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บทคัดย่อ: การศึกษากลุ่มแบคทีเรียที่มีบทบาทในการเปลี่ยนแปลงสารอนินทรีย์ในดินกรดก�ำมะถันชุดดินรังสิตในสภาพ
รดีกัชนั ด้วยเทคนคิ denature gradient gel electrophoresis (DGGE) และวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างกลุม่แบคทเีรยี
กับสารอนินทรีย์ถูกเปลี่ยน ด้วยวิธี canonical correspondence analysis (CCA) ด�ำเนินการโดยวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้น
ของดนิ และน�ำดนิมาบ่มจ�ำลองสภาพขงัน�ำ้ในห้องปฏบิตักิาร ผลการศกึษา พบว่า ดนิรงัสติมเีนือ้เป็นดนิเหนยีวและมพีเีอช
เป็นกรดรุนแรงมาก (pH 4.3) ผลการศึกษา พบว่า ปริมาณไนเทรตในสารละลายดินลดลงอย่างรวดเร็วตั้งแต่ศักย์ไฟฟ้า 
รดีอ็กซ์ +200 มลิลโิวลต์ลงไป และหมดไปเมือ่ศกัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์เท่ากบั 0 มลิลโิวลต์ ปรมิาณแมงกานสีทีล่ะลายน�้ำได้ในดนิ 
เริม่สงูขึน้ตัง้แต่ศกัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์ +200 มลิลโิวลต์ จนมค่ีาสงูสดุเท่ากบั 14 มก./กก. ที ่-150 มลิลโิวลต์ เหลก็ในสารละลาย
ดินเพิ่มขึ้นชัดเจนตั้งแต่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +150 มิลลิโวลต์ ส�ำหรับปริมาณซัลเฟตมีแน้วโน้มเพิ่มขึ้นอย่างช้าๆ ตั้งแต่ช่วง
ต้น สามารถแบ่งตามความสัมพันธ์ระหว่างกลุ่มแบคทีเรียและการเปลี่ยนแปลงสารประกอบอนินทรีย์ในดินได้เป็น 4 กลุ่ม 
ดังนี้ 1) กลุ่มของแบคทีเรียที่มีความเด่นในช่วงที่ยังไม่มีการเปลี่ยนแปลงของสารอนินทรีย์อื่นๆ 2) กลุ่มที่สามารถอยู่ได้ทั้ง
ที่มีออกซิเจน และเมื่อออกซิเจนหมดไป โดยสามารถรีดิวซ์ได้ทั้งไนเทรต เหล็ก และแมงกานีส 3) กลุ่มที่มีความเด่นในช่วง
ศักย์ไฟฟ้ารีด๊อกซ์ตั้งแต่ +150 ถึง -250 มิลลิโวลต์ ซึ่งเป็นช่วงที่มีการรีดักชันของไนเทรต เหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต โดย
เฉพาะอย่างยิ่งในช่วงที่มีการรีดักชันของเหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต และ 4) กลุ่มที่มีพบในช่วงที่มีการรีดักชันเฉพาะของ
เหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต
ค�ำส�ำคัญ: ดินกรดก�ำมะถัน, ชุดดินรังสิต, denature gradient gel electrophoresis (DGGE)

ABSTRACT A study of the group of bacteria that played a role in changing inorganic substances in an acid sulfate 
soil (Rangsit soil serie) was carried out using the denatured gradient gel electrophoresis (DGGE) technique and 
the relationship between bacterial community and changed inorganic substances was examined using canonical 
correspondence analysis (CCA). Soil basic properties were analyzed and the soil was incubated under submerged 
condition in laboratory. This Rangsit soil had clayey texture and was extremely acid soil (pH  4.3). Result revealed 
that nitrate content decreased rapidly from the redox potential of +200 mV and entirely disappeared at 0 mV. Soluble 
manganese content in the soil increased from the redox potential of +200 mV and reached the maximum (14 mg/kg) 
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บทน�ำ

ดินกรดก�ำมะถัน หรือดินเปรี้ยวจัด คือ ดินที่มีสาร

ไพไรต์ (pyrite) เมื่อผ่านกระบวนการออกซิเดชันจะ

ท�ำให้เกดิกรดก�ำมะถนั และฤทธิข์องความเป็นกรดมกั

จะรุนแรงพอที่จะเกิดอันตรายต่อพืชที่ปลูกได้ ดินชนิด

นี้มักพบจาโรไซต์ (jarosite) ลักษณะสีเหลืองฟางข้าว

ที่ชั้นใดชั้นหนึ่งในหน้าตัดดิน (คณะกรรมการจัดท�ำ

พจนานกุรมปฐพวีทิยา, 2551) พบเป็นบรเิวณกว้างใน

พื้นที่ราบลุ่มภาคกลาง ซึ่งส่วนใหญ่มีการใช้ประโยชน์

เพื่อการท�ำนา 

การท�ำนาเป็นการท�ำการเกษตรที่มีการขังน�้ำ

ตลอดฤดูปลูก เมื่อมีการขังน�ำ้ออกซิเจนในดินจะหมด

ไป เนือ่งจากกจิกรรมของจลุนิทรย์ีดนิ จากนัน้จลุนิทรย์ี

จะเลือกใช้สารอนินทรีย์ที่เป็นองค์ประกอบในดินเป็น

ตวัรบัอเิลก็ตรอนในกระบวนการหายใจแทนออกซเิจน 

จึงท�ำให้เกิดการรีดักชันของสารอนินทรีย์ต่างๆ ตาม

ล�ำดับดังนี้ รีดักชันของไนเทรต (NO-
3
) สารประกอบ

แมงกานิก (Mn4+) เฟอริก (Fe3+) ซัลเฟต (SO2-
4
) และ

คาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
) (Gao et al., 2002) มีผล

ท�ำให้เกิดการสูญเสียไนเทรต (NO-
3
) ซึ่งเป็นรูปของ

ไนโตรเจนทีเ่ป็นประโยชน์ต่อพชื เกดิความเป็นพษิของ

เฟอรสั (Fe2+) แมงกานสี (Mn2+) และไฮโดรเจนซลัไฟด์ 

(H
2
S) ทีเ่กดิขึน้ในปรมิาณทีม่ากจนเกนิไป นอกจากนัน้

ยังส่งผลต่อสภาพแวดล้อมอันเกิดขึ้นจากการปลด

ปล่อยแก๊สไนตรสัออกไซด์ (N
2
O) และแก๊สมเีทน (CH

4
) 

ซึ่งเป็นแก๊สเรือนกระจกที่ท�ำให้เกิดภาวะโลกร้อน 

(ทัศนีย์, 2550; Yu and Patrick, 2004)

การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น เป็นผลเนื่องมาจาก

กจิกรรมของแบคทเีรยีทีม่อียูใ่นดนิเป็นหลกั การศกึษา

ถงึจลุนิทรย์ีทีม่บีทบาททีท่�ำให้เกดิการเปลีย่นแปลงทาง

เคมใีนดนิกรดก�ำมะถนั โดยเฉพาะดนิรงัสติทีข่งัน�ำ้โดย

ใช้เทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุล จะท�ำให้ทราบ

ชนิดของแบคทีเรียที่ท�ำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ 

สารอนินทรีย์แต่ละชนิด ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูล 

พื้นฐานในการจัดการปัญหาที่เป็นผลกระทบต่อการ

เจริญเติบโตของข้าวและสิ่งแวดล้อมในอนาคตได้

วิธีการศึกษา

การบ่มตวัอย่างดนิและการเกบ็สารแขวนลอยดนิ

เก็บตัวอย ่างดินชุดดินรังสิตซึ่ ง เป ็นดินกรด

ก�ำมะถัน จากพื้นที่แปลงนา อ�ำเภอบ้านนา จังหวัด

นครนายก ทีค่วามลกึ 0-30 ซม. เมือ่ช่วงเดอืนธนัวาคม 

พ.ศ.2551 มาวิเคราะห์สมบัติเบื้องต้นของดิน และน�ำ

มาบ่มดนิเพือ่จ�ำลองสภาพขงัน�ำ้ โดยผสมดนิทีก่บัฟาง

ข้าวบดละเอียด 1% ของน�้ำหนักดินกับน�้ำกรองที ่

ฆ่าเชื้อแล้วในอัตราส่วน 1:8 (220 ก.: 1,760 มล.)  

แล้วบ่มดินไว้ในภาชนะ pH-Eh controlled unit  

(Attanandana, 2000) โดยภาชนะที่บรรจุดินเป็นทรง

กระบอกความจุ 2 ลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง เติมแก๊ส

ไนโตรเจนบริสุทธิ์ตลอดเวลาเพื่อไล่ที่แก๊สออกซิเจน

ออกจากระบบ pH-Eh controlled unit ช่วยในการเร่ง

สภาพรีดักชัน บ่มดินไว้จนมีศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ลดลง

เท่ากับ -250 มิลลิโวลต์ ในขณะที่เริ่มบ่มมีการเก็บสาร

แขวนลอยดิน โดยใช้หลอดฉีดยา ขนาดปริมาตร 25 

มล. (Figure 1) โดยเก็บครั้งแรกเมื่อเริ่มบ่มและที่ค่า

ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ลดลงทุก 50 มิลลิโวลต์ จนถึง -250 

มิลลิโวลต์ ครั้งละ 20 มล.จ�ำนวน 3 ซ�้ำ เก็บและกรอง

ตัวอย่างดินในสภาพไร้ออกซิเจน 

at -150 mV. The amount of iron in soil solution clearly increased from the redox potential of +150 mV while sulfate 
tended to slowly increase from the beginning. It can be divided into, in accordance with the relationship between the 
group of bacteria and changed inorganic substances in the soil, four groups as follow; 1) the group dominant in the 
unchanged state of organic substances, 2) the group thriving in the condition both with or without oxygen that can 
reduce nitrate, iron and manganese, 3) the group dominating in the redox potential ranging between +150 - -250 mV 
of which the reduction of nitrate, iron, manganese and sulfate took place, especially in the cases of iron, manganese 
and sulfate, and 4) the group found only during the reduction of iron, manganese and sulfate.
Keywords: acid sulfate soil, denature gradient gel electrophoresis (DGGE) 
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วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงของสารอนินทรีย์

น�ำสารละลายดิน (ส่วนที่กรองได้) ที่ศักย์ไฟฟ้า 

รดีอ็กซ์ต่างๆ วเิคราะห์ค่าทางเคม ีโดยวเิคราะห์ปรมิาณ 

NO-
3
 วิธี colorimetric method (ทัศนีย์ และจงรักษ์, 

2551) ปริมาณ Fe2+ และ Mn2+ ด้วยเครื่อง atomic 

absorption spectrophotometry และปริมาณ SO
4

2- 

วิธี turbidimetric method (ทัศนีย์ และจงรักษ์, 2551) 

การสกดัดเีอน็เอและการท�ำ denature gradient gel 

electrophoresis (DGGE)

สกัดดีเอ็นเอของจุลินทรีย์จากดินส่วนที่เหลือจาก

การกรอง ที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ต่างๆ ตามวีธีการของ 

Zhou et al. (1996) และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน

ต�ำแหน่ง V3 region โดยใช้เทคนคิ polymerase chain 

reaction (PCR) ด้วย universal primer ที่มีความ

จ�ำเพาะกับช่วง V3 region ของ 16S rDNA ประกอบ

ไปด้วย VFC (5’-CGC CCG CCG CGC GCG GCG 

GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC 

GGG AGG CAG CAG-3’) เป็นฟอร์เวอร์สไพรเมอร์ ที่

มี GC- clamp และไพรเมอร์ VR (5’-ATT ACC GCG 

GCT GCT GG-3’) เป็นรีเวอร์สไพรเมอร์ ที่เสนอโดย 

Muyzer et al. (1993) และตรวจสอบคุณภาพของ

ผลิตภัณฑ์ PCR ด้วย 1.5% agarose gel electro-

phoresis จากนัน้ท�ำ denature gradient gel electro-

phoresis (DGGE) โดยใช้ polyacrylamide gel ตาม

วิธีการของ Supaphol (2005) มีความแตกต่างของ 

denaturant คือ urea-formamide gradient ตั้งแต่ 35 

เปอร์เซ็นต์ ถึง 60 เปอร์เซ็นต์

การจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรีย

ตัดแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเจลที่ท�ำ DGGE ที่

มีลักษณะเด่น คาดว่าน่าจะมีผลต่อการเปลี่ยนแปลง

ของสารอนินทรีย์ในดิน และท�ำการ re-amplified โดย

วิธี PCR ด้วยไพรเมอร์ VFC และ VR แล้วส่งตัวอย่าง

ดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล�ำดับเบสที่ Macrogen Ltd. 

ประเทศเกาหลีใต้ น�ำล�ำดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบ

ความเหมือนหรือคล้ายคลึงกับดีเอ็นเอของกลุ ่ม

จุลินทรีย์ในฐานข้อมูล โดยใช้โปรแกรม BLASTN  

(basic local alignment search tools) ในอนิเตอร์เนต็

ที่ http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi เพื่อใช้ใน

การจัดจ�ำแนกแบคทีเรีย 

Figure 1	Incubation of soil in pH-Eh controlled unit (A) and sample filter for air oxidation protection (B)
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วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการเปลี่ยนแปลง

ของสารอนินทรีย์และกลุ่มแบคทีเรีย

เปลีย่นความเข้มของลายพมิพ์แต่ละแถบดเีอน็เอ

ที่มีลักษณะเด่น จากเทคนิค DGGE เป็นค่าความเข้ม

ของแถบดเีอน็เอ ด้วยโปรแกรม Quality One แทนการ

เปลี่ยนแปลงของชนิดแบคทีเรีย และวิเคราะห์ความ

สัมพันธ์ระหว่างชนิดแบคทีเรียและการเปลี่ยนแปลง

ของสารอนินทรีย์ ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป Canoco for 

window 4.5 (Ter Braak and Smilauer, 2002).  

วิธี principle component analysis (PCA) และ  

วิธี canonical correspondence analysis (CCA)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

สมบัติของดินชุดดินรังสิตที่ใช้ในการศึกษา

ดินชุดดินรังสิตที่ใช้ในการศึกษา เป็นดินกรด

ก�ำมะถัน (acid sulfate soil) มีเนื้อดินเป็นดินเหนียว 

ค่าพีเอชของดิน (อัตราส่วนระหว่างดินต่อน�้ำ เท่ากับ 

1:1) เท่ากับ 4.3 จัดเป็นดินกรดรุนแรงมาก (extremely 

acid) ปริมาณอินทรียวัตถุ และความจุแลกเปลี่ยน 

แคตไอออน (CEC) อยู่ในระดับสูง เท่ากับ 6.0 ก./กก. 

และ 22.5 เซนตโิมล/กก. ตามล�ำดบั สภาพการน�ำไฟฟ้า 

(EC) อยู่ในระดับต�่ำ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด และ

ฟอสฟอรัสที่เป็นประโยชน์อยู่ในระดับปานกลางมีค่า

เท่ากบั 0.4 ก./กก. และ 14 มก./กก. ตามล�ำดบั ปรมิาณ

โพแทสเซียมที่เป็นประโยชน์อยู ่ในระดับสูง (102  

ก./กก.) ส่วนปริมาณเหล็กและแมงกานีสทั้งหมดมีค่า

เท่ากับ 14,438 และ 115 มก./กก. ตามล�ำดับ ส�ำหรับ

ซลัเฟตและไนเทรตทีส่กดัได้มปีรมิาณเท่ากบั 806 และ 

45 มก./กก. ตามล�ำดับ

การเปลี่ยนแปลงของพีเอช ไนเทรต แมงกานีส 

เหล็ก และซัลเฟตในดิน

ผลการศึกษา พบว่า ค่าพีเอชในดินคงที่ ที่ 4.8 ใน

ช่วงศกัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์เริม่ต้นคอื +280 มลิลโิวลต์ จนถงึ 

+200 มิลลิโวลต์ สอดคล้องกับสารอนินทรีย์อื่นๆ ที่ยัง

ไม่มกีารเปลีย่นแปลงมากนกั (Figure 2) สามารถบ่งชี้

ได้ว ่า ช่วงดังกล่าวยังไม่เกิดการรีดักชันของสาร 

อนินทรีย์อื่นๆ นอกจากการใช้ออกซิเจนเป็นตัวรับ

อิเล็กตรอน จึงไม่มีการใช้ H+ จากสารละลาย ค่าพีเอช

จงึไม่เปลีย่นแปลง แต่หลงัจากนัน้จนถงึ -150 มลิลโิวลต์  

ค่าพีเอชดินเพิ่มขึ้นเป็น 5.4 เป็นผลเนื่องจากภายใต้

สภาพออกซเิดชนั เหลก็ทีม่ปีรมิาณมากในดนิเปรีย้วจะ

อยู่ในรูปเฟอริกออกไซด์รูปอสัณฐาน [Fe(OH)
3
] และ

เมื่อมีการขังน�้ำเกิดสภาพรีดักชัน เฟอริกถูกรีดิวซ์เป็น

เฟอรัส ซึ่งการรีดักชันดังกล่าวส่งผลให้ H+ เปลี่ยนเป็น

น�ำ้ (H
2
O) ท�ำให้ค่าพเีอชของดนิเพิม่ขึน้ จนกระทัง่ศกัย์ 

ไฟฟ้ารีด็อกซ์เท่ากับ -250 มิลลิโวลต์ ค่าพีเอชจะคงที่

ซึง่เป็นผลมาจากการสะสมคาร์บอนไดออกไซด์ (CO
2
) 

โดย CO
2
 รวมกับน�้ำและปลดปล่อย H+ ออกมา

ตั้งแต่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +200 มิลลิโวลต์ลงไป 

ปริมาณไนเทรตในสารละลายดินลดลงอย่างรวดเร็ว

และหมดไปเมื่อศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์เท่ากับ 0 มิลลิโวลต์ 

สอดคล้องกับผลศึกษาที่ผ่านมา ที่พบว่าไนเทรตเริ่ม

เกิดการรีดักชันที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +200 มิลลิโวลต์ 

(Patrick and Jugsujinda, 1992) 

ปริมาณแมงกานีสที่ละลายน�้ำได้ในดิน เริ่มสูงขึ้น

ตัง้แต่ศกัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์ +200 มลิลโิวลต์ จนมค่ีาสงูสดุ

เท่ากับ 14 มก./กก. ที่ -150 มิลลิโวลต์ แสดงให้เห็นว่า 

สภาพรีดักชันท�ำให้แมงกานิกเปลี่ยนเป็นแมงกานัสที่

ละลายน�ำ้ได้มากขึน้ สอดคล้องกบัรายงานของ Patrick 

and Jugsujinda (1992) ที่พบว่า รีดักชันของ

แมงกานีสเริ่มเกิดที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ประมาณ +200 

มิลลิโวลต์ 

เหล็กในสารละลายดินเพิ่มขึ้นชัดเจนตั้งแต่ศักย์ 

ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +150 มิลลิโวลต์ ซึ่งใกล้เคียงกับการ

ศึกษาของ Patrick and Reddy (1978) ที่พบว่า  

เหล็กเริ่มถูกรีดิวซ์ที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +180 ถึง +150 

มิลลิโวลต์ และมีปริมาณเหล็กในสารละลายดินสูงสุด

เท่ากับ 406 มก./กก. ที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ -150  

มิลลิโวลต์ การเพิ่มขึ้นของปริมาณเหล็กในสารละลาย

เกิดเนื่องจากกระบวนการรีดักชันของเหล็ก ส่งผลให้

เกิดการเปลี่ยนรูปเหล็กจากรูปที่ละลายได้ยากคือรูป 

เฟอริกเปลี่ยนเป็นเฟอรัส ซึ่งละลายได้ง่ายขึ้น และที่

ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์เท่ากับ -200 มิลลิโวลต์ พบว่าเหล็ก

ในสารละลายเริ่มลดลง 
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ดินมีปริมาณซัลเฟตเพิ่มขึ้นในช่วงต้นสอดคล้อง

กับผลการศึกษาของ Peters and Corad (1996) และ 

Lueders and Friedrich (2000) ซึ่งพบว่า ในช่วงแรก

ของการบ่มดนิซลัเฟตจะเพิม่ขึน้และจากนัน้กจ็ะลดลง

จนหมดไปในที่สุด การเพิ่มขึ้นของซัลเฟตในช่วงต้น

สามารถอธิบายผลได้ว่า ซัลเฟตที่ถูกดูดซับหรืออยู่ใน

รูป basic aluminum sulfate (AlOHSO
4
) จะอยู่ในรูป

ที่ละลายได้ง่ายเมื่อดินมีการขังน�้ำ (ทัศนีย์, 2550) 

นอกจากนี้เป็นผลร่วมกับการออกซิเดชันของซัลเฟอร์

ในรูปสารอินทรีย์หรืออนินทรีย์กลายเป็นซัลเฟตโดย

จุลินทรีย์ที่ใช้สารประกอบจากการรีดักชันของไนเทรต 

เช่น ไนไทรต์ (NO
2

-) ไนตริกออกไซด์ (NO) และ 

ไนทรัสออกไซด์ (N
2
O) เป็นตัวรับอิเล็กตรอน (Peters 

and Corad, 1996) และในช่วงปลาย พบการลดลงของ

ซัลเฟตแต่ไม่ชัดเจนมาก Shelobolina et al. (2003) 

พบว่าแบคทีเรียที่รีดักชันซัลเฟตไม่สามารถเจริญ

เติบโตบนอาหารที่มีค่าพีเอชเท่ากับ 4.5 แต่เจริญได้ที่

พีเอช 6.8 แต่ในช่วงศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ -150 ถึง -250 

มลิลโิวลต์ ดนิมค่ีาพเีอชเท่ากบั 5.4 ซึง่เป็นไปได้ว่าอาจ

เกิดการรีดักชันของซัลเฟตแต่ไม่ชัดเจน 

ล�ำดับการเกิดรีดักชันของสารอนินทรีย์ในชุดดิน

รังสิต พบว่า รีดักชันของไนเทรตและแมงกานีสเกิดใน

ช่วงศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ที่ใกล้เคียงกัน โดยเริ่มที่ค่าศักย์

ไฟฟ้ารีด็อกซ์ ประมาณ +200 มิลลิโวลต์ แต่การเกิด

รดีกัชนัของไนเทรตจะรนุแรงกว่า บ่งชีไ้ด้จากการลดลง

อย่างรวดเรว็ของไนเทรตและหมดไปในทีส่ดุ ล�ำดบัต่อ

มาจึงเกิดรีดักชันของเหล็กที่ ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +150 

มิลลิโวลต์ ส่วนการรีดักชันของซัลเฟตเริ่มเกิดที่ศักย ์

ไฟฟ้ารีด็อกซ์ เท่ากับ -150 มิลลิโวลต์

การศึกษากลุ่มจุลินทรีย์ที่มีบทบาทส�ำคัญในการ

เปลี่ยนแปลงสารอนินทรีย์ในดินนาด้วยเทคนิค 

denature gradient gel electrophoresis (DGGE)

รปูแบบโครงสร้างประชากรของแบคทเีรยีทีไ่ด้จาก

น�ำสารพันธุกรรมของแบคทีเรียจากตัวอย่างดินที่ศักย์

ไฟฟ้ารีด็อกซ์ต่างๆ มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค DGGE 

Figure 2 Relation between redox potentials and change of inorganic substances in a submerged acid sulfate 

soil (Rangsit soil series). 
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พร้อมทั้งแสดงต�ำแหน่งที่มีการตัดเจลที่เป็นลายพิมพ์

ดีเอ็นเอที่คาดว่าน่าจะเป็นกลุ่มแบคทีเรียที่มีความ

สัมพันธ์หรือมีบทบาทในการเปลี่ยนแปลงของสาร 

อนินทรีย์ในดิน (Figure 3) และน�ำไปวิเคราะห์ล�ำดับ

เบส เพือ่จ�ำแนกชนดิของแบคทเีรยีทัง้หมด 15 ต�ำแหน่ง 

ผลของการจ�ำแนกชนิดของแบคทีเรีย พบว่า มีความ

เหมือนของล�ำดับเบส (identity) กับฐานข้อมูล NCBI 

สูงกว่า ร้อยละ 75 ดังแสดงใน Table 1 

ผลวเิคราะห์ความเข้มของลายพมิพ์ดเีอน็เอทีแ่ทน

ชนิดของแบคทีเรียในดินรังสิตที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อก ผล

วิเคราะห์ความเข้มของลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แทนชนิด

ของแบคทีเรียในชุดดินรังสิตที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ระดับ

ต่างๆ ด้วยโปรแกรม Canoco for Windows วิธี PCA 

พบว่า ลักษณะโครงสร้างประชากรแบคทีเรียในชุดดิน

รังสิต สามารถจ�ำแนกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ ประชากร

แบคทีเรียที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +280 ถึง +200 มิลลิ

โวลต์ ประชากรแบคทเีรยีทีศ่กัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์ +150 ถงึ 

-50 มลิลโิวลต์ และประชากรแบคทเีรยีในดนิทีศ่กัย์ไฟ

ฟ้ารีด็อกซ์ ตั้งแต่ -100 ถึง -250 มิลลิโวลต์ (Figure 4) 

บ่งชี้ว่าประชากรแบคทีเรียในดินที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์

ระดับต่างๆ ซึ่งจัดอยู่ในลักษณะของกลุ่มประชากร

แบคทเีรยีกลุม่เดยีวกนันัน้จะมปีระชากรแบคทเีรยีหรอื

ชนิดของแบคทีเรียส่วนใหญ่เป็นชนิดเดียวกัน

Figure 3	DGGE banding patterns of bacterial community from a submerged acid sulfate soil (Rangsit soil series) 

at varied redox potentials (Eh). Each band in the DGGE gel represents at least one bacterial species. Bands in the 

same height are considered belonging to the same species. Marker (Tridye 100 bp marker; NEB Biolab) indicates 

the marker for DGGE pattern from each redox potential. Fifteen bands (B1-15) were excised for sequencing and 

compared to BLASTN at http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi to ascertain their closest relatives.
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Table 1 	Dominant species of bacteria in a submerged Rangsit acid sulfate soil from DGGE band were  
compared to BLASTN at http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi to ascertain their closest relatives. 

phylotype
Code

Accession
Closest match from BLASTN Identity

group number

Acidobacteria B10 AM922432.1 Uncultured Acidobacteria bacterium clone B06_Bare_Soil 88%

Acidobacteria B13 FJ870629.1 Uncultured Acidobacteria bacterium clone BN2-10 91%

Alphaproteobacteria B05 FM202724.1 Sphingomonas sp. strain CS6 77%

Alphaproteobacteria B04 EF188320.1 Uncultured Alphaproteobacterium clone 651 98%

Alphaproteobacteria B07 EU665135.1 Uncultured Kaistobacter sp. clone Plot22-2A06 80%

Alphaproteobacteria B09 EU449617.1 Uncultured Sphingomonadaceae bacterium clone Plot4-2H12 100%

Deltaproteobacteria B02 FJ190058.1 Anaeromyxobacter dehalogenans strain FRC-R6 84%

Deltaproteobacteria B15 EU449596.1 Uncultured Myxococcales bacterium clone Plot4-E03 91%

Firmicutes B08 AB110415.1 Bacillus senegalensis 98%

Firmicutes B12 DQ079003.1 Bacillus sp. GB02-39A 89%

Firmicutes B06 EU043767.1 Uncultured Bacillus sp. clone GASP-5KA-95-G12 94%

Firmicutes B14 EU834945.1 Uncultured Bacillus sp. clone IST DGGE 1 95%

Firmicutes B03 EU919224.1 Uncultured Trichococcus sp. clone QRSYY9 90%

Gammaproteobacteria B01 AM935063.1 Uncultured Gamma proteobacterium clone AMKG9 88%

Gammaproteobacteria B11 FJ538164.1 Uncultured Rhodanobacter sp. clone MBMV17 100%

Figure 4 	PCA showing structure of bacterial communities at varied redox potentials in a submerged acid sulfate 

soil (Rangsit soil series).

ผลการวิเคราะห์ข ้อมูลโครงสร ้างประชากร
แบคทเีรยีร่วมกบัข้อมลูค่าวเิคราะห์สารอนนิทรย์ีในดนิ
ทีศ่กัย์ไฟฟ้ารดีอ็กซ์ระดบัต่างๆ ด้วยโปรแกรม Canoco 

for Windows วิธี CCA พบการจัดกลุ่มของโครงสร้าง
ประชากรแบคทีเรียสอดคล้องกับการวิ เคราะห ์
โครงสร้างประชากรแบคทเีรยีด้วยวธิ ีPCA พบมกีารจดั
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กลุม่เป็น 3 กลุม่ แบ่งตามการเปลีย่นแปลงของค่าศกัย์
ไฟฟ้ารดีอ็กซ์เป็นหลกั โดยประชากรแบคทเีรยีกลุม่แรก
ที่อยู่ในดินช่วงศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +280 ถึง+200 มิลลิ
โวลต์ ลักษณะกระจายอยู่บริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลง
ของไนเทรต กลุม่ที ่2 ประชากรแบคทเีรยีจากดนิทีศ่กัย์
ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +150 ถึง -50 มิลลิโวลต์ พบกระจายอยู่

บริเวณที่มีการลดลงของไนเทรต และการเพิ่มขึ้นของ
แมงกานัสและเฟอรัส และกลุ่มสุดท้ายคือประชากร
แบคทีเรียในดินที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ -100 ถึง -250  
มิลลิโวลต์ พบการแจกกระจายบริเวณการเปลี่ยนแป
ลงของเฟอรัส แมงกานัส และซัลเฟตในช่วงปลาย 
(Figure 5)

ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างกลุ ่ม
แบคทีเรียและการเปลี่ยนแปลงสารประกอบอนินทรีย์
ในดินที่ได้จากวิธี CCA ในชุดดินรังสิตที่ศักย์ไฟฟ้า 
รดีอ็กซ์ระดบัต่างๆ (Figure 6) สามารถแบ่งเป็น 4 กลุม่ 
ได้แก่ 

กลุม่ทีห่นึง่ (I) คอืกลุม่ของแบคทเีรยีทีม่คีวามเด่น
ในช่วงทีย่งัไม่มกีารเปลีย่นแปลงของสารอนนิทรย์ีอืน่ๆ 
แสดงว่าเป็นกลุม่แบคทเีรยีทีใ่ช้ออกซเิจนในการหายใจ 
ได้แก่ Bacillus sp. (B12) และ Uncultured Bacillus 
sp. (B14)

กลุ่มที่สอง (II) คือกลุ่มที่พบในช่วงศักย์ไฟฟ้าเริ่ม
ต้นจนถึง -50 มิลลิโวลต์ แสดงว่าเป็นกลุ่มที่สามารถ
อยู่ได้ทั้งที่มีออกซิเจน และเมื่อออกซิเจนหมดไป โดย
สามารถรดีวิซ์ได้ทัง้ไนเทรต เหลก็ และแมงกานสี ได้แก่ 
Bacillus senegalensis (B08), Sphingomonas sp. 

(B05), Uncultured Kaistobacter sp. (B07),  
Uncultured Acidobacteria bacterium (B10), 
Anaeromyxobacter dehalogenans  (B02),  
Uncultured Bacillus sp. (B06) และ Uncultured 
Trichococcus sp. (B03)

กลุ่มที่สาม (III) คือกลุ่มที่มีความเด่นในช่วงศักย์
ไฟฟ้ารีด๊อกซ์ตั้งแต่ +150 ถึง -250 มิลลิโวลต์ที่มีการ
รีดักชันของไนเทรต เหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต โดย
เฉพาะการรีดักชันของเหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต 
ได้แก่ Uncultured Rhodanobacter sp. (B11),  
Uncultured Acidobacteria bacterium (B13),  
Uncultured Myxococcales bacterium (B15),  
Uncultured Sphingomonadaceae bacterium (B09) 
และ Uncultured Gamma proteobacterium (B01)

Figure 5 	CCA showing the correlation between structure of bacterial communities and change of inorganic 

substances in a submerged acid sulfate soil (Rangsit soil series).
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กลุ่มที่สี่ (IV) คือกลุ่มที่มีพบในช่วงศักย์ไฟฟ้า 
รีด๊อกซ์ -50 ถึง -250 มิลลิโวลต์ ซึ่งเป็นช่วงที่มีการ
รีดักชันของ เหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต ได้แก่  
Uncultured Alphaproteo bacterium (B04) 

การศึกษานี้ถึงแม้ว่าจะพบแบคทีเรียหลายชนิดที่
มบีทบาทในการรดีวิซ์สารอนนิทรย์ีต่างๆ ในดนิ แต่ไม่มี
รายงานยืนยันทุกชนิด มีเพียงบางชนิดเท่านั้นที่มี
รายงานยืนยันว่ามีการรีดิวซ์สารอนินทรีย์ได้จริง เช่น
รายงานทีพ่บว่า Bacillus senegalensis, Uncultured 
Bacillus sp., และ Sphingomonas sp. ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่อยู ่ในสกุล Bacillus และสกุล Sphin-

gomonas มีความสามารถในการรีดิวซ ์ไนเทรต 
(Michiko and Peter, 1998, Heyrman et al., 2004) 
และ Anaeromyxobacter dehalogenans ซึ่งเป็น
แบคทีเรียที่มีกิจกรรมเกี่ยวกับรีดักชันของเหล็กและ
สามารถรีดิวซ์ไนเทรตได้ (Akob et al., 2008) ในขณะ
ที่แบคทีเรียในไฟลัม Acidobacteria สามารถรีดิวซ์ไน
เทรต และเหลก็ได้ (Ward et al., 2009) และแบคทเีรยี
ในสปีชีส์ Myxococcale เป็นแบคทีเรียที่อยู่ในคลาส 
Deltaproteobacteria ที่สามารถการรีดิวซ์ซัลเฟตได้ 

(Schluter et al., 2011)

Figure 6 	CCA showing the correlation between dominant species of bacteria and change of inorganic  

substances in a submerged acid sulfate soil (Rangsit soil series). 

สรุป

ดินรังสิตที่ท�ำการศึกษาเป็นดินเหนียวมีพีเอช
เป็นกรดรุนแรงมาก (pH 4.3) การเปลี่ยนแปลงของพี
เอช ไนเทรต แมงกานีส เหล็ก และซัลเฟตในดิน พบว่า 
ปริมาณไนเทรตในสารละลายดินลดลงอย่างรวดเร็ว
ตั้งแต่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +200 มิลลิโวลต์ลงไป และ
หมดไปเมื่อศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์เท่ากับ 0 มิลลิโวลต์ 
ปรมิาณแมงกานสีทีล่ะลายน�ำ้ได้ในดนิ เริม่สงูขึน้ตัง้แต่
ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +200 มิลลิโวลต์ จนมีค่าสูงสุด

เท่ากับ 14 มก./กก. ที่ -150 มิลลิโวลต์ เหล็กใน
สารละลายดินเพิ่มขึ้นชัดเจนตั้งแต่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ 
+150 มลิลโิวลต์ ส�ำหรบัปรมิาณซลัเฟตมแีน้วโน้มเพิม่
ขึ้นอย่างช้าๆ ตั้งแต่ช่วงต้น แต่มีการลดลงเล็กน้อยใน
บางช่วงศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ ผลวิเคราะห์ความเข้มของ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แทนชนิดของแบคทีเรียในชุดดิน
รังสิตที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ระดับต่างๆ พบว่า ลักษณะ
โครงสร้างประชากรแบคทีเรียในชุดดินรังสิต สามารถ
จ�ำแนกได้เป็น 3 กลุ่ม คือ ประชากรแบคทีเรียที่ศักย์ 
ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +280 ถึง +200 มิลลิโวลต์ ประชากร
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แบคทีเรียที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ +150 ถึง -50 มิลลิโวลต์ 
และประชากรแบคทีเรียในดินที่ศักย์ไฟฟ้ารีด็อกซ์ 
ตั้งแต่ -100 ถึง -250 มิลลิโวลต์ โดยสามารถแบ่งตาม
ความสัมพันธ ์ ระหว ่างกลุ ่มแบคที เรียและการ
เปลีย่นแปลงสารประกอบอนนิทรย์ีในดนิได้เป็น 4 กลุม่ 
ดงันี ้1) กลุม่ของแบคทเีรยีทีม่คีวามเด่นในช่วงทีย่งัไม่มี
การเปลี่ยนแปลงของสารอนินทรีย์อื่นๆ 2) กลุ ่มที่
สามารถอยู่ได้ทั้งที่มีออกซิเจน และเมื่อออกซิเจนหมด
ไป โดยสามารถรีดิวซ ์ได ้ทั้งไนเทรต เหล็ก และ
แมงกานีส 3) กลุ ่มที่มีความเด่นในช่วงศักย์ไฟฟ้า 
รีด๊อกซ์ตั้งแต่ +150 ถึง -250 มิลลิโวลต์ ซึ่งเป็นช่วงที่มี
การรีดักชันของไนเทรต เหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในช่วงที่มีการรีดักชันของเหล็ก 
แมงกานีส และซัลเฟต และ 4) กลุ่มที่มีพบในช่วงที่มี
การรีดักชันเฉพาะของเหล็ก แมงกานีส และซัลเฟต
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