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บทคัดย่อ: มีวัตถุประสงค์ในการศึกษาในครั้งนี้ เพื่อศึกษาความหลากหลายของประชากรเมทาโนเจนในรูเมนโคพื้นเมือง
ไทยที่ปล่อยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติเปรียบเทียบกับโคนมโฮลส์ไตน์ฟรีเชี่ยนที่ได้รับหญ้าแห้งร่วมกับอาหารข้น  
โดยการสร้าง Phylogenetic tree จากห้องสมุดยีน mcrA พบว่า ยีน mcrA ที่ได้รับมีความยาวในช่วง 464-491 เบสแพร์ 
ซึ่งทั้งหมด 456 clones กระจายตัวออกไปภายใต้ 5 คลัสเตอร์ โดยเรียงจากมากไปหาน้อย ได้แก่ Methanobacteriales  
(64.04%), Uncultured-mcrA (27.19%), Methanomicrobiales (7.02%), Methanosarcinales (1.10%) และ  
Methanococcales and Methanosphaera (0.66%) ซึ่ง clone ส่วนมากของโคทั้งสองชนิดเป็น Methanobrevibacter 
spp. ชี้ให้เห็นว่า ในรูเมนของโคที่น�ำมาศึกษามีการใช้ hydrogen, formate,   iso-propanol และ iso-butanol เป็นสาร 
ตั้งต้นหลักในการสังเคราะห์แก๊สมีเทน แต่อย่างไรก็ตาม โคพื้นเมืองไทยที่ปล่อยแทะเล็มพืชอาหารตามธรรมชาติมี clone 
ที่อยู่ภายใต้คลัสเตอร์ Uncultured-mcrA มากกว่าโคโฮลส์ไตน์ฟรีเชี่ยนได้รับหญ้าแห้งร่วมกับอาหารข้น ซึ่งอาจท�ำให้ใน 
รูเมนมีกระบวนการสังเคราะห์แก๊สมีเทนโดยใช้สารตั้งต้นที่แตกต่างกัน
ค�ำส�ำคัญ: แก๊สมีเทน, เมทาโนเจน, Phylogenetic tree, โคพื้นเมืองไทย, โคโฮลส์ไตน์ฟรีเชี่ยน

ABSTRACT: The objectives of this study was to construct the phylogenetic tree by using cloned mcrA gene library 
of rumen methanogen of Thai-native grazing natural forage and Holstein cattle fed hay with concentrate. The results 
found that, 456 cloned mcrA gens ranged from 464-491 bp and contributed into 5 clusters included: Methanobacteriales  
(64.04%), Uncultured-mcrA (27.19%), Methanomicrobiales (7.02%), Methanosarcinales (1.10%), and Methanococcales  
and Methanosphaera (0.66%). The most of cloned mcrA relate to Methanobrevibacter spp. that indicated rumen 
methanogen of these cattle were using hydrogen, formate, iso-propanol, and iso-butanol as major substrates to 
methanogenesis. However, when considered cluster of Uncultured-mcrA found that Thai-native cattle grazing natural 
forage have mcrA-clones relative more than Holstein cattle fed hay with concentrate supplementation. Thus, in the 
rumen of these cattle might be difference in major substrates to methanogenesis. 
Keywords: Methane, Methanogen, Phylogenetic tree, Thai-native cattle, Holstein cattle
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รวมกันเป็น 1 ตัวอย่าง (Lib#1) และ DNA ที่ได้จากโค

แต่ละตัวของ Group 2 น�ำมารวมกันเป็น 1 ตัวอย่าง 

(Lib#2) ถูกน�ำไปท�ำห้องสมุดของยีน mcrA (mcrA 

gene clone library) โดยใช้ไพรเมอร์ตาม Luton et al. 

(2002) หลังจากที่วิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วย 

Nucleotide sequencer ด้วยกระบวนการมาตรฐาน

แล้วในขั้นตอนต่อมาน�ำยีน mcrA ที่ทราบล�ำดับ 

นวิคลโีอไทด์จาก Lib#1 จ�ำนวน 94 clones  จาก Lib#2 

จ�ำนวน 96 clones และจาก Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 

รวมกันจ�ำนวน 266 clones มาเรียบเรียงเพื่อให้ทราบ

พันธุ์และสัดส่วนในแต่ละพันธุ์ของเมทาโนเจนจาก

แต่ละห้องสมุดยีนโดยเปรียบเทียบกับยีน mcrA ของ

เมทาโนเจนที่ทราบชนิดแล้วจาก GenBank (http:// 

www.ncbi.nlm.nih.gov/) ด้วยการสร้าง Phylogenetic 

tree โดยวิธีการ neighbor-joining algorithm ด้วย 

Kimura model โดยใช้โปรแกรม CLUSTAL W (http://

www.ddbj.nig.ac.jp/index-e. html) ซึ่งก�ำหนดค่า 

bootstrap analysis ไว้ที่ 1,000 ครั้ง

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 จากการท�ำห้องสมดุยนี mcrA ม ีclone บางส่วนที่

สญูเสยีไประหว่างกระบวนการศกึษา พบว่า ยนี mcrA 

ทีไ่ด้รบัมคีวามยาวในช่วง 464-491 bp ซึง่สอดคล้องกบั

ผลการศึกษาของ Luton et al. (2002) แสดงให้เห็นว่า  

ยนี mcrA ทีไ่ด้สร้างขึน้มคีวามสมบรูณ์ โดยความหลาก

หลายของเมทาโนเจนในรเูมนทีไ่ด้จากการศกึษาในครัง้

นี้ได้แสดงใน Figure 1 (ดู Table 1 ประกอบ) พบว่า  

clone ทั้งหมดกระจายอยู่ภายใต้ 5 คลัสเตอร์หลัก 

โดยคลัสเตอร์ Methanobacteriales มีจ�ำนวน clone 

มากที่สุด ซึ่งมีสัดส่วนเท่ากับ 64.04% of total clone 

(292 clones จาก 456 clones) ในล�ำดับต่อมาคือ 

Uncultured-mcrA มีสัดส่วนเท่ากับ 27.19 % of total 

clone (124 clones จาก 456 clones) นอกจากนี้  

clone ยังกระจายตัวอยู่ภายใต้คลัสเตอร์อื่นๆ ได้แก่ 

Methanomicrobiales, Methanosarcinales และ 

Methanococcales and Methanosphaera

บทน�ำ

	 โคพื้นเมืองไทยและโคบราห์มันมีการผลิตแก๊ส
มีเทนอยู่ในช่วง 44-229 L/h/d หรือ 3.6-12.2 %GEI 
(Chaokaur, 2011) กระบวนการสังเคราะห์แก๊สมีเทน
ในรูเมน (methanogenesis) เกิดจากการสังเคราะห์
ของจุลินทรีย์โดยการใช้คาร์บอนไดออกไซค์ (Carbon 
dioxide; CO

2
) กับไฮโดรเจน (Hydrogen; H) อาศัย

เอนไซม์ methyl-coenzyme M reductase A (mcrA) 
ที่ผลิตจาก Archaea หรือที่เรียกว่า เมทาโนเจน 
(Methanogen) (Friedrich, 2005) การศึกษาความ
หลากหลายของประชากรเมทาโนเจนช่วยให้เข้าใจ
นเิวศวทิยาของเมทาโนเจนในรเูมนได้ดยีิง่ขึน้ ซึง่พบว่า  
เมทาโนเจนในรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้องมีสัดส่วนของ 
Methanobrevibacter spp. มากที่สุด (Wright et al.,  
2008) แต่อย่างไรก็ตาม ความหลากหลายของ
ประชากรเมทาโนเจนในรูเมนของสัตว์เคี้ยวเอื้อง 
จะขึ้นอยู ่กับชนิดของสัตว์และสภาพแวดล้อมด้าน
อาหารเป็นหลกั (Friedrich, 2005) ซึง่ในโคพืน้เมอืงไทย 
ยังมีรายงานการศึกษาอยู่อย่างจ�ำกัด อาจมีประชากร
เมทาโนเจนทีม่คีวามเฉพาะ จงึได้ท�ำการศกึษาในครัง้นี้ 

วิธีการศึกษา

	 สุม่เกบ็ตวัอย่างของเหลวในรเูมนจากโคโตเตม็วยั 
จ�ำนวน 2 สายพนัธุ ์ได้แก่ โคโฮลส์ไตน์ฟรเีชีย่น จ�ำนวน 
2 ตัว (อายุเฉลี่ย 6 ปี 7 เดือน) ที่ได้รับฟางข้าวแห้งร่วม
กับอาหารข้นในสัดส่วน 7:3 (Group 1) และ จ�ำนวน 
3 ตัว (อายุเฉลี่ย 7 ปี 2 เดือน) ที่ได้รับหญ้า Timothy 
แห้งร่วมกับอาหารขั้นในสัดส่วน 4:6 (Group 2) และ 
โคพื้นเมืองไทยที่ปล ่อยแทะเล็มพืชอาหารตาม
ธรรมชาติ (Group 3) จ�ำนวน 3 ตัว (อายุเฉลี่ย 1 ปี 
10 เดือน) โคแต่ละตัวจะถูกเก็บตัวอย่างของเหลว
จากรูเมนก่อนให้อาหารเช้าตัวละ 500 ml หลังจากนั้น
น�ำ 1 ml มาสกัดเอา DNA ด้วย FastDNA kit (Q-BIO 
gene, Quebac, Canada) ตวัอย่างประกอบด้วย DNA  
ทีไ่ด้จากโคแต่ละตวัของ Group 3 (Lib#3, Lib#4 และ 
Lib#5), DNA ทีไ่ด้จากโคแต่ละตวัของ Group 1 น�ำมา
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	 หากพิจารณาที่คลัสเตอร์ Methanobacteriales 

พบว่า clone ทั้งหมดเป็น Methanobrevibacter spp. 

ซึ่ง Lib#1 และ Lib#2 เป็น clone จากโคนมโฮลส์

ไตน์ฟรีเชี่ยน (ที่ได้รับหญ้าแห้งร่วมกับอาหารข้น)  

มสีดัส่วนเท่ากบั 64.89 และ 91.67 % ตามล�ำดบั โดยที่ 

Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 มผีลในทศิทางเดยีวกนัคอื มี

สดัส่วนเท่ากบั 53.76% (173 clones จาก 266 clones)  

ชี้ให้เห็นว่า เมทาโนเจนในรูเมนของโคที่น�ำมาศึกษา 

มีการใช้ hydrogen, formate,   iso-propanol และ 

iso-butanol เป็นสารตั้งต้นหลักในการสังเคราะห์แก๊ส

มีเทน (Zinder, 1993; Miller, 1995) 

	 Lib#3, Lib#4 และ Lib#5 มี clone ที่อยู่ภายใต้

คลัสเตอร์ Uncultured-mcrA เท่ากับ 39.47 % (105 

clones จาก 266 clones) ซึ่งมากกว่า Lib#1 ที่มี

สัดส่วนเท่ากับ 19.15 % (18 clones จาก 96 clones) 

และ Lib#2 มีสัดส่วนเท่ากับ 1.04 % (1 clone จาก 

94 clones) แสดงให้เห็นว่า เมทาโนเจนที่ยังไม่

สามารถแยกเชื้อได้ในรูเมนของโคพื้นเมืองไทยที่แทะ

เล็มพืชอาหารตามธรรมชาติมีมากกว่า ซึ่งในปัจจุบัน

ยังไม่ทราบสารตั้งต้นที่แท้จริงเพื่อผลิตแก๊สมีเทนของ

เมทาโนเจนในกลุ่มนี้ และหากพิจาณาที่คลัสเตอร์ 

Methanosarcinales พบว่า มีเฉพาะ clone ที่มา

จาก Group 2 (Lib#2) เท่านั้น โดยมีสัดส่วน 5.21%  

(5 clones จาก 96 clones ) แสดงให้เห็นว่า ประชากร

เมทาโนเจนในรูเมนของโคกลุ่มนี้อย่างน้อย 5.21%  

มกีารใช้ acetate เป็น สารตัง้ต้นหลกัในการสงัเคราะห์

แก๊สมีเทน (Zinder, 1993; Miller, 1995)

Table 1	 The cloned methyl coenzyme M reductase A (mcrA) gene libraries of methanogen in the rumen  
samples of Thai-native cattle and Holstein cattle1/.

Items
Cloned mcrA libraries

Group 1
(Lib#1)

Group 2
(Lib#2)

Group 3
(Lib#3, 4, 5)

Total amount of cloned mcrA sequences 94 96 266
Clone relative to cluster of

Methanococcales and Methanosphaera (0.66% of total clone)
Methanosphaera stadtmanae - 2 -
Un-relative - - 1

Methanobacteriales (64.04% of total clone)
Methanobrevibacter millerae 37 36 114
Methanobrevibacter ruminantium M1 9 47 3
Methanobrevibacter woesei - 2 -
Un-relative 15 3 26

Uncultured-mcrA (27.19% of total clone)
Bovine Rumen Clone CLI12 16 - 57
Bovine Rumen Clone CLI34 2 - 35
Bovine Rumen Clone CLI52 - - 9
Wallaby Foregut Clone TWM-NOV.04 - 1 -
Un-relative - - 4

Methanosarcinales (1.10% of total clone)
Methanosaeta concilii - 2 -
Un-relative - 3 -

Methanomicrobiales (7.02% of total clone)
Methanomicrobium mobile 15 - 17

1/Group 1, Group 2, and Group 3 were Holstein cattle which fed rice straw plus with concentrate (7:3), Holstein cattle 

fed timothy grass hay with concentrate (4:6), and Thai-native cattle grazing natural forage, respectively.
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Figure 1	Phylogenetic tree indicating the relationship among 456 methyl coenzyme M reductase A (mcrA) gene 
sequences of cloned rumen samples libraries which are indicated in boldface text (Lib#1 = Holstein 
cattle fed rice straw with concentrate (7:3) included 94 cloned mcrA sequences, Lib#2 = Holstein cattle 
fed timothy grass hay with concentrate (4:6) included 96 cloned mcrA sequences, and Lib#3 + Lib#4 +  
Lib#5 = Thai-native cattle grazing natural forage included 266 (from 83 + 87 + 96, respectively) 
cloned mcrA sequences), with known methanogen sequences in GenBank. Methanopyrus kandleri 
was selected as outgroup (bootstrap values <800 not shown). The scale bar indicates 0.10 inferred 
nucleotide substitutions per position.
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สรุป

	 เมทาโนเจนในรูเมนของโคที่ถูกน�ำมาศึกษา 

มีสัดส่วนประชากรของ Methanobrevibacter spp.  

มากที่สุด ซึ่งเป็นสายพันธุ์ที่ใช้ hydrogen, formate,  

iso-propanol และ iso-butanol เป็นสารตั้งต้นหลัก

ในการสังเคราะห์แก๊สมีเทน และเมทาโนเจนในรูเมน

ของโคพื้นเมืองไทยที่ปล่อยแทะเล็มพืชอาหารตาม

ธรรมชาตมิสีดัส่วนของเมทาโนเจนทีย่งัไม่สามารถแยก

เชือ้ได้สงูกว่าโฮลส์ไตน์ฟรเีชีย่นทีไ่ด้รบัหญ้าแห้งร่วมกบั

อาหารข้น ซึ่งอาจท�ำให้มีกระบวนการสังเคราะห์แก๊ส

มีเทนโดยใช้สารตั้งต้นที่แตกต่างกัน
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