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การแยกและรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อาศยับริเวณผวิใบพชืจาํนวน 125 

ตวัอยา่ง ดว้ยเทคนิค leaf-imprinting บนอาหารแขง็ 1% methanol AMS ไดเ้มทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียทั้งหมด 274ไอโซเลต ซ่ึงเม่ือนาํมาจดัจาํแนกโดยอาศยัอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล โดย

การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA พบวา่แบคทีเรียส่วนใหญ่ที่แยกไดอ้ยูใ่น

สกลุ Methylobacterium คิดเป็น 50.36 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคอื Sphingomonas คิดเป็น 13.87 

เปอร์เซ็นต ์และ Pseudomonas คิดเป็น 11.68  เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัพบแบคทีเรียในสกุล 

Acinetobacter, Anoxybacillus, Aurantimonas, Cellulomonas, Cellulosimicrobium, 

Curtobacterium, Enterobacter, Gordonia, Klebsiella, Leclercia, Luteibacter, Mesorhizobium, 

Mycobacterium, Ochrobactrum, Pantoea, Rhodococcus, Rhizobium, Roseomonas และ

Staphylococcus จากเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้ง 274 ไอโซเลต พบวา่มี 2 ไอโซเลต จดัเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ จึงไดท้าํการศึกษาเพิม่เติมและเสนอช่ือเป็น Roseomonas musaphylla PN1

และ Roseomonas phyllosphaerae PN2  

 

1เม่ือนาํ1เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้ง 274 ไอโซเลต มาทดสอบการสร้างกรดอินโดล-3-อะ

ซิติก พบแบคทีเรียจาํนวน 242 ไอโซเลต ที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได ้แต่มีปริมาณกรดอิน

โดล-3-อะซิติกแตกต่างกนัไป โดยตรวจพบไดใ้นช่วง 0.13-145.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ

พบวา่มีแบคทีเรีย 4 ไอโซเลต คอื Enterobacter sp. T13-4, Enterobacter hormaechei T14-2, 

Klebsiella variicola T32-1.1 และ Klebsiella pneumonia T39-2 ที่สร้าง0สารน้ี0

 

ไดสู้งที่สุด คือ 

103.60, 145.50, 132.90 และ 130.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลาํดบั นอกจากน้ีไดน้าํเมทิลโล

โทรฟิกแบคทีเรียที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดม้ากกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร มาตรวจ 

สอบคุณสมบติัการสร้างไซเดอโรฟอร์ และการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ดว้ย พบวา่ทุกไอโซ

เลตสามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ได ้แต่มีเพยีง 2 ไอโซเลต ทีส่ามารถสร้างไซเดอโรฟอร์ 

ไดเ้ล็กนอ้ย คือ Enterobacter hormaechei T14-2 และ Enterobacter asburiae T79-1 
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     ลายมือช่ือนิสิต  ลายมือช่ืออาจารยท์ี่ปรึกษาวทิยานิพนธห์ลกั   

 

 



 Pumin  Nutaratat  2012: Isolation and Characterization of Phyllospheric Methylotrophic 

Bacteria and Test for Indole-3-Acetic Acid Producing Ability.  Master of Science 

(Microbiology), Major Field: Microbiology, Department of Microbiology.   

Thesis Advisor: Assistant Professor Nantana  Srisuk, Ph.D.  156 pages. 

 

 

Isolation and collection of phyllospheric methylotrophic bacteria from 125 plant leaf 

samples was carried out using leaf-imprinting technique onto 1% methanol AMS agar.  Two-

hundreds and seventy-two bacterial isolates were obtained.  Results of molecular taxonomic 

study by 16Sr DNA analysis revealed that the majority of bacterial population as many as 

50.36% belong to the genus Methylobacterium, 13.87 and 11.68% of total bacteria found are in 

the genus Sphingomonas and Pseudomonas.  The genera Acinetobacter, Anoxybacillus, 

Aurantimonas, Cellulomonas, Cellulosimicrobium, Curtobacterium, Enterobacter, Gordonia, 

Klebsiella, Leclercia, Luteibacter, Mesorhizobium, Mycobacterium, Ochrobactrum, Pantoea, 

Rhodococcus, Rhizobium, Roseomonas and Staphylococcus were also obtained as minority.  

Among these, two isolates appeared to be new species.  Further investigation was therefore 

performed and the species name was then proposed as Roseomonas musaphylla PN1 and 

Roseomonas phyllosphaerae PN2.   

 

All the bacterial isolates were tested for indole-3-acetic acid (IAA) production.  Almost 

of them possess IAA production within the range of 

   

0.13-145.50 µg/ml but only four isolates 

namely Enterobacter sp. T13-4, Enterobacter hormaechei T14-2, Klebsiella variicola T32-1.1 

and Klebsiella pneumonia T39-2 that showed high IAA productivity as 103.60, 145.50, 132.90 

and 130.10 µg/ml, respectively.  Moreover, test for siderophore production as well as phosphate 

solubilization on solid medium was conducted amongisolates produced higher than 50 µg/ml of 

IAA.  Results indicated that all isolates could solubilize phosphate on solid media. However, 

only two isolates namely Enterobacter hormaechei T14-2 and Enterobacter asburiae T79-1 

showed little degree of siderophore production. 

      /  /  
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ผลิตผลทางการเกษตร เช่น ผกั ผลไม ้เป็นตน้ การเพิม่ผลผลิตทางการเกษตรจึงมีความสาํคญัอยา่ง

ยิง่ทีจ่ะช่วยเพิม่ศกัยภาพในการแข่งขนักบัตลาดต่างประเทศ และยงัเป็นการเพิม่รายไดใ้หแ้ก่

เกษตรกรซ่ึงเป็นอาชีพหลกัของคนไทย ในปัจจุบนัประเทศไทยมีแนวโนม้การนาํเขา้สารเคมีจาก

ต่างประเทศเพิม่ขึ้นอยา่งต่อเน่ือง โดยสารเคมีท่ีนาํเขา้ส่วนใหญ่เป็นสารเคมีกลุ่มป้องกนัและกาํจดั

วชัพชื สารเคมีกาํจดัแมลง สารป้องกนัและกาํจดัเช้ือรา และสารส่งเสริมการเจริญเติบโตของพชื ซ่ึง

การใชส้ารเคมีเหล่าน้ีอาจทาํใหเ้กิดสารตกคา้งในสินคา้เกษตร และก่อใหเ้กิดอุปสรรคต่อการ

ส่งออก ดงันั้นการเพิม่ผลผลิตดว้ยวธีิทางชีวภาพ จึงเป็นทางเลือกหน่ึงที่ปลอดภยั ใชต้น้ทุนตํ่า และ

เป็นที่ยอมรับในวงกวา้ง โดยเฉพาะการใชป้ระโยชน์จากจุลินทรีย ์ซ่ึงปัจจุบนัมีการใชใ้นรูปแบบที่

หลากหลาย เช่น การใชแ้บคทีเรีย Bacillus thuringiensis (BT) กาํจดัแมลงศตัรูพชื การใชจุ้ลินทรีย์

เช้ือผสมในนํ้ าสกดัชีวภาพเพือ่ปรับปรุงคุณภาพดิน การใชแ้บคทีเรียกลุ่ม Rhizobia ซ่ึงสามารถตรึง

ไนโตรเจนจากบรรยากาศ ทาํใหพ้ืชไดรั้บไนโตรเจนอนัเป็นปัจจยัสาํคญัอยา่งหน่ึงสาํหรับการ

เจริญเติบโตของพชื เป็นตน้ อยา่งไรก็ตามยงัมีจุลินทรียอี์กจาํนวนมากที่ยงัไม่ไดมี้การศึกษา

ศกัยภาพในการนาํมาใชเ้พื่อพฒันาดา้นการเกษตร  

 

ผวิใบพืชเป็นแหล่งตวัอยา่งตามธรรมชาติที่พบวา่เป็นที่อยูอ่าศยัของจุลินทรียก์ลุ่มต่างๆ 

เช่น แบคทเีรีย ยสีต ์รา และสาหร่าย แต่พบวา่มีประชากรแบคทีเรียมากที่สุด ซ่ึงความแตกต่างในแง่

ของปริมาณและชนิดของแบคทีเรียบนผวิใบพืชนั้น ขึ้นอยูก่บัปัจจยัแวดลอ้มหลายประการ ไดแ้ก่ 

ลกัษณะทางกายภาพของผวิใบพชื การเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วของอุณหภูมิและความช้ืน รวมถึง

สารอาหารที่มีอยูอ่ยา่งจาํกดั ปัจจยัเหล่าน้ีจะเป็นตวักาํหนดใหพ้บการเจริญของแบคทีเรียจาํเพาะ

ชนิดที่สามารถดาํรงชีวติและเจริญไดภ้ายใตส้ภาวะดงักล่าวบนผวิใบพชื เม่ือพชืมีการเจริญจะเกิด

กระบวนการออกซิเดชนัของมีเทน โดยเกิดการไฮโดรไลซิสของเมทิลอีเทอร์และเอสเทอร์ที่มีอยูใ่น
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เพกตินและลิกนิน ซ่ึงเป็นสารประกอบหลกัในโครงสร้างของพชืแลว้จะปลดปล่อยเมทานอล ซ่ึง

เป็นสารประกอบอินทรียร์ะเหยไดอ้อกมาทางปากใบ จากรายงานของ MacDonald และคณะ (1993) 

พบวา่เมทานอลที่ผลิตออกมาจากพชืนั้นมีปริมาณมากถึง 40-46 เปอร์เซ็นตข์องสารประกอบ

อินทรียร์ะเหยไดท้ี่มีอยูใ่นบรรยากาศ ดว้ยเหตุดงักล่าวจึงอาจตรวจพบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียซ่ึง

เป็นแบคทีเรียที่ใชเ้มทานอลเป็นแหล่งพลงังานและแหล่งคาร์บอนเพือ่การเจริญอาศยัอยูบ่นผวิใบ

พชืได ้เน่ืองจากเมทานอลที่พชืสร้างจะถูกปลดปล่อย นอกจากน้ียงัอาจพบเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียอาศยัอยูร่่วมกบัแบคทีเรียที่ใชมี้เทนเพือ่การเจริญ (methanotroph) ไดด้ว้ย เน่ืองจาก

แบคทีเรียกลุ่มหลงัน้ีเม่ือใชมี้เทนแลว้จะปลดปล่อยเมทานอลออกมา ทาํใหเ้มทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียสามารถนาํเมทานอลไปใชใ้นกระบวนการเมแทบอลิซึมต่อไป และยงัมีรายงานวา่เมทิล

โลโทรฟิกแบคทีเรียที่อาศยัอยูบ่นผวิใบพชืนั้นสามารถส่งเสริมการเจริญของพชืได ้โดยตรวจพบ

การสร้างฮอร์โมนพชื ไดแ้ก่ กรดอินโดล-3-อะซิติก (indole-3-acetic acid, IAA) ที่เมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียผลิตไดจ้าก tryptophan ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนที่พชืสร้างและปล่อยออกมา กรดอินโดล-3-อะ

ซิติกจดัอยูใ่นกลุ่มของออกซินที่เป็นอนุพนัธข์องสารประกอบอินโดลทีมี่ความสาํคญัและพบมาก

ที่สุด ซ่ึงทาํหนา้ทีส่่งเสริมการเจริญของพชืโดยช่วยกระตุน้การแบ่งเซลล ์การยดืขยายตวัของเซลล ์

และการเจริญเปล่ียนแปลงของเซลลใ์นกระบวนการเติบโต 

 

ปัจจุบนัยงัไม่มีรายงานการรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียบนผวิใบพชืที่แยกในประเทศ

ไทย รวมทั้งการศึกษาความสามารถของแบคทีเรียกลุ่มน้ีในการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก งานวจิยั

น้ีจึง มีวตัถุประสงคเ์พือ่แยกและรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียบนผวิใบพชื การระบุช่ือของ

แบคทีเรียที่แยกได ้รวมทั้งการคดัเลือกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิ

ติก และตรวจสอบลกัษณะเฉพาะทีส่นบัสนุนการเจริญของพชื ไดแ้ก่ การสร้างไซเดอโรฟอร์และ

การละลายฟอสเฟต ซ่ึงขอ้มูลที่ไดจ้ะเป็นประโยชน์ต่อการนาํแบคทีเรียกลุ่มน้ีไปใชเ้ป็นอีกทางเลือก

หน่ึงในการเพิม่ผลิตผลทางการเกษตรอนัก่อใหเ้กิดประโยชนท์างเศรษฐกิจของประเทศไดใ้น

อนาคต โดยอาจนาํแบคทีเรียที่คดัเลือกแลว้วา่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดดี้ไปใชป้ระโยชน์กบั

พชืไดท้ั้งการนาํแบคทีเรียไปผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก แลว้นาํไปฉีดพน่ใหก้บัพชื หรือการใชต้วั

เซลลโ์ดยตรง โดยอาจเพาะเช้ือลงในดินเพือ่ใหแ้บคทีเรียมีการเจริญบริเวณรอบราก แลว้สร้างสารที่

สนบัสนุนการเจริญของพชื 
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วตัถุประสงค์ 

 

1.  เพือ่แยกและรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อยูบ่นผวิใบพืช 

 

2.  เพือ่จดัจาํแนกและระบุช่ือของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่รวบรวมได ้

 

3.  เพือ่คดัเลือกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก 
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การตรวจเอกสาร 

 

เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 

 

เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย คือ แบคทีเรียที่สามารถใชส้ารประกอบที่มีคาร์บอน 1 อะตอม

เป็นองคป์ระกอบ โดยใชส้ารประกอบน้ีเป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังานเพือ่การเจริญ 

(Anthony, 1982) ซ่ึงสารประกอบที่มีคาร์บอน 1 อะตอมเป็นองคป์ระกอบ ไดแ้ก่ เมทานอล 

ฟอร์มาลดีไฮด ์เมทิลเอมีน มีเทน โบรโมมีเทน และไดโคลโรมีเทน  

 

เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มหลกั ขึ้นอยูก่บัการใชส้ารประกอบคาร์บอนที่

เป็นซบัสเตรต คือ กลุ่มที่เป็น obligate methylotrophic bacteria หมายถึง แบคทีเรียที่ใชไ้ดเ้ฉพาะ

สารประกอบที่มีคาร์บอนหน่ึงอะตอมเป็นซบัสเตรต ตวัอยา่งแบคทีเรียในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ 

Methylophilus quaylei ส่วน facultative methylotrophic bacteria คือ แบคทีเรียที่นอกจากจะ

สามารถใชส้ารประกอบที่มีคาร์บอนหน่ึงอะตอมเป็นซับสเตรตแลว้ ยงัสามารถใชส้ารประกอบที่มี

คาร์บอนหลายอะตอม เช่น กลูโคส หรือ ฟรุคโตส เป็นตน้ ตวัอยา่งแบคทเีรียในกลุ่มน้ี เช่น 

Methylobacterium extorquens, Ancylobacter dichloromethanicus, Hansschlegelia plantiphila 

รวมถึงพวก pink-pigmented  facultative methylotroph (PPFM) เช่น Methylobacterium 

mesophilicum เป็นตน้ (Trotsenko et al., 2001) 

 

การตรวจพบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย อาจพบไดท้ี่ใบและรากของพชื (Trotsenko et al., 

2001) และอาจตรวจพบไดท้ัว่ไปในธรรมชาติทั้งในนํ้ า และดิน (Vorholt, 2002) โดยเมทิลโลโทร

ฟิกแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่ตรวจพบนั้นมกัมีโคโลนีสีชมพ ูจึงเรียกวา่ pink-pigmented facultative 

methylotroph (PPFM) ซ่ึงในปัจจุบนัไดมี้การคน้พบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่ไม่ไดอ้ยูใ่นกลุ่ม 

PPFM เช่น เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีเหลือง รูปร่างไม่แน่นอนจดัอยูใ่นสกุล 

Xanthobacter หรือ เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไม่มีสี รูปร่างกลม จดัอยูใ่นสกุล Paracoccus เป็นตน้ 

(Doronina and Trotsenko, 2000) อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่พชืบางชนิดอาจไม่พบ PPFM อาศยัร่วม

อยูด่ว้ยก็ได ้เช่น ตน้มะกอก เป็นตน้ (Hirano and Upper, 2000) 

 

การตรวจพบเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียไดต้ามส่วนต่างๆ ของพชื เช่น ใบ ราก เป็นตน้ 

เน่ืองมาจากพชืปล่อยเมทานอลที่เกิดจากกระบวนการออกซิเดชนัของมีเทน จากการไฮโดรไลซิส

เมทิลอีเทอร์และเอสเทอร์ที่มีอยูใ่นเพกตินและลิกนิน ซ่ึงเป็นสารประกอบหลกัในโครงสร้างของ
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พชื แลว้เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อาศยัอยูบ่ริเวณใบพชืจึงนาํเมทานอลไปใชเ้พือ่การเจริญของ

แบคทีเรีย มกัพบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียอาศยัอยูร่่วมกบัแบคทีเรียที่สามารถใชมี้เทนได ้

(methanotroph) เน่ืองจากแบคทีเรียกลุ่มที่ใชมี้เทน จะปล่อยเมทานอลออกมา ซ่ึงเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียก็จะนาํเมทานอลไปใชใ้นกระบวนการเมแทบอลิซึมและเพือ่การเจริญต่อไป 

 

ความสมัพนัธร์ะหวา่งเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียกบัพชืเป็นความสมัพนัธแ์บบพึ่งพาอาศยั

ซ่ึงกนัและกนั (mutualism) โดยแบคทีเรียใชเ้มทานอลซ่ึงเป็นของเสียจากเมแทบอลิซึมของพชื 

และในขณะเดียวกนัแบคทีเรียก็จะผลิตสารประกอบที่ช่วยสนบัสนุนการเจริญเติบโตชองพชื เช่น 

indole-3-acetic acid, cytokinin, 1-aminocyclopropane-1-carboxylate (ACC) deaminase, vitamin 

เป็นตน้  

 

แหล่งของเมทานอลส่วนใหญ่ที่ไดจ้ากพชืเกิดจากกระบวนการ demethylation ของเพกติน 

ที่บริเวณผนงัเซลลโ์ดยกิจกรรมของเอนไซม ์pectin methylesterase และอาจไดจ้ากกระบวนการอ่ืน

ดว้ย เช่น การยอ่ยลิกนินใน secondary cell wall หรือเป็นสารส่ือกลางที่ไดจ้ากวถีิ tetrahydrofolate 

โดยเอนไซม ์protein methyltransferase และนอกจากเมทานอลแลว้พชืชั้นสูงอาจสามารถผลิต

สารประกอบ methylate amine อีกดว้ย (Trotsenko et al., 2001) 

 

เมแทบอลิซึมของเมทานอลในเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 

 

เมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย คือ การเปล่ียนเมทานอลใหเ้ป็นฟอร์มาลดีไฮด ์

ซ่ึงเป็นสารมธัยนัตร์ที่เป็นศูนยก์ลางของกระบวนการเมแทบอลิซึมของเมทานอล (ภาพที่ 1) 

ฟอร์มาลดีไฮดท์ี่เกิดขึ้นในระหวา่งการเจริญจากการรีดิวซ์คาร์บอนหน่ึงอะตอม เกี่ยวขอ้งทั้งใน 

เมแทบอลิซึมการสร้างพลงังานหรือดิสซิมิเลชนั และการสร้างองคป์ระกอบของเซลลห์รือแอสซิ

มิเลชนัของคาร์บอน ขั้นตอนแรกของเมแทบอลิซึมของเมทานอลโดยเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย คือ 

ปฏิกิริยาออกซิเดชนัของเมทานอลไดเ้ป็นฟอร์มาลดีไฮด ์หลงัจากนั้นจึงเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัของ

ฟอร์มาลดีไฮดเ์ป็นคาร์บอนไดออกไซด ์ซ่ึงการเปล่ียนแปลงส่วนน้ีจะเกิดขึ้นในไซโทพลาซึมของ

เซลล ์
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ภาพที ่1  ฟอร์มาลดีไฮดเ์ป็นศูนยก์ลางการเกิดกระบวนการเมแทบอลิซึมของเมทิลโลโทรฟิก 

   แบคทีเรีย 

 

ที่มา: Vorholt (2002) 

 

ดิสซิมิเลชันของเมทานอล 

 

ดิสซิมิเลชนัของเมทานอลเป็นกระบวนการสร้างพลงังานเพือ่นาํไปใชใ้นการสร้าง

องคป์ระกอบของเซลล ์โดยการออกซิไดส์เมทานอลไปเป็นฟอร์มาลดีไฮดด์ว้ยเอนไซม ์methanol 

dehydrogenase จากนั้นฟอร์มาลดีไฮดถู์กออกซิไดส์ต่อไปเป็นกรดฟอร์มิก โดยกระบวนการ

ออกซิเดชนัของฟอร์มาลดีไฮดน์ั้นจะอาศยัโคแฟกเตอร์หรือโคเอนไซมช์นิดต่างๆ ขึ้นกบัชนิดของ

เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย หลงัจากนั้นกรดฟอร์มิกจะถูกออกซิไดส์ต่อไป ไดเ้ป็น

คาร์บอนไดออกไซดแ์ละนํ้ าในที่สุด 

 

แอสซิมิเลชันของเมทานอล 

 

แอสซิมิเลชนัของเมทานอลเป็นกระบวนการใชพ้ลงังานเพือ่สร้างองคป์ระกอบของเซลล ์

คือ เม่ือเมทานอลถูกออกซิไดส์โดยเอนไซม ์methanol dehydroganase (MDH) ไดเ้ป็น

ฟอร์มาลดีไฮดแ์ลว้ ฟอร์มาลดีไฮดจ์ะถูกเปล่ียนเป็นคาร์บอนไดออกไซดห์รืออาจถูกนาํไปสร้าง
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องคป์ระกอบของเซลล ์(Zahn et al., 2001) ซ่ึงการสร้างองคป์ระกอบของเซลลจ์ะเกิดขึ้นไดโ้ดยการ

ตรึงฟอร์มาลดีไฮดซ่ึ์งเป็นสารมธัยนัตร์เขา้สู่วฏัจกัรต่างๆ โดยเกิดขึ้นได ้3 วถีิ คอื (Anthony, 1982) 

 1.  Ribulose monophosphate cycle (RuMP) 

 2.  Serine cycle 

 3.  Ribulose bisphosphate cycle (RuBP) 

 

การแยกเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อยู่ร่วมกับพืช 

 

มีรายงานการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แสดงใหเ้ห็นวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย

หลายชนิด มีถ่ินอาศยัอยูร่่วมกบัพชืหลายชนิดเช่นกนั 

 

Balachandar et al. (2008) แยก Pink-Pigmented Facultative Methylotrophs (PPFMs) ได ้

62 ไอโซเลต จากใบฝ้าย ขา้วโพด และทานตะวนั บนอาหาร ammonium mineral salt (AMS) agar 

ที่เติมเมทานอล 0.5 เปอร์เซ็นต ์หลงัจากนั้นนาํ PPFMs ที่แยกไดม้าศึกษารูปแบบการใชแ้หล่ง

คาร์บอน ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่ แบคทเีรีย 30 ไอโซเลต มีรูปแบบการใชแ้หล่งคาร์บอนเหมือนกบั 

Methylobacterium thiocyanatum คิดเป็น 48.37 เปอร์เซ็นต ์พบ M. aminovorans และ M. suomiense 

ชนิดละ 10 ไอโซเลต และพบ M. extorquens, M. fujisawaense และ M. zatmanii ชนิดละ 4  

ไอโซเลต 

 

Schauer and Kutschera (2008) ศึกษาการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจากส่วนต่างๆ 

(ดอก ใบ และราก) ของตน้ทานตะวนั โดยใชอ้าหาร ammonium salts solution (AMS) ที่เติมเมทา

นอล 1 เปอร์เซ็นต ์และ11ไซโคลเฮกซิ11ไมด ์50 ไมโครโมลาร์ โดยนาํดอกและใบมาแปะลงบนอาหาร 

AMS ส่วนรากนาํมาลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ก่อนที่นาํมาแปะลงบนอาหาร AMS บ่มที่ 26 องศาเซลเซียส ใน

ที่มืด เป็นเวลาอยา่งนอ้ย 7 วนั พบวา่แยกได ้Methylobacterium mesophilicum 18.2 เปอร์เซ็นต ์M. 

extorquens 15.2 เปอร์เซ็นต ์M. radiotolerans 3.0 เปอร์เซ็นต ์Methylobacterium sp. 63.6 

เปอร์เซ็นต ์จากตวัอยา่งดอกทานตะวนั และแยกได ้Methylobacterium mesophilicum 28.6 

เปอร์เซ็นต ์M. radiotolerans 9.5 เปอร์เซ็นต ์Methylobacterium sp. 61.9 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่พบ M. 

extorquens จากตวัอยา่งใบทานตะวนัเลย ส่วนรากนั้นพบ Methylobacterium mesophilicum 31.8 

เปอร์เซ็นต ์M. extorquens 36.4 เปอร์เซ็นต ์M. radiotolerans 4.5 เปอร์เซ็นต ์Methylobacterium sp. 

27.3 เปอร์เซ็นต ์สาํหรับการที่ไม่พบ M. extorquens ที่ใบของตน้ทานตะวนันั้น อาจเน่ืองจาก

แบคทีเรียชนิดน้ีสามารถเจริญในซบัสเตรตอ่ืนไดดี้กวา่เมทานอลที่ปลดปล่อยออกมาจากใบ 
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 Kumar and Lee (2009) ศึกษาลกัษณะของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากใบสะเดา

ในประเทศฟิลิปปินส์ โดยใชอ้าหาร ammonium mineral salt (AMS) agar ที่เติมเมทานอล 0.5 

เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจากตวัอยา่งใบสะเดาทั้งหมด 15 ตวัอยา่ง แยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียได ้20 ไอโซ

เลต และใชอ้าหาร glycerol peptone agar (GPA), ammonium mineral salt agar และ tryptic soy 

agar (TSA) ในการศึกษาลกัษณะของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้พบวา่อาหารที่เหมาะสม

คือ glycerol peptone agar (GPA) เน่ืองจาก GPA เป็น enrich medium จึงทาํใหเ้มทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียเจริญไดร้วดเร็ว ในขณะที่ AMS เป็น minimal medium จึงทาํใหแ้บคทีเรียเจริญไดช้า้กวา่ 

แต่ในอาหาร TSA พบวา่แบคทเีรียไม่สามารถเจริญหรือเจริญไดน้อ้ย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ 

Carvajal et al. (2006) ในแง่ของลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลท์ีศ่กึษา

สณัฐานวทิยาและชีวเคมีของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย พบวา่เซลลติ์ดสีแกรมลบ มีรูปร่างท่อน และ

รูปร่างคอ็กโคบาซิลไลโคโลนีกลมนูนสีชมพ ูและชมพอูมสม้ ขอบเรียบ ผวิหนา้เรียบแวววาวและ

พบวา่ทกุไอโซเลตมีการสร้าง poly-ß-hydroxybutyrate granule และเอนไซมค์าตาเลสและส่วนใหญ่

จะใหผ้ลบวกของการทดสอบการสร้างเอนไซมย์รีูเอส ออกซิเดส และการใชซิ้เตรต แต่ใหผ้ลลบ

ของการทดสอบการสร้างเอนไซมอ์ะไมเลส 

 

 Doronina et al. (2002) แยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสายพนัธุ ์F20 จากตวัอยา่งดินใน

ประเทศฟินแลนด ์และสายพนัธุ ์RXM จากส่ิงปฏิกูลในประเทศโปรตุเกส ซ่ึงทั้ง 2 สายพนัธุถู์ก

นาํมาวเิคราะห์ทางดา้นฟีโนไทป์และจีโนไทป์ ไดแ้ก่ คุณสมบติัของเซลลแ์ละกระบวนการเมแทบอ

ลิซึม ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA และ DNA-DNA hydridization ผลการศึกษาพบวา่เป็น 

PPFM ซ่ึงจดัในสกลุ Methylobacterium และเป็นแบคทีเรียชนิด (sp.) ใหม่ จึงไดท้าํการเสนอช่ือเป็น 

Methylobacterium suomiense F20T และ Methylobacterium lusitanum RXM

 

T 

ในปี 2004 Akem et al. รายงานการคน้พบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียชนิดใหม่ จากตน้ป๊อป

ลาร์ (Populus deltoids x nigra DN34) ที่คดัแยกดว้ยอาหาร Luria-Bertani (LB) ทีผ่สมดว้ยฟรุคโตส 

หรือบนอาหาร methanol mineral medium  และพบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดมี้ลาํดบั 

นิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene สมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบั Methylobacterium thiocyanatum, M. 

extorquens, M. zatmanii และ M. rhodesianum ตามลาํดบัจากมากไปนอ้ย และเม่ือนาํมาทาํ DNA-

DNA hydridization พบวา่ดีเอ็นเอของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดก้บัเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียที่เปรียบเทียบมีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกนั อยูร่ะหวา่ง 15-59 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงแสดงใหเ้ห็น

วา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดเ้ป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ จึงไดเ้สนอช่ือชนิดใหม่เป็น 

Methylobacterium populi BJ001T 
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Jourand et al. (2004) แยกไดเ้มทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียชนิดใหม่ Methylobacterium 

nodulans ORS2060T

C. perrottetii และ C. podocarpa จาก 5 พื้นที่ที่แตกต่างกนัของประเทศเซเนกลั โดยแยกแบคทีเรีย

ไดท้ั้งหมด 72 ไอโซเลต ซ่ึงไม่สร้างรงควตัถุ เม่ือนาํมาวเิคราะห์รูปแบบของโปรตีนดว้ย SDS-

PAGE พบวา่รูปแบบของโปรตีนทั้งหมดของแบคทีเรียที่แยกไดจ้ดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั แต่แตกต่าง

จากสมาชิกอ่ืนๆ ในกลุ่มแบคทีเรียที่สร้างปมรากพชืตระกูลถัว่ (legume root-nodule-forming 

bacteria) และจากการศึกษา 16S rRNA gene ดว้ยเทคนิค PCR-RFLP ช้ีใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียที่แยกได้

อยูใ่นสกลุ Methylobacterium ซ่ึงสามารถเจริญบนสารประกอบคาร์บอน 1 อะตอม เช่น เมทานอล 

ฟอร์เมต และฟอร์มาลดีไฮด ์แต่ไม่สามารถเจริญและใชเ้มทิลเอมีนเป็นแหล่งคาร์บอนได ้พบวา่มียนี 

maxF ที่สร้างเอนไซม ์methanol dehydrogenase ซ่ึงเป็นการสนบัสนุน methylotrophic metabolism 

และยงัพบวา่มียนี nodA และยนี nifH ซ่ึงควบคุมการเกิดปมรากของพชืตระกลูถัว่และช่วยตรึง

ไนโตรเจนได ้ซ่ึงเป็นลกัษณะพเิศษที่แตกต่างจากแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่อยูใ่นสกุล Methylobacterium  

 จากปมรากของพชืตระกลูถัว่ 3 ชนิด ไดแ้ก่ Crotalaria glaucoides  

  

Kang et al. (2007) คน้พบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสายพนัธุใ์หม่ Methylobacterium 

platani PMB02T ที่แยกไดจ้ากใบของตน้ Platanus orientalis เม่ือเล้ียงบนอาหาร TYG 

(ประกอบดว้ย tryptone 0.5 เปอร์เซ็นต ์yeast extract 0.25 เปอร์เซ็นต ์และ glucose 0.1 เปอร์เซ็นต)์ 

มีลกัษณะโคโลนีกลม สีชมพ ูขนาด 0.2-1.5 มิลลิเมตร หลงัจากเล้ียงไป 3 วนั เซลลมี์รูปร่างท่อน ติด

สีแกรมลบ  การทดสอบการสร้างเอนไซมอ์อกซิเดสและคาตาเลสใหผ้ลเป็นบวก และสามารถเจริญ

ไดท้ี่ 20-30 องศาเซลเซียส ทีพ่เีอช 6-8 ในอาหารท่ีประกอบดว้ยโซเดียมคลอไรดน์อ้ยกวา่ 1 

เปอร์เซ็นต ์จากการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene จดัสายพนัธุ์ PMB02T อยูใ่น

สกลุ Methylobacterium และมีความสมัพนัธใ์กลเ้คียงกบั M. aquaticum 97.7 เปอร์เซ็นต ์และ M. 

variabile 97.4 เปอร์เซ็นต ์เม่ือนาํมาทาํ DNA-DNA hybridization ระหวา่งสายพนัธุ ์PMB02T และ 

M. aquaticum CCM 7218T และ M. variabile GR3T

 

 มีค่าความสมัพนัธน์อ้ยกวา่ 32 เปอร์เซ็นต ์ 

Madhaiyan et al. (2007) คน้พบ PPFM ชนิดใหม่ Methylobacterium oryzae CBMB20T ซ่ึง

แยกไดจ้ากเน้ือเยือ่ลาํตน้ขา้ว โดยทีส่ายพนัธุ ์CBMB20Tสามารถใช ้1-aminocyclopropane-1-

carboxylate (ACC) เป็นแหล่งไนโตรเจน และสามารถผลิตเอนไซม ์ACC deaminase มีปริมาณ 

G+C 70.6 โมลเปอร์เซ็นต ์จากการวเิคราะห์ลาํดบัของ 16S rRNA gene ช้ีใหเ้ห็นวา่สายพนัธุ ์

CBMB20T มีความสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบั Methylobacterium fujisawaense, M. radiotolerans และ M. 

mesophilicum แต่อยา่งไรก็ตามคา่ของการทาํ DNA-DNA hybridization มีค่าความเหมือนนอ้ยกวา่ 

70 เปอร์เซ็นต ์ 
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นอกจากสกลุ Methylobacterium แลว้ ยงัมีรายงานการแยกเมทลิโลโทรฟิกแบคทเีรียสกลุ

อ่ืนๆ เช่น Doronina et al. (2004) ไดท้าํการแยกแบคทีเรียชนิดใหม่ Methylobacillus pratensis F31T 

จากตน้ meadow grass (Poa trivialis L.) จาก city park ในเมือง Helsinki ซ่ึงผลการวเิคราะห์

ทางดา้นฟีโนไทป์และจีโนไทป์ พบวา่มีความสมัพนัธก์บักลุ่มของ obligate methylotrophic non-

methane utilizing bacteria และจากการวเิคราะห์ phylogenetic แสดงใหเ้ห็นวา่แบคทเีรียสายพนัธุ ์

F31T มีความสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบั Methylobacillus 95-97 เปอร์เซ็นต ์และทาํการวเิคราะห์กรดไขมนั

เพือ่เป็นการยนืยนัความสมัพนัธก์บัสกุล Methylobacillus หลงัจากนั้นนาํมาทาํ DNA-DNA 

hydridization พบวา่มีความใกลเ้คยีงกบั Methylobacillus glycogens ATCC29475T และ M. 

flagellatus DSM6875T

 

 อยูใ่นช่วงระหวา่ง 28-34 เปอร์เซ็นต ์ 

Ivanova et al. (2007) ไดเ้สนอสกลุและชนิดใหม่ของ facultative methylotrophic 

bacterium ที่แยกไดจ้าก lilac bud, linden bud และ blue spruce needle ที่เก็บในฤดูหนาวที่ -17  

องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นแบคทเีรียแอโรบคิ ติดสีแกรมลบ ท่อนสั้น ไม่สามารถเคล่ือนทีไ่ด ้โคโลนีไม่

มีสี เป็นแบคทเีรียพวก neutrophilic และ mesophilic bacteria มีการใชว้ถีิ ribulose bisphosphate 

และวถีิ serine ในการใชส้ารประกอบคาร์บอน 1 อะตอม ในการเจริญ สามารถสร้างฮอร์โมนพชื 

(ออกซิน และไซโตไคนิน) และวติามินบ ี12  มีกรดไขมนัอ่ิมตวัชนิด C16:0 กรดไขมนัไม่อ่ิมตวัชนิด 

C18:1ω7C และ cyclopropane C19 cyc เป็นองคป์ระกอบหลกัมี ubiquinone หลกัเป็น Q-10  มีปริมาณ 

G+C 68.5±0.2 โมลเปอร์เซ็นต ์และจากการศึกษาวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene 

และ DNA-DNA hybridization (72-86 เปอร์เซ็นต)์ แสดงใหเ้ห็นวา่สายพนัธุ์ S1
T เป็น autotrophic 

methanol utilizing bacteria ซ่ึงจดัอยู ่Alphaproteobacteria จากการศึกษาลกัษณะต่างๆ โดยรวมได้

เสนอสกุลและชนิดใหม่เป็น Hansschlegelia plantiphila S1

 

T 

นอกจากเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกจากพชืแลว้ ยงัมีรายงานวา่พบเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียไดจ้ากส่ิงแวดลอ้มทัว่ไป เช่น Gallego et al. (2005) ไดท้าํการตรวจหาประชากรแบคทีเรีย

ในนํ้ าด่ืมของเทศบาลใน Seville ประเทศสเปน ซ่ึงสามารถแยกแบคทเีรีย PPFM ได ้4 สายพนัธุ ์ซ่ึง

เป็นแบคทเีรียสปีชีส์ใหม่ไดแ้ก่ GP34T GR16T GR3T และ AR24T ซ่ึงเม่ือวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอ

ไทดข์อง 16S rDNA พบวา่มีความเหมือนกบัสกลุ Methylobacterium โดยที่สายพนัธุ ์GP34T มีค่า

ความคลา้ยคลึงกบั type strain ของ Methylobacterium radiotolerans (96.6 เปอร์เซ็นต)์ และ M. 

fujisawaense (96.4 เปอร์เซ็นต)์ สายพนัธุ ์GR16T มีค่าความคลา้ยคลึงกบั M. extorquens (96.0 

เปอร์เซ็นต)์ และ M. rhodesianum (95.8 เปอร์เซ็นต)์ สายพนัธุ ์GR3T มีค่าความคลา้ยคลึงกบั M. 

aquaticum (97.4 เปอร์เซ็นต)์ และสายพนัธุ ์AR24T มีค่าความคลา้ยคลึงกบั M. nodulans (98.1 
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เปอร์เซ็นต)์ และจากการศึกษาลกัษณะเฉพาะทางดา้นฟีโนไทป์และจีโนไทป์ และ DNA-DNA 

hybridization เป็นการยนืยนัวา่ทั้ง 4 สายพนัธุ ์เป็นแบคทีเรียชนิด (species) ใหม่ ดงันั้น Gallego et 

al. จึงไดเ้สนอช่ือแบคทีเรียชนิดใหม่น้ีเป็น Methylobacterium hispanicum GP34T 

Methylobacterium aquaticum GR16T Methylobacterium variabile GR3T และ Methylobacterium 

isbiliense AR24T

 

 ตามลาํดบั 

Weon et al. (2008) แยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสายพนัธุ์ใหม่ Methylobacterium iners 

5317S-33T และ Methylobacterium aerolatum 5413S-11T จากอากาศ โดยนาํมาศึกษาลกัษณะทางฟี

โนไทป์ กรดไขมนั และการวเิคราะห์ลาํดบัของ 16S rRNA gene พบวา่จากการวเิคราะห์ลาํดบัของ 

16S rRNA gene ทั้งสองสายพนัธุจ์ดัอยูใ่นสกลุ Methylobacterium ซ่ึงสายพนัธุ ์5317S-33T มี

ความสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบั M. adhaesivum AR27T (97.9 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนสายพนัธุ์ 5413S-11T มี

ความสมัพนัธใ์กลเ้คยีงกบั M. fujisawaense DSM5686T (97.3 เปอร์เซ็นต)์ M. oryzae CBMB20T 

(97.1 เปอร์เซ็นต)์ และ M. radiotolerans JCM2831T (97.0 เปอร์เซ็นต)์ เซลลข์องทั้ง 2 สายพนัธุ ์มี

รูปร่างท่อน ติดสีแกรมลบ strictly aerobic และสามารถเคล่ือนที่ได ้มีกรดไขมนั C18:1ω7C เป็น

องคป์ระกอบหลกั มีปริมาณ G+C 68.0 โมลเปอร์เซ็นตข์องสายพนัธุ์ 5317S-33T และ 73.2 โมล

เปอร์เซ็นตข์องสายพนัธุ์ 5413S-11T และจากขอ้มูลของการทาํ DNA-DNA hybridization แสดงให้

เห็นวา่สายพนัธุ์ 5317S-33T มีค่าความเหมือนกบั M. adhaesivum DSM 17169T 33 เปอร์เซ็นต ์และ

สายพนัธุ์ 5413S-11T มีค่าความเหมือนกบั M. fujisawaense DSM5686T M. oryzae CBMB20T และ 

M. radiotolerans DSM1819T

 

 นอ้ยกวา่ 35 เปอร์เซ็นต ์ 

Firsova et al. (2009) คน้พบ aerobic facultative methylotroph ชนิดใหม่ที่แยกไดจ้ากดินที่

ปนเป้ือนสารไดคลอโรมีเทน ซ่ึงแบคทีเรียสายพนัธุ ์DM16 ติดสีแกรมลบ ไม่สร้างสปอร์ ไม่

สามารถเคล่ือนทีไ่ด ้รูปร่างท่อนโคง้ ชอบเจริญสภาวะทีเ่ป็นกลางและอุณหภูมิทีเ่ป็นกลาง สามารถ

ใชไ้ดคลอโรมีเทน เมทานอล ฟอร์เมท และฟอร์มาลดีไฮด ์ รวมถึงสารประกอบคาร์บอนหลาย

อะตอม โดยที่สายพนัธุ ์DM16 ใชว้ถีิ ribulose bisphosphate ในการใชส้ารประกอบคาร์บอน 1 

อะตอมเพือ่การเจริญ มีปริมาณ G+C 64.5 โมลเปอร์เซ็นต ์มี ubiquinone หลกัเป็น Q-10 มีกรด

ไขมนัชนิด C18:1ω7C เป็นองคป์ระกอบหลกัคิดเป็น 58.6 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาเป็นกรดไขมนัชนิด 

cyclo-C19:0ω8C (34.8 เปอร์เซ็นต)์ และกรดไขมนัอ่ิมตวัชนิด C16:0 (3.2 เปอร์เซ็นต)์ และจากการ

วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rRNA gene และ DNA-DNA hybridization แสดงใหเ้ห็นวา่ 

สายพนัธุ ์DM16 จดัอยูใ่นสกลุ Ancylobacter และแตกต่างจากสมาชิกอ่ืนๆ ของสกลุน้ี จึงไดเ้สนอ

ช่ือชนิดใหม่เป็น Ancylobacter dichloromethanicus DM16T 



12 
 

อนุกรมวธิานของแบคทีเรีย 

 

อนุกรมวธิาน (Taxonomy มาจากรากศพัทล์าติน คือ Taxon = ลาํดบั) เป็นสาขาวชิาหน่ึง

ของกลุ่มชีววทิยาซ่ึงเป็นการจดัจาํแนกส่ิงมีชีวติออกเป็นหมวดหมู่ ซ่ึงกลุ่มส่ิงมีชีวติที่คลา้ยกนัใหอ้ยู่

ในกลุ่มเดียวกนัโดยหลกัการสาํคญัของอนุกรมวธิานคือ 

 1.  การจดัจาํแนกส่ิงมีชีวติออกเป็นหมวดหมู่ (classification) 

 2.  การตั้งช่ือส่ิงมีชีวติ (nomenclature) 

 3.  การระบุหรือพสูิจน์หรือตรวจสอบชนิดส่ิงมีชีวติ (identification) 

 

การจัดจําแนก (Classification) 

 

 การจาํแนกแบคทเีรียอาศยัหลกัการหลายประการ เช่น รูปร่างเซลล ์โครงสร้างเซลล ์การติด

สีแกรม ส่วนประกอบภายในของเซลล ์สรีรวทิยาของเซลล ์ปฏกิิริยาทางชีวเคมี การทดสอบทาง 

ซีโรโลย ีและการทดสอบลกัษณะเฉพาะระดบัโมเลกุล เป็นตน้ 

 

สาํหรับการศึกษาอนุกรมวธิานของแบคทีเรีย ใชห้นงัสือ Bergey, 

 

s Manual of Systematic 

Bacteriology ซ่ึงฉบบัที่ใชปั้จจุบนัเป็นฉบบัพมิพค์ร้ังที่ 2 ปี ค.ศ. 2005 (Brenner et al., 2005) เป็น

มาตรฐานอา้งอิงในการจดัจาํแนกแบคทีเรีย ซ่ึงจดัแบคทีเรียอยูโ่ดเมนยแูบคทีเรียตามระบบ 3 

โดเมน (three domain) และสามารถจดัแบคทีเรียอยูใ่นอาณาจกัรโมเนอรา ตามระบบอาณาจกัรที่ 

Whittaker จดัแบ่งส่ิงมีชีวติไว ้5 อาณาจกัร ตามความตอ้งการสารอาหาร 

การต้ังช่ือ (Nomenclature) 

 

 การตั้งช่ือแบคทีเรียอาศยัหลกัการที่ถูกกาํหนดโดยคณะกรรมการสากลซ่ึงมีการตั้งกฎของ

การตั้งช่ือแบคทเีรียและไวรัสออกมาเป็นรหสั เรียกวา่ The International Code of Nomenclature of 

Bacteria and Viruses ต่อมาแยกเป็น The International Code of Bacteria ในปี ค.ศ. 1974 

 

 การตั้งช่ือแบคทีเรียอาศยัระบบไบโนเมียล (binomial system) ซ่ึงประกอบดว้ย 2 ส่วน คอื 

ส่วนแรกเป็นช่ือสกุลและส่วนที่สองเป็นช่ือชนิด (sp.) โดยเขยีนดว้ยตวัเอนทั้ง 2 ส่วน หรือเขยีนตวั

ตรงและขดีเสน้ใตท้ั้ง 2 ส่วนแยกกนั เช่น Methylobacterium extorquens หรือ Methylobacterium 

extorquens ซ่ึงช่ือสกลุสามารถเขยีนตวัยอ่ไดโ้ดยเขยีนเฉพาะอกัษรตวัแรกเป็นตวัพมิพใ์หญ่ตวัเอน

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B4%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%8A%E0%B8%B5%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%95�
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หรือตวัตรงและขดีเสน้ใต ้และตามดว้ยจุด เช่น M. extorquens หรือ M. extorquens

  

 แต่ช่ือชนิดตอ้ง

เขยีนช่ือเตม็เสมอ และจะเขยีนเด่ียวๆ ไม่ได ้ตอ้งเขยีนคู่ช่ือสกลุเสมอ 

 การตั้งช่ือแบคทีเรียอาจมีที่มาไดห้ลายอยา่ง 

 1.  การตั้งช่ือตามรูปร่างและคุณสมบติัของแบคทีเรีย 

 2.  การตั้งช่ือตามแหล่งที่อยูข่องแบคทีเรีย 

 3.  การตั้งช่ือตามลกัษณะของโรคติดเช้ือที่ก่อ 

 4.  การตั้งช่ือตามผูค้น้พบ 

 5.  การตั้งช่ือตามสถานที่คน้พบแบคทีเรีย เป็นตน้ 

 

 ในแบคทีเรียบางชนิดมีความแตกต่างระดบัชนิดได ้จึงแบ่งออกเป็น varieties หรือสายพนัธุ์

ต่างๆ ได ้เช่น Streptococcus lactis สายพนัธุที์่มีกล่ินเหมือนขา้วมอลต ์คือ S. lactis var. maltigens 

และพวกที่ยอ่ยเจลาตินไดค้ือ S. faecalis var. liquefaciens 

 

 ช่ือแบคทีเรียอาจถูกเปล่ียนแปลงหรือจดัอนุกรมวธิานใหม่ได ้หากมีหลกัฐานหรือมีการ

คน้พบใหม่ซ่ึงพบวา่วา่แบคทีเรียดงักล่าวมีการจดักลุ่มไม่ถูกตอ้ง และนอกจากน้ียงัมีการแยกเช้ือบาง

สายพนัธุอ์อกเป็นชนิดใหม่ หรือแยกเช้ือบางชนิดออกเป็นสกลุใหม่ หากพบวา่แบคทีเรียดงักล่าวมี

คุณสมบติัต่างจากแบคทีเรียที่เป็นสายพนัธุต์น้แบบ ซ่ึงช่ือของแบคทีเรียที่มีการเปล่ียนแปลงหรือ

การตั้งช่ือของแบคทีเรียที่ถูกคน้พบใหม่จะไดรั้บการยอมรับอยา่งเป็นทางการเม่ือไดรั้บพจิารณาจาก

คณะกรรมการสากล เช่น International Committee on Systematics of Prokaryotes (ภทัรชยั, 2551) 

 

 ในปัจจุบนัการศึกษาในระดบัโมเลกุลมีการพฒันากา้วหนา้อยา่งรวดเร็วจึงมีบทบาทอยา่ง

มากในการทาํใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงการจดัอนุกรมวธิานอยา่งต่อเน่ือง 

 

การระบุชนิดแบคทีเรีย (Identification) 

 

 การระบุชนิดหรือพสูิจน์หรือตรวจสอบชนิดของแบคทีเรีย อาศยัการทดสอบทาง

หอ้งปฏิบติัการซ่ึงสามารถทาํไดห้ลายวธีิ โดยลกัษณะที่ใชใ้นการระบุชนิดของแบคทีเรียมีอยู ่2 

ลกัษณะหลกัๆ คอื ลกัษณะเฉพาะทีใ่ชม้าตั้งแต่ดงัเดิม (classical characteristics) และลกัษณะเฉพาะ

ระดบัโมเลกุล (molecular characteristics) (สุรวิทย,์ 2545) 
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 1.  ลกัษณะเฉพาะทีใ่ชม้าตั้งแต่ดงัเดิม (classical characteristics) 

 

1.1  ลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยา  

  

ลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยามีประโยชน์ต่ออนุกรมวธิานของแบคทีเรียหลายๆ 

ดา้น เช่น ง่ายต่อการศึกษาและวเิคราะห์ เป็นตน้ ซ่ึงลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยาที่นาํมาใชใ้น

การจดัจาํแนกและระบชุนิดของแบคทเีรีย ไดแ้ก่ รูปร่าง ขนาด การจดัเรียงตวั และการติดสีแกรม

ของเซลล ์ความสามารถในการเคล่ือนที่ (การมีหรือไม่มีแฟลกเจลลา) รูปร่างและตาํแหน่งของเอน

โดสปอร์ สีของโคโลนี 

 

1.2  ลกัษณะเฉพาะทางสรีรวทิยาและเมแทบอลิซึม 

 

ลกัษณะเฉพาะทางสรีรวทิยาและเมแทบอลิซึมเป็นอีกลกัษณะเฉพาะหน่ึงที่สาํคญัที่

ใชใ้นการระบุชนิดของแบคทีเรีย เน่ืองจากมีความสมัพนัธโ์ดยตรงกบักิจกรรมและธรรมชาติของ

เอนไซมห์รือโปรตีนของแบคทเีรีย ซ่ึงเอนไซมห์รือโปรตีนเป็นผลผลิตของยนีจึงสามารถนาํขอ้มูล

เหล่าน้ีมาใชใ้นการเปรียบเทียบทางออ้มที่เก่ียวกบัจีโนมของแบคทีเรีย ซ่ึงลกัษณะเฉพาะทาง

สรีรวทิยาและเมแทบอลิซึมที่นาํมาใชใ้นการจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรีย ไดแ้ก่  

- แหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน 

- แหล่งพลงังาน 

- องคป์ระกอบของผนงัเซลล ์

- อุณหภูมิที่เหมาะสมตอ่การเจริญ 

- ความเป็นกรด-เบสที่เหมาะสมต่อการเจริญ 

- ความตอ้งการและการทนทานตอ่เกลือ 

- ความสามารถในการยอ่ยสารอาหาร 

- ความสมัพนัธก์บัออกซิเจน 

- การทดสอบลกัษณะเฉพาะทางชีวเคมี เช่น การทดสอบการสร้างเอนไซมค์าตาเลส 

(catalase test) การทดสอบการสร้างเอนไซมอ์อกซิเดส (oxidase test) การทดสอบการสร้างเอนไซม์

โคแอกกเูลส (coagulase test) การทดสอบ MR (methyl red test) การทดสอบ VP (Voges-Proskauer 

test) การทดสอบอินโดล (indole test) การทดสอบการใชซิ้เตรต (citrate utilization test) การ

ทดสอบการใชอ้ะซิเตต (acetate utilization test) การทดสอบการยอ่ยอาร์จินิน (arginine dihydrolase 

test) การทดสอบการยอ่ยเจลาติน (gelatin liquefaction test) การทดสอบการยอ่ยแป้ง (starch 
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hydrolysis test) การทดสอบการรีดิวซ์ไนเตรต (nitrate reduction test) การทดสอบการสร้างแก๊ส

ไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2

 

S production test) การทดสอบการสร้างเอนไซมย์รีูเอส (urease test) การ

ทดสอบการสร้างเอนไซมดี์คาร์บอกซิเลส (decarboxylase test) เป็นตน้ 

1.3  ลกัษณะเฉพาะทางนิเวศวทิยา 

 

แบคทีเรียที่มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกนัมากก็ยงัอาจมีความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน

เม่ือพจิารณาลกัษณะเฉพาะทางดา้นนิเวศวทิยา เช่น จุลินทรียที์่อาศยัอยูต่ามร่างกายมนุษยจ์ะมีความ

แตกต่างกนัรวมทั้งแตกต่างจากพวกทีเ่จริญในส่ิงแวดลอ้มทีเ่ป็นนํ้ าเคม็ นํ้ าจืด และบนบก 

 

2.  ลกัษณะเฉพาะระดบัโมเลกลุ (molecular characteristics) 

 

การศึกษาโครงสร้างพนัธุกรรมโดยเทคนิคระดบัโมเลกลุสามารถใชร้ะบุชนิดของ

แบคทีเรียตามความสมัพนัธข์องสายววิฒันาการ และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียที่เพาะเช้ือได้

ยากหรือไม่สามารถระบุชนิดไดด้ว้ยการทดสอบอ่ืนที่ทาํโดยทัว่ไป  

 

2.1  การวเิคราะห์อตัราส่วนของกรดนิวคลิอิกชนิด11กวันีน11

 

และไซโทซีน 

โดยแบคทีเรียที่มีความสมัพนัธก์นัใกลชิ้ดกนัมกัมีปริมาณรวมของกรดนิวคลิอิก

ชนิด11กวันีน11

 

และไซโทซีนในจีโนมในอตัราส่วนที่ใกลเ้คียงกนั 

2.2  การเปรียบเทียบโปรตีน 

 

โปรตีนทุกโมเลกุลประกอบดว้ยลาํดบักรดอะมิโนที่จาํเพาะและมีรูปร่างของ

โมเลกุลที่แน่นอน โปรตีนเป็นผลผลิตจากยนี ซ่ึงแบคทีเรียแต่ละชนิดมีโปรตีนที่มีลกัษณะเฉพาะ

แตกต่างกนั วธีิการศึกษาโปรตีนระดบัโมเลกลุ คอื การตรวจหารูปแบบของโปรตีน (protein 

profile) ในเซลลด์ว้ยเทคนิค polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
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2.3  การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องกรดนิวคลิอิก (DNA sequencing) 

 

ในปัจจุบนัวิธีการน้ีถูกนาํมาใชอ้ยา่งแพร่หลายมากที่สุด โดยเป็นการหาลาํดบันิวคลี

โอไทดข์องกรดนิวคลิอิกของยนี 16S rRNA ซ่ึงควบคุมการสร้างสายอาร์เอ็นเอที่เป็นส่วนประกอบ

ของหน่วยยอ่ยเลก็ไรโบโซม (16S ribosomal RNA) โดยแบคทีเรียที่มีความใกลเ้คียงกนัในสาย

ววิฒันาการจะมีลาํดบันิวคลีโอไทดข์องกรดนิวคลิอิกคลา้ยกนั 

 

ในปัจจุบนัเทคนิคในการทดสอบระดบัโมเลกุลมีการพฒันากา้วหนา้มากขึ้นอยา่งรวดเร็ว 

และสามารถระบุชนิดของแบคทีเรียออกในระดบัชนิดได ้ดงันั้นเทคนิคระดบัโมเลกุลจึงมีบทบาท

เพิม่มากขึ้นในการระบุชนิดของแบคทีเรีย 

 

สาํหรับในประเทศไทย มีการศึกษาเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียนอ้ยมาก ทั้งในดา้นการแยก

เช้ือ ความหลากหลายทางอนุกรมวธิาน ลกัษณะเฉพาะทางสรีรวทิยาและชีวเคมี รวมถึงพนัธุกรรม

ของแบคทเีรียกลุ่มน้ี ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้าํการแยกและรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย

จากผวิใบพชื ซ่ึงคาดวา่จะสามารถรวบรวมเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดใ้นปริมาณมาก ซ่ึงจะทาํการ

จดัจาํแนกเพือ่ระบุช่ือดว้ย ซ่ึงผลการทดลองที่ไดจ้ะเป็นการรวบรวมทรัพยากรจุลินทรียท์ี่สามารถ

นาํไปใชป้ระโยชน์ไดต้่อไป 

 

การสังเคราะห์ฮอร์โมนพชืและสารสนับสนุนการเจริญของพืชโดยแบคทเีรีย 

 

ออกซิน (Auxin) 

 

ออกซินจดัอยูใ่นกลุ่มของฮอร์โมนพชืที่เป็นอนุพนัธข์องสารประกอบอินโดล ที่พบได้

บริเวณปลายยอดของพชื ออกซินที่มีความสาํคญัมากที่สุดชนิดหน่ึง คือ กรดอินโดล-3-อะซิติก ซ่ึง

สงัเคราะห์มาจากกรดอะมิโน tryptophan นอกจากกรดอินโดล-3-อะซิติกแลว้ พชืยงัประกอบดว้ย

สารประกอบอินโดลชนิดอ่ืนๆ ที่อาจเป็นสารตวักลางจากการสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติก 

หรือผลผลิตจากการเปล่ียนแปลงของสารตวักลาง สารเหล่าน้ีไดแ้ก่ indole-3-pyruvic acid (IPA), 

indole-3-lactic acid (ILA), indole-3-acetonitrile, indole-3-acetaldehyde, tryptamine และ 

tryptophol ซ่ึงกรดอินโดล-3-อะซิติกมีบทบาทหนา้ที่ที่สาํคญัต่อพชืหลายอยา่ง เช่น กระตุน้การแบ่ง

เซลล ์การยดืขยายตวัของเซลล ์และกระตุน้ทาํใหเ้ซลลเ์กิดความแตกต่าง ยงัช่วยเพิม่การ
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เปล่ียนแปลงของรากโดยช่วยเปล่ียนพาเรนไคมาไปเป็นไซเลมและโฟลเอม และยงัควบคุมการร่วง

ของใบและการสุกของผลไม ้(Trotsenko et al., 2001) 

 

การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกในแบคทีเรีย (ภาพที่ 2) เกิดได ้4 เสน้ทาง คอื 

1.  การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกจาก tryptophan ผา่นทาง indole-3-acetamide 

2.  การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกจาก tryptophan ผา่นทาง indole-3-acetaldehyde 

3.  การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกจาก tryptophan ผา่นทาง indole-3-pyruvic acid 

4.  การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกจาก tryptophan ผา่นทาง tryptamine 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2  การสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกในแบคทีเรีย 

 

ที่มา: Trotsenko et al. (2001) 

  

การสงัเคราะห์สารประกอบอินโดลของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย อาจถูกยบัย ั้งไดอ้ยา่ง

รุนแรงโดยแอมโมเนียมไอออน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากแอมโมเนียมไอออนเกิดการแข่งขนักบัหมู่อะมิ

โนของ tryptophan ในกระบวนการสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกโดยใชโ้พแทสเซียมไนเตรต 

(KNO3) แทนแอมโมเนียมซลัเฟต (NH4)2SO4 ในอาหารเล้ียงเช้ือ ซ่ึงช่วยเพิม่การสงัเคราะห์อินโดล 

2 ถึง 15 เท่า ขึ้นกบัแต่ละสายพนัธุ ์และถา้อาหารเล้ียงเช้ือมีพเีอชสูงถึง 8.2 ช่วยทาํใหกิ้จกรรมการ

ยบัย ั้งของแอมโมเนียมไอออนลดลง เพราะแอมโมเนียมไอออนถูกเปล่ียนไปเป็นแอมโมเนียอิสระ 

(free NH3

 

) (Trotsenko et al., 2001) 

 กรดอินโดล-3-อะซิติกเป็นฮอร์โมนพชืที่สาํคญัที่ช่วยในการเจริญและการพฒันาของพชื 

โดยการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกสามารถพบไดใ้นแบคทีเรียจาํนวนมากที่มีความสมัพนัธก์บัพชื 



18 
 
โดยการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกของแบคทีเรียที่อาศยัอยูร่่วมกบัพชืเป็นกลไกโดยตรงที่จะไป

เพิม่การเจริญและผลผลิตของพชื (Ali et al., 2009) 

 

มีรายงานการพบสารประกอบอินโดลในอาหารเล้ียงเช้ือเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 37 ชนิด

ที่ต่างสกุลกนั (Ivanova et al., 2001) แบคทีเรียจะหลัง่สารประกอบอินโดลในอาหาร 5-120 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากการศึกษารายละเอียดเพิม่เติม พบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียกลุ่มที่มี 

serine pathway ของ C1

 

 metabolism (M. mesophilicum และ Aminobacter aminovorans), ribulose 

monophosphate pathway (M. mays) และ ribulose bisphosphate pathway (Paracoccus 

kondratievae) จะสงัเคราะห์สารประกอบอินโดลชนิด indole-3-acetic acid, indole-3-lactic acid 

และ indole-3-pyruvic acid ไดต้ามลาํดบั (Sharma and Chakhal, 1986) 

Costacurta et al. (1998) ศึกษาการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกจาก Xanthomonas 

axonopodis pv. citri 233 โดยเล้ียงในอาหาร MPI minimal medium และเติม L-tryptophan 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 28 องศาเซลเซียส นาน 5 วนั พบวา่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได ้

122.5 ไมโครกรัมต่อลิตร 

  

Omer et al. (2004) ศึกษาการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยแบคทีเรีย PPFM ที่เล้ียงใน

อาหารเล้ียงเช้ือที่มีสารอาหารตํ่าๆ (low nutrient medium) โดยเติมและไม่เติม L-tryptophan 0.2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มในที่มืดเป็นเวลา 12 วนั ที่ 20 องศาเซลเซียส พบการผลิตกรดอินโดล-3-

อะซิติกได ้6-13.3 มิลลิกรัมต่อลิตรในอาหารที่เติม L-tryptophan และผลิตได ้1.1-2.4 มิลลิกรัมต่อ

ลิตรในอาหารที่ไม่เติม L-tryptophan  

 

Hornschuh et al. (2006) ศึกษาผลกระทบของสารออกซินที่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสร้าง

ขึ้นแลว้มีผลต่อการเจริญของมอส โดยนาํ protonema ของมอสมาเพาะเล้ียงแลว้ใส่ antiauxin para 

chloro phenoxy isobutyric acid (PCIB) เพือ่ไปยบัย ั้งออกซินที่พชืสร้าง ก่อนเพาะเช้ือเมทิลโลโทร

ฟิกแบคทีเรีย Methylobateriumซ่ึงพบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสร้างและปล่อยออกซิน ออกมา

ช่วยใหม้อสเจริญเติบโตได ้Hornschuh et al. (2006) ยงัศึกษาการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกจาก 

Methylobacterium 3 สายพนัธุ ์ไดแ้ก่ Methylobacterium mesophilicum ATCC 29983 

Methylobacterium sp. สายพนัธุท์ีแ่ยกไดจ้ากมอส (Funaria hygrometrica) และ Methylobacterium 

sp. สายพนัธุท์ี่แยกไดจ้ากทานตะวนั (Helianthus annuus)โดยเล้ียงใน DSM125 minimal medium ที่

เติม tryptophan 1 มิลลิโมลาร์ บ่มที่ 25 องศาเซลเซียส นาน 4 วนั หลงัจากนั้นนาํส่วนใสมาวเิคราะห์
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หากรดอินโดล-3-อะซิติกดว้ยวธีิ colorimetric technique โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของกรดอิน

โดล-3-อะซิติกสงัเคราะห์ที่อยูใ่นช่วง 0.3 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (1.7×10-6 โมลาร์) ถึง 50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (2.9×10-4

 

 โมลาร์) พบวา่ Methylobacterium mesophilicum ATCC 29983 

สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได ้54 ไมโครโมลาร์ (คิดเป็น 9.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Methylobacterium sp. ทีแ่ยกจากมอสสร้างได ้92 ไมโครโมลาร์ (คิดเป็น 16.24ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) และ Methylobacterium sp. ที่แยกจากทานตะวนัสร้างได ้162 ไมโครโมลาร์ (คิดเป็น 

28.59 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

Mandalet al. (2007) ศึกษาการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกโดย Rhizobium sp. จากปมราก

ของ Vignamungo (L.) Hepper เม่ือเล้ียงในอาหารเหลว yeast extract mineral medium ที่เติม 

mannitol 1 เปอร์เซ็นต ์และ CaCl2 0.01 เปอร์เซ็นตแ์ละเติม L-tryptophan หรือ DL-tryptophan หรือ 

D-tryptophan ความเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิตร บ่มที ่30 องศาเซลเซียส หลงัจากนั้นวเิคราะห์

ปริมาณกรดอินโดล-3-อะซิติกพบการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ในอาหารที่

เติม L-tryptophan  ซ่ึงเป็นค่าที่สูงกวา่เม่ือเล้ียงเช้ือในอาหารที่เติม DL-tryptophan หรือ D-

tryptophan ซ่ึงอาจเน่ืองจากการที่พบ D-amino acids เป็นปริมาณเลก็นอ้ยในจุลินทรียห์ลายชนิด แต่ 

L-amino acids จะถูกใชใ้นการสงัเคราะห์โปรตีน สาํหรับการศึกษาผลกระทบของแหล่งคาร์บอน

และแหล่งไนโตรเจนทีแ่ตกต่างกนั พบการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกเพิม่ขึ้น 1.4 เท่า เม่ือเติม

กลูโคส 1 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งคาร์บอน และ KNO3

 

 0.2 เปอร์เซ็นต ์เป็นแหล่งไนโตรเจน ลงใน

อาหารเล้ียงเช้ือ 

 Tsavkelovaet al. (2007) แยกแบคทีเรียจากรากของกลว้ยไม ้Paphiopedilum 

appletonianum และ Pholidota articulate แลว้นาํมาเล้ียงในอาหารเหลว Czapek ที่เติม DL-

tryptophan 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที ่30 องศาเซลเซียส เพือ่ศึกษาการผลิตกรดอินโดล-3-

อะซิติก พบวา่แบคทีเรียที่แยกไดส้ร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกอยูใ่นช่วง 3-58 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร โดยแบคทีเรียสายพนัธุ ์Bacillus sp. 21 สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งสุด 

 

Ali et al. (2009) แยกแบคทีเรียบริเวณรอบรากพืช ใบ และลาํตน้ ไดแ้บคทีเรียสกุล 

Bacillus, Pseudomonas, Escherichia, Micrococcus และ Staphylococcus และเม่ือนาํแบคทีเรียที่

แยกไดม้าศึกษาการสร้างฮอร์โมนพชื (กรดอินโดล-3-อะซิติก) ในอาหาร L-broth 100 มิลลิลิตร ที่

เติม L-tryptophan 10 มิลลิลิตร ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ที ่37 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกอยูใ่นช่วง 14 ถึง 106 ไมโครกรัม
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ต่อมิลลิลิตร โดยพบวา่แบคทีเรียสกุล Bacillus และ Pseudomonas สามารถผลิตกรดอินโดล-3-อะ

ซิติกไดสู้งกวา่แบคทีเรียสกุล Escherichia, Micrococcus และ Staphylococcus นอกจากการศึกษา

การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกจากแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากบริเวณรอบรากพชื ใบ และลาํตน้ แลว้ 

Ali et al. (2009) ยงัพบความแตกต่างระหวา่งการตรวจวเิคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกโดยวธีิ 

colorimetric technique โดยใช ้salkowski reagent และ Gas chromatography and mass 

spectrometric (GC-MS) พบวา่วธีิ colorimetric technique ใหป้ริมาณของกรดอินโดล-3-อะซิติกสูง

กวา่วธีิ GC-MS เน่ืองจากสารส่ือกลางต่างๆ ในกระบวนการสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกของ

แบคทีเรียสามารถทาํปฏิกิริยากบั salkowski reagent ทาํใหเ้กิดสารประกอบที่มีสีเขม้ขึ้นในระหวา่ง

การวเิคราะห์ปริมาณกรดอินโดล-3-อะซิติกในขณะท่ีการวเิคราะห์ดว้ยวธีิ GC-MS มีความไวที่สูง 

และการวเิคราะห์สามารถทาํไดอ้ยา่งแม่นยาํและถูกตอ้งโดยใช ้13C6

 

IAA เป็น internal standard 

แต่อยา่งไรก็ตามการวเิคราะห์โดยวธีิ colorimetric technique โดยใช ้salkowski reagent ก็

ถูกนาํมาใชอ้ยา่งแพร่หลายในการวิเคราะห์ปริมาณกรดอินโดล-3-อะซิติกจากแบคทีเรีย เน่ืองจาก

เป็นวธีิที่สะดวก ง่าย รวดเร็ว และประหยดั โดยไม่ตอ้งมีอุปกรณ์ต่อพว่งพเิศษ 

 

ไซโตไคนิน (Cytokinin) 

  

ไซโตไคนินเป็นฮอร์โมนพชืชนิดหน่ึงซ่ึงเป็นอนุพนัธข์องอะดีนีน โดยไซโตไคนินมีหนา้ที่

ควบคุมกระบวนการทางกายภาพของพชืหลายอยา่ง ไดแ้ก่ กระตุน้การแบ่งเซลลข์องพชื, remove 

apical domination, กระตุน้ dormant bud, เหน่ียวนาํใหเ้กิดการงอกของเมลด็ และช่วยชะลอความแก่

ของพชื  ยิง่กวา่นั้นไซโตไคนินยงัช่วยเพิม่ความตา้นทานของพชืจากปัจจยัต่างๆ เช่น อุณหภูมิทีสู่ง

มาก ความแหง้แลง้ การติดเช้ือราและไวรัส และสารพษิ ซ่ึงรายงานของ Shepelyakovskaya et al. 

(1999) รายงานการคน้พบจีโนมของเมทิลโลทรอฟหลายชนิดประกอบดว้ยลาํดบันิวคลีโอไทดท์ีมี่

ยนีทีค่วบคุมการสงัเคราะห์และการหลัง่ไซโตไคนิน 

 

เป็นที่แน่ชดัวา่ความสมัพนัธร์ะหวา่งพืชและเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไม่ไดจ้าํกดัแค่เพยีง

ในรูปแบบ commensalism เท่านั้น เน่ืองจากพบวา่ ฮอร์โมนที่สงัเคราะห์จากพชืมีความจาํเป็นต่อ

จุลินทรียท์ั้งพวกที่ก่อโรคและพวกที่อาศยัร่วมกบัพชื และยงัพบวา่ aerobic methylobactetria ยงั

สามารถสงัเคราะห์ไซโตไคนินซ่ึงสาํคญัต่อพชื  จากการศึกษาโดยใชว้ธีิ polymerase chain reaction 

(PCR) Long et al. (1997) ไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ยนี adenylate isopentenytransferase (cytokinin 

synthase) ใน Methylobacterium extorquens ซ่ึงพบวา่เป็น facultative methylotroph นั้น มีลาํดบั 
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นิวคลีโอไทดท์ี่ homologous กบัยนีที่ทาํหนา้ที่ควบคุมการสงัเคราะห์และการปล่อยไซโตไคนินอยู่

ในจีโนมดว้ย 

 

ไซเดอโรฟอร์ (Siderophore) 

 

 เหลก็เป็นหน่ึงในแร่ธาตุที่มีอยูม่ากมายบนเปลือกโลก โดยมีเลขออกซิเดชนัไดส้องแบบ ใน

สภาวะที่มีออกซิเจนมาก เหลก็มกัอยูใ่นรูปสารประกอบเฟอริก (Fe3+) ซ่ึงละลายนํ้ าไดย้าก แต่ใน

สภาวะที่ไม่มีออกซิเจนหรือมี pH ตํ่ามาก เหลก็มกัจะอยูใ่นรูปสารประกอบเฟอรัส (Fe2+) ซ่ึงละลาย

นํ้ าไดง่้ายกวา่มาก ซ่ึงแบคทีเรียส่วนใหญ่ตอ้งการเหล็กในการดาํรงชีวติ และแบคทีเรียใน

ส่ิงแวดลอ้มมกัตอ้งประสบปัญหาเร่ืองความเขม้ขน้ของเหล็กในนํ้ าที่ต ํ่ามากและในดินก็มกัเป็น

เหล็กที่อยูใ่นรูปที่ละลายนํ้ าไม่ได ้แบคทีเรียจึงมีการสงัเคราะห์ไซเดอโรฟอร์ซ่ึงเป็นสารคีเลตที่

จาํเพาะต่อ Fe3+

 

 เพือ่เอาชนะอุปสรรคเหล่าน้ี (Chu et al., 2010) 

 ไซเดอโรฟอร์ (siderophore) มาจากภาษากรีก หมายถึง ตวัขนส่งเหลก็ คาํน้ีถูกนิยามไวว้า่

เป็นสารคเีลตที่มีนํ้ าหนกัโมเลกุลตํ่า มีความเพาะต่อเหลก็ ถูกสร้างโดยแบคทเีรียและรา แมก้ระทัง่

พชืที่เจริญภายใตส้ภาวะที่มีธาตุเหล็กตํ่า โดยไซเดอโรฟอร์ทาํหนา้ทีดึ่งเหลก็จากส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึงมี

ความจาํเป็นต่อการเจริญมาใหแ้ก่เซลล ์จุลินทรียท์ี่เจริญในสภาวะมีออกซิเจนจาํเป็นที่จะตอ้งใช้

เหล็กสาํหรับทาํหนา้ที่ต่างๆ เช่น ปฏิกิริยารีดกัชนัของออกซิเจนสาํหรับสงัเคราะห์ ATP ปฏิกิริยา

รีดกัชนัของ ribotide ซ่ึงเป็นสารตั้งตน้ของ DNA ใชส้ร้าง heme เป็นตน้ ระดบัของเหลก็อยา่งนอ้ย

ที่สุดที่จาํเป็นต่อการเจริญในระดบั optimal growth คอื หน่ึงไมโครโมลาร์ เน่ืองดว้ยความจาํกดัทาง

ส่ิงแวดลอ้มและความจาํเป็นต่อส่ิงมีชีวติ ทาํใหจุ้ลินทรียต์อ้งสร้างโมเลกุลจาํเพาะที่มีประสิทธิภาพ 

ซ่ึงก็คอื ไซเดอโรฟอร์ ในการแข่งกบัอนุมูลไฮดรอกซิล เพื่อจบัอนุมูลเฟอริก ซ่ึงเป็นสารทีมี่อยูม่าก

แต่อยูใ่นรูปที่จุลินทรียไ์ม่สามารถนาํไปใชไ้ด ้(Neilands, 1995) 

 

ฟอสเฟตที่ละลายได้ (Soluble phosphate) 

 

 ฟอสฟอรัส (P) เป็น macronutrients ชนิดหน่ึงที่มีความสาํคญัตอ่การเจริญ และการพฒันา

ของส่ิงมีชีวติเป็นอยา่งมาก โดยมีอยูใ่นธรรมชาติทั้งในรูปสารอินทรียแ์ละอนินทรีย ์(Ehrlich, 1990) 

ปริมาณฟอสฟอรัสในดินมีอยูป่ระมาณ 0.05 เปอร์เซ็นต ์และในจาํนวนน้ีมีเพยีง 0.1 เปอร์เซ็นต ์

เท่านั้นทีพ่ชืสามารถนาํไปใชไ้ด ้และดินบางชนิดทีมี่การใหปุ้๋ ยฟอสเฟต อาจมีฟอสเฟตถึง 75 

เปอร์เซ็นต ์ที่กลายสภาพไปอยูใ่นรูปที่พชืไม่สามารถนาํไปใชไ้ด ้เน่ืองจากเกิดการตกตะกอนของแร่
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ธาตุ (Goldstein, 1986; Sundara et al., 2002) ดงันั้นการละลายไดข้องฟอสเฟตจึงเป็นส่ิงที่จาํเป็น

มากสาํหรับการเจริญของพชื และการเพิม่ฟอสเฟตที่ละลายไดด้ว้ยวธีิทางชีวภาพ โดยอาศยัการ

ทาํงานของจุลินทรียก์็เป็นทางเลือกหน่ึงที่สามารถทาํได ้ในดินทีมี่การตกตะกอนของฟอสเฟต 

(Banik and Dey, 1982; Illmer and Schinner, 1992; Nautiyal et al., 2000; Vazquez et al., 2000; 

Chen et al., 2002; Chung et al., 2005)  

 

 กลไกที่เก่ียวขอ้งกบัการทาํใหฟ้อสเฟตในรูปที่ไม่ละลายนํ้ ากลายเป็นรูปที่ละลายได ้ไดแ้ก่ 

การสร้างกรด การสร้างสารคีเลต การเกิดปฏิกิริยาแลกเปล่ียน การสร้างสาร mono- di-หรือ 

tricarboxylic acids เป็นตน้ (Gyaneshwar et al., 2002; Chung et al., 2005; Zhao et al., 2002; 

Harrold and Tabatabai, 2006) การศึกษาในหลอดทดลองแสดงวา่การละลายไดข้องฟอสเฟต

สมัพนัธก์บัการเพิม่หรือลด pH การผลิตเอนไซมฟ์อสฟาเตส และการผลิตกรดอินทรีย ์(Illmer and 

Schinner, 1995; Gupta et al., 1994; Illmer et al., 1995; Kim et al., 1998)  

 

การนําเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไปใช้ประโยชน์ 

 

Nath et al. (2008) ศึกษาการเพิม่การผลิต polyhydroxybutyrate (PHB) โดยใช ้cheese 

whey ในการหมกัแบบ fed-batch โดยใช ้Methylobacterioum sp. ZP24 ซ่ึงพบวา่สามารถผลิต PHB 

ได ้3.54 กรัมต่อลิตร ในถงัหมกั 2 ลิตร และผลิต PHB ไดถึ้ง 3.91 กรัมต่อลิตร ในถงัหมกั 30 ลิตร 

ซ่ึง PHB เป็นสารพอลิเมอร์ชนิดหน่ึงทีส่ามารถนาํไปผลิตพลาสติกชีวภาพยอ่ยสลายได ้และยงั

นาํไปสร้าง 3-hydroxybutyric acid (3-HB) ซ่ึงทาํหนา้ท่ีเป็นสารตวักลางสาํหรับการสงัเคราะห์ 

chiral drug ไดอี้กดว้ย 

 

Madhaiyan et al. (2007) พบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียช่วยลดความเป็นพษิของ

แคดเมียม (Cd) และนิกเกิล (Ni) ได ้โดยพบวา่ Methylobacterium oryzae strain CBMB20T

 

 (pink-

pigment) และ Burkholderia sp. strain CBMB40 (non-pigment) ที่แยกไดจ้ากตน้ขา้ว มี

ความสามารถในการลดความเป็นพษิของแคดเมียม และนิกเกิลที่ความเขม้ขน้สูงสุด 3 มิลลิโมลาร์ 

และยงัสามารถช่วยเพิม่ความยาวของลาํตน้และรากของมะเขือเทศไดท้ั้งในสภาวะที่ไม่มีและมี

แคดเมียม และนิกเกิล ที่ความเขม้ขน้ของนิกเกิลไม่เกิน 5 มิลลิโมลาร์ และแคดเมียมไม่เกิน 10 มิลลิ

โมลาร์   
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Madhaiyan et al. (2009) ศึกษาการนาํเมทิลโลโทรฟิกไปใชใ้นการส่งเสริมการเจริญของ

พชืและการทาํใหเ้กิดปม และศึกษาเอนไซม์11ไนโตรจีเนส11ที่มีผลต่อการสร้างปม โดยนาํเมทิลโลโทร

ฟิกแบคทีเรีย Methylobacteria nodulans CMCJ317 และ CMSA322 มาเล้ียงกบัพชื 4Macroptilum 

atropurpureum

  

 และ Crotalaria juncea จากการศึกษาพบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่มีเอนไซม์

ไนโตรจีเนสสูงสามารถช่วยใหพ้ชืเจริญและสร้างปมไดม้ากขึ้น 
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อปุกรณ์และวธีิการ 

 

อุปกรณ์ 

 

1.  ตวัอยา่งใบพชื เช่น องุ่น มะม่วง มะปราง ลาํไย ล้ินจ่ี สบัปะรด มะกอกนํ้ า เป็นตน้ 

 

2.  สารเคมี ไดแ้ก่ ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 

แคลเซียมคลอไรดไ์ดไฮเดรต แอมโมเนียคลอไรด ์แมกนีเซียมซลัเฟต เฟอร์ริคซลัเฟต แมงกานีส

ซลัเฟตโมโนไฮเดรต คอปเปอร์ซลัเฟตไดไฮเดรต ซิงคซ์ลัเฟต บอริคแอซิด นิเกิลคลอไรด ์โคบอลต์

คลอไรด ์โซเดียมโมลิบเดท ผงวุน้ (Difco) สารยบัย ั้งเช้ือรา (ketoconazole) เมทานอล วติามิน   

 

3.  เคร่ืองแกว้ ไดแ้ก่ ขวดใส่อาหารเล้ียงเช้ือ จานเพาะเล้ียง หลอดทดลอง ปิเปต  

 

4.  อุปกรณ์พลาสติก ไดแ้ก่ หลอดพลาสติกสาํหรับใชก้บัเคร่ืองดูดจ่ายสารอตัโนมติัขนาด

ต่างๆ 

 

5.  เคร่ืองมือขนาดเลก็ ไดแ้ก่ เคร่ืองดูดจ่ายสารอตัโนมติัขนาดต่างๆ เคร่ืองผสมสาร 

 

6.  เคร่ืองมือขนาดใหญ่ ไดแ้ก่ ตูเ้ขี่ยเช้ือ ตูบ้่มเช้ือ ตูอ้บ 180 องศาเซลเซียส หมอ้น่ึงอดัไอ 
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วิธีการ 

 

1.  การเก็บตัวอย่างและการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจากใบพืช 

  

1.1  เก็บตวัอยา่งใบพืชจากสถานที่ต่างๆ 

1.2  ใช ้forceps คีบตวัอยา่งใบพชืวางบนอาหารแขง็ Ammonium Mineral Salt (AMS) ที่

เติมเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต ์(ภาคผนวก ก) โดยวางใบพชืทั้งสองดา้นบนผวิหนา้อาหารแขง็ แลว้ใช ้

forceps กดเบาๆ ใหใ้บพืชแนบสนิทกบัผวิหนา้อาหาร (leaf-imprinting technique) จากนั้นคีบใบพชื

ทิ้งไป บ่มที่ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หรือจนกวา่จะพบการเจริญของแบคทีเรียบริเวณที่

วางใบพชืไว ้

1.3  ใชลู้ปปลอดเช้ือเขี่ยเช้ือจากผวิหนา้อาหารมา streak บนอาหารแขง็ AMS ที่เติมเมทา

นอล 1 เปอร์เซ็นต ์แลว้นาํไปบ่มที่ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั หรือจนกวา่จะพบโคโลนี 

 1.4  ใชลู้ปปลอดเช้ือเขี่ยเช้ือจากโคโลนีที่เจริญบนอาหารแขง็ AMS ที่เติมเมทานอล 1 

เปอร์เซ็นต ์ตรวจดูลกัษณะของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ เลือกโคโลนีที่เป็นแบคทีเรียนาํมา streak 

ใหไ้ดเ้ช้ือบริสุทธ์ิบนอาหารแขง็ AMS ที่เติมเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต ์หรืออาหารแขง็ glycerol 

peptone agar (GPA) (ภาคผนวก ก) บ่มที ่28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนัหรือจนกวา่จะพบ

โคโลนี 

 1.5  ทาํขอ้ 1.4 ซํ้ าจนไดเ้ช้ือที่บริสุทธ์ิ 

 1.6  เม่ือไดแ้บคทีเรียที่บริสุทธ์ิแลว้ จึงเก็บเช้ือบนอาหารแขง็ AMS ที่เติมเมทานอล 1 

เปอร์เซ็นต ์หรืออาหารแขง็ glycerol peptone agar (GPA) ผวิหนา้เอียง ที่ 4-8 องศาเซลเซียส เพือ่ใช้

ศึกษาในขั้นตอนต่อไป และเก็บเช้ือในกลีเซอรอลความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ที่ -20 องศาเซลเซียส 

เพือ่การเก็บรักษาเช้ือเป็นเวลานาน 

 

2.  การจัดจําแนกและระบุชนิดแบคทีเรียที่แยกได้ 

 

 2.1  ศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้

 

ศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากจากขอ้ 1. 

โดยดูลกัษณะการเจริญบนอาหารแขง็ GPA เช่น ลกัษณะโคโลนี ขนาด สี เป็นตน้ โดยเล้ียงบ่มที่ 28-

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2-3 วนั หรือจนกวา่จะพบโคโลนีและศึกษาลกัษณะของเซลล ์เช่น 

รูปร่าง ขนาด การติดสีแกรมโดยใชแ้บคทีเรียที่มีอายไุม่เกิน 24 ชัว่โมง และศึกษาการสร้างเอนโด
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สปอร์โดยการยอ้มเอนโดสปอร์ เม่ือเล้ียงเซลลเ์ป็นเวลาอยา่งนอ้ย 7 วนั หรือจนกระทัง่สารอาหาร

เร่ิมขาดแคลน 

 

2.2  การจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียโดยอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล 

 

การจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียโดยอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล ใชก้าร

เปรียบเทยีบลาํดบันิวคลีโอไทดส่์วน 16S rDNA ของแบคทีเรียในบริเวณอนุรักษท์ี่มีการผนัแปรได ้

ความยาว 300-600 นิวคลีโอไทด ์กบัลาํดบันิวคลีโอไทดส่์วน 16S rDNA ของแบคทีเรียที่มีการ

อธิบายแลว้และเป็นสายพนัธุต์น้แบบจากฐานขอ้มูล EzTaxon server 2.1 

(http://147.47.212.35:8080/)  

 

นาํเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่คดัเลือกไปสกดัดีเอ็นเอ แลว้นาํไปเพิม่จาํนวนของ 16S 

rDNA โดยเทคนิคพซีีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR) จากนั้นทาํผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ให้

บริสุทธ์ิ แลว้ส่งไปวเิคราะห์หาลาํดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ 16S rDNA ที่ บริษทั 1st

 

 BASE 

ประเทศมาเลเซีย 

2.2.1  การสกดัดีเอน็เอ 

 

1.  เล้ียงแบคทเีรียในอาหารแขง็ (GPA media) ลาดเอียง ขดูเช้ือใส่หลอด 

ไมโครฟิวจ ์(Eppendorf) ที่มีนํ้ าปลอดเช้ือ 1 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 8000 รอบต่อนาที 

เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4 องศาเซลเซียส 

2.  เทส่วนใสทิ้ง ก่อนเติม lysis buffer* 1 มิลลิลิตร แลว้ใชไ้มโครปิเปตดูดขึ้น-

ลงเพือ่ผสมสารใหเ้ขา้กนั 

3.  เติม lysozyme ความเขม้ขน้ 50 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 

นาํไป ผสมบนเคร่ืองผสมสาร (vortexmixer) แลว้นาํไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

4.  เติม proteinase K ความเขม้ขน้ 20 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร ปริมาตร 4 

ไมโครลิตรเติม RNase A ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตรและเติม 

SDS ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมาอยา่ง

เบาๆ แลว้นาํไปบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที  

5.  เติม NaCl ความเขม้ขน้ 5 โมลาร์ (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.7 โมลาร์) ปริมาตร 

70 ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมาอยา่งเบาๆ 
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6.  เติม CTAB ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์(ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 เปอร์เซ็นต)์/

NaCl ความเขม้ขน้ 0.7 โมลาร์ ปริมาตร 55 ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมาอยา่ง

เบาๆ 

7.  นาํไปบ่มที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 

8.  เติม  ฟีนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลลแอลกอฮอล ์(25: 24: 1) ปริมาตร 200 

ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมาอยา่งเบาๆ แลว้นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 13000 

รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 

9.  ดูดส่วนของ aqueous phase (ชั้นบน) มาใส่หลอดใหม่ 

10.  เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 1 เท่าตวั ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา

อยา่งเบาๆ (ควรจะเห็นดีเอน็เอตกตะกอนเป็นสาย) แลว้นาํไปป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 10000 รอบต่อ

นาที นาน 5 นาที แลว้เทส่วนใสทิ้ง 

11.  ลา้งตะกอนดีเอ็นเอดว้ยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต ์ที่แช่เยน็จดั (-20 องศา

เซลเซียส) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 10000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที 

12.  เทส่วนใสทิ้ง คว ํ่าหลอดบนกระดาษซบัใหแ้หง้ ปล่อยใหต้ะกอนแหง้

หมาดๆ โดยการเปิดฝาหลอดไวท้ี่อุณหภูมิหอ้ง สงัเกตจากตะกอนที่เห็นเป็นสีขาวขุ่นเปล่ียนเป็นใส 

13.  ละลายตะกอนดีเอ็นเอในนํ้ า ปริมาตร 20-50 ไมโครลิตร (ขึ้นอยูก่บัปริมาณ

ตะกอนดีเอน็เอ) เก็บไวท้ี่ 4 องศาเซลเซียส แต่ถา้ตอ้งการเก็บในระยะยาวใหเ้ก็บท่ี -20 องศา

เซลเซียส  

 

หมายเหตุ  * lysis buffer ประกอบดว้ย 

1M Tris-HCl pH 8  1  มิลลิลิตร 

500 mM EDTA pH 8   0.5  มิลลิลิตร 

TritonX100 (final 1.2%)  0.6  มิลลิลิตร 

H2

 

O (nanopure)   50  มิลลิลิตร 

2.2.2  การเพิม่ปริมาณดีเอ็นเอส่วนบริเวณ 16S rDNA โดยใชเ้ทคนิค Polymerase 

Chain Reaction (PCR) 

 

เพิม่ปริมาณ 16S rDNA โดยใชคู้่ไพรเมอร์ดงัน้ี  

27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) เป็น forward primer และ  

1389R (5’-ACGGGCGGTGTGTACAAG-3’) เป็น reverse primer และคูไ่พรเมอร์  
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1F (5’-TCACGGAGAGTTTGATCCTG-3’) เป็น forward primer และ 

1530R (5’-AAGGAGATCCAGCCGCA-3’) เป็น reverse primer 

 

สาํหรับการระบุช่ือโดยการศึกษาดีเอน็เอบริเวณ 16S rDNA ในขั้นแรกใชคู้่ไพร

เมอร์ 27F และ 1389R เพือ่เพิม่ปริมาณดีเอน็เอบริเวณ 16S rDNA ซ่ึงจะทาํใหท้ราบลาํดบันิวคลีโอ

ไทดค์วามยาวประมาณ 800-1300 คู่เบส ที่ครอบคลุมบริเวณอนุรักษท์ี่มีการผนัแปรได ้และเม่ือ

ตอ้งการทราบลาํดบันิวคลีโอไทดท์ี่มีความยาวเพิม่เป็น 1400 คู่เบส ในกรณีที่พบวา่ผลการ

เปรียบเทยีบลาํดบันิวคลีโอไทดมี์ความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียตน้แบบจากฐานขอ้มูลตํ่ากวา่ 97 

เปอร์เซ็นต ์จะใชคู้่ไพรเมอร์ 1F และ 1530R   

 

ส่วนผสมของการทาํปฏิกิริยาพซีีอาร์มีดงัน้ี 

 

10X PCR buffer   2 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1X)  

25 mM MgCl2

10 mM dNTP   0.4 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.2 mM) 

   1.6 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 2 mM) 

10 pmol forward primer  1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.5 pmol) 

10 pmol reverse primer   1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.5 pmol) 

DNA template   1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 80-100 ng) 

Taq DNA polymerase    0.1 ไมโครลิตร (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 0.025 U) 

dH2

Total volume   20 ไมโครลิตร 

O    12.9 ไมโครลิตร 

 

นาํส่วนผสมของปฏิกิริยาพซีีอาร์ ใส่ในเคร่ือง PCR System 9700 (PE Applied 

Biosystems) โดยใชโ้ปรแกรมการเพิม่ลดอุณหภูมิ ดงัน้ี 

    

กรณีที่ใชคู้่ไพรเมอร์ 27F และ 1389R 

1.  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 

2.  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที (เป็นขั้นตอนท่ีคูข่องดีเอน็เอแยก

ออกเป็นดีเอน็เอสายเด่ียว) 

3.  อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 20 วนิาที (เป็นขั้นตอนทีล่ดอุณหภูมิลงมา

เพือ่ใหไ้พรเมอร์สามารถจบักบั DNA template ที่ complementary กนั) 
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4.  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (เป็นขั้นตอนที่เกิดการสงัเคราะห์ดี

เอน็เอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์) 

5.  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 

6.  ทาํซํ้ าขอ้ 2-4 จาํนวน 30 รอบ  

 

กรณีที่ใชคู้่ไพรเมอร์ 1F และ 1530R 

1.  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 4 นาที 

2.  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

3.  อุณหภูมิ 57 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

4.  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที  

5.  อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 

6.  ทาํซํ้ าขอ้ 2-4 จาํนวน 30 รอบ  

 

ทาํการตรวจสอบผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์โดยใชอ้ะกาโรสเจลอิเลค็โทรโฟรีซิส 

(agarose gel electrophoresis) ที่มีอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ท่ีไดค้วรมีขนาด

ประมาณ 1.3 กิโลเบส เม่ือใชคู้่ไพรเมอร์ 27F และ 1389R และควรมีขนาดประมาณ 1.5 กิโลเบส 

เม่ือใชคู้่ไพรเมอร์ 1F และ 1530R หลงัจากนั้นนาํผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ที่ไดม้าทาํใหบ้ริสุทธ์ิยิง่ขึ้นโดย

ใชชุ้ดอุปกรณ์ Gel/PCR DNA Fragment Extraction Kit (Geneaid, Taiwan) 

 

2.2.3  การหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์

 

ส่งตวัอยา่งดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิแลว้ไปวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ที่บริษทั 1st

 

 

BASE ประเทศมาเลเซีย โดยใชไ้พรเมอร์ 27F และ/หรือ 1389R สาํหรับผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ที่เพิม่

ปริมาณดีเอน็เอโดยใชคู้่ไพรเมอร์ 27F และ 1389R และใชไ้พรเมอร์ 1F 1530R 782R (5’-

ACCAGGGTATCTAATCCTGT-3’) และ 520F (5’-ATTGGATCCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) 

โดยแทน M ดว้ย A หรือ C สาํหรับผลิตภณัฑพ์ซีีอาร์ที่เพิม่ปริมาณโดยใชคู้่ไพรเมอร์ 1F และ 

1530R 

จากนั้นนาํลาํดบันิวคลีโอไทดท่ี์ไดม้าตรวจสอบและแกไ้ขใหถู้กตอ้งโดยใชโ้ปรแกรม 

Chromas 2.33 แลว้นาํลาํดบันิวคลีโอไทด ์ไปเปรียบเทียบกบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA 
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จากฐานขอ้มูลของ EzTaxon server 2.1 (http://147.47.212.35:8080/) เพือ่ใชใ้นการเปรียบเทียบกบั 

type strain ของแบคทีเรีย 

 

2.2.4  การวเิคราะห์สดัส่วนของเบสกวันีน (guanine) รวมกบัเบสไซโตซีน (cytosine)  

ในดีเอ็นเอ หรือค่า G+C content  

 

     ทาํโดยส่งตวัอยา่งวเิคราะห์ที่บริษทั TechnoSuruga Laboratory (Shizuoka, 

Japan)  

 

2.2.5  Genomic DNA–DNA hybridization 

 

การทาํ Genomic DNA–DNA hybridization เป็นการศึกษาความสมัพนัธข์องดี

เอ็นเอของสายพนัธุท์ี่ศึกษากบัดีเอ็นเอของสายพนัธุอ์า้งอิงวา่มีการจดัเรียงตวัและลาํดบัของนิวคลีโอ

ไทดเ์หมือนกนัมากนอ้ยเพยีงใด ซ่ึงในงานวิจยัน้ีไดท้าํ ตามวธีิของ Ezaki et al. (1989) ซ่ึงเป็นวธีิการ

ตรวจดว้ยสารเรืองแสง (Fluorometric hybridization) 

 

3.  การทดสอบการเจริญของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อุณหภูมิต่างๆ 

 

เพาะเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดล้งบนอาหารแขง็ GPA นาํไปบม่ที่อุณหภูมิ 30, 37 

และ 45 องศาเซลเซียส ตรวจผลการเจริญทุกวนัจนครบ 7 วนั  

 

4.  การทดสอบความสามารถในการสร้างกรดอนิโดล-3-อะซิติกโดยเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยก

ได้ 

 

4.1  เตรียมกลา้เช้ือโดยเล้ียงในอาหารเหลว PYDM (ภาคผนวก ก) ปริมาตร50 มิลลิลิตร 

เล้ียงบนเคร่ืองเขยา่เหวีย่ง 150 รอบต่อนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4.2  นาํกลา้เช้ือจากขอ้ 4.1 มาใส่อาหารเหลว PYDM 50 มิลลิลิตร ที่เติม L-trytophan จนได้

ความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 1 มิลลิโมลาร์ แลว้ปรับใหไ้ดก้ลา้เช้ือเร่ิมตน้ที่ค่าความขุ่น (OD) 0.2 บ่ม

บนเคร่ืองเขยา่เหวีย่ง 150 รอบต่อนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั 

4.3  หลงัจากบ่มเป็นเวลา 5 วนั นาํมาวดัการเจริญของเช้ือโดยวดัค่าความขุ่นที่ความยาว

คล่ืน 610 นาโนเมตร หลงัจากนั้นนาํไปป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที 
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นาํส่วนใส มาตรวจวดักรดอินโดล-3-อะซิติกโดยนาํ supernatant มาผสมกบั Salkowski reagent (ที่

มี FeCl3 ความเขม้ขน้ 12 กรัมต่อลิตร ผสมอยูก่บั H2SO4

4.4  นาํไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 

 ความเขม้ขน้ 7.9 โมลาร์) ในอตัราส่วน 1 

ต่อ 1 บ่มเป็นเวลา 30 นาที ในที่มืด 

4.5  นาํค่าที่วดัไดม้าเทียบกบักราฟมาตรฐาน (linear calibration curve) ที่ไดจ้าก authentic 

indole-3-acetic acid ความเขม้ขน้ 1.5-100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

  

5.  การสร้างไซเดอโรฟอร์ (siderophore) บนอาหารแข็ง 

 

นาํเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มาตรวจสอบคุณสมบติัการสร้างไซเดอโรฟอร์ตามวธีิของ Schwyn and Neilands (1987) 

 

 5.1  เตรียมกลา้เช้ือบนอาหารแขง็ GPA (ภาคผนวก ก) 

 5.2  นาํกลา้เช้ือจากขอ้ 5.1 มา streak บนอาหาร Chrome Azurol S (CAS) agar (ภาคผนวก 

ก) บ่มที่ 28-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั 

 5.3  ตรวจโซนสีสม้ที่เกิดขึ้นเม่ือมีการสร้างไซเดอโรฟอร์ 

 

6.  การละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

 

นาํเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มาตรวจสอบคุณสมบติัการละลายฟอสเฟต ตามวธีิของ Zaidi et al. (2006) 

 

 6.1  เตรียมกลา้เช้ือบนอาหารแขง็ GPA (ภาคผนวก ก) 

 6.2  นาํกลา้เช้ือจากขอ้ 6.1 มา streak บนอาหาร Pikovskaya’s agar (ภาคผนวก ก) บ่มที่ 28-

30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั  

6.3  ตรวจโซนใสที่เกิดขึ้นเม่ือมีการละลายฟอสเฟต 
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ผลและวจิารณ์ 

 

1.  การเก็บตัวอย่างและการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจากใบพืช 

 

 การเเยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียโดยใชค้วามสามารถในการเจริญบนอาหารแขง็ที่เติม 

เมทานอล 1 เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) เป็นแหล่งคาร์บอนและแหล่งพลงังาน พบวา่แยกเมทลิโล

โทรฟิกแบคทีเรียได ้274 ไอโซเลต จากตวัอยา่งใบพชื 125 ตวัอยา่ง ดงัตารางที ่1  



33 
 
ตารางที ่1  การแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจากแหล่งตวัอยา่งใบพชื  

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

1 มะม่วง คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี - - 

2 นอ้ยหน่า คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี 1 T2-2 

3 ชมพูม่ะเหม่ียว คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี 1 T3-4 

4 มะยม คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี - - 

5 มะขาม คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี 3 T5-3, T5-4, T5-9 

6 ขนุน คู่ ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี 6 T6-1, T6-2, T6-3, T6-4, T6-5, T6-6 

7 กลว้ย เด่ียว ต. บางเขน อ. เมือง จ. นนทบุรี 1 T7-2 

8 มะละกอ คู่ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

วทิยาเขตบางเขน 

3 T8-4, T8-5, T8-6 

9 กลว้ย เด่ียว เกาะมาตราจ.ชุมพร 5 PN3, T9-2, PN4, PN1, T9-4.2 

10 มะเด่ือ คู่ เกาะมาตราจ.ชุมพร 3 T10-3, T10-4, T10-6, 

11 มะพร้าว เด่ียว เกาะมาตราจ.ชุมพร 3 T11-1, T11-2, T11-3 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

12 กลว้ย เด่ียว ทางหลวงชนบทกม.7  

อ.ท่าแซะ จ.ชุมพร 

3 T12-1, T12-2, T12-3 

13 สม้โอ คู่ ทางหลวงชนบทกม.7  

อ.ท่าแซะ จ.ชุมพร 

4 T13-1, T13-2, T13-3, T13-4 

14 มงัคุด คู่ ทางหลวงชนบทกม.7  

อ.ท่าแซะ จ.ชุมพร 

2 T14-2, T14-3 

15 พทุรา คู่ อ.ชุมพล จ.ชุมพร 3 T15-2, T15-3, T15-4 

16 สบัปะรด เด่ียว วดัหว้ยมงคลอ.หวัหิน  

จ.ประจวบคีรีขนัธุ์ 

5 T16-1, T16-2, T16-3, T16-4, T16-5 

17 สม้จ๊ีด คู่ ต. บา้นเกาะ อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 1 T17-2 

18 มะขามเทศ คู่ ต. ท่าฉลอง อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 4 T18-1, T18-2, T18-4, T18-5 

19 ทบัทิม คู่ ต. ท่าฉลอง อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 1 T19-1 

20 ละมุดสีดา คู่ ต. ท่าฉลอง อ. เมือง จ. สมุทรสาคร 3 T20-1, T20-2, T20-3 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

21 มะดนั คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 3 T21-1, T21-2, T21-3 

22 ล้ินจ่ี คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 5 T22-2, T22-4,T22-5.1, T22-5.2, T22-6 

23 ล้ินจ่ี คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T23-1, T23-2, T23-3, T23-4 

24 ลาํไย คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 3 T24-1, T24-2, T24-3 

25 มะละกอ คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 6 T25-1, T25-2, T25-5, T25-6, T25-7, 

T25-9.1 

26 มะยม คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 2 T26-1, T26-2 

27 กลว้ย เด่ียว ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T27-1, T27-3, T27-4, T27-5 

28 มะปราง คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T28-2, T28-4, T28-5, T28-7 

29 เชอร์ร่ี คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 3 T29-1, T29-2, T29-4 

30 ชมพูม่ะเหม่ียว คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 7 T30-1, T30-3, T30-4.1, T30-4.2,  

T30-5, T30-6, T30-7 

31 นอ้ยหน่า คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T31-1.1, T31-1.2, T31-2, T31-3 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

32 ขนุน คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T32-1.1, T32-2, T32-3.2, T32-9 

33 สม้โอ คู่ ต. ตาหลวง อ. ดาํเนินสะดวก จ. ราชบุรี 4 T33-3, T33-4, T33-5, T33-6 

34 มนัสาํปะหลงั คู่ อ.บ่อพลอย จ.กาญจนบุรี 3 T34-1, T34-2, T34-3 

35 มนัสาํปะหลงั คู่ อ.บ่อพลอย จ.กาญจนบุรี 2 T35-1, T35-4 

36 มนัสาํปะหลงั คู่ บา้นหนองสามพราน จ.กาญจนบุรี 2 T36-1, T36-2 

37 มนัสาํปะหลงั คู่ บา้นหนองสามพราน จ.กาญจนบุรี 3 T37-1, T37-2, T37-3 

38 มนัสาํปะหลงั คู่ ทางเขา้สถานีวจิยั จ.กาญจนบุรี 4 T38-1, T38-2, T38-3, T38-4 

39 ยอ คู่ สถานีวจิยั จ.กาญจนบุรี 2 T39-1, T39-2 

40 มะม่วง คู่ สถานีวจิยั จ.กาญจนบุรี 3 T40-1, T40-2S, T40-3P 

41 องุ่น คู่ สถานีวจิยั จ.กาญจนบุรี 5 T41-1, T41-2, T41-3.1, T41-3.2,  

T41-3.3 

42 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 6 T42-1, T42-3, T42-5, T42-6, T42-7, 

T42-8 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

43 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 4 T43-1, T43-2, T43-3, T43-4 

44 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T44-1, T44-2, T44-3 

45 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T45-2, T45-3, T45-5 

46 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T46-1, T46-2, T46-3 

47 นอ้ยหน่า คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T47-1, T47-2 

48 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T48-1, T48-2 

49 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี - - 

50 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T50-1, T50-3 

51 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี - - 

52 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T52-1, T52-2 

53 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T53-1, T53-2 

54 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T54-1, T54-2 

55 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T55-1, T55-2, T55-3 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

56 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 1 PN5 

57 องุ่น คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 2 T57-1, T57-3 

58 ฝร่ัง คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 1 T58-1 

59 มะม่วง คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี - - 

60 มะขามเทศ คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T60-1, T60-2, T60-3 

61 มะขาม คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 1 T61-1 

62 พทุรา คู่ สถานีวจิยักาญจนบุรี จ.กาญจนบุรี 3 T62-1, T62-2, T62-3 

63 มะม่วงหิม

พานต ์

คู่ ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุบลราชธานี 3 T63-1, T63-2, T63-3 

64 ละมุด คู่ ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุบลราชธานี 2 T64-2, T64-3 

65 มะกอกนํ้ า คู่ ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุบลราชธานี 2 PN2, PN6 

66 มะม่วง คู่ ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 2 T66-1, T66-3 

67 มะละกอ คู่ ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 1 T67-1 

68 มะนาว คู่ ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 1 T68-1 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

69 ลูกหวา้ คู่ ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 2 T69-1,T69-2 

70 กลว้ย เด่ียว ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 2 T70-1, T70-2 

71 มะพร้าว เด่ียว ต.สระยายโสม อ.อู่ทอง จ.สุพรรณบุรี 2 T71-1, T71-2 

72 สม้จ๊ีด คู่ ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุบลราชธานี - - 

73 มะยม คู่ ต.ในเมือง อ.เมือง จ.อุบลราชธานี 2 T73-1, T73-2 

74 ขา้ว เด่ียว อ.บางประอิน จ.อยธุยา 1 T74-1 

75 ขา้ว เด่ียว อ.บางประอิน จ.อยธุยา 2 T75-1, T75-2 

76 ขา้ว เด่ียว อ.บางบาล จ.อยธุยา 3 T76-1, T76-2, T76-3 

77 ขา้ว เด่ียว อ.เสนา จ.อยธุยา 2 T77-1, T77-2 

78 ขา้ว เด่ียว อ.เสนา จ.อยธุยา 2 T78-2, T78-3 

79 ขา้ว เด่ียว อ.เสนา จ.อยธุยา 2 T79-1, T79-2 

80 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา 2 T80-1, T80-2 

81 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา 2 T81-1, T81-2 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

82 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา 1 T82-1 

83 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา - - 

84 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา 3 T84-1, T84-2, T84-3 

85 ขา้ว เด่ียว อ.ผกัไห่ จ.อยธุยา 1 T85-1 

86 ขา้ว เด่ียว อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี 2 T86-1, T86-2 

87 ขา้ว เด่ียว อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี 1 T87-2 

88 ขา้ว เด่ียว อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี 2 T88-1, T88-2 

89 ขา้ว เด่ียว อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี 1 T89-2 

90 ขา้ว เด่ียว อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี 1 T90-1 

91 ขา้ว เด่ียว อ.สามโก ้จ.อ่างทอง 2 T91-2, T91-3 

92 ขา้ว เด่ียว อ.สามโก ้จ.อ่างทอง 1 T92-1 

93 ขา้ว เด่ียว อ.สามโก ้จ.อ่างทอง 2 T93-1, T93-2 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

94 ขา้ว เด่ียว อ.สามโก ้จ.อ่างทอง 1 T94-2 

95 ขา้ว เด่ียว อ.บางบาล จ.อยธุยา 1 T95-1 

96 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 3 T96-1, T96-2, T96-3 

97 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 2 T97-1, T97-3 

98 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 2 T98-2, T98-3 

99 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 2 T99-1, T99-2 

100 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 1 T100-1 

101 ขา้ว เด่ียว อ.สามโคก จ.ปทุมธานี 1 T101-1 

102 มะปราง คู่ อ.ท่ายาง จ.เพชรบุรี - - 

103 ขา้ว เด่ียว อ.บางปลามา้ จ.สุพรรณบุรี 1 T103-2 

104 ยคูาลิปตสั คู่ อ.ลาดหลุมแกว้ จ.ปทุมธานี 2 T104-1, T104-2 

105 ยคูาลิปตสั คู่ อ.เมือง จ.สุพรรณบุรี 3 T105-1, T105-2, T105-3 

106 ยคูาลิปตสั คู่ อ.เดิมบางนางบวช จ.สุพรรณบุรี - - 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

107 สะเดา คู่ อ.ศรีประจนัต ์จ.สุพรรณบุรี - - 

108 ฝร่ัง คู่ อ.บางปลามา้ จ.สุพรรณบุรี - - 

109 จาํปาดะ คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T109-1, T109-2 

110 มงัคุด คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 1 T110-1 

111 ทเุรียนนํ้ า คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T111-1, T111-2 

112 ตน้สกัทอง คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 1 T112-2 

113 ชมพูม่ะเหม่ียว คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 1 T113-2 

114 ทบัทิม คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T114-1, T114-2 

115 ลองกอง คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T115-1, T115-2 

116 เงาะ คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T116-1, T116-2 

117 ละมุด คู่ อ.ทุ่งใหญ่ จ.นครศรีธรรมราช 2 T117-1, T117-2 

118 นอ้ยหน่า คู่ อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา 1 T118-2 

119 ฝร่ัง คู่ อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา 2 T119-1, T119-2 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 

 

ตวัอยา่งที่ ชนิดของพชื ชนิดของ 

ใบเล้ียง 

สถานที่เก็บตวัอยา่ง จาํนวนไอโซเลต

ที่แยกได ้

รหสัเช้ือ 

120 ขนุน คู่ อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา 3 T120-1, T120-2, T120-3 

121 ขา้วโพด เด่ียว อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา 1 T121-1 

122 ขา้วโพด เด่ียว อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 1 T122-1 

123 ขา้วโพด เด่ียว อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 2 T123-1, T123-2 

124 ออ้ย เด่ียว อ.โชคชยั จ.นครราชสีมา 2 T124-1, T124-2 

125 ออ้ย เด่ียว อ.ครบุรี จ.นครราชสีมา 2 T125-1, T125-2 

 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่พบการเจริญของแบคทีเรีย 
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จากผลการทดลองที่แสดงในตารางที ่1 พบวา่แยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดจ้าํนวน 274 

ไอโซเลต จากตวัอยา่งใบพชื 125 ตวัอยา่ง โดยแยกเป็นตวัอยา่งใบของพชืใบเล้ียงเด่ียว 6 ชนิด 

จาํนวน 42 ตวัอยา่ง ซ่ึงแยกเช้ือได ้80ไอโซเลต และพชืใบเล่ียงคู่ 36 ชนิด จาํนวน 83 ตวัอยา่ง แยก

เช้ือได ้194 ไอโซเลต เม่ือวเิคราะห์ทางสถิติแลว้พบวา่จาํนวนไอโซเลตที่แยกไดต้่อจาํนวนตวัอยา่ง

จากพชืใบเล้ียงเด่ียวและพชืใบเล้ียงคู่มีจาํนวนเฉล่ียของแบคทีเรียไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทาง

สถิติ (p > 0.05) ซ่ึงจะสงัเกตวา่แยกไดเ้มทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจาํนวนค่อนขา้งมาก ทั้งน้ีอาจ

เน่ืองจากผวิใบพชืเป็นแหล่งทีอ่ยูอ่าศยัของจุลินทรียห์ลากหลายชนิด ทั้ง แบคทีเรีย รา ยสีต ์และ 

สาหร่าย แต่อยา่งไรก็ตาม แมจ้ะพบจุลินทรียไ์ดห้ลากหลายกลุ่ม แต่จะพบประชากรแบคทเีรีย

ไดม้ากที่สุด โดยพบค่าเฉล่ียจาํนวนเซลล ์107

 

 เซลลต์่อตารางเซนติเมตรของผวิใบ (Lindow and 

Brandl, 2003) ซ่ึงเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียก็รวมอยูใ่นกลุ่มประชากรแบคทีเรียน้ีดว้ย 

 จากการแยกเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียในคร้ังน้ีสามารถแยก Pink-Pigmented Facultative 

Methylotrophs (PPFMs) ซ่ึงเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่อยูบ่นผวิใบพชืได ้137 ไอโซเลต จากตวัอยา่งใบ

พชืจาํนวน 125 ตวัอยา่ง บนอาหาร ammonium mineral salt (AMS) agar ที่เติมเมทานอล 1 

เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) โดยใชเ้ทคนิค leaf-imprinting ซ่ึงผลทีไ่ดส้อดคลอ้งกบัรายงานของ 

Balachandar et al. (2008) ที่แยก PPFMs ได ้62 ไอโซเลต จากตวัอยา่งใบฝ้าย ใบขา้วโพด และใบ

ทานตะวนั ชนิดละ 20 ใบ บนอาหารเล้ียงเช้ือและเทคนิคการแยกเช้ือแบบเดียวกนั และรายงานของ 

Kumar and Lee (2009) ที่แยก PPFMs ไดจ้ากใบสะเดาจาํนวน 15 ตวัอยา่ง ในประเทศฟิลิปปินส์ ที่

ใชอ้าหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกนั ซ่ึงสามารถแยก PPFMs ได ้20 ไอโซเลต โดยการศึกษาคร้ังน้ี

สามารถแยก PPFMs ไดจ้าํนวนใกลเ้คียงกบัที่รายงานโดย Balachandar et al. (2008) และ Kumar 

and Lee (2009)  

 

เม่ือนาํเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้274 ไอโซเลตมาเพาะเล้ียงบนอาหารแขง็ GPA 

พบวา่ แบคทีเรียทั้งหมดสามารถเจริญไดบ้นอาหาร GPA แสดงวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด

ที่แยกไดเ้ป็น facultative methylotrophic bacteria เน่ืองจากสามารถเจริญไดบ้นอาหารแขง็ GPA ที่มี 

glycerol ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนหลายอะตอมเป็นองคป์ระกอบ 
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2.  การระบุชนิดของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได้ 

  

การระบุชนิดของแบคทีเรียที่แยกได ้ใชอ้นุกรมวธิานแบบ polyphasic ที่ประกอบดว้ย

การศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลล ์การศึกษาอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล โดยศึกษาลาํดบั

นิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA  

 

2.1  การศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้

 

นาํเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดม้าศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลล ์โดย

พจิารณารูปร่าง ขนาด ลกัษณะของโคโลนี เม่ือเล้ียงให้เจริญบนอาหารแขง็ GPA agar (ภาคผนวก 

ก) เป็นเวลา 2-4 วนั หรือจนกวา่จะพบโคโลนี และพจิารณาตาํแหน่งของเอนโดสปอร์ภายในเซลล์

และการติดสีแกรมของเซลล ์ผลการศึกษาแสดงดงัตารางที ่2 
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ตารางที่ 2  สณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลลข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้เม่ือเล้ียงบนอาหาร GPA บ่มที่ 28-30 องศาเซลเซียส 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T2-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T3-4 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T5-3 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T5-4 ชมพอู่อน 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T5-9 ชมพ ู 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T6-1 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T6-2 ขาวขุ่น 1.2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ กลม บวก 

T6-3 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T6-4 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T6-5 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T6-6 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T7-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T8-4 ชมพ ู 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T8-5 เหลือง 1 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T8-6 ชมพอู่อน 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

PN3 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T9-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

PN4 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

PN1 ขาว 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T9-4.2 ขาวขุ่น 1 / 1 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T10-3 ชมพ ู 1.2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T10-4 ชมพ ู 1.5 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T10-6 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T11-1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T11-2 สม้อ่อน 3 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ คอ็กโค 

บาซิลไล 

บวก 

T11-3 สม้เขม้ 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว บวก 

T12-1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

 
47 



48 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T12-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T12-3 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T13-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T13-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T13-3 เหลือง 3 / 4 กลม นูน ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T13-4 ขาวขุ่น 4 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T14-2 ขาวขุ่น 5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T14-3 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T15-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T15-3 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T15-4 ชมพ ู 0.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T16-1 เหลือง 3 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T16-2 เหลือง 3 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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49 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T16-3 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T16-4 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T16-5 ชมพ ู 0.5/ 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T17-2 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T18-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T18-2 เหลือง 4 / 4 กลม นูน ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T18-4 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T18-5 ชมพ ู 0.5 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T19-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T20-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T20-2 ชมพ ู 1.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T20-3 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T21-1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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50 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T21-2 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T21-3 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T22-2 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T22-4 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T22-5.1 เหลือง 7 / 4 กลม แบนราบ ยน่ คล่ืนเวา้

เลก็นอ้ย 

ท่อนยาว ลบ 

T22-5.2 ชมพอู่อน 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T22-6 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T23-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T23-2 เหลือง 2 / 4 ไม่แน่นอน นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T23-3 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T23-4 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T24-1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T24-2 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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51 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T24-3 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-5 เหลือง 4 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-6 ชมพ ู 1.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-7 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T25-9.1 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T26-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T26-2 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T27-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T27-3 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T27-4 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T27-5 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T28-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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52 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T28-4 ชมพ ู 1  / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T28-5 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T28-7 ขาวขุ่น 4 / 4 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T29-1 ชมพ ู 0.5 / 4 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T29-2 ชมพ ู 1 / 4 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T29-4 เหลือง 0.5 / 4) กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T30-1 ชมพ ู 1 / 1 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T30-3 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวขุ่น 

5 / 5 ไม่แน่นอน, 

เยิม้ 

นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T30-4.1 ตรงกลางขาว

เหลืองรอบๆ ขาว

ขุ่น 

10 / 5 กลม, เยิม้ นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T30-4.2 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวขุ่น 

5 / 5 ไม่แน่นอน, 

เยิม้ 

นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 
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53 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T30-5 ขาวขุ่น 2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T30-6 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวขุ่น 

5 / 5 ไม่แน่นอน, 

เยิม้ 

นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T30-7 เหลือง 2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T31-1.1 เหลือง 3 / 5 ไม่แน่นอน นูนเลก็นอ้ย ขรุขระยน่ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T31-1.2 ชมพ ู 2 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T31-2 เหลือง 3 / 5 ไม่แน่นอน นูนเลก็นอ้ย ขรุขระยน่ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T31-3 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T32-1.1 ตรงกลางขาวขุ่น

รอบๆ ขาวใส 

10 / 5 ไม่แน่ 

นอน 

นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T32-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T32-3.2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T32-9 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T33-3 ชมพ ู 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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54 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T33-4 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T33-5 ชมพ ู 2 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T33-6 เหลือง 4 / 5 กลม แบนราบ ขรุขระยน่ คล่ืนเวา้

เลก็นอ้ย 

ท่อนยาว ลบ 

T34-1 ชมพ ู 2 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T34-2 เหลือง 4 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T34-3 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T35-1 ชมพ ู 1.5 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T35-4 เหลือง 4 / 5 ไม่แน่นอน แบนราบ ขรุขระยน่ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T36-1 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T36-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T37-1 ชมพ ู 2 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T37-2 ชมพถึูงแดง 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T37-3 เหลือง 4 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย ขรุขระ หยกั ท่อนยาว ลบ 
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55 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T38-1 ขาวขุ่น 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T38-2 ขาวขุ่น 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T38-3 เหลือง 3 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย ขรุขระ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T38-4 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T39-1 เหลืองใส 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T39-2 ขาว 2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T40-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T40-2S ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T40-3P ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T41-1 ชมพ ู 2 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T41-2 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T41-3.1 ขาวขุ่น 8 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T41-3.2 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T41-3.3 ขาว 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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56 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T42-1 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T42-3 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T42-5 ชมพ ู 1 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T42-6 ขาวขุ่น 2 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T42-7 เหลืองออกดาํๆ 3 / 6 กลม นูน ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T42-8 ขาวขุ่น 2 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T43-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T43-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T43-3 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T43-4 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T44-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T44-2 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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57 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T44-3 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T45-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T45-3 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T45-5 ขาวขุ่น 8 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T46-1 ชมพ ู 2 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T46-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T46-3 ขาวขุ่น 10 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T47-1 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T47-2 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T48-1 ชมพ ู 2 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T48-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T50-1 ขาวขุ่น 1.5 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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58 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T50-3 ชมพ ู 1.5 / 9 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T52-1 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T52-2 เหลือง 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T53-1 เหลือง 3 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T53-2 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T54-1 ชมพ ู 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T54-2 เหลือง 2 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T55-1 ชมพ ู 1 / 9 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T55-2 ขาวขุ่น 1 / 5 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ กลม บวก 

T55-3 เหลือง 2.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

PN5 ชมพถึูงแดง 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T57-1 นํ้ าตาล 3-4 / 5 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระเป็น

รอยยน่ 

หยกั ท่อนยาว ลบ 

T57-3 ชมพ ู 1.5 / 10 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

 
58 



59 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T58-1 ชมพ ู 0.5 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T60-1 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T60-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T60-3 เหลืองใส 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T61-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T62-1 เหลือง 5 / 6 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระเป็น

รอยยน่ 

หยกั ท่อนยาว ลบ 

T62-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T62-3 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T63-1 เหลือง 5 / 6 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระเป็น

รอยยน่ 

หยกั ท่อนยาว ลบ 

T63-2 เหลือง 5 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T63-3 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน ขรุขระ

เลก็นอ้ย 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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60 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T64-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T64-3 ขาว-เหลือง 1 / 3 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

PN2 ชมพจูาง 1-1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ คอ็กโค 

บาซิลไล 

ลบ 

PN6 ขาว-เหลือง 0.5 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T66-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T66-3 ชมพ ู 1.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว บวก 

T67-1 เหลือง 2 / 6 กลม นูน คลา้ยซ่ีลวด

ของลอ้รถ 

เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T68-1 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวใส 

4 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T69-1 เหลือง 3.5 / 6 กลม นูน ยน่ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T69-2 ชมพ ู 0.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T70-1 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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61 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T70-2 เหลืองครีม 3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T71-1 เหลือง 3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T71-2 ชมพ ู 0.5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T73-1 เหลือง 5 / 6 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระ ริมเป็นคล่ืน ท่อนสั้น ลบ 

T73-2 ชมพ ู 1 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T74-1 เหลือง 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T75-1 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T75-2 ตรงกลางขาวขุ่น

รอบๆ ขาวใส 

5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T76-1 เหลือง 3 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T76-2 ขาวขุ่น 2 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T76-3 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T77-1 เหลือง 4 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T77-2 ขาวขุ่น 2 / 5 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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62 
 
ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T78-2 เหลือง 3.5 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T78-3 ตรงกลางขาวขุ่น

รอบๆ ขาวใส 

3 / 8 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T79-1 ขาวขุ่น 4 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T79-2 เหลือง 3 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T80-1 ชมพ ู 1 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T80-2 เหลือง 3 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T81-1 เหลือง 4 / 8 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T81-2 เหลือง 4 / 8 กลม นูน ขรุขระยน่ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T82-1 เหลืองครีม 2 / 8 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T84-1 ขาวขุ่น 3 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T84-2 ขาวขุ่น 0.5 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T84-3 ชมพ ู 1 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T85-1 เหลือง 2 / 8 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T86-1 เหลือง 4 / 8 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T86-2 ชมพ ู 0.5 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T87-2 เหลือง 2 / 8 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T88-1 เหลือง 4 / 8 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T88-2 เหลือง 5 / 8 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T89-2 ชมพ ู 1 / 7 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T90-1 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวใส 

3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T91-2 ชมพ ู 2.5 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T91-3 เหลืองครีม 3 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T92-1 เหลือง 3 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T93-1 เหลือง 4 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T93-2 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ ขาวขุ่น 

7 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T94-2 เหลือง 4 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T95-1 เหลือง 3 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T96-1 เหลือง 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T96-2 เหลือง 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T96-3 ขาวขุ่น 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T97-1 เหลือง 2 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T97-3 ขาวขุ่น 5 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T98-2 เหลือง 1 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T98-3 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T99-1 เหลือง 3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T99-2 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T100-1 เหลือง 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T101-1 เหลือง 3 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T103-2 เหลืองครีม 3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T104-1 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T104-2 เหลือง 3.5 / 6 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T105-1 เหลือง 3 / 6 ไม่แน่นอน นูน ขรุขระ หยกั ท่อนยาว ลบ 

T105-2 ขาวขุ่น 1 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว บวก 

T105-3 ชมพ ู 1 / 6 กลม นูนเลก็นอ้ย เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T109-1 ตรงกลางครีม

รอบๆ ขาวใส 

3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T109-2 ตรงกลางครีม

รอบๆ ขาวใส 

2 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T110-1 ชมพ ู 1 / 5 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T111-1 เหลือง 4 / 5 กลม แบนราบ ขรุขระยน่ คล่ืนเวา้

เลก็นอ้ย 

ท่อนยาว ลบ 

T111-2 เหลือง 2 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T112-2 เหลือง 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T113-2 เหลือง 4 / 5 กลม แบนราบ ขรุขระยน่ หยกัเล็กนอ้ย ท่อนยาว ลบ 

T114-1 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T114-2 เหลืองครีม 3 / 6 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T115-1 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T115-2 ครีมออกเหลือง 1.5 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T116-1 เหลือง 2 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T116-2 เหลือง 2 / 6 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T117-1 เหลือง 4 / 6 กลม แบนราบ ขรุขระ เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T117-2 ขาวขุ่น 1 / 1 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T118-2 เหลือง 2 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น บวก 

T119-1 ตรงกลางเหลือง

รอบๆ สีครีม 

2 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T119-2 ขาวขุ่น 2 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T120-1 ครีมออกเหลือง 1.5 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ สีโคโลนี เสน้ผา่ศูนยก์ลาง

โคโลนี 

(มม.) / อาย ุ(วนั) 

รูปร่างโคโลนี ความนูนของ

โคโลนี 

ผวิหนา้

โคโลนี 

ขอบโคโลนี รูปร่างเซลล์ การติดสีแกรม 

T120-2 สม้ 1 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T120-3 เหลือง 1 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T121-1 เหลือง 1 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T122-1 ขาวขุ่น 2 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T123-1 เหลือง 1.5 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T123-2 ครีม 2 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

T124-1 ครีมออกเหลือง 2 / 2 กลม แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T124-2 ขาวขุ่น 2.5 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T125-1 สม้ออกเหลือง 1 / 2 กลม นูน เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนยาว ลบ 

T125-2 ครีมออกเหลือง 2 / 2 ไม่แน่นอน แบนราบ เกล้ียงเกลา เรียบ ท่อนสั้น ลบ 

 

หมายเหตุ  ไม่พบแบคทีเรียที่สร้างเอนโดสปอร์ 
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การศึกษาลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยาของเซลลพ์บวา่ จาก facultative methylotrophic 

bacteria ทั้งหมด 274 ไอโซเลต สามารถแบ่งกลุ่มแบคทีเรียตามการติดสีแกรม ได ้2 กลุ่ม คอื กลุ่ม

แรกเป็นแบคทเีรียแกรมลบ จาํนวน 260 ไอโซเลต (คิดเป็น 94.89 เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียทั้งหมด) ซ่ึงมีรูปร่างคอ็กโคบาซิลไล 1 ไอโซเลต ท่อนยาว 216 ไอโซเลต และท่อนสั้น 43 

ไอโซเลต ส่วนกลุ่มที่สองเป็นแบคทเีรียแกรมบวก จาํนวน 14 ไอโซเลต (คิดเป็น 5.11 เปอร์เซ็นต์

ของเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด) ซ่ึงมีรูปร่างกลม 2 ไอโซเลต ท่อนยาว 3 ไอโซเลต ท่อนสั้น 

8 ไอโซเลต และคอ็กโคบาซิลไล 1 ไอโซเลต นัน่คอื เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่แยกได้

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ โคโลนีสีชมพ ูและมีเซลลรู์ปท่อน นอกจากน้ียงัตรวจไม่พบแบคทีเรียที่

สร้างเอนโดสปอร์เลย ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Kumar and Lee (2009) ในแง่ของ

ลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลล ์ที่พบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดมี้

เซลลรู์ปท่อน และคอ็กโคบาซิลไล ติดสีแกรมลบ โคโลนีกลมนูนสีชมพ ูและชมพอูมสม้ ขอบเรียบ 

ผวิหนา้เรียบแวววาว เม่ือเล้ียงบนอาหาร glycerol peptone agar (GPA) เช่นเดียวกนั และจาก

การศึกษาสงัเกตเห็นไดว้า่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดเ้ป็นแบคทีเรียที่มีโคโลนีมีสีหรือมีการ

สร้างรงควตัถุ เน่ืองจากผวิใบพืชมกัโดนรังสีอลัตราไวโอเลตทาํใหแ้บคทีเรียตอ้งปรับตวัใหอ้ยูร่อด

ได ้ดงันั้นแบคทีเรียที่พบบนผวิใบพชืส่วนมากจึงพบวา่สร้างรงควตัถุ ซ่ึงคาดวา่เพือ่ใชใ้นการ

ป้องกนัรังสีอลัตราไวโอเลต 

 

 ในการศึกษาคร้ังน้ีแยกไดเ้มทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่เป็นแบคทีเรียแกรมลบมากกวา่

แบคทีเรียแกรมบวกอยา่งชดัเจน ซ่ึงการที่พบแบคทีเรียแกรมลบมากกวา่แบคทีเรียแกรมบวก อาจ

เน่ืองมาจากความแตกต่างทางดา้นสรีรวทิยาของเซลล ์โดยเฉพาะส่วนผนงัเซลล ์โดยแบคทีเรีย 

แกรมลบจะมีชั้น outer membrane อยูด่า้นนอกสุด ซ่ึงเป็นลกัษณะเฉพาะของแบคทเีรียแกรมลบ 

และจะมีพื้นที่ระหวา่งชั้น outer membrane กบัชั้น peptidoglycan หรือที่เรียกวา่ periplasm ซ่ึงจะมี

เอนไซมห์ลายชนิดรวมถึง transport protein ที่ทาํใหแ้บคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถรับสารอาหารไดเ้ม่ืออยู่

ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม นอกจากน้ีส่วน outer membrane ยงัเป็นชั้นที่ ช่วยป้องกนัเซลลจ์ากสารชีว

โมเลกุลขนาดใหญ่บางชนิดที่อาจเป็นอนัตรายตอ่เซลลไ์ดอี้กดว้ย 

 

การจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียโดยใชอ้นุกรมวธิานแบบ polyphasic 

ประกอบดว้ยการศึกษาสณัฐานวทิยาของโคโลนีและเซลล ์การศึกษาอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล 

และรวมถึงการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมี หากตอ้งการระบช่ืุอของแบคทเีรีย การศึกษาขั้นตอน

ต่อไปจึงนาํเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่รวบรวมไวท้ั้งหมดไปศึกษาอนุกรมวธิานระดบัโมเลกลุโดย
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การศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอไทด์

จากฐานขอ้มูล 

 

2.2  การจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียโดยอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุล 

 

ในปัจจุบนัเทคนิคการจดัจาํแนกและระบุชนิดของจุลินทรียร์ะดบัโมเลกุลมีการพฒันา

อยา่งรวดเร็ว และสามารถนาํมาใชจ้ดัจาํแนกและระบุช่ือของแบคทีเรียในระดบัสกุลและชนิดได ้

ดงันั้นเทคนิคระดบัโมเลกุลจึงมีบทบาทเพิม่มากขึ้นในการระบุชนิดของแบคทีเรีย 

 

  ทาํการจดัจาํแนกและระบุชนิดของแบคทีเรียระดบัโมเลกุล โดยศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทด์

บางส่วนของ 16S rDNA ที่เพิม่จาํนวนดว้ยเทคนิคพซีีอาร์ดว้ยคู่ไพรเมอร์ 27F และ 1389R และส่ง

วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยไพรเมอร์ 27F และ/หรือ 1389R ซ่ึงจะทาํใหท้ราบขอ้มูลลาํดบันิ

วคลีโอไทดค์วามยาวประมาณ 800-1300 คู่เบส  และเพิม่จาํนวนดว้ยคู่ไพรเมอร์ 1F และ 1530R 

และส่งวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดด์ว้ยไพรเมอร์ 1F 520F 782R และ 1530R ซ่ึงจะไดข้อ้มูลลาํดบั

นิวคลีโอไทดค์วามยาวประมาณ 1400 คู่เบส จากนั้นจึงเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดท์ี่อ่านไดก้บั

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA จากฐานขอ้มูล EzTaxon server 2.1 

(http://147.47.212.35:8080/) ซ่ึงทาํใหจ้ดัจาํแนกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดเ้ป็น 3 กลุ่ม ดงัน้ี 

 

2.2.1  แบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ 

 

สาํหรับการจดัจาํแนกแบคทีเรียที่แยกไดว้า่เป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ คือ 

เม่ือเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดค์วามยาว 800-1300 คู่เบส ในบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรีย

ที่คดัแยกได ้กบัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียที่มีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล แลว้พบวา่มีค่าความ

คลา้ยคลึง (similarity) 99.00-100 เปอร์เซ็นต ์กบัสปีชีส์ที่ใกลเ้คียงที่สุด ที่เป็นแบคทีเรียที่ไดมี้การตั้ง

ช่ือ อธิบาย และตีพมิพแ์ลว้ ซ่ึงจาก facultative methylotrophic bacteria ที่แยกไดท้ั้ง 274 ไอโซเลต 

พบวา่มี 257 ไอโซเลต จดัเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ ซ่ึงมีจาํนวนมากที่สุด (คิดเป็น 93.80 

เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมดที่แยกได)้ จดัจาํแนกไดเ้ป็น 18 สกลุ 56 สปีชีส์ 

โดยอยูใ่นไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) และวงศ ์(Family) ต่างๆ ดงัแสดงในตารางที ่

3 และผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยก

ไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ แสดงใน

ตารางที่ 4 



70 
 
ตารางที่ 3  การจดัอนุกรมวธิานของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดท้ี่จดัเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) สปีชีส์ (Species) 

Firmicutes 

(Low G+C; Gram-positive 

bacteria) 

Bacilli Bacillales Bacillaceae Anoxybacillus bogrovensis 

  Staphylococcaceae Staphylococcus  haemolyticus 

    warneri 

Actinobacteria 

(high G+C; Gram-positive 

bacteria) 

Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Curtobacterium citreum 

    oceanosedimentum 

  Mycobacteriaceae Mycobacterium fortuitum 

   Cellulomonadaceae Cellulomonas hominis 

   Promicromonosporaceae Cellulosimicrobium funkei 

   Gordoniaceae Gordonia terrae 

   Nocardiaceae Rhodococcus corynebacterioides 

Proteobacteria 

(Gram negative) 

Alphaproteobacteria Rhizobiales Aurantimonadaceae Aurantimonas altamirensis 

  Rhizobiaceae Rhizobium larrymoorei 

     massiliae 

   Methylobacteriaceae Methylobacterium  aerolatum 

     aquaticum 
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ตารางที่ 3  (ต่อ) 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) สปีชีส์ (Species) 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Methylobacteriaceae Methylobacterium  fujisawaense 

     gregans 

     komagatae 

     oryzae 

     platani 

     populi 

     radiotolerans 

     rhodesianum 

     suomiense 

     tardum 

     thiocyanatum 

     zatmanii 

  Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas  abaci 

     aquatilis 

     paucimobilis 
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ตารางที่ 3  (ต่อ) 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) สปีชีส์ (Species) 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Sphingomonas  phyllosphaerae 

     pseudosanguinis 

     sanguinis 

     yabuuchiae 

     yunnanensis 

 Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Luteibacter rhizovicinus 

     yeojuensis 

  Enterobacteriales Enterobacteriaceae Klebsiella pneumonia 

     variicola 

    Enterobacter asburiae 

     hormaechei 

     oryzae 

    Pantoea  agglomerans 

     ananatis 

     anthophila 

     brenneri 
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ตารางที่ 3  (ต่อ) 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) สปีชีส์ (Species) 

Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Pantoea  dispersa 

     stewartii 

  Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter bereziniae 

   Pseudomonadaceae Pseudomonas beteli 

     geniculata 

     hibiscicola 

     oryzihabitans 

     parafulva 

     psychrotolerans 

     stutzeri 
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ตารางที่ 4  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้ 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T2-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1060 Methylobacterium radiotolerans 

T3-4 Methylobacterium tardum RB677T 99.91  (AB252208) 1/1059 Methylobacterium tardum 

T5-3 Methylobacterium gregans 002-074T 99.03  (AB252200) 12/1234 Methylobacterium gregans 

T5-4 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1070 Methylobacterium populi 

T5-9 Methylobacterium suomiense NCIMB 13778T 99.81  (AB175645) 2/1061 Methylobacterium suomiense 

T6-1 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1032 Methylobacterium populi 

T6-2 Staphylococcus warneri ATCC 27836T 99.91  (L37603) 1/1096 Staphylococcus warneri 

T6-3 Methylobacterium thiocyanatum DSM 11490T 100.00  (AB175646) 0/1017 Methylobacterium thiocyanatum 

T6-4 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.46  (EF174498) 5/921 Methylobacterium aerolatum 

T6-5 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1031 Methylobacterium radiotolerans 

T6-6 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1056 Methylobacterium populi 

T7-2 Methylobacterium populi BJ001T 99.91  (CP001029) 1/1070 Methylobacterium populi 

T8-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1088 Methylobacterium radiotolerans 

T8-5 Pseudomonas stutzeri CCUG11256T 100.00  (U26262) 0/1095 Pseudomonas stutzeri 

T8-6 Methylobacterium rhodesianum DSM 5687T 99.53  (AB175642) 5/1067 Methylobacterium rhodesianum 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T9-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1047 Methylobacterium radiotolerans 

T9-4.2 Pseudomonas hibiscicola ATCC 19867T 99.61  (AB021405) 4/1032 Pseudomonas hibiscicola 

T10-3 Methylobacterium aquaticum GR16T 99.11  (AJ635303) 9/1011 Methylobacterium aquaticum 

T10-4 Methylobacterium aquaticum GR16T 99.03  (AJ635303) 13/1345 Methylobacterium aquaticum 

T10-6 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/985 Methylobacterium radiotolerans 

T11-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1050 Methylobacterium radiotolerans 

T11-2 Rhodococcus corynebacterioides DSM 20151T 99.62  (AF430066) 4/1065 Rhodococcus corynebacterioides 

T11-3 Gordonia terrae DSM 43249T 99.72 (X79286) 3/1074 Gordonia terrae 

T12-1 Methylobacterium rhodesianum DSM 5687T 99.03  (AB175642) 10/1034 Methylobacterium rhodesianum 

T12-2 Methylobacterium rhodesianum DSM 5687T 99.43  (AB175642) 6/1044 Methylobacterium rhodesianum 

T12-3 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/1023 Methylobacterium populi 

T13-1 Methylobacterium zatmanii DSM 5688T 99.68  (AB175647) 4/1229 Methylobacterium zatmanii 

T13-2 Methylobacterium rhodesianum DSM 5687T 99.50  (AB175642) 6/1208 Methylobacterium rhodesianum 

T13-3 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.43  (D13726) 7/1236 Sphingomonas sanguinis 

T14-2 Enterobacter hormaechei CIP 103441T 99.71  (AJ508302) 3/1028 Enterobacter hormaechei 

T14-3 Methylobacterium thiocyanatum DSM 11490T (AB175646) 99.90 1/1018 Methylobacterium thiocyanatum 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T15-2 Methylobacterium thiocyanatum DSM 11490T 99.61  (AB175646) 4/1029 Methylobacterium thiocyanatum 

T15-3 Methylobacterium populi BJ001T 99.52  (CP001029) 5/1042 Methylobacterium populi 

T15-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.62  (CP001001) 4/1042 Methylobacterium radiotolerans 

T16-1 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.24  (AB071955) 8/1057 Sphingomonas yabuuchiae 

T16-2 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.25  (AB071955) 8/1069 Sphingomonas yabuuchiae 

T16-3 Methylobacterium rhodesianum DSM 5687T 99.52  (AB175642) 5/1042 Methylobacterium rhodesianum 

T16-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1047 Methylobacterium radiotolerans 

T16-5 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1050 Methylobacterium radiotolerans 

T17-2 Methylobacterium tardum RB677T 100.00  (AB252208) 0/1043 Methylobacterium tardum 

T18-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.51  (CP001001) 5/1024 Methylobacterium radiotolerans 

T18-2 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.35  (AM412238) 8/1223 Sphingomonas pseudosanguinis 

T18-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1026 Methylobacterium radiotolerans 

T18-5 Methylobacterium komagatae 002-079T 99.88  (AB252201) 1/832 Methylobacterium komagatae 

T19-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1049 Methylobacterium radiotolerans 

T20-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1046 Methylobacterium radiotolerans 

T20-2 Methylobacterium gregans 002-074T 99.41  (AB252200) 6/1016 Methylobacterium gregans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T20-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1037 Methylobacterium radiotolerans 

T21-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1060 Methylobacterium radiotolerans 

T21-2 Methylobacterium populi BJ001T 99.91  (CP001029) 1/1061 Methylobacterium populi 

T21-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.84  (CP001001) 2/1233 Methylobacterium radiotolerans 

T22-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.17  (CP001001) 8/964 Methylobacterium radiotolerans 

T22-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1047 Methylobacterium radiotolerans 

T22-5.1 Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568T 99.92  (AM262973) 1/1288 Pseudomonas oryzihabitans 

T22-5.2 Methylobacterium thiocyanatum DSM 11490T 99.64  (AB175646) 5/1371 Methylobacterium thiocyanatum 

T22-6 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1051 Methylobacterium radiotolerans 

T23-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/1102 Methylobacterium radiotolerans 

T23-2 Pantoea dispersa LMG 2603T 100.00  (DQ504305) 0/995 Pantoea dispersa 

T23-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/1060 Methylobacterium radiotolerans 

T23-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.89  (CP001001) 1/904 Methylobacterium radiotolerans 

T24-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1050 Methylobacterium radiotolerans 

T24-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1057 Methylobacterium radiotolerans 

T24-3 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.52  (EF174498) 5/1036 Methylobacterium aerolatum 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T25-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.72  (CP001001) 3/1062 Methylobacterium radiotolerans 

T25-2 Methylobacterium populi BJ001T 99.79  (CP001029) 2/943 Methylobacterium populi 

T25-5 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.60  (D13726) 5/1222 Sphingomonas sanguinis 

T25-7 Methylobacterium thiocyanatum DSM 11490T 100.00  (AB175646) 0/1208 Methylobacterium thiocyanatum 

T25-9.1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1040 Methylobacterium radiotolerans 

T26-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1021 Methylobacterium radiotolerans 

T26-2 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.49  (EF174498) 6/1171 Methylobacterium aerolatum 

T27-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1039 Methylobacterium radiotolerans 

T27-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1040 Methylobacterium radiotolerans 

T27-4 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1040 Methylobacterium populi 

T27-5 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1029 Methylobacterium populi 

T28-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.71  (CP001001) 3/1037 Methylobacterium radiotolerans 

T28-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.92  (CP001001) 1/1231 Methylobacterium radiotolerans 

T28-5 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.52  (CP001001) 5/1038 Methylobacterium radiotolerans 

T29-1 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1057 Methylobacterium populi 

T29-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.43  (CP001001) 6/1054 Methylobacterium radiotolerans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T29-4 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.43  (D13726) 7/1230 Sphingomonas sanguinis 

T30-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.71  (CP001001) 3/1031 Methylobacterium radiotolerans 

T30-3 Pantoea dispersa LMG2603T 99.80  (DQ504305) 2/1005 Pantoea dispersa 

T30-4.1 Enterobacter oryzae Ola 51T 99.44  (EF488759) 6/1079 Enterobacter oryzae 

T30-4.2 Pantoea dispersa LMG 2603T 99.80  (DQ504305) 2/996 Pantoea dispersa 

T30-6 Pantoea dispersa LMG2603T 100.00  (DQ504305) 0/1036 Pantoea dispersa 

T30-7 Pantoea dispersa LMG2603T 99.60   (DQ504305) 4/989 Pantoea dispersa 

T31-1.1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.82  (AJ575816) 2/1105 Pseudomonas psychrotolerans 

T31-1.2 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/1044 Methylobacterium populi 

T31-2 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.61  (AJ575816) 4/1037 Pseudomonas psychrotolerans 

T31-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1019 Methylobacterium radiotolerans 

T32-1.1 Klebsiella variicola F2R9T 99.71  (AJ783916) 3/1043 Klebsiella variicola 

T32-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1020 Methylobacterium radiotolerans 

T32-3.2 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.42  (EF174498) 6/1029 Methylobacterium aerolatum 

T32-9 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.41  (EF174498) 6/1014 Methylobacterium aerolatum 

T33-3 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.60  (EF174498) 4/1005 Methylobacterium aerolatum 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T33-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.80  (CP001001) 2/1008 Methylobacterium radiotolerans 

T33-5 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/1040 Methylobacterium populi 

T33-6 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.70  (AJ575816) 3/1011 Pseudomonas psychrotolerans 

T34-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/1040 Methylobacterium populi 

T34-2 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.60  (AM412238) 4/991 Sphingomonas pseudosanguinis 

T34-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1029 Methylobacterium radiotolerans 

T35-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.80  (CP001029) 2/1013 Methylobacterium populi 

T35-4 Pseudomonas psychrotolerans C36T 100.00  (AJ575816) 0/995 Pseudomonas psychrotolerans 

T36-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1018 Methylobacterium radiotolerans 

T36-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1026 Methylobacterium radiotolerans 

T37-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.22  (CP001029) 8/1030 Methylobacterium populi 

T37-2 Methylobacterium platani PMB02T 99.12  (EF426729) 12/1362 Methylobacterium platani 

T37-3 Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568T 99.81  (AM262973) 2/1041 Pseudomonas oryzihabitans 

T38-1 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.62  (Z30542) 4/1058 Rhizobium larrymoorei 

T38-2 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.71  (Z30542) 3/1040 Rhizobium larrymoorei 

T38-3 Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568T 99.69  (AM262973) 4/1277 Pseudomonas oryzihabitans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T38-4 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.53  (CP001001) 5/1057 Methylobacterium radiotolerans 

T39-1 Luteibacter yeojuensis R2A16-10T 99.22  (DQ181549) 8/1019 Luteibacter yeojuensis 

T39-2 Klebsiella pneumonia subsp. ozaenae ATCC 11296T 99.43  (Y17654) 6/1044 Klebsiella pneumonia 

T40-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.25  (CP001001) 8/1062 Methylobacterium radiotolerans 

T40-2S Methylobacterium platani PMB02T 99.18  (EF426729) 11/1336 Methylobacterium platani 

T40-3P Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1026 Methylobacterium radiotolerans 

T41-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.80  (CP001029) 2/995 Methylobacterium populi 

T41-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1102 Methylobacterium radiotolerans 

T41-3.1 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767)  0/1229 Rhizobium massiliae 

T41-3.2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/1058 Methylobacterium radiotolerans 

T41-3.3 Pseudomonas geniculata ATCC 19374T 99.84  (AB021404) 2/1278 Pseudomonas geniculata 

T42-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.72  (CP001001) 3/1064 Methylobacterium radiotolerans 

T42-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1111 Methylobacterium radiotolerans 

T42-5 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1015 Methylobacterium populi 

T42-7 Pseudomonas psychrotolerans C36T 100.00 (AJ575816) 0/1029 Pseudomonas psychrotolerans 

T42-8 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.62  (Z30542) 4/1049 Rhizobium larrymoorei 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T43-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.55  (CP001001) 5/1108 Methylobacterium radiotolerans 

T43-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.53  (CP001001) 5/1068 Methylobacterium radiotolerans 

T43-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.81  (CP001001) 2/1064 Methylobacterium radiotolerans 

T43-4 Pseudomonas psychrotolerans C36T 100.00  (AJ575816) 0/1107 Pseudomonas psychrotolerans 

T44-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/1025 Methylobacterium populi 

T44-2 Methylobacterium populi BJ001T 99.86  (CP001029) 2/1387 Methylobacterium populi 

T44-3 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 99.90  (AB175634) 1/1026 Methylobacterium fujisawaense 

T45-2 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/831 Methylobacterium populi 

T45-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.45  (CP001001) 6/1104 Methylobacterium radiotolerans 

T45-5 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1050 Rhizobium massiliae 

T46-1 Methylobacterium populi BJ001T 100.00  (CP001029) 0/1038 Methylobacterium populi 

T46-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.80  (CP001001) 2/1010 Methylobacterium radiotolerans 

T46-3 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1054 Rhizobium massiliae 

T47-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1043 Methylobacterium radiotolerans 

T47-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1040 Methylobacterium radiotolerans 

T48-1 Methylobacterium populi BJ001T 99.81  (CP001029) 2/1048 Methylobacterium populi 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T48-2 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.71  (EF174498) 3/1022 Methylobacterium aerolatum 

T50-1 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.61  (Z30542) 4/1023 Rhizobium larrymoorei 

T50-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.92  (CP001001) 1/1270 Methylobacterium radiotolerans 

T52-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/1020 Methylobacterium radiotolerans  

T52-2 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.51  (D13726) 5/1016 Sphingomonas sanguinis 

T53-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.23  (D13726) 8/1040 Sphingomonas sanguinis 

T53-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1039 Methylobacterium radiotolerans 

T54-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1029 Methylobacterium radiotolerans 

T54-2 Pantoea ananatis ATCC 19321T 99.90  (U80209) 1/978 Pantoea ananatis 

T55-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1039 Methylobacterium radiotolerans 

T55-2 Staphylococcus haemolyticus ATCC 29970T 100.00   (L37600) 0/1021 Staphylococcus haemolyticus 

T55-3 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.32  (AM412238) 7/1033 Sphingomonas pseudosanguinis 

T57-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.18  (AJ575816) 9/1097 Pseudomonas psychrotolerans 

T57-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1025 Methylobacterium radiotolerans 

T58-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.80  (CP001001) 2/1020 Methylobacterium radiotolerans 

T60-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1033 Methylobacterium radiotolerans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T60-3 Luteibacter rhizovicinus LJ96T 99.17  (AJ580498) 12/1451 Luteibacter rhizovicinus 

T61-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1030 Methylobacterium radiotolerans 

T62-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 100.00  (AJ575816) 0/1068 Pseudomonas psychrotolerans 

T62-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/970 Methylobacterium radiotolerans 

T62-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 100.00  (CP001001) 0/1027 Methylobacterium radiotolerans 

T63-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.90  (AJ575816) 1/1015 Pseudomonas psychrotolerans 

T63-2 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.81  (AJ575816) 2/1024 Pseudomonas psychrotolerans 

T63-3 Methylobacterium populi BJ001T 99.90  (CP001029) 1/992 Methylobacterium populi 

T64-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.70  (CP001001) 3/1010 Methylobacterium radiotolerans 

T64-3 Cellulomonas hominis DMMZ CE40T 99.07  (X82598) 13/1404 Cellulomonas hominis 

T66-1 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 99.90  (AB175634) 1/1006 Methylobacterium fujisawaense 

T66-3 Anoxybacillus bogrovensis BT13T 100.00  (AM409184) 0/837 Anoxybacillus bogrovensis 

T67-1 Sphingomonas phyllosphaerae FA2T 99.50  (AY453855) 5/1004 Sphingomonas phyllosphaerae 

T68-1 Pantoea anthophila LMG 2558T 99.80  (EF688010) 2/981 Pantoea anthophila 

T69-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.90  (AJ575816) 1/1016 Pseudomonas psychrotolerans 

T69-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.90  (CP001001) 1/1020 Methylobacterium radiotolerans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T70-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.93  (CP001001) 1/1392 Methylobacterium radiotolerans 

T70-2 Curtobacterium citreum DSM 20528T 99.88   (X77436) 1/800 Curtobacterium citreum 

T71-1 Sphingomonas yunnanensis YIM 003T 99.00  (AY894691) 14/1396 Sphingomonas yunnanensis 

T71-2 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.91  (CP001001) 1/1110 Methylobacterium radiotolerans 

T73-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.72  (AJ575816) 3/1074 Pseudomonas psychrotolerans 

T73-2 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 99.62  (AB175634) 4/1065 Methylobacterium fujisawaense 

T74-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.31  (D13726) 7/1021 Sphingomonas sanguinis 

T75-1 Pseudomonas parafulva AJ 2129T 99.91  (AB060132) 1/1085 Pseudomonas parafulva 

T75-2 Rhizobium massiliae 90AT 99.91  (AF531767) 1/1059 Rhizobium massiliae 

T76-1 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.22  (AB071955) 8/1019 Sphingomonas yabuuchiae 

T76-2 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.53  (Z30542) 5/1065 Rhizobium larrymoorei 

T76-3 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.82  (CP001001) 2/1079 Methylobacterium radiotolerans 

T77-1 Sphingomonas aquatilis JSS7T 100.00  (AF131295) 0/1081 Sphingomonas aquatilis 

T77-2 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.73  (Z30542) 3/1097 Rhizobium larrymoorei 

T78-2 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.26  (AB071955) 8/1076 Sphingomonas yabuuchiae 

T78-3 Acinetobacter bereziniae ATCC 17924T 99.45  (Z93443) 6/1090 Acinetobacter bereziniae 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T79-1 Enterobacter asburiae JCM 6051T 99.26  (AB004744) 6/808 Enterobacter asburiae 

T79-2 Sphingomonas paucimobilis ATCC 29837T 99.60  (U37337) 4/997 Sphingomonas paucimobilis 

T80-1 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 99.91  (AB175634) 1/1109 Methylobacterium fujisawaense 

T80-2 Sphingomonas yunnanensis YIM 003T 99.15  (AY894691) 12/1411 Sphingomonas yunnanensis 

T81-1 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.06  (AB071955) 10/1067 Sphingomonas yabuuchiae 

T81-2 Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568T 99.91  (AM262973) 1/1119 Pseudomonas oryzihabitans 

T82-1 Pseudomonas beteli ATCC 19861T 99.17  (AB021406) 9/1078 Pseudomonas beteli 

T84-2 Cellulosimicrobium funkei ATCC BAA-886T 99.79  (AY501364) 3/1420 Cellulosimicrobium funkei 

T84-3 Methylobacterium oryzae CBMB20T 99.93  (AY683045) 1/1380 Methylobacterium oryzae 

T85-1 Pantoea agglomerans DSM 3493T 99.49  (AJ233423) 4/787 Pantoea agglomerans 

T86-1 Sphingomonas paucimobilis ATCC 29837T 99.64  (U37337) 4/1110 Sphingomonas paucimobilis 

T86-2 Methylobacterium aerolatum 5413S-11T 99.20  (EF174498) 7/877 Methylobacterium aerolatum 

T87-2 Pseudomonas parafulva AJ 2129T 99.85  (AB060132) 2/1357 Pseudomonas parafulva 

T88-1 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.24  (AB071955) 8/1056 Sphingomonas yabuuchiae 

T88-2 Pantoea agglomerans DSM 3493T 99.11  (AJ233423) 13/1457 Pantoea agglomerans 

T90-1 Pantoea dispersa LMG 2603T 99.69  (DQ504305) 3/977 Pantoea dispersa 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T91-2 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.80  (AM412238) 2/983 Sphingomonas pseudosanguinis 

T91-3 Aurantimonas altamirensis S21BT 100.00  (DQ372921) 0/1366 Aurantimonas altamirensis 

T92-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.58  (D13726) 4/947 Sphingomonas sanguinis 

T93-1 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.09  (AM412238) 10/1104 Sphingomonas pseudosanguinis 

T93-2 Pantoea brenneri LMG 5343T 99.23  (EU216735) 6/776 Pantoea brenneri 

T94-2 Sphingomonas yabuuchiae GTC 868T 99.30  (AB071955) 7/1000 Sphingomonas yabuuchiae 

T95-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.43  (D13726) 6/1043 Sphingomonas sanguinis 

T96-2 Pseudomonas parafulva AJ 2129T 99.79  (AB060132) 3/1454 Pseudomonas parafulva 

T96-3 Rhizobium larrymoorei 3-10T 99.62  (Z30542) 4/1057 Rhizobium larrymoorei 

T97-1 Sphingomonas yunnanensis YIM 003T 99.04  (AY894691) 10/1042 Sphingomonas yunnanensis 

T97-3 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1047 Rhizobium massiliae 

T98-2 Pantoea agglomerans DSM 3493T 99.49  (AJ233423) 4/787 Pantoea agglomerans 

T98-3 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.73  (AM412238) 3/1095 Sphingomonas pseudosanguinis 

T99-1 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.85  (AM412238) 2/1372 Sphingomonas pseudosanguinis 

T99-2 Methylobacterium fujisawaense DSM 5686T 99.93  (AB175634) 1/1390 Methylobacterium fujisawaense 

T100-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.49  (D13726) 7/1367 Sphingomonas sanguinis 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T101-1 Sphingomonas pseudosanguinis G1-2T 99.27  (AM412238) 10/1374 Sphingomonas pseudosanguinis 

T103-2 Curtobacterium citreum DSM 20528T 100.00   (X77436) 0/984 Curtobacterium citreum 

T104-2 Pseudomonas psychrotolerans C36T 100.00  (AJ575816) 0/1128 Pseudomonas psychrotolerans  

T105-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.91  (AJ575816) 1/1126 Pseudomonas psychrotolerans 

T105-2 Mycobacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum DSM 44220T 100.00  

(FR733720) 

0/1264 Mycobacterium fortuitum 

T109-1 Pantoea dispersa LMG 2603T 99.88  (DQ504305) 1/828 Pantoea dispersa 

T109-2 Pantoea dispersa LMG 2603T 99.10  (DQ504305) 7/777 Pantoea dispersa 

T110-1 Methylobacterium radiotolerans JCM 2831T 99.78  (CP001001) 3/1389 Methylobacterium radiotolerans 

T111-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.61  (AJ575816) 5/1280 Pseudomonas psychrotolerans 

T111-2 Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317T 99.88  (EF592577) 1/819 Curtobacterium oceanosedimentum 

T112-2 Sphingomonas phyllosphaerae FA2T 99.26  (AY453855) 10/1342 Sphingomonas phyllosphaerae 

T113-2 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.90  (AJ575816) 1/987 Pseudomonas psychrotolerans 

T114-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.76  (AJ575816) 3/1239 Pseudomonas psychrotolerans 

T114-2 Curtobacterium citreum DSM 20528T 99.25   (X77436) 11/1460 Curtobacterium citreum 

T115-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.80  (AJ575816) 2/1010 Pseudomonas psychrotolerans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T115-2 Pantoea dispersa LMG 2603T 100.00  (DQ504305) 0/1023 Pantoea dispersa 

T116-1 Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317T 99.85  (EF592577) 2/1297 Curtobacterium oceanosedimentum 

T116-2 Sphingomonas phyllosphaerae FA2T 99.29  (AY453855) 9/1268 Sphingomonas phyllosphaerae 

T117-1 Pseudomonas psychrotolerans C36T 99.79  (AJ575816) 3/1441 Pseudomonas psychrotolerans 

T117-2 Pseudomonas hibiscicola ATCC 19867T 99.51  (AB021405) 7/1436 Pseudomonas hibiscicola 

T118-2 Curtobacterium oceanosedimentum ATCC 31317T 99.81  (EF592577) 2/1061 Curtobacterium oceanosedimentum 

T119-1 Pantoea stewartii subsp. stewartii LMG 2715T 99.54  (Z96080) 5/1081 Pantoea stewartii 

T119-2 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1020 Rhizobium massiliae 

T120-1 Pantoea dispersa LMG 2603T 100.00  (DQ504305) 0/1022 Pantoea dispersa 

T120-2 Sphingomonas abaci C42T 99.34  (AJ575817) 7/1060 Sphingomonas abaci 

T120-3 Sphingomonas phyllosphaerae FA2T 99.44  (AY453855) 6/1066 Sphingomonas phyllosphaerae 

T121-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.34  (D13726) 7/1057 Sphingomonas sanguinis 

T122-1 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1062 Rhizobium massiliae 

T123-1 Sphingomonas sanguinis IFO 13937T 99.34  (D13726) 7/1058 Sphingomonas sanguinis 

T123-2 Pantoea dispersa LMG 2603T 100.00  (DQ504305) 0/1022 Pantoea dispersa 

T124-1 Pseudomonas oryzihabitans IAM 1568T 99.17  (AM262973) 9/1085 Pseudomonas oryzihabitans 
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ตารางที่ 4  (ต่อ) 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

T124-2 Rhizobium massiliae 90AT 100.00  (AF531767) 0/1021 Rhizobium massiliae 

T125-1 Sphingomonas abaci C42T 99.25  (AJ575817) 8/1065 Sphingomonas abaci 

T125-2 Pantoea dispersa LMG 2603T 100.00  (DQ504305) 0/1022 Pantoea dispersa 
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2.2.2  แบคทีเรียที่อาจจะเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ 

 

สาํหรับการจดัจาํแนกแบคทีเรียที่แยกไดว้า่เป็นแบคทีเรียที่อาจจะเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ คือ เม่ือเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทด ์800-1300 คู่

เบส ในบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียที่มีรายงาน

ไวใ้นฐานขอ้มูล แลว้พบวา่มีค่าความคลา้ยคลึง (similarity) อยูร่ะหวา่ง 97.00-98.99 เปอร์เซ็นต ์

กบัสปีชีส์ที่ใกลเ้คียงที่สุด ซ่ึงเป็นแบคทีเรียที่มีการตั้งช่ือ อธิบาย และตีพมิพแ์ลว้ ดงันั้นจึงยงัไม่

สามารถสรุปไดว้า่เป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ จึงจะตอ้งมีการศึกษาเพิม่เติม 

เช่น การทาํ DNA-DNA hybridization หรือ ศึกษาลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนีอ่ืนนอกเหนือจากยนี

ของ 16S rRNA เช่น methanol dehydrogenase gene หรือ recA gene

 

 เป็นตน้ (Tindall et al., 2010) 

เพือ่ใหก้ารระบุชนิดของแบคทีเรียมีความถูกตอ้งแม่นยาํมากขึ้น  

จาก facultative methylotrophic bacteria ทั้ง 274 ไอโซเลตทีแ่ยกได ้พบวา่มี 15 

ไอโซเลต จดัเป็นแบคทีเรียที่อาจจะเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ (คิดเป็น 5.47 

เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด) อาจจดัจาํแนกไดเ้ป็น 8 สกลุ ใกลเ้คยีงกบั 10  

สปีชีส์ โดยอยูใ่นไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) และวงศ ์(Family) ต่างๆ ดงัแสดงใน

ตารางที่ 5 และผลการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็นแบคทีเรียที่อาจจะเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ แสดงในตารางที่ 6  



92 
 
ตารางที่ 5  การจดัอนุกรมวธิานของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดท้ี่จดัเป็นแบคทีเรียที่อาจจะเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) ใกลเ้คยีงกบัสปีชีส์ 

(Closest species) 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Rhizobium larrymoorei 

   Phyllobacteriaceae Mesorhizobium huakuii 

   Brucellaceae Ochrobactrum haematophilum 

   Methylobacteriaceae Methylobacterium  aquaticum 

     komagatae 

     platani 

 Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Enterobacter kobei 

    Leclercia adecarboxylata 

    Pantoea septic 

  Xanthomonadales Xanthomonadaceae Luteibacter yeojuensis 
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ตารางที่ 6  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็น

แบคทีเรียที่อาจจะเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ที่อธิบายแลว้หรือสปีชีส์ใหม่ 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

PN3 Methylobacterium komagatae 002-079T 98.87  (AB252201) 16/1421 known or new species 

PN4 Methylobacterium komagatae 002-079T 98.87  (AB252201) 16/1421 known or new species 

T13-4 Enterobacter kobei  CIP105566T 98.68  (AJ508301) 17/1287 known or new species 

T25-6 Methylobacterium aquaticum GR16T 98.81  (AJ635303) 16/1344 known or new species 

T28-7 Leclercia adecarboxylata  GTC 1267T 98.22  ( AB273740) 23/1292 known or new species 

T30-5 Pantoea septic LMG 5345T 98.13  (EU216734) 19/1017 known or new species 

T42-6 Rhizobium larrymoorei 3-10T 98.48  (Z30542)  21/1378 known or new species 

PN5 Methylobacterium platani PMB02T 97.96  (EF426729) 29/1419 known or new species 

T60-1 Methylobacterium platani PMB02T 98.30  (EF426729) 23/1357 known or new species 

PN6 Mesorhizobium huakuii IAM 14158T 98.10  (D12797) 27/1417 known or new species 

T84-1 Ochrobactrum haematophilum CCUG 38531T 98.92  (AM422370)  15/1388 known or new species 

T89-2 Methylobacterium komagatae 002-079T 98.94  (AB252201) 15/1422 known or new species 

T96-1 Luteibacter yeojuensis R2A16-10T 98.20  (DQ181549) 27/1498 known or new species 

T104-1 Methylobacterium aquaticum GR16T 98.64  (AJ635303) 19/1400 known or new species 

T105-3 Methylobacterium platani PMB02T 98.62  (EF426729) 15/1084 known or new species 
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2.2.3  แบคทเีรียสปีชีส์ใหม่ 

 

สาํหรับการจดัจาํแนกแบคทีเรียที่แยกไดว้า่เป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ คือ เม่ือ

เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดค์วามยาว 1400 คู่เบส ในบริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียที่คดัแยก

ไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียที่มีรายงานไวใ้นฐานขอ้มูลแลว้ พบวา่มีค่าความคลา้ยคลึง 

(similarity) ตํ่ากวา่ 97 เปอร์เซ็นต ์กบัสปีชีส์ที่ใกลเ้คียงที่สุดเป็นแบคทีเรียที่มีการตั้งช่ือ อธิบาย และ

ตีพมิพแ์ลว้ (Tindall et al., 2010) ซ่ึงจาก facultative methylotrophic bacteria ทั้ง 274 ไอโซเลต 

พบวา่มี 2 ไอโซเลต ที่จดัไดว้า่เป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ (คิดเป็น 0.73 เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทร

ฟิกแบคทีเรียทั้งหมด) ซ่ึงจดัจาํแนกไดเ้ป็น 1 สกลุ ใกลเ้คยีงกบั 2 สปีชีส์ โดยอยูใ่นไฟลมั (Phylum) 

ชั้น (Class) อนัดบั (Order) และวงศ ์(Family) ต่างๆ ดงัแสดงในตารางที ่7 และผลการเปรียบเทียบ

ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทด์

จากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ แสดงในตารางที ่8 
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ตารางที่ 7  การจดัอนุกรมวธิานของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดท้ี่จดัเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ 

 

ไฟลมั (Phylum) ชั้น (Class) อนัดบั (Order) วงศ ์(Family) สกลุ (Genus) ใกลเ้คยีงกบัสปีชีส์ 

(Closest species) 

Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Roseomonas aestuarii 

mucosa 

 

 

ตารางที่ 8  การเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon ที่จดัเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ 

 

Isolate Closest species Similarity (%) Diff/Total nt Result 

PN1 Roseomonas aestuarii JC17T 96.46  (FM244739) 49/1384 new species 

PN2 Roseomonas mucosa MDA5527T 96.53  (AF538712) 50/1440 new species 
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จากการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ความยาวประมาณ 800-1300 คู่

เบส ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่คดัแยกไดก้บัลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากฐานขอ้มูล EzTaxon 

พบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียส่วนใหญ่อยูใ่นสกุล Methylobacterium คิดเป็น 50.36 เปอร์เซ็นต ์

รองลงมาคอื Sphingomonas คิดเป็น 13.87 เปอร์เซ็นต ์และ Pseudomonas คิดเป็น 11.68 เปอร์เซ็นต ์

นอกจากน้ียงัพบแบคทีเรียในสกุล Pantoea (7.30 เปอร์เซ็นต)์ Rhizobium (5.84 เปอร์เซ็นต)์ 

Curtobacterium (2.19 เปอร์เซ็นต)์ Enterobacter (1.46 เปอร์เซ็นต)์ Luteibacter (1.10 เปอร์เซ็นต)์ 

Klebsiella (0.73 เปอร์เซ็นต)์ Roseomonas (0.73 เปอร์เซ็นต)์ Staphylococcus (0.73 เปอร์เซ็นต)์ 

Acinetobacter (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Anoxybacillus (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Aurantimonas (0.36 เปอร์เซ็นต)์ 

Cellulomonas (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Cellulosimicrobium (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Gordonia (0.36 

เปอร์เซ็นต)์ Leclercia (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Mesorhizobium (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Mycobacterium (0.36 

เปอร์เซ็นต)์ Ochrobactrum (0.36 เปอร์เซ็นต)์ และ Rhodococcus (0.36 เปอร์เซ็นต)์ (ภาพที่ 3) จะ

เห็นวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดส่้วนใหญ่อยูใ่นสกุล Methylobacterium ทีแ่ยกได ้และเป็น

แบคทีเรีย Methylobacterium radiotolerans (25.91 เปอร์เซ็นต)์ ที่มีรายงานวา่เป็นแบคทีเรียที่ทน

รังสีไดดี้ โดยเฉพาะรังสีแกมมาไดสู้ง (Ito and Iizuka, 1971) การที่ตรวจพบแบคทีเรียชนิดน้ี

ค่อนขา้งมาก อาจแสดงใหเ้ห็นวา่สภาวะแวดลอ้มในปัจจุบนัมีปริมาณรังสียวูมีาก ดงันั้นแบคทีเรียที่

มีการปรับตวัเพือ่การอยูร่อดไดดี้จึงเป็นประชากรส่วนใหญ่ท่ีตรวจพบได ้

 

จากผลการวจิยัน้ี สามารถแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดห้ลายชนิดและจาํนวนมาก ซ่ึง

อาจเน่ืองจากการใชเ้ทคนิค leaf imprinting โดยนาํใบพชืที่ไม่ไดผ้า่นการลา้งมาวางบนอาหารเล้ียง

เช้ือทนัที จึงทาํใหต้รวจพบการเจริญไดท้ั้งแบคทเีรียประจาํถ่ินและพลดัถ่ินที่มากบัลมหรือฝน ซ่ึง

พดัพาเอาฝุ่ นละอองหรือเศษดินจากแหล่งชุมชนหรือสภาพแวดลอ้มอ่ืน มาสะสมอยูบ่นผวิใบพชื 

ซ่ึงสงัเกตไดว้า่สามารถแยกแบคทเีรีย Anoxybacillus bogrovensis (มีรายงานวา่แยกไดจ้าก นํ้ าพรุ้อ น 

(Atanassova et al., 2008)) และแบคทีเรีย Cellulosimicrobium funkei (มีรายงานวา่แยกไดจ้ากเลือด

ผูป่้วยโรคเยือ่บหุวัใจอกัเสบ ดิน และลาํไสไ้สเ้ดือน (Brown et al., 2006, Na et al., 2009, Kim et 

al., 2009)) ไดจ้ากผวิใบพชื ซ่ึงแบคทีเรียทั้ง 2 สกลุ น้ียงัไม่เคยมีรายงานวา่แยกไดจ้ากพชื  
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Methylobacterium 

Sphingomonas 

Pseudomonas 

Pantoea  

Rhizobium 

Curtobacterium 

Enterobacter 
Luteibacter 

Klebsiella 

Roseomonas  

Staphylococcus 

Acinetobacter, 

Anoxybacillus, 

Aurantimonas, 

Cellulomonas, 

Cellulosimicrobium, 

Gordonia, 

Leclercia, 

Mesorhizobium, 

Mycobacterium, 

Ochrobactrum และ 

Rhodococcus สกลุละ 

1 สปีชีส์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3  สดัส่วนของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากผวิใบพชื 

 

สาํหรับแบคทีเรียในสกุล Roseomonas มีรายงานที่ผา่นมาเก่ียวกบัการแยกแบคทีเรียสกุลน้ี 

ไดจ้ากแหล่งตวัอยา่งทีห่ลากหลาย ไดแ้ก่ ดิน อากาศ นํ้ าด่ืม ระบบนํ้ าหล่อเยน็ (water-cooling 

system) ตะกอนทะเลสาบนํ้าจืด เลือดผูป่้วย (Jiang et al., 2006, Gallego et al., 2006, Yoon et al., 

2007, Yoo et al., 2008, Zhang et al., 2008, Kim et al., 2009) แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีแยกได้

แบคทีเรียสกุล Roseomonas จากใบพชื ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Loreti et al. (2009) ที่แยก 

Roseomonas ไดจ้ากก่ิงของตน้ Hazelnut ดงันั้นจึงอาจกล่าวไดว้า่สกลุ Roseomonas มีความสมัพนัธ์

กบัพชืได ้(plant associated Roseomonas) 

 

เป็นที่น่าสงัเกตุวา่ในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจไม่พบ M. extorquens ไดเ้ลยจากใบพชืชนิดต่างๆ 

ทีน่าํมาแยกเช้ือ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Schauer and Kutschera (2008) ที่ทาํการแยกเมทิลโล

โทรฟิกแบคทีเรียจากส่วนต่างๆ (ดอก ใบ และราก) ของตน้ทานตะวนั บนอาหาร ammonium salts 

solution (AMS) ที่เติมเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต ์พบแบคทีเรียชนิดน้ีในส่วนของดอกและรากของ

ทานตะวนั ในขณะที่ส่วนใบของทานตะวนัพบ Methylobacterium mesophilicum 28.6 เปอร์เซ็นต ์

M. radiotolerans 9.5 เปอร์เซ็นต ์และ Methylobacterium sp. 61.9 เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่พบ  
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M. extorquens ที่ใบของตน้ทานตะวนั อาจเน่ืองจากแบคทีเรียชนิดน้ีสามารถเจริญในซบัสเตรตอ่ืน

ไดดี้กวา่เมทานอลที่ปลดปล่อยออกมาจากใบพชื  

 

จากการศึกษาขา้งตน้ที่พบวา่แบคทีเรียส่วนใหญ่ที่แยกไดอ้ยูใ่นสกุล Methylobacterium 

โดยคิดเป็น 50.36 เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด จึงอาจกล่าวไดว้า่แบคทีเรียสกุล 

Methylobacterium เป็นกลุ่มประชากรหลกัของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่อาศยับนผวิใบพชื 

เช่นเดียวกบัทีร่ายงานโดย Hirano and Upper (1991) 

 

 จากการเปรียบเทียบขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S rDNA ของแบคทีเรียที่รวบรวมได้

กบัฐานขอ้มูล EzTaxon พบวา่แบคทีเรียบางไอโซเลตมีค่าความคลา้ยคลึงกบัแบคทีเรียที่อยูใ่น

ฐานขอ้มูลตํ่ากวา่ 97 เปอร์เซ็นต ์จึงคาดวา่ไอโซเลตเหล่าน้ีอาจเป็นแบคทีเรียชนิดใหม่ ซ่ึงยงัไม่เคยมี

รายงานมาก่อน จึงจาํเป็นตอ้งมีการศึกษาเพิม่เติม โดยการพจิารณาลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง 16S 

rDNA ที่มีความยาว 1400 คู่เบส และศึกษาลกัษณะเฉพาะทางชีวเคมี ไดแ้ก่ การใชส้ารประกอบ

คาร์บอนและไนโตรเจนชนิดต่างๆ เพือ่การเจริญ ร่วมกบัการวเิคราะห์องคป์ระกอบทางเคมีของ

เซลล ์เพือ่การระบุชนิดของแบคทีเรียอยา่งถูกตอ้งต่อไป จึงไดน้าํไอโซเลตที่คาดวา่จะเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ ที่อยูใ่นสกุล Roseomonas มาศึกษาลกัษณะเฉพาะต่างๆ เพิม่เติมและเสนอตั้ง

ช่ือต่อไป 

 

การอธิบายแบคทเีรียสปีชีส์ใหม่ 

 

การอธิบายแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ทาํโดยศึกษาลกัษณะเฉพาะต่างๆ ของแบคทีเรีย ตามเกณฑ์

อนุกรมวธิานแบบดั้งเดิม (classical taxonomy) เช่น  ลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยาลกัษณะเฉพาะ

ทางสรีรวทิยาเป็นตน้ อนุกรมวธิานเคมี (chemotaxonomy) เช่น วิเคราะห์กรดไขมนัที่เป็น

องคป์ระกอบของเซลล ์เป็นตน้ และศึกษาลกัษณะเฉพาะระดบัโมเลกุล (molecular characteristics) 

เช่น การวเิคราะห์ปริมาณเบส guanine และ cytosine ที่เป็นองคป์ระกอบของกรดนิวคลิอิกการ

เปรียบเทยีบความเหมือนของ DNA ของแบคทีเรียที่ศึกษากบัแบคทีเรียอา้งอิงที่มีการอธิบายและ

ตีพมิพแ์ลว้ โดยการทาํ DNA-DNA hydridization เป็นตน้ รวมทั้งการวเิคราะห์ความสมัพนัธท์าง

ววิฒันาการแลว้ตั้งช่ือเพือ่เสนอเป็นสปีชีส์ใหม่ดงัน้ี 

 

Roseomonas เป็นแบคทเีรียแกรมลบ รูปร่างplump coccoid rods มกัปรากฏอยูเ่ป็นคู่หรือ

สายสั้นๆ ส่วนใหญ่มีรูปร่างแบบ cocci และอาจพบเป็นรูปร่างท่อนในบางคร้ัง แบคทีเรียสกลุน้ี
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สามารถเจริญไดใ้นอาหาร 5% sheep blood agar, hert infusion agar ที่มี rabbit blood 5 เปอร์เซ็นต,์ 

chocolate agar, BCYE agar, trypticase soy agar และ91 เปอร์เซ็นต ์ของแบคทีเรียสกุลน้ี สามารถ

เจริญไดบ้นอาหาร MacConkey agar แต่ไม่สามารถหมกั (nonfermentative) และไม่เจริญบนอาหาร

ที่มีเกลือ 6 เปอร์เซ็นต ์หรือมากกวา่นั้น แบคทีเรียกลุ่มน้ีเจริญไดท้ี่อุณหภูมิ25, 30, 35 องศาเซลเซียส 

และพบไดบ้่อยวา่เจริญไดท้ี่ 42 องศาเซลเซียสดว้ย ลกัษณะเด่นของแบคทีเรียสกลุน้ี คอื มีโคโลนีสี

ชมพอู่อน เป็นมนั นูน ขอบเรียบ และมกัมีลกัษณะเป็นเมือกเม่ือเล้ียงบนอาหาร BCYE agar 

หลงัจากบ่มเป็นเวลา 2 ถึง 3 วนั ที่ 35 องศาเซลเซียส แบคทเีรียสกลุน้ีให้ผลคาตาเลสและยรีูเอ

สเป็นบวก สปีชีส์ที่เป็นสมาชิกในสกลุ Roseomonas ใหผ้ลลบในปฏิกิริยา beta-hemolysis, indole 

production, ONPG, hydrogen sulfide production, gelatin liquefaction, phenylalanine deaminase, 

acetamide assimilation, ไม่สามารถเจริญไดใ้นอาหารที่มี cetrimide, L-lysine และ L-ornithine 

decarboxylases และ L-arginine dihydrolase และไม่สามารถออกซิไดซ์ dulcitol, lactose, maltose, 

methanol, raffinose, L-rhamnose หรือ sucrose ส่วนการทดสอบออกซิเดสใหผ้ลไดห้ลากหลาย สาย

พนัธุส่์วนใหญ่ใหผ้ลบวกเล็กนอ้ยในการทดสอบที่ Veterans Affairs Medical Center (VAMC) และ

ประมาณ 20 เปอร์เซ็นตข์องสายพนัธุ์ให้ผลออกซิเดสเป็นลบเม่ือทดสอบที่ Centers for Disease 

Control and Prevention (CDC) สาํหรับการทดสอบ citrate utilization, esculin hydrolysis, nitrate 

reduction และการออกซิเดชนั L-arabinose, fructose, D-galactose, glycerol, D-mannose, D-

mannitol, salicin และ xylose ใหผ้ลที่ผนัแปร ปริมาณ GC-content ของ DNA คือ 65-71 โมล

เปอร์เซ็นต ์(Rihs et al., 1993) 

 

1.  แบคทเีรียไอโซเลต PN1 

 

แบคทเีรียไอโซเลต PN1 เป็นแบคทีเรียที่แยกจากผวิใบตองซ่ึงเก็บจากเกาะมาตรา จงัหวดั

ชุมพร (10°04’N 99°35’E) เม่ือ พ.ศ. 2552 

 

1.1  การศึกษาอนุกรมวธิานแบบดั้งเดิมของแบคทีเรียไอโซเลต PN1  

 

ทาํโดยศึกษาลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยา สรีรวทิยา และชีวเคมีโดยใชชุ้ดทดสอบ Biolog GN2 

Microplates (Biolog, Inc., Hayward, CA, USA), API ZYM และ API 20NE (Biomerieux, Inc., 

Durham, NC, USA) (ตารางที่ 9)  
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การเจริญบนอาหาร GPA agar เม่ือบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่ 28-30 องศาเซลเซียส 

พบวา่เซลลมี์รูปร่างคอ็กโคบาซิลไลถึงท่อนสั้น ขนาด 1.3-1.5 x 1.5-2.3 ไมโครเมตร (ภาพที่ 4) ติด

สีแกรมลบ และเม่ือบม่เป็นเวลา 5 วนั พบวา่โคโลนีมีสีขาว รูปร่างกลมแบนราบขอบโคโลนีเรียบ 

ผวิหนา้โคโลนีเกล้ียงเกลา  และเม่ือบ่มเป็นเวลา 7 วนั นาํมายอ้มเอนโดสปอร์ พบวา่ไม่สร้างเอนโด

สปอร์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4  สณัฐานวทิยาของเซลลข์องแบคทีเรียไอโซเลต PN1 ที่เล้ียงบนอาหาร GPA agar นาน 24 

ชัว่โมง ที่ 28-30 องศาเซลเซียส   
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ตารางที่ 9  ลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยา สรีรวทิยา และชีวเคมี ของแบคทีเรียไอโซเลต PN1 

Roseomonas aestuarii JC17T แบคทีเรียไอโซเลต PN2 และ Roseomonas mucosa 

MDA5527

 

T 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

Cell short rod to 

coccobacilli 

coccobacilli coccobacilli coccoid to 

bacillary 

Gram negative negative negative negative 

Motility - - - a +

Color of colonies 

b 

white Orange pink a pink 

Temperature optimum (ºC) 30 30 30 a 35

pH optimum (range) 

b 

7(6-8) 7 (6-8) 7(6-8) ND 

NaCl tolerance (%) ≤3 ≤1; 1 ≤1 a ≤ 7.0 

Catalase + +; + - a + 

Oxidase + + + + 

MR-test - - - - 

VP-test - - - - 

API 20NE     

Reduction of nitrates - +; - - a - 

Indole production - -; + - a - 

Glucose acidification - - - - 

Arginine hydrolysis - - - - 

Urea utilization + +;- - a + 

Esculin hydrolysis - - - - 

Gelatin hydrolysis - -; - - a - 

β-Galactosidase activity - - - - 

Assimilation of :     

N-Acetyl-Glucosamine - + - - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

Potassium Gluconate - + - - 

Capric Acid - - - - 

Adipic Acid - + - +/- 

Malic Acid - + +/- +/- 

Trisodium Citrate - -; - - a - 

Phenylacetic Acid - - - - 

Biolog GN2 Microplates     

i-Erythritol - - + - 

D-Melibiose + - - - 

Acetic Acid + + + + 

p-Hydroxy Phenylacetic 

Acid 

 

- 

 

+ 

 

+ + 

Bromosuccinic Acid + + + + 

L-Histidine + + + - 

Urocanic Acid + - - - 

α- Cyclodextrin - + - - 

D-Fructose - -; - - a - 

β-Methyl-D-Glucoside + - + - 

Cis-Aconitic Acid + + + + 

Itaconic Acid - + + - 

Succinamic Acid + + + + 

Hydroxy-L-Proline + + + + 

Inosine + - + + 

Dextrin - - - - 

L-Fucose - - - - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

D-Psicose - - - - 

Citric Acid  + +; - + a + 

α-Keto Butyric Acid - - - - 

Glucuronamide - - - - 

L-Leucine - - + - 

Uridine + - + - 

Glycogen + - - - 

D-Galactose - -; - - a - 

D-Raffinose + + - - 

Formic Acid - + - + 

α-Keto Glutaric Acid + - - + 

L-Alaninamide + + + - 

L-Ornithine - - - - 

Thymidine - - + - 

Tween 40 - - + - 

Gentiobiose - - - - 

L-Rhamnose - - - - 

D-Galactonic Acid Lactone + + - - 

α-Keto Valeric Acid - - - - 

D-Alanine - + + - 

L-Phenylalanine - + + - 

Phenylethylamine + - + + 

Tween 80 - - - - 

α-D-Glucose + + - - 

D-Sorbitol - + + - 

D-Galacturonic Acid - - - - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

D,L-Lactic Acid + + + + 

L-Alanine + + + - 

L-Proline - + + - 

Putrescine - + + - 

N-Acetyl-D-Galactosamine - - - - 

m-Inositol - - + - 

Sucrose - + - - 

D-Gluconic Acid + + - - 

Malonic Acid - - - + 

L-Alanylglycine + + + - 

L-Pyroglutamic Acid - + + - 

2-Aminoethanol - + - - 

N-Acetyl-D- Glucosamine - + - - 

α-D-Lactose + + + - 

D-Trehalose + + + - 

D-Glucosaminic Acid + - - - 

Propionic Acid  + + + + 

L-Asparagine + + - - 

D-Serine + + + - 

2,3-Butanediol - + + + 

Adonitol - - - - 

Lactulose - - - - 

Turanose - - - - 

D-Glucuronic Acid - - - - 

Quinic Acid + + + - 

L-Aspartic Acid + + + - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

L-Serine - - + - 

Glycerol - -; + + a - 

L-Arabinose - - - - 

Maltose - - - - 

Xylitol - - + - 

α-Hydroxybutyric Acid + + - - 

D-Saccharic Acid + - + + 

L-Glutamic Acid + + + - 

L-Threonine - + + - 

D,L-α-Glycerol Phosphate + + + + 

D-Arabitol - - - - 

D-Mannitol + + + - 

Pyruvic Acid Methyl Ester - - - - 

β-Hydroxybutyric Acid + + + + 

Sebacic Acid - - + + 

Glycyl-L-Aspartic Acid + + + + 

D,L-Carnitine + + + - 

α-D-Glucose-1-Phosphate - + + - 

D-Cellobiose + - - - 

D-Mannose + - - - 

Succinic Acid Mono-Methyl-

Ester 

 

+ 

 

+ 

 

+ + 

γ-Hydroxybutyric Acid + + - + 

Succinic Acid + + + + 

Glycyl-L-Glutamic Acid + + + + 

γ-Amino Butyric Acid - + + - 

D-Glucose-6-Phosphate + + - - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

Enzyme activity (API ZYM) and other 

Alkaline Phosphatase - + + + 

Esterase (C 4) + + + +/- 

Esterase lipase (C 8) - - +/- - 

Lipase (C 14) - - - - 

Leucine Arylamidase + + - + 

Valine Arylamidase - - - - 

Cystine Arylamidase - - - - 

Trypsin - - - - 

α-Chymotrypsin - - + - 

Acid Phosphatase + - - + 

Naphthol-AS-BI-

Phosphohydrolase 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

 

+ 

α-Galactosidase - - - - 

ß-Galactosidase - - - - 

ß-Glucuronidase - - - - 

α-Glucosidase - - - +/- 

ß-Glucosidase - - - - 

N-Acetyl-ß-Glucosaminidase - - - - 

α-Mannosidase - - - - 

α-Fucosidase - - - - 

Lecithinase - - - - 

Caseinase - - - - 

Amylase - -; - - a - 
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ตารางที่ 9  (ต่อ) 

 

Characteristics                                                                                                                                                                                                                                                                                                            Isolate PN1 R. aestuarii  

JC17

Isolate PN2 
T 

R. mucosa 

MDA5527T 

Acid producition     

Manitol - - - - 

Lactose - - - - 

Sorbitol - - - - 

Sucrose - - - - 

Xylose + - - - 

Susceptibility to antibiotic     

Ampicillin 10 µg R R R a ND 

Chloramphenicol 30 µg S ND S ND 

Kanamycin 30 µg S ND S ND 

Penicillin 10 U R R R a ND 

Streptomycin 10 µg S R S a ND 

Tetracycline 10 µg S ND S ND 

Tetracycline 30 µg S S S a ND 

 

หมายเหตุ  + หมายถึง positive or present; - หมายถึง negative or absent; +/- หมายถึง variable;  

R หมายถึง Resistant; S หมายถึง Susceptible; ND หมายถึง not determined. 

 

ที่มา: a Ramana et al. (2010); b

 

 Han et al. (2003) 

1.2  การศึกษาอนุกรมวธิานเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต PN1  

 

ทาํโดยศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลล ์โดยส่งวเิคราะห์ที่บริษทั 

TechnoSuruga Laboratory (Shizuoka, Japan) ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที่ 10 
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ตารางที่ 10  การศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลลแ์บคทีเรียไอโซเลต PN1 

 

Fatty acid เปอร์เซ็นต ์

C 1.23 14:0 

C16:1 1.11 ω5C 

C 13.92 16:0 

C17:1 0.47 ω7C 

C16:0 1.79 3-OH 

C18:1 0.83 ω9C 

C18:1 58.78 ω7C 

C 2.69 18:0 

11 methyl C18:1 1.49 ω7C 

C19:0 8.70 cycloω8C 

C18:1 3.89 2-OH 

C18:0 0.87 3-OH 

C20:2 0.67 ω6,9C 

Summed Feature 2**  0.66 

Summed Feature 3** 1.14 

Summed Feature 5**  1.74 

 

หมายเหตุ  **Summed features represent groups of two or three fatty acids that could not be 

separated. Summed feature 2 contained C16:1 ISO I and/or C14:03-OH; summed feature 

3 contained C16:1ω7C and/or iso-C15:0 2-OH; summed feature 5 contained C18:2ω6,9C 

and/or C18:0 

 

ANTE. 

จากการศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลลข์อง Roseomonas sp. 

PN1 พบวา่กรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบหลกัของเซลล ์คือ C18:1

 

ω7C (58.78 เปอร์เซ็นต)์  

1.3  การศึกษาลกัษณะเฉพาะระดบัโมเลกุล (molecular characteristics) ของ Roseomonas 

sp. PN1 มีดงัน้ี  
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1.3.1 การวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลต PN1 

เม่ือเปรียบเทียบ กบัฐานขอ้มูล  EzTaxon พบวา่ใกลเ้คียงที่สุดกบั Roseomonas aestuarii 

JC17T  96.46 เปอร์เซ็นต ์และเหมือนกบั Roseomonas cervicalis CIP104027T เท่ากบั 95.35 

เปอร์เซ็นต ์และเหมือนกบั Roseomonas ludipueritiae CIP107418T เท่ากบั 95.92 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงอยู่

ในเกณฑท์ี่จะจดัจาํแนกเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ได ้คือ เน่ืองจากมีคา่ความคลา้ยคลึงตํ่ากวา่ 97 

เปอร์เซ็นต ์และเม่ือพจิารณาตน้ไมว้วิฒันาการทีส่ร้างจากลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ 16S rDNA

ของ Roseomonas sp. PN1 แบคทีเรียในสกุล Roseomonas ทั้งหมด และสกุลที่ใกลเ้คียงกนัพบวา่ 

Roseomonas sp. PN1 อยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั R. aestuarii JC17T  R. cervicalis CIP104027T และ R. 

ludipueritiae CIP107418T

 

 (ภาพที่ 5)  
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ภาพที่ 5  ตน้ไมว้วิฒันาการทีแ่สดงตาํแหน่งของแบคทเีรียไอโซเลต PN1 แบคทีเรียในสกุล Roseomonas ทั้งหมด และสกลุที่ใกลเ้คียงกนั สร้างจากลาํดบันิวคลี

โอไทดใ์นบริเวณ 16S rDNA โดยใช ้neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความ

น่าเช่ือถือจากการวเิคราะห์ค่า bootstrap โดยการทาํซํ้ า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะค่า bootstrap ที่มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์

บาร์ หมายถึง มีการแทนที่ 2 นิวคลีโอไทด ์ตอ่ 100 นิวคลีโอไทด ์
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 Roseomonas aestuarii JC17T (FM244739) 

 PN1 (AB594201) 
Roseomonas cervicalis CIP 104027T (AY150047) 

Roseomonas ludipueritiae CIP 107418T (AJ488504) 

Roseomonas lacus TH-G33T (AJ786000) 

Roseomonas terrae DS-48T (EF363716) 

Roseomonas aquatica TR53T (AM231587) 
Roseomonas frigidaquae CW67T (EU290160) 

Roseomonas stagni HS-69T (AB369258) 

Roseomonas aerilata 5420S-30T (EF661571) 
Roseomonas vinaceus CPCC 100056T (EF368368) 

Roseomonas roseus DSM 14916T (AJ488505) 

Roseomonas mucosa MDA5527T (AF538712) 

Roseomonas gilardii subsp. gilardii ATCC 49956T (AY150045) 

Roseomonas gilardii subsp. rosea MDA5605T (AY220740) 
Paracraurococcus ruber NS89T (D85827) 

Belnapia moabensis CP2CT (AJ871428) 

Rhodopila globiformis DSM 161T (D86513) 
Rubritepida flocculans H-8T (AF465832) 

Roseococcus suduntuyensis SHET (EU012448) 

Roseococcus thiosulatophilus RB3T (X72908) 
Methylobacterium aquaticum GR16T (AJ635303) 

100 

100 

100 

96 

100 

100 

100 

59 

 

100 

60 

53 

 

56 

0.02 
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1.3.2  การวเิคราะห์สดัส่วนของเบสกวันีน (guanine) รวมกบัเบสไซโตซีน (cytosine)  

ในดีเอ็นเอ หรือค่า G+C content  

 

จากการวเิคราะห์พบวา่แบคทีเรียไอโซเลต PN1 มีสดัส่วนของเบสกวันีนรวมกบั

เบสไซโตซีนในดีเอน็เอ 69.7 โมลเปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มที่เป็น high G+C content และมีค่า

สอดคลอ้งกบัค่า G+C content ของแบคทีเรียในสกุล Roseomonas (65-71 โมลเปอร์เซ็นต)์ (Rihs et 

al., 1993) 

 

1.3.3  Genomic DNA–DNA hybridization 

  

จากการทาํ Genomic DNA–DNA hybridization พบวา่ดีเอ็นเอของแบคทีเรียไอ

โซเลต PN1 มีความสมัพนัธก์บั DNA ของ Roseomonas aestuarii JC17T

 

 นอ้ยมาก คอื มีการจดัเรียง

ตวัและลาํดบัของนิวคลีโอไทดเ์หมือนกนัเพยีง 22 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึง Wayne et al. (1987) ระบุวา่ถา้ดี

เอ็นเอของสายพนัธุท์ี่ศึกษาสมัพนัธก์บัดีเอ็นเอของสายพนัธุอ์า้งอิงที่มีการตีพมิพแ์ลว้นอ้ยกวา่ 70 

เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่จุลินทรียท์ี่นาํมาเปรียบเทียบนั้น เป็นคนละชนิดกนั จึงกล่าวไดว้า่ แบคทีเรียไอ

โซเลต PN1 เป็นแบคทีเรียสกุล Roseomonas ดงันั้นแบคทีเรียไอโซเลต PN1 จึงน่าจะเป็น

แบคทีเรียสปีชีส์ใหม่ของสกุล Roseomonas 

จากผลการศึกษาแบคทเีรียไอโซเลต PN1 ทั้งหมดที่รวบรวมได ้จะเสนอตั้งช่ือแบคทีเรียไอ

โซเลต PN1 เป็นแบคทเีรียสปีชีส์ใหม่และสายพนัธุต์น้แบบ (type strain) โดยใหช่ื้อเป็น 

Roseomonas musae PN1 ต่อไป 
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2.  แบคทเีรียไอโซเลต PN2 

 

แบคทเีรียไอโซเลต PN2 เป็นแบคทีเรียที่แยกจากผวิใบมะกอกนํ้ าซ่ึงเก็บจาก ต.ในเมือง อ.

เมือง จ.อุบลราชธานี เม่ือ พ.ศ.2552 

 

2.1  การศึกษาอนุกรมวธิานแบบดั้งเดิมของแบคทีเรียไอโซเลต PN2  

 

ทาํโดยศึกษาลกัษณะเฉพาะทางสณัฐานวทิยา สรีรวทิยา และชีวเคมีโดยใชชุ้ดทดสอบ 

Biolog GN2 Microplates (Biolog, Inc., Hayward, CA, USA), API ZYM และ API 20NE 

(Biomerieux, Inc., Durham, NC, USA) ไดผ้ลดงัแสดงใน ตารางที่ 9 

 

การเจริญบนอาหาร GPA agar เม่ือบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่ 28-30 องศาเซลเซียส 

พบวา่เซลลมี์รูปร่างคอ็กโคบาซิลไล ขนาด 1.4-1.9 x 2.0-2.3 ไมโครเมตร (ภาพที่ 6) ติดสีแกรมลบ 

และเม่ือบ่มเป็นเวลา 5 วนั พบโคโลนีสีชมพถึูงชมพอู่อน รูปร่างกลมนูน ขอบโคโลนีเรียบ ผวิหนา้

โคโลนีเกล้ียงเกลา และเม่ือบ่มเป็นเวลา 7 วนั นาํมายอ้มเอนโดสปอร์ พบวา่ไม่สร้างเอนโดสปอร์ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 6  สณัฐานวทิยาของเซลลข์องแบคทีเรียไอโซเลต PN2 ที่เล้ียงบนอาหาร GPA agar เมือ่บม่

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ที่ 28-30 องศาเซลเซียส 
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2.2  การศึกษาอนุกรมวธิานเคมีของแบคทีเรียไอโซเลต PN2  

 

ทาํโดยศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลล ์โดยส่งวเิคราะห์ที่บริษทั 

TechnoSuruga Laboratory (Shizuoka, Japan) ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที่ 11 

 

ตารางที่ 11  การศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลลแ์บคทีเรียไอโซเลต PN2 

 

Fatty acid  เปอร์เซ็นต ์

C 0.34 14:0 

C 18.96 16:0 

C17:1 1.19 ω6C 

C 0.74 17:0 

C16:0 1.25 2-OH 

C16:0 1.65 3-OH 

C18:1 0.99 ω9C 

C18:1 33.53 ω7C 

C 4.27 18:0 

11 methyl C18:1 1.23 ω7C 

C19:0 26.33 cycloω8C 

C18:1 4.45 2-OH 

C20:2 1.05 ω6,9C 

Summed Feature 2** 0.57 

Summed Feature 3** 1.72 

Summed Feature 5** 1.75 

 

หมายเหตุ  **Summed features represent groups of two or three fatty acids that could not be 

separated. Summed feature 2 contained C16:1 ISO I and/or C14:03-OH; summed feature 

3 contained C16:1ω7C and/or iso-C15:0 2-OH; summed feature 5 contained C18:2ω6,9C 

and/or C18:0 

 

ANTE. 
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จากการศึกษาศึกษากรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบทางเคมีของเซลลข์อง แบคทีเรียไอ

โซเลต PN2 พบวา่กรดไขมนัที่เป็นองคป์ระกอบหลกัของเซลล ์คือ C18:1

 

ω7C (33.53 เปอร์เซ็นต)์  

2.3  การศึกษาลกัษณะเฉพาะเฉพาะระดบัโมเลกลุ (molecular characteristics) ของ

แบคทีเรียไอโซเลต PN2 ไดท้าํการศึกษา ดงัน้ี  

 

2.3.1  วเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNAของ แบคทเีรียไอโซเลตPN2 

เปรียบเทยีบ กบัฐานขอ้มูล EzTaxon พบวา่ใกลเ้คียงที่สุดกบั Roseomonas mucosa MDA5527T 

เท่ากบั 96.53 เปอร์เซ็นต ์ใกลเ้คยีงกบั Roseomonas gilardii subsp. gilardii ATCC49956T เท่ากบั 

96.25 เปอร์เซ็นต ์และใกลเ้คยีงกบั Roseomonas gilardii subsp. rosea ATCCBAA-691T เท่ากบั 

96.18 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงอยูใ่นเกณฑท์ี่จะจดัจาํแนกเป็นสปีชีส์ใหม่ได ้คือ มีค่าความคลา้ยคลึงตํ่ากวา่ 97 

เปอร์เซ็นต ์และเม่ือพจิารณาตน้ไมว้วิฒันาการทีส่ร้างจากลาํดบันิวคลีโอไทดใ์นบริเวณ 16S rDNA 

ของแบคทเีรียไอโซเลต PN2 แบคทีเรียในสกุล Roseomonas ทั้งหมดและสกุลที่ใกลเ้คียงกนั พบวา่

แบคทเีรียไอโซเลต PN2 อยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั R. mucosa MDA5527T R. gilardii subsp. rosea 

ATCCBAA-691T และ R. gilardii subsp. gilardii ATCC49956T

 

 (ภาพที่ 7)  
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ภาพที่ 7  ตน้ไมว้วิฒันาการทีแ่สดงตาํแหน่งของแบคทีเรียไอโซเลต PN2 แบคทีเรียในสกุล Roseomonas ทั้งหมดและสกลุทีใ่กลเ้คยีงกนั สร้างจากลาํดบันิวคลี

โอไทดใ์นบริเวณ 16S rDNAโดยใช ้neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987) และ two-parameter ของ Kimura (1980) ประเมินความ

น่าเช่ือถือจากการวเิคราะห์ค่า bootstrap โดยการทาํซํ้ า 1,000 คร้ัง (Felsenstien, 1985) และแสดงเฉพาะค่า bootstrap ที่มากกวา่ 50 เปอร์เซ็นต ์ 

บาร์ หมายถึง มีการแทนที่ 2 นิวคลีโอไทด ์ตอ่ 100 นิวคลีโอไทด ์
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Roseomonas aestuarii JC17T (FM244739) 
Roseomonas cervicalis CIP 104027T (AY150047) 

Roseomonas ludipueritiae CIP 107418T (AJ488504) 
Roseomonas aquatic TR53T (AM231587) 

Roseomonas lacus TH-G33T (AJ786000) 
Roseomonas terrae DS-48T (EF363716) 

Roseomonas frigidaquae CW67T (EU290160) 

Roseomonas stagni HS-69T (AB369258) 
Roseomonas aerilata 5420S-30T (EF661571) 

Roseomonas vinaceus CPCC 100056T (EF368368) 

Roseomonas roseus DSM 14916T (AJ488505) 

PN2 (AB594202) 

Roseomonas mucosa MDA5527T (AF538712) 
Roseomonas gilardii subsp. gilardii ATCC 49956T (AY150045) 

Roseomonas gilardii subsp. rosea MDA5605T (AY220740) 
Paracraurococcus ruber NS89T (D85827) 

Belnapia moabensis CP2CT (AJ871428) 
Rhodopila globiformis DSM 161T (D86513) 

Rubritepida flocculans H-8T (AF465832) 

Roseococcus suduntuyensis SHET (EU012448) 

Roseococcus thiosulatophilus RB3T (X72908) 

Methylobacterium aquaticum GR16T (AJ635303) 

100 

96 
100 

65 

100 

100 

100 

100 

100 

84 

61 

0.02 
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2.3.2  การวเิคราะห์สดัส่วนของเบสกวันีน (guanine) รวมกบัเบสไซโตซีน (cytosine) 

ในดีเอน็เอ หรือค่า G+C content  

 

จากการวเิคราะห์พบวา่แบคทีเรียไอโซเลต PN2 มีสดัส่วนของเบสกวันีนรวมกบั

เบสไซโตซีนในดีเอน็เอ  70.4 โมลเปอร์เซ็นต ์ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่มที่เป็น high G+C content และมีค่า

สอดคลอ้งกบัค่า G+C content ของแบคทีเรียในสกลุ Roseomonas (65-71 โมลเปอร์เซ็นต)์ (Rihs et 

al., 1993)  

 

จากผลการศึกษาแบคทเีรียไอโซเลต PN2 ทั้งหมดที่รวบรวมได ้จะเสนอตั้งช่ือแบคทีเรียไอ

โซเลต PN2 เป็นแบคทเีรียสปีชีส์ใหม่และสายพนัธุต์น้แบบ (type strain) โดยใหช่ื้อเป็น 

Roseomonas phyllosphaerae PN2 ต่อไป แต่ก็ควรตอ้งทาํการยนืยนัดว้ย Genomic DNA–DNA 

hybridization ต่อไปดว้ย 

 

3.  การคดัเลือกเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียทนร้อน 

  

 การเจริญของแบคทีเรียที่อุณหภูมิต่างๆ อาจแบ่งแบคทีเรียออกไดด้งัน้ีแบคทีเรียที่ชอบ

อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic bacteria) แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง (thermophilic bacteria) และ

แบคทีเรียที่ทนอุณหภูมิสูง (thermotolerant bacteria) และหากพจิารณาเฉพาะเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียแลว้ ก็อาจพบวา่มีลกัษณะการเจริญที่อุณหภูมิต่างๆ เช่นเดียวกบัแบคทีเรียทัว่ๆ ไป ดงันั้น

จึงจะพจิารณาเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิปานกลางวา่ ควรจะเจริญไดดี้บนอาหารแขง็ 

GPA ที่ 30 และ 37 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที ่45 องศาเซลเซียส สาํหรับเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียที่ชอบอุณหภูมิสูง ควรจะเจริญบนอาหารแขง็ GPA ไดดี้ 45 องศาเซลเซียส แต่ไม่เจริญที ่

30 และ 37 องศาเซลเซียส ในขณะที่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่ทนอุณหภูมิสูง จะหมายถึง

แบคทีเรียที่เจริญบนอาหารแขง็ GPA ไดดี้ที่ 30 และ 37 องศาเซลเซียส แต่ก็สามารถเจริญไดท้ี ่45 

องศาเซลเซียสดว้ย การคน้หาเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียทนร้อนมีความสาํคญั เน่ืองจากเม่ือ

แบคทีเรียกลุ่มน้ีอยูใ่นสภาวะการเจริญทีอุ่ณหภูมิสูง ก็จะยงัสามารถเจริญและมีกิจกรรมของเซลลใ์น

การสร้างสารเมแทบอไลทท์ี่สาํคญัไดดี้ ถา้สายพนัธุน์ั้นสามารถสร้างสารดงักล่าวไดท้ี่อุณหภูมิปาน

กลาง 

 

เม่ือนาํ facultative methylotrophic bacteria ที่แยกไดท้ั้ง 274 ไอโซเลต มาทดสอบการเจริญ

บนอาหารแขง็ GPA แลว้บ่มที่ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส เพือ่คดัเลือกแบคทีเรียทนร้อนพบวา่ 
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facultative methylotrophic bacteria ที่แยกไดท้ั้ง 274 ไอโซเลต เป็นเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่ชอบ

อุณหภูมิปานกลาง (mesophilic methylotrophic bacteria) ทั้งหมด 

 

4.  การทดสอบความสามารถในการสร้างกรดอนิโดล-3-อะซิติกโดยเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยก

ได้ 

  

 เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่ใชใ้นการทดลองน้ีเป็นเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดจ้าก

ผวิใบพืช ซ่ึงจากรายงานทางวชิาการหลายๆ ฉบบั รายงานวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียสามารถผลิต

สารประเภทออกซิน (auxin) บางชนิดออกมา โดยชนิดที่พบเป็นหลกั คือ กรดอินโดล-3-อะซิติก 

(indole-3-acetic acid, IAA) ซ่ึงทาํหนา้ทีส่่งเสริมการเจริญของพชื โดยกระตุน้การแบ่งเซลล ์การยดื

ขยายตวัของเซลล ์และกระตุน้ทาํใหเ้ซลลเ์กิดความแตกต่าง ยงัช่วยเพิม่การเปล่ียนแปลงของรากโดย

ช่วยเปล่ียนพาเรนไคมาไปเป็นไซเลมและโฟลเอม และยงัควบคุมการร่วงของใบและการสุกของ

ผลไม ้(Trotsenkoet al., 2001) และเน่ืองจากเศรษฐกิจหลกัหรือรายไดส่้วนใหญ่ของประเทศไทย

ส่วนหน่ึงไดม้าจากการเพาะปลูก ดงันั้นการคดัเลือกจุลินทรียท์ี่สามารถผลิตและปลดปล่อยสารเม

แทบอไลตป์ระเภทที่เป็นฮอร์โมนพชื ที่มีผลต่อการเจริญและความสมบูรณ์ของพชื จึงเป็นส่ิงที่

น่าสนใจเป็นอยา่งยิง่ 

 

 สาํหรับการตรวจสอบการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยแบคทีเรีย อาจทาํไดห้ลายวธีิ แต่

ในการศึกษาคร้ังน้ีใชว้ธิ ี colorimetric technique ซ่ึงเป็นการตรวจวเิคราะห์ปริมาณสารสีที่เกิดจาก

การที่กรดอินโดล-3-อะซิติก 0ทาํปฏิกิริยากบันํ้ ายาทดสอบ 0Salkowski reagent Kaper และ Veldstra 

(1958) รายงานวา่ indole-3-pyruvic acid และ indole-3-acetamide สามารถทาํปฏิกิริยากบั 

Salkowski reagent ได ้แต่โดยทัว่ไปแลว้จะพบ indole-3-pyruvic acid และ indole-3-acetamide ใน

ระดบัความเขม้ขน้ที่ต ํ่าและเปล่ียนไปเป็นกรดอินโดล-3-อะซิติกอยา่งรวดเร็ว เม่ือศึกษาการทาํ

ปฏกิิริยาระหวา่งอาหาร PYDM ที่มีองคป์ระกอบของอาหาร ไดแ้ก่ peptone yeast extract dextrose 

และ MgSO4.7H20 กบั Salkowski reagentไม่พบการเกิดสีหรือตะกอนท่ีอาจรบกวนผลการวเิคราะห์

แต่อยา่งใด จึงอาจกล่าวไดว้า่ ค่าการดูดกลืนแสงที่ใชเ้ป็นตวัแทนของสารประกอบอินโดลที่วดัได้

จากวธีิ colorimetric technique เป็นค่าที่เช่ือถือได ้เน่ืองจากเป็นค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ

เชิงซอ้นที่เกิดจากสารประกอบอินโดลทาํปฏิกิริยากบั Salkowski reagent เท่านั้นแต่จากรายงานของ 

Glickmann และ Dessaux (1995) ระบุวา่นอกจากกรดอินโดล-3-อะซิติกแลว้ Salkowski reagent ยงั

สามารถทาํปฏิกิริยาไดก้บั indole-3-pyruvic acid และ indole-3-acetamide แต่อยา่งไรก็ตามการ
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ตรวจวเิคราะห์ปริมาณกรดอินโดล-3-อะซิติกดว้ย Salkowski reagent ก็ยงัมีความถูกตอ้งแม่นยาํ 

เน่ืองจากกรดอินโดล-3-อะซิติก เป็นสารประกอบอินโดลหลกัที่จุลินทรียส์ร้างออกมา  

 

 เม่ือทดสอบความสามารถในการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก โดย facultative 

methylotrophic bacteria ที่แยกได ้274 ไอโซเลต พบวา่มีแบคทเีรียจาํนวน 242 ไอโซเลต ที่สร้าง

กรดอินโดล-3-อะซิติก ได ้ซ่ึงคดิเป็น 88.32 เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด โดย

พบวา่แบคทีเรียสร้างกรดชนิดน้ีไดใ้นปริมาณแตกต่างกนัไปในช่วง 0.13-145.50 ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร (ตารางที่ 12) และมีเมทลิโลโทรฟิกแบคทีเรียจาํนวน 32 ไอโซเลต ที่ไม่สามารถสร้างกรด

อินโดล-3-อะซิติก ไดเ้ลย ซ่ึงคดิเป็น 16.68 เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียทั้งหมด จาก

แบคทีเรียที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก ไดน้ั้น พบวา่มี 4 ไอโซเลต ที่สามารถสร้าง0กรดชนิดน้ี0

 

ไดสู้ง

อยา่งชดัเจน เม่ือเทียบกบัสายพนัธุอ่ื์นๆ คือ Enterobacter sp. T13-4 สร้างได ้103.60 ไมโครกรัมตอ่

มิลลิลิตร Enterobacter hormaechei T14-2 สร้างได ้145.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Klebsiella 

variicola T32-1.1 สร้างได ้132.90 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Klebsiella pneumonia T39-2 สร้าง

ได ้130.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
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ตารางที่ 12  การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกได ้เม่ือเล้ียงใน

อาหาร PYDM (ภาคผนวก ก) ที่เติม L-tryptophan (ความเขม้ขน้สุดทา้ย 1 mM) และ

บ่มแบบเขยา่นาน 5 วนั ที่ 30 องศาเซลเซียส 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T2-2 2.77 

T3-4 2.87 

T5-3 8.80 

T5-4 - 

T5-9 9.66 

T6-1 - 

T6-2 10.91 

T6-3 28.19 

T6-4 10.43 

T6-5 14.66 

T6-6 14.39 

T7-2 13.19 

T8-4 4.08 

T8-5 10.17 

T8-6 16.95 

T9-1 0.70 

T9-2 0.22 

T9-3 8.91 

T9-4.1 14.80 

T9-4.2 9.58 

T10-3 19.48 

T10-4 16.94 

T10-6 17.56 

T11-1 13.73 

T11-2 1.46 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T11-3 11.46 

T12-1 1.86 

T12-2 3.96 

T12-3 25.50 

T13-1 - 

T13-2 5.57 

T13-3 35.02 

T13-4 103.60 

T14-2 145.50 

T14-3 - 

T15-2 8.73 

T15-3 - 

T15-4 17.31 

T16-1 18.36 

T16-2 18.01 

T16-3 13.04 

T16-4 14.96 

T16-5 - 

T17-2 - 

T18-1 13.14 

T18-2 16.48 

T18-4 14.92 

T18-5 8.82 

T19-1 12.97 

T20-1 13.37 

T20-2 20.11 

T20-3 12.55 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T21-1 13.11 

T21-2 6.66 

T21-3 10.83 

T22-2 - 

T22-4 13.20 

T22-5.1 28.62 

T22-5.2 - 

T22-6 15.44 

T23-1 14.64 

T23-2 23.92 

T23-3 10.79 

T23-4 26.54 

T24-1 10.51 

T24-2 11.26 

T24-3 13.19 

T25-1 13.70 

T25-2 11.33 

T25-5 26.31 

T25-6 13.08 

T25-7 41.24 

T25-9.1 - 

T26-1 16.00 

T26-2 15.91 

T27-1 12.83 

T27-3 14.42 

T27-4 4.87 

T27-5 - 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T28-2 15.31 

T28-4 16.60 

T28-5 10.14 

T28-7 29.11 

T29-1 9.95 

T29-2 32.83 

T29-4 15.98 

T30-1 0.13 

T30-3 13.73 

T30-4.1 11.59 

T30-4.2 34.48 

T30-5 27.84 

T30-6 32.17 

T30-7 30.55 

T31-1.1 18.93 

T31-1.2 9.95 

T31-2 21.82 

T31-3 9.75 

T32-1.1 132.90 

T32-2 12.86 

T32-3.2 14.37 

T32-9 22.51 

T33-3 - 

T33-4 16.39 

T33-5 - 

T33-6 24.95 

T34-1 15.29 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T34-2 25.54 

T34-3 13.26 

T35-1 10.05 

T35-4 16.69 

T36-1 14.74 

T36-2 10.46 

T37-1 12.00 

T37-2 - 

T37-3 15.08 

T38-1 30.69 

T38-2 31.5 

T38-3 15.69 

T38-4 - 

T39-1 12.88 

T39-2 130.10 

T40-1 - 

T40-2S - 

T40-3P 11.73 

T41-1 11.70 

T41-2 16.38 

T41-3.1 25.07 

T41-3.2 44.72 

T41-3.3 - 

T42-1 17.26 

T42-3 18.49 

T42-5 10.19 

T42-6 19.71 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T42-7 8.89 

T42-8 13.80 

T43-1 15.83 

T43-2 10.31 

T43-3 12.27 

T43-4 9.75 

T44-1 15.34 

T44-2 - 

T44-3 19.32 

T45-2 - 

T45-3 15.49 

T45-5 26.60 

T46-1 8.76 

T46-2 10.26 

T46-3 27.07 

T47-1 23.82 

T47-2 17.13 

T48-1 19.90 

T48-2 25.86 

T50-1 28.98 

T50-3 12.31 

T52-1 10.02 

T52-2 19.02 

T53-1 16.31 

T53-2 24.92 

T54-1 11.60 

T54-2 22.56 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T55-1 16.65 

T55-2 39.54 

T55-3 16.90 

T56-2 11.39 

T57-1 23.90 

T57-3 21.48 

T58-1 16.90 

T60-1 5.96 

T60-2 - 

T60-3 - 

T61-1 - 

T62-1 11.75 

T62-2 5.89 

T62-3 - 

T63-1 14.86 

T63-2 14.26 

T63-3 12.49 

T64-2 7.51 

T64-3 12.07 

T65-3 12.39 

T65-4 20.88 

T66-1 10.82 

T66-3 11.47 

T67-1 3.45 

T68-1 28.16 

T69-1 12.71 

T69-2 17.68 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T70-1 9.74 

T70-2 13.14 

T71-1 5.58 

T71-2 - 

T73-1 12.87 

T73-2 15.12 

T74-1 20.32 

T75-1 23.82 

T75-2 25.76 

T76-1 18.03 

T76-2 26.58 

T76-3 16.76 

T77-1 - 

T77-2 23.73 

T78-2 18.78 

T78-3 41.93 

T79-1 71.10 

T79-2 19.32 

T80-1 - 

T80-2 1.59 

T81-1 19.73 

T81-2 15.65 

T82-1 - 

T84-1 12.58 

T84-2 23.59 

T84-3 17.67 

T85-1 29.86 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T86-1 18.86 

T86-2 2.06 

T87-2 12.52 

T88-1 17.66 

T88-2 18.44 

T89-2 1.36 

T90-1 12.30 

T91-2 20.56 

T91-3 12.69 

T92-1 19.16 

T93-1 19.68 

T93-2 34.57 

T94-2 21.53 

T95-1 20.85 

T96-1 0.65 

T96-2 29.09 

T96-3 13.00 

T97-1 - 

T97-3 27.96 

T98-2 23.68 

T98-3 25.59 

T99-1 22.70 

T99-2 14.77 

T100-1 13.86 

T101-1 15.55 

T103-2 16.39 

T104-1 28.48 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T104-2 13.00 

T105-1 11.57 

T105-2 8.35 

T105-3 0.55 

T109-1 23.10 

T109-2 32.23 

T110-1 13.64 

T111-1 16.73 

T111-2 12.23 

T112-2 5.48 

T113-2 13.57 

T114-1 18.36 

T114-2 13.70 

T115-1 10.55 

T115-2 - 

T116-1 13.04 

T116-2 0.92 

T117-1 9.91 

T117-2 - 

T118-2 15.39 

T119-1 25.77 

T119-2 2.66 

T120-1 32.48 

T120-2 26.48 

T120-3 - 

T121-1 19.68 

T122-1 28.88 
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ตารางที่ 12  (ต่อ) 

 

รหสัเช้ือ กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

T123-1 18.02 

T123-2 30.16 

T124-1 17.16 

T124-2 28.07 

T125-1 4.18 

T125-2 27.32 

 

หมายเหตุ  - หมายถึง ตรวจไม่พบกรดอินโดล-3-อะซิติก 

 

จากผลการศึกษาที่พบวา่ Enterobacter sp. T13-4 สร้างได ้103.60 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

Enterobacter hormaechei T14-2 สร้างได ้145.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Klebsiella variicola 

T32-1.1 สร้างได ้132.90 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และ Klebsiella pneumonia T39-2 สร้างได ้

130.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยแบคทีเรีย 4 

ไอโซเลตน้ีกบัแบคทีเรียชนิดอ่ืนที่มีรายงานมาแลว้ พบวา่แบคทีเรีย Enterobacter sp. T13-4 

Enterobacter hormaechei T14-2 Klebsiella variicola T32-1.1 และ Klebsiella pneumonia T39-2 

ผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ เช่น ในการศึกษาของ Costacurta et al. (1998) ศึกษาการผลิต

กรดอินโดล-3-อะซิติกโดย Xanthomonas axonopodis pv. citri 233 ที่สร้างได ้122.5 ไมโครกรัมตอ่

ลิตร หรือ 0.1225 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เม่ือเล้ียงใน MPI minimal medium ซ่ึงอาจเน่ืองจากใน 

MPI minimal medium มี (NH4)2SO4 เป็นองคป์ระกอบ ทาํใหค้วามสามารถผลิตกรดอินโดล-3-อะ

ซิติกซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Omer et al. (2004) ที่ศึกษาการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก โดย 

pink-pigmented facultative methylotrophic bacteria ที่เล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือที่มีสารอาหารตํ่าๆ 

(low nutrient medium) ร่วมกบัการเติม (NH4)2SO4 ซ่ึงแอมโมเนียมไอออนเกิดการแข่งขนักบั

หมู่อะมิโนของ tryptophan ในกระบวนการสงัเคราะห์กรดอินโดล-3-อะซิติกทาํใหส้ามารถผลิต

กรดอินโดล-3-อะซิติกไดเ้พยีง 6-13.3 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ถึงแมจ้ะเล้ียงนาน 12 วนั ในขณะที่ 

Hornschuhet al. (2006) ศึกษาการสร้างกรดอินโดล-3-อ ะซิติกจาก Methylobacterium 3 สายพนัธุ์ 

ไดแ้ก่ Methylobacterium mesophilicum ATCC29983 Methylobacterium sp. สายพนัธุท่ี์แยกไดจ้าก

มอส (Funaria hygrometrica) และ Methylobacterium sp. สายพนัธุที์่แยกไดจ้ากทานตะวนั 

(Helianthus annuus)โดยเล้ียงใน DSM125 minimal medium ที่เปล่ียนแหล่งไนโตรเจน จาก 
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 ก็ยงัพบปริมาณการผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติกที่ต ํ่ากวา่ คอื ผลิตได ้54 ไม

โครโมลาร์ (คิดเป็น 9.53 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ถึง 162 ไมโครโมลาร์ (คิดเป็น 28.59 ไมโครกรัม

ต่อมิลลิลิตร) 

จากการทดสอบการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกพบวา่มีเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 5 ไอโซ

เลต ที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คอื Enterobacter sp. T13-

4, Enterobacter hormaechei T14-2, Klebsiella variicola T32-1.1, Klebsiella pneumonia T39-2 

และ Enterobacter asburiae T79-1 มาศึกษาอิทธิพลของเวลาในการหมกัต่อการสร้างกรดอินโดล-

3-อะซิติกโดยการเก็บตวัอยา่งทุกวนัจนครบ 5 วนั แลว้นาํมาตรวจวดัการสร้างกรดอินโดล-3-อะ

ซิติกของทั้ง 5 ไอโซเลต ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่แบคทีเรียสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งสุดที่

เวลาแตกต่างกนั ถึงแมจ้ะเป็นแบคทเีรียสกลุเดียวกนัก็ตามจากผลการทดลองทีแ่สดงในภาพที่ 8 

พบวา่ ไอโซเลต T14-2 T32-1.1 และ T39-2 มีแนวโนม้การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกเพิม่ขึ้น

ตลอดระยะเวลาเพาะเล้ียง 5 วนั ในขณะที่ไอโซเลต T13-4 สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งสุด 

เม่ือเล้ียงนาน 4 วนั และไอโซเลต T79-1 สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกสูงสุดเม่ือหมกันาน 2 วนั 

แสดงใหเ้ห็นวา่การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกในเวลาทีแ่ตกต่างกนั ไม่ไดข้ึ้นอยูก่บัสกลุ แต่ขึ้นอยู่

กบัสายพนัธุข์องแบคทีเรีย ดงันั้นการประยกุตใ์ชเ้มทิลโลแบคทีเรียเพือ่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก

อาจตอ้งมีการศึกษาปัจจยัที่เหมาะสมในการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกของแบคทีเรียแต่ละสาย

พนัธุก่์อนนาํไปใชง้าน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กรดอินโดล-3-อะซิติก (µg/ml) 

เวลา (วนั) 
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ภาพที่ 8  การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย ที่เล้ียงในอาหารเหลว 

PYDM บ่มบนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที ที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 5 วนั 

ผลการทดลองในภาพที่ 8 แสดงการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกโดยเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรีย 5 ไอโซเลต ที่ผา่นการคดัเลือกแลว้วา่สามารถสร้างสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 

50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร คอื Enterobacter sp. T13-4, Enterobacter hormaechei T14-2, 

Klebsiella variicola T32-1.1, Klebsiella pneumonia T39-2 และ Enterobacter asburiae T79-1 โดย

นาํมาตรวจสอบการสร้างไซเดอโรฟอร์และการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ไดซ่ึ้งเป็นคุณสมบติัท่ี

มีส่วนสนบัสนุนการเจริญของพชืไดต้่อไป  

 

5.  การทดสอบการสร้างไซเดอโรฟอร์บนอาหารแข็ง 

  

การทดสอบการสร้างไซเดอโรฟอร์บนอาหารแขง็ของเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 5 ไอโซ

เลต ที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร พบวา่มีเพยีง 2 ไอโซเลตที่

สามารถสร้างไซเดอโรฟอร์ไดเ้ล็กนอ้ย คือ Enterobacter hormaechei T14-2 และ Enterobacter 

asburiae T79-1 ซ่ึงจะเห็นผลไดช้ดัเจนชดัเจนเม่ือบ่มเป็นเวลา 3 วนั 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 9  การทดสอบการสร้างไซเดอโรฟอร์ บนอาหารแขง็ Chrome Azurol S (CAS) เม่ือ

เพาะเล้ียงนาน 3 วนั ที่ 28-30 องศาเซลเซียส 
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negative control 
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6.  การทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแข็ง 

  

การทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ของแบคทเีรีย 5 ไอโซเลต ที่สร้างกรดอิน

โดล-3-อะซิติกไดสู้งกวา่ 50 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร พบวา่ทกุไอโซเลตสามารถละลายฟอสเฟตได้

เพยีงเลก็นอ้ย 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่10  การทดสอบการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ Pikovskaya’s เม่ือเพาะเล้ียงนาน 3 วนั ที่ 

28-30 องศาเซลเซียส 

 

จากผลการทดสอบการสร้างฮอร์โมนพชื (กรดอินโดล-3-อะซิติก) การสร้างไซเดอโรฟอร์ 

และการละลายฟอสเฟต พบวา่แบคทีเรีย Enterobacter hormaechei T14-2 และ Enterobacter 

asburiae T79-1 สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได ้และยงัสามารถสร้างไซเดอโรฟอร์และ

ละลายฟอสเฟตไดด้ว้ย ในขณะทีไ่อโซเลต Enterobacter sp. T13-4, Klebsiella variicola T32-1.1 

และ Klebsiella pneumonia T39-2 สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกได ้และละลายฟอสเฟตได้

ดว้ย แต่ไม่สามารถสร้างไซเดอโรฟอร์ได ้ซ่ึงทั้งกรดอินโดล-3-อะซิติก ไซเดอโรฟอร์ และฟอสเฟต

ทีล่ะลายได ้เป็นสารสนบัสนุนการเจริญของพชื ดงันั้นแบคทีเรีย Enterobacter hormaechei T14-2 

และ Enterobacter asburiae T79-1 จึงคาดวา่มีศกัยภาพในการสนบัสนุนการเจริญของพชื หรือเป็น 

plant growth promoting bacteria (PGPB) ไดเ้หมาะสมมากกวา่ไอโซเลตอ่ืนที่ไดท้าํการศึกษาใน

คร้ังน้ี 

T14-2 T79-1 

T32-1.1

 

T39-2 

T13-4 negative control 

 

positive control 
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สรุป 

  

 การศึกษาวจิยัน้ีนบัเป็นการศึกษาคร้ังแรกในประเทศไทยที่ไดค้ดัแยกเมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียบนผิวใบพืช และทดสอบความสามารถในการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก รวมทั้งการ

ตรวจสอบลกัษณะเฉพาะทีส่นบัสนุนการเจริญของพชื ไดแ้ก่ การสร้างไซเดอโรฟอร์และการละลาย

ฟอสเฟต ซ่ึงพบวา่แยก facultative methylotrophic bacteria ได ้274 ไอโซเลต จากตวัอยา่งใบพชื 

125 ตวัอยา่ง บนอาหาร AMS ที่เติมเมทานอล 1 เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) โดยแบ่งเป็นพชืใบเล้ียง

เด่ียว 6 ชนิด จาํนวน 42 ตวัอยา่ง แยกได ้80 ไอโซเลต และใบเล่ียงคู่ 36 ชนิด จาํนวน 83 ตวัอยา่ง 

แยกได ้194 ไอโซเลต โดยเม่ือวเิคราะห์ทางสถิติแลว้พบวา่จาํนวนไอโซเลตที่แยกไดต้่อจาํนวน

ตวัอยา่งจากพชืใบเล้ียงเด่ียวและพชืใบเล้ียงคู่มีจาํนวนเฉล่ียของแบคทีเรียไม่แตกต่างกนัอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ (p > 0.05) จากการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดจ้าํนวนมากจากผวิใบพืช 

แสดงให้เห็นวา่ผิวใบพืชน่าจะเป็นแหล่งที่อยูข่องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียไดเ้ป็นอยา่งดี เน่ืองจาก

เมทานอลทีถู่กปล่อยออกมาทางปากใบจะเป็นแหล่งคาร์บอนและพลงังานใหแ้ก่เมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียบนผิวใบพืช นอกจากน้ีลกัษณะทางกายภาพของใบพชื การเปล่ียนแปลงอยา่งรวดเร็วของ

อุณหภูมิและความช้ืน รวมถึงสารอาหารที่มีการเปล่ียนแปลงต่อเน่ืองและมีอยูอ่ยา่งจาํกดั ยงัส่งผล

ต่อการตรวจพบแบคทเีรียไดห้ลากหลายชนิดบนใบพชืดว้ย  

 

เม่ือนาํแบคทีเรียที่คดัแยกไดม้าจดัจาํแนกโดยอาศยัอนุกรมวธิานระดบัโมเลกุลดว้ยการ

เปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณ 16S rDNA พบวา่เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียส่วนใหญ่ที่แยก

ไดจ้ากผวิใบพชือยูใ่นสกลุ Methylobacterium คิดเป็น 50.36 เปอร์เซ็นต ์รองลงมาคือ 

Sphingomonas คิดเป็น 13.87 เปอร์เซ็นต ์และ Pseudomonas คิดเป็น 11.68  เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ี

ยงัพบแบคทีเรียในสกุล Pantoea (7.30 เปอร์เซ็นต)์ Rhizobium (5.84 เปอร์เซ็นต)์ Curtobacterium 

(2.19 เปอร์เซ็นต)์ Enterobacter (1.46 เปอร์เซ็นต)์ Luteibacter (1.10 เปอร์เซ็นต)์ Klebsiella (0.73 

เปอร์เซ็นต)์ Roseomonas (0.73 เปอร์เซ็นต)์ Staphylococcus (0.73 เปอร์เซ็นต)์ Acinetobacter (0.36 

เปอร์เซ็นต)์ Anoxybacillus (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Aurantimonas (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Cellulomonas (0.36 

เปอร์เซ็นต)์ Cellulosimicrobium (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Gordonia (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Leclercia (0.36 

เปอร์เซ็นต)์ Mesorhizobium (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Mycobacterium (0.36 เปอร์เซ็นต)์ Ochrobactrum 

(0.36 เปอร์เซ็นต)์ และ Rhodococcus (0.36 เปอร์เซ็นต)์ จะสงัเกตเห็นไดว้า่เมทิลโลโทรฟิก

แบคทีเรียที่แยกไดท้ี่อยูใ่นสกุล Methylobacterium และส่วนใหญ่เป็น M. radiotolerans (25.91 

เปอร์เซ็นต)์ 
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ทดสอบการสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก พบเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียจาํนวน 242 ไอ

โซเลต จากแบคทีเรียที่แยกไดท้ั้งหมด สามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก ได ้คิดเป็น 88.32 

เปอร์เซ็นตข์องเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียที่แยกไดท้ั้งหมด และพบวา่สร้างไดป้ริมาณ แตกต่างกนั 

อยูใ่นช่วง 0.13-145.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดย พบวา่มีเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย 4 สายพนัธุท์ี่

สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก ไดสู้งอยา่งชดัเจน คือ Enterobacter sp. T13-4 สร้างได ้103.60 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร Enterobacter hormaechei T14-2 สร้างได ้145.50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

Klebsiella variicola T32-1.1 สร้างได ้132.90 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ Klebsiella pneumonia 

T39-2 สร้างได ้130.10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

หลงัจากนั้นนาํแบคทีเรียที่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก ไดม้ากกวา่ 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร มาทดสอบการสร้างไซเดอโรฟอร์ และการละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็เพิม่เติม พบวา่

ทกุไอโซเลตสามารถละลายฟอสเฟตบนอาหารแขง็ได ้แต่มีเพยีง 2 ไอโซเลต ทีส่ามารถสร้างไซเดอ

โรฟอร์ไดเ้ล็กนอ้ย คือ Enterobacter hormaechei T14-2 และ Enterobacter asburiae T79-1 

 

จากผลการแยกเมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรียบนผิวใบพชื และการทดสอบความสามารถใน

การสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติก อาจนาํแบคทีเรียที่คดัเลือกแลว้วา่สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกไดดี้

ไปใชป้ระโยชน์กบัพชืไดท้ั้งการนาํแบคทีเรียไปผลิตกรดอินโดล-3-อะซิติก แลว้นาํกรดอินโดล-3-

อะซิติกที่แบคทีเรียผลิตขึ้น ไปฉีดพน่ใหก้บัพชื และการใชต้วัเซลลโ์ดยตรง โดยอาจเพาะเช้ือลงใน

ดินเพือ่ใหแ้บคทีเรียมีการเจริญบริเวณรอบราก แลว้สร้างสารทีส่นบัสนุนการเจริญของพชื ซ่ึงพบวา่ 

เมทิลโลโทรฟิกแบคทีเรีย Enterobacter hormaechei T14-2 และ Enterobacter asburiae T79-1 ที่

นอกจากสามารถสร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกแลว้ ยงัสามารถสร้างไซเดอโรฟอร์ และช่วยละลาย

ฟอสเฟตไดด้ว้ย จึงน่าจะมีศกัยภาพในการนาํไปใชใ้นกรณีดงักล่าวได ้นอกจากน้ียงัอาจฉีดพน่ตวั

เซลลแ์บคทีเรียที่ใบพชืเพือ่ใหแ้บคทีเรียเจริญอยูบ่นใบพชื แลว้สร้างกรดอินโดล-3-อะซิติกใหแ้ก่

พชืได ้ 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 

 

 อาหารเล้ียงเช้ือทุกชนิด ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความ

ดนั 15 ปอนดต์่อตางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที หรือหากตอ้งการเตรียมเป็นอาหารแขง็ทาํไดโ้ดยเติมวุน้ 

1.5-2 เปอร์เซ็นต ์

 

1.  อาหารแขง็ 11Ammonium

 

 Mineral Salts (AMS) (ดดัแปลงจาก Corpe, 1985) 

CaCl2.2H2

NH

O     0.2  กรัม 

4

K

Cl      0.5  กรัม 

2HPO4

 KH

      0.7  กรัม 

2PO4

MgSO

      0.54  กรัม 

4.7H2

FeSO

O      1   กรัม 

4.7H2

ZnSO

O     0.4  กรัม 

4.7H2

MnSO

O     0.01  กรัม 

4.H2

CuSO

O     0.003  กรัม 

4.2H2

H

O     0.001  กรัม 

3BO3

CoCl

      0.03  กรัม 

2.6H2

NiCl

O     0.02  กรัม 

2.6H2O 

Na

    0.002  กรัม 

2MoO4.2H2

เมทานอล     10   มิลลิลิตร 

O     0.006  กรัม 

vitamin solution *    2  มิลลิลิตร 

วุน้ (Difco)     2  เปอร์เซ็นต ์

นํ้ ากลัน่      1.0  ลิตร 

  

เติม vitamin solution, เมทานอล และสารยบัย ั้งเช้ือรา (ketoconazole) (ความเขม้ขน้สุดทา้ย

เท่ากบั 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร) หลงัการน่ึงฆ่าเช้ือ 

 

หมายเหตุ  * ในนํ้ า 100 มิลลิลิตร มี biotin 2 มิลลิกรัม, thiamine-HCl 5 มิลลิกรัม, Calcium 

pantothenate 5 มิลลิกรัม,  p-aminobanzoic acid 5 มิลลิกรัม, nicotinic acid 5 มิลลิกรัม, 
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pyridoxine HCl 10 มิลลิกรัม, riboflavin 5 มิลลิกรัม, folic acid 2 มิลลิกรัมโดยเม่ือ

เตรียมเสร็จแลว้กรองดว้ยเมมเบรนขนาด 0.45 ไมโครเมตร แลว้เก็บท่ี -20 องศา

เซลเซียส 

 

2.  glycerol peptone agar (GPA) 

 

Glycerol      10  กรัม 

Peptone      10  กรัม 

Agar      15  กรัม 

นํ้ ากลัน่      1000  มิลลิลิตร 

 

3.  PYDM broth 

 

Peptone      5   กรัม 

Yeast extract     5   กรัม 

Dextrose      5   กรัม 

MgSO4.7H2

นํ้ ากลัน่      1000  มิลลิลิตร 

0      1   กรัม 

 

4.  Chrome Azurol S (CAS) agar (ดดัแปลงจาก Schwyn and Neilands, 1987) 

  

 4.1  CAS indicator solution 

        Chrome Azurol S    60.5  มิลลิกรัม 

        Fe(III) solution*    10  มิลลิลิตร 

       Hexadecyltrimethylammonium bromide 72.9  มิลลิกรัม 

       นํ้ ากลัน่     90  มิลลิลิตร 

 

หมายเหตุ  * Fe(III) solution ประกอบดว้ย FeCl3

 

 27 มิลลิกรัม + conc. HCl 83.3 ไมโครลิตร 

4.2  Basal agar medium 

       3-(N-morpholino) propane sulfonic acid 3  กรัม 
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       NaCl     0.05  กรัม 

       K2HPO4

       NH

     0.03  กรัม 

4

       L-asparagine    0.05  กรัม 

Cl     0.01  กรัม 

       Dextrose     1  กรัม 

       Agar     1.5  กรัม 

       ปรับพเีอชเป็น 6.8 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 6 นอร์แมล แลว้ปรับใหไ้ดป้ริมาตร

สุดทา้ยเป็น 90 มิลลิลิตร 

 

โดยเม่ือเตรียมเสร็จแลว้นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดนั 15 ปอนดต์่อตางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที นาํ CAS indicator solution 10 มิลลิลิตร เติมลงใน 

Basal agar medium 

 

5.  Pikovskaya’s agar (Zaidi et al., 2006) 

 

 (NH4)2SO4

 NaCl      0.2  กรัม 

     0.5  กรัม 

 MgSO4.7H2

 MnSO

O     0.1  กรัม 

4

 FeSO

      0.002  กรัม 

4.7H2

 Yeast extract     0.5  กรัม 

O     0.002  กรัม 

 Dextrose     10  กรัม  

Ca3(PO4)2

 Agar      15  กรัม 

     5  กรัม 

 นํ้ ากลัน่      1000  มิลลิลิตร  



 

ภาคผนวก ข 
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การทดสอบลักษณะเฉพาะทางสัณฐานวิทยาของโคโลนี และเซลล์ของแบคทีเรีย 

 

1.  ลักษณะเฉพาะทางสัณฐานของโคโลนี 

 

 เม่ือทาํการแยกเช้ือดว้ยวธีิเทเพลทแบคทีเรียแต่ละเซลลเ์จริญเป็นโคโลนีมองเห็นไดด้ว้ยตา

เปล่าแบคทเีรียชนิดเดียวกนัจะมีรูปลกัษณ์ของโคโลนีเหมือนกนัและแตกต่างจากแบคทีเรียต่างชนิด

ลกัษณะน้ีจึงถูกนาํมาใชเ้ป็นส่วนหน่ึงของการจาํแนกชนิดแบคทีเรียรูปลกัษณ์ของโคโลนีที่ตอ้ง

บนัทึกเพือ่ใชใ้นการจาํแนก คือ 

 

รูปร่างของโคโลนี (Form) 

 Punctiform โคโลนีขนาดเล็กมาก ซ่ึงมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลางไม่เกิน 1 มิลลิเมตร 

 Circular  โคโลนีรูปร่างกลม 

 Irregular โคโลนีรูปร่างไม่แน่นอน 

 Filamentous โคโลนีเจริญออกไปในลกัษณะคลา้ยเสน้ใยของรา 

 Rhizoid  โคโลนีเจริญเป็นเสน้หยาบกวา่พวก filamentous แผอ่อกคลา้ยรากตน้ไม ้

 

ระดบัความนูนของโคโลนี (Elevation) 

 Effuse  โคโลนีแผบ่างๆ 

 Flat   โคโลนีเจริญกวา่ effuse แต่ก็ยงัแบนราบบนผวิหนา้ของอาหาร 

 Raised  โคโลนีค่อนขา้งหนา เจริญสูงขึ้นจากผิวอาหาร แต่ส่วนบนจะเรียบ 

 Convex  โคโลนีนูนโคง้จากผวิหนา้อาหาร 

 Pulvinate โคโลนีนูนโคง้จากผวิหนา้อาหาร มากจนเกือบจะเป็นรูปคร่ึงวงกลม 

 Umbonate โคโลนีนูนโคง้จากผวิหนา้อาหาร ตรงกลางนูนเป็นชั้นที่สอง 

 

ขอบของโคโลนี (Margin) 

 Entire  ของโคโลนีเรียบ 

 Undulate ขอบโคโลนีเป็นร้ิว 

 Lobate  ขอบโคโลนีเป็นร่องลึก 

 Erose  ขอบโคโลนีคลา้ยหนามแหลมยืน่ออกไป 

 Filamentous ขอบเป็นเสน้ยืน่ออกไปโดยรอบ 

 Curled  ขอบเป็นวงร้ิวเสน้ขนานรอบโคโลนี 
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2.  การย้อมสีแบบแกรม 

 

 วธีิปฏิบติั 

2.1  ทาํความสะอาดสไลดแ์ละเช็ดใหแ้หง้ 

2.2  เตรียมรอยสเมียร์ละตรึงเซลลด์ว้ยความร้อม 

2.3  หยดสี crystal violet ใหท่้วมรอยสเมียร์ ทิ้งไว ้1 นาที 

2.4  เทสีทีเ่หลืองทีค่า้งบนสไลดล์งในอ่างนํ้ า แลว้ชะดว้ยสารละลายไอโอดีน หลงัจากนั้น

หยดสารละลายไอโอดีนใหท้่วมรอยสเมียร์ และทิ้งไวน้าน 1 นาที 

2.5  เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง แลว้ชะดว้ยสารละลายแอลกอฮอล ์95 เปอร์เซ็นต ์จนกระทัง่

ไม่มีสีม่วงละลายออกมา แต่อยา่ใหเ้กิน 20 วนิาที แลว้ลา้งนํ้ าทนัทีโดยใหน้ํ้ าผา่นเบา 

2.6  ซบัดว้ยกระดาษซบั แลว้ยอ้มทบัดว้ยสี safanin O ใหท่้วมรอยสเมียร์ ทิ้งไว ้1 นาที 

2.7  เทสีทิ้ง ลา้งดว้ยนํ้ า แลว้ซบัดว้ยกระดาษซบั วางทิ้งไวใ้หแ้หง้ 

2.8  นาํไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

 

3.  การย้อมสีเอนโดสปอร์ 

 

 วธีิปฏิบติั  

3.1  นาํสไลดท์ี่เตรียมเช้ือแลว้นาํไปวางไวบ้นไอนํ้ าเดือด 

3.2  หยดสารละลาย 5 เปอร์เซ็นตม์าลาไคลก์รีน (malachite green) ในนํ้ ากลัน่ ประมาณ 10 

นาที(ระวงัอยา่ใหสี้มาลาไคทก์รีนแหง้ตอ้งเติมสีตลอดเวลา) 

3.3  ลา้งดว้ยนํ้ าประปา 10 วนิาที ซบันํ้ าใหแ้หง้ 

3.4  ยอ้มทบัดว้ยสีซาฟรานีน (safranin-O) 30 วนิาที ลา้งดว้ยนํ้ าประปาเบาๆ ซบัใหแ้หง้ 

ตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ เอนโดสปอร์ติดสีเขียว ตวัเซลลติ์ดสีแดง 
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ประวตักิารศึกษาและการทาํงาน 

 

ช่ือ    นายภูมิน  นุตรทตั 

เกิดวันที ่   21 ตุลาคม 2530 

สถานที่เกิด   อาํเภอเมือง จงัหวดัยะลา 

ประวัติการศึกษา   มธัยมศึกษา โรงเรียน ภ.ป.ร. ราชวทิยาลยั ในพระบรมราชูปถมัภ ์

    ปริญญาตรี มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ภาควิชาจุลชีววทิยา  

    คณะวทิยาศาสตร์ 

ทุนการศึกษาที่ได้รับ ไดรั้บทุนวจิยัระดบับณัฑิตศึกษา เพือ่การตีพมิพใ์น

วารสารวิชาการระดบันานาชาติ ประจาํปีงบประมาณ 2552 จาก

บณัฑติวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

ประวตักิารฝึกงานและประสบการณ์การทาํงาน 

เขา้รับการฝึกงานท่ีบริษทั ไทยยเูน่ียนโฟรเซ่น โปรดกัส์ จาํกดั 

(มหาชน) 
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