอ่อนและเพล้ียจกัจัน่สามารถ
ถ่ายทอดโรคไดน้อ้ยลงเม่ือมีความช้ืนลดลง ยกตวัอยา่งงานวจิยัดงัต่อไปน้ี 

 
Waipara et al. (1996) ศึกษาอิทธิพลของความช้ืนดินท่ีมีผลในการก่อโรคของ

Codinaea  fertilis ต่อ White Clover ซ่ึงมีผลต่อการเจริญของรากและล าตน้ เน่ืองจาก White Clover 
เป็นพืชอาหารสัตวท่ี์ส าคญัในประเทศนิวซีแลนด์ เร่ิมการทดลองโดยหวา่นเมล็ด White clover ลง
ในแปลง แปลงละ 70 กรัม ในดินท่ีมีค่าพีเอช 5.6 และมีการรมดว้ย Chloroform แบ่งความช้ืนของ
ดิน ออกเป็น 4 ระดับ คือ 40, 50, 60 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั จากนั้นปล่อยให้พืชเจริญ 5 
สัปดาห์ แลว้ใส่เช้ือ Codinaea  fertilis  ลงไป 2 สายพนัธ์ุ ใช ้conidial suspension ในแต่ละ plot 15 
มิลลิลิตร ใส่ในระดบัความลึก 10 เซนติเมตรและท าแบบเดียวกนัอีก 2 คร้ังใน 3 วนัต่อมา ในต ารับ
ควบคุมใส่ conidial suspension 15 มิลลิลิตร ท่ี sterile แลว้ ให้พืชเจริญท่ี 20 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 สัปดาห์โดยให้แสง 16 ชัว่โมง เม่ือผา่นไป 4 สัปดาห์ พืชจะถูกถอนออกแลว้ลา้งให้สะอาด 
น ามาวเิคราะห์เปอร์เซ็นตก์ารเกิดโรครากเน่าและใหค้ะแนนการเกิดโรคเป็น 5 ระดบัตั้งแต่ 1-5 คือ 1 
เท่ากบั ไม่มีแผลและอาการของรากท่ีถูกท าลาย และ 5 เท่ากบั 81-100 เปอร์เซ็นต์ ของพื้นท่ีราก
ทั้งหมดมีอาการตาย จากนั้น น าส่วนของรากมาแยกเช้ือเพื่อตรวจสอบวา่เป็นเช้ือชนิดเดียวกบัท่ีมี
การทดสอบ อบส่วนของล าต้นและราก โดยใช้เวลา 48 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ความช้ืนของดินมีผลต่อการก่อโรคของ Codinaea  fertilis  พืชท่ีอยูภ่ายใตส้ภาพความช้ืนสูงจะมี
ความอ่อนแอมากกวา่พืชท่ีอยูภ่ายใตส้ภาพความช้ืนต ่า โดยพบวา่มีคะแนนของการเกิดโรคมากกวา่
พืชในต ารับควบคุม โดยพบวา่รากพืชจะอ่อนแอจากการเขา้ท าลายและเน่า เน่ืองจากสภาพความช้ืน
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ของดินต ่า ดงันั้นความช้ืนของดินจึงเป็นปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มท่ีส าคญัท่ีมีอิทธิพลต่อการเกิดโรคใน
เช้ือรา ในดินท่ีแหง้อาจมีผลท าใหอ้าการของโรคเพิ่มข้ึนและน าไปสู่การลดลงของผลผลิตได ้ 

 
Besoain  et al. (2005) ศึกษาผลของระยะเวลาในการอ่ิมตวัดว้ยน ้ าของดินต่อการ

พัฒนาตัวของโรค เน่ืองจากโรครากเน่าของอโวกาโดท่ีเกิดจากเช้ือสาเหตุ Phytophthora  
cinnamomi เขา้ท าลายและมีการกระจายของเช้ือสาเหตุโรคน้ีไปทัว่โลก โดยส่วนมากมกัเก่ียวขอ้ง
กบัชนิดของดินและระยะเวลาการขงัน ้ าในพื้นท่ีปลูกอโวกาโดท่ีมีอาการของรากเน่า มกัมีอาการ
เหลือง ใบเล็กหรืออาจหลุดร่วง ใบบางส่วนอาจมีอาการไหม ้ท าการทดลองโดยน า Phytophthora  
cinnamomi  ใส่ลงไปในตน้พืช พบว่า พืชแสดงอาการเห่ียว เหลือง ใบไหม ้การเจริญเติบโตลดลง 
จ านวนใบ และพื้นท่ีใบนอ้ยลงเม่ือเปรียบเทียบกบัตน้ท่ีไม่ไดใ้ส่เช้ือ ส าหรับช่วงเวลาในการขงัน ้ ามี
ความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติต่อเปอร์เซ็นต์ของโรครากเน่าในตน้ท่ีใส่เช้ือลงไป มีความ
แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติต่อพื้นท่ีใบในต ารับการทดลองท่ีมีการใส่เช้ือ แต่ไม่พบความ
แตกต่างทางสถิติกบัส่วนของล าตน้ในต ารับการทดลองท่ีไม่มีการใส่เช้ือ ระยะเวลาในการขงัน ้ ามี
นยัส าคญัทางสถิติต่อความสูงของล าตน้ จากผลการทดลองสรุปไดว้่า ถา้มีการท่วมขงัของน ้ าเป็น
เวลา 48 ชัว่โมง ทุก 2 สัปดาห์ ก็เพียงพอท่ีจะท าใหเ้กิดโรครากเน่าได ้ 

 
Heritage and Harrigan (1984) ศึกษาปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม ไดแ้ก่เน้ือดิน ความช้ืนดิน 

อายุของพืชต่อการเข้าท าลาย รูปแบบของการให้น ้ าชลประทาน ท่ีมีผลต่อการคดัเลือกต้นดอก
ค าฝอยท่ีมีความตา้นทานเช้ือ Phytophthora   crytogea ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุโรครากเน่า พบวา่พืชท่ี
ปลูกในเน้ือดินร่วนมีความทนทานต่อการเข้าท าลายของเช้ือได้ดีกว่าเจริญเติบโตในดินทราย 
ความช้ืนของดินถา้เพิ่มจาก 88 เปอร์เซ็นต์เป็น 96 เปอร์เซ็นต์นั้น ส่งผลให้เช้ือสาเหตุของโรคพืช
สามารถเขา้ท าลายไดม้ากกวา่เช่นเดียวกนั ปัจจยัอายุของพืชต่อการเขา้ท าลายพบวา่ ในช่วงการงอก 
(10 วนัหลงัปลูก) มีความสามารถตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุของโรคพืชมากกวา่ตน้ท่ีมีการเจริญเต็มท่ี
ในระยะออกดอก ( 90 ว ันหลังปลูก) ส่วนปัจจัยสุดท้ายคือ รูปแบบการชลประทานมีการ
เปรียบเทียบการให้น ้ า 2 ประเภทคือ การให้น ้ าตามร่อง (furrow) ซ่ึงเป็นการให้น ้ าทางผิวดิน โดย
ปล่อยใหน้ ้าไหลในคูร่อง และการใหน้ ้าแบบผนื (border check) โดยปล่อยใหน้ ้าไหลท่วมแปลงเป็น
ผนืระหวา่งคนัดินสองคนั ซ่ึงน ้ าจะถูกส่งเขา้ไปจากทางหวัแปลงจนกระทัง่กระจายไปยงัทา้ยแปลง 
พบวา่ การใหน้ ้าแบบ ผนืส่งผลใหเ้กิดการระบาดของโรคอยา่งรุนแรงมากข้ึนกวา่การใหน้ ้าตามร่อง 
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Gill  et al. (2001) ท าการศึกษาผลของความช้ืนในดินต่ออุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัต่อโรค
รากเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ  Rhizoctonia ในขา้วสาลี จากผลการทดลองพบวา่ ความช้ืนของดินในระดบัท่ี
เหมาะสมแก่การเจริญเติบโตของพืช (50 และ 75 เปอร์เซ็นต์ ของความสามารถในการอุม้น ้ าของ
ดิน) โรคมีการระบาดอย่างรุนแรงในสภาพอุณหภูมิต ่า (10 องศาเซลเซียส) แต่ในสภาวะแห้งแลง้ 
(15 เปอร์เซ็นต ์ ของความสามารถในการอุม้น ้ าของดิน) กลบัพบวา่การก่อโรคเหมือนกนัทุกระดบั
ของอุณหภูมิในการทดสอบ ในดินท่ีอบอุ่น (20 และ 25 องศาเซลเซียส) ท่ีความช้ืนสูง (50 และ 75
เปอร์เซ็นต์ ของความสามารถในการอุม้น ้ าของดิน) การเกิดโรคในดินท่ีมีการอบไอน ้ ามีความ
รุนแรงมากกวา่ในดินท่ีไม่มีการอบไอน ้ า เน่ืองจากการอบไอน ้ าในดินไม่ใช่การฆ่าเช้ือโรค แต่มีผล
ต่อจุลินทรียบ์างชนิดท่ีอ่อนแอต่อความร้อนซ่ึงอาจรวมถึงเช้ือจุลินทรียป์ฏิปักษต่์อเช้ือสาเหตุโรคพืช
น้ีดว้ย ดงันั้นจึงเป็นการช้ีให้เห็นวา่ ในการยบัย ั้งเช้ือโรคพืชในธรรมชาตินั้นจะตอ้งอยูภ่ายใตปั้จจยั
หลายประการและเก่ียวขอ้งกบักิจกรรมของจุลินทรียช์นิดอ่ืนๆ  

 
Rusuku and Gatabazi (1997) ศึกษาการเกิดและการแพร่กระจายของเช้ือราซ่ึงเป็น

สาเหตุของโรคพืชท่ีเกิดกบัถัว่ในประเทศรวนัดา พบวา่ เช้ือรา Pythium sp. มีบทบาทส าคญัท่ีท าให้
เกิดโรครากเน่าของถัว่ในประเทศรวนัดา สามารถแยกได ้40 เปอร์เซ็นต์ ของตวัอยา่งทั้งหมดใน 6 
พื้นท่ี คือ Kigali, Butare, Gikongora, Cyangugu, Gisenyi และ Kibungo โดยในแต่ละพื้นท่ีพบเช้ือ
รา 19, 40, 33, 33, 60 และ 53 เปอร์เซ็นต ์ของเช้ือราทั้งหมด และพบวา่การเกิดโรคมีความสัมพนัธ์
กบัระบบการปลูกพืช สภาพแวดล้อม และการจดัการพืชในแปลง เช่น ดินท่ีมีระดับน ้ าสูงเป็น
สภาวะแวดลอ้มท่ีเช้ือ Pythium sp. จะสามารถเกิดการระบาดไดอ้ยา่งรุนแรง หรือถา้เกิดฝนตกหนกั
ในช่วงท่ีเร่ิมท าการยา้ยปลูกพืช หลงัจากนั้น 2-3 สัปดาห์ พืชจะแสดงอาการรากเน่าโคนเน่าจากเช้ือ 
Pythium  sp.  หรืออาการเห่ียวจากเช้ือ Fusarium  sp. 

 
5.2  ธาตุอาหารพืช มีความเก่ียวขอ้งกบัค่าพีเอชของดิน ซ่ึงส่งผลต่อความเป็นประโยชน์

ของธาตุอาหารพืช โดยพืชอาจแสดงออกทางดา้นสรีระหรืออาจแสดงอาการเป็นพิษจากการ ดูดใช้
และสะสมของธาตุอาหารในปริมาณท่ีมากจนเกินไปหรืออาจแสดงอาการขาดธาตุอาหารได้ เช่น 
ธาตุแคลเซียม แมกนีเซียม และโพแทสเซียม ในสภาพดินท่ีเป็นกรดรุนแรงพบแคลเซียม 
โพแทสเซียมและแมกนีเซียมในระดบัต ่า ระดบัพีเอชท่ีส่งผลใหดิ้นมีแคลเซียมและแมกนีเซียมอยา่ง
เพียงพอ อยูร่ะหวา่ง 5.5- 8.5 ถา้สูงกว่า 8.5 พบปริมาณแคลเซียมต ่า (คณาจารยภ์าควิชาปฐพีวิทยา, 
2548) ส าหรับฟอสฟอรัส เม่ือดินเป็นกรดมากๆ จะส่งเสริมให้เกิดการตรึงฟอสเฟต ให้อยู่ในรูป
เหล็กและอะลูมินมัฟอสเฟต ยากแก่การใชป้ระโยชน์ เน่ืองจากสารประกอบของฟอสเฟตทั้งสองรูป
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จะละลายน ้ าไดย้าก ระดบัพีเอช 6-7 เป็นระดบัท่ีเหมาะสมต่อการใชป้ระโยชน์ของฟอตเฟสในพืช
เน่ืองจากฟอสเฟตจะถูกตรึงนอ้ยท่ีสุด ดงังานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัธาตุอาหารอ่ืนๆ ดงัน้ี 

 
Elmer (1999) ศึกษาอิทธิพลของแอมโมเนียมซลัเฟตและการปลูกพืชหมุนเวียนต่อการ

เกิดโรค black root rot ในสตรอเบอร์ร่ี โดยเลือกพื้นท่ีท่ีเคยเกิดโรค black root rot มาก่อน ท าการ
ปลูกพืชหมุนเวยีน 2 ชนิด คือ Saia oats, sorgho-sudangrass และมีแปลงควบคุมคือแปลงปลูกสตรอ
เบอร์ร่ีพนัธ์ุ Honeoye จากนั้นท าการปลูกสตรอเบอร์ร่ีพนัธ์ุเดียวกนัน้ีเป็นพืชหลกั ทดสอบโดยการ
ใส่ปุ๋ย 2 ชนิด คือ แอมโมเนียมไนเตรท และแคลเซียมไนเตรท อตัราไนโตรเจนท่ีเท่ากนั หลงัจาก
นั้น 2 เดือน พบวา่แปลงท่ีมีการใส่ปุ๋ยแอมโมเนียมซลัเฟตมีพื้นท่ีใบและผลผลิตท่ีสูงกว่า พื้นท่ีท่ีมี
การใส่ปุ๋ยแคลเซียมไนเตรท สตรอเบอร์ร่ีท่ีปลูกในแปลงท่ีมีการปลูก Saia oats มาก่อนนั้น มีผลผลิต
เพิ่มข้ึน 135 เปอร์เซ็นต์ และสามารถเก็บเก่ียวผลผลิตได้เร็วกว่าแปลงควบคุม 38 เปอร์เซ็นต ์
อิทธิพลของการปลูกพืชคลุมดินเพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโต และลดการเกิดโรค พบวา่แปลงท่ีใส่
ปุ๋ยแอมโมเนียมไนเตรท พืชแข็งแรงกว่าแปลงท่ีใส่ปุ๋ยแคลเซียมไนเตรท และการปลูกพืชคลุมดิน
ทั้งสองชนิดเป็นพืชหมุนเวยีนร่วมกบัการใชปุ๋้ยแอมโมเนียมซลัเฟตนั้นยงัสามารถลดการเขา้ท าลาย
ของไส้เดือนฝอยไดอี้กดว้ย เม่ือเปรียบเทียบกบัแปลงท่ีมีการปลูกสตรอเบอร์ร่ีอยา่งต่อเน่ือง (แปลง
ควบคุม) นอกจากน้ีการปลูกพืชหมุนเวียนอีกชนิดหน่ึงคือ Garry oat ยงัสามารถลดปริมาณเช้ือ 
Rhizoctonia fragariae ไดมี้ประสิทธิภาพเปรียบเทียบกบัแปลงท่ีมีการปลูกสตรอเบอร์ร่ีอย่าง
ต่อเน่ือง และผลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการใชปุ๋้ยแอมโมเนียมซลัเฟตคือ สามารถลดค่าพีเอช ในบริเวณราก
พืชไดป้ระมาณ 0.2 unit  ซ่ึงมีผลต่อการลดปริมาณเช้ือ Pseudomonas fluorescens ในบริเวณรากพืช
ได้ประมาณ 10-15 เท่า และมีผลต่อการสร้างใบ อีกทั้ งส่งเสริมการดูดใช้และสะสมปริมาณ
ไนโตรเจน โพแทสเซียม ก ามะถนั แมงกานีส และทองแดง มากกวา่พืชท่ีใส่ปุ๋ยแคลเซียมไนเตรท 

 
Campanella et al. (2002) ศึกษากิจกรรมของเกลือแคลเซียมในการควบคุมเช้ือ 

Phytophthora sp. สาเหตุของโรครากเน่าส้ม โดยผลของเกลือแคลเซียม 10 ชนิดคือ แคลเซียม
ซลัเฟต แคลเซียมออกไซด์ แคลเซียมโพรพิโอเนต แคลเซียมไนเตรท แคลเซียมอะซีเตต แคลเซียม
เพนโททีเนต แคลเซียมกลูโคเนต แคลเซียมคลอไรด์ และแคลเซียมคาร์บอเนต ใชใ้นปริมาณความ
เขม้ขน้แตกต่างกนัคือ 300, 600 และ 1,200 ppm จากผลการทดลองพบว่า สามารถลดการสร้าง 
zoospore และลดจ านวนเช้ือดงักล่าวในดินได ้แคลเซียมโพรพิโอเนตและแคลเซียมแลคเตดสามารถ
ลดความหนาแน่นของเช้ือท่ีมีอยูใ่นดิน ในขณะท่ีเกลือแคลเซียมทุกชนิด ยกเวน้แคลเซียมไนเตรท 
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แคลเซียมเพนโททีเนต และแคลเซียมกลูโคเนต พบวา่มีประสิทธิภาพในการลดการติดเช้ือบริเวณ
รากเม่ือเปรียบเทียบกบัต ารับควบคุม  

 
Keel et al. (1988) ศึกษาการขาดธาตุเหล็กซ่ึงมีผลในการยบัย ั้งการเกิดโรครากเน่าของ

ใบยาสูบ โดยใช ้Pseudomonas   fluorescens สายพนัธ์ุ CHA0 ภายใตส้ภาวะ Gnotobiotic ซ่ึงเป็น
สภาวะจ าลองให้เห็นการเจริญของรากในดินท่ีมีการจัดการต่างกัน จากการทดลองพบว่า 
Pseudomonas   fluorescens สายพนัธ์ุ CHA0 มีความสามารถตา้นทานต่อโรครากเน่า ซ่ึงมีสาเหตุ
ของโรคคือ Thielaviopsis   basicola ของใบยาสูบ ภายใตส้ภาวะ Gnotobiotic เม่ือมีการจดัการดิน
ด้วยแร่ดินเหนียว Vermiculite ลงไป แต่ในทางกลับกัน เม่ือจดัการดินด้วยแร่ Illite พบว่า 
ประสิทธิภาพของ Pseudomonas   fluorescens ลดลง แต่เม่ือมีการใส่ FeCl3 ร่วมกบั Illite ส่งผลให้
เช้ือ Pseudomonas   fluorescens สามารถท างานไดดี้ข้ึน ส าหรับเช้ือสายพนัธ์ุอ่ืนๆ พบวา่ CHA 400 
มีประสิทธิภาพในการยบัย ั้ง Thielaviopsis   basicola คลา้ยกบัสายพนัธ์ุ CHA0 แต่เม่ือใส่  Illite และ 
Fe3+ chelated ร่วมกบั ethylenediaminedi (0-hydroxyphenylacetic acid) (FeEDDHA) กลบัมี
ประสิทธิภาพการยบัย ั้งไม่ดีเหมือนสายพนัธ์ุ CHA0 เน่ืองจากปริมาณของเหล็กท่ีเป็นประโยชน์ใน
แร่ Vermiculite มีมากกว่า Illite ส่งผลต่อการสร้างไฮโดรเจนไซยาไนต์ของ Pseudomonas   
fluorescens  จากสมมุติฐานการทดลองเบ้ืองตน้คือ ไฮโดรเจนไซยาไนต์ท่ีผลิตโดย Pseudomonas   
fluorescens มีผลต่อการยบัย ั้งของเช้ือสาเหตุโรคพืช 

 
5.3  อุณหภูมิของดิน ในการเกิดโรคนั้น อุณหภูมิมีความสัมพนัธ์อยา่งมากกบัความช้ืน (สุด

ฤดี, ม.ป.ป.) เม่ือมีความช้ืน และอุณหภูมิท่ีเหมาะสม ส่งเสริมการเกิดโรคและท าให้มีการแพร่
ระบาดของโรคมากข้ึน อุณหภูมิท่ีต ่าหรือสูงเกินไปมีผลต่อความตา้นทานโรคของพืช เน่ืองจากพืช
จะเกิดความเครียด และมีผลต่อกลไกในการเกิดโรค เช่น penetration, colonization และ invastion 
เป็นตน้ 

 
Koike et al. (2003) อุณหภูมิดินเป็นปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัเช้ือสาเหตุโรคพืช เน่ืองจาก

ดินท่ีมีอุณหภูมิต ่าจะส่งผลใหเ้ช้ือสาเหตุโรคพืชมีการเจริญชา้ลงและลดความรุนแรงของโรค ส่วน
ในดินท่ีมีอุณหภูมิสูง เช้ือสาเหตุโรคพืชจะสามารถเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็ว  
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Miller and Burke (1985) ศึกษาเก่ียวกบัผลของดินท่ีมีออกซิเจนนอ้ยต่อการระบาด
ของโรครากเน่าท่ีเกิดจากเช้ือ Fusarium ในถัว่ โดยใช้อายุของการงอกและอุณหภูมิของดินเป็น
ตวัช้ีวดั พืชท่ีน ามาใช้ในการทดลองมีอายุ 7, 12 และ 19 วนั โดยปลูกในดินท่ีมีปริมาณออกซิเจน
นอ้ย พบว่า ออกซิเจนมีผลต่อการเจริญเติบโตในส่วนของรากและล าตน้ ซ่ึงออกซิเจนน้อยจะเพิ่ม
โอกาสในการเขา้ท าลายโดยเช้ือ Fusarium solani และการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรค ไม่เก่ียวขอ้ง
กบัอายุของการงอกของเมล็ด ส่วนอุณหภูมิเป็นปัจจยัส าคญัต่อการเจริญเติบโตของเช้ือสาเหตุโรค 
ซ่ึงอุณหภูมิเพิ่มสูงข้ึนส่งผลใหเ้กิดโรครากเน่าเพิ่มข้ึน  

 
5.4  เน้ือดิน (Soil texture) เก่ียวข้องกับขนาดและช่องว่างของดิน ซ่ึงมีผลต่อการ

แพร่กระจายของเช้ือสาเหตุโรคพืช และจุลินทรียดิ์น นอกจากน้ียงัรวมถึงความจุแลกเปล่ียนแคต
ไออน (cation exchange capacity) การมีประจุลบของดินมีผลต่อจุลินทรียท์ั้งทางตรงและทางออ้ม 
(คณาจารยภ์าควชิาปฐพีวทิยา, 2548) เช่น มีผลต่อการดูดธาตุอาหาร ท่ีเกิดข้ึนในสารละลายดิน และ
ปรับสมดุลของไฮโดรเจนไอออน (H+)ไม่ให้มีการเปล่ียนแปลงท่ีเร็วจนเกินไป ท าให้จุลินทรีย์
สามารถปรับตวัให้เขา้กบัสภาวะแวดลอ้มไดง่้ายข้ึน และ multivarient cation ท่ีถูกดูดซับอยู่บน
อนุภาคดินเหนียวหรือสารอินทรีย ์ช่วยเกาะยึดเช่ือมโยงกบัประจุลบบนเซลล์ของจุลินทรีย ์ท าให้
เซลล์สามารถยึดเกาะบนผิวอนุภาคเหล่านั้นได้ นอกเหนือไปจากการเกาะยึดโดยการสร้างสาร
ออกมาเช่ือมโยงโดยเซลลข์องจุลินทรียเ์อง     

 
Koike et al. (2003) พบวา่ปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืช 

เช่น เน้ือดิน มีผลมาจากอนุภาคของแร่และโครงสร้างดินซ่ึงมาจากการจดัเรียงตวัของกลุ่มอนุภาค
ดิน มีผลอยา่งมีนยัส าคญัยิ่งต่อการเจริญของเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ีอาศยัอยูบ่ริเวณรากพืช ในพื้นท่ีท่ีมี
การระบายน ้า และการระบายอากาศดีจะเป็นปัจจยัในการยบัย ั้งการเกิดโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบราก
พืช ในดินท่ีมีการระบายน ้ าเลวจะมีแนวโนม้รอดชีวิตและการแพร่กระจายของเช้ือสาเหตุโรคพืชท่ี
อาศยัอยูใ่นดิน เช่น Pythium, Phytophthora และ Aphanomyces เช่นเดียวกบัเช้ือ Fusarium และ 
Verticillium ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของโรคเห่ียวในพืชจะแสดงอาการรุนแรงเม่ือดินมีความช้ืนสูง
มากกวา่ดินแหง้  

 
Goodall et al. (1962) ไดท้  าการเก็บขอ้มูลของ วตัถุตน้ก าเนิดดิน ชุดดิน ชั้นหนา้ตดัดิน

และเน้ือดิน ในพื้นท่ีปลูกอโวกาโด เมือง Santa babara  พบการระบาดของโรครากเน่าโคนเน่าใน
พืชน้ีมาก โดยเช้ือสาเหตุของโรค คือ Phytophthora  sp. พบวา่ พื้นท่ีท่ีมีความเสียหายจากโรคราก
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เน่าโคนเน่าน้อยท่ีสุด คือ พื้นท่ีท่ีมีวตัถุตน้ก าเนิดเป็นแบบตะกอนน ้ าพา ส่วนพื้นท่ีท่ีได้รับความ
เสียหายจากโรครากเน่าโคนเน่ามากท่ีสุด คือ บริเวณลานตะพกัล าน ้ า ท่ีเป็นลกัษณะของดินเหนียว
อดัเป็นแผ่นแข็ง ส่วนเน้ือดินนั้นมีแนวโน้มว่าเน้ือดินละเอียดจะท าให้เกิดการเข้าท าลายของ
จุลินทรียก่์อโรคไดม้ากกวา่ 

 
Moore et al. (1989) ศึกษาการปรับปรุงโครงสร้างดินและการซาบซึมของน ้ าในสวน

ผลไม ้พบว่าต ารับการทดลองท่ีมีการใส่ยิปซมัร่วมกบัการปลูกพืชคลุมดิน สามารถปรับสภาพดิน
ให้มีโครงสร้างและมีการซาบซึมน ้ าไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงการปลูกพืชคลุมดินท าให้อุณหภูมิดินลดลงและ
ส่งเสริมกิจกรรมของไส้เดือนท่ีอาศยัในดิน และในพื้นท่ีท่ีมีการใส่ยปิซมัส่งเสริมให้ดินมีโครงสร้าง
และมีการซาบซึมน ้ าได้ดีข้ึน ซ่ึงการใส่ยิปซัมจะลดการฟุ้งกระจายของแร่ดินเหนียว ช่วยลดการ
เคล่ือนยา้ยหรือชะลา้งของอนุภาคดินเหนียวไปอุดช่องวา่ในดินจะท าใหเ้ป็นอุปสรรคการซาบซึมน ้า 

 
นุจรินทร์ (2554) กล่าววา่ความแน่นทึบและการอดัตวัแน่นของดินส่งผลกระทบต่อ

ผลผลิตของพืช เช่น การงอกของเมล็ดพืช การเจริญเติบโตและการเจริญของระบบรากและปัญหา
การเกิดโรคโคนเน่าในพืชบางชนิด เน่ืองจากดินมีสภาพการระบายน ้ าและอากาศไม่เพียงพอ ซ่ึง
ยปิซมัสามารถปรับปรุงสภาพดินแน่นทึบของชั้นดินใตผ้ิวดินได ้อีกทั้งยงัช่วยปรับสภาพเน้ือดินใน
ดินเหนียวให้มีความร่วนซุยเพิ่มมากข้ึน การเคล่ือนท่ีของยิปซมัท่ีละลายน ้ าสามารถแทรกซึมลงไป
ในดินล่างได้ลึกกว่าดินท่ีไม่มีการใส่ยิปซัม ท าให้ดินมีความโปร่งพรุนมากข้ึนส่งผลให้น ้ าและ
อากาศสามารถแทรกซึมเขา้ไปในดินไดดี้ข้ึน นอกจากน้ีแคลเซียมเป็นธาตุอาหารท่ีพืชตอ้งการ ช่วย
ในการส่งเสริมการดูดธาตุอาหารของรากและการเจริญเติบโตทางดา้นก่ิงกา้น  

 
 5.5  ค่าพีเอชของดิน มีความเก่ียวขอ้งโดยตรงกบัการเจริญเติบโตและการเพิ่มปริมาณเช้ือ
สาเหตุของโรคพืช เน่ืองจากเช้ือสาเหตุแต่ละชนิดนั้นมีความตอ้งการในการเจริญเติบโตท่ีแตกต่าง
กนั (คณาจารยภ์าควิชาปฐพีวิทยา, 2548) แบคทีเรียจะเจริญไดดี้ เม่ือค่าพีเอชของดินใกลเ้ป็นกลาง 
เม่ือดินเป็นกรด แบคทีเรียจะท างานไดช้า้ลง ส่วนเช้ือราจะเจริญไดดี้กวา่แบคทีเรียเม่ือในสภาพดิน
เป็นกรด แมว้า่จะเป็นด่าง เช้ือราก็สามารถเจริญไดเ้ช่นกนั แต่จะนอ้ยกวา่แบคทีเรีย 
 

Koike et al. (2003) พบวา่พีเอชดินเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีอิทธิพลส าคญัต่อการพฒันา
ของเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรคพืช เช่นโรค clubroot ของพืชตระกูลกะหล ่า ซ่ึงเป็นโรคท่ีท าให้รากโต



 

30 

ผิดปกติ โดยความรุนแรงของโรคจะเกิดในดินกรด (พีเอชต ่ากว่า 5.7) และความรุนแรงของโรค
ลดลงเม่ือพีเอชเพิ่มข้ึนในช่วง 5.7-6.2 และอาการของโรคหายไปเม่ือพีเอชอยูใ่นช่วง 7.3-7.4 

 
Narisawa et al. (2005) ศึกษาผลของความหนาแน่นของเช้ือ ค่าความช้ืนและค่าพีเอช

ดิน เม่ือใชร่้วมกบัเช้ือ Heteroconium chaetospira ซ่ึงเป็นปฏิปักษข์องโรค clubroot ในพืชตระกูล
กะหล ่า พบวา่ปัจจยัท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของโรค คือ ค่าพีเอชของดินต ่าประมาณ 5.5 และ
ค่าความช้ืนในดิน 80% ส่วนปัจจยัท่ีมีนยัส าคญัยิง่ต่อการลดการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืช คือ 
ค่าพีเอชของดินสูงช่วง 6.3-7.2 และความช้ืนในดิน 40-60% และพบว่าเช้ือ H. chaetospira มี
ประสิทธิภาพสูงสุดในการยบัย ั้งโรค clubroot ในกะหล ่า เม่ือสภาพดินความช้ืนต ่าส่งผลให้เช้ือ
สาเหตุของโรคพืชมีความหนาแน่นของสปอร์ต ่าตามไปดว้ย 

 
5.6  การเขตกรรมและการควบคุมโรค ปัจจยัดังกล่าวมีผลต่อการพฒันาของโรคได้ทั้ ง

ทางตรงและทางออ้ม (สุดฤดี, ม.ป.ป.) เช่น การเลือกพื้นท่ีในการปลูก การเตรียมแปลง การเลือก
ส่วนขยายพนัธ์ุท่ีปลอดเช้ือ ท าให้มีการแพร่เช้ือสู่แปลงปลูกได้น้อยลง การใช้วสัดุปลูก การ
เคล่ือนยา้ยพืชจากพื้นท่ีหน่ึงไปสู่อีกพื้นท่ีหน่ึง และการปฏิบติัทางเขตกรรม เช่น การปลูกพืชชนิด
เดียวกนัตลอดทั้งปี ระยะปลูกท่ีหนาแน่นจนเกินไป และระบบการใหน้ ้า ยกตวัอยา่งงานวจิยั ดงัน้ี 

 
Gerlach et al. (1997) ศึกษาผลของชนิด ความหลากหลาย และความหนาแน่นของพืช

ท่ีมีผลต่อการตายของเมล็ดจากโรครากเน่าท่ีมีสาเหตุจาก Armillaria โดยวตัถุประสงค์ของ
การศึกษาในคร้ังน้ีเพื่อประเมินอตัราการตายของเมล็ดท่ีเกิดจากโรครากเน่า การทดลองน้ีเป็นการ
ทดลองในระยะยาว เก่ียวขอ้งกบัความหนาแน่น ชนิดของพืช สมมุติฐานในเบ้ืองตน้คือ ถา้มีการลด
หรือเพิ่มความหนาแน่นของพืชแลว้จะลดอตัราการตายของเมล็ดได ้พื้นท่ีท าการศึกษาอยูใ่นบริเวณ 
Cloquet Forestry Center ในเมือง Minnesota ประเทศสหรัฐอเมริกา ซ่ึงพืชท่ีพบในพื้นท่ีมีความ
หลากหลายทั้งหมด 10 ชนิด คือ Aspen (Populus   tremuloides), Black spruce (Picea   mariana), 
Jack pine (Pinus   banksiana), Red oak (Quercus   rubra), Balsam fir (Abies   balsamea), Sugar 
maple (Ader   saccharum), Tamarack  ( Larix   laricina), Eastern white pine (Pinus   strobus), 
White spruce (Picea   glauca) และ Yellow birch (Betura   alleghaniensis) แบ่งการทดลอง
ออกเป็น 2 ส่วนดว้ยกนัคือ การทดลองท่ี 1 ทดสอบเก่ียวกบัชนิดของพืชและความหนาแน่น ซ่ึงมี
ระยะห่างระหวา่งแถวคือ 0.25, 0.5, 1 และ 2 เมตร ใชช้นิดของพืชทั้ง 10 ชนิด การทดลองท่ี 2 ใชพ้ืช 
3 ชนิดปลูกร่วมกนั แบ่งออกเป็น 3 พื้นท่ียอ่ย โดยพื้นท่ีท่ี 1 ปลูกพืช ตระกูลสน 60 เปอร์เซ็นต์ ไม้
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เน้ือแข็ง 40 เปอร์เซ็นต์ พื้นท่ีท่ี 2 ปลูกพืช ตระกูลสน 80 เปอร์เซ็นต์ ไมเ้น้ือแข็ง 20 เปอร์เซ็นต ์ 
พื้นท่ีท่ี 3 ปลูกพืช ตระกูลสน 30 เปอร์เซ็นต ์ไมเ้น้ือแข็ง 70 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากนั้น 6 เดือน จึงเก็บ
ตน้พืชท่ีแสดงอาการรากเน่าไปตรวจสอบพบว่า ชนิดของเช้ือท่ีเป็นสาเหตุของโรครากเน่าคือ 
Armilaria ostoyae นอกจากน้ีในพื้นท่ีท่ีปลูกพืชทั้ง 10 ชนิดร่วมกนั พบการตายของ Balsam fir มาก
ท่ีสุด และ Red oak น้อยท่ีสุด ส่วนระยะการปลูกซ่ึงส่งเสริมการระบาดของโรคคือ ระยะท่ี 0.25 
เมตร เน่ืองจากพืชมีอตัราการตายสูงสุด และผลการทดลองสุดทา้ยเก่ียวกบั อตัราส่วนและชนิดของ
พืช พบว่าพื้นท่ีท่ีมีอัตราส่วนของพืชตระกูลสนมากนั้ นจะอ่อนแอต่อการเข้าท าลายของเช้ือ 
Amilaria มากกวา่พืชตระกลูไมเ้น้ือแขง็ 

 
Mohammadi (2011) ศึกษากิจกรรมและมวลชีวภาพของจุลินทรียดิ์น ซ่ึงมีอิทธิพลจากการ

ไถพรวนและการใส่ปุ๋ยจากผลผลิตของข้าวสาลีพบว่า การใส่ปุ๋ยคอก ปุ๋ยพืชสดร่วมกับปุ๋ยเคมี
สามารถเพิ่มมวลชีวภาพของจุลินทรีย์ดินได้สูงสุด และพื้นท่ีท่ีมีการไถพรวนแบบน้อยท่ีสุด 
(minimum tillage) ส่งผลให้ขา้วสาลีให้ผลผลิตสูงสุด เน่ืองจากจุลินทรียดิ์นจะมีความสัมพนัธ์กบั
สุขภาพดิน (soil health) ระบบการไถพรวนและพนัธ์ุพืชส่งผลอย่างมีนัยส าคญัยิ่งทางสถิติต่อ
ผลผลิต ซ่ึงระบบการไถพรวนน้อยท่ีสุด ท าให้ขา้วสาลีให้ผลผลิตแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการไถพรวนแบบดั้งเดิม (conventional tillage) และ ไม่ไถพรวน (non-tillage) ใน
การไถพรวนแบบดั้งเดิมนั้น ท าใหผ้ลผลิตของขา้วสาลีลดลง 8 เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัการไถ
พรวนแบบ นอ้ยท่ีสุด เน่ืองจากการไถพรวนแบบดั้งเดิม ท าให้ความช้ืนในดินลดลงจึงไม่แนะน าให้
ใชใ้นพื้นท่ีเพาะปลูกท่ีมีอากาศแห้งและยงัส่งผลให้ดินมีการอดัตวัแน่นข้ึน จ ากดัการเจริญของราก
พืช เป็นสาเหตุใหผ้ลผลิตลดลงในเวลาต่อมา 
 
6.  เทคนิคการคัดแยกจุลนิทรีย์ดิน 
 

จุลินทรียท่ี์อาศยัอยู่ในดินนั้น สามารถแบ่งไดอ้อกเป็น 6 ชนิด คือ แบคทีเรีย เช้ือรา แอคติ
โนมยัซีท โปรโตซัว สาหร่าย และไวรัส การแยกเช้ือจุลินทรียอ์อกจากดิน และส่วนรากของพืช
สามารถท าไดง่้ายโดยวธีิคดัแยก เป็นเทคนิคการท าใหเ้ช้ือหรือตวัอยา่งเจือจางลงดว้ยน ้ าหรือน ้ าเกลือ
ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต์ ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแลว้และทราบปริมาณท่ีแน่นอน การท าให้เช้ือ
เจือจาง เพื่อให้มีการเจริญของโคโลนีเด่ียวของจุลินทรียจ์  านวนท่ีเหมาะสม (ภาควิชาจุลชีววิทยา, 
2547) นอกจากน้ียงัมีการใช้ลกัษณะส าคญัท่ีใช้ในการจ าแนกคือ คุณสมบติัความตอ้งการอาหาร 
ความตอ้งการทางดา้นกายภาพ ลกัษณะการเจริญบนอาหารท่ีเพาะเล้ียง คุณสมบติัทางดา้นสัณฐาน
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วิทยา คุณสมบติัทางชีวเคมี คุณสมบติัของส่วนประกอบทางเคมี คุณสมบติัในการเป็นแอนติเจน
และคุณสมบติัทางดา้นพนัธุกรรม  

 
ในการศึกษาความหลากหลายและการจ าแนกจุลินทรียโ์ดยอาศยัความแตกต่างขา้งตน้นั้น 

แบ่งออกเป็น 2 วธีิหลกั คือ การจ าแนกโดยการใชอ้าหารเล้ียงเช้ือ และการจ าแนกโดยใชเ้ทคนิคทาง
ชีววทิยาระดบัโมเลกุล ซ่ึงสามารถศึกษาไดอ้ยา่งหลากหลายและใหผ้ลไดอ้ยา่งถูกตอ้งมากท่ีสุด 

 
7.  งานวิจัยที่มีการใช้เทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลเพื่อศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
หม่อนและความหลากหลายของเช้ือจุลนิทรีย์ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคพชื 

 
มะลิวลัย ์และคณะ (2546) ไดท้  าการศึกษา รูปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอ ดว้ยเทคนิค random 

amplification polymorphic DNA (RAPD) และความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหม่อนพื้นเมืองของ
ไทย โดยใช ้primer 16 ชนิด และหม่อน 25 พนัธ์ุ พบวา่มีความหลากหลายของพนัธุกรรมสูงมาก ซ่ึง
จากการจบัคู่เปรียบเทียบความเหมือนจากลกัษณะทางพนัธุกรรม ระหว่างพนัธ์ุไดค้่าความเหมือน
ต ่าสุด ระหว่างพนัธ์ุแกว้สตึกและพนัธ์ุจากนครราชสีมา และมีความเหมือนสูงสุดในหม่อนกินผล
ระหวา่งพนัธ์ุวาวี และพนัธ์ุบา้นหลวง ซ่ึงจากผงัความสัมพนัธ์ของหม่อนทั้งหมดแบ่งออกไดเ้ป็น 4 
กลุ่มหลัก ผลการศึกษาดังกล่าวสามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกต้นพ่อแม่พนัธ์ุเพื่อใช้ในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุต่อไป 

 
ศรีสุข และคณะ (2546) ศึกษาการจ าแนกสายพนัธ์ุของเช้ือรา Phythophthora sp. สาเหตุ

โรครากเน่าและโคนเน่า โดยใช้ความเหมือนและความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เทคนิคใน
การศึกษา คือ random amplification polymorphic DNA (RAPD) และ amplification fragment 
length polymorphic (AFLP) ผลจากการทดลองดว้ยวิธี RAPD สามารถจดักลุ่มความใกลชิ้ดของ
ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการพบว่าเช้ือราจากทุเรียนมีความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการอยู่ในกลุ่ม
เดียวกนั กบัเช้ือราจาก หน้าววั กลว้ยไม ้ละหุ่ง ส้มเขียวหวาน เช้ือราจากน ้ าในสวนส้มเขียวหวาน
และพริกไทย กลุ่มเช้ือราจากลองกอง ลางสาด และวานิลลา เช้ือราจากเผือกและตน้แพงพวย ไม่
สามารถจดัเขา้กลุ่มได้ เน่ืองจากมีความแตกต่างจากเช้ือราท่ีได้จากพืชอ่ืนๆ มาก ส่วนวิธี AFLP 
สามารถจดักลุ่มเช้ือรา ออกได ้ 3 กลุ่มตามล าดบัวิวฒันาการ คือกลุ่มเช้ือราจากทุเรียนและหนา้ววั  
กลุ่มเช้ือราจากพริกไทย ละหุ่ง กลว้ยไม ้และส้มเขียวหวาน กลุ่มเช้ือราจากวานิลลา มงัคุด ลองกอง
และลางสาด ส วนเช้ือราจากเผือก แพงพวยไม่สามารถจดัเข้ากลุ่มได้ แสดงให้เห็นว่าเช้ือรา 
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Phytophthora sp. จากเผือกและแพงพวยมีความแตกต่างในระดบัโมเลกุลกบัเช้ือรา Phytophthora 
sp. สาเหตุโรคไมผ้ลอ่ืนๆ  

 
Wingfield et al. (2003) ศึกษาเก่ียวกบัการใช้เทคนิคทางชีววิทยาระดบัโมเลกุลในการ

จ าแนกเช้ือ Armilaria ในประเทศชิลี อินโดนีเซียและมาเลเซีย โดยใชว้ิธีการจ าแนกจาก basidiocarp 
เป็น Armilaria  nouae-zelandiae และ Armilria limonea ซ่ึงมีถ่ินก าเนิดมาจากประเทศชิลีและ
อาร์เจนตินา โดยการจ าแนกจะใช้การเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบั internal transcribed 
spacer (ITS) จากฐานขอ้มูลท่ีเคยจ าแนกไวแ้ลว้จาก GenBank ประเมินความสัมพนัธ์ของแผนผงั
วิวฒันาการ ผลการศึกษาพบวา่ล าดบัพนัธุกรรมเช้ือราส่วน ITS ท่ีจ  าแนกมาจาก basidiocarps จาก
ประเทศอินโดนีเซียและมาเลเซียนั้นมีความเหมือนกบั Armillaria  nouae-zelandiae ส่วนล าดบั 
พนัธุกรรมเช้ือรา ITS ท่ีจ  าแนกมาจาก basidiocarps จากประเทศชิลีและอาร์เจนตินานั้นเหมือนกบั 
Armillria limonea   
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1. ขวดเก็บตวัอยา่ง 
2. ถุงพลาสติกส าหรับเก็บตวัอยา่งดิน 
3. ถงัเก็บความเยน็ 
4. อุปกรณ์การเก็บดิน ไดแ้ก่ ชอ้นปลูก 
5. จานส าหรับเล้ียงจุลินทรีย ์
6. ขวดรูปชมพู ่ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
7. หมอ้น่ึงความดนัไอ 
8. กลอ้งจุลทรรศน์ 
9. ตูบ้่มเช้ือ (incubator) รุ่น LM-530-2 (MRC; Isreal) 
10. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง รุ่น 3-18K (Sortorius; UK) 
11. เคร่ือง DNA thermal cycle (Techne; UK)  
12. เคร่ือง mini gel system รุ่น Mupid-exU (ADVANCE, Japan) 
13. เคร่ือง denaturing gradient gel electrophoresis (SCIE-PLAS; UK) 
14. เคร่ือง gel document (Bio-Rad, Japan) 
15. เคร่ือง incubator shaker (MEMMERT; Germany) 
16. ตู ้larminar flow รุ่น HRN (HARUNA; Japan) 
17. เคร่ืองบดยอ่ยตวัอยา่ง (FastPrep®-24; USA) 

 
วธีิการ 

 
1. การแยกจุลนิทรีย์ดินจากบริเวณรากหม่อน 
 

1.1  การเก็บตวัอยา่งดินในภาคสนาม 
 

สุ่มเก็บตวัอย่างดินในพื้นท่ีแปลงปลูกหม่อนซ่ึงเกิดปัญหาโรครากเน่า บริเวณแปลง
ทดลองหม่อนของมหาวทิยาลยัมหาสารคาม จ.มหาสารคาม (ภาพท่ี1) วางแผนการทดลองแบบ 2x8 
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Factorial in Randomized Complete Block Design (RCB) จ านวน 3 ซ ้ า มี 2 ปัจจยัดงัน้ี ปัจจยัแรก
ประกอบดว้ยการไถระเบิดและไม่ไถระเบิดดินดาน ปัจจยัท่ีสองประกอบดว้ย การใส่ไม่คอร์ไรซา
ร่วมกบัการใส่ยปิซมั ไดแ้ก่ 

 
ต ารับการทดลองท่ี 1  ไม่ใส่ไมคอร์ไรซ่า ไม่ใส่ยปิซมั 
ต ารับการทดลองท่ี 2  ไม่ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่ 
ต ารับการทดลองท่ี 3  ไม่ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่ 
ต ารับการทดลองท่ี 4  ไม่ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่ 
ต ารับการทดลองท่ี 5  ใส่ไมคอร์ไรซ่า ไม่ใส่ยปิซมั 
ต ารับการทดลองท่ี 6  ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่ 
ต ารับการทดลองท่ี 7  ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่ 
ต ารับการทดลองท่ี 8  ใส่ไมคอร์ไรซ่า ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่ 
มี 8 ต ารับการทดลอง และมีหน่วยการทดลองทั้งหมด 48 แปลง 
 
โดยมีจุดเก็บตวัอยา่ง คือ ตวัอยา่งดินนอกพื้นท่ีแปลงปลูกหม่อน ตวัอยา่งดินรอบโคน

ต้นหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 และพนัธ์ุคุณไพ ทั้งท่ีเกิดโรครากเน่าและท่ีไม่เกิดโรครากเน่า และ
ตวัอยา่งดินบริเวณรากของตน้หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (บร. 60) และพนัธ์ุคุณไพท่ีไม่เกิดโรครากเน่า 
(ภาพท่ี 2) โดยการเก็บจะสวมถุงมือแลว้ใชช้อ้นปลูกปาดให้พื้นท่ีบริเวณโคนท่ีจะเก็บดินเรียบเสมอ
กนั จากนั้นใช้ช้อนปลูกขุดดินบริเวณดงักล่าว ลึกลงไปหน่ึงช้อนปลูก (ประมาณ 15 เซนติเมตร) 
และเก็บดินใส่หลอดเก็บตวัอย่างท่ีปลอดเช้ือท าการบรรจุหลอดเก็บตวัอย่างลงในกล่องเก็บความ
เยน็ ซ่ึงก่อนเก็บตวัอยา่งดินในแต่ละบริเวณจะลา้งชอ้นปลูกดว้ยแอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์และน ้ า
สะอาด เช็ดให้แห้ง เพื่อลดการปนเป้ือนของจุลินทรียซ่ึ์งมีความแตกต่างกนัในแต่ละพื้นท่ี ส่วนดิน
บริเวณรากจะใชช้อ้นปลูกขุดลงไปจนกระทัง่พบรากของตน้หม่อนแลว้จึงเก็บดินในส่วนท่ีเกาะอยู่
กับรากของต้นหม่อนใส่ในหลอดเก็บตวัอย่างท่ีเตรียมไว ้แล้วบรรจุลงในกล่องเก็บความเย็น 
จากนั้นท าการเก็บตวัอยา่งดินทั้งหมดท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อศึกษาความหลากหลายและ
โครงสร้างประชากรของแบคทีเรียและเช้ือรา รวมทั้งการคดัแยกเช้ือราและแบคทีเรียจากตวัอยา่งดิน 
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ภาพที ่1   สภาพพื้นท่ีแปลงทดลองปลูกหม่อน มหาวทิยาลยัมหาสารคาม (A) และบริเวณแปลงปลูก
หม่อนท่ีแสดงอาการโรครากเน่า (B) 

 

   
 

ภาพที ่2  ลกัษณะตน้หม่อนบริเวณส่วนเหนือดิน (A) และรากหม่อนท่ีแสดงอาการโรครากเน่า (B)
  

1.2  การคดัแยกจุลินทรียจ์ากดิน (direct isolation) 
 

วิเคราะห์ปริมาณและคดัแยกเช้ือจุลินทรียดิ์น ทั้งประชากรของแบคทีเรีย และเช้ือรา
จากตวัอยา่งดินทั้งหมด โดยใชเ้ทคนิคการคดัแยกเช้ือจุลินทรียร่์วมกบัอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรีย ์เพื่อ
ท าการรวบรวมจุลินทรียจ์ากตวัอย่างดิน โดยจุลินทรียก์ลุ่มเป้าหมายคือ กลุ่มแบคทีเรีย และเช้ือรา  
ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีคาดวา่น่าจะเป็นจุลินทรียซ่ึ์งเป็นสาเหตุโรครากเน่า 

 
ชัง่ดิน 1 กรัม ใส่ใน 0.85 เปอร์เซ็นต์ NaCl 9 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ จากนั้น

น าไปเขย่าเป็นเวลา 20 นาที เพื่อให้ไดส้ารละลายดิน ตั้งทิ้งไว ้15 นาที จากนั้นน าสารละลายดิน
ดงักล่าวเจือจาง (10-flod serial dilution)ให้ไดค้วามเขม้ขน้ 10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5 และ 10-6 
ตามล าดบั แลว้น ามา spread plate บนอาหารแข็ง nutrient agar (NA) ซ่ึงเป็นอาหารส าหรับ

(A) (B) 

(A) (B) 
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แบคทีเรีย และอาหาร rose bengal agar (RB) ซ่ึงเป็นอาหารส าหรับเช้ือรา โดยด าเนินการในสภาพ
ปลอดเช้ือ จากนั้นบ่มอาหารท่ี spread plate ไวท่ี้อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2-3 วนั แลว้น าแบคทีเรีย
และเช้ือราท่ีเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือไปเล้ียงในจานอาหารเล้ียงเช้ือใหม่ โดยแบคทีเรียเล้ียงในอาหาร 
NA ส่วน เช้ือราเล้ียงในอาหาร RB เพื่อใชเ้ป็นเช้ือตน้แบบ การแยกแบคทีเรียและเช้ือราให้บริสุทธ์ิ
ในสภาพปลอดเช้ือ ท าได้โดยใช้วิธี cross streak plate บ่มไวใ้นอุณหภูมิห้อง จนกว่าเช้ือจะ
เจริญเติบโต เก็บแบคทีเรียและเช้ือราท่ีไดเ้ป็นโคโลนีเด่ียวลงในอาหารเอียง (slant) ของอาหาร NA 
และ RB เพื่อใช้เป็นเช้ือตน้แบบและใช้ศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรียและเช้ือรา
ต่อไป 

 
1.3  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของแบคทีเรียและเช้ือรา 

 
1.3.1  การศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของแบคทีเรีย ท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการยอ้ม

สีแบคทีเรียแบบแกรม (Benson, 2005) มีขั้นตอน คือ ท าความสะอาดสไลด์และเช็ดให้แห้ง หยดน ้ า
กลัน่ซ่ึงผา่นการฆ่าเช้ือลงบนสไลด์ ใชล้วดเข่ียเช้ือท่ีเผาไฟแลว้แตะแบคทีเรียชนิดเด่ียวท่ีไดค้ดัแยก
ไดจ้ากขอ้ 1.2 น ามาสเมียร์ (smear) บนสไลด ์ปล่อยใหร้อยสเมียร์แหง้ จากนั้นน าสไลด์มาผา่นเปลว
ไฟไปมาชา้ๆ 2-3 คร้ัง เพื่อใหเ้ช้ือติดอยูบ่นสไลดไ์ดดี้ข้ึน หยดสี crystal violet ใหท้่วมรอยสเมียร์ ทิ้ง
ไว ้20 วินาที เทสีท่ีเหลือคา้งบนสไลด์ทิ้งแลว้ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ แลว้หยดสารละลายไอโอดีนให้ท่วม
รอยสเมียร์ ทิ้งไว ้1 นาที เทสารละลายไอโอดีนท้ิง ล้างดว้ยแอลกอฮอล์จนกระทัง่ไม่มีสีม่วงของ 
crystal violet ละลายออกมา แลว้ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ ยอ้มทบัดว้ยสี safranin O ใหท้่วมรอยสเมียร์ ทิ้งไว ้
20 วินาที แล้วล้างออกด้วยน ้ ากลั่นน าไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ดูลักษณะการติดสีแกรม 
รูปร่าง การเรียงตวัของเซลล ์เพื่อน าไปใชจ้  าแนกกลุ่มแบคทีเรียต่อไป 

 
1.3.2  การศึกษาสัณฐานวิทยาของเช้ือรา ใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงบนสไลด์ (Benson, 

2005) มีขั้นตอนคือ ใชค้ตัเตอร์จุ่มแอลกอฮอล์ เผาไฟเพื่อฆ่าเช้ือ แลว้จึงกรีดตดัวุน้อาหาร RB ให้
เป็นช้ินส่ีเหล่ียมจตุรัสใช้ปากคีบ คีบแท่งลวดงอ วางบนจานเพาะเช้ือ และใช้ปากคีบ คีบสไลด์จุ่ม
แอลกอฮอลเ์ผาไฟ วางบนแท่งลวดงอในจานเพาะเช้ือใชค้ตัเตอร์ยกช้ินวุน้ ซ่ึงตดัเป็นส่ีเหล่ียมจตุรัส  
มาวางบนกลางสไลด์ในจานเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้น าเช้ือราเด่ียวท่ีคดัแยกไวจ้ากขอ้ 1.2 มาแตะท่ีตรง
ส่วนผวิหนา้ทั้ง 4 ดา้นของช้ินวุน้น า กระจกปิดสไลด ์จุ่มแอลกอฮอล ์และเผาไฟแลว้ ปิดบนช้ินวุน้ท่ี
ปลูกเช้ือไวแ้ล้วหยดน ้ ากลัน่ลงให้ชุ่มน าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิห้องจนกระทัง่ได้เส้นใยของราเจริญ
จนถึงขอบของกระจกปิดสไลด ์หลงัจากบ่มจนเช้ือราเจริญดีแลว้ มาท าสไลด์ก่ึงถาวร โดยยกกระจก
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ปิดสไลด ์หยดแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์ลงไปท่ีตรงกลางของกระจกปิดสไลด์ดา้นใน ซ่ึงมีเส้นใย
เช้ือราเจริญอยู่ เพื่อให้แอลกอฮอล์กระจายเขา้สู่เส้นใยรา ก่อนท่ีแอลกอฮอล์จะแห้ง น ากระจกปิด
สไลด์ วางบนน ้ ายา lactophenol ซ่ึงหยดอยูต่รงกลางสไลด์แผน่ใหม่ ท่ีสไลด์แผน่เดิมเข่ียช้ินวุน้ทิ้ง 
หยดแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต ์ลงบนแผน่สไลด์ แลว้หยดน ้ ายา lactophenol ลงตรงไปกลางสไลด ์
ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์น าไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ เพื่อศึกษาลกัษณะของโครงสร้างเช้ือ
รา และจ าแนกสกุล (genus) ของเช้ือรา น ามาจดักลุ่มและจดัจ าแนกโดยการวเิคราะห์ล าดบัเบสของดี
เอน็เอ  

 
1.4  การศึกษาแบคทีเรียและเช้ือรา โดยวธีิ 16S และ 18S identification 
 

1.4.1  การสกดัสารพนัธุกรรมของแบคทีเรียและเช้ือรา ดดัแปลงจากวิธีการของ Zhou 
et al.,(1995) น าแบคทีเรียและเช้ือราชนิดเด่ียว ซ่ึงแบคทีเรียเล้ียงในอาหาร NA และเช้ือราเล้ียงใน
อาหาร RB ท าเป็น suspension โดยดูดสารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์ใส่จานเล้ียง
เช้ือในขา้งตน้ ขูดโคโลนีเช้ือให้ละลายร่วมกบัสารละลาย NaCl ความเขม้ขน้ 0.85 เปอร์เซ็นต ์
จากนั้นดูดใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

 
น า  suspension ของแบคทีเรียท่ี เตรียมไว้ข้างต้น เติมสารสกัดเซลล ์

ประกอบดว้ย(50 mM Tris-HCl buffer (พีเอช 8.0) 100 mM EDTA และ 10 เปอร์เซ็น SDS) 500 
ไมโครลิตร และ ใส่ glass bead เส้นผ่านศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร น าเขา้เคร่ืองบดย่อยตวัอย่าง 
(FastPrep®-24; USA) ความเร็ว 5.5 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 40 วินาที จากนั้นน าไปเหวี่ยงดว้ย
ความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนสารละลายใสไวแ้ลว้ผสมดว้ย 5M potassium 
acetate  ปริมาตร 1/3 ของสารละลายใส แลว้บ่มต่อในน ้ าแข็ง 15 นาที แลว้น าไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
15,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น าสารละลายส่วนใสผสมดว้ย 3M sodium acetate ปริมาตร 1/10 
ของสารละลายใส และ isopropanol ในปริมาตรท่ีเท่ากนั น าไปเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อ
นาที นาน 2 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
8,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที จากนั้นเทส่วนสารละลายใสทิ้ง ปล่อยให้ส่วนท่ีเหลือ (DNA) แห้งท่ี
อุณหภูมิห้องนาน 15 นาที แลว้ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer 360 ไมโครลิตรและผสมดว้ย 
NaCl ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ ปริมาตร 60 ไมโครลิตร, CTAB ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นตต่์อ NaCl 
ความเขม้ขน้ 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 45 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
แลว้ผสมดว้ย chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรท่ีเท่ากนั เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 15,000 
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รอบต่อนาที นาน 5 นาที เก็บสารละลายใสไวแ้ลว้ท าซ ้ าอีกคร้ัง จากนั้นน าสารละลายใสท่ีไดผ้สม
ดว้ย phenol: chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) ในปริมาตรท่ีเท่ากนั และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 
15,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที แลว้น าสารละลายใสท่ีไดผ้สมดว้ย isopropanol ในปริมาตรท่ี
เท่ากนักบัสารละลายใส และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที แลว้ลา้งตะกอน
ดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol 1 มิลลิลิตร และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เท
ส่วนสารละลายใสทิ้งและปล่อยให้ส่วนตะกอน (DNA) แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที แล้ว
ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer 20 ไมโครลิตร และเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส 

 
ส่วนเช้ือราน า suspension ของเช้ือราท่ีเตรียมไวข้้างต้น เติมสารสกดัเซลล ์

ประกอบดว้ย (100 mM Tris-HCl buffer (พีเอช 8.0), 50 mM EDTA, 500 mM NaCl และ  
10 mM 2-Mercaptoethnol) 500 ไมโครลิตร และ ใส่ glass bead เส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 มิลลิเมตร และ 
20 เปอร์เซ็นต ์SDS 100 ไมโครลิตร น าเขา้เคร่ืองบดยอ่ยตวัอยา่ง (FastPrep®-24; USA) ความเร็ว 5.5 
รอบต่อวนิาที เป็นเวลา 40 วินาที จากนั้นน าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูด
สารละลายใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol เยน็จดั ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมเขา้กนัเบาๆ น าไปบ่มท่ี   
-20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที เท
สารละลายดา้นบนทิ้ง ตากตะกอนให้แห้งเป็นเวลา 30 นาที ละลายตะกอนดว้ย TE buffer 700 
ไมโครลิตร น าไปป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 8 นาที ดูดสารละลายใส่หลอดใหม่ 
ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยเติม 3M sodium acetate ปริมาตร 1/10 ของสารละลายในหลอด และเติม 
isopropanol  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัเบาๆ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อ
นาที นาน 30 นาที เทสารละลายใสดา้นบนทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย 75 เปอร์เซ็นต์ ethanol 1 มิลลิลิตร 
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 30 นาที เทสารละลายใสทิ้ง ตากตะกอนให้แห้งและ
ละลายตะกอนดว้ย TE buffer 100 ไมโครลิตร จากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดว้ยวิธี agarose gel 
electrophoresis ( 0.8 เปอร์เซ็นต ์agarose gel) ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 150 โวลต ์เป็นเวลา 30 นาที 

 
1.4.2  เพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีน 16S และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 

ตวัอยา่งดีเอน็เอ ท่ีไดจ้ะใชเ้ป็นตน้แบบสารพนัธุกรรมในการสังเคราะห์เพื่อเพิ่มช้ินส่วนยีนของ 16S 
และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ โดยใชเ้ทคนิค PCR ดว้ย universal primer ท่ีประกอบไปดว้ย 
forward primer AF1 (5’-AGA  GTT  TGA  TCC  TGG  CTC  AG -3’), reverse primer 1541R (5’-
AAG  GAG  GTG  ATC  CAG  CCG  CA -3’) ส าหรับแบคทีเรียและ forward primer UF1 (5’-
CGA  ATC  GCA  TGG  CCT  TG -3’), reverse primer S3 (5’-AGT  CAA  ATT  AAG  CCG  
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CAG -3’) ส าหรับเช้ือราตามล าดบั เร่ิมจากเตรียม PCR mixture ของยีน 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 
โดยผสมน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 103 ไมโครลิตร, 10x Taq PCR buffer (Bioscience; Taiwan) 20 
ไมโครลิตร, 2.5 mM dNTPs mixture 1.2 ไมโครลิตร (Bioscience; Taiwan), 10 µM primer AF1 
จ านวน 20 ไมโครลิตร, 10x primer 1541R 20 ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 
(Bioscience; Taiwan) 1 ไมโครลิตรและ 10x template DNA (0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 20 
ไมโครลิตร ตามล าดบั ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR ท าท่ี initiation denaturation 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที denaturing 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 58 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 25 รอบและ
ตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA thermal cycle (Techne; 
UK) ส่วน 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ท าเช่นเดียวกนั เตรียม  PCR mixture โดยผสมน ้ ากลัน่น่ึงฆ่า
เช้ือ 103 ไมโครลิตร, 10x Taq PCR buffer (Bioscience; Taiwan) 20 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs 
mixture 1.2 ไมโครลิตร (Bioscience; Taiwan), 10 µM primer UF1 จ านวน 20 ไมโครลิตร, 10 µM 
primer S3 20 ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 1 
ไมโครลิตรและ 10x template DNA (0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 20 ไมโครลิตร ตามล าดบั 
ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR ท าท่ี initiation denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที denaturing 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
วินาที และ extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 20 วินาที จ านวน 30 รอบและตามดว้ย
อุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA thermal cycle (Techne; UK) 
จากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอดว้ยวิธี agarose gel electrophoresis จากนั้นตรวจสอบคุณภาพดี
เอ็นเอดว้ยโดยวิธี agarose gel electrophoresis ( 0.8 เปอร์เซ็นต ์agarose gel) ท่ีศกัยไ์ฟฟ้า 150 โวลต ์
เป็นเวลา 30 นาที 

 
1.4.3  การจดัจ าแนกแบคทีเรียและเช้ือราโดยเทคนิค restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) เพื่อศึกษาความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งช้ินดีเอ็นเอของแบคทีเรียและเช้ือรา 
ในแต่ละตวัอย่างโดยอาศยัการท างานเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hha I และ Hae III ซ่ึงเป็น
เอนไซมท่ี์มีล าดบัเบสจ าเพาะ 4 คู่เบส มีจุดตดัระหวา่ง G-C ท าให้สามารถจ าแนกรูปแบบของลาย
พิมพดี์เอ็นเอท่ีถูกตดัไดง่้าย ขั้นตอนคือ เตรียม pre-mixture 4.8 ไมโครลิตรต่อหลอด จากการผสม
น ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 4.15 ไมโครลิตร และ 10x K buffer 0.65 ไมโครลิตร จากนั้นเติมเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
ความเขม้ขน้ 10 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตรต่อหลอด และผสมให้เขา้กนัดว้ยไป
เปต แลว้เติมผลิตภณัฑ์ PCR จาก stock ตวัอยา่งละ 3 ไมโครลิตร ลงในหลอด ปิดฝาและน าไปบ่ม



 

41 

ไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นน าสารผสมท่ีไดม้าหลอดละ 4 ไมโครลิตร 
ผสมกบั pre-mixture ท่ีเตรียมจากการผสมน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ และ 10x K buffer ในสัดส่วน 1.4:0.6 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมบนกระดาษพาราฟิล์ม เพื่อน ามาท า 2.5 เปอร์เซ็นต์ large agarose gel 
electrophoresis ใน 0.5 TBE buffer โดยเปิดเคร่ือง electrophoresis ดว้ยความต่างศกัยข์อง
กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 45-60 นาที หรือจนกระทัง่สีของ BPB (bromophenolblue) เคล่ือน
มาถึงปลายอีกดา้นหน่ึงของเจล จากนั้นก็น าเจลมายอ้มสีดว้ย ethydium bromide ประมาณ 10-15 
นาที และลา้งดว้ยน ้ากลัน่ แลว้น ามาส่องภายใตแ้สง ultraviolet พร้อมทั้งบนัทึกภาพ ภาพเจลท่ีไดจ้ะ
ปรากฏรูปแบบแถบของช้ินส่วน DNA ขนาดต่างๆ ของแต่โคลน  ถา้ปรากฏแถบของขนาด DNA ท่ี
มีรูปแบบท่ีเหมือนกนัก็แสดงวา่เป็นจุลินทรียช์นิดเดียวกนั ซ่ึงก็สามารถน าตน้แบบของ ผลิตภณัฑ ์
PCR หลอดใดหลอดหน่ึงและตน้แบบของหลอดอ่ืนๆ ท่ีมีรูปแบบแตกต่างกนัไปหาล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์เพื่อหาล าดบัความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการทางพนัธุกรรมของแบคทีเรียต่อไป  

 
1.5  การจดัจ าแนกชนิดแบคทีเรียและเช้ือรา โดยวิธีการหาล าดับเบสของดีเอ็นเอ 

(sequencing) 
 

น าล าดบัเบสของดีเอ็นเอมาวิเคราะห์ โดยส่งตวัอย่างดีเอ็นเอวิเคราะห์ท่ี Macrogen 
Ltd. ประเทศเกาหลีใต ้ซ่ึงใชเ้คร่ืองหาล าดบัเบสอตัโนมติั (automated sequencer) รุ่น ABI3730XL 
ในการวเิคราะห์ จากนั้นน าล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนหรือคลา้ยคลึงกบัดีเอ็นเอของ
กลุ่มจุลินทรียใ์นฐานขอ้มูลของ national center for biotechnology information (NCBI)ใชโ้ปรแกรม 
basic local alignment search tools (BLASTN) จากเวบไซตh์ttp://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

 
2. การศึกษาโดยเทคนิคทางชีววทิยาระดับโมเลกุล 

 
2.1  การวเิคราะห์ความหลากหลายของโครงสร้างประชากรจุลินทรียดิ์น   
 
       ศึกษาโดยใช้เทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลในการเปรียบเทียบกลุ่มประชากร

จุลินทรียโ์ดยพิจารณาความแตกต่างท่ีเกิดข้ึนจากลกัษณะโครงสร้างประชากรจุลินทรียจ์ากตวัอยา่ง
ดินในบริเวณ (1) ดินนอกพื้นท่ีแปลงปลูกหม่อน (2) ตวัอยา่งดินรอบโคนตน้หม่อนท่ีไม่เกิดโรค 
และ (3) ตวัอย่างดินรอบโคนและดินบริเวณรากตน้หม่อนท่ีเกิดโรครากเน่า เพื่อศึกษาเช้ือท่ีมี
ลกัษณะเด่น (dominant) สามารถใชเ้ป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ในการบ่งช้ีถึงการเขา้ท าลายของจุลินทรียดิ์น
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ท่ีเขา้ท าลายบริเวณรากหม่อนด้วยเทคนิค polymerase chain reaction-denature gradient gel 
electrophoresis (PCR-DGGE) มีขั้นตอน ดงัน้ี 

 
2.1.1  การสกดัสารพนัธุกรรมของจุลินทรีย์จากตวัอย่างดิน โดยน าตวัอย่างดินรอบ

โคนตน้หม่อนท่ีไม่เกิดโรค ตวัอยา่งดินรอบโคนและ ดินบริเวณรากตน้หม่อนท่ีเกิดโรค มาสกดัสาร
พนัธุกรรม ดว้ยวิธีของ Zhou et al. (1995) โดยเร่ิมสกดัดว้ยการผสมตวัอยา่งดิน 0.1 กรัม กบั soil-
extraction buffer (50 mM Tris-HCl buffer (พีเอช 8.0) และ 100 mM EDTA) 500 ไมโครลิตร ดว้ย 
sterile pastleใน microtube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติม soil-extraction buffer 500 ไมโครลิตร ผสม
ให้เขา้กนัดว้ย vortex จากนั้นน าสารผสมไปเหวี่ยงดว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนสารละลายใสทิ้ง เติม soil-
extraction buffer ปริมาตร 380 ไมโครลิตร ผสมลงในส่วนตะกอนท่ีเหลือ และใส่เอนไซม ์
lysozyme ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ย vortex 
แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เพื่อยอ่ยผนงัเซลล์ของจุลินทรีย ์จากนั้นใส่
เอนไซม ์proteinase K ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั
ดว้ย vortex แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ผสม 10 เปอร์เซ็นต ์SDS 100 
ไมโครลิตร และ RNase เขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตร vortex แลว้บ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นแช่แข็ง (freeze) ท่ีอุณหภูมิประมาณ -80 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที แลว้น ามาละลาย (thaw) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ท าการ freeze และ 
thaw อีกคร้ังแลว้น าไปเหวีย่งดว้ยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เก็บส่วนสารละลายใส
ไวแ้ลว้ผสมดว้ย 5M potassium acetate  ปริมาตร 1/3 ของสารละลายใส แลว้บ่มต่อในน ้ าแข็ง 15 
นาที แลว้น าไปเหวี่ยงท่ีความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที น าสารละลายส่วนใสผสมดว้ย 
3M sodium acetate ปริมาตร 1/10 ของสารละลายใส และ isopropanol ในปริมาตรท่ีเท่ากนั น าไป
เหวีย่งดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol ปริมาตร 
1 มิลลิลิตร เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที จากนั้นเทส่วนสารละลายใสทิ้ง 
ปล่อยใหส่้วนท่ีเหลือ (DNA) แหง้ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 15 นาที แลว้ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer 
360 ไมโครลิตรและผสมดว้ย NaCl ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ ปริมาตร 60 ไมโครลิตร, CTAB ความ
เขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต์ต่อ NaCl ความเขม้ขน้ 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 45 ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลว้ผสมดว้ย chloroform : isoamyl alcohol (24:1) ในปริมาตรท่ี
เท่ากนั เหวี่ยงดว้ยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที เก็บสารละลายใสไวแ้ลว้ท าซ ้ าอีกคร้ัง 
จากนั้นน าสารละลายใสท่ีไดผ้สมดว้ย phenol: chloroform : isoamyl alcohol (25:24:1) ในปริมาตร
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ท่ีเท่ากนั และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที  แลว้น าสารละลายใสท่ีไดผ้สม
ดว้ย isopropanol ในปริมาตรท่ีเท่ากนักบัสารละลายใส และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที 
นาน 2 นาที แลว้ลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอร์เซ็นต์ ethanol 1 มิลลิลิตร และเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 8,000 
รอบต่อนาที นาน 1 นาที เทส่วนสารละลายใสทิ้งและปล่อยให้ส่วนตะกอน (DNA) แห้งท่ี
อุณหภูมิห้อง นาน 15 นาที แลว้ละลาย DNA ท่ีไดด้ว้ย TE buffer 20 ไมโครลิตร และเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส 

 
2.1.2  การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีน 16S และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ใชต้วัอยา่ง 

DNA ท่ีไดจ้ากขา้งตน้เป็นตน้แบบสารพนัธุกรรมโดย น าสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากขอ้ 2.1.1 มาวดั
หาปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการสกดัแยก โดยดูดสารละลายดีเอ็นเอ ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร วดัดว้ยเคร่ือง spectrophotometer (Beckman DU-530) ท่ีความยาวคล่ืนตั้งแต่ 220-320 
นาโนเมตร เพื่อตรวจสอบการปนเป้ือนของสารอ่ืน โดยค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 
(A260), 230(A230) และ 280นาโนเมตร (A280) ส าหรับดีเอ็นเอ กรดฮิวมิค และโปรตีนตามล าดบั 
(Zhou et al., 1995) และค่าท่ีอ่านไดจ้ะมีความถูกตอ้งเม่ืออยูร่ะหวา่ง 0.15-1.0 และค่าการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร เท่ากบั 1 หมายถึงความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ 50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (A260 = 1 = 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร DNA) หรือความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ 1 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตรจะมีค่า A260 = 20 ซ่ึงใชส้ าหรับอา้งอิงในการค านวนปริมาณดีเอ็นเอ และคุณภาพของดีเอ็น
เอพิจารณาจากค่า A260/A280 และ A260/A230 เพื่อประเมินความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอเทียบกบัโปรตีน 
และกรดฮิวมิค ท่ีปนเป้ือนอยูห่ลงัจากการสกดัแยกตามล าดบัส าหรับดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธ์ิสูงจะ
มีค่า A260/A280 เท่ากบั 1.8 ถึง 1.9 ( Ausubel et al., 1997) 

 
ในการสังเคราะห์เพื่อเพิ่มช้ินส่วนยีน 16S และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ใช้

เทคนิค PCR ดว้ย universal primer ท่ีมีความจ าเพาะกบัช่วง V3 region ของ 16S ไรโบโซมอลอาร์
เอ็นเอ (Medlin et al., 1998) ประกอบไปดว้ย forward primer VFC (5’- CGC  CCG  CCG  CGC 
GCG  GCG  GGC  GGG  GCG  GGG  GCA  CGG  GGG  GCC  TAC  GGG  AGG  CAG  CAG-
3’) ซ่ึงมี GC-clamp และ reverse primer  VR (5’-ATT  ACC  GCG  GCT  GCT  GG -3’)  (Muyzer 
et al., 1993) โดยผสมสารต่อไปน้ีให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 50 ไมโครลิตร ใช ้DNA ตน้แบบ 
ปริมาณ 1 ไมโครลิตร(50 นาโนกรัม), 10x PCR buffer 5 ไมโครลิตร (Bioscience; Taiwan), 50 mM 
MgCl2 1.5 ไมโครลิตร, 10X deoxynucleoside triphosphate (dNTPs) mixture 1 ไมโครลิตร 
(Bioscience; Taiwan), 10 mM VFC และ VR ไมโครลิตร และ Taq polymerase (5 ยูนิตต่อ
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ไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 0.2 ไมโครลิตรผสมลงในหลอด epppendorf ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) ท่ี initiation denaturation 
94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที denaturing 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 52 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 30 รอบ
และตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA thermal cycle 
(Techne; UK) ในกรณีของยีน 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ท าเช่นเดียวกนัโดย ประกอบไปดว้ย 
forward primer  FR1-gc (5’- CCC  CCG  CCG  CGC  GCG  GCG  GGC  GGG  GCG  GGG  
GCA  CGG   GCC  GAI  CCA  TTC  AAT  CGG  TAI  T -3’) ซ่ึงมี GC-clamp และ reverse 
primer  FF 390 (5’- CGA  TAA  CGA  ACG  AGA  CCT -3’) (Vainio, 2000) ปริมาตรสุดทา้ยของ
สารผสมเท่ากบั 50 ไมโครลิตร ใช ้DNA ตน้แบบ ปริมาณ 1 ไมโครลิตร(50 นาโนกรัม), 10x PCR 
buffer (Bioscience; Taiwan) 5 ไมโครลิตร, 10 µM deoxynucleoside triphosphate (dNTPs) mixture 
1.3 ไมโครลิตร (Bioscience; Taiwan), 10 µM VFC และ VR ไมโครลิตร 1.6 ไมโครลิตรและ Taq 
polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 3.3 ไมโครลิตรผสมลงในหลอด 
eppendorf ขนาด 0.2 มิลลิลิตร ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR ท่ี initiation 
denaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 นาที denaturing 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
annealing 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที และ extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
จ านวน 30 รอบและตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA 
thermal cycle (Techne; UK) 

 
2.1.3  การตรวจสอบคุณภาพ ผลิตภณัฑ์ PCR ดว้ย agarose  electrophoresis เตรียม 1.5 

เปอร์เซ็นต ์ agarose gel electrophoresis ในสารละลาย 0.5x TBE buffer (Sambrook et al., 1989) 
เตรียม agarose gel เขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ แลว้น าเทใสใน gel tray และเสียบ gel comb ทิ้งไวจ้น 
เจลแข็งตวัแลว้ดึงออก จากนั้นก็น า agarose gel ไปวางในเคร่ือง electrophoresis ท่ีมี 0.5x TBE 
buffer อยู ่ผสม 0.5x TBE buffer, 10x loading buffer และ ผลิตภณัฑ์ PCR ในอตัราส่วน 5:1:4 แลว้
น าสารผสมท่ีไดไ้ปหยอดใส่ช่องเจล โดยหยอด marker (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ลงในช่อง 
เจลแรกและช่องเจลสุดทา้ยเพื่อใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบ จากนั้นตั้งค่าความต่างศกัด์ิไฟฟ้า 100 โวลต ์
เป็นเวลา 30-40 นาที เสร็จแลว้น าเจลแช่ ethidium bromide ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เป็นเวลา 15 นาที ตามดว้ยแช่ในน ้ าหรือ 0.5x TBE buffer เป็นเวลา 10 นาที แลว้ตรวจสอบเจล
ภายใตแ้สง UV-B พร้อมถ่ายรูปเก็บไว ้     
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2.1.4 การท า denature gradient gel electrophoresis (DGGE) เตรียม polyacrylamide 
gel และการท า denature gradient gel electrophoresis โดยวิธีการของ Supaphol et al. (2005) โดยใช้
ความเขม้ขน้ของ polyacrylamide gel เป็น 10 เปอร์เซ็นต์ หนา 0.75 มิลลิเมตร ใน 1xTAE buffer 
(0.04 M Tris base + 0.02 M Sodium acetate+1.0 mM  EDTA และปรับพีเอช 7.4) DGGE มีความ
แตกต่างของ denaturant คือ urea-formamide gradient ตั้งแต่ 20 เปอร์เซ็นต์ ถึง 70 เปอร์เซ็นต ์ 
(สารละลาย urea-formamide 100 เปอร์เซ็นต ์ไดจ้าก formamide 40 เปอร์เซ็นต์ (vol/vol) และ urea 
เขม้ขน้ 7.0 M  ใช ้ผลิตภณัฑ์ PCR หยอดลงไป แลว้ปล่อยกระแสไฟฟ้า ท่ีมีศกัยไ์ฟฟ้า 150 โวลต ์ท่ี
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 420 นาที จากนั้นน าเจลไปยอ้มสีดว้ย SYBR green I nucleic 
acid gel stain ท่ีเจือจาง 1:10,000 และน าเจลมาเขยา่ในสารละลาย 1xTAE buffer เพื่อลา้งสีส่วนเกิน 
นาน 30 นาที แลว้น าเจลมาส่องดว้ย SYBR gel document 

 
2.2  การวิเคราะห์ลายพิมพ ์DNA ของโครงสร้างประชากรแบคทีเรียและประชากรเช้ือรา 

ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows ดว้ยวิธี principle component analysis (PCA) และcanonical 
correspondence analysis (CCA)     

 
2.2.1  การเตรียมตวัอยา่งดีเอ็นเอจาก DGGE เพื่อหาล าดบันิวคลีโอไทด์ ตดัแถบช้ิน     

ดีเอน็เอท่ีมีลกัษณะเด่นซ่ึงคาดวา่น่าจะมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรครากเน่าในหม่อนทุกแถบ โดย
ใชห้ลอดดูดตวัอยา่งขนาดเล็ก (microtip) ท่ีฆ่าเช้ือแลว้มาตดั แลว้ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ท่ีบรรจุ Milli-Q water  30 ไมโครลิตร แลว้บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้น
เหวี่ยงดว้ยเคร่ืองหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้ดูดสารละลาย
ใส 1 ไมโครลิตร ท าการยืนยนัผลวา่เป็นดีเอ็นเอเพียงแถบเดียว (single band DNA) โดยท าการเพิ่ม
ปริมาณช้ินส่วนยนีดว้ย primer VFC และ VR เหมือนวิธี PCR ขา้งตน้ จากนั้นเก็บตวัอยา่งไวเ้พื่อรอ
ผลการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งลายพิมพดี์เอ็นเอและคดัเลือกตวัอยา่งดีเอ็นเอส่งไปวิเคราะห์
ล าดบัเบสต่อไป         

                                                                                                                    
2.2.2  การเลือกแถบ DNA จากลายพิมพดี์เอน็เอของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย น า

รูปภาพเจล ซ่ึงไดจ้ากการท า electrophoresis ท าการเปล่ียนความเขม้ของลายพิมพแ์ต่ละแถบดีเอ็นเอ 
แสดงเป็นค่าความเขม้ของแถบดีเอ็นเอ ดว้ยโปรแกรม Qaulity One และวิเคราะห์ความสัมพนัธ์
ระหวา่งลายพิมพดี์เอ็นเอจากความเขม้ของลายพิมพแ์ละการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างประชากร
แบคทีเรียและเช้ือราในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการแตกต่างกนั ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows เพื่อ
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ทราบถึงกลุ่มจุลินทรียท่ี์แทนดว้ยลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการจดัการดินแบบต่างๆ  
จากนั้นท าการส่งตวัอยา่งดีเอน็เอดงักล่าวไปหาล าดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยเคร่ืองหาล าดบัเบสอตัโนมติั 

 
2.2.3  การหาล าดบัความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการทางพนัธุกรรมของแบคทีเรีย  น า

ล าดบัเบสของดีเอน็เอมาวเิคราะห์ โดยส่งตวัอยา่งดีเอ็นเอวิเคราะห์ท่ี Macrogen Ltd. ประเทศเกาหลี
ใต ้ซ่ึงใชเ้คร่ืองหาล าดบัเบสอตัโนมติั (automated sequencer) รุ่น ABI3730XL ในการวิเคราะห์ 
จากนั้นน าล าดบัเบสท่ีไดม้าเปรียบเทียบความเหมือนหรือคลา้ยคลึงกบัดีเอ็นเอของกลุ่มจุลินทรียใ์น
ฐานขอ้มูลของ national center for biotechnology information (NCBI)ใช้โปรแกรม basic local 
alignment search tools (BLASTN) จากเวบไซต์http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi เพื่อใช้ใน
การจดัจ าแนกชนิดของจุลินทรีย ์ 

 
2.3  การศึกษาและเปรียบเทียบความหลากหลายของจุลินทรียใ์นพื้นท่ีดว้ยเทคนิคการโคลน

น่ิง (cloning) 
 

จากขั้นตอนการสกดัในขอ้ 2.1.1 น าตวัอย่างดินท่ีได้จากการเก็บตวัอย่างพื้นท่ีปลูก
หม่อน ท่ีเหลือจากการท า DGGE ทั้ง 2 ซ ้ ารวมกนั มาท าการสกดั DNA ดว้ยวิธีของ Zhou et  al. 
(1995) ซ่ึงมีขั้นตอนเหมือนการสกดั DNA ส าหรับการท า DGGE 

 
2.3.1  การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยีน 16S และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ตวัอยา่ง 

DNA ท่ีไดจ้ะใชเ้ป็นตน้แบบสารพนัธุกรรมในการสังเคราะห์เพื่อเพิ่มช้ินส่วนยีนของ 16S และ 18S 
ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ โดยใชเ้ทคนิค PCR ดว้ย universal primer ท่ีประกอบไปดว้ย forward 
primer AF1 (5’-AGA  GTT  TGA  TCC  TGG  CTC  AG -3’), reverse primer 1541R (5’-AAG  
GAG  GTG  ATC  CAG  CCG  CA -3’) และ forward primer UF1 (5’-CGA  ATC  GCA  TGG  
CCT  TG -3’), reverse primer S3 (5’-AGT  CAA  ATT  AAG  CCG  CAG -3’) ตามล าดบั เร่ิมจาก
เตรียม PCR mixture ของยีน 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ โดยผสมน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 103 
ไมโครลิตร, 10x Taq PCR buffer (Bioscience; Taiwan) 20 ไมโครลิตร, 2.5 mM dNTPs mixture 
1.2 ไมโครลิตร (Bioscience; Taiwan), 10 µM primer AF1 จ านวน 20 ไมโครลิตร, 10x primer 
1541R 20 ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 1 ไมโครลิตร
และ 10x template DNA (0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 20 ไมโครลิตร ตามล าดบั ปฏิกิริยา
สังเคราะห์ดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR ท าท่ี initiation denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
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denaturing 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 
extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 25 รอบและตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA thermal cycle (Techne; UK) ส่วน 18S ไรโบโซมอล
อาร์เอ็นเอ ท าเช่นเดียวกนั เตรียม  PCR mixture โดยผสมน ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 103 ไมโครลิตร, 10x 
Taq PCR buffer (Bioscience; Taiwan) 20 ไมโครลิตร, 10 mM dNTPs mixture 1.2 ไมโครลิตร 
(Bioscience; Taiwan), 10 µM primer UF1 จ านวน 20 ไมโครลิตร, 10 µM primer S3 20 
ไมโครลิตร, Taq polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 1 ไมโครลิตรและ 10x 
template DNA (0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) 20 ไมโครลิตร ตามล าดบั ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ดว้ยปฏิกิริยา PCR ท าท่ี initiation denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที denaturing 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ extention 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 20 วินาที จ านวน 30 รอบและตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที โดยใชเ้คร่ือง DNA thermal cycle (Techne; UK)  

 
2.3.2  ตรวจสอบคุณภาพของ ผลิตภณัฑ์ PCR โดยน าผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีได้มา

ตรวจสอบคุณภาพดว้ย 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis เช่นเดียวกบัการตรวจสอบ 
ผลิตภณัฑ์ PCR ในการท า DGGE จากนั้นท า cloning โดยผสมผลิตภณัฑ์ PCR ปริมาตร 1-4 
ไมโครลิตร กบั pDrive cloning vector (50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) (QIAGEN PCR Cloningplus 
Kit; Germany) 1 ไมโครลิตร, 2x ligation master mix (QIAGEN PCR Cloningplus Kit; Germany) 5 
ไมโครลิตร และน ้ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ (QIAGEN PCR Cloningplus Kit; Germany) ให้ไดป้ริมาตรรวม 10 
ไมโครลิตร แลว้บ่มท่ีช่วงอุณหภูมิ 4-16 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อให้เกิดปฏิกิริยา 
ligation จากนั้นน าสารผสมท่ีไดป้ริมาตร 1-2 ไมโครลิตรผสมกบั QIAGEN EZ competent cells 50 
ไมโครลิตร (QIAGEN PCR Cloningplus Kit; Germany)  เพื่อให้เกิดกระบวนการ transformation จึง
บ่มในน ้ าแข็งนาน 5 นาที แลว้ให้ความร้อนโดยแช่ใน water bath ท่ีมีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาทีและแช่น ้ าแข็งอีกคร้ัง เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นน า SOC medium (QIAGEN PCR 
Cloningplus Kit) ปริมาตร 250 ไมโครลิตร และเขยา่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เติมลง
ในสารผสมท่ีไดแ้ลว้ไปเล้ียงเช้ือบนจานอาหาร LB agar ท่ีมี amphicillin, X-gal และ IPTG ผสมอยู่
และน าไปบ่มท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใน 15-18 ชัว่โมง จะพบการเจริญของเช้ือ โดยเช้ือท่ี
มีการโคลนน่ิงหรือมี insert gene จะเกิดโคโลนีสีขาว ส่วนเช้ือท่ีไม่มีเกิดการโคลนหรือ ไม่มี insert 
gene จะเกิดโคโลนีเป็นสีฟ้า (QIAGEN, 2001) 
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2.3.3  เพิ่มปริมาณ insert gene ดว้ย วิธี PCR โดยใช ้M 13 F และ R primer เพื่อเพิ่ม
ปริมาณช้ินส่วนของ DNA หรือ insert gene ท่ี vector ไดรั้บมาจากการโคลนน่ิง น าผลิตภณัฑ์ PCR 
ท่ีไดไ้ปวเิคราะห์หาความหลากหลายต่อไป ขั้นตอนการท า PCR คือ ใชไ้มจิ้้มฟันท่ีฆ่าเช้ือแลว้ไปจ้ิม
เช้ือท่ีมีโคโลนีสีขาว (มี insert gene) ไมจ้ิ้มฟัน 1 อนัต่อ 1 โคโลนี แลว้น าไปจุ่มต่อในหลอด PCR ท่ี
บรรจุ pre-mixture หลอดละ 20 ไมโครลิตร โดยท่ีเตรียม pre-mixture 1,000 ไมโครลิตร จากการ
ผสม น ้ ากลัน่น่ึงฆ่าเช้ือ 617 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer (Bioscience; Taiwan) 100 ไมโครลิตร, 
2.5mM dNTPs 80 ไมโครลิตร(Bioscience; Taiwan), 10x primer (M13 F และ M13 R) 2 
ไมโครลิตร และ Taq polymerase (15 ยูนิต ต่อ 100 ไมโครลิตร) (Bioscience; Taiwan) 3 
ไมโครลิตร จึงได้จ  านวนหลอด PCR เท่ากบัจ านวนโคโลนีสีขาวท่ีเจริญบนอาหารปฏิกิริยา
สังเคราะห์ดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา PCR ท าท่ี initiation denaturation 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
denaturing 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที annealing 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 
extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 20 วินาที จ านวน 30 รอบ และตามดว้ยอุณหภูมิท่ี 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยใช้เคร่ือง DNA thermal cycle (Techne; UK) จากนั้นน า
ผลิตภณัฑ ์PCR ตรวจสอบคุณภาพดว้ย 1.5 เปอร์เซ็นต ์agarose gel electrophoresis  

 
2.3.4  การท า restriction fragment length polymorphism (RFLP) เพื่อศึกษาความ

แตกต่างระหวา่งตวัอยา่งช้ิน DNA ในแต่ละโคลนโดยอาศยัการท างานเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด 
คือ Hha I และ Hae III ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์มีล าดบัเบสจ าเพาะ 4 คู่เบส มีจุดตดัระหวา่ง G-C ท าให้
สามารถจ าแนกรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีถูกตดัได้ง่าย ขั้นตอนคือ เตรียม pre-mixture 4.8 
ไมโครลิตรต่อหลอด จากการผสมน ้ ากลัน่ฆ่าเช้ือ 4.15 ไมโครลิตร และ 10x K buffer 0.65 
ไมโครลิตร จากนั้นเติมเอนไซม์ตดัจ าเพาะความเข้มข้น 10 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตรต่อหลอด และผสมให้เขา้กนัดว้ยไปเปต แลว้เติมผลิตภณัฑ์ PCR จาก stock ตวัอยา่งละ 
3 ไมโครลิตร ลงในหลอด ปิดฝาและน าไปบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน 
จากนั้นน าสารผสมท่ีไดม้าหลอดละ 4 ไมโครลิตร ผสมกบั pre-mixture ท่ีเตรียมจากการผสมน ้ า
กลัน่ฆ่าเช้ือ และ 10x K buffer ในสัดส่วน 1.4:0.6 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมบนกระดาษพารา
ฟิล์ม เพื่อน ามาท า 2.5 เปอร์เซ็นต ์ large agarose gel electrophoresis ใน 0.5 TBE buffer โดยเปิด
เคร่ือง electrophoresis ดว้ยความต่างศกัยข์องกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 45-60 นาที หรือ
จนกระทัง่สีของ BPB (bromophenolblue) เคล่ือนมาถึงปลายอีกดา้นหน่ึงของเจล จากนั้นก็น าเจลมา
ยอ้มสีดว้ย ethydium bromide ประมาณ 10-15 นาที และลา้งดว้ยน ้ ากลัน่ แลว้น ามาส่องภายใตแ้สง 
ultraviolet พร้อมทั้งบนัทึกภาพ ภาพเจลท่ีไดจ้ะปรากฏรูปแบบแถบของช้ินส่วน DNA ขนาดต่างๆ 
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ของแต่โคลน  ถา้ปรากฏแถบของขนาด DNA ท่ีมีรูปแบบท่ีเหมือนกนัก็แสดงวา่เป็นจุลินทรียช์นิด
เดียวกนั ซ่ึงก็สามารถน าตน้แบบของ ผลิตภณัฑ์ PCR หลอดใดหลอดหน่ึงและตน้แบบของหลอด
อ่ืนๆ ท่ีมีรูปแบบแตกต่างกนัไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์ เพื่อหาล าดบัความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการ
ทางพนัธุกรรมของแบคทีเรียต่อไป ตามวธีิการในขอ้ 2.2.3 

 
2.4  วเิคราะห์สมบติัทางกายภาพ และเคมีของดินในพื้นท่ีปลูกหม่อน 

 
ในการวเิคราะห์คุณสมบติัดงักล่าวของดินเพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่งสมบติัของดิน 

ซ่ึงอาจจะเป็นปัจจยัในการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรครากเน่า โดยการวิเคราะห์ตวัอย่างดินน า
ตวัอย่างดินทั้งหมด ตากให้แห้งในท่ีร่ม จากนั้นบดและร่อนเพื่อใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบ
สมบัติและปริมาณธาตุอาหารท่ีส าคัญ เพื่อใช้ในการประเมินคุณภาพ ดินเพื่อการปลูกพืช ค่า
วเิคราะห์ประกอบดว้ย  

 
การวเิคราะห์ทางกายภาพ ไดแ้ก่ 

 
2.4.1  การกระจายของอนุภาคดิน (soil particle size distribution) โดยวิธี pipette 

method (Kilmer and Alexander, 1949; Day, 1965) ผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์น ามาแจกแจงกลุ่มของ
เน้ือดิน (soil textural class) โดยการเปรียบเทียบกบัชั้นเน้ือดินตามเกณฑ์ของกระทรวงเกษตร
สหรัฐอเมริกา (USDA textural class) (Soil Survey Division Staff, 1993) 

  
2.4.2  วิเคราะห์ค่าความหนาแน่นรวมของดิน (bulk density)โดยวิธี clod method 

(Blake, 1965) น าตวัอย่างดินโดยเก็บแบบ undisturbed sampling มาอบท่ีอุณหภูมิ 105 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือจนกวา่น ้ าหนกัคงท่ีแลว้บนัทึกน ้ าหนกัอบแห้ง จากนั้นค านวน
หาความหนาแน่นรวมของดินจากสูตร   

 

 

 
Db        =   ความหนาแน่นรวม (กรัม/ ลูกบาศกเ์ซนติเมตร) 
W ods     =   น ้าหนกัดินอบแหง้ (กรัม) 

  W ods 
Vt 

D b  = 
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V t =   ปริมาตรทั้งหมดของดิน (ลูกบาศกเ์ซนติเมตร) 
 

2.4.3  วิเคราะห์ค่าน าน ้ าของดิน (hydraulic conductivity) โดยวิธี falling head method 
(Klute, 1965) เตรียมตวัอย่างดินท่ีใช้ในการทดลองโดยเป็นตวัอย่างดินท่ีเก็บโดยวิธี undisturbed 
soil sampling ใช้กระบอกเก็บตวัอย่างดินขนาด 100 ลูกบาศก์เซนติเมตร ใช้กระดาษกรองปิด
บริเวณกน้กระบอกเก็บตวัอยา่งดินบริเวณท่ีตอ้งการวดั จากนั้นรัดดว้ยยางรัด น าไปแช่น ้ าท่ีมีความ
สูงปริมาณ 2 เซนติเมตร เป็นเวลา 1 คืนหรือจนกระทัง่ดินอ่ิมตวัดว้ยน ้ าทั้งหมด น ากระดาษกรอง
ออก ท าความสะอาดบริเวณรอบกระบอกเก็บตวัอยา่งดิน ปิดดว้ยตะแกรงรองแลว้รองดว้ยถาดรอง
อีกคร้ัง เปิดฝาปิดกระบอกเก็บตวัอย่างดินด้านบนออก สวมยางท่ีเช่ือมต่อระหว่างกระบอกเก็บ
ตวัอยา่งดินกบัท่อวดัระดบัน ้ าเขา้ดว้ยกนั และเตรียมภาชนะส าหรับรองน ้ าท่ีระบายออกมา เทน ้ าลง
ในท่อวดัน ้าจนระดบัสูงกวา่ขีดบนของท่อ เร่ิมจบัเวลาบนัทึกเม่ือน ้ าผา่นขีดบน และบนัทึกเวลาเม่ือ
ระดบัน ้ าผ่านขีดล่าง ค านวนเวลาท่ีน ้ าใชใ้นการเคล่ือนท่ีจากระดบัขีดบนจนถึงขีดล่าง จากนั้นน า
เวลาท่ีไดค้  านวนหาค่า Ks 

 
 

        

Ks = สัมประสิทธ์ิการน าน ้าของดินท่ีอ่ิมตวัดว้ยน ้า (cm/s) 
a = พื้นท่ีหนา้ตดัของท่อวดัระดบัน ้า 
A = พื้นท่ีหนา้ตดัของกระบอกเก็บตวัอยา่งดิน 
L = ความยาวของกระบอกเก็บตวัอยา่งดิน 
H1 = ความสูงระดบัน ้าขีดบน 
H2 = ความสูงระดบัน ้าขีดล่าง 
t = เวลาท่ีน ้าใชเ้คล่ือนท่ีระดบัขีดบนจนถึงขีดล่าง (S) 

 
การวเิคราะห์ทางเคมี ไดแ้ก่ 

 
2.4.4  วิเคราะห์ค่าพีเอช โดยชัง่ดินตวัอยา่งกบัน ้ ากลัน่ในอตัราส่วน 1:1 ในกระบอก

พลาสติกขนาด 100 มิลลิลิตร ใชแ้ท่งแกว้คนดินและน ้าใหล้ะลายเขา้กนั ทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที ใน
ระหวา่งน้ีใหค้นดินเป็นคร้ังคราว เม่ือครบ 30 นาที น าไปวดัดว้ย pH meter (Peech, 1965)   

 

a 
A H2 

 

 

L 
t log H1 Ks  = 2.3 
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2.4.5  วิเคราะห์ปริมาณอินทรียวตัถุ ( เปอร์เซ็นต์ OM ) โดยวิธี Walkley-Black 
titration (Walkley and Black, 1934) เป็นการท าปฎิกิริยา wet oxidation โดยใช้ตวัอย่างดินท่ี
บดละเอียด (ผา่นตระแกรงร่อนขนาด 0.5 มิลลิเมตร) สูตรการค านวน คือ 

 
เปอร์เซ็นต ์organic carbon =    

 
เปอร์เซ็นต ์อินทรียวตัถุ      =          % organic carbon × 1.72 

 
2.4.6  วิเคราะห์สภาพการน าไฟฟ้า ( EC ) โดยวดัสภาพการน าไฟฟ้าของสารสกดั

อ่ิมตวัของดิน (saturation extract) วดัท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ด้วยเคร่ือง electrical 
conductivity bridge (Richards, 1954)  

 
   วเิคราะห์ปริมาณธาตุอาหารท่ีส าคญั (N, P, K, Ca และ Mg)  
 

2.4.7  วิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total nitrogen) วิธี Kjeldahl method 
(ทศันีย ์และจงรักษ ์2542) ประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ digestion และ distillation 

 
Digestion คือ การย่อยตวัอย่างดิน (ผ่านตระแกรงร่อนขนาด 0.5 มิลลิเมตร) 

ดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ท่ีอุณหภูมิ 320 องศาเซลเซียส 
 
Distillation เป็นขั้นตอนการกลั่นสารละลายท่ีได้จากการย่อยและดักจับ

ไนโตรเจนดว้ย H3BO3 indicator 
 

เปอร์เซ็นต ์N  =    

 
2.4.8  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available phosphate) โดยวิธีสกดั Bray II 

(Bray and Kurtzk, 1945) สกดัดินดว้ยตวัอยา่งสารละลาย Bray II จากนั้นน ามากรองดว้ยกระดาษ
กรอง Whatmann เบอร์ 2 แลว้น าสารละลายไปวดัปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ดว้ยเคร่ือง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 882 นาโนเมตร 

 

(me K2Cr2O7-me FeSO4)× 0.003× 100 ×1.33 
weight of sample in grams 

ml HCl used (sample-blank titration) × normality ของ HCl × 1.4 
weight of soil sample (grams) 
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2.4.9  วิเคราะห์หาโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้(exchangeable K) น าตวัอยา่งดินมา
สกดัด้วยสารละลาย NH4OAc เขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าเป็นเวลา 30 นาทีกรองด้วยกระดาษกรอง 
Whatmann เบอร์ 2 วิเคราะห์หาโพแทสเซียมดว้ยเคร่ือง atomic absorbtion spectrophotometer 
(Pratt, 1965) 
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ผลและวจิารณ์ 

 

1.  สมบัติของดินทีน่ ามาศึกษา 
 

ผลการวิเคราะห์สมบติัทางกายภาพและเคมีของดินจากบริเวณแปลงทดลองปลูกหม่อน 
ของมหาวิทยาลยัมหาสารคาม จ.มหาสารคาม แสดงในตารางท่ี 3 พบว่าเน้ือดินในพื้นท่ีไถระเบิด
และไม่ไถระเบิดดินดาน คือ ดินร่วนปนทรายแป้ง (silt loam) ค่าพีเอชของดินในพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดานเท่ากบั 6.08 และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดานเท่ากบั 5.70 จดัเป็นดินกรดปานกลาง 
(moderately acid) (คณาจารยภ์าควชิาปฐพีวทิยา, 2548) สภาพการน าไฟฟ้า (EC) ในพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดาน  และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดาน เท่ากบั 0.2 จดัเป็นดินไม่เค็ม (กรมพฒันาท่ีดิน, 
2548) ร้อยละอินทรียวตัถุในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดาน เท่ากบั 

0.53 และ 0.35  จดัอยู่ในระดบัต ่าและต ่ามากตามล าดบั (กรมพฒันาท่ีดิน, 2548) และไนโตรเจน
ทั้งหมดในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดาน เท่ากบั 1.42 และ 1.48 
กรัมต่อกิโลกรัมตามล าดบั ซ่ึงจดัอยูใ่นระดบัต ่ามาก (กรมพฒันาท่ีดิน, 2548) ปริมาณฟอสฟอรัสท่ี
เป็นประโยชน์ในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดานเท่ากบั 14.42 และ 
12.82 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม จดัอยูใ่นระดบัปานกลาง (กรมพฒันาท่ีดิน, 2548) โพแทสเซียมท่ีเป็น
ประโยชน์ในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดานเท่ากบั 62.56 และ 
49.37 กรัมต่อกิโลกรัมจดัอยูใ่นระดบัปานกลางและต ่าตามล าดบั (กรมพฒันาท่ีดิน, 2548) ความ
หนาแน่นรวมของดินในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดาน เท่ากบั 
1.60 มิลลิกรัมต่อตารางเมตร จดัอยู่ในระดบัค่อนขา้งสูงและค่าน าน ้ าของดิน ในพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดาน และในพื้นท่ีไม่ไถระเบิดดินดาน เท่ากบั 10.50 และ 28.21 เซนติเมตรต่อชัว่โมงจดั
อยูใ่นระดบัเร็วปานกลางและเร็วมากตามล าดบั ซ่ึง ปัจจยัทางกายภาพคือ การจดัการดินโดยวิธีการ
ไถและไม่ไถระเบิดดินดาน ส่งผลต่อค่าน าน ้ าของดิน (hydraulic conductivity) โดยพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดานส่งผลให้มีค่าน าน ้ าต ่า โดยทัว่ไปแลว้เม่ือมีการไถระเบิดดินดานมกัจะมีค่าน าน ้ าสูง 
แต่ในกรณีน้ีอาจเกิดจากเน้ือดินในพื้นท่ีมีอนุภาคทรายแป้ง (silt) ถึงร้อยละ 52-65 ของเน้ือดินซ่ึง
จดัเป็นเน้ือดินประเภทดินร่วนปนทรายแป้ง (silt loam) เม่ือดินถูกรบกวนจน เม็ดดินแตกออก ท าให้
อนุภาคขนาดเล็ก เช่นอนุภาคดินเหนียวและอนุภาคขนาดทรายแป้งไปอุดช่องว่างในโครงสร้างดิน 
ท าให้เกิดชั้นดานข้ึน ส่งผลให้ค่าน าน ้ าของดินในพื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดานมีค่าน าน ้ าต ่ากวา่ใน
พื้นท่ีท่ีไม่มีการไถระเบิดดินดาน 
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ตารางที ่3  สมบติัทางกายภาพและเคมีบางประการก่อนและหลงัท าการทดลองของตวัอยา่งดิน
แปลงทดลองปลูกหม่อน มหาวทิยาลยัมหาสารคาม จ.มหาสารคาม 

 

สมบัตขิองดนิ ก่อนการทดลอง หลงัการทดลอง 

ไถระเบิดดนิดาน ไม่ไถระเบดิดนิดาน 
Texture1/    nd. silt  loam silt  loam 
     Sand (g kg-1) nd. 220 280 
     Silt  (g kg-1) nd. 650 520 
     Clay (g kg-1) nd. 130 200 
pH2/    5.65 6.08 5.70 
ECe 

3/ (dS m-1) nd. 0.20 0.20 
OM4/ (%) 0.54 0.53 0.35 
Total N5/ (g N kg-1) nd. 1.42 1.48 
Avail.P6/ (mg P kg-1 ) 3.25 14.42 12.82 
Avail.K7/ (mg K kg-1 ) 63.0 62.56 49.37 
Bulk density 8/ (Mg m-3) nd. 1.61 1.61 
Hydraulic conductivity 9/ (cm hr-1) nd. 10.50 28.21 

 
หมายเหตุ 1/ Pipette method (Kilmer and Alexander, 1949; Day, 1965) 

2/ pH meter ( soil : water; 1:1) (คณาจารยภ์าควชิาปฐพีวทิยา, 2548) 

 3/ Electric conductometer (Richards, 1954) 
  4/ Walkley and Black method (Walkley and Black, 1934) 

  5/ Kjeldahl method (ทศันียแ์ละจงรักษ,์ 2542) 

  6/ Bray II  method (Bray and Kurtz, 1945) 

 7/ Ammonium acetate method (Pratt, 1965) 
8/ Core method (Bla78ke, 1965) 
9/ Falling Head  Method (Klute, 1965)  
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2.  การแยกจุลนิทรีย์ และคัดเลอืกจุลนิทรีย์บริเวณรากหม่อน 
 

การแยกจุลินทรียจ์ากตวัอย่างดินท่ีเก็บจากบริเวณแปลงทดลองปลูกหม่อนท่ีเป็นโรคราก
เน่า ของมหาวิทยาลัยมหาสารคาม จ.มหาสารคาม ใช้เทคนิคการคัดแยกด้วยอาหารเล้ียง
เช้ือจุลินทรีย ์ผลการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและยอ้มสีแบบแกรมโดยการส่องภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ พบว่า ในพื้นท่ีท่ีมีการปลูกหม่อนบริเวณท่ีเป็นโรครากเน่า พบแบคทีเรีย 7 ชนิด คือ  
Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Acinetobacter sp., Klebsiella pneumonia, 
Enterobacter sp. และ Cronobacter sakazakii (ภาพท่ี 3) และเช้ือรา 5 ชนิด คือ Aspergillus niger, 
Aspergillus terreus, Fusarium solani, Penicillium sp. และ Aspergillus candidus (ภาพท่ี 4) 
 

 
 

 
 

ภาพที่ 3   แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่ามี คือ Bacillus megaterium 

(A), Bacillus subtilis (B), Bacillus cereus (C), Acinetobacter sp. (D), Klebsiella 

pneumonia (E),  Enterobacter sp. (F) และ Cronobacter sakazakii (G) ตามล าดบั  
 
 
 
 
 

(A) 

(B) 
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ภาพที ่3   แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า คือ Bacillus megaterium (A), 

Bacillus subtilis (B), Bacillus cereus (C), Acinetobacter sp. (D), Klebsiella pneumonia 
(E),  Enterobacter sp. (F) และ Cronobacter sakazakii (G) ตามล าดบั (ต่อ) 

 
 
 

(D) 

(E) 

(C) 
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ภาพที ่3   แบคทีเรียท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า คือ Bacillus megaterium (A), 
Bacillus subtilis (B), Bacillus cereus (C), Acinetobacter sp. (D), Klebsiella pneumonia 
(E), Enterobacter sp. (F) และ Cronobacter sakazakii (G) ตามล าดบั (ต่อ) 

 
  

 

 

ภาพที ่4   เช้ือราท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า คือ Aspergillus niger (A),    
Aspergillus terreus (B), Fusarium solani (C), Penicillium sp. (D),  Aspergillus candidus 
(E) และ Emercilla nidulans (F) ตามล าดบั 

 

(F) 

(G) 

(A) 
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ภาพที่ 4   เช้ือราท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า คือ Aspergillus niger (A), 
Aspergillus terreus (B), Fusarium solani (C), Penicillium sp. (D),  Aspergillus candidus 
(E) และ Emercilla nidulans (F) ตามล าดบั (ต่อ) 

 

(B) 

(C) 

(D) 

(E) 
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ภาพที่ 4   เช้ือราท่ีคดัแยกไดใ้นพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า คือ Aspergillus niger (A),   
Aspergillus terreus (B), Fusarium solani (C), Penicillium sp. (D),  Aspergillus candidus 
(E) และ Emercilla nidulans (F) ตามล าดบั (ต่อ) 

  

3.  การศึกษาโดยเทคนิคทางชีววทิยาระดับโมเลกุล 
       

3.1  การวิเคราะห์ความหลากหลายของโครงสร้างประชากรแบคทีเรียและเช้ือรา โดยใช้
ส่วนของ ยนี 16S และ 18S ไรโบโซมอลอาร์เอน็เอ 

เปรียบเทียบกลุ่มประชากรแบคทีเรียและเช้ือรา และความหลากหลายของประชากร
แบคทีเรียและเช้ือรา จากบริเวณรากหม่อน พนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และหม่อนพนัธ์ุคุณไพท่ีเป็นโรคและไม่
เป็นโรครากเน่า เพื่อศึกษาเช้ือท่ีมีลกัษณะเด่น ผลการสกดัสารพนัธุกรรมของเช้ือราและแบคทีเรีย 
โดยวิธีของ Zhou et al. (1995) จากตวัอยา่งดิน แสดงในภาพท่ี 5 พบวา่ขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดมี้
ขนาดประมาณ 10,000 bp  

 

 

 

 

 

(F) 
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ภาพที่ 5   ผลการสกดัสารพนัธุกรรมจุลินทรียจ์ากตวัอยา่งดิน ช่องเจลท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 

(Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-11 คือ ตวัอยา่งดินในพื้นท่ีบริเวณปลูกหม่อน 
 

จากนั้นจึงน าดีเอ็นเอท่ีไดเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบส าหรับการเพิ่มปริมาณยีนในต าแหน่ง 
16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ โดยวิธี PCR ช้ินดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 1,500 bp เพื่อศึกษาความ
หลากหลายของประชากรแบคทีเรีย (ภาพท่ี 6) และท าการเพิ่มปริมาณในส่วนของ 18S ไรโบโซ
มอลอาร์เอ็นเอ ช้ินดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 626 bp (ภาพท่ี 7) เพื่อศึกษาความหลากหลายของ
ประชากรเช้ือรา ผลการเพิ่มปริมาณยนีทั้ง 2 ต าแหน่ง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 ช่องเจล      1        2           3          4          5            6          7          8           9         10        11 

500 bp 

1500 bp 
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ภาพที ่6   ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยนี 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ จากตวัอยา่งดิน ช่องเจลท่ี 

1 คือ ใชดี้เอ็นเอมาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-11 คือ ตวัอยา่งดิน

ในพื้นท่ีบริเวณปลูกหม่อน 

 

 

 
 

ภาพที ่7   ผลการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนของยนี 18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ จากตวัอยา่งดิน ช่องเจลท่ี 

1 คือ ใชดี้เอ็นเอมาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) ช่องเจลท่ี 2-17 คือ ตวัอยา่งดิน

ในพื้นท่ีบริเวณปลูกหม่อน 

 

     ช่องเจล    1         2          3          4         5          6         7         8         9        10       11        12 

1500  bp 

   ช่องเจล    1       2      3      4       5       6      7      8       9      10     11    12     13     14     15     16    17 

926  bp 

500 bp 
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3.2  การศึกษาและเปรียบเทียบความหลากหลายของจุลินทรียใ์นพื้นท่ีดว้ยเทคนิคการโคลน
น่ิง (cloning) 

 
ศึกษาและเปรียบเทียบความหลากหลายของจุลินทรียใ์นพื้นท่ีดว้ยเทคนิคโคลนน่ิง เพื่อ

แยกดีเอ็นเอของแบคทีเรียหลายชนิดท่ีปะปนกันอยู่ออกจากกัน ในลักษณะดีเอ็นเอเด่ียวของ
แบคทีเรียแต่ละชนิด โดยใชเ้ทคนิค blue-white screening ตรวจสอบโคโลนีท่ีมีช้ิน insert gene ซ่ึง
โคโลนีท่ีสีขาว คือมีช้ิน insert gene ส่วนโคโลนีสีฟ้าคือไม่มีช้ินยนีอยู ่(ภาพท่ี 8) 
 

 
 
ภาพที ่8  การตรวจสอบโคลนท่ีมี insert gene โดยเทคนิค blue-white screening 

 
การคดัเลือกจ านวนโคลนท่ีมียีนในส่วน 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ แต่ละตวัอยา่ง

ดิน ดงัน้ี ตวัอยา่งดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ท่ีเป็นโรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 18 
โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 26 โคลน และบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 
50 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 59 โคลน ตวัอยา่งดินบริเวณราก ปลูกหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็น
โรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 15 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 18 โคลน และบริเวณรากไม่
เป็นโรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 116 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 146 โคลน ส่วนยีนของ
18S ไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ ในแต่ละตวัอยา่งดินมีจ านวน insert gene ดงัน้ี ตวัอยา่งดินบริเวณราก
หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 เป็นโรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 18 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 
80 โคลน ตวัอยา่งดินบริเวณรากและบริเวณไม่เป็นโรครากเน่า มี insert gene ทั้งหมด 18 โคลน จาก
จ านวนโคลนทั้งหมด 20 โคลน ส่วนตวัอยา่งดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็นโรครากเน่า มี 
insert gene ทั้งหมด 10 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 20 โคลน และบริเวณท่ีไม่เป็นโรครากเน่า 
มี insert gene ทั้งหมด 12 โคลน จากจ านวนโคลนทั้งหมด 14 โคลน จากนั้นน าตวัอยา่งผลิตภณัฑ ์



 

63 

PCR ท่ีได้จากการโคลนท่ีมี insert gene มาเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมโดยการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ Hha I  และ Hae III ดงัแสดงผลในภาพท่ี 9 

 
 

 
 

 

 
ภาพที่ 9   ลายพิมพดี์เอ็นเอ จากตวัอยา่งโคลน ซ่ึงมี insert gene โดยใชเ้ทคนิค restriction fragment 

length polymorphism (RFLP) ตดัดว้ย เอนไซม ์Hae III (A) และเอนไซม ์Hha I (B) 
 

เม่ือน ารูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ท่ีไม่
เป็นโรครากเน่าและท่ีเป็นโรครากเน่ามาเปรียบเทียบ พบวา่หม่อนท่ีเป็นโรครากเน่ามีจ านวนโคลน
ท่ีมี insert gene และรูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นเอน้อยกว่าหม่อนท่ีไม่เป็นโรครากเน่า ส่วนการ
เปรียบเทียบรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ จากตวัอยา่งของหม่อนพนัธ์ุคุณไพท่ีเป็นโรคและไม่เป็น
โรครากเน่า พบว่ามีรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีปรากฏมีลกัษณะแตกต่างกนั แสดงให้เห็นถึง
ความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีเขา้อาศยัในบริเวณรากหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า และไม่เป็นโรค

(A) 

(B) 

       M        1        2         3         4         5          6        7          8        9          10       M 

       M     1       2       3      4       5      6       7       8      9     10     11    12     13     14    M 
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รากเน่ามีความแตกต่างกนั อีกทั้งยงัพบว่าหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า มีจ  านวนโคลนท่ีมี insert gene 
และรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ นอ้ยกวา่ตวัอยา่งรากหม่อนท่ีไม่เป็นโรครากเน่า เน่ืองจากหม่อน
ทั้ง 2 พนัธ์ุ มีการผลิตสารบริเวณขบัราก (root exudate) ท่ีมีองค์ประกอบแตกต่างกนัส่งผลให้มี
จุลินทรียอ์าศยัแตกต่างกนั (Nannipieri et al., 2008)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่10  ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ จากช้ินส่วนยีน 16S ไรโบ
โซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  และ Hha I จาก
ดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B)  

 
จากภาพท่ี 10A เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 18 โคลน จากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์

60 เป็นโรครากเน่า ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III และ Hha I  ไดรู้ปแบบลายพิมพดี์
เอ็นเอ 6 รูปแบบ สามารถจ าแนกกลุ่มของแบคทีเรียได ้3 กลุ่มดงัน้ี Planctomycete, Myxococcales, 
Firmicutes และ 3 ชนิดคือ Microbacterium sp., Bacillus megaterium และ Bacillus sp. และจาก
ตวัอย่างหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ไม่เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี10B) เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 50 
โคลนตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิดได้รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 13 รูปแบบ สามารถจ าแนก

 (A) 

 (B) 
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กลุ่มของแบคทีเรียได้ 6 กลุ่มดงัน้ี Cyanobacterium, Acidobacteriaceae, Actinobacterium, 
Myxococcales, Planctomycete, Rubrobacterales และ 7 ชนิด คือ Acidobacterium sp., Bartonella 
sp., Bacillus megaterium, Bacillus sp., Bacillus cereus, Bacillus subtilis และ Microbacterium sp.  
ดงัตารางท่ี 6 

 
  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
ภาพที ่11  ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ จากช้ินส่วนยีน 16S ไรโบ

โซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  และ Hha I จาก
ดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B)  

 
จากภาพท่ี 11 A เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 15 โคลน จากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุคุณไพ

ท่ีเป็นโรครากเน่า ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III และ Hha I  ไดรู้ปแบบลายพิมพดี์
เอน็เอ 6 รูปแบบ สามารถจ าแนกกลุ่มของแบคทีเรียได ้3 กลุ่มคือ Peptococcaceae, Actinobacterium 
และ Myxococcales และ 3 ชนิดคือ Microbacterium sp., Bacillus sp. และ Bacillus megaterium 
และจากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุคุณไพ ไม่เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 11B ) เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 

  (B) 

  
(A) 
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116 โคลนตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดไดรู้ปแบบลายพิมพดี์เอน็เอ 22 รูปแบบ สามารถจ าแนก
กลุ่มของแบคทีเรียได ้9 กลุ่ม ดังน้ี Cyanobacterium, Acidobacterium, Actinobacterium, 
Comanadaceae, Plancomycetes, Gemmatimonadetes, Rubrobacteridae, Firmicutes, 
Myxococcales และ 13 ชนิด คือ Alterierythrobacter sp., Brevibacillus sp., Lautropia sp., 
Paenibacillus sp., Klebsiella sp., Cronobacter sakazakii, Enterobacter sp., Bacillus megaterium, 
Bacillus subtilis, Bacillus sp., Bacillus cereus, Microbacterium sp. และ Microbacterium 
ginsengisoli ดงัตารางท่ี 4 

 
ตารางที ่4  ผลการจดัจ าแนกจ านวนโคลนตวัอยา่งดีเอน็เอในส่วนของยนี 16S ไรโบโซมอลอาร์เอ็น

เอ ของประชากรแบคทีเรียจากตวัอยา่งดินท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ  
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 ดนิบริเวณรากเป็นโรครากเน่า 

P6 HM584904.1 Bacillus megaterium, strain ANFLR1  88% 

P2 HQ432905.1 Bacillus megaterium, strain 249  90% 

P11 HQ415814.1 Bacillus sp., MRG3 91% 

P1 FR718966.1 Bacillus sp., strain TUB3 93% 

P9 GQ927166.1 Bacillus sp., G4-1  92% 

P10 FJ444761.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone 4y-106  88% 

P19 GU583823.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone BB10  84% 

P30 EU980290.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone TH_h44  90% 

P12 DQ989491.1 Uncultured Microbacterium sp., clone HKT972  90% 

P13 GU300233.1 Uncultured Microbacterium sp., clone PSB011.C21_I10 85% 

P27 HQ183912.1 Uncultured Microbacterium sp., clone De3129 88% 

P20 AM936915.1 Uncultured Microbacterium sp., clone CM14H11 84% 

P14 DQ646283.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone 18-63  79% 

P26 GU300429.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone PSB011.C21_G18 86% 

P4 AY395366.1 Uncultured Planctomycete, clone EB1047  79% 

P8 AM397040.1 Uncultured Planctomycete, clone Cl1.81 86% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301322496?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7EFZREP011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312600959?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBHHMWFY01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310947543?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7E23M3801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313720308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBGX46N201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/261260494?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7DN00FP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239737176?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7EYBEWW014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289976348?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBHY0P1G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197709347?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GBJPMYU701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/117622222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBV0CKV3011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7BPCXH3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311336185?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7C4R4H201S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219918891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G7CJ73CC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/109452869?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBWZ4P9S011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979740?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7D1YM1X01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/39546028?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FBKSAAZZ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/114796518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7AW0NDJ014
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P24 HM799127.1 Uncultured Planctomycete, clone PRTBB8760  87% 

P37 HQ222600.1 Bacillus cereus, strain R12 94% 

P34 HM439510.1 Bacillus cereus, strain S12  93% 

P43 GQ344804.1 Bacillus cereus, strain DC2  92% 

P23 FJ982659.1 Bacillus cereus, strain JBE0008  93% 

P42 GU250814.1 Bacillus cereus, strain BR4  91% 

P55 HM480345.1 Bacillus megaterium, strain EIF18  89% 

P58 HM439508.1 Bacillus megaterium, strain S19  88% 

P60 EU221370.1 Bacillus megaterium, strain B2P2  91% 

P57 HM771671.1 Bacillus megaterium, strain PPB18 MB18  86% 

P31 HM480343.1 Bacillus megaterium, strain EIF11  93% 

P49 HQ423376.1 Bacillus megaterium, strain P3  92% 

P54 GQ901066.1 Bacillus megaterium, strain BBD-216-3d  89% 

P41 EU156325.1 Bacillus megaterium, strain MA 3.3  91% 

P32 DQ208676.1 Bacillus sp., KL2B1  90% 

P56 GQ927171.1 Bacillus sp., G2-10  85% 

P74 EU685818.1 Bacillus sp., PK-9  78% 

P48 HM061684.1 Bacillus sp., CD (2010)  90% 

P59 HQ650233.1 Bacillus subtilis, strain S6  90% 

P45 AY881643.1 Bacillus subtilis, strain CICC10048  91% 

P71 GQ903727.1 Bacillus subtilis, strain NKY-12 87% 

P78 FN393806.1 Bacillus subtilis, strain ES-131 91% 

P28 AB519062.1 Bartonella washoensis, strain: DR3-1 79% 

P29 AB519062.1 Bartonella washoensis, strain DR3-1 84% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301177544?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7B9VB8M015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312436318?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDMY980C01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300834518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDNB3CYK014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255077341?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GDNPKT4F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238801032?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GDP74NBX01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281308401?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDPWUUTF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301153969?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDTZZA3P014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300834516?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDVCZGTJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161172563?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDVRK1A3011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313665965?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDWJC3HY011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301153967?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDWWTM3901P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312600948?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=GDX5S8B801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289598542?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GDXKJR3X01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157862977?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDXZVJNW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/76905211?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC49RPJE014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/261260499?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC4N0X5001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189913523?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC51UUDA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296932928?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDMM2G74011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313493328?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC5HJN1M014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/58615435?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GC5T43H4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/260766479?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC668VC201N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237873998?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC6P195H01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/257153089?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBZ8380P016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/257153089?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GC3V8EY001N
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P15 HM438213.1 Uncultured Acidobacteriaceae bacterium, clone T312D4  93% 

P5 GU300442.1 Uncultured Acidobacteriaceae bacterium, clone PSB011.C21_K22  87% 

P18 FJ551972.1 Uncultured Acidobacteriaceae bacterium, clone  BACT_P4P05  84% 

P7 FJ752897.1 Uncultured Acidobacterium sp., clone NdGal155  81% 

P17 EU223942.1 Uncultured Acidobacterium sp., clone 64  90% 

P51 HQ183988.1 Uncultured Acidobacterium sp., clone De187  85% 

P50 HQ018527.1 Uncultured Acidobacterium sp., clone R4CP3R1B05  80% 

P21 HM196333.1 Uncultured Acidobacterium sp., clone IFU_Y45  91% 

P84 GU195813.1 Uncultured Actinobacterium, clone P1H08  83% 

P86 HM065554.1 Uncultured Actinobacterium, clone SC085  75% 

P44 GQ894679.1 Uncultured Actinobacterium, clone T3-65C_D01 82% 

P75 GU300434.1 Uncultured Actinobacterium, clone PSB011.C21_G09  89% 

P22 FJ552691.1 Uncultured Actinobacterium, clone LTSP_BACT_P6P21  82% 

P3 EU276548.1 Uncultured Cyanobacterium, clone Plot03-B04  89% 

P38 HM748584.1 Uncultured Cyanobacterium, clone ss2206 #8  84% 

P47 HM222415.1 Uncultured Cyanobacterium, clone OK4.01  89% 

P40 GQ894489.1 Uncultured Cyanobacterium, clone T3-455C_F12  83% 

P46 AB334281.1 Uncultured Cyanobacterium, clone: DoCY-61 87% 

P39 HM475009.1 Uncultured Cyanobacterium, clone GsGc_2_1 76% 

P35 FJ444664.1 Uncultured Microbacterium sp., clone 2y-10  85% 

P62 AM936896.1 Uncultured Microbacterium sp., clone CM14E11 93% 

P36 FJ551984.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone LTSP_BACT_P4P17  91% 

P53 FJ418119.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone SDU-W4-219  89% 

P61 EU437509.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone D030-W1-73 84% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307713363?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBXFJGPZ016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979753?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC0P3XP9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219811758?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC11V9U6011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225622388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC1AX0F1015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/159149146?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC1MBUY101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311336261?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC1ZGJFK01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304422177?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC29DNV901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298161226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GC2PS3J4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722565?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDJKYZ2G01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297186412?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDJZTWJD01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295791857?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDK79XD2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979745?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDKJ3M9601P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219812477?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDKVSVK9011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166908978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=FBX9R6AM011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302752687?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBYG4AJU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300836934?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBYUFS9E01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295791667?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBZE4Z7Z01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/165974341?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBZTDWV801S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307714534?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GC05S8GP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/239737079?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE0XYN1B01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219917274?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE1RZUNJ014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219811770?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDYMF36001P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/213521219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDYY9EMP01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/183206765?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDZ9BDCY01P
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P36 FJ551984.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone LTSP_BACT_P4P17  91% 

P33 GU323636.1 Uncultured Planctomycete, clone hsh-8-2  92% 

P52 HM208524.1 Uncultured Planctomycete, clone WR38 89% 

P25 FJ551414.1 Uncultured Rubrobacterales bacterium, clone LTSP_BACT_P3G01  84% 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากเป็นโรครากเน่า 

P77 GU188936.1 Bacillus megaterium, strain BCHCNZ279  93% 

P79 HM481467.1 Bacillus sp., enrichment culture clone 1PS36  90% 

P81 FR695469.1 Bacillus sp., strain CCMM B655 89% 

P80 HQ317199.1 Bacillus sp., DYJL-H 92% 

P72 GU195823.1 Uncultured Actinobacterium, clone P1H11  92% 

P88 HM798643.1 Uncultured Actinobacterium, clone PRTAB7704  94% 

P89 HM065537.1 Uncultured Actinobacterium, clone SC047  90% 

P63 HM065540.1 Uncultured Actinobacterium, clone SC055  90% 

P73 AM936915.1 Uncultured Microbacterium sp., clone CM14H11 93% 

P70 HM133592.1 Uncultured Microbacterium sp., clone Micr16S  91% 

P82 FJ542914.1 Uncultured Microbacterium sp., clone A10-02D  95% 

P87 EU029295.1 Uncultured Microbacterium sp., clone M120  89% 

P83 FJ552484.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone LTSP_BACT_P6H01  97% 

P64 EU016416.1 Uncultured Peptococcaceae bacterium, clone HS07Ba10  75% 

P74 EF703065.1 Uncultured Peptococcaceae bacterium, clone MS093A1_F12  94% 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P90 GU166344.1 Altererythrobacter sp., JM27 78% 

P161 HQ157567.1 Bacillus cereus, strain EPB-8 90% 

P143 Z84576.1 Bacillus cereus, strain WSBC10037 89% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219811770?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GDYMF36001P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284027917?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE00GHA601P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306811131?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE0EEB9W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219811200?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FBXT35GB016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309297075?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBM2J7RB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/304569930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7KR6JS501S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313574806?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBK97WBJ01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313292142?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=GBKMVD2R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722575?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7JBUGYN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301177060?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7JV3JR601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297186395?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBMFKB2W01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297186398?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7K7H1KB01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219918891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G7G4UP4T01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300521682?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7GNC0G601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220682307?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7H4FD1P01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154757062?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7HJK4YA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219812270?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBMSN64D01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/155543587?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FC1XPHWS014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154195831?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G7HYE2VF01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/269115808?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FE2TXJ7X011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307066603?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG6ZP0S401P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3929625?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=GG78X7WV015
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P148 HM771668.1 Bacillus cereus, strain PPB13 MB13  87% 

P145 GQ342295.1 Bacillus cereus, strain CG-T2  88% 

P149 GU250812.1 Bacillus cereus, strain BL1  89% 

P167 GU116563.1 Bacillus cereus, strain WYLW1-6  93% 

P139 GU906882.1 Bacillus megaterium, strain B196  86% 

P124 HQ009875.1 Bacillus megaterium, strain KPE62104H  86% 

P132 GU573515.1 Bacillus megaterium, strain IAB56  87% 

P176 HM064042.1 Bacillus megaterium, strain HMI 19  90% 

P133 HM771662.1 Bacillus megaterium, strain PPB7 MB7  81% 

P159 GQ497140.1 Bacillus megaterium, strain KKK 3  86% 

P152 FJ348004.1 Bacillus sp., GGC-D 87% 

P169 HM771641.1 Bacillus sp., RK-1(2010)  86% 

P144 FR727714.1 Bacillus sp., strain IMT04 88% 

P150 EU754023.1 Bacillus sp., AS1 85% 

P168 HM233973.1 Bacillus sp., IHB B 2282  82% 

P164 HQ204327.1 Bacillus sp., M09  85% 

P146 HQ415804.1 Bacillus subtilis, strain MRK2  89% 

P134 HQ452341.1 Bacillus subtilis, strain B-916  88% 

P153 GU301907.1 Bacillus subtilis, strain A2  86% 

P160 HQ415803.1 Bacillus subtilis, strain MRG11  82% 

P142 EF423591.1 Bacillus subtilis, strain F8712  87% 

P147 HQ316917.1 Bacillus subtilis, strain P71  83% 

P151 AF234849.1 Bacillus subtilis, strain FO-029a  82% 

P178 FJ624473.1 Cronobacter sakazakii, strain CFS-FSMP  86% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313665962?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GG7FXPP401P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/254838216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG81JWFN01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281308399?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG89XXY801P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/262527992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG9AK9JA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294660822?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=GEXYBGA8011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/305862879?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEY9B5R801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302486816?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEYK6JHR01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298256318?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEYXNGM701P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313665956?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=GEZ6B0R501P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289119504?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEZXR4VP014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/209967804?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG7S4RGB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312983382?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG9KUW9R01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313192533?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG9Y7J1601P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/192786853?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGA5J2FZ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306411001?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGAC45KB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312436312?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGASANKA01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310947533?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GF0A2X8A01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/313509540?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GF0UCB0M01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/285206700?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GF14G6MA014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310947532?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GF1DWMAX01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126567875?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=GF1W3RA601P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309398744?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GF2B7SF301P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/7107436?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGAHHNNF015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/223453039?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEA1WVDK015
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P123 GU122197.1 Cronobacter sakazakii, strain 05CHPL43  89% 

P126 HQ018805.1 Enterobacter sp., DHM-1T  88% 

P140 HQ436444.1 Enterobacter sp., R1-17 95% 

P135 GQ406570.1 Enterobacter cloacae, strain R8-2  84% 

P125 HM161865.1 Enterobacter sp., strain 3BJN7  87% 

P177 HM160521.1 Enterobacter sp., PD11 85% 

P141 HM989008.1 Klebsiella sp., KB02  87% 

P154 HM135446.1 Klebsiella sp., 0103 , 88% 

P165 GQ181053.1 Microbacterium ginsengisoli, strain BLN1  93% 

P232 FN392677.1 Microbacterium sp., isolate As3-5 87% 

P92 EF072748.1 Uncultured Acidobacteriales bacterium, clone GASP-WA2S3_E01 78% 

P174 EU979080.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone g71  84% 

P158 FJ037185.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone U000107187  80% 

P104 GU195933.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone P3E08  85% 

P110 EU980247.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone TH_g62  83% 

P114 EU729308.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone B50  86% 

P119 AJ534633.1 Uncultured Acidobacterium  bacterium , clone JG36-TzT-54 86% 

P109 AJ582046.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone JG36-GS-69 92% 

P115 AJ619064.1 uncultured Acidobacteria bacterium, clone MTAF8 94% 

P116 AY694588.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone JAB SMS 36  86% 

P121 AY743361.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone 20  80% 

P76 FM253026.1 Uncultured Actinobacterium, clone NL10BD-01-F10 90% 

P96 DQ828196.1 Uncultured Actinobacterium, clone DOK_BIODYN_clone543  83% 

P98 EF220719.1 Uncultured Actinobacterium, clone FI-2M_G08  72% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/268527651?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GEAFH9HF01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307776710?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEW2YF0U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312964195?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEWHMCRG01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/256861701?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GEWZ4B8U01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/301131550?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEX723E001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/297186304?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEXPRD6J01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/303306216?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE82RK2A01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/296875285?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GE8J6BP101P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/254838504?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GGBNME5201P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/261381631?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGD2V4EE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118163213?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FE33BD7601S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197360292?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FE5XEE7C01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/201068242?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FENBY0E8014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722685?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGMRD3EN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197709304?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGMZZCJV01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189909397?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGN67373015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/26986457?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGNDCBT8015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/34494570?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGNNF8X501P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/40240858?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGNY9YX8011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60202809?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGP9Z73S01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/52083005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGPGN4SB01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238955362?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FC3H73UN011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110753509?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=FE40XWKC016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146429903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FE526K8K01N
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P157 EF220719.1 Uncultured Actinobacterium, clone FI-2M_G08  72% 

P99 GU195887.1 Uncultured Actinobacterium, clone P2C12  82% 

P102 AJ232691.1 Uncultured Actinobacterium, WB013  85% 

P113 AJ232690.1 Uncultured Actinobacterium, WB012  87% 

P94 AJ232694.1 Uncultured Actinobacterium, WB016  89% 

P101 AY192047.1 Uncultured Actinobacterium 16S r RNA gene, partial sequence 87% 

P100 HQ044781.1 Uncultured Alterierythrobacter sp., clone F5OHPNU07IEUK4  87% 

P138 GU574427.1 Uncultured bacterium, clone 72  87% 

P156 EF419403.1 Uncultured Brevibacillus sp., clone 4PN65  85% 

P155 DQ188362.1 Uncultured Brevibacillus sp., clone BL030B72  89% 

P130 EF419401.1 Uncultured Brevibacillus sp., clone 4PN57  91% 

P129 GU245921.1 Uncultured Brevibacillus sp., clone 075  83% 

P137 AB451535.1 Uncultured Brevibacillus sp., clone DHUP4 93% 

P93 DQ234232.2 Uncultured Comamonadaceae bacterium, clone DS150  75% 

P112 HM856553.1 Uncultured Comamonadaceae bacterium, clone YL192  95% 

P105 GU300382.1 Uncultured Comamonadaceae bacterium, clone PSB011.C21_M12  93% 

P108 GQ891819.1 Uncultured Comamonadaceae bacterium, clone G61 100% 

P118 GQ228649.1 Uncultured Comamonadaceae bacterium, clone 1RH7  86% 

P65 GU552226.1 Uncultured Cyanobacterium, clone D-16S-122  71% 

P64 AJ007640.1 Uncultured Cyanobacterium, clone 25/4-2 86% 

P69 AY038527.2 Uncultured Cyanobacterium 16S rRNA gene, partial sequence 82% 

P66 AY542755.1 Uncultured Cyanobacterium,clone OS009  91% 

P91 AY542755.1 Uncultured Cyanobacterium, clone OS009  85% 

P67 AJ579904.1 Uncultured Cyanobacterium , clone DUB10 81% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146429903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FEMAB2NP01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722639?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGKB9UJV01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4090286?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGKST2FR01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4090285?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGKYN2VC01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/4090289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGM5FTZU01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/28629705?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGMDGN8V01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310324280?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GERFB2E401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291067226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG3XMCZP01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126142996?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FECCPUKF01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/77819275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG3P9HGJ01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126142994?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG45A02501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283443557?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG4CTAM901N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283131274?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG4P4HEH01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/84322374?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FE1AHVGG01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312860512?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GETN72GS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979693?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEU3YJT401N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/260600539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEU8TCP101P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/253757426?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEUFASG401P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/290565122?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FC28P11H014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/3320092?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGFRJUSF01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/21322142?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGG4EV1801N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/44893958?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGJ5UZ0N01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/44893958?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGJBMKST01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/33457160?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGJPZH8Y01P
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P68 EU019408.1 Uncultured Cyanobacterium, clone UFDCBA_30f  91% 

P92 AY038565.1 Uncultured Cyanobacterium, clone CD2C3  75% 

P172 EF074778.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone GASP-WC1W2_G06  83% 

P107 FN421311.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone GoM156_Bac129 83% 

P122 FN421154.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone GoM87_Bac36 91% 

P128 FJ609969.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone B95-1A  90% 

P131 EU626479.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone A16S_80  85% 

P175 EF706503.1 Uncultured Firmicutes bacterium, clone MS070A1_C01  90% 

P171 DQ829512.1 Uncultured Gemmatimonadetes bacterium,clone NOFERT_598  82% 

P106 GU195855.1 Uncultured Gemmatimonadetes bacterium, clone P2A12  82% 

P117 GU195840.1 Uncultured Gemmatimonadetes bacterium, clone P2H07  85% 

P.190 DQ016727.1 Uncultured Lautropia sp., clone 2.6  79% 

P179 HQ183872.1 Uncultured Lautropia sp., clone De25  86% 

P127 DQ016727.1 Uncultured Lautropia sp., clone 2.6  91% 

P136 AY807005.1 Uncultured Lautropia sp., clone IS023B92  88% 

P162 EU816944.1 Uncultured Microbacterium sp., clone r-43  88% 

P166 HM983495.1 Uncultured Microbacterium sp., clone GE7GXPU01DW358  87% 

P163 HQ067777.1 Uncultured Microbacterium sp., clone F5OHPNU07IAYMW 85% 

P233 AM936915.1 Uncultured Microbacterium sp., clone CM14H11 87% 

P226 FJ543063.1 Uncultured Microbacterium sp., clone B09-05A  91% 

P230 DQ989491.1 Uncultured Microbacterium sp., clone HKT972  91% 

P231 GU300181.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone PSB011.C21_N12  90% 

P229 GU300181.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone PSB011.C21_N12  88% 

P228 FJ552362.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone LTSP_BACT_P6B15  83% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/157704198?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGJWR34F01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/15213461?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGK2ZBG0015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118041824?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FE4A9CSV01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283481097?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEUM12K2014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283480930?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEUVP8UY015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/222875475?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEV8N6AR011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/187692225?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEVDWUSJ015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/154199269?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEVKPFAU01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110754825?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FE3FKWTD01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722607?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GES38R3501P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722592?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GESAZ6X4011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/64446971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEC5E0ED014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311336145?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEP1XXZF014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/64446971?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GEPVDDV5011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/60500815?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GERB2X2W014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/193245062?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGB4UZM4011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310519281?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGBCGH5Y01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310366023?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGBYBW8B014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219918891?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=GGC4KH9701N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/220682456?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGCEX1JV014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/117622222?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGCS0PJP015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979492?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGE83M8Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/283979492?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGER8VFJ01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219812148?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGF2P8M101P
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ตารางที ่4  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P227 FJ550785.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone LTSP_BACT_P1G16  89% 

P97 AJ290184.1 Uncultured Planctomycete, clone DSP26 97% 

P170 AM935647.1 Uncultured Planctomycetales bacterium, clone AMCA9 77% 

P120 AY360649.1 Uncultured Planctomycetales bacterium, clone M10Ba61 92% 

P111 AJ534691.1 Uncultured Planctomycetales bacterium, clone S15A-MN16 90% 

P95 AY360603.1 Uncultured Planctomycetales bacterium, clone M10Ba13  94% 

P111 AJ575117.1 Uncultured Planctomycetales bacterium, clone 6 81% 

P103 AJ616293.1 Uncultured Planctomycete, clone DEL78 87% 

 
จากภาพท่ี 12A การจดัจ าแนกแบคทีเรียในพื้นท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ในพื้นท่ีท่ี

เป็นโรครากเน่า พบวา่มีแบคทีเรีย 3 กลุ่ม คือ Plantomycete, Myxococcales, Firmicutes และ 3 ชนิด

คือ Microbacterium sp., Bacillus sp. และ Bacillus megaterium โดยจากการศึกษาพบวา่ แบคทีเรีย

กลุ่ม Firmicutes เป็นกลุ่มท่ีพบในแปลงฝ้ายท่ีแสดงอาการเป็นโรค (Zhang et al., 2010) ส่วนใน

พื้นท่ีท่ีไม่เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 12B) มีแบคทีเรีย 5 กลุ่ม คือ Plantomycete, Myxococcales, 

Cyanobacterium, Actinobacterium, Rubrobacterales และ 7 ชนิด คือ Microbacterium sp., Bacillus 

sp., Bacillus megaterium, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Acidobacterium sp. และ Bartonella 

washoensis ซ่ึงพบวา่ในพื้นท่ีมีการรายงานวา่เป็นแบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชและมี

สมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษ์หลายชนิด เช่น  Bacillus sp. ส่งเสริมการเจริญเติบโตของทานตะวนั 

(Forchetti et al., 2007) Bacillus megaterium ส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้สน (Trivedi and 

Pandey, 2007) และ Bacillus cereus เป็นเช้ือปฎิปักษใ์น alfalfa (Silo-Suh et al., 1994) ส าหรับพื้นท่ี

ปลูกหม่อนพนัธ์ุคุณไพท่ีเป็นโรครากเน่า 

 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219810571?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GGF9NJAP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/11124589?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG5XF5KP01P
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219903908?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FE2KVEFC01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38195226?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG55T5G9014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/26986501?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG5CEN8H01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/38195180?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG5KC32H015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/53127623?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG6965GY014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/39645983?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GG6FRAYJ011
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ภาพที ่12   เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของแบคทีเรียในหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 จากดิน

บริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 

(B) 

(A) 

 

Uncultured Planctomycete 

Uncultured Microbacterium sp. 

Uncultured Myxococcales 

Bacillus  megaterium 

Uncultured Firmicutes 

Bacillus  sp. 

 

Bacillus  subtilis 
Bacillus  cereus 
Uncultured Cyanobacterium 

Uncultured Rubrobacterales 

Uncultured Acidobacterium sp. 
Uncultured Actinobacterium 

 Bartonella washocusis 

Uncultured Planctomycete 
Uncultured Microbacterium sp. 
Uncultured Myxococcales 
Bacillus  megaterium 
Bacillus  sp. 

ร้อยละและชนิดของแบคทเีรีย หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 

ในพืน้ทีไ่ม่เป็นโรครากเน่า 

ร้อยละและชนิดของแบคทเีรีย หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 

ในพืน้ทีเ่ป็นโรครากเน่า 
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ภาพที ่13  เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของแบคทีเรียในหม่อนพนัธ์ุคุณไพ จากดินบริเวณ 

รากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 

(B) 

(A) 

 

Uncultured Microbacterium sp. 

Uncultured Myxococcales 

Bacillus  megaterium 

Uncultured Firmicutes 

Bacillus  sp. 

Uncultured Actinobacterium 

Uncultured Peptococcaceae 

 

Uncultured Planctomycete 
Uncultured Microbacterium sp. 
Uncultured Myxococcales 
Bacillus  megaterium 
Uncultured Firmicutes 
Bacillus  sp. 
Bacillus  subtilis 
Bacillus  cereus 
Uncultured Cyanobacterium 
Uncultured Acidobacterium sp. 

Uncultured Comamonadaceae 
Altererythrobacter  sp. 
Uncultured Gemmatimonadetes 
Uncultured Brevibacillus sp. 
Uncultured Bacterium 

Uncultured Actinobacterium 

Uncultured Lautropia sp. 
Klebsiella sp. 
Cronobacter sakazakii 
Enterobacter sp. 
Microbacterium ginsengisoli 

ร้อยละและชนิดของแบคทเีรีย หม่อนพนัธ์ุ  
คุณไพ ในพืน้ทีไ่ม่เป็นโรครากเน่า 

ร้อยละและชนิดของแบคทเีรีย หม่อนพนัธ์ุ คุณไพ ในพืน้ทีเ่ป็นโรครากเน่า 
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จากภาพท่ี 13A มีแบคทีเรีย 4 กลุ่ม คือ Myxococcales, Firmicutes, Actinobacterium, 
Peptococcaceae และ 3 ชนิด คือ Bacillus sp., Bacillus megaterium และ Microbacterium sp. 
เปรียบเทียบกับพื้นท่ีท่ีไม่เป็นโรครากเน่าพบว่ามีแบคทีเรีย 7 กลุ่ม คือ Plantomycete, 
Myxococcales, Cyanobacterium, Actinobacterium, Firmicutes, Comamonadaceae, 
Gemmatimonadetes และ 9 ชนิด คือ Microbacterium sp., Bacillus sp., Acidobacterium sp., 
Bartonella washoensis, Brevibacillus sp., Lautropia sp., Klebsella sp., Cronobacter sakazakii, 
Enterobacter sp. และ Microbacterium ginsengisoli โดยจุลินทรียบ์างชนิดมีสมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษ์
คือ Bacillus megaterium เป็นเช้ือปฎิปักษใ์นพริกไทย (Akgül and Mirik, 2008) Bacillus cereus 
เป็นเช้ือปฎิปักษ์ใน Sugarbeet (Moussa, 2002) นอกจากน้ียงัพบว่าเช้ือท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของพืชตระกูลถัว่คือ Bacillus subtilis (Lee et al., 2005) ซ่ึงกลุ่มประชากรของแบคทีเรียของหม่อน
ทั้ง 2 พนัธ์ุในพื้นท่ีท่ีไม่เป็นโรครากเน่าพบกลุ่มประชากรแบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็น plant promoting 
และเช้ือปฎิปักษม์ากกวา่ในพื้นท่ีท่ีเป็นโรครากเน่า กิจกรรมของแบคทีเรียกลุ่มน้ีอาจส่งผลในการย ั้บ
ย ั้งหรือลดการเกิดโรคในพืชได ้สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Os and Ginkel (2001) ซ่ึงพบวา่มวล
ชีวภาพและกิจกรรมของจุลินทรียดิ์นมีความสามารถยบัย ั้งการเกิดโรครากเน่าของหัว iris จากเช้ือ 
Pythium ได ้โดยกลไกของจุลินทรียดิ์นท่ีลดการก่อโรคของเช้ือ Pythium คือ ยบัย ั้งการงอกของ 
sporangia และยอ่ยสลายเส้นใยเช้ือ Pythium ท าใหก้ารเจริญลดลงและในพื้นท่ีท่ีมีการปลูกหม่อนทั้ง
สองพนัธ์ุมีแบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษอ์ยู ่เช่น Bacillus sp. สอดคลอ้งกบัการศึกษาการใช้
แบคทีเรียเพื่อเป็นเช้ือปฎิปักษใ์นการยบัย ั้งเช้ือราของ Gheorghe et al. (2008) โดย ใชเ้ช้ือราทดสอบ
คือ Aspergillus sp., Penicillium sp. และ Fusarium sp. พบวา่แบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษท่ี์
มีประสิทธิภาพดีท่ีสุด คือ Bacillus sp. และ Pseudomonas sp. นอกจากน้ี เช้ือ Acidobacter และ 
Microbacterium เป็นเช้ือปฏิปักษ์ สามารถยบัย ั้งเช้ือราสาเหตุของโรครากเน่า และสอดคลอ้งกบั
งานวจิยัของ Dikin et al. (2007) และ Hunter  et al. (2006) อีกทั้งในหม่อน 2 พนัธ์ุท่ีเป็นโรครากเน่า
พบเช้ือ Fusarium solani และ Pythium ultimum ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุของโรครากเน่าในไมป้ระดบัและ
พืชเศรษฐกิจหลายชนิด ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Kucharek and Michell (2000) ในทิศทาง
เดียวกนั นอกจากน้ีในพื้นท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพท่ีไม่เป็นโรครากเน่านั้น
สามารถพบเช้ือ Bacillus cereus ไดแ้ต่ในพื้นท่ีเกิดโรครากเน่ากลบัไม่พบเช้ือ Bacillus cereus จาก
การศึกษาพบวา่ เช้ือ Bacillus cereus มีสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษต่์อเช้ือราสาเหตุโรคพืชหลายชนิด
สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Jing et al. (2009) ศึกษาผลของเช้ือ Bacillus cereus สายพนัธ์ุ Anti-
8098A พบวา่มีประสิทธิภาพในการเป็นเช้ือปฏิปักษต่์อเช้ือ Ralstonia solanacearum ซ่ึงเป็นเช้ือ
สาเหตุของโรคเห่ียวในมะเขือเทศ เน่ืองจากเช้ือ Bacillus cereus สายพนัธ์ุ Anti-8098A สามารถเพิ่ม
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ปริมาณในดินไดอ้ยา่งรวดเร็วและสามารถยบัย ั้งการเกิดโรคเห่ียวของมะเขือเทศไดอ้ยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติและ Handelsman et al. (1990) ไดค้ดัเลือกเช้ือแบคทีเรียกว่า 700 ชนิด และพบว่าเช้ือ 
Bacillus cereus UW85 มีประสิทธิภาพสามารถยบัย ั้งโรคโคนเน่าของถัว่ alfalfa ซ่ึงมีเช้ือสาเหตุโรค
คือ Phytophthora megasperma ได้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติและยงัสามารถส่งเสริมการงอกของ
เมล็ดถัว่ alfalfa ไดอี้กดว้ย ซ่ึงวิธีน าไปใชป้ระโยชน์ คือการน าเช้ือ Bacillus cereus UW85 คลุกเมล็
ก่อนปลูก 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
  

 

 
 
 
 
ภาพที ่14  ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอน็เอ จากช้ินส่วนยีน 18S ไร โบ

โซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  และ Hha I จาก
ดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B)  

 
จากภาพท่ี 14A เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 18 โคลน จากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุ บุรีรัมย ์

60 เป็นโรครากเน่า ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III และ Hha I  ไดรู้ปแบบลายพิมพดี์
เอ็นเอ 7 รูปแบบ สามารถจ าแนกชนิดของเช้ือราได ้7 ชนิด ดงัน้ี Pythium ultimum, Aspergillus sp., 
Penicillium sp., Penicillium purpurogenum, Ascomycota sp., Aspergillus terreus และ Aspergillus 

 
(A) 

 
(B) 
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candidus ส าหรับตวัอย่างหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ไม่เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 14B) เม่ือน าโคลนท่ีมี 
insert  gene 18 โคลนตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิดไดรู้ปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอ 4 รูปแบบ 
สามารถจ าแนกชนิดของเช้ือราได้ 4 ชนิด ดงัน้ี Penicillium sp., Penicillium purpurogenum, 
Aspergillus niger และ Aspergillus candidus  ดงัตารางท่ี 5 

 
   

 

 

 

 

 

 

 

  

 
 
ภาพที ่15  ความสัมพนัธ์ระหวา่งโคลนและรูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอ จากช้ินส่วนยีน 18S ไรโบ

โซมอลอาร์เอ็นเอ ท่ีไดจ้ากการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III  และ Hha I จาก
ดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ เป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 

 
จากภาพท่ี 15A เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 10 โคลน จากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุคุณไพ 

เป็นโรครากเน่า ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ Hae III และ Hha I  ไดรู้ปแบบลายพิมพดี์
เอ็นเอ 6 รูปแบบ สามารถจ าแนกชนิดของเช้ือราได ้5 ชนิด ดงัน้ี  Aspergillus terreus, Aspergillus 
sp., Penicillium sp., Alternaria sp. และ Fusarium solani  และจากตวัอยา่งหม่อนพนัธ์ุคุณไพ ไม่
เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 15B) มีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน เม่ือน าโคลนท่ีมี insert gene 

  
(A) 

  
(B) 
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12 โคลน ตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดไดรู้ปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอ 5 รูปแบบ สามารถจ าแนก
ชนิดของเช้ือราได ้5 ชนิด ดงัน้ี Penicillium decumbens, Alternaria sp.,  Aspergillus niger, 
Aspergillus terreus และ Aspergillus sp.  ดงัตารางท่ี 5 

 
ตารางที ่5   ผลการจดัจ าแนกจ านวนโคลนของตวัอยา่งดีเอ็นเอในส่วนของยนี 18S ไรโบโซมอล

อาร์เอน็เอ ของประชากรเช้ือราจากตวัอยา่งดินบริเวณรอบรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 
และพนัธ์ุคุณไพ 

 
Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 ดนิบริเวณรากเป็นโรครากเน่า 

P123 EU723492.1 Ascomycota sp., NIOCC F30  98% 

P191 EF638701.1 Ascomycete sp., strain LMSA1.08.031  92% 

P193 HQ025971.1 Alternaria sp., 118  83% 

P196 FJ210505.1 Alternaria sp. JJP-2009a, isolate 56629-6-90-E  91% 

P200 FJ515320.1 Alternaria sp., CPCC 480721  92% 

P192 GQ461911.1 Aspergillus terreus, isolate UOA/HCPF 10213  79% 

P203 FJ842764.1 Aspergillus terreus, strain PNR2  88% 

P224 AY373843.1 Aspergillus candidus, strain SRRC 310  89% 

P202 HM536999.1 Aspergillus sp., LQ21 99% 

P216 EU301661.1 Aspergillus sp., HZ-35 81% 

P225 HM801881.1 Aspergillus sp., 06 SMR-2010  84% 

P195 HM535374.1 Aspergillus sp., G-3  90% 

P122 GU372899.1 Penicillium sp., MCB-2010a  92% 

P124 FJ950741.1 Penicillium sp., MH7  82% 

P198 HQ589145.1 Penicillium purpurogenum, strain LP55  89% 

P201 DQ793166.1 Pythium ultimum, clone T2S5Pulp5  75% 

P209 HM747034.1 Pythium ultimum, isolate F-1550 88% 

P218 HQ022030.1 Uncultured Ascomycota, clone 6Bart1172S  88% 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P198 EU263601.1 Aspergillus candidus, strain DFVB1  95% 

P223 EF068267.1 Aspergillus niger, strain JC 90% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/189418975?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FER3WXE4014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/149786806?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G8UXK10R01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306822053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=G8WJ568W01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/226442099?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8X7GV6K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219814419?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8XP17VM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258618723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G8MPVKBM01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/227001090?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8T8MXS001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/34809323?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8W30NC3015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310645217?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEPXCE8T016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/162415968?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G8M0V8KT014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307088981?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G8TN9HS601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312205547?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8U9C6TY01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/288806547?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBVUY08001N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/238558231?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBWB90YG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312190973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBXDBXWS01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379382?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEPNGZ1P01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310769840?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBV6JXUE01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/306846857?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8VKVSDX014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/161074825?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=GBUJETZ301S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118500828?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBT58EGB01S
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ตารางที ่5  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P210 DQ365947.1 Penicillium purpurogenum, strain HS-A82 99% 

P218 HQ434765.1 Penicillium purpurogenum, strain HDJZ-ZWM-26  92% 

P205 FJ375305.1 Penicillium sp., CPCC 1400022 99% 

P194 GU944770.1 Penicillium sp., YW01  98% 

P214 FN868877.1 Penicillium sp., BLE22  87% 

P197 GU595047.1 Penicillium sp., H4463  89% 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ  ดนิบริเวณรากเป็นโรครากเน่า 

P188 DQ681346.1 Alternaria sp., CR-2006a  87% 

P211 HM536999.1 Aspergillus sp., LQ21 76% 

P222 FJ459892.1 Aspergillus sp., ACR-PR  90% 

P207 GU227345.1 Aspergillus terreus, strain HDJZ-ZWM 77% 

P215 GQ461911.1 Aspergillus terreus, isolate UOA/HCPF 10213  88% 

P204 EF397944.1 Fusarium solani, strain 421502  84% 

P189 AB470904.1 Fusarium solani, isolate DSCF5 77% 

P199 EU719659.1 Fusarium solani, strain LW-1  93% 

P182 HM161749.1 Penicillium sp., Y12 EG-2010  90% 

P185 GU985207.1 Penicillium sp., SF58  93% 

หม่อนพนัธ์ุคุณไพ  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P186 HM754629.1 Alternaria sp., ZJ9-6B  88% 

P219 GU325677.1 Aspergillus niger, strain P20-09  76% 

P220 HQ397705.1 Aspergillus niger, 18S ribosomal RNA gene 86% 

P180 EU770325.1 Aspergillus sp., ZL-2008  90% 

P181 HM535365.1 Aspergillus sp., A-18  85% 

P208 DQ489561.1 Aspergillus terreus, strain W0707  73% 

P187 HQ398234.1 Aspergillus terreus, strain CCTCC AF93041  90% 

P184 GQ461903.1 Aspergillus terreus, isolate UOA/HCPF 5704  92% 

P217 GU573852.1 Penicillium decumbens, isolate K1  72% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/86278440?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FERMT5V101S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312600931?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8K5HEBT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210148481?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FERFFMHH011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/294847388?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8J12VYM011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/298356973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8J902CS01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291293633?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=G8JJSMKH01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110734737?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBRCSFS6011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310645217?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FESFBF9J014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215479444?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8KPPEZX015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281484416?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FESTSSTN01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258618723?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8MC5N8U01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/126116555?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FETXSV5Y014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/237769597?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8N3XZ0401S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/203285006?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8P0TRYT01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299831752?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBPUCU1V01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291508693?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBR3M80U01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/303270699?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBNJH2FS015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/284438180?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEUUNYFP01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309951533?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G8R87AWR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/190887219?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBNY44PV015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/312205538?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=GBPBY119014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/94483074?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEV31A5001S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/311991086?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G8RKT77Y01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/258618715?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=G8S9H2R601N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291162709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FEUDUR5U014
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ตารางที ่5  (ต่อ) 
 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60  ดนิบริเวณรากไม่เป็นโรครากเน่า 

P221 FJ458446.1 Penicillium decumbens, strain ML-017  91% 

P212 GU573852.1 Penicillium decumbens, isolate K1  73% 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215400265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=G8PTZ0JK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291162709?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FEVMMF7501N
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ภาพที ่16   เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของเช้ือราจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60  

จากดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 

(B) 

(A) 

 

Pythium ultimum 
Penicillium sp. 
Penicillium purpurogenum 
Aspergillus sp. 
Ascomycota sp. 
Uncultured Ascomycota  
Aspergillus terreus 
Aspergillus candidus 
Alternata sp. 

 

Penicillium sp. 

Penicillium purpurogenum 

Aspergillus candidus 
Aspergillus niger 

 

ร้อยละและชนิดของเช้ือรา หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 

ในพืน้ทีเ่ป็นโรครากเน่า 

ร้อยละและชนิดของเช้ือรา หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย์ 60 

ในพืน้ทีไ่ม่เป็นโรครากเน่า 

(A) 

 
Alternaria  sp. 

Pythium ultimum 
Penicillium sp. 
Penicillium  purpurogenum 
Aspergillus sp. 
Ascomycota  sp. 
Uncultured Ascomycota  
Aspergillus terreus 
Aspergillus candidus  
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ภาพที ่17   เปรียบเทียบจ านวนร้อยละและชนิดของเช้ือราจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ จาก

ดินบริเวณรากหม่อนในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (A) และไม่เป็นโรครากเน่า (B) 

(B) 

(A) 

 

Penicillium sp. 

Aspergillus sp. 

Aspergillus terreus 
Fusarium solani 

 

Aspergillus sp. 
Aspergillus terreus 
Alternata sp. 
Aspergillus niger 
Penicillium decumbens 

ร้อยละและชนิดของเช้ือรา หม่อนพนัธ์ุคุณไพ     

ในพืน้ทีไ่ม่เป็นโรครากเน่า 

ร้อยละและชนิดของเช้ือรา หม่อนพนัธ์ุคุณไพ              

ในพืน้ทีเ่ป็นโรครากเน่า 
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จากภาพท่ี 16A การจดัจ าแนกเช้ือราในพื้นท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ในพื้นท่ีท่ีเป็น
โรครากเน่า มีเช้ือราทั้งหมด 9 ชนิด คือ Penicillium sp., Penicillium purpurogenum, Aspergillus 
sp., Ascomycota sp. และ Aspergillus candidus และเป็นเช้ือราก่อโรค 3 ชนิด คือ Pythium ultimum, 
Aspergillus terreus และ Alternaria sp. ส่วนในพื้นท่ีท่ีไม่เป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 16B) มีเช้ือรา
ทั้งหมด 4 ชนิด คือ Penicillium purpurogenum, Aspergillus candidus มีสมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษ ์2 
ชนิด คือ Penicillium sp. และ Aspergillus niger  โดย Venkatasubbaiah and Safeeulla (1984) ได้
ศึกษาการใชเ้ช้ือ Aspergillus niger  ซ่ึงแยกไดจ้ากบริเวณรากของตน้กลา้กาแฟ น ามาใชเ้ป็นเช้ือ
ปฎิปักษใ์นการควบคุมโรคคอเน่าของตน้กลา้กาแฟ เน่ืองจากเช้ือ Aspergillus niger  จะอยูร่่วมกบั
เช้ือ Rhizoctonia solani ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุโรคคอเน่าในสภาวะปรสิต ท าให้เช้ือ R. solani  ตายใน
ท่ีสุด ดงันั้นเช้ือ Aspergillus niger  จึงสามารถควบคุมโรคคอเน่าในตน้กลา้ของกาแฟได ้ ส่วนใน
พื้นท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุคุณไพในพื้นท่ีเป็นโรครากเน่า (ภาพท่ี 17A)  มีเช้ือราทั้งหมด 4 ชนิด คือ 
Penicillium sp. และ Aspergillus sp. เป็นเช้ือราก่อโรค 2 ชนิดคือ Aspergillus terreus และ 
Fusarium solani ซ่ึงก่อโรครากเน่าในถัว่ (Widdo and Tati, 2009) และพบวา่สามารถคดัแยกไดจ้าก
ดินบริเวณรากหม่อนท่ีเป็นโรครากเน่า Kazempour et al. (2006) ในขณะท่ีพื้นท่ีไม่เป็นโรครากเน่า 
(ภาพท่ี 17B) มีเช้ือราทั้งหมด 5 ชนิด คือ Aspergillus terreus, Alternaria sp., Penicillium 
decumbens และ Aspergillus niger เป็นเช้ือปฎิปักษ ์1 ชนิด คือ Aspergillus sp. จากการศึกษาของ 
Evueh and Ogbebor (2008) โดยใชเ้ช้ือ Aspergillus sp. ในการยบัย ั้งโรคใบจุดยางพารา เกิดจากเช้ือ
สาเหตุ คือ Colletotrichum  gloeosporioides โดยเช้ือ Aspergillus sp. ซ่ึงไดม้าจากบริเวณผิวใบ
สามารถผลิตสารท่ีสามารถยอ่ย cytoplasm ของเช้ือ Colletotrichum  gloeosporioides  ได ้ 

 
จากข้อมูลข้างต้นพบว่า ความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียในหม่อนพนัธ์ุ

บุรีรัมยแ์ละพนัธ์ุคุณไพท่ีพบในพื้นท่ีไม่เป็นโรครากเน่า มีการเขา้อาศยัของเช้ือแบคทีเรียท่ีมีสมบติั
เป็นเช้ือปฏิปักษแ์ละส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมากกวา่ในพื้นท่ีท่ีเป็นโรครากเน่า ทั้งน้ีเช้ือท่ีมี
สมบติัดงักล่าวเม่ือเขา้อาศยัในบริเวณรากหม่อน จึงมีบทบาทในการลดการเกิดโรคระบาดในระบบ
รากและส่งเสริมการเจริญเติบโตของหม่อนได ้กลุ่มเช้ือปฏิปักษท่ี์พบ คือ Bacillus cereus สายพนัธ์ุ 
BR4 และ BL1 ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่เป็นเช้ือปฏิปักษท่ี์พบในแปลงผกั Bacillus sp. สายพนัธ์ุ DC 
(2010) เป็นเช้ือท่ีมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของต้นทานตะวนั Bacillus 
megaterium  สายพนัธ์ุ MUR3, B2P2 และ P3 ส่งเสริมการสร้างปมในถัว่ฮอร์สแกรม (Macrotyloma 
uniflorum L.) รวมทั้งมีความสามารถในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของขา้วสาลี และบริเวณราก
พืชอ่ืนๆ ส่วนในพื้นท่ีท่ี เป็นโรครากเน่า มีเ ช้ือท่ีมีสมบัติเป็นเช้ือปฏิปักษ์และส่งเสริมการ
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เจริญเติบโตน้อยกว่าและพบเพียง 2 ชนิด คือ Bacillus sp. สายพนัธ์ุ TUB3 และ Bacillus 
megaterium สายพนัธ์ุ 249  
 

3.3  การเปรียบเทียบโครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรียในพื้นท่ีปลูกหม่อนท่ีเป็นโรค
และไม่เป็นโรครากเน่า โดยเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) และการ
วิเคราะห์ทางสถิติใชโ้ปรแกรม Canoco for Windows โดยวิธี principle component  analysis (PCA) 
และ canonical correspondence analysis (CCA) 
 

การเปรียบเทียบโครงสร้างประชากรแบคทีเรียและเช้ือรา ไดแ้บ่งแปลงออกเป็นแปลง
หลกัและแปลงยอ่ย แปลงหลกั คือ พื้นท่ีท่ีมีการไถและไม่มีการไถระเบิดดินดาน และแปลงยอ่ยคือ 
การควบคุมทางชีวภาพ คือ การใส่ไมคอร์ไรซาและไม่ใส่ไมคอร์ไรซา การจดัการกายภาพ คือ การ
ใส่ยิปซมัในอตัราท่ีแตกต่างกนั 4 อตัรา คือ 0, 200, 300 และ 400 กิโลกรัมต่อไร่และวิเคราะห์
โครงสร้างประชากรเช้ือราและแบคทีเรียในพื้นท่ีท่ีมีการจัดการแตกต่างกันร่วมกับปัจจัยทาง
ส่ิงแวดลอ้ม คือ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total N) ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available 
P) ปริมาณโพแทสเซียมท่ีเป็นประโยชน์ (exchangeable K) ค่าน าน ้ า (hydraulic conductivity) ความ
หนาแน่นรวมของดิน (bulk density) ค่าการน าไฟฟ้าของดิน (EC) พีเอช (pH) และ ปริมาณ
อินทรียวตัถุ (% OM ) ซ่ึงพบประชากรแบคทีเรียและเช้ือราเด่น (dominant species) ดงัแสดงในภาพ
ท่ี 18 และ 19 
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ภาพที ่18  ลกัษณะรูปแบบโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียในบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั   
(a) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซาและยปิซมักิโลกรัมต่อไร่, (b) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่, (c) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัม
ต่อไร่, (d) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่, (e) ใส่ไมคอร์ไรซาไม่ใส่ยปิซมั, (f) ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่, (g) 
เท่ากบั ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่และ (h)  ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่ พร้อมแสดงต าแหน่งท่ีมีการตดัเจลเพื่อ
จดัจ าแนกนิดของบคทีเรีย (B1-B13) โดยเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) ซ่ึงก าหนดให ้M เท่ากบัดีเอน็มาตรฐาน (Tridye  
100 bp; NEB Biolab) 

 

A B 

B1 

B2 

B3 

B7 B6 B5 B4 

B11 

B12 

B13 

B8 
B9 

B10 

a   b   c   d   e   f    g   h a   b   c   d   e   f    g   h a   b   c   d   e   f    g   h a   b   c   d   e   f    g   h 
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ภาพที ่19   ลกัษณะรูปแบบโครงสร้างประชากรของเช้ือราในบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั   
(a) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซาและยปิซมักิโลกรัมต่อไร่, (b) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่, (c) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 
กิโลกรัมต่อไร่, (d) ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่, (e) ใส่ไมคอร์ไรซาไม่ใส่ยปิซมั, (f) ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัม
ต่อไร่, (g) เท่ากบั ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่และ (h) ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่ พร้อมแสดงต าแหน่งท่ีมี
การตดัเจลเพื่อจดัจ าแนกชนิดของเช้ือรา (F1-F8) โดยเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) ซ่ึงก าหนดให ้M เท่ากบัดีเอ็น
มาตรฐาน (Tridye 100 bp; NEB Biolab) 

a   b   c  d   e   f   g   h a   b   c  d   e   f   g   h a   b   c  d   e   f   g   h a   b   c  d   e   f   g   h 
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A B 

F1 
F2 F3 

F5 

F4 

F6 

F8 

F7 
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ตารางที ่6  ชนิดของแบคทีเรียเด่น บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั 
โดยใชเ้ทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) 

                                                                                                                                   
Cod

e Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

B7 GQ289378.1 Acinetobacter sp., 40 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 99% 

B3 HM573364.1 Bacillus sp., EB462 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 97% 

B2 AM403722.1 Microbacterium sp., EP31 16S rRNA gene 68% 

B5 EU276548.1 Uncultured Cyanobacterium, clone Plot03-B04  74% 

B4 DQ646283.1 Uncultured Myxococcales bacterium, clone 18-63  84% 

B6 FJ551414.1 Uncultured Rubrobacterales bacterium, clone BACT_P3G01  85% 

B1 EF072606.1 Uncultured Xanthomonadaceae bacterium, clone WA2S2_G08  90% 

 
ตารางที ่7  ชนิดของแบคทีเรียเด่น บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั โดย

ใชเ้ทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) 
                                                                                                                                   

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

B8 GU727684.1 Cronobacter sakazakii, strain NC1006  98% 

B13 EF466143.1 Klebsiella pneumonia,  strain XJRML-1  99% 

B11 DQ829269.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone NOFERT_clone313  86% 

B12 GU195787.1 Uncultured Acidobacteria bacterium, clone P1A04  76% 

B10 EU703234.1 Uncultured Bacillus sp., clone XZNMC34  91% 

B9 AY395438.1 Uncultured Rubrobacteridae bacterium, clone EB1119  93% 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255689403?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FGY39YT7011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/302180025?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FGYA6ZW7016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/115419876?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FMGUJCB301N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/166908978?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FMJ1ZTGN01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/109452869?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FFGGWRUD016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/219811200?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FFH03JST016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/118163071?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=FFH6R7N901S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/291501350?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FGXTP6CE01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/146220665?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FGYR2RJ7011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/110754582?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FFM8TA2K014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307722539?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FMKA9TUP011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/197359973?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=FFJB9C8E016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/39546100?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FFP0USED01N
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ตารางที ่8  ชนิดของเช้ือราเด่น บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั โดย
ใชเ้ทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE)  

 

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

F3 HQ292335.1 Aspergillus oryzae, strain ZJZ  83% 

F2 AF245251.1 Penicillium funiculosum, strain KTCTC 16063 99% 

F5 AB454203.1 Phoma destructive, isolate MUCC0064 95% 

F1 DQ793165.1 Pythium ultimum, clone T2S5Pulp3  91% 

F4 FJ207509.1 Uncultured Ascomycota, clone C134_1  88% 

 

ตารางที ่9  ชนิดของเช้ือราเด่น บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพ ท่ีมีการจดัการดินแตกต่างกนั โดยใช้
เทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) 

  

Code Accession No. Closet match from BLASTN Identify 

F8 HM165489.1 Alternaria alternate, strain S-f6  99% 

F6 EU883597.1 Aspergillus candidus, strain MD-3  71% 

F7 FJ458446.1 Penicillium decumbens, strain ML-017  75% 

 
น าขอ้มูลจากการวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอ็นเอจากเทคนิค DGGE มาวิเคราะห์ PCA และ 

CCA เป็นการวิเคราะห์ผลทางสถิติเพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่งโครงสร้างประชากรของจุลินทรีย์

และปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม โดยใชฐ้านขอ้มูลในการวิเคราะห์ 2 ประเภทดว้ยกนั คือ ขอ้มูลชนิดของ

จุลินทรียท่ี์พบในพื้นท่ี (species data) และขอ้มูลปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม (environmental data) ซ่ึง

ปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มในการทดลองประกอบไปดว้ย ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (total N) ปริมาณ

ฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available P) ปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้(exchangeable K) 

ค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) ความหนาแน่นรวมของดิน (bulk density) ค่าการน าไฟฟ้าของดิน 

(EC) พีเอช (pH)  และ ปริมาณอินทรียวตัถุ (% OM ) 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/310787931?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FMMRYVMW01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/210148481?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=FGT1TXB501N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/255068880?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FGUZBB4N01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/112379381?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FFRD07SR01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/225905526?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FMNEYDMK01N
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299780664?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FGVAEXCG01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/195969602?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=FGZBHZ2G01S
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/215400265?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=FGZ5BSAW01S


 

91 

  
 
ภาพที ่20   ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดินบริเวณราก

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (     ) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (     ) ดว้ยโปรแกรม Canoco for 
Windows วธีิ principle component analysis (PCA)  

 
จากภาพท่ี 20 แสดงให้เห็นว่าในหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ มี

โครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (ภาพท่ี 20A) และเช้ือรา (ภาพท่ี 20B) แตกต่างกนั โดยแกน X และ 
แกน Y แสดงค่าการกระจายของขอ้มูล ผลการทดลองสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Nunan et al. 
(2005) ศึกษาความสัมพนัธ์ของพืชกบัโครงสร้างประชากรแบคทีเรียบริเวณรากของหญา้พนัธ์ุต่างๆ
โดยใช้เทคนิคทางชีววิทยาระดบัโมเลกุล พบว่ามีรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอต่างกนัซ่ึงเกิดจากการ
ปลดปล่อยของสารประกอบบริเวณรากท่ีแตกต่างกนั สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Ladygina and 
Hedlund (2010) ศึกษาอิทธิพลของชนิดพืชต่อความหลากหลายของจุลินทรียดิ์นและสารประกอบ
คาร์บอนในบริเวณรากพืช พบวา่ในพืชต่างชนิดกนัมีความหลากหลายของจุลินทรียเ์ขา้อาศยัต่างกนั 
เน่ืองจากในรากพืชแต่ละชนิดมีสารประกอบคาร์บอนท่ีถูกปลดปล่อยออกมา ซ่ึงสารประกอบ
ดงักล่าวจะดึงดูดชนิดของจุลินทรียใ์ห้เขา้อยู่อาศยัต่างกนัเพื่อใช้สารประกอบเหล่านั้นเป็นแหล่ง
พลงังาน 
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ภาพที ่21   ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรียจากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์
60 (A) และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ใน บริเวณท่ีมีการไถ (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน 
 (     ) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ principle component analysis 
(PCA) 

 

   
 
ภาพที ่22   ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรเช้ือราบริเวณรากของหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) 

และหม่อนพนัธ์ุคุณไพ (B) ในบริเวณท่ีมีการไถ (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน 
 (     ) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ  principle component analysis 
(PCA)  

 
จากภาพท่ี 21 และ 22 พบว่าโครงสร้างประชากรแบคทีเรียและเช้ือราบริเวณราก

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 21A และ 22A) และพนัธ์ุคุณไพ (ภาพท่ี 21B และ 22B) เม่ือมีการ

 
3.0 -2.0 

-1
.0

 
1
.0

 

(A) (B) 

 

(A) (B) 

Axis 1 (42.5%) 

Ax
i s

 2 
 (6

6.4
%

) 

Axis 1 (30.3%) 

Ax
i s

 2 
 (5

4.1
%

) 

Axis 1 (68.5%) 

Ax
i s

 2 
 (2

1.4
%

) 

Axis 1 (39.7%) 

Ax
i s

 2 
 (3

6.1
%

) 



 

93 

จดัการดินทางกายภาพโดยวธีิการไถระเบิดและไม่ไถระเบิดดินดานไม่ส่งผลในโครงสร้างประชากร
จุลินทรียบ์ริเวณรากของหม่อนทั้งสองพนัธ์ุแตกต่างกนั 

 

  
 
ภาพที ่23    ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดินบริเวณราก

หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่
ไถระเบิดดินดาน (     ) ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่น
รวมของดิน (bulk density) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical 
correspondence analysis (CCA) 

 

    

 

ภาพที ่24   ความแตกต่างของโครงสร้างประชากรแบคทีเรีย (A) และเช้ือรา (B) จากดินบริเวณราก
หม่อนพนัธ์ุคุณไพ ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถ
ระเบิดดินดาน (     ) ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่นรวม
ของดิน (bulk density) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical 
correspondence analysis (CCA) 
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จากภาพท่ี 23 และภาพท่ี 24 พบวา่โครงสร้างประชากรของแบคทีเรียและเช้ือราบริเวณ
รากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพตามล าดบั ในพื้นท่ีท่ีมีการไถและไม่ไถระเบิดดินดานเม่ือ
ร่วมวิเคราะห์กับปัจจยัทางส่ิงแวดล้อม ซ่ึงเป็นสมบติัทางกายภาพของดินคือค่าน าน ้ า(hydraulic 
conductivity) พบวา่โครงสร้างประชากรแบคทีเรียและเช้ือราบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพ
ท่ี 23A และ 24A) และพนัธ์ุคุณไพ (ภาพท่ี 23B และ 24B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยวิธีการไถ
และไม่ไถระเบิดดินดาน บริเวณรากหม่อนทั้งสองพนัธ์ุแตกต่างกนั โดยพบว่าในพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดานส่งผลทางดา้นความสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่งโครงสร้างประชากรจุลินทรียก์บัค่าน าน ้ า
ในดินท่ีไม่มีการไถระเบิดดินดานจะมีค่าน าน ้ าท่ีสูงกว่า จึงส่งผลให้จุลินทรียบ์ริเวณรากมีความ
แตกต่างจากโครงสร้างประชากรจุลินทรียบ์ริเวณรากหม่อนท่ีมีการไถระเบิดดินดาน เน่ืองจากผล
ของการไถระเบิดดินดานส่งผลใหอ้นุภาคขนาดเล็กของดินเกิดการเคล่ือนยา้ยไปสะสมในดินชั้นล่าง 
(Young and Geller, 1995) ส่งผลใหค้่าน าน ้าของดินต ่า สอดคลอ้งกบัปริมาณช่องวา่งในดินท่ีมีผลต่อ
ปริมาณออกซิเจนแพร่ผ่านในดิน (คณาจารยภ์าควิชาปฐพีวิทยา, 2548) เป็นผลให้โครงสร้างของ
จุลินทรียบ์ริเวณดงักล่าวเปล่ียนแปลงไปจากเดิม 
 

 
 
ภาพที ่25   ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ (B) 

ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน (     ) 
จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม 
Canoco for Windows วธีิ principle component analysis (PCA) 

 
จากภาพท่ี 25 พบว่าโครงสร้างประชากรของแบคทีเรียและเช้ือราบริเวณรากหม่อน

พนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพตามล าดบั ในพื้นท่ีท่ีมีการไถและไม่ไถระเบิดดินดานเม่ือวิเคราะห์
ร่วมกบัขอ้มูลความหลากหลายของแบคทีเรียซ่ึงในพื้นท่ีท่ีไม่มีการไถระเบิดดินดานทั้งในหม่อน
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พนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 25A) และคุณไพ (ภาพท่ี 25B) มีแบคทีเรียเขา้อาศยัมากกวา่ในพื้นท่ีท่ีมีการ
ไถระเบิดดินดานโดยแบคทีเรียท่ีเขา้อาศยัในบริเวณดงักล่าว โดยส่วนใหญ่มีสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษ์
และมีบทบาทส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น Acidobacteria sp., Acinetobacter sp., Bacillus 
sp., Cronobacter sakazakii และ Microbacterium sp. ซ่ึงในพื้นท่ีท าการศึกษามีเน้ือดินแบบดินร่วน
ปนทรายแป้ง (silt loam) และมีการใชเ้คร่ืองจกัรกลทางการเกษตรเขา้จดัการพื้นท่ี ท าให้สมบติัทาง
กายภาพของดินเปล่ียนไปเน่ืองจากระบบการไถพรวนและเคร่ืองจกัรกลทางการเกษตรมีผลในทาง
ลบต่อค่าการซาบซึมและการเก็บกกัน ้าเป็นอยา่งมาก รวมถึงการจบัตวัของดินจึงมีแนวโนม้ท่ีจะเกิด
ชั้นดานและส่งผลต่อโครงสร้างประชากรและกิจกรรมของจุลินทรียดิ์น (Sullivan, 2002) 
 

  

 
ภาพที ่26   ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ (B) 

ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน (     ) 
วเิคราะห์ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่นรวมของดิน 
(bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ย 
โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 

  
จากภาพท่ี 26 ความหลากหลายของแบคทีเรียบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 

26A) และคุณไพ (ภาพท่ี 26B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดและไม่มีการไถระเบิดดิน
ดาน พบว่าพื้นท่ีท่ีไม่มีการไถระเบิดดินดานส่งผลให้ค่าน าน ้ าในพื้นท่ีสูงและมีการเขา้อาศยัของ
แบคทีเรียมากกวา่พื้นท่ีท่ีมีการไถระเบิดดินดาน แบคทีเรียท่ีพบในบริเวณท่ีมีการจดัการโดยไม่ไถ
ระเบิดดินดาน ส่วนมากมีสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษ์และสามารถส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได ้
เช่น Cronobacter sakazakii, Acidobacteria และ Microbacterium sp. เป็นตน้ สอดคลอ้งกบังานวิจยั
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ของ Beuchat et al. (2009) ซ่ึงรายงานวา่เช้ือ Cronobacter sakazakii  สามารถพบไดใ้นส่ิงแวดลอ้ม
ทัว่ไปรวมถึงในดิน แต่โดยส่วนมากมกัพบปนเป้ือนในอาหาร เช่น นมผงและธัญพืชอบกรอบ 
(cereal) ส่วนเช้ือท่ีอยู่ในดินนั้นไม่มีรายงานว่าเป็นเช้ือสาเหตุโรคพืช (Hartmann et al., 2010; 
Schmid et al., 2009) โดยพบไดใ้นบริเวณรากพืช เช่นมะเขือเทศและขา้วโพด นอกจากน้ียงัมีสมบติั
ในการละลายฟอสเฟตและสร้างกรดอินโดล-3-อะซีติก (IAA) เพื่อส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช
และ Xue et al. (2009) รายงานวา่เช้ือ Acinetobacter  sp. มีสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษต่์อเช้ือก่อโรคเห่ียว 
(bacterial wilt) และยงัช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของตน้มะเขือเทศ โดยส่งผลให้มะเขือเทศมี
น ้ าหนกัและปริมาณผลผลิตเพิ่มมากข้ึน นอกจากน้ี Etcheverry et al. (2009) และ Pereira et al. 
(2007) พบวา่เช้ือ Microbacterium และ Bacillus มีประสิทธิภาพเป็นเช้ือปฏิปักษส์ามารถลดการเขา้
ท าลายของเช้ือ Fusarium ในตน้และตน้อ่อนของขา้วโพดได ้

 

 

Alternaria alternataAspergillus candidus
Penicillium decumbens

 
 
ภาพที ่27    ขอ้มูลเช้ือราเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ (B) ใน

พื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดดินดาน (     ) และไม่ไถระเบิดดินดาน (     ) 
วเิคราะห์ร่วมกบัค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่นรวมของดิน 
(bulk density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ย
โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 

  
จากภาพท่ี 27 ความหลากหลายของเช้ือราบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 

27A) และคุณไพ (ภาพท่ี 27B) ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการไถระเบิดและไม่มีการไถระเบิดดิน
ดาน มีผลการทดลองเป็นไปในทิศทางเดียวกบัความหลากหลายของแบคทีเรียคือ พื้นท่ีท่ีไม่มีการไถ
ระเบิดดินดานส่งผลให้ค่าน าน ้ าในพื้นท่ีสูงและมีการเขา้อาศยัของเช้ือรามากกว่าพื้นท่ีท่ีมีการไถ
ระเบิดดินดาน เช้ือราท่ีพบในบริเวณท่ีมีการจดัการโดยไม่ไถระเบิดดินดานส่วนมากมีสมบติัเป็นเช้ือ
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ปฏิปักษแ์ละส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชได ้โดย Petersson and Johan (1995) และ Hashmi and 
Ghaffar (2006) พบวา่ เช้ือ Alternaria alternata ก่อโรคเมล็ดเน่าในขา้วสาลี บาร์เลยแ์ละขา้วฟ่าง 
ส่วนเช้ือ Aspergillus candidus ก่อโรคเมล็ดเน่าใน ขา้วบาร์เลย ์และ Guske et al. (2004) รายงานวา่ 
เช้ือ Phoma destructive เป็นเช้ือราท่ียบัย ั้งการงอกของวชัพืชไดซ่ึ้งใชไ้ดท้ั้งในรูปแบบเช้ือกลุ่มและ
เช้ือเด่ียว นอกจากน้ี Soytong et al. (2005) ยงัพบวา่เช้ือ Penicillium funiculosum มีสมบติัเป็นเช้ือ
ปฏิปักษเ์น่ืองจากสามารถยบัย ั้งการเจริญของเช้ือรา Phytophthora cinnamomi, P.  parasitica และ 
P. citrophthora ซ่ึงเป็นสาเหตุโรครากเน่าของส้มและกุหลาบพนัปี 
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ภาพที ่28   ขอ้มูลแบคทีเรียเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ (B) 

ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการใส่ยปิซมั 4 อตัรา คือ ไม่ใส่ยปิซมั (     ), 200 กิโลกรัม
ต่อไร่ (     ), 300 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) วเิคราะห์ร่วมกบัค่า 
พีเอช (pH) ค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่นรวมของดิน (bulk 
density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ย
โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 
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Phoma destructiva
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ภาพที ่29   ขอ้มูลเช้ือราเด่น จากดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (A) และพนัธ์ุคุณไพ (B) ใน

พื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการใส่ยปิซมั 4 อตัรา คือ ไม่ใส่ยปิซมั (     ), 200 กิโลกรัมต่อ
ไร่ (     ), 300 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ (     ) วเิคราะห์ร่วมกบัค่า 
พีเอช (pH) ค่าน าน ้า (hydraulic conductivity) และความหนาแน่นรวมของดิน (bulk 
density) จากเทคนิค denature gradient gel electrophoresis (DGGE) วเิคราะห์ดว้ย
โปรแกรม Canoco for Windows วธีิ canonical correspondence analysis (CCA) 

 
จากภาพท่ี 28 และ 29 พบว่าความหลากหลายของประชากรแบคทีเรียและเช้ือรา

บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพตามล าดบั ในพื้นท่ีท่ีมีการจดัการดินโดยการใส่
ยปิซมัในอตัราต่างกนั 4 อตัราคือ ไม่ใส่ยิปซมั ใส่ยิปซมัอตัรา 200, 300 และ 400 กิโลกรัมต่อไร่เม่ือ
วเิคราะห์ร่วมปัจจยัทางเคมีของดินคือ ค่าพีเอช (pH) พบวา่ความหลากหลายของประชากรแบคทีเรีย
บริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 28A) และพนัธ์ุคุณไพ (ภาพท่ี 28B) พื้นท่ีท่ีไม่มีการใส่
ยิปซัมมีค่าพีเอชต ่ากว่าพื้นท่ีท่ีมีการใส่ยิปซัม ซ่ึงในการใส่ยิปซัมในอตัรา 200, 300 และ 400 
กิโลกรัมต่อไร่ พบว่ามีการเขา้อาศยัของแบคทีเรียมากกว่าในพื้นท่ีท่ีไม่มีการใส่ยิปซัม โดยการใส่
ยปิซมัซ่ึงเป็นสารปรับปรุงดินสามารถลดการฟุ้งกระจายของอนุภาคดินเหนียวดิน ส่งผลให้อนุภาค
ดินรวมตวักนั มีลกัษณะเป็นโครงสร้างมากข้ึน (Baldock et al., 1994; Sumner, 1993) ท าให้การ
ระบายน ้าและอากาศดีข้ึนตามไปดว้ย ทั้งน้ีเกิดจากแคลเซียมไอออนซ่ึงเป็นองคป์ระกอบของยิปซมั 
ซ่ึงการใชส้ารปรับปรุงดินท่ีมีองคป์ระกอบของ Ca 2 + และ Mg 2 + เช่น ปูนขาวหรือยิปซมั มีผลต่อ
การจบัตวัของอนุภาคขนาดเล็กในดินซ่ึงจะเพิ่มความสามารถในการจบัตวัของดินให้ดียิ่งข้ึน (Chan 
and Heenan, 1999) ส่งผลให้บริเวณท่ีมีการเขา้อาศยัของแบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือปฎิปักษ์และ
ส่งเสริมการเจริญการพืช Sun et al. (2008) รายงานวา่ เช้ือ Acidobacteria เป็นเช้ือท่ีสามารถพบได้
ทัว่ไปในส่ิงแวดลอ้มและเป็นเช้ือท่ีอาศยัในรากพืช (endophyte) ปัจจยัท่ีมีผลต่อการเขา้อาศยัในราก
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ขา้วท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตนั้นพบวา่พีเอชของดินมีผลต่อการเจริญของเช้ือมากกวา่ลกัษณะ
การจดัการดินโดยการไถพรวน (Yin et al., 2010) ช่วงพีเอช 4.7-5.5 มีความเหมาะสมต่อเช้ือ 
Acidobacteria สามารถเจริญไดดี้ท่ีสุด สอดคลอ้งกบังานวิจยัในระดบัชีววิทยาระดบัโมเลกุลพบว่า 
พีเอชดินเป็นปัจจยัส าคญัในอาศยัอยูแ่ละลกัษณะของเช้ือกลุ่ม Acidobacteriaในดิน และยงัเป็นปัจจยั
ส าคญัในการคดัเลือกกลุ่มประชากรของเช้ือ Acidobacteria อีกด้วย นอกจากน้ีงานทดลองโดย
เทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลยงับ่งช้ีอีกว่าพีเอชดินมีอิทธิพลต่อจ านวนของเช้ือและพบมากใน
สภาพแวดลอ้มท่ีมีพีเอชต ่า (Fierer et al., 2007; Mannisto et al., 2007; Lauber et al., 2008)  

 
ความหลากหลายของประชากรเช้ือราบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 (ภาพท่ี 29A) 

และพนัธ์ุคุณไพ (ภาพท่ี 29B) มีผลการทดลองไปในทิศทางเดียวกบัความหลากหลายของแบคทีเรีย 
พบวา่มีแนวโนม้ในการเขา้อาศยัของเช้ือก่อโรคนอ้ยลงและมีการเขา้อาศยัของเช้ือราซ่ึงมีสมบติัเป็น
เช้ือปฎิปักษ ์ช่วยลดการเกิดโรครากเน่าสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Menge et al. (1997) ซ่ึงศึกษาการ
ควบคุมโรครากเน่าของต้นอโวกาโดยวิธีการปลูกวชัพืชคลุมดินและการจดัการดิน สามารถลด
โอกาสการเกิดโรครากเน่าโดย Phytophthora cinnamomi ในตน้อโวกาโดไดอ้ยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติจากการจดัการดินโดยใส่ยิปซัม เน่ืองจากส่งผลต่อเช้ือ Phytophthora ในกระบวนการสร้าง 
sporangial และ zoospore ซ่ึงเป็นส่วนสืบพนัธ์ุท าให้มีปริมาณลดลง นอกจากน้ีความยาวและความ
กวา้งของเส้นใย (hypha) ยงัลดลงด้วย สอดคล้องกับงานวิจยัซ่ึงใช้ยิปซัมในการปรับปรุงดิน 
สามารถลดความรุนแรงของโรครากเน่าท่ีมีสาเหตุจากเช้ือ Phytophthora ไดห้ลายสายพนัธ์ุ (Von 
Broembsen and Decon, 1996, 1997; Chang et al., 1998;  Jackson et al., 1996) และมีการปรับปรุง
ดินในแปลงปลูกเพื่อทดสอบความต้านทานของเช้ือ Phytophthora ในต้นอโวกาโดพบว่ามี
ประสิทธิภาพลดการเจริญของเส้นใยเช้ือรา Phytophthora ท าให้การเกิดโรคมีความรุนแรงนอ้ยลง 
นอกจากน้ียิปซัมยงัสามารถลดการเกิดโรคโคนเน่าในส้มซ่ึงเกิดจากเช้ือสาเหตุคือ Phytophthora 
parasitica (Nemec and Lee, 1992) และโรคฝักเน่าในถัว่ลิสงซ่ึงมีเช้ือสาเหตุจากเช้ือราหลายชนิด
ร่วมกนั คือ Pythium, Rhizoctonia และ Fusarium (Bell et al., 1988) นอกจากน้ียงัสอดคลอ้งกบั 
การศึกษาของ Heyman et al. (2007) โดยศึกษาความเขม้ขน้ของแคลเซียมในดินท่ีมีผลต่อการยบัย ั้ง
โรครากเน่าของถัว่ลิสงพบวา่ระดบัแคลเซียมมีผลต่อการยบัย ั้งการเขา้ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืช 
(Lewis, 1973; Broadbent and Baker, 1974; Engelhard, 1989; Von Broembsen and Deacon, 1997) 
เน่ืองมาจากการสร้าง zoospore ของเช้ือสาเหตุโรคจะถูกยบัย ั้งโดยความเขม้ขน้ของแคลเซียม
ช่วงหน่ึงและมีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของ oomycete ซ่ึงเป็นส่วนสืบพนัธ์ุของเช้ือราสาเหตุ
โรค (Deacon and Mitchell, 1985; Conolly et al., 1999) จากการศึกษาของ Sugimoto et al. (2005) 
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เก่ียวกับการลดการเกิดโรคล าตน้เน่าจากเช้ือ Phytophthora ในถั่วเหลืองโดยใช้ CaCl2 และ 
Ca(NO3)2 พบวา่ การใส่แคลเซียมมีอิทธิพลต่อการลดการเกิดโรคของเช้ือ Phytophthora เน่ืองจาก 
แคลเซียมมีผลต่อความแข็งแรงของเน้ือเยื่อพืชอาศยัโดยการใส่แคลเซียมและสามารถลดการเจริญ
ของเช้ือราไดโ้ดยตรง การจดัการโดยการใส่สารละลายแคลเซียมความเขม้ขน้ 4 มิลลิโมลาร์ มี
อิทธิพลต่อการจดัการโรคล าตน้เน่าในพื้นท่ีและยบัย ั้งการปลดปล่อย zoospore ของเช้ือสาเหตุโรค
พืช ซ่ึงใชไ้ดผ้ลดีเม่ือแคลเซียมอยูใ่นรูปของสารอนินทรีย ์(Bateman and Lumsden, 1965; Volpin 
and Elad, 1991; Conway et al., 1992) ซ่ึง Kao and Ko (1986) และVon Broembsen and Deacon 
(1997) กล่าวไวว้า่ ระดบัแคลเซียมสูงสามารถยบัย ั้งการเจริญและการปลดปล่อย zoospore จากเช้ือ
สาเหตุโรคไดใ้นพื้นท่ีการเกษตร ยงัสอดคลอ้งกบังานทดลองขา้งตน้คือ แคลเซียมในปริมาณสูง
สามารถยบัย ั้ง zoospore ของ Phytophthora ไดอ้ยา่งรวดเร็ว  

 
นอกจากน้ียงัมีทฤษฎีอ่ืนท่ีสนบัสนุนผลของแคลเซียมไอออนต่อความตา้นทานต่อโรค

พืช เช่น การลดความรุนแรงของโรค ซ่ึงเป็นผลมาจากความแข็งแรงของผนงัเซลล์ท่ีเพิ่มมากข้ึนโดย
การใส่แคลเซียม (Bateman and Lumsden, 1965; Volpin and Elad, 1991; Conway et al., 1992) โดย
กลไกส าคญัของการลดความรุนแรงของเช้ือ เร่ิมจากการส่งสัญญาณของแคลเซียมไอออนต่อเซลล์
พืชท่ีไดรั้บการกระตุน้ มีความส าคญัต่อกิจกรรมของพืชในดา้นการตอบสนองการเขา้ท าลายของ
โรคพืช เช่น การสังเคราะห์ phytoalexin (สารสังเคราะห์ท่ีพืชผลิตข้ึนเม่ือล าตน้หรือรากถูกท าลาย) 
เกิดข้ึนจากการเหน่ียวน าของยีนท่ีมีหนา้ท่ีแสดงออกต่อเซลล์ท่ีตายแลว้ (Knight et al., 1991) ซ่ึง
แคลเซียมมีความส าคญัต่อเน้ือเยื่อพืช เน่ืองจากแคลเซียมไอออนช่วยรักษาความสมบูรณ์ของ
โครงสร้างและการท างานของเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane) และผนังเซลล์ (cell wall) เพิ่มความ
ตา้นทานแก่พืชอาศยัต่อการบุกรุกของเช้ือสาเหตุโรคพืช (Wisniewski et al., 1995; Biggs et al., 
1997) และเน่ืองจากแคลเซียมเป็นองค์ประกอบส าคัญของผนังเซลล์และ middle lamella และ
ความสัมพนัธ์ของ pectin และแคลเซียมไอออนในผนงัเซลล์ สามารถอธิบายไดจ้ากผลของการเขา้
ท าลายของเช้ือสาเหตุโรคพืช คือ Phytophthora  nicotianae ในมนัฝร่ังและแอปเป้ิลท่ีลดนอ้ยลง เม่ือ
มีการใส่ยปิซัม่ในพื้นท่ีปลูก (Conway et al., 1992) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและเช้ือราบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 
และพนัธ์ุคุณไพโดยเทคนิคโคลนน่ิง ในบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ พบวา่ใน
บริเวณรากหม่อนทั้งสองพนัธ์ุในพื้นท่ีท่ีเป็นโรครากเน่าและไม่เป็นโรครากเน่ามีการเขา้อาศยัของ
ประชากรแบคทีเรียและเช้ือราแตกต่างกนั โดยในพื้นท่ีปลูกหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 และพนัธ์ุคุณไพ 
ท่ีไม่เป็นโรครากเน่า มีความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีอาศยัอยู่ในบริเวณรากหม่อนมากกว่าใน
พื้นท่ีท่ีเป็นโรครากเน่า ซ่ึงแบคทีเรียท่ีเขา้อาศยัในบริเวณไม่เป็นโรครากเน่านั้น พบว่า 6 ชนิด มี
สมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษแ์ละช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช 

 
2.  หม่อนพนัธ์ุคุณไพในพื้นท่ีท่ีไม่เป็นโรครากเน่ามีความหลากหลายของประชากร

แบคทีเรียเขา้อาศยัมากกว่าบริเวณอ่ืน รวมถึงชนิดแบคทีเรียท่ีพบ เป็นแบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือ
ปฏิปักษ์และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช เช่น Acidobacterium sp., Bacillus megaterium, 
Bacillus cereus และ Cronobacter sakazakii เป็นตน้ ทั้งน้ีเน่ืองจากหม่อนพนัธ์ุคุณไพเป็นหม่อนท่ีมี
สมบติัตา้นทานโรครากเน่าได ้ส่วนหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 พบการเขา้อาศยัของแบคทีเรียท่ีมีสมบติั
เป็นเช้ือปฏิปักษน์อ้ยกวา่อีกทั้งบริเวณรากของหม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ท่ีเป็นโรครากเน่า พบการเขา้
อาศยัของเช้ือ Pythium ultimum ส าหรับบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพท่ีเป็นโรครากเน่า พบการเขา้
อาศยัของเช้ือ Fusarium solani   ซ่ึงเป็นเช้ือสาเหตุโรครากเน่าและโคนเน่าในพืชหลายชนิด 

 
3.  การวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม Canoco for Windows วิธี PCA และ CCA เพื่อ

เปรียบเทียบโครงสร้างประชากรแบคทีเรียและเช้ือราในพื้นท่ีท่ีเป็นโรครากเน่าและไม่เป็นโรคราก
เน่าร่วมกบัปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้มไดแ้ก่ ค่าพีเอช ค่าน าน ้ าการใส่ยิปซมั การไถระเบิดดินดานและไม่
ไถระเบิดดินดานพบวา่ ปัจจยัหลกัท่ีส่งผลใหโ้ครงสร้างประชากรแบคทีเรีย ซ่ึงเป็นเช้ือปฏิปักษแ์ละ
ส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช และเช้ือราเกิดความเปล่ียนแปลงไดแ้ก่ ปัจจยัทางกายภาพคือ การ
จัดการดินโดยวิธีการไถและไม่ไถระเบิดดินดานซ่ึงส่งผลต่อค่าน าน ้ าของดิน (hydraulic 
conductivity)  
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4.  การจดัการดินโดยใส่ยปิซมัในอตัรา 200, 300 และ 400 กิโลกรัมต่อไร่ ส่งเสริมการเขา้
อาศยัของแบคทีเรียและเช้ือราท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือปฏิปักษ์และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืช คือ 
Acidobacterium sp., Bacillus megaterium, Bacillus cereus, Cronobacter sakazakii และ 
Penicillium funiculosum ซ่ึงผลการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียและเช้ือราด้วยวิธีการ
คดัเลือกจุลินทรีย์บริเวณรากหม่อน ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือและเปรียบเทียบความหลากหลายของ
จุลินทรียใ์นพื้นท่ีดว้ยเทคนิคการโคลนน่ิง รวมถึงวธีิการเปรียบเทียบโครงสร้างประชากรเช้ือราและ
แบคทีเรียในพื้นท่ีปลูกหม่อนโดยใชเ้ทคนิค DGGE นั้น พบวา่ทั้ง 3 วิธี พบจุลินทรียท่ี์อาศยับริเวณ
รากหม่อนเป็นกลุ่มเดียวกนั  
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ข้อเสนอแนะ 
 

1.  ดินบริเวณรากหม่อนพนัธ์ุคุณไพมีความหลากหลายของแบคทีเรียท่ีมีสมบติัเป็นเช้ือ
ปฏิปักษ ์รวมถึงแบคทีเรียท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของพืชมากกวา่หม่อนพนัธ์ุบุรีรัมย ์60 ส่งผลให้
หม่อนพนัธ์ุคุณไพเป็นหม่อนพนัธ์ุตา้นทานโรครากเน่า ดงันั้นพนัธ์ุหม่อนท่ีควรปลูกเพื่อป้องกนัโรค
รากเน่าในพื้นท่ี ควรเลือกปลูกหม่อนพนัธ์ุคุณไพ 

 
2.  พื้นท่ีท่ีมีเน้ือดินประเภทดินร่วนปนทรายแป้ง มีแนวโนม้การเกิดชั้นดานไดง่้ายจากการ

จดัการดินโดยวิธีการไถระเบิดดินดานและใชเ้คร่ืองจกัรกลทางการเกษตร เพื่อลดปัญหาการเกิดชั้น
ดานซ่ึงมีผลต่อการซาบซึมน ้ าและการเจริญของรากพืช ส่งผลต่อการเกิดโรคเก่ียวกบัระบบรากพืช 
ควรจดัการดินโดยวธีิ การไถพรวนแบบดั้งเดิม (conventional tillage) หรือการไถพรวนแบบอนุรักษ ์
(conservation tillage)  

 
3.  ควรใส่ยปิซมัในอตัรา 200 กิโลกรัมต่อไร่ เพื่อส่งเสริมให้ดินมีโครงสร้างดีข้ึนและยบัย ั้ง

การปลดปล่อย zoospore ของเช้ือราสาเหตุโรคพืช เสริมสร้างความแข็งแรงของผนงัเซลล์พืชและ
กระตุน้การสร้าง phytoalexin ซ่ึงเป็นกลไกในการป้องกนัตวัเองของพืชต่อการเขา้ท าลายของเช้ือ
สาเหตุโรคพืช ทั้งน้ีเน่ืองมาจากผลของแคลเซียมไอออนซ่ึงเป็นองคป์ระกอบหลกัของยปิซมั 

 
4.  การจดัการดินท่ีเหมาะสมควรมีการจดัการดินร่วมกนัทั้งทางกายภาพและชีวภาพ ไดแ้ก่ 

การไถพรวนแบบดั้งเดิม และการใส่ยิปซมัในอตัรา 200 กิโลกรัมต่อไร่ ร่วมกบัการใส่ไมคอร์ไรซา
เพื่อปรับโครงสร้างและรักษาความช้ืนของดินในฤดูแลง้และลดการขงัน ้ าในดิน ซ่ึงมีผลต่อการเกิด
โรคต่อระบบรากหม่อนในฤดูฝน รวมทั้งเช้ือไมคอร์ไรซาจะช่วยในการลดโอกาสเช้ือก่อโรคในการ
เขา้ท าลายรากหม่อนได ้
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ตารางผนวกที ่1  ระดบัความรุนแรงของปฏิกิริยาดิน 
 

ระดับ (rating) พสัิย (rang) 
เป็นกรดรุนแรงมากท่ีสุด (ultra acid) <3.5 
เป็นกรดรุนแรงมาก (extremely acid) 3.5-4.5 
เป็นกรดจดัมาก (strongly acid) 4.5-5.0 
เป็นกรดจดั (strongly acid) 5.1-5.5 
เป็นกรดปานกลาง (moderately acid) 5.6-6.0 
เป็นกรดเล็กนอ้ย (slightly acid) 6.1-6.5 
เป็นกลาง (neutral) 
เป็นด่างเล็กนอ้ย (slightly alkaline) 

6.6-7.3 
7.4-7.8 

เป็นด่างปานกลาง (moderately alkaline)  
เป็นด่างจดั (strongly alkaline) 
เป็นด่างจดัมาก (very strongly alkaline) 

7.9-8.4 
8.5-9.0 

>9.0 
 
ทีม่า: คณาจารยภ์าควชิาปฐพีวทิยา (2541) 
 
ตารางผนวกที ่2  ค่าการน าไฟฟ้า (electric conductivity (EC) ) 
 
ระดับ (rating) พสัิย (dS/m) 
ต ่ามาก (VL)                           0-2.0       ดินไม่เคม็ 
ต ่า (L)                          2.0-4.0     ดินเคม็เล็กนอ้ย 
ปานกลาง (M)                          4.0-8.0     ดินเคม็ปานกลาง 
สูง (H)                         8.0-12.0    ดินเคม็สูง 
สูงมาก (VH)                         12.0-16.0  ดินเคม็สูงมาก 

 

ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
 

 
 



 

122 

ตารางผนวกที ่3  ปริมาณของอินทรียวตัถุ (%) 
 
ระดับ (rating) พสัิย (%) 
ต ่ามาก (VL) <0.5 
ต ่า (L) 
ค่อนขา้งต ่า (ML) 

0.5-1.0 
1.0-1.5 

ปานกลาง (M) 
ค่อนขา้งสูง (MH) 

1.5-2.5 
2.5-3.5 

สูง (H) 3.5-4.5 
สูงมาก (VH) >4.5 

 

ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
 
ตารางผนวกที ่4  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (%) 
 
ระดับ (rating) พสัิย (%) 
ต ่ามาก (VL) <0.1 
ต ่า (L) 0.1-0.2 
ปานกลาง (M) 0.2-0.5 
สูง (H) 0.5-0.75 
สูงมาก (VH) >0.75 

 

ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ตารางผนวกที ่5  ปริมาณฟอสฟอรัสท่ีเป็นประโยชน์ (available P; Bray II) 
 
ระดับ (rating) พสัิย (mg/kg) 
ต ่ามาก (VL) <3 
ต ่า (L) 
ค่อนขา้งต ่า (ML) 

3-5 
6-10 

ปานกลาง (M) 
ค่อนขา้งสูง (MH) 

11-15 
16-25 

สูง (H) 26-45 
สูงมาก (VH) >45 

 

ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
 

ตารางผนวกที ่6  ปริมาณโพแทสเซียมท่ีแลกเปล่ียนได ้(available K; NH4OAc) 
 
ระดับ (rating) พสัิย (mg/kg) 
ต ่ามาก (VL) <30 
ต ่า (L) 30-60 
ปานกลาง (M) 60-90 
สูง (H) 91-120 
สูงมาก (VH) >120 

 

ทีม่า: กรมพฒันาท่ีดิน (2548) 
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ตารางผนวกที ่7  ส่วนประกอบของอาหาร nutrient agar (NA) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
Peptone 5.0   กรัม 
Yeast extract 3.0   กรัม 
Distilled water 1,000   มิลลิลิตร 
Agar 15   กรัม 

 
ตารางผนวกที ่8   ส่วนประกอบของอาหาร rose bengal agar (RB) 
 

สารเคมี ปริมาณ 
Glucose 10.0 มิลลิลิตร 
Peptone 5.0 มิลลิลิตร 
K2HPO4 1.0 มิลลิลิตร 
MgSO4 . 7H2O 0.5 มิลลิลิตร 
Streptomycin 30 มิลลิกรัม 
 Rose Bengal 0.035     มิลลิกรัม 
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร 
Agar 20         กรัม 
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ตารางผนวกที ่9  ส่วนประกอบของอาหาร LB agar 
 

สารเคมี ปริมาณ 
Peptone 5.0   กรัม 
Yeast extract 3.0   กรัม 
NaCl 10.0   กรัม 
Distilled water 1,000   มิลลิลิตร 
Agar 15   กรัม 
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ภาพผนวกที ่1   พื้นท่ีแปลงปลูกหม่อนซ่ึงเกิดปัญหาการระบาดของโรครากเน่า บริเวณแปลง

ทดลองหม่อน มหาวทิยาลยัมหาสารคาม จ.มหาสารคาม 

ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ไม่ใส่

ยปิซมั ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อ

ไร่ 
ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อ

ไร่ ไม่ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อ

ไร่ 

ใส่ไมคอร์ไรซา ไม่ใส่ยปิซมั 

ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 200 กิโลกรัมต่อไร่ 

ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 300 กิโลกรัมต่อไร่ 

ใส่ไมคอร์ไรซา ใส่ยปิซมั 400 กิโลกรัมต่อไร่ 
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