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ABSTRACT 

 

Four sediment samples from Rayong Province, Thailand were examined for 

actinomycete diversity by culture independent method. DNA library was constructed 

using actinomycete specific primers. A total of 153 non chrimeric clones were 

analyzed. All clones were affiliated in the Class Actinobacteria covering 4 subclasses, 

4 orders, 9 suborders, 23 families and 39 genera. Dominant actinomycete groups in all 

4 samples were members of the genus Illumatobacter in the family Acidimicrobiaceae 

and genus Iamia in the family Iamiaceae. The highest actinomycete diversity in term 

of species richness and distribution was found in the sediment from Klong–Ta–Guan 

with Chao's value of 343 ribotypes at species level, Shanon Wiener and Simpson 
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index of 3.76 and 0.26, respectively. Ninety clone sequences (58%) showed less than 

97% 16S rRNA similarity to any known actinomycete culture and may represent 

novel species. These findings suggest that the diversity of actinomycetes in Thai 

coastal sediments is high and large numbers of actinomycetes remains to be 

characterized by cultivation for bioprospecting. 

An improved isolation method for actinomycetes from coastal marine 

sediments was developed. Four pretreatments, 3 enrichment broths and 15 selective 

media were tested for isolation using sediment sample from Klong–Ta–Guan. 

Pretreatment methods were (1) preparation of soil suspension by tenfold dilution and 

shaking 10-1 dilution of sediment suspension at 125 rpm for 10 minutes (2) 1.5% 

phenol treatment (3) shaking sediment suspension (1 g: 3 ml) at 125 rpm for 10 

minutes and (4) shaking sediment suspension (1 g: 3 ml) at 125 rpm for 60 minutes. 

Three enrichment broths were (1) Marine Broth (MB) (2) Soil Extract Solution (SES) 

and (3) Marine Soil Extract Broth (MSB). All isolation plates from 15 selective media 

were incubated at 25oC for 30 days. Actinomycetes were isolated only from 

pretreatment (4). Marine broth was found to promote the isolation of actinomycetes 

with high ratio of total bacteria : actinomycetes (2:1). In general, diluted media or low 

nutrient media were more effective in the isolation of actinomycetes. A total of 209 

isolates of actinomycetes were obtained with colony count ranging from 0–747 cfu/g. 

Molecular identification based on 16S rRNA gene sequencing revealed that these 

isolates belonged to 8 genera, namely Curtobacterium, Dermacoccus, 

Micromonospora, Microbispora, Pseudonocardia, Rhodococcus, Streptomyces and  

Tsukamurella. However, results from culture dependent and culture independent 

studies of Klong-Ta-Guan sediment, showed only 3 overlap genera, namely 
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Micromonospora, Rhodococcus and Streptomyces. This isolation method was then 

used to isolate actinomycetes from other 7 sediment samples. In total, 529 isolates 

were obtained from all sediment samples and were identified to members of 3 genera: 

Micromonospora, Rhodococcus and Streptomyces. These results showed the highest 

diversity in Klong–Ta–Guan sample which were in agreement with the results from 

culture independent study. 

The study on 7 basal media for Chrome azurol S (CAS) assay which used for 

prescreening of siderophore production, indicated that Modified King B Agar 

(MKBA) (pH 7.0) was the most suitable media for actinomycete growth and 

siderophore production. A total of 738 isolates were screened for siderophore 

production by CASMKBA (pH 7.0) based medium and all of them produced 

siderophore. Seventy–nine isolates of Pseudonocardia and Streptomyces which 

showed large orange halo zone were selected for determination of type and quantity 

of produced siderophore by ferric perchlorate assay for hydroxamate type and 

Arnow’s assay for catecholate type. All actinomycete isolates produced hydroxamates 

type siderophore with more than half (69.62%) produced both hydroxamate and 

catecholate types. Streptomyces sp R1-2A/J806 from Klong–Ta–Guan sample showed 

the highest yield of 2.03 nmol/l and 0.81 mmol/l for hydroxamate and catecholate 

types, respectively. The type of siderophore was confirmed by thin layer 

chromatography which showed similar results with screening in both agar plate and 

culture broth.  Time course study of siderophore production from actinomycetes was 

carried out using isolates R1–2B/D805 and R1–2B/N205, the highest hydroxamate 

and catecholate producer, respectively. Actinomycetes were cultured in MKB broth 

(pH 7.0) and growth and siderophore production were measured. It was found that 
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actinomycetes produced highest siderophore during late log phase or early stationary 

phase. Each type of siderophore was produced in different growth period. Siderophore 

producing genes were detected using desD gene for hydroxamate type and entF gene 

for catecholate type. All of 79 isolates were detected with  desD gene which encode 

desferrioxamine. Comparison of sequence data showed that these desD genes were 

closely related to desD genes in various Streptomyces sp. Furthermore, the entF gene 

which encodes for enterobactin was not found in all the 55 catecholate producing 

isolates. This observation suggested that these isolates may contain catecholate type 

genes other than enterobactin. All siderophore producing actinomyctes were tested for 

their antibacterial activity against three bacterial pathogens; Aeromonas hydrophila, 

Pseudomonas fluorescens and Vibrio parahaemolyticus by agar well diffusion method 

on MKBA (pH 7.0), which supported siderophore production and Modified King B 

Iron Agar (MKBIA) (pH 7.0), which inhibited siderophore production. The antifungal 

activity was tested with two fungal pathogens; Colletotrichum gloeosporioides and 

Fusarium oxysporum by dual culture method on CAS–MKBA (pH 7.0) and CAS–

MKBIA (pH 7.0). A total of 24 isolates (3.25%) showed antibacterial activity against 

at least one tested pathogenic bacterium and only 7 isolates (0.95%) inhibited all 

pathogenic bacteria. Seventy-nine isolates (10.70%) showed growth inhibitory 

activity against all pathogenic fungi, isolate R8-K310 from Had-Sai-Thong sediment 

showed the highest inhibition of 59% and 61% for C. gloeosporioides and 57% and 

53% for F. oxysporum on CAS–MKBA (pH 7.0) and CAS–MKBIA (pH 7.0), 

respectively. Both antibacterial and antifungal activities of actinomycetes on MKBA 

(pH 7.0) and MKBIA (pH 7.0), did not show any statistically difference (P<0.05). 
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This result suggested that the antagonistic activity was not related to siderophore 

production but may be due to the inhibitory effect of other secondary metabolites. 

 

Keywords:  marine actinomycetes, marine sediment, metagenomic clone library, 

 pretreatment method, enrichment method, selective media, siderophore,  

antimicrobial agent 
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บทคัดย่อ 
 

ตวัอย่างดินตะกอนชายฝ่ังทะเลทางตะวนัออกของประเทศไทยจ านวน 4 ตวัอย่าง น ามา
ศึกษาความหลากหลายของแอคติโนมยัซีทจากทะเล โดยใชว้ธีิการทางดา้นอณูชีววิทยาด้วยเทคนิค
ไม่เพาะเล้ียงเช้ือ เมื่อสร้างห้องสมุดดีเอ็นเอด้วยไพร์เมอร์ที่จ  าเพาะเจาะจง ได้จ  านวนโคลน
ทั้ งหมด 153 โคลน เม่ือน ามาวิ เคราะห์ผล พบว่ามีความสัมพัน ธ์ เป็นสมาชิกของคลาส 
Actinobacteria ประกอบดว้ย 4 ซบัคลาส, 4 ออเดอร์, 9 ซบัออเดอร์, 23 แฟมิล่ี และ 39 จีนสั ซ่ึงกลุ่ม
ของแอคติโนมัยซีท เด่น ท่ี ตรวจพบในทั้ ง  4 ตัวอย่าง คือ  จีนัส  Illumatobacter ในแฟ มิ ล่ี 
Acidimicrobiaceae และจีนัส Iamia ในแฟมิล่ี Iamiaceae ความหลากหลายของแอคติโนมัยซีท     
สูงท่ีสุดทั้งในดา้นจ านวนและการกระจายตวัของสปีชีส์ในตวัอยา่งดินตะกอนจากคลองตากวน โดย
ให้ผลการวิเคราะห์ค่า Chao ท่ีมากถึง 343 ไรโบไทป์ในระดบัสปีชีส์ และมีค่าการกระจายตวัจาก 
Shanon Wiener และ Simpson index เท่ากบั 3.67 และ 0.26 ตามล าดบั ทั้งน้ีมีจ  านวนโคลนถึง 90 โคลน 
(58%) ท่ีมีเปอร์เซ็นต์ความคลา้ยกนัของยีน 16S rRNA ต ่ากวา่ 97% กบัแอคติโนมยัซีทท่ีเพาะเล้ียง
ไดแ้ละมีความเป็นไปไดว้า่อาจจะเป็นสปีชีส์ใหม่ จากผลการศึกษาดงักล่าวช้ีให้เห็นวา่ดินตะกอน
ชายฝ่ังทะเลมีความหลากหลายของแอคติโนมยัซีทสูง และมีแอคติโนมยัซีทอยูอี่กเป็นจ านวนมากท่ี
รอการศึกษาโดยการเพาะเล้ียงเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ต่อไป  

ได้ปรับปรุงวิ ธีการแยกแอคติโนมัยซีทจากดินตะกอนชายฝ่ังทะเล โดยใช้วีธีการ 
Pretreatment 4 แบบ อาหารเหลวส าหรับการ Enrichment จ านวน 3 ชนิด และอาหารแข็งส าหรับ
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การแยกเช้ือจ านวน 15 ชนิด น าไปทดสอบการแยกเช้ือแอคติโนมัยซีทในดินตัวอย่างจาก           
คลองตากวน ซ่ึง Pretreatment ท่ีใช้คือ (1) เขย่าสารละลายตะกอนดินท่ีเตรียมแบบเจือจาง        
ล าดับส่วนท่ีความเข้มข้น 1 -1 ท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที  (2) 1.5% phenol 
treatment  (3) การเขย่าสารละลายตะกอนดิน (1 กรัม: 3 มิลลิลิตร) ท่ีความเร็ว 125 รอบ/นาที       
เป็นเวลา 10 นาที และ (4) การเขย่าสารละลายตะกอนดิน (1 กรัม: 3 มิลลิลิตร) ท่ีความเร็ว           
125 รอบ/นาที เป็นเวลา 60 นาที ร่วมกบัการใช้อาหารเหลวเล้ียงเช้ือในการ Enrichment ทั้ง 3 ชนิด 
คื อ  ( 1) Marine broth (MB) (2) Soil extract solution (SES) แ ล ะ  ( 3) Marine soil extract broth 
(MSB) จากนั้ นน าไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็งเล้ียงเช้ือจ านวน 15 ชนิด บ่มเช้ือท่ี อุณหภูมิ                 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนั พบการเจริญของแอคติโนมยัซีทเฉพาะตะกอนดินท่ีผ่านการ 
Pretreatment แบบท่ี (4) เท่านั้น และตะกอนดินท่ีผา่นการ Enrichment ดว้ยอาหาร MB พบการเจริญ
ของแอคติโนมยัซีทท่ีมีค่าอตัราส่วนของจ านวนแอคติโนมยัซีทต่อแบคทีเรียสูงท่ีสุด คือ 2:1 ทั้งน้ียงั
พบว่าอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการเจือจางหรือมีปริมาณสารอาหารน้อยมีประสิทธิภาพสูงต่อการแยก    
แอคติโนมยัซีท ซ่ึงได้แอคติโนมยัซีททั้งหมด 209 ไอโซเลท จากจ านวนโคโลนีทั้งหมดท่ีนับได้
ใน ช่ วง  0–747 cfu/g จากการบ่ ง ช้ี ช นิ ดด้วยก ารห าล าดับ ยีน  16S rRNA ส ามารถจ าแนก                   
แอคติโนมยัซีทได้ 8 จีนัส ได้แก่Curtobacterium, Dermacoccus, Microbispora, Micromonospora, 
Pseudonocardia, Rhodococcus, Streptomyces แ ล ะ  Tsukamurella แ ต่ เม่ื อ น า ข้ อ มู ล ท่ี ไ ด้ ไ ป
เปรียบเทียบข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาทางด้านอณูชีววิทยาด้วยเทคนิคไม่เพาะเล้ียงเช้ือของดิน
ตัวอย่างจากคลองตากวน พบว่ามี เพียง 3 จีนัส  คือ Micromonospora, Rhodococcus แล ะ
Streptomyces ท่ีพบทั้งในห้องสมุดดีเอ็นเอและการแยกเช้ือ  ซ่ึงวิธีการแยกเช้ือดงักล่าวถูกน าไปใช้
ในการแยกแอคติโนมยัซีทในตวัอยา่งดินตะกอนทะเลอ่ืน ๆ อีก 7 ตวัอยา่ง ไดจ้  านวนไอโซเลทรวม
ทั้งหมด 529 ไอโซเลท เม่ือน าไปจดัจ าแนกพบว่าแอคติโนมยัซีทท่ีแยกไดจ้ากทั้ง 7 ตวัอย่าง เป็น
สมาชิกของจีนัส Micromonospora, Rhodococcus และStreptomyces  จากผลการทดลองจะเห็นได้
ว่าตวัอย่างดินตะกอนจากคลองตากวนมีความหลากหลายของแอคติโนมยัซีทสูงท่ีสุด ซ่ึงให้ผล
สอดคลอ้งกบัการศึกษาดว้ยวธีิการทางดา้นอณูชีววทิยาดว้ยเทคนิคไม่เพาะเล้ียงเช้ือ  

การศึกษาชนิดของอาหารพื้นฐานจ านวน 7 ชนิด ท่ีใช้ในวิธีการทดสอบการสร้างสาร      
ไซเดอโรฟอร์เบ้ืองตน้ด้วยวิธีการเฉพาะ Chrome azurol S (CAS) พบว่าอาหารพื้นฐาน Modified 
King B Agar (MKBA) (pH 7.0) เหมาะสมท่ีสุดต่อการเจริญและสร้างสารไซเดอโรฟอร์จาก         
แอคติโนมัยซีท เม่ือน าเช้ือแอคติโนมัยซีททั้ งหมดจ านวน 738 ไอโซเลทมาท าการทดสอบ
ความสามารถในการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ดว้ยการใช้อาหารแข็งทดสอบ CAS–MKBA (pH 7.0)  
พบว่าแอคติโนมัยซีททุกไอโซเลทสามารถสร้างสารไซเดอโรฟอร์ได้  แอคติโนมัยซีทในกลุ่ม 
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Pseudonocardia และ Streptomyces จ  านวน 79 ไอโซเลทท่ีมีการสร้างวงสีส้มขนาดกวา้งมาทดสอบ
หาชนิดและปริมาณของไซเดอโรฟอร์ด้วยวิธี  ferric perchlorate ส าหรับไซเดอโรฟอร์ชนิด 
hydroxamate และวิธี Arnow ส าหรับไซเดอโรฟอร์ชนิด catecholate พบว่าทั้ง 79 ไอโซเลทสร้าง  
ไซเดอโรฟอร์ชนิด hydroxamate และไอโซเลทมากกวา่คร่ึง (69.62%) สร้างทั้ง hydroxamate และ 
catecholate โดยมี Streptomyces sp.ไอโซเลท R1–2A/J806 ท่ีแยกได้จากตัวอย่างดินตะกอนจาก 
คลองตากวนมีการสร้างสารไซเดอโรฟอร์ทั้งสองชนิดในปริมาณสูงท่ีสุด คือ 2.03 mmol/l และ 0.81 
mmol/l ส าหรับไซเดอโรฟอร์ชนิด hydroxamate และ catecholate ตามล าดบั ทั้งน้ีท าการยืนยนัชนิด
ของไซเดอโรฟอร์ท่ีผลิตไดด้ว้ยวิธี thin layer chromatography จากสารสกดัไซเดอโรฟอร์จากส่วน
ใสของน ้ าเล้ียงเช้ือตวัอยา่ง โดยผลท่ีไดย้ืนยนัชนิดของไซเดอโรฟอร์เช่นเดียวกบัการตรวจสอบบน
อาหารแขง็และในอาหารเหลว  เม่ือศึกษาผลของระยะเวลาการเพาะเล้ียงต่อการสร้างไซเดอโรฟอร์
ของแอคติโนมยัซีท โดยคดัเลือกแอคติโนมยัซีทท่ีมีการสร้างไซเดอโรฟอร์ชนิด hydroxamate และ 
catecholate สูงสุด  คือ ไอโซเลท R1–2B/D805 และ R1–2B/N2 5 ตามล าดบั เพาะเล้ียงในอาหาร 
MKB broth (pH 7.0) วดัการเจริญเติบโตของแอคติโนมยัซีท และปริมาณการสร้างไซเดอโรฟอร์ 
แต่ละชนิด พบว่าแอคติโนมยัซีทสร้างไซเดอโรฟอร์มากท่ีสุดในช่วงปลายของ log phases หรือ    
เร่ิมเข้าสู่ช่วง stationary phases ของการเจริญ ทั้งน้ีการสร้างไซเดอโรฟอร์แต่ละชนิดมีการสร้าง
ในช่วงของการเจริญท่ีแตกต่างกนั จากนั้นท าการตรวจสอบยีนท่ีควบคุมการสร้างไซเดอโรฟอร์   
แต่ละชนิด โดยศึกษายีน desD ส าหรับการสร้างไซเดอโรฟอร์ชนิด hydroxamate และศึกษายีน entF 
ส าหรับการสร้างไซเดอโรฟอร์ชนิด catecholate พบว่า ทั้ ง 79 ไอโซเลทมียีนส าหรับการสร้าง        
ไซ เดอโรฟอร์ชนิด hydroxamate ในก ลุ่ม  desferrioxamine และเม่ือเป รียบ เทียบข้อมูลทาง            
อณูชีววิทยา พบวา่มีความสัมพนัธ์ใกลเ้คียงกบัยีน desD ท่ีมีรายงานวา่พบมีอยูใ่น Streptomyces sp. 
หลายชนิด ทั้งน้ีจากการศึกษาแอคติโนมยัซีทจ านวน 55 ไอโซเลทท่ีพบมีการสร้างไซเดอโรฟอร์
ชนิด catecholate ไม่พบยีน  entF ซ่ึงควบคุมการสร้างไซเดอโรฟอร์ชนิด catecholate ในกลุ่ม 
enterobactin ซ่ึงเป็นไปได้ว่าอาจมีการสร้างไซเดอโรฟอร์ชนิด catecholate กลุ่ม อ่ืนท่ีไม่ใช่ 
enterobactin เม่ือน าแอคติโนมยัซีททั้งหมดท่ีมีการสร้างไซเดอโรฟอร์มาทดสอบความสามารถใน
การสร้างสารต้านจุลชีพยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียก่อโรค 3 ชนิด คือ Aeromonas hydrophila, 
Pseudomonas fluorescens และ Vibrio parahaemolyticus ด้วยวิธี  agar well diffusion บนอาหาร     
2 ชนิด คือ MKBA (pH 7.0) ซ่ึงส่งเสริมการสร้างไซเดอโรฟอร์ และ Modified King B Iron Agar 
(MKBIA) (pH 7.0) ซ่ึงยบัย ั้งการสร้างไซเดอโรฟอร์ และทดสอบการยบัย ั้งเช้ือราก่อโรค 2 ชนิด คือ 
Colletotrichum gloeosporioides และ Fusarium oxysporum ด้วยวิธีการ dual culture บนอาหาร 
CAS–MKBA (pH 7.0) และ CAS–MKBIA (pH 7.0) ตามล าดับ พบว่าแอคติโนมัยซีทจ านวน        
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24 ไอโซเลท (3.25%) สามารถสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียอย่างน้อย 1 ชนิด และมีเพียง 7 ไอโซเลท 
(0.95%) ท่ีสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคทั้ ง 3 ชนิดได้  แอคติโนมัยซีทจ านวน 79 ไอโซเลท 
(1 .7 %) สามารถสร้างสารยบัย ั้งราก่อโรค ซ่ึงไอโซเลทท่ีมีเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งเช้ือราสูงสุดคือ 
R8–K310 จากตัวอย่างดินหาดทรายทอง คือ 59% และ 61% ต่อการย ับย ั้ ง C. gloeosporioides      
และ 57% และ 53% ต่อการยบัย ั้ ง F. oxysporum บน CAS–MKBA (pH 7.0) และ CAS–MKBIA 
(pH 7.0) ตามล าดบั โดยผลการสร้างสารตา้นจุลชีพก่อโรคไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญับน
อาหารพื้นฐานทั้งสองชนิด ช้ีให้เห็นวา่ การสร้างไซเดอโรฟอร์ของแอคติโนมยัซีทไม่มีผลในการ
ยบัย ั้งการเจริญของจุลชีพก่อโรค  แต่น่าจะเกิดจากการสร้างสารเมแทบอไลตทุ์ติยภูมิชนิดอ่ืน 
 

 
ค าส าคัญ: แอคติโนมยัซีทจากทะเล, ดินตะกอนทะเล, เมทตาจิโนมิกซ์ โคลนไลบราร่ี,   
                   วธีิการ pretreatment, วธีิการ enrichment, อาหารแยกเช้ือ, ไซเดอโรฟอร์, สารตา้นจุลชีพ 
 
 

 

 

 

 

 


