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บทคัดย่อ: 
 แบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade เป็นแหลง่ส าคญัของ bioactive 
compounds และมีความสามารถในการสงัเคราะห์ secondary metabolites ชนิดใหมท่ี่ยงัไมเ่คยค้นพบ
มาก่อน ดงันัน้การแยกแบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุม่นีจ้ากธรรมชาติอาจน าไปสูก่ารค้นพบ bioactive 
compounds โดยเฉพาะอยา่งยิ่ง antibiotics ท่ีมีประโยชน์ในทางคลินิก การวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือ
ศกึษาการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA 
gene clade ในดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae 5 ชนิด ได้แก่ หางนกยงูไทยและมะขาม 
(subfamily Caesalpinioideae) กระถินไทย (subfamily Mimosoideae) และอญัชนัและแค (subfamily 
Papilionoideae) โดย sequence-based molecular techniques ผลจากการสกดั metagenomic DNA 
จากตวัอย่างดนิโดย DNeasy® plant mini kit และ PCR amplification โดยใช้ eubacterial 16S rRNA 
gene-specific primers และ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers แสดงให้เห็น
วา่ไมมี่การกระจายของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ในตวัอย่างดนิ
บริเวณรากของพืชทัง้ 5 ชนิด โดยข้อมลูท่ีได้จากการวิจยัสามารถใช้ประกอบการคดัเลือกตวัอยา่งดนิในการ
แยกแบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุ่มนีต้อ่ไป 
 
ค าหลัก: S. violaceusniger 16S rRNA gene clade, ดนิบริเวณราก, Fabaceae, sequence-based 

molecular techniques, metagenomic DNA, eubacterial 16S rRNA gene-specific 
primers, S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers 
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violaceusniger 16S rRNA gene clade in rhizosphere of plants in the family 
Fabaceae 
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Srinakharinwirot University 
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Abstract: 
 Members of the S. violaceusniger 16S rRNA gene clade have been an important source 
of bioactive compounds and have been known for their ability to produce a number of novel 
secondary metabolites. Therefore, bacterial isolation of uncultured members of the clade might 
permit the discovery of clinically significant bioactive compounds, especially antibiotics. The 
objectives of this study were to investigate distribution and biodiversity of members of the S. 
violaceusniger 16S rRNA gene clade in rhizosphere of plants in the family Fabaceae by 
sequence-based molecular techniques. Peacock’s crest and tamarind (subfamily 
Caesalpinioideae), leucaena (subfamily Mimosoideae) and butterfly pea and sesban (subfamily 
Papilionoideae) were selected for the study. Metagenomic DNA was obtained from the plant 
rhizosphere by DNeasy® plant mini kit and, then, subject to PCR amplification using eubacterial 
16S rRNA gene-specific primers and S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers. 
The results did not support the distribution of the clade members in the rhizosphere of all 5 
plants. Derived data could be helpful in recruiting plant rhizosphere for selective isolation of 
uncultured members of the clade. 
 
Keywords: S. violaceusniger 16S rRNA gene clade, rhizosphere, Fabaceae, sequence-based 

molecular techniques, metagenomic DNA, eubacterial 16S rRNA gene-specific 
primers, S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของโครงการวิจัย 

ในปัจจบุนั antibiotics ท่ีใช้ในทางคลินิกสว่นใหญ่เป็น secondary metabolites จากธรรมชาติ 
สารกึ่งสงัเคราะห์จาก secondary metabolites จากธรรมชาต ิ หรือสารสงัเคราะห์โดยมี secondary 
metabolites จากธรรมชาตเิป็นต้นแบบ โดยแหลง่ของ antibiotics ท่ีส าคญัในธรรมชาต ิ ได้แก่ 
actinomycetes โดยเฉพาะ streptomycetes อยา่งไรก็ตามพบวา่ในชว่ง 2 ทศวรรษท่ีผา่นมาอตัราการ
ค้นพบ antibiotics ชนิดใหมจ่าก streptomycetes ลดลงอยา่งมากเน่ืองจากมีการแยกและสกดัซ า้ของ 
streptomycetes และ antibiotics ชนิดเดมิจากธรรมชาตจิากการใช้วิธีดัง้เดมิ (traditional techniques) 
และไมมี่การจดักลุม่และพิสจูน์เอกลกัษณ์ท่ีแนน่อนของ streptomycetes ในขณะท่ีความต้องการ 
antibiotics ชนิดใหมก่ลบัเพิ่มขึน้จากปัญหาการดือ้ยาของเชือ้จลุชีพและโรคตดิเชือ้เกิดใหม่ 

จากปัญหาดงักลา่วจึงได้มีการน าเทคนิคใหม่ๆ  ท่ีมีประสิทธิภาพมากกวา่วิธีดัง้เดมิ เช่น การศกึษา
การกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของ streptomycetes โดยใช้ sequence-based molecular 
techniques และการท า selective isolation มาใช้เพ่ือลดปัญหาการแยกสกดัซ า้ของ streptomycetes 
และ antibiotics ชนิดเดมิหรือเพิ่มโอกาสในการค้นพบ streptomycetes และ antibiotics ชนิดใหมจ่าก
ธรรมชาตซิึง่อาจมีประโยชน์ในสถานการณ์การรักษาโรคติดเชือ้ในปัจจบุนั 

สมมตฐิานของการศกึษานี ้ ได้แก่ ดินบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae (พืชตระกลูถัว่) มี
องค์ประกอบและคณุสมบตัิท่ีเหมาะสมส าหรับการอยูอ่าศยัของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S 
rRNA gene clade ซึง่เป็นแหลง่ส าคญัของ bioactive compounds ดงันัน้การศกึษาการกระจายและ
ความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ในดนิ
บริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae โดยใช้ sequence-based molecular techniques จะท าให้ทราบถึง
การมีอยู่และชนิด (species) ของแบคทีเรียในกลุม่นีใ้นธรรมชาตซิึง่เป็นการพิสจูน์สมมตฐิาน และเพ่ือใช้
เป็นข้อมลูประกอบการคดัเลือกตวัอยา่งส าหรับการแยกแบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุม่นีโ้ดยวิธี selective 
isolation ตอ่ไป 

 
องค์ความรู้ใหม่ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

ทราบการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S 
rRNA gene clade ในดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ท่ีน ามาศกึษา รวมทัง้ทราบลกัษณะของ
แหลง่ท่ีอยู่อาศยัตามธรรมชาตขิองแบคทีเรียในกลุม่นี ้
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ผลกระทบขององค์ความรู้ใหม่ต่อความก้าวหน้าในเชิงวิชาการ 
ข้อมลูการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S 

rRNA gene clade ในดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ท่ีน ามาศกึษามีผลกระทบตอ่
ความก้าวหน้าทางวิชาการในแง่ของการวิจยัตอ่ยอด โดยสามารถใช้ประกอบการศกึษาการกระจายและ
ความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ในดนิ
บริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ชนิดอ่ืนๆ และการคดัเลือกตวัอยา่งดินส าหรับการแยกแบคทีเรียชนิด
ใหมใ่นกลุม่นีโ้ดยวิธี selective isolation ซึง่อาจน าไปสูก่ารค้นพบ streptomycetes และ bioactive 
compounds ชนิดใหม่ท่ีมีประโยชน์ในสถานการณ์การรักษาโรคตา่งๆ ในปัจจบุนั 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

ศกึษาการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S 
rRNA gene clade ในดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

ศกึษาการมีอยูแ่ละชนิดของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ซึง่ใน
ปัจจบุนัมีทัง้หมด 22 species ในดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae (พืชตระกลูถัว่) 5 ชนิด โดยใช้ 
sequence-based molecular techniques ได้แก่ metagenomic DNA extraction, polymerase chain 
reaction (PCR), molecular cloning, molecular sequencing และ sequence analysis 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบข้อมลูเบือ้งต้นส าหรับใช้ประกอบการศกึษาการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพ
ของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ในดินบริเวณรากของพืชตระกลู 
Fabaceae ชนิดอ่ืนๆ และใช้ในการคดัเลือกตวัอยา่งดนิส าหรับการท า selective isolation เพ่ือเพิ่มโอกาส
ในการค้นพบแบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุม่นี ้ซึง่เป็นการเพิ่มโอกาสในการค้นพบ bioactive compounds ชนิด
ใหมด้่วย 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 
การแยกแบคทีเรียจากธรรมชาตแิละการสกดั bioactive compounds โดยเฉพาะ antibiotics จาก

แบคทีเรียในชว่งปี 1970s ได้ประสบความส าเร็จอย่างสงู ท าให้ antibiotics จ านวนมากถกูค้นพบและ
น ามาใช้ในทางคลินิก ซึง่จากผลการวิจยัพบวา่ antibiotics สว่นใหญ่ถกูสกดัแยกได้จากแบคทีเรียใน order 
Actinomycetales (actinomycetes) โดยเฉพาะใน genus Streptomyces (streptomycetes) เชน่ S. 
griseus ผลิต streptomycin, S. viridofaciens ผลิต tetracycline และ S. lincolnensis ผลิต lincomycin 
เป็นต้น1 ท าให้มีการแยกและสกดั antibiotics จาก streptomycetes อยา่งกว้างขวางและสง่ผลให้มีการ
ค้นพบ antibiotics ชนิดใหมจ่ านวนมาก อย่างไรก็ตามพบวา่ในระยะหลงัอตัราการค้นพบ 
streptomycetes และ antibiotics ชนิดใหมล่ดลงอยา่งมาก ในขณะท่ีมีการแยก streptomycetes และ 
antibiotics ชนิดเดมิท่ีเคยถกูค้นพบมาแล้วมากขึน้จนน าไปสูข้่อสรุปท่ีวา่มนษุย์ได้ค้นพบ streptomycetes 
รวมทัง้ antibiotics ทัง้หมดท่ีสงัเคราะห์โดย streptomycetes แล้ว1 แตข้่อสรุปนีข้ดัแย้งกบัการประมาณ
ทางสถิตท่ีิวา่แบคทีเรียท่ีถกูค้นพบมีสดัสว่นน้อยกวา่ 1% ของแบคทีเรียท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ1-3 และการวิจยัท่ี
ค้นพบ streptomycetes ชนิดใหมเ่พิ่มขึน้เร่ือยๆ4-9 นอกจากนีย้งัมีสมมตฐิานท่ีวา่ในปัจจบุนัมนษุย์รู้จกั
เพียง 3% ของ antibiotics ท่ี streptomycetes สงัเคราะห์ได้ทัง้หมดในธรรมชาติ10 และจากการศกึษา 
whole genome sequences ของ “S. coelicolor” A3(2)11, S. avermitilis12-13 and S. griseus14 พบวา่
แบคทีเรียเหลา่นีส้ามารถสงัเคราะห์ bioactive compounds หลายชนิดท่ียงัแยกสกดัไมไ่ด้ ดงันัน้ใน
ธรรมชาตนิา่จะยงัมีแบคทีเรียมากกว่า 99% และ bioactive compounds ท่ีมีประโยชน์ในทางคลินิก
จ านวนมากท่ียงัไมถ่กูค้นพบ 

จากสมมตฐิานดงักลา่วท าให้มีการน าวิธีใหม่ๆ  เชน่ sequence-based molecular techniques 
โดยใช้ specific primers และ selective isolation มาใช้ร่วมกบัหรือแทนวิธีดัง้เดมิ (traditional 
techniques) เพ่ือเพิ่มโอกาสในการแยก streptomycetes รวมทัง้แบคทีเรียอ่ืนๆ และ bioactive 
compounds ชนิดใหมจ่ากธรรมชาติ4,15-25 ซึง่ในกรณีของ antibiotics อาจน าไปสูท่างออกในการแก้ปัญหา
การดือ้ยาของเชือ้จลุชีพและการรักษาโรคตดิเชือ้เกิดใหม่ท่ียงัไมมี่ยารักษาซึง่เป็นปัญหาหลกัของการรักษา
โรคตดิเชือ้ในปัจจบุนั1,26-27 

หลกัการของ sequence-based molecular techniques อาศยัการเปรียบเทียบความเหมือน
ของ gene sequence โดยการศึกษาในแบคทีเรียนิยมใช้ 16S rDNA sequence ซึ่งมีคณุสมบตัิในการ
บ่งชีถ้ึงความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของแบคทีเรีย โดยระดบัความเหมือนของ 16S rDNA sequence มี
ความสมัพนัธ์ตรงกับระดบัความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของแบคทีเรีย จึงมกัถูกใช้เป็นเคร่ืองมือหนึ่งใน
การจดักลุ่มแบคทีเรีย (bacterial taxonomy) อย่างไรก็ตามความเหมือนของ 16S rDNA sequence มี
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ประสิทธิภาพสงูในการจดักลุ่มแบคทีเรียในระดบั domain ถึง genus เท่านัน้ ในขณะท่ีการศึกษา 
DNA-DNA relatedness มีประสิทธิภาพสูงกว่าในการจดักลุ่มแบคทีเรียในระดบั species และถือเป็น 
gold standard ส าหรับการแยก species ของแบคทีเรีย โดยแบคทีเรียท่ีอยู่ใน species เดียวกันต้องมี 
DNA-DNA relatedness อย่างน้อย 70% ซึ่งโดยทัว่ไปพบว่าเทียบเท่ากับความเหมือนของ 16S rDNA 
sequence ท่ี 97%28 ดงันัน้จึงมีการใช้ความเหมือนของ 16S rDNA sequence ท่ี 97% เป็น cut-off 
value ในการศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในระดบั species เบือ้งต้นในธรรมชาติ 
นอกจากนีย้งัมีการประยุกต์ใช้ความเหมือนของ 16S rDNA sequence ในการออกแบบ specific 
primers ท่ีมีความเฉพาะเจาะจงกับแบคทีเรียใน taxonomic levels ต่างๆ19,23,25 

แบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade29 (รูปท่ี 2.1) ซึ่งในปัจจุบนัมี
ทัง้หมด 22 species (ตารางท่ี 2.1) จดัเป็น streptomycetes ท่ีเป็นแหล่งส าคญัของ bioactive 
compounds ท่ีมีประโยชน์ในทางคลินิก เน่ืองจากแบคทีเรียในกลุ่มนีส้ามารถสงัเคราะห์ clade-
specific secondary metabolites ได้แก่ elaiophylin, geldanamycin, nigericin และ characteristic 
polyene30-32 ในขณะท่ีแบคทีเรียบางชนิดสามารถสงัเคราะห์ strain-specific secondary 
metabolites33-35 นอกจากนีจ้ากการศึกษา whole genome sequence ของ Streptomyces sp. 
DSM4137 ซึ่งเป็นแบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade พบว่าใน genome 
ประกอบด้วย secondary metabolite biosynthetic gene clusters ท่ีเก่ียวข้องกับความสามารถของ
แบคทีเรียในการสงัเคราะห์ secondary metabolites หลายชนิดโดยส่วนใหญ่เป็น secondary 
metabolites ท่ียงัไม่สามารถแยกสกัดได้36 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.1 ลกัษณะเฉพาะของแบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade37;           
A: colonies with dark grey and hygroscopic aerial spore mass on oatmeal medium และ      
B: electron micrograph showing rugose-ornamented spores on spiral spore chains 
 

A B 



 

 

5 

 

ตารางที่ 2.1 แบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade37 
 

กลุ่ม แบคทีเรีย 
S. violaceusniger 16S rRNA gene clade S. violaceusniger 

S. hygroscopicus 
S. antimycoticus 
S. melanosporofaciens 
S. sporocinereus 
S. malaysiensis 
S. asiaticus 
S. cangkringensis 
S. indonesiensis 
S. javensis 
S. rhizosphaericus 
S. yogyakartensis 
S. yatensis 
S. albiflaviniger 
S. demainii 
S. griseiniger 
S. geldanamycininus 
S. castelarensis 
S. himastatinicus 
S. mordarskii 
S. rapamycinicus 
S. ruanii 

 
แบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ส่วนใหญ่ถูกค้นพบและแยกได้

จากดินบริเวณรากของพืชตระกูล Fabaceae (พืชตระกูลถั่ว) ได้แก่ Paraserianthes falcataria 
(subfamily Mimosoideae), Colutea arborescens (subfamily Papilionoideae) และ Wisteria 
sinensis (subfamily Papilionoideae)4,37 (รูปท่ี 2.2) 
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รูปท่ี 2.2 พืชตระกลู Fabaceae ท่ีมีรายงานการค้นพบแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA 
gene clade จากดนิบริเวณราก; A และ B: Paraserianthes falcataria38, C และ D: Colutea 
arborescens39-40 และ E และ F: Wisteria sinensis41-42 

 

A B 

C D 

E F 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมี 

เคร่ืองมือ 
- Autoclave (TOMY, SX-500) 

- Electrophoresis system (Mupid®-exu) 

- Gel documentation system (MiniBis Pro, DNR Bio-imaging Systems, Inc.) 
- Incubating shaker (TAITEC, BR-12FP) 
- Microcentrifuge (TOMY, MX-301) และ rotors 

- Microwave oven (TURBORA®, TRX-4314) 

- PCR thermocycler (Biometra®, TGRADIENT) 

- UV transilluminator (SYNGENE) 
- Mixer (VORTEX-GENIE 2TM, Scientific Industries, Inc.) 
- Water bath (Memmert) 
- เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหนง่ (Sartorius, BP 221 S) 

 
อปุกรณ์ 

- Aluminium foil 
- Centrifuge tubes ขนาด 15 ml และ 50 ml 
- Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
- Micropipettes และ pipette tips ขนาด 0.2-2 l, 2-20 l, 20-200 l และ 200-1,000 l 
- Paraffin film 
- PCR tube ขนาด 0.2 ml 
- โกร่งและลกูโกร่ง 
- ขวดเตรียม agarose gel 
- ช้อนตกัสาร 
- ถาดผึง่ดนิ 
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สารเคมี 
- Agarose (InvitrogenTM) 
- Boric acid (UNIVAR) 
- CTAB (UNILAB) 
- Disodium EDTA (UNIVAR) 
- Disodium hydrogen orthophosphate (UNIVAR) 
- DNeasy® plant mini kit (Qiagen) 
- Ethanol (J.T.Baker) 
- Ethidium bromide (Vivantis) 
- GelStar® nucleic acid gel stain (Lonza) 
- GeneRulerTM 100 bp plus DNA ladder (Fermentas) 
- Isopropanol (CARLO ERBA) 
- Oligonucleotide primers (Eurofins MWG Operon) 

27F: 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’ 
1525R: 5’-AAG GAG GTG WTC CAR CC-3’ 
SVNF: 5’-ACG ATG AAC CGG TTT CGG CC-3’ 
SVNR: 5’-CAC CTC ACG GCT TCG CAG CT-3’ 

- Phenol:chloroform:IAA (25:24:1) (Pierce Biotechnology, Inc.) 
- Proteinase K (Vivantis) 

- SDS (aMResco®) 

- SDW 
- Sodium chloride (UNIVAR) 
- S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA 
- TopTaq master mix kit (Qiagen) 

- Tris (aMResco®) 

 
3.2 ตัวอย่างดนิบริเวณรากของพืชตระกูล Fabaceae (รูปท่ี 3.1) 

- หางนกยงูไทย (Caesalpinia pulcherrima, subfamily Caesalpinioideae) 
- มะขาม (Tamarindus indica, subfamily Caesalpinioideae) 
- กระถินไทย (Leucaena leucocephala, subfamily Mimosoideae) 
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- อญัชนั (Clitoria ternatea, subfamily Papilionoideae) 
- แค (Sesbania grandiflora, subfamily Papilionoideae) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 3.1 พืชตระกลู Fabaceae ท่ีใช้ดนิบริเวณรากในการวิจยั; A: หางนกยงูไทย43 B: มะขาม44 C: กระถิน
ไทย45 D: อญัชนั46 และ E: แค47 

 

A B 

D C 

E 
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3.3 วิธีการวิจัย 
3.3.1 การเตรียมตวัอยา่งดนิ 

- เช็ดถาดผึง่ดนิ โกร่ง ลกูโกร่ง และช้อนตกัสารด้วย 70%v/v ethanol เพ่ือท าให้ปราศจากเชือ้ 
- ผึง่ตวัอย่างดนิในถาดให้แห้งสนิทในท่ีร่ม 
- บดตวัอยา่งดินให้เป็นผงละเอียดโดยใช้โกร่งและลกูโกร่ง 

- เก็บตวัอย่างดนิใน centrifuge tubes ขนาด 50 ml ท่ีอณุหภมูิ 4C 
 

3.3.2 การสกดั Metagenomic DNA 
    Salt-SDS-Heat Method37,48 

- ชัง่ตวัอย่างดนิ 5 g ใสใ่น centrifuge tubes ขนาด 50 ml 
- เตมิ Zhou’s extraction buffer (ภาคผนวก) 13.5 ml และ 10 mg/ml proteinase K 100 l 

- เขยา่ท่ีอตัราเร็ว 225 rpm อณุหภมูิ 37C เป็นเวลา 30 นาที 
- เตมิ 20%w/v SDS 1.5 ml 

- บม่ท่ีอณุหภมูิ 65C เป็นเวลา 2 ชัว่โมง โดยกลบั centrifuge tubes ทกุ 15 นาที 
- ป่ันเหว่ียงท่ีอตัราเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 
- ถ่าย supernatant ลงใน centrifuge tubes ขนาด 50 ml 
- เตมิ phenol:chloroform:IAA (25:24:1) ปริมาตร 1 เทา่ของ supernatant 
- เขยา่ด้วยมือเป็นเวลา 1 นาที  
- ป่ันเหว่ียงท่ีอตัราเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
- ถ่ายชัน้น า้ลงใน microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 ml 
- เตมิ isopropanol ปริมาตร 0.6 เทา่ของชัน้น า้ 
- บม่ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
- ป่ันเหว่ียงท่ีอตัราเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 20 นาทีแล้วทิง้ supernatant 
- เตมิ 70%v/v ethanol แล้วกลบั centrifuge tubes ช้าๆ 
- ป่ันเหว่ียงท่ีอตัราเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 5 นาทีแล้วทิง้ supernatant 
- ผึง่ DNA ใน microcentrifuge tubes ให้แห้งท่ีอณุหภมูิห้อง 
- เตมิ TE buffer (ภาคผนวก) 300 l 

- เก็บสารละลาย DNA ท่ีอณุหภมูิ -20C 
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   DNeasy® Plant Mini Kit 
- ชัง่ตวัอย่างดนิ 100 mg ใสใ่น microcentrifuge tubes ขนาด 1.5 ml 
- ท าตามขัน้ตอนตา่งๆ ท่ีระบใุน protocol ของ DNeasy® plant mini kit 

- เก็บสารละลาย DNA ท่ีอณุหภมูิ -20C 
 

3.3.3 PCR Amplification 
    Eubacterial 16S rDNA Fragment 
    การเพิ่มจ านวน eubacterial 16S rDNA fragments ใช้ metagenomic DNA, S. malaysiensis 

DSM 41697T genomic DNA (positive control) และ SDW (negative control) เป็น DNA templates 
และใช้ eubacterial 16S rRNA gene-specific primers (27F และ 1525R) ใน PCR mixtures 
(ภาคผนวก) โดยก าหนด PCR conditions37 ดงันี ้

- Initial DNA denaturation  95C, 5 นาที 

- DNA denaturation  95C, 1 นาที 

- Primer annealing     50C, 1 นาที   30 รอบ 

- Primer extension   72C, 1 นาที 15 วินาที 

- Final primer extension  72C, 10 นาที 
 

    S. violaceusniger Clade 16S rDNA Fragment 
         การเพิ่มจ านวน S. violaceusniger clade 16S rDNA fragments ใช้ metagenomic DNA, 

eubacterial 16S rDNA fragments, S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA (positive control) 
และ SDW (negative control) เป็น DNA templates และใช้ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-
specific primers (SVNF และ SVNR) ใน PCR mixtures (ภาคผนวก) โดยก าหนด PCR conditions37 
ดงันี ้

- Initial DNA denaturation  95C, 2 นาที 30 วินาที 

- DNA denaturation  95C, 1 นาที 

- Primer annealing     60C, 50 วินาที   30 รอบ 

- Primer extension   72C, 1 นาที 
- Final primer extension  72C, 10 นาที 
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3.3.4 Gel Electrophoresis และ DNA Visualization 
    การเตรียม Agarose Gel 

- ชัง่ agarose 250 mg ใสใ่นขวดเตรียม agarose gel 
- เตมิ 0.5x TBE buffer (ภาคผนวก) 25 ml 
- ให้ความร้อนใน microwave oven จน agarose ละลายหมด 
- ปลอ่ยให้ agarose gel เย็นลงจนมีอณุหภมูิประมาณ 60C 
- เตมิ ethidium bromide หรือ GelStar® nucleic acid gel stain 1 l 
- เท agarose gel ลงใน gel tray 
- ปลอ่ยให้ agarose gel แข็งตวัท่ีอณุหภมูิห้อง 

 
Gel Electrophoresis และ DNA Visualization 

    การตรวจสอบ metagenomic DNA และ PCR products (eubacterial 16S rDNA fragments 
และ S. violaceusniger 16S rDNA fragments) ใช้ electrophoretic conditions ดงันี ้

- DNA   2 l 
- DNA marker  GeneRulerTM 100 bp plus DNA ladder 
- Buffer   0.5x TBE buffer 
- Voltage   100 V 
- เวลา   30 นาที 
การถ่ายภาพ DNA bands บน agarose gel ภายใต้รังสี UV ท าโดยใช้ gel documentation 

system หรือ UV transilluminator 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1 การสกัด Metagenomic DNA 

ลกัษณะของสารสกดั metagenomic DNA จากตวัอย่างดนิโดย salt-SDS-heat method และ 
DNeasy® plant mini kit รวมทัง้ผลการตรวจสอบ DNA โดย gel electrophoresis แสดงดงัตารางท่ี 4.1 
และรูปท่ี 4.1 

 
ตารางท่ี 4.1 ลกัษณะของสารสกดั metagenomic DNA และผลการตรวจสอบ DNA โดย gel 
electrophoresis 
 

ตัวอย่างดนิบริเวณราก วิธีการสกัด 
Salt-SDS-Heat DNeasy® Plant Mini Kit 

ลกัษณะของสารสกดั 
- หางนกยงูไทย 
- มะขาม 
- กระถินไทย 
- อญัชนั 
- แค 
ผลการตรวจสอบ DNA 
- หางนกยงูไทย 
- มะขาม 
- กระถินไทย 
- อญัชนั 
- แค 

 
สีน า้ตาลเข้ม 
สีน า้ตาลเข้ม 
สีน า้ตาลเข้ม 
สีน า้ตาลเข้ม 
สีน า้ตาลเข้ม 

 
ไมพ่บ 
ไมพ่บ 
ไมพ่บ 
ไมพ่บ 
ไมพ่บ 

 
สีเหลืองอ่อน ใส 
สีเหลืองอ่อน ใส 
สีเหลืองอ่อน ใส 
สีเหลืองอ่อน ใส 
สีเหลืองอ่อน ใส 

 
พบ (ขนาดใหญ่กวา่ 3 kb) 
พบ (ขนาดใหญ่กวา่ 3 kb) 
พบ (ขนาดใหญ่กวา่ 3 kb) 
พบ (ขนาดใหญ่กวา่ 3 kb) 
พบ (ขนาดใหญ่กวา่ 3 kb) 

 
4.2 PCR Amplification และ Gel Electrophoresis 

4.2.1 Eubacterial 16S rDNA Fragment 
การตรวจสอบและเพิ่มจ านวน eubacterial 16S rDNA fragments โดยใช้ eubacterial 16S 

rRNA gene-specific primers (27F และ 1525R) พบวา่ปรากฏ specific DNA bands ใน lanes ของ 
metagenomic DNA (DNeasy® plant mini kit) จากตวัอยา่งดินทัง้ 5 ตวัอยา่ง โดย DNA bands มีขนาด
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ประมาณ 1.5 kb ซึง่เทา่กบั DNA band ใน lane ของ S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA 
(positive control) และไมป่รากฏ DNA band ใน lane ของ SDW (negative control) ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 
 
                         1  2 3  4 5 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.1 ภาพถ่าย agarose gel แสดง metagenomic DNA bands ท่ีสกดัโดย DNeasy® plant mini kit 
จากดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae; lane 1: GeneRulerTM 100 bp plus DNA ladder, lane 2: 
อญัชนั, lane 3: กระถินไทย, lane 4: หางนกยงูไทย และ lane 5: แค 
 
            1   2  3  4       5   6  7   8 
           
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.2 ภาพถ่าย agarose gel แสดง PCR products (eubacterial 16S rDNA fragments) ท่ีได้จาก 
metagenomic DNA ท่ีสกดัโดย DNeasy® plant mini kit จากดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae; 
lane 1: GeneRulerTM 100 bp plus DNA ladder, lane 2: S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA 
(positive control), lane 3: อญัชนั, lane 4: กระถินไทย, lane 5: หางนกยงูไทย, lane 6: แค, lane 7: 
มะขาม และ lane 8: SDW (negative control) 
 

100 bp 
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4.2.2 S. violaceusniger Clade 16S rDNA Fragment 
การตรวจสอบและเพิ่มจ านวน S. violaceusniger clade 16S rDNA fragments โดยใช้ S. 

violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers (SVNF และ SVNR) พบวา่ไมป่รากฏ specific 
DNA band ใน lanes ของ metagenomic DNA (DNeasy® plant mini kit) และ eubacterial 16S rDNA 
fragments จากตวัอยา่งดนิทัง้ 5 ตวัอยา่งและ SDW (negative control) โดยปรากฏ DNA band เฉพาะ
ใน lane ของ S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA (positive control) ซึง่มีขนาดประมาณ 1.2 kb 
ดงัแสดงในรูปท่ี 4.3 
 
                        1   2  3 4  5  6  7 8  9 10 11 12 13 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 4.3 ภาพถ่าย agarose gel แสดง PCR products (S. violaceusniger clade 16S rDNA 
fragments) ท่ีได้จาก metagenomic DNA ท่ีสกดัโดย DNeasy® plant mini kit (lane 3-7) และ 
eubacterial 16S rDNA fragments (lane 8-12) จากดินบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae; lane 1: 
GeneRulerTM 100 bp plus DNA ladder, lane 2: S. malaysiensis DSM 41697T genomic DNA 
(positive control), lane 3 และ 8: อญัชนั, lane 4 และ 9: กระถินไทย, lane 5 และ 10: หางนกยงูไทย, lane 
6 และ 11: แค, lane 7 และ 12: มะขาม และ lane 13: SDW (negative control) 
 
 
 
 
 
 
 
 

1,200 bp 
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บทที่ 5 
สรุป อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
การศกึษาการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 

16S rRNA gene clade เพ่ือใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานประกอบการคดัเลือกตวัอย่างดนิส าหรับการแยก
แบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุม่นีโ้ดยวิธี selective isolation จะชว่ยเพิ่มโอกาสในการค้นพบ streptomycetes 
และ bioactive compounds ชนิดใหม ่เน่ืองจากในการศกึษา whole genome sequence ของแบคทีเรีย
ในกลุม่นีพ้บวา่เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิต secondary metabolites หลายชนิดท่ียงัไมเ่คย
สกดัแยกได้มาก่อน โดยแบคทีเรียในกลุม่นีส้ว่นใหญ่แยกได้จากดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae 
(พืชตระกลูถัว่) subfamilies Mimosoideae และ Papilionoideae ดงันัน้ผู้วิจยัจงึตัง้สมมตฐิานวา่ดนิ
บริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae มีความเหมาะสมตอ่การอยูอ่าศยัของแบคทีเรียในกลุม่ S. 
violaceusniger 16S rRNA gene clade และได้คดัเลือกตวัอยา่งดินบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae 
5 ชนิดซึง่กระจายอยูใ่นทัง้ 3 subfamilies ได้แก่ หางนกยงูไทยและมะขาม (subfamily 
Caesalpinioideae) กระถินไทย (subfamily Mimosoideae) และอญัชนัและแค (subfamily 
Papilionoideae) เพ่ือเปรียบเทียบการกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่นีใ้น
ดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ท่ีอยูใ่น subfamily แตกตา่งกนัด้วย 

การสกดั metagenomic DNA จากตวัอยา่งดนิโดย salt-SDS-heat method และ DNeasy® plant 
mini kit พบวา่ได้สารสกดั metagenomic DNA ท่ีมีลกัษณะแตกตา่งกนั โดย metagenomic DNA ท่ีสกดั
โดย salt-SDS-heat method จากตวัอยา่งดินทัง้ 5 ตวัอยา่งมีสีน า้ตาลเข้มและไมป่รากฏ DNA band บน 
agarose gel ในขณะท่ี metagenomic DNA ท่ีสกดัโดย DNeasy® plant mini kit จากตวัอยา่งดนิทัง้ 5 
ตวัอยา่งมีสีเหลืองออ่นใสและปรากฏ DNA bands บน agarose gel จงึสรุปวา่ salt-SDS-heat method 
ไมเ่หมาะสมกบัการสกดั metagenomic DNA จากตวัอยา่งดินท่ีใช้ในงานวิจยั เน่ืองจากไมส่ามารถสกดั 
metagenomic DNA จากตวัอยา่งดนิและไมส่ามารถก าจดัสิ่งปนเปือ้นตา่งๆ ซึง่รวมถึง humic acid ท่ีพบ
ในตวัอยา่งดนิ โดย humic acid เป็นสารท่ีมกัพบในดนิและท าให้ดินมีสีน า้ตาลถึงด า รวมทัง้มีคณุสมบตัิ
ยบัยัง้การท างานของ Taq DNA polymerase ซึง่เป็นองค์ประกอบใน PCR mixture ในทางตรงกนัข้าม 
DNeasy® plant mini kit มีความเหมาะสมกบัการสกดั metagenomic DNA ตวัอย่างดนิท่ีใช้ในงานวิจยั 
เน่ืองจากสามารถสกดั metagenomic DNA จากตวัอยา่งดนิและสามารถก าจดั humic acid ท่ีพบใน
ตวัอยา่งดิน ทัง้นีอ้าจมีสาเหตจุากการท่ีการจดัเรียงโครงสร้างของเนือ้ดนิมีลกัษณะใกล้เคียงกบัการจดัเรียง
โครงสร้างของเซลล์พืช ดงันัน้ผู้วิจยัจงึเลือก metagenomic DNA ท่ีสกดัโดย DNeasy® plant mini kit 
ส าหรับการวิจยัในขัน้ตอนตอ่ไป 
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การเพิ่มจ านวน eubacterial 16S rDNA fragments โดย PCR ท่ีใช้ eubacterial 16S rRNA 
gene-specific primers มีวตัถปุระสงค์เพ่ือตรวจสอบความบริสทุธ์ิของ metagenomic DNA ท่ีสกดัโดย  
DNeasy® plant mini kit เน่ืองจากการปนเปือ้นด้วย humic acid ในปริมาณเล็กน้อยอาจมีผลยบัยัง้การ
ท างานของ Taq DNA polymerase ได้ โดยในการวิจยัพบวา่สามารถเพิ่มจ านวน eubacterial 16S rDNA 
fragments จาก metagenomic DNA ท่ีสกดัจากตวัอยา่งดนิทัง้ 5 ตวัอย่าง จงึสรุปว่า metagenomic DNA 
มีความบริสทุธ์ิเพียงพอส าหรับการเพิ่มจ านวน DNA fragments โดย PCR และสามารถใช้ในการศกึษา
การกระจายและความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene 
clade ตอ่ไป 
 การตรวจสอบและเพิ่มจ านวน S. violaceusniger clade 16S rDNA fragments โดย PCR ท่ีใช้ 
S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primers มีวตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการกระจายหรือ
การมีอยู่ของแบคทีเรียในกลุ่มนีใ้นตวัอยา่งดนิ พบวา่ไมส่ามารถเพิ่มจ านวน S. violaceusniger clade 16S 
rDNA fragments จาก metagenomic DNA และ eubacterial 16S rDNA fragments ท่ีได้จากตวัอย่าง
ดนิทัง้ 5 ตวัอย่าง จงึสรุปเบือ้งต้นบนพืน้ฐานของ sequence-based molecular techniques วา่ไมมี่การ
กระจายของแบคทีเรียในกลุ่ม S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ในตวัอย่างดนิ หรืออีกนยัหนึง่
คือดนิบริเวณรากของหางนกยงูไทย มะขาม กระถินไทย อญัชนั และแค ซึง่เป็นพืชท่ีกระจายอยูใ่น 3 
subfamilies ของตระกลู Fabaceae ไมไ่ด้เป็นแหลง่ท่ีอยู่อาศยัของแบคทีเรียในกลุม่นี ้
 จากผลการวิจยัเบือ้งต้นท่ีวา่ไมมี่การกระจายของแบคทีเรียในกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA 
gene clade ในตวัอยา่งดินบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ท่ีใช้ในการวิจยั จงึท าให้ไม่สามารถ
ศกึษาความหลากหลายทางชีวภาพของแบคทีเรียในกลุม่นีไ้ด้ นอกจากนีย้งัพบวา่ผลการวิจยัไมส่นบัสนนุ
สมมตฐิานท่ีว่าดนิบริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae มีความเหมาะสมตอ่การอยู่อาศยัของแบคทีเรียใน
กลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA gene clade ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจากพืชสร้างและหลัง่สารบางชนิดท่ี
สามารถยบัยัง้การเจริญของแบคทีเรีย หรือดินบริเวณรากของพืชเป็นแหลง่อาศยัของแบคทีเรียในกลุม่อ่ืนๆ 
ท่ีสร้างและหลัง่สารต้านแบคทีเรียในกลุม่  S. violaceusniger 16S rRNA gene clade 

อยา่งไรก็ตามจากผลการวิจยัดงักลา่วยงัไมส่ามารถสรุปได้ชดัเจนวา่ดนิบริเวณรากของพืชเหลา่นี ้
ไมเ่หมาะสมในการเป็นตวัอยา่งส าหรับการแยกแบคทีเรียชนิดใหมใ่นกลุม่ S. violaceusniger 16S rRNA 
gene clade โดยวิธี selective isolation และไมส่ามารถปฏิเสธสมมตฐิานดงักลา่วโดยสิน้เชิง เน่ืองจาก
การวิจยัใช้ตวัอยา่งดนิจากพืชในตระกลู Fabaceae เพียง 5 ชนิด (ชนิดละ 1 ตวัอย่างหรือ 1 ต้น) และใช้
วิธีการสกดั metagenomic DNA จากตวัอยา่งดนิเพียง 2 วิธีจากหลายๆ วิธีท่ีมีรายงานวา่เหมาะสมกบัดิน
ท่ีมีโครงสร้างและองค์ประกอบในดินท่ีหลากหลายและให้ metagenomic DNA ท่ีมีคณุภาพและความ
บริสทุธ์ิสงู เชน่ CTAB method37,49 และ SDS-chloroform-bead-beating method37,50 รวมทัง้การใช้ชดุ
ส าหรับสกดั genomic DNA จากพืชในการสกดั metagenomic DNA จากตวัอย่างดนิ37 อยา่งไรก็ตาม
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ในทางปฏิบตัพิบวา่วิธีการสกดัสว่นใหญ่มกัจะมีความเหมาะสมกบัดินท่ีมีโครงสร้างและองค์ประกอบในดิน
บางประเภทเทา่นัน้ หรือสามารถสกดั genomic DNA ของแบคทีเรียกลุม่ใดกลุม่หนึง่ได้มากกวา่ genomic 
DNA ของแบคทีเรียกลุม่อ่ืนๆ ท่ีมีอยู่ในดินนัน้ๆ ดงันัน้การท่ีไมพ่บการกระจายของแบคทีเรียในกลุม่ S. 
violaceusniger 16S rRNA gene clade ในตวัอยา่งดินบริเวณรากของพืชอาจมีสาเหตมุาจาก DNeasy® 
plant mini kit ไมเ่หมาะสมกบัโครงสร้างและองค์ประกอบในดินและ/หรือมีความเฉพาะเจาะจงในการสกดั 
genomic DNA จากแบคทีเรียบางกลุม่เทา่นัน้ จงึสง่ผลให้ไมส่ามารถสกดั S. violaceusniger clade 
genomic DNA  จากตวัอย่างดนิ นอกเหนือจากข้อสรุปท่ีวา่ไมมี่การกระจายของแบคทีเรียในกลุม่นีใ้นดนิ
บริเวณรากของพืชตระกลู Fabaceae ท่ีใช้ในการวิจยัจริงๆ ซึง่จากท่ีกลา่วมาทัง้หมดการเพิ่มชนิดและ
จ านวนพืชตระกลู Fabaceae ท่ีเก็บตวัอย่างดนิบริเวณรากในการวิจยั รวมทัง้การสกดั metagenomic 
DNA โดยวิธีท่ีหลากหลายน่าจะเป็นแนวทางท่ีน าไปสูข้่อสรุปท่ีแนน่อนตอ่ไป 
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ภาคผนวก 
 
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml 

- Disodium EDTA            18.612 g 
 - SDW                    80 ml 
 - ปรับให้มี pH 8.0 
 - SDW จนครบ        100 ml 

- ท าให้ปราศจากเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C และความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
PCR Mixture for Eubacterial 16S rDNA Fragment (x1, 25 l) 

- TopTaq master mix (2x)     12.5 l 
- CoralLoad concentrate (10x)       2.5 l 
- 27F (10 M)         0.5 l 
- 1525R (10 M)        0.5 l 
- SDW             8 l 
- DNA template           1 l 

 
PCR Mixture for S. violaceusniger Clade 16S rDNA Fragment (x1, 25 l) 

- TopTaq master mix (2x)     12.5 l 
- CoralLoad concentrate (10x)       2.5 l 
- 27F (10 M)       0.25 l 
- 1525R (10 M)      0.25 l 
- SDW          8.5 l 
- DNA template           1 l 

 
10x TBE Buffer 1 L 

- Tris                   108 g 
 - Boric acid          55 g 
 - Disodium EDTA      7.44 g 
 - SDW จนครบ     1,000 ml 

            - ท าให้ปราศจากเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C และความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
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0.5x TBE Buffer 1 L 
- 10x TBE buffer         50 ml 

 - SDW จนครบ     1,000 ml 
 
TE Buffer (10 mM Tris and 1 mM EDTA; pH 8.0) 1 L 
 - 0.5 M EDTA (pH 8.0)           2 ml 
 - 1 M Tris-HCl (pH 8.0)                   10 ml 
 - SDW จนครบ                      1,000 ml 

- ท าให้ปราศจากเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C และความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 

1 M Tris-HCl (pH 8.0) 500 ml 
 - Tris      60.55 g 
 - SDW         400 ml 
 - ปรับให้มี pH 8.0 ด้วย 0.1 M HCl 
 - SDW จนครบ        500 ml 

- ท าให้ปราศจากเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C และความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
 
Zhou’s Extraction Buffer 1 L 

- Tris      12.12 g 
- EDTA                 37.23 g 
- Na2HPO4       14.2 g 
- NaCl      87.66 g 
- CTAB                      10 g 
- SDW จนครบ      1,000 ml 
- ปรับให้มี pH 8.0 

- ท าให้ปราศจากเชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121C และความดนั 15 psi เป็นเวลา 20 นาที 
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ค าย่อ 
 
bp    Base pair 

C    Degree Celsius 
CTAB    Cetyl trimethylammonium bromide 
DNA    Deoxyribonucleic acid 
EDTA    Ethylenediamine tetraacetic acid 
g    Gram 
IAA    Isoamyl alcohol 
kb    Kilobase pair 
L    Liter 
l    Microliter 
M    Micromolar 
mg    Milligram 
mg/ml    Milligram per milliliter 
ml    Milliliter 
PCR    Polymerase chain reaction 
psi    Pound per square inch 
rpm    Round per minute 
rRNA    Ribosomal ribonucleic acid 
SDS    Sodium dodecylsulfate 
SDW    Sterile distilled water 
SVNF    S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primer (forward) 
SVNR    S. violaceusniger 16S rRNA gene clade-specific primer (reverse) 
Taq    Thermus aquaticus 
TE    Tris-ethylenediamine tetraacetic acid buffer  
TBE    Tris-borate-ethylenediamine tetraacetic acid buffer 
UV    Ultraviolet 
V    Volt 
%w/v    Percent (weight by volume) 
%v/v    Percent (volume by volume) 
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27F    Eubacterial 16S rRNA gene-specific primer (forward) 
1525R    Eubacterial 16S rRNA gene-specific primer (reverse) 
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