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Abstract

The diversity of bacteria and actinomycetes in pelleted organic fertilizer from a biofertilizer plant

at Takam Subdistrict Administrative Organization, Hat Yai district, Songkhla province was studied by comparing
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the culture-dependent technique and the 16S rRNA clone library analysis technique. The results of the culture-

dependent method found Gram positive rod shape bacteria and thermoduric or thermophilic actinomycetes.

Using the 16S rRNA clone library analysis technique, halophilic bacteria, namely  Halomonas (64% of total

clones) and halophilic actinomycetes, namely  Dietzia (71% of total clones), were the most dominant groups

which were not obtained by the culture-dependent technique.  Although the results from the two techniques did

not correlate, this may be due to some limitations of each technique. However, the results of the two

techniques showed more diversity of bacteria and actinomycetes than only using one technique. Therefore, the

results from this study can be beneficial not only for obtaining microbial biodiversity data from organic

fertilizer production but also can be exploited for the development of bio-organic fertilizer production in the

future.

§” ”§—≠: ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å,  ªÿÜ¬™’«¿“æ,  ‡∑§π‘§ 16S rRNA

Keywords: Organic fertilizer, Biofertilizer, technique

∫∑π”

ªí®®ÿ∫—πª√–‡∑»‰∑¬¡’°“√„™âªÿÜ¬‡§¡’‡æ◊ËÕ

‡æ‘Ë¡º≈º≈‘µ∑“ß°“√‡°…µ√‡æ‘Ë¡ Ÿß¢÷Èπ·≈– à«π„À≠à

µâÕßπ”‡¢â“ªÿÜ¬‡§¡’®“°µà“ßª√–‡∑»∑”„Àâ Ÿ≠‡ ’¬‡ß‘π

ÕÕ°πÕ°ª√–‡∑»®”π«π¡“°  √“¬ß“π®“° ”π—°ß“π

«‘®—¬∏ÿ√°‘®∏π“§“√°√ÿß‰∑¬®”°—¥ (¡À“™π) (2550)

æ∫«à“ª√–‡∑»‰∑¬π”‡¢â“ªÿÜ¬‡§¡’„πªï æ.».2549 ª√‘¡“≥

3.74 ≈â“πµ—π¡Ÿ≈§à“ 37, 400 ≈â“π∫“∑  ÷́ËßπÕ°®“°

®– àßº≈°√–∑∫µàÕ‡»√…∞°‘®¢Õßª√–‡∑»·≈â« º≈®“°

°“√„™âªÿÜ¬‡§¡’µ‘¥µàÕ°—π‡ªìπ‡«≈“π“πÀ√◊Õ„™â‰¡à∂Ÿ°µâÕß

¢“¥§«“¡√–¡—¥√–«—ß¬—ß àßº≈°√–∑∫„π¥â“π≈∫

µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡‚¥¬‡©æ“–°—∫∑√—æ¬“°√¥‘π´÷Ëß‡ªìπ

ªí®®—¬ ”§—≠„π°“√∑”°“√‡°…µ√

®“°ªí≠À“¥—ß°≈à“«§≥–√—∞¡πµ√’®÷ß¡’¡µ‘

‡¡◊ËÕ«—π∑’Ë 22 ¡‘∂ÿπ“¬π æ.». 2547 ‡ πÕ·π«∑“ß°“√

√≥√ß§å°“√º≈‘µ·≈–°“√„™âªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å·≈–ªÿÜ¬™’«¿“æ

„Àâ·æ√àÀ≈“¬‚¥¬„Àâ∂◊Õ‡ªìπ«“√–·Ààß™“µ‘‡√◊ËÕß‡°…µ√

Õ‘π∑√’¬å‡æ◊ËÕ π—∫ πÿπ·≈– àß‡ √‘¡„Àâ‡°…µ√°√º≈‘µ

·≈–„™âªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å·≈–ªÿÜ¬™’«¿“æ„π°“√‡°…µ√„Àâ¡“°¢÷Èπ

πÕ°®“°π’È√—∞∫“≈¡’·ºπ àß‡ √‘¡°“√ √â“ß‚√ßß“πº≈‘µ

ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å°«à“ 7,000 ·Ààß∑—Ë«ª√–‡∑»‡æ◊ËÕº≈‘µªÿÜ¬

®”Àπà“¬·°à‡°…µ√°√„π™ÿ¡™π  (°√¡æ—≤π“∑’Ë¥‘π, 2547)

‚√ßß“πº≈‘µªÿÜ¬™’«¿“æÕß§å°“√∫√‘À“√

 à«πµ”∫≈∑à“¢â“¡µ—ÈßÕ¬Ÿà∑’ËÀ¡Ÿà 4 ∫â“π‡°“–ª≈—°

µ”∫≈∑à“¢â“¡ Õ”‡¿ÕÀ“¥„À≠à ®—ßÀ«—¥ ß¢≈“

‡ªìπ‚√ßß“πº≈‘µªÿÜ¬™’«¿“æµ—«Õ¬à“ß„π√–¥—∫µ”∫≈

∑’Ë √â“ß®“°‡ß‘π°Õß∑ÿπ¡‘¬“´“«“∑’Ë√—∞∫“≈®—¥ √√„Àâ·°à

À¡Ÿà∫â“π≈– 1 ≈â“π∫“∑ ‡¡◊ËÕªï æ.». 2546 ‚√ßß“π

·Ààßπ’Èµ—Èß¢÷Èπ„π√Ÿª·∫∫ À°√≥å∑’Ë‡°‘¥®“°°“√√«¡°≈ÿà¡

¢Õß‡°…µ√°√„πÀ¡Ÿà∫â“π∑’Ëª√–°Õ∫Õ“™’æ∑” «π¬“ß

æ“√“·≈–∑”π“ ÷́Ëß°√–∫«π°“√º≈‘µ¢Õß‚√ßß“π·Ààßπ’È

„™â«— ¥ÿ‡À≈◊Õ∑‘Èß∑“ß°“√‡°…µ√∑’Ë¡’¿“¬„πÀ¡Ÿà∫â“π§◊Õ

√”≈–‡Õ’¬¥ √”À¬“∫ ¡Ÿ≈‰°à ·°≈∫‡º“ ·≈–·°≈∫À¡—°

π”¡“º ¡°—∫ “√ª√—∫ª√ÿß¥‘π§◊Õºß´‘≈‘°Õπ·≈–

‚¥‚≈‰¡µå  πÕ°®“°π’È„™âπÈ”À¡—°™’«¿“æ∑’Ëº≈‘µ¢÷Èπ‡Õß

·≈–À—«‡™◊ÈÕ®ÿ≈‘π∑√’¬å æ¥. 1 ¢Õß°√¡æ—≤π“∑’Ë¥‘π¡“

º ¡¥â«¬®“°π—Èππ”«—µ∂ÿ¥‘∫µà“ßÊ ∑’Ëº ¡°—π‡¢â“‡§√◊ËÕß

Õ—¥‡¡Á¥·≈â«Õ∫„Àâ·Àâß∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 80-90 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

π”ªÿÜ¬Õ—¥‡¡Á¥∑’Ë‰¥âµ“°∑‘Èß‰«â‡ªìπ‡«≈“ 3 «—π ·≈â«∫√√®ÿ

°√– Õ∫æ√âÕ¡π”‰ª„™â

‡¡◊Ë Õæ‘ ® “√≥“®“°≈—°…≥–¢Õß«—µ∂ÿ ¥‘∫

∑’Ëπ”¡“„™â„π°“√º≈‘µ·≈–°√–∫«π°“√º≈‘µæ∫«à“

ªÿÜ¬¢Õß‚√ßß“π·Ààßπ’È§«√®–‡√’¬°«à“ çªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åé

‡π◊ËÕß®“°«— ¥ÿ∑’Ëπ”¡“„™âº≈‘µ à«π„À≠à‡ªìπÕ‘π∑√’¬ “√

∑’Ë™à «¬ ‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¢ÕßÕ‘π∑√’¬«—µ∂ÿ „π¥‘π‰¡à„™à

çªÿÜ ¬™’«¿“æé ∑’ËÀ¡“¬∂÷ß®ÿ≈‘π∑√’¬å™π‘¥∑’Ë¡’
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ª√– ‘∑∏‘¿“æ Ÿß„π°“√‡æ‘Ë¡∏“µÿÕ“À“√À≈—°¢Õßæ◊™

µ“¡§«“¡À¡“¬∑“ß«‘™“°“√  ·¡â«à“ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å‡ªìπ

Õ‘π∑√’ ¬ “√∑’Ë ∂÷ ß·¡â ®–¡’∏“µÿÕ“À“√À≈—°∑’Ë ‡ªìπ

ª√–‚¬™πåµàÕæ◊™πâÕ¬°«à“ªÿÜ¬‡§¡’·µà°“√º≈‘µªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å

„πªí®®ÿ∫—ππ‘¬¡º≈‘µ‚¥¬°“√º ¡À—«‡™◊ÈÕ®ÿ≈‘π∑√’¬å

À≈“¬™π‘¥∑’Ë¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ„π°“√¬àÕ¬ ≈“¬«— ¥ÿ∑’Ëπ”

¡“º≈‘µÀ√◊Õ°“√‡æ‘Ë¡∏“µÿÕ“À“√À≈—°¢Õßæ◊™ ®“°°“√

»÷°…“¢Õß Vargas-Garcia et al. (2006) »÷°…“°“√

‡µ‘¡À—«‡™◊ÈÕ®ÿ≈‘π∑√’¬å§◊Õ Bacillus shackletonni,

Streptomyces thermovulgaris ·≈– Ureibacillus

thermosphaericus „π°√–∫«π°“√º≈‘µªÿÜ¬À¡—°®“°

«—µ∂ÿ¥‘∫µà“ß™π‘¥°—π ‡¡◊ËÕπ”ªÿÜ¬À¡—°∑’Ëº≈‘µ‰¥â‰ª„™â

æ∫Œ‘«¡— „π¥‘π Ÿß¢÷Èπ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫ªÿÜ¬À¡—°

∑’Ë‰¡à‰¥â‡µ‘¡À—«‡™◊ÈÕ®ÿ≈‘π∑√’¬å¥—ß°≈à“«

‚¥¬∑—Ë«‰ª«‘∏’°“√»÷°…“®ÿ≈‘π∑√’¬å„πªÿÜ¬π—Èπ

„™â‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ (Culture-dependent method)

´÷Ëßæ∫«à“®ÿ≈‘π∑√’¬å„π¥‘πÀ√◊ÕªÿÜ¬æ∫‡æ’¬ß√âÕ¬≈– 1 ‡∑à“π—Èπ

∑’Ë “¡“√∂‡®√‘≠∫πÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‰¥â  (Kirk et al., 2004)

µàÕ¡“‡ªìπ∑’Ë ¬Õ¡√—∫°—π¡“°¢÷Èπ«à “ ‡∑§π‘§∑“ß™’«

‚¡‡≈°ÿ≈ “¡“√∂„™â»÷°…“‚§√ß √â“ß™ÿ¡™π®ÿ≈‘π∑√’¬å

‰¥â‚¥¬‰¡àµâÕßÕ“»—¬°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ·µàÕ“»—¬¢âÕ¡Ÿ≈

®“°≈”¥—∫‡∫ ¢Õß‰√‚∫‚´¡Õ≈Õ“√å‡Õπ‡Õ (rRNA)

‡π◊ËÕß®“°¡’§«“¡ ”§—≠„π°“√ —ß‡§√“–Àå‚ª√µ’π‡æ◊ËÕ„™â

„π°“√¥”√ß™’«‘µ´÷Ëß‰¡à«à“®ÿ≈‘π∑√’¬å®–‡®√‘≠‡µ‘∫‚µ‰¥â¥’

À√◊Õ‰¡à¥’°Á¬—ß§ßµ√«®æ∫ rRNA ∑’Ë„™â ‡ªìπ¬’π

‡§√◊ËÕßÀ¡“¬∑”„Àâ “¡“√∂π”¡“„™â„π°“√‡ª√’¬∫‡∑’¬∫

·≈–µ√«®À“§«“¡·µ°µà“ß√–À«à“ß ‘Ëß¡’™’«‘µ‰¥â   Song

et al. (2001) »÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬

 ’∑∑’Ë∑πÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß„πªÿÜ¬À¡—°∑’Ë∑”®“°‡ÀÁ¥¥â«¬‡∑§π‘§

16S  rRNA clone library analysis  æ∫·Õ§µ‘‚π¡—¬

 ’∑ 41  “¬æ—π∏ÿå ∑—Èß 41  “¬æ—π∏ÿåæ∫ °ÿ≈ Streptomyces

·≈– Thermoactinomyces  ‡ªìπ à«π„À≠à Peter et al.

(1999) »÷°…“™ÿ¡™π®ÿ≈‘π∑√’¬å∑ÿ°Ê 2 «—π¢Õß°√–∫«π°“√

º≈‘µªÿÜ¬À¡—°¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕæ∫ Bacillus,

Pseudomonas ·≈– Xanthomonas ‡∑à“π—Èπ   à«π‡∑§π‘§

∑“ß™’«‚¡‡≈°ÿ≈§◊Õ‡∑§π‘§ Single strand conformation

polymorphism (SSCP) æ∫ Lactobacillus, Bacillus,

Azotobacter, Xanthomonas, Clostridium, Microbispora,

Streptomyces ·≈– Candida  ¥—ßπ—Èπ®÷ß √ÿª‰¥â«à“‡∑§π‘§

SSCP »÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬·≈–µ‘¥µ“¡°“√

‡ª≈’Ë¬π·ª≈ß¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å„π°√–∫«π°“√º≈‘µªÿÜ¬À¡—°

‰¥â¥’°«à“‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

®“°°“√»÷°…“¢Õßæ‘∑¬“°√ ·≈– ©«’«√√≥

(2540) æ∫·∫§∑’‡√’¬¡“°∑’Ë ÿ¥„π°√–∫«π°“√º≈‘µ

ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åª√–‡¿∑µà“ßÊ √Õß≈ß¡“§◊Õ ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

·≈–√“æ∫®”π«ππâÕ¬∑’Ë ÿ¥ ‡π◊ËÕß®“°·∫§∑’‡√’¬

·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑¡’∫∑∫“∑„π°√–∫«π°“√º≈‘µ

‚¥¬‡©æ“–°“√¬àÕ¬ ≈“¬«— ¥ÿÕ‘π∑√’¬åµà“ßÊ ∑’Ëπ”¡

“º≈‘µªÿÜ¬ πÕ°®“°π’È  “¡“√∂∑πµàÕ ¿“æ·«¥≈âÕ¡µà“ßÊ

‚¥¬‡©æ“–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ¥—ßπ—Èπ°“√»÷°…“§√—Èßπ’È¡’«—µ∂ÿ

ª√– ß§å‡æ◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°“√»÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬

¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„πªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥

¢Õß‚√ßß“πº≈‘µªÿÜ¬™’«¿“æÕß§å°“√∫√‘À“√ à«πµ”∫≈

∑à“¢â“¡  Õ”‡¿ÕÀ“¥„À≠à  ®—ßÀ«—¥ ß¢≈“ ¥â«¬‡∑§π‘§

°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ·≈–‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library

analysis º≈°“√»÷°…“πÕ°®“°®–‡ªìπ¢âÕ¡Ÿ≈æ◊Èπ∞“π

¥â“π§«“¡À≈“°À≈“¬∑“ß™’«¿“æ¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„π°√–∫«π°“√º≈‘µªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å·≈–

¬—ß “¡“√∂π”‰ª„™âæ—≤π“°√–∫«π°“√º≈‘µªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å

™’«¿“æµàÕ‰ª‰¥â„πÕπ“§µ

Õÿª°√≥å·≈–«‘∏’°“√

°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß

®“°°“√»÷°…“‡∫◊ÈÕßµâπ„π°√–∫«π°“√º≈‘µ

ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å¢Õß‚√ßß“π‚√ßß“πº≈‘µªÿÜ¬™’«¿“æÕß§å°“√

∫√‘À“√ à«πµ”∫≈∑à“¢â“¡  Õ”‡¿ÕÀ“¥„À≠à  ®—ßÀ«—¥ ß¢≈“

æ∫«à“¢—ÈπµÕπ°“√µ“°ªÿÜ¬∑‘Èß‰«â°àÕπ°“√∫√√®ÿ°√– Õ∫

æ√âÕ¡¢“¬À√◊Õπ”‰ª„™â¡’®ÿ¥ ’¢“«§≈â“¬ºßªŸπ´’‡¡πµå

ª°§≈ÿ¡∫π°ÕßªÿÜ¬´÷Ëß≈—°…≥–¥—ß°≈à“«π—Èπ‡ªìπ°“√∫àß™’È

∂÷ß°“√‡®√‘≠¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ (∏ß™—¬, 2546) ·≈–

‡ªìπ‡°≥±å∫àß™’È«à“ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å∑’Ëº≈‘µπ—Èπ “¡“√∂π”‰ª

∫√√®ÿ°√– Õ∫¢“¬À√◊Õπ”‰ª„™â‰¥â  °“√»÷°…“§√—Èßπ’È

®÷ß‡≈◊Õ°‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß„π¢—ÈπªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥æ√âÕ¡¢“¬

À√◊Õπ”‰ª„™â‡æ◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°“√»÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬

¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß

‡™◊ÈÕ·≈–‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library analysis

´

02 11/13/09, 2:06 PM803



804 °“√‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§«“¡À≈“°À≈“¬¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„πªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥

¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ·≈–‡∑§π‘§ 16S  rRNA  clone  library analysis
«“√ “√«‘®—¬ ¡¢. 14 (9) : °—π¬“¬π 2552

°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

π”µ—«Õ¬à“ßªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥¡“§—¥·¬°

·∫§∑’‡√’¬ ·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ ‚¥¬‡®◊Õ®“ßµ—«Õ¬à“ß

„π “√≈–≈“¬‡ªª‚µπ 1% ·µà≈–√–¥—∫§«“¡‡®◊Õ®“ß

π”¡“®”π«π 1 ¡‘≈≈‘≈‘µ√ „ à„πÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‚¥¬«‘∏’

°“√·∫∫ Pour plate „πÕ“À“√ Trypic soy agar (TSA)

(Glucose 1 g,  K
2
HPO

4
 2.5 g, NaCl 5 g, Pancreatic

digest of casein 17 g, Soy bean meal 3 g, Agar  15

g ·≈– πÈ”°≈—Ëπ 1 l)  ”À√—∫§—¥·¬°·∫§∑’‡√’¬·≈–Õ“À“√

Soil extract agar (SEA) (Glucose 1 g, K
2
HPO

4
 1 g,

Peptone  1 g, Yeast extract 1 g, Soil extract 400 ml,

Agar  15 g ·≈– πÈ”°≈—Ëπ 1 l)  ”À√—∫§—¥·¬°·Õ§µ‘

‚π¡—¬ ’∑ ®“°π—Èππ”‰ª∫à¡‚¥¬·∫§∑’‡√’¬∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

37 Õß»“‡´≈‡ ’́¬   ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

45 Õß»“‡´≈‡´’¬   π—∫®”π«π·≈–»÷°…“≈—°…≥–∑“ß

 —≥∞“π«‘∑¬“∫“ßª√–°“√µ“¡·π«∑“ß¢Õß Goodfellow

(1989)

°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§  16S rRNA

clone library analysis

π”µ— «Õ¬à “ ßªÿÜ ¬Õ‘π∑√’ ¬å Õ— ¥ ‡¡Á ¥¡“»÷°…“

‚§√ß √â“ß™ÿ¡™π·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑¥â«¬

‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library analysis  ”À√—∫

«‘∏’°“√»÷°…“·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑¡’∫“ß¢—ÈπµÕπ∑’Ë·µ°µà“ß

®“°°“√»÷°…“·∫§∑’‡√’¬∑—Ë«‰ª  ´÷Ëß¡’«‘∏’°“√»÷°…“¥—ßπ’È

1. °“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬°“√„™â«‘∏’°“√ °—¥¥â«¬

Phenol-Chloroform ´÷Ëß¥—¥·ª≈ß«‘∏’°“√¡“®“° Zhou

et al. (1996)

2.  °“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¬’π 16S rRNA ¥â«¬‡∑§π‘§

Polymerase chain reaction (PCR)

‡æ‘Ë¡®”π«π¬’π 16S rRNA ®“°¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë

 °—¥‰¥â®“°¢âÕ 3.1 ¥â«¬°“√∑” PCR ‚¥¬„™â‰æ√‡¡Õ√å

27f ·≈– 1492r (Lane, 1991) ´÷Ëß¡’§«“¡®”‡æ“–°—∫¬’π

16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑—Ë«‰ª (Eubacteria)·≈–

‰æ√‡¡Õ√å 243f ·≈– 513r ÷́Ëß¡’§«“¡®”‡æ“–

°—∫∫√‘‡«≥∫“ß à«π¢Õß¬’π 16S rRNA ¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

(Heuer et al., 1997) ªØ‘°‘√‘¬“ª√–°Õ∫‰ª¥â«¬¥’‡ÕÁπ

‡Õµâπ·∫∫ 10 -100 π“‚π°√—¡, PCR buffer (10x),

MgCl
2
 1.5 mM, dNTPs 200 µM, 27f 0.45 µM,

1492r  0.45 µM,243f  0.45 µM, 513r 0.45 µM,

DNA polymerase 1 unit, πÈ”·≈– Dimethyl sulfoxide

(DMSO) √âÕ¬≈– 5 ( ”À√—∫°“√‡æ‘Ë¡®”π«π¬’π

16S rRNA ¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑) ®“°π—Èππ”‡¢â“‡§√◊ËÕß

Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700)

¥â«¬√Õ∫°“√∑”ß“π®”π«π 30 √Õ∫  ·µà≈–√Õ∫°“√

∑”ß“π¢Õß°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¬’π16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬

ª√–°Õ∫‰ª¥â«¬ Denaturation  94 Õß»“‡´≈‡´’¬  1

π“∑’ Annealing 48 Õß»“‡´≈‡´’¬  1 π“∑’ Extension

72 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  2 π“∑’ ‚¥¬√Õ∫ ÿ¥∑â“¬‡æ‘Ë¡ Extension

72 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ ‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’  à«π√Õ∫°“√

∑”ß“π¢Õß°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¬’π 16S rRNA ¢Õß

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ª√–°Õ∫¥â«¬ Denaturation  94  Õß»“

‡´≈‡´’¬  1 π“∑’ Annealing 63 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

1 π“∑’ Extension 72 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  2 π“∑’

‚¥¬√Õ∫ ÿ¥∑â“¬‡æ‘Ë¡ Extension 72 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 10 π“∑’ ®“°π—Èπ∑”°“√µ√«® Õ∫¢π“¥

¢Õß¬’π 16S rRNA  ¥â«¬‡∑§π‘§Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’ 

„π‡®≈Õ–°“‚√ §«“¡‡¢â¡¢âπ 1 %

3. °“√‚§≈π¬’π 16S rRNA »÷°…“‚¥¬„™â

æ≈“ ¡‘¥∑“ß°“√§â“®“° TOPO TA Cloning (Invitrogen,

USA) ‚¥¬¡’«‘∏’°“√»÷°…“µ“¡§Ÿà¡◊Õ¢Õß∫√‘…—∑

4. °“√®—¥°≈ÿà¡‚§≈π¥â«¬‡∑§π‘§ Restriction

fragment length polymorphism (RFLP) ∑” PCR ‡æ‘Ë¡

®”π«π¬’π 16S rRNA ¢Õß‚§≈π∑’Ë‰¥â‚¥¬„™â‡§√◊ËÕß

Thermocycler (GeneAmp PCR System 9700)

¥â«¬‰æ√-‡¡Õ√å M13f  ·≈– M13r ·≈â«µ—¥¬’π 16S rRNA

‚¥¬„™â‡Õπ‰´¡åµ—¥®”‡æ“–™π‘¥ HinP1I ·≈– Msp1

(BioLabs)  ®“°π—Èππ”‰ª∫à¡∑’Ë 37 Õß»“‡´≈‡´’¬ ‡ªìπ

‡«≈“ 16 ™—Ë«‚¡ß  µ√«® Õ∫ PCR products ∑’Ë∂Ÿ°µ—¥

¥â«¬‡Õπ‰´¡å‚¥¬∑”Õ‘‡≈§‚µ√‚ø√’´’ „π‡®≈Õ–°“‚√ 

§«“¡‡¢â¡¢âπ 3% ·≈â«®—¥°≈ÿà¡‚§≈π∑’Ë¡’√Ÿª·∫∫

‡À¡◊Õπ°—π„Àâ‡ªìπ Operational taxonomic unit (OTU)

‡¥’¬«°—π ®“°π—Èπ‡≈◊Õ°µ—«Õ¬à“ß‚§≈π„π·µà≈– OTU

‰ªÀ“≈”¥—∫¢Õß¬’π

5. °“√À“≈”¥—∫π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å¢Õß¬’π 16S rRNA

À“≈”¥—∫π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å¢Õß¬’π 16S rRNA
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∫“ß à«π¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë¡’¢π“¥ª√–¡“≥ 700 bp ·≈–

¬’π 16S rRNA ∫“ß à«π¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë¡’¢π“¥

ª√–¡“≥ 300 bp »÷°…“‚¥¬ àßµ—«Õ¬à“ß‚§≈π‰ª

«‘‡§√“–Àå∑’Ë»Ÿπ¬å‡§√◊ËÕß¡◊Õ«‘∑¬“»“ µ√å ¡À“«‘∑¬“≈—¬

 ß¢≈“π§√‘π∑√å

6. °“√«‘‡§√“–Àå≈”¥—∫π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å

π”≈”¥—∫π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å¢Õß¬’π 16S rRNA

∑’Ë‰¥â‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫∞“π¢âÕ¡Ÿ≈ “∏“√≥– GenBank

‚¥¬„™â«‘∏’ Basic local alignment search tool (BLAST)

·≈â« √â“ß Phylogenetic tree ‚¥¬°“√«‘‡§√“–Àå®“°

§«“¡·µ°µà“ß¥â“π«‘«—≤π“°“√‚¥¬„™â‚ª√·°√¡ MEGA

3.1 (Kumar et al., 2004)

º≈°“√∑¥≈Õß·≈–«‘®“√≥å

°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

º≈°“√»÷°…“·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

„πªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥æ∫®”π«π‡∑à“°—∫ 7±0.08 ·≈–

5.2±0.06 log CFU/°√—¡ µ“¡≈”¥—∫ »÷°…“≈—°…≥–

∑“ß —≥∞“π«‘∑¬“∫“ßª√–°“√¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑’Ë§—¥·¬°

‰¥â¡’≈—°…≥–‡ªìπ√Ÿª∑àÕπ µ‘¥ ’·°√¡∫«°  à«π

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë∑πÀ√◊Õ™Õ∫§«“¡√âÕπ

(Thermoduric À√◊Õ thermophilic) ‡π◊ËÕß®“°‡®√‘≠

‡µ‘∫‚µ‰¥â¥’∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 45 Õß»“‡´≈‡´’¬  ·≈–æ∫«à“

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ à«π„À≠à‡ªìπ°≈ÿà¡ Non - acid fast

®“°°“√»÷°…“¢Õß ¥“√‘°“ (2550) æ∫«à“·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

∑’Ë§—¥·¬°‰¥â®”π«π 7 ‰Õ‚´‡≈µ “¡“√∂ √â“ß “√

ªØ‘™’«π–¬—∫¬—Èß‡™◊ÈÕ√“ Sclerotium rolfsii ∑’Ë‡ªìπ “‡Àµÿ

‚√§√“°·≈–‚§π‡πà“ (Root and stem rot)‰¥â   ·∫§∑’‡√’¬

·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ëæ∫‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë∑πÀ√◊Õ™Õ∫§«“¡√âÕπ

‡π◊ËÕß®“°¢—ÈπµÕπ°àÕππ”ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åÕ—¥‡¡Á¥∫√√®ÿ°√– Õ∫

æ√âÕ¡¢“¬À√◊Õπ”‰ª„™âπ—ÈπµâÕßºà“π°“√Õ∫·Àâß

∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥ 80-90 Õß»“‡´≈‡´’¬  ∑”„Àâ

·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë∑πÀ√◊Õ™Õ∫§«“¡√âÕπ

‡®√‘≠‰¥â‚¥¬‡©æ“–·∫§∑’‡√’¬Õ“®‡ªìπ™π‘¥∑’Ë “¡“√∂

 √â“ß‡Õπ‚¥ ªÕ√å‰¥â‡™àπ·∫§∑’‡√’¬„π °ÿ≈ Bacillus

À√◊Õ‡ªìπ‡Õπ‚¥ ªÕ√å∑’Ë∑πµàÕ ¿“æ·«¥≈âÕ¡·Àâß·≈âß

·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß‰¥â´÷Ëß¡’√“¬ß“π«à“„π°√–∫«π°“√º≈‘µ

ªÿÜ¬À¡—°∑’Ë¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß¡“°°«à“ 80 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

®–æ∫‡Õπ‚¥ ªÕ√å¢Õß·∫§∑’‡√’¬„π °ÿ≈ Bacillus

‡ªìπ à«π„À≠à (Beffa et al., 1996)

°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§ 16S rRNA clone

library analysis

π”¥’‡ÕÁπ‡Õ ¢Õß®ÿ≈‘π∑√’¬å∑’Ë °—¥‰¥â¡“∑”  PCR

‚¥¬„™â‰æ√‡¡Õ√å 27f ·≈– 1492r ‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¬’π 16S

rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬∑—Ë«‰ªæ∫«à“‰¥â™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ

¢π“¥ 1500 bp ·≈–„™â‰æ√‡¡Õ√å 243f  ·≈– 513r ‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¬’π∫“ß à«π¢Õß¬’π 16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬

°≈ÿà¡·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑æ∫«à“‰¥â™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ 300

bp  ·≈– “¡“√∂‚§≈π¬’π 16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬

‰¥â 84 ‚§≈π  ®—¥°≈ÿà¡‚§≈π‰¥â∑—ÈßÀ¡¥ 8 OTU

(√Ÿª∑’Ë 1) ‚§≈π¢Õß¬’π 16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬

°≈ÿà¡·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑‰¥â 114  ‚§≈π  ®—¥°≈ÿà¡‰¥â∑—ÈßÀ¡¥

2 OTU (√Ÿª∑’Ë 1) ‡¡◊ËÕπ”‰ª«‘‡§√“–Àå≈”¥—∫π‘«§≈’‚Õ

‰∑¥å∫“ß à«π·≈–‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫∞“π¢âÕ¡Ÿ≈ “∏“√≥–

¥â«¬‚ª√·°√¡ BLAST ·≈– √â“ß Phylogenetic tree‚¥¬

„™â‚ª√·°√¡ MEGA 3.1 æ∫«à“·∫§∑’‡√’¬ à«π„À≠à

‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë™Õ∫§«“¡‡§Á¡ (Halophile) §◊Õ TKB21,

TKB23, TKB24 ·≈– TKB26 ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë¡’

§«“¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈  Halomonas  §‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈–

64  ¢Õß®”π«π‚§≈π∑—ÈßÀ¡¥ TKB22 ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬

∑’Ë¡’§«“¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Amphibacillus  §‘¥‡ªìπ

√âÕ¬≈– 14 ¢Õß®”π«π‚§≈π∑—ÈßÀ¡¥ TKB28 ‡ªìπ

·∫§∑’‡√’¬∑’Ë¡’§«“¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Gracilibacillus

§‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈– 5 ¢Õß®”π«π‚§≈π∑—ÈßÀ¡¥  à«π TKB25

‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë‰¡à “¡“√∂‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥â„πÕ“À“√‡≈’È¬ß

‡™◊ÈÕ·≈– TKB27 ‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’ËÕ¬Ÿà„π°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß

°—∫‚§≈π Bacterium zf-IIRht1 §‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈– 14 ·≈–

3 µ“¡≈”¥—∫ (√Ÿª∑’Ë 2)  à«π·∫§∑’‡√’¬°≈ÿà¡·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë™Õ∫§«“¡‡§Á¡‡™àπ‡¥’¬«°—π§◊Õ  TKA21

‡ªìπ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’ËÕ¬Ÿà„π°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Dietzia

§‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈– 71 ¢Õß®”π«π‚§≈π∑—È ßÀ¡¥

 à«π TKA22 §◊Õ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’ËÕ¬Ÿà„π°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß

°—∫ °ÿ≈ Saccharomonospora §‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈– 29

¢Õß®”π«π‚§≈π∑—ÈßÀ¡¥  (√Ÿª∑’Ë 3)
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 √Ÿª∑’Ë 1. √Ÿª·∫∫¢Õßµ—«·∑π·µà≈– OTU ∑’Ë‰¥â®“°°“√®—¥°≈ÿà¡‚§≈π¢Õß¬’π 16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬ (À≈ÿ¡∑’Ë 1-8) (°)

·≈–®“°°“√®—¥°≈ÿà¡‚§≈π¢Õß¬’π 16S rRNA ¢Õß·∫§∑’‡√’¬°≈ÿà¡·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑  (À≈ÿ¡∑’Ë 1 ·≈– 2) (¢)

¥â«¬‡Õπ‰´¡åµ—¥®”‡æ“– HinP1I ·≈– Msp1 (DNA ladder À≈ÿ¡ M)

√Ÿª∑’Ë 2 . Phylogenetic tree ¢Õß‚§√ß √â“ß™ÿ¡™π·∫§∑’‡√’¬∑’Ë«‘‡§√“–Àå‚¥¬„™â≈”¥—∫‡∫ ®”π«π 700 ‡∫ ¥â«¬‚ª√·°√¡

MEGA 3.1 ∫“√å ‡°≈ 0.1 · ¥ß√–¬–Àà“ß¢Õß°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ßµàÕπ‘«§≈’‚Õ‰∑¥å
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√Ÿª∑’Ë 3 . Phylogenetic tree ¢Õß·∫§∑’‡√’¬°≈ÿà¡·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë«‘‡§√“–Àå‚¥¬„™â≈”¥—∫‡∫ ®”π«π 300 ‡∫ 

¥â«¬‚ª√·°√¡ MEGA 3.1 ∫“√å ‡°≈ 0.02 · ¥ß√–¬–Àà“ß¢Õß°“√‡ª≈’Ë¬π·ª≈ßµàÕπ‘«§≈’‚Õ‰∑¥å

·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ à«π„À≠à‡ªìπ°≈ÿà¡

∑’Ë™Õ∫§«“¡‡§Á¡ ÷́ËßÕ“®‡ªìπ‡æ√“–§ÿ≥ ¡∫—µ‘¢ÕßªÿÜ¬∑’Ë¡’

§à“°“√π”‰øøÑ“ Ÿß§◊Õ¡“°°«à“ 3.5 ‡¥´‘´’‡¡πµåµàÕ‡¡µ√

À√◊Õ¡’§à“§«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß‡°≈◊Õ∑—ÈßÀ¡¥ª√–¡“≥√âÕ¬≈–

2 ( ¡»—°¥‘Ï, 2538)  ÷́Ëß§“¥«à“«—µ∂ÿ¥‘∫∑’Ëπ”¡“„™â„π

°√–∫«π°“√º≈‘µ‚¥¬‡©æ“–¡Ÿ≈‰°àÕ“®¡’ à«π∑”„ÀâªÿÜ¬

¡’§à“°“√π”‰øøÑ“ Ÿß¥—ßπ—Èπ·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬

 ’∑ à«π„À≠à∑’Ëæ∫®÷ß‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë™Õ∫§«“¡‡§Á¡

°“√‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§«“¡À≈“°À≈“¬¢Õß

·∫§∑’ ‡√’¬·≈–·Õ§µ‘ ‚π¡—¬ ’∑¥â«¬‡∑§π‘§

°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ·≈–‡∑§π‘§ 16S rRNA clone

library analysis

º≈°“√»÷°…“®ÿ≈‘π∑√’¬å¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß

‡™◊ÈÕ·≈–‡∑§π‘§∑“ß™’«‚¡‡≈°ÿ≈„Àâº≈°“√»÷°…“∑’Ë

‰¡à Õ¥§≈âÕß°—π°≈à“«§◊Õ ·∫§∑’‡√’¬ à«π„À≠à∑’Ëæ∫

®“°°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕæ∫«à“

‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬√Ÿª∑àÕπ µ‘¥ ’·°√¡∫«° ‰¡àæ∫·∫§∑’‡√’¬

∑’ËÕ¬Ÿà„π°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Halomonas ´÷Ëß‡ªìπ

·∫§∑’‡√’¬√Ÿª∑àÕπ µ‘¥ ’·°√¡≈∫ ·≈–‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬

 à«π„À≠à∑’Ëæ∫®“°°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§ 16S rRNA

clone library analysis   à«π°“√»÷°…“·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕæ∫«à“‡ªìπ°≈ÿà¡∑’Ë∑πÀ√◊Õ

™Õ∫§«“¡√âÕπ   ‡π◊ËÕß®“°‡®√‘≠‰¥â¥’∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 45 Õß»“

‡´≈‡´’¬ ·≈–®—¥Õ¬Ÿà„π°≈ÿà¡ Non-acid fast ‰¡àæ∫

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„π°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Dietzia

´÷Ëß‡ªìπ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„π°≈ÿà¡ Acid fast  ”À√—∫

‡Àµÿº≈∑’Ë‰¡àæ∫·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„π °ÿ≈

¥—ß°≈à“«®“°°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

‡æ√“–Õ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’Ë„™â»÷°…“‰¡à ‡À¡“– ¡µàÕ

°“√‡®√‘≠¢Õß Halomonas ·≈– Dietzia ‡π◊ËÕß®“°Õ“À“√

‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ∑’Ë„™â»÷°…“‰¡à‰¥â¡’ à«πª√–°Õ∫¢Õß‡°≈◊Õ

∑’Ë®–°√–µÿâπ°“√‡®√‘≠¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

¥—ß°≈à“« πÕ°®“°π’È‡ªìπ‡æ√“–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“

Õ“®‰¡à‡À¡“– ¡µàÕ°“√‡®√‘≠®–‡ÀÁπ‰¥â®“°°“√»÷°…“
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·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’ËµâÕß„™âÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 45 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

„π°“√∫à¡‡π◊ËÕß®“°∂â“„™âÕÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’ËµË”°«à“π’È®–‰¡àæ∫

°“√‡®√‘≠¢Õß·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑ ®÷ß∑”„Àâ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

∫“ß°≈ÿà¡∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„πªÿÜ¬·µàÕ“®¡’®”π«ππâÕ¬∑’Ë‰¡à™Õ∫

À√◊Õ∑πÕÿ≥À¿Ÿ¡‘¥—ß°≈à“« “¡“√∂‡®√‘≠‰¥â  ¥—ßπ—Èπ®÷ß

‡ªìπ¢âÕ®”°—¥¢Õß‡∑§π‘§π’È‡π◊ËÕß®“°Õ“À“√∑’Ë„™â‡æ“–‡≈’È¬ß

‡™◊ÈÕÕ“®‰¡à “¡“√∂®”≈Õß ¿“æ·«¥≈âÕ¡∑’Ë‡À¡“– ¡

‡À¡◊Õπ„π∏√√¡™“µ‘∑’Ë·∫§∑’‡√’¬™π‘¥π—ÈπÊ Õ“»—¬Õ¬Ÿà‰¥â

πÕ°®“°π’ÈµâÕßª√—∫ ¿“æ·«¥≈âÕ¡¢Õß°“√‡®√‘≠

‡µ‘∫‚µ¢Õß·∫§∑’‡√’¬‡™àπ §«“¡‡ªìπ°√¥-¥à“ß Õÿ≥À¿Ÿ¡‘

· ß §«“¡™◊Èπ ‡ªìπµâπ  ´÷Ëß ¿“æ·«¥≈âÕ¡¥—ß°≈à“«

Õ“®‡À¡“– ¡µàÕ°“√‡®√‘≠‡µ‘∫‚µ¢Õß·∫§∑’ ‡√’¬

∫“ß™π‘¥‡∑à“π—Èπ (Tabacchioni et al., 2000) ∑”„Àâ

‰¡à “¡“√∂»÷°…“·∫§∑’‡√’¬∑ÿ°™π‘¥∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„π ¿“æ

·«¥≈âÕ¡π—ÈπÊ ‰¥â„π‡«≈“‡¥’¬«°—π  πÕ°®“°π’È‡∑§π‘§

°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ°Á‰¡à “¡“√∂»÷°…“·∫§∑’‡√’¬∫“ß™π‘¥

∑’Ë‰¡à “¡“√∂‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥â„πÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ´÷Ëß·∫§∑’‡√’¬

‡À≈à“π—ÈπÕ“®¡’∫∑∫“∑·≈–§«“¡ ”§—≠µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡

∑’ËÕ“»—¬Õ¬Ÿà

 ”À√—∫‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library

analysis ¡’¢âÕ®”°—¥∑’Ë∑”„Àâ»÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬

¢Õß·∫§∑’‡√’¬·≈–·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑‰¥â‰¡à·¡àπ¬”π—°

®–‡ÀÁπ‰¥â®“°º≈°“√»÷°…“∑’Ë‰¡àæ∫·∫§∑’‡√’¬∑’ËÕ¬Ÿà„π

°≈ÿà¡„°≈â‡§’¬ß°—∫ °ÿ≈ Bacillus ´÷Ëß‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’Ëæ∫

∑—Ë«‰ª„πªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åª√–‡¿∑µà“ß Ê ·≈–∂÷ß·¡â«à“ Bacillus

®–‡ªìπ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂ √â“ß‡Õπ‚¥ ªÕ√å∑’Ë∑πµàÕ

 ¿“æ·«¥≈âÕ¡∑’Ë·Àâß·≈âß·≈–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Ÿß‰¥â·µà‡∑§π‘§

16S rRNA clone library analysis ‰¡à “¡“√∂»÷°…“

‡Õπ‚¥ ªÕ√å‰¥â (Koschinsky et al., 1999) „π¢≥–∑’Ë

‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕπ—Èπ “¡“√∂»÷°…“°“√ √â“ß

‡Õπ‚¥ ªÕ√å¢Õß Bacillus ‰¥â‡™àπ‡¥’¬«°—∫·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑

„π °ÿ≈ Streptomyces ´÷Ëß‡ªìπ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ëæ∫

∑—Ë«‰ª„πªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬åª√–‡¿∑µà“ßÊ ·µà°“√»÷°…“¥â«¬

‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library analysis ‰¡àæ∫

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑„π °ÿ≈¥—ß°≈à“«∑—ÈßÊ∑’Ëæ∫°“√‡®√‘≠

¢Õß·Õ§-µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë¡’≈—°…≥–‡ªìπ®ÿ¥ ’¢“«§≈â“¬ºß

ªŸπ∫π°ÕßªÿÜ¬ (∏ß™—¬, 2546)  °“√»÷°…“§«“¡À≈“°

À≈“¬¢Õß·∫§∑’‡√’¬¥â«¬‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library

analysis  ¡’¢âÕ®”°—¥∑’Ë∑”„Àâ»÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬¢Õß

·∫§∑’‡√’¬‰¥â‰¡à·¡àπ¬”‡À¡◊Õπ‡∑§π‘§Õ◊ËπÊ ‡π◊ËÕß®“°

‡∑§π‘§π’È¡’∫“ß¢—ÈπµÕπ∑’Ë∑”„Àâ≈¥§«“¡À≈“°À≈“¬

¢Õß·∫§∑’‡√’¬‰ª‰¥â‚¥¬‡©æ“–¢—ÈπµÕπ°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

·≈–¢—ÈπµÕπ°“√∑” PCR (Trevors, 1998 ) §◊Õ„π¢—Èπ

µÕπ°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬À√◊Õ®ÿ≈‘π∑√’¬åÕ◊ËπÊ

∑’Ë¡’„πªÿÜ¬π—Èπ à«π„À≠à®–„™â«‘∏’°“√∑’Ëπ” “√ª√–°Õ∫

ª√–‡¿∑ Polyphenol, °√¥Õ‘π∑√’¬å∫“ß™π‘¥ ·≈–°√¥Œ‘«¡‘°

‡ªìπµâπ ∑’Ëªπ‡ªóôÕπ°—∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥‰¥â‚¥¬ °—¥´È”

¥â«¬°“√„™â Phenol/Chloroform ´÷Ëß°“√„™â«‘∏’π’È∑”„Àâ¥’

‡ÕÁπ‡Õ∫“ß à«πÀ“¬‰ª‰¥â (Wintzingerode et al., 1997)

 à«π„π¢—ÈπµÕπ°“√∑” PCR π—Èπ®–µâÕßª√—∫ ¿“æ

¢ÕßªØ‘°‘√‘ ¬“„Àâ ‡À¡“– ¡µàÕ¥’ ‡ÕÁπ ‡Õ ‡ªÑ “À¡“¬

∑’ËµâÕß°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥‡π◊ËÕß®“°¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ªÑ“À¡“¬π—Èπ

§◊Õ ¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß·∫§∑’‡√’¬·µà≈–™π‘¥∑’Ë¡’≈”¥—∫‡∫ 

¢Õß¬’π∑’Ë·µ°µà“ß°—π ¥—ßπ—Èπ®”‡ªìπµâÕßª√—∫ ¿“æ

¢ÕßªØ‘°‘√‘¬“„Àâ‡À¡“– ¡‚¥¬‡©æ“–°“√‡≈◊Õ°„™â‰æ√

‡¡Õ√å·≈–®”π«π√Õ∫¢Õß°“√∑” PCR ´÷Ëß°“√µ√«®

 Õ∫®”π«π√Õ∫∑’Ë‡À¡“– ¡µàÕ°“√‡æ‘Ë¡§«“¡À≈“°

À≈“¬¢Õß¬’π 16S rRNA Õ“®µâÕß„™â‡∑§π‘§Õ◊Ëπ¡“

™à«¬»÷°…“ ‡™àπ ‡∑§π‘§ Terminal restriction fragment

length polymorphism (T-RFLP), Denaturing gradient

gel electrophoresis (DGGE) ‡ªìπµâπ

·¡â«à“‡∑§π‘§ 16S rRNA clone library

analysis ®–¡’¢âÕ®”°—¥„π°“√»÷°…“·≈–‰¡à„™à‡∑§π‘§∑’Ë

¥’∑’Ë ÿ¥·µà¥â«¬§«“¡æ√âÕ¡¢ÕßÕÿª°√≥å∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“

·≈–æ◊Èπ∞“π§«“¡√Ÿâ®÷ß‡≈◊Õ°‡∑§π‘§π’È¡“„™â„π°“√»÷°…“

‡æ◊ËÕ‡ √‘¡°—∫°“√»÷°…“¥â«¬‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ

‡π◊ËÕß®“°·µà≈–‡∑§π‘§°Á¡’¢âÕ‡¥àπ·≈–¢âÕ¥âÕ¬∑’Ë·µ°µà“ß

°—πÕÕ°‰ª°≈à“«§◊Õ „π°“√»÷°…“‡æ◊ËÕ§—¥‡≈◊Õ°

·∫§∑’‡√’¬À√◊Õ·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë¡’§«“¡ “¡“√∂„π°“√

‡æ‘Ë¡∏“µÿÕ“À“√À≈—°·°àæ◊™À√◊Õ§«“¡ “¡“√∂„π°“√

 √â“ß “√ªØ‘™’«π–¬—∫¬—Èß “‡Àµÿ‚√§æ◊™§«√»÷°…“¥â«¬

‡∑§π‘§°“√‡æ“–‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ‡æ◊ËÕæ—≤π“·∫§∑’‡√’¬À√◊Õ

·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑∑’Ë¡’§«“¡ “¡“√∂¥—ß°≈à“«„Àâ°≈“¬‡ªìπ

À—«‡™◊ÈÕ®ÿ≈‘π∑√’¬å‡æ◊ËÕπ”‰ª„™âæ—≤π“°√–∫«π°“√º≈‘µ

ªÿÜ¬Õ‘π∑√’¬å™’«¿“æµàÕ‰ª‰¥â„πÕπ“§µ „π¢≥–‡¥’¬«°—π

°“√»÷°…“§«“¡À≈“°À≈“¬¢Õß™π‘¥·∫§∑’‡√’¬·≈–
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·Õ§µ‘‚π¡—¬ ’∑√«¡∂÷ß™π‘¥∑’Ë‰¡à “¡“√∂‡æ“–‡≈’È¬ß‰¥â
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