
v 

Thesis Title        Metagenomics of Bacteria in Midgut of Thai Farm  

Honey Bees  

Author       Mr. Terd Disayathanoowat 

Degree       Doctor of Philosophy (Biology) 

Thesis Advisory Committee   Assoc. Prof. Dr. Panuwan Chantawannakul Advisor 

Asst. Prof. Dr. Yingmanee Tragoolpua Co-advisor 

Dr. Wasu Pathom-aree   Co-advisor 

Prof. Dr. J. Peter W. Young  Co-advisor 

 

ABSTRACT 

This study investigated bacterial community structure of the midgut of Apis 

mellifera and A. cerana indica in Thailand to understand how bacterial communities 

develop in Apis species. The bacterial species present in replicate colonies from 

different locations and life stages were analysed. The PCR-amplification of bacterial 

16S rRNA gene fragments and Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism     

(T-RFLP) analyses revealed a total of 16 distinct Terminal Restriction Fragments     

(T-RFs), 12 of which were shared between A. mellifera and A. cerana populations. 

The T-RFs were affiliated to Beta- and Gamma-proteobacteria, Firmicutes and 

Actinomycetes. The Gammaproteobacteria were found to be common in all stages of 

honey bee. In addition, the Firmicutes group was mainly found in the worker bees. 

Bacterial community structure showed no difference amongst the replicate colonies, 

but was affected to some degree by geographical location, life stage, and species of 

honey bees……………………………………………………………………………… 
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Aerobic bacteria were isolated from midgut of A. cerana indica on five different 

media. The highest count (5.4×10
7
 colony forming units (CFU/g)) was obtained on 

Eosin methylene blue (EMB) media.  Fifty-eight isolates were purified and identified 

using 16S rRNA sequence. Two groups of Gammaproteobacteria and Firmicutes were 

found. The most abundant species were Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca and 

Enterobacter cloacae. To determine their role in promoting nutrient availability, 

enzyme synthesis and inhibition of bee pathogens; protease and lipase activities of 

some bacterial isolates were investigated. Assimilation of fourteen carbon substrates 

was studied. D-Mannose and Raffinose showed favorable utilization. Paenibacillus 

larvae, the cause of American foulbrood was inhibited by compound produced from 

some members of Klebsiella. 

 In A. mellifera, aerobic bacteria were isolated on five different media.  The 

highest count (7.84×10
7
 CFU/g) was obtained on Tryptic Soy Agar (TSA) media. 

Ninty-six isolates were purified and identified using biochemical tests methods. Two 

groups of Gammaproteobacteria and Firmicutes were found. The most abundant 

species were Pseudomonas aeruginosa, E. cloacae and E. aerogenes. To determine 

their role in nutrient promotion, enzyme synthesis and inhibitory effect of bee 

pathogens; protease and lipase activities of some bacterial isolates were investigated. 

Assimilation of fourteen carbon substrates was studied. D-Mannose and Raffinose 

showed favorable utilization amongst isolates. P. larvae, the etiological agent of 

American foulbrood was inhibited by compound produced from some members of 

Staphylococcus. 
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บทคัดย่อ 

 การศึกษาในคร้ังน้ีมุ่งตรวจสอบชุมชีพของแบคทีเรียในล าไส้ส่วนกลางของผึ้งเล้ียงไทยทั้ง 

2ชนิด คือ ผึ้งพนัธ์ุ (Apis mellifera) และผึ้งโพรงไทย (A. cerana indica)โดยเก็บตวัอยา่งล าไส้
ส่วนกลางจากผึ้งทั้ง 2 ชนิด จากจงัหวดัเชียงราย น่าน และล าพูน จงัหวดัละ 3 รัง และแต่ละรังเก็บ
ตวัอยา่งจากผึ้งงาน 3 ระยะคือ ตวัอ่อน ดกัแด ้และ ตวัเต็มวยั ใชก้ารตรวจสอบ 2 วิธี คือ การเล้ียง
เช้ือบนอาหารและการศึกษาทางอณูชีววทิยา ในการศึกษาทางอณูชีววิทยานั้นไดเ้ลือกใชไ้พร์เมอร์ท่ี
จบับริเวณช้ินส่วนยนี 16S rRNA ของดีเอน็เอรวมท่ีสกดัจากล าไส้ส่วนกลาง มาเพิ่มจ านวน แลว้ท า
การแยกความแตกต่างของล าดบัเบสของช้ินส่วนของดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์ ท่ีไดจ้ากการเพิ่มจ านวน 
ดว้ยวิธีการทาง Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP) พบ 
ช้ินส่วนดีเอ็นเอทั้งหมด 16 ช้ินส่วน โดย 12 ช้ินส่วนพบในล าไส้ส่วนกลางของผึ้งทั้ง 2 ชนิด เม่ือ
ท าการตรวจสอบชนิดแบคทีเรียของช้ินส่วนทั้งหมดพบวา่ เป็นแบคทีเรียท่ีอยู่ในกลุ่มของ  Beta- 

and Gamma-proteobacteria, Firmicutes และ Actinomycetes  โดยแบคทีเรียในกลุ่ม  
Gamma-proteobacteria  พบเป็นชนิดเด่นในล าไส้ส่วนกลางทั้ง 3 ระยะการเจริญเติบโตของผึ้ง
ทั้ง 2 ชนิด พบ Firmicutes  เป็นจ านวนมากเม่ือผึ้งเจริญข้ึนมาในระยะตวัเต็มวยั ส าหรับการ
เปรียบเทียบชุมชีพของแบคทีเรียในดา้นปัจจยัต่างๆนั้นพบวา่ มีความแตกต่างของชุมชีพแบคทีเรีย
ในล าไส้ส่วนกลางอย่างมีนัยส าคญั ในปัจจยับางระดบัของ ระยะห่างของแหล่งเล้ียง ระยะการ
เจริญเติบโต และ ชนิดของผึ้ง   
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 ส าหรับการศึกษาโดยวธีิแยกเช้ือแบคทีเรียบนอาหารนั้น เช้ือท่ีแยกจากล าไส้ส่วนกลางของ
ผึ้งโพรงไทย A. cerana indica บนอาหารเล้ียงเช้ือ 5 ชนิด พบวา่ บนอาหาร Eosin methylene 

blue (EMB) สามารถแยกเช้ือไดม้ากท่ีสุด โดยแยกจากผึ้งตวัเตม็วยั ไดจ้  านวนแบคทีเรียถึง 
7.84×10

7
 colony forming unit (CFU/g) 96 ไอโซเลท จากนั้นท าการจ าแนกชนิดดว้ยวธีิการ

ทางอณูชีววทิยาของยีน 16S rRNA พบวา่ แบคทีเรียทั้งหมดสามารถแยกไดอ้ยูใ่น 2 กลุ่มใหญ่ๆ 
คือ Gammaproteobacteria และ Firmicutes โดยชนิดท่ีพบมากท่ีสุดคือ Klebsiella 

pneumoniae, K. oxytoca และ Enterobacter cloacae  ตามล าดบั นอกจากการบ่งชนิดแลว้ ยงั
มีการศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซม ์พบวา่ มีบางเช้ือสามารถผลิตเอนไซมก์ลุ่มไลเปสและ
โปรตีเอสไดใ้นปริมาณนอ้ย และการทดสอบความสามารถในการใชแ้หล่งคาร์บอนทั้ง 14 ชนิดนั้น 
พบวา่ แบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถเจริญไดดี้มากบนอาหารท่ีมีน ้าตาล D-Mannose และ Raffinose 
ส าหรับการทดสอบการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคผึ้งนั้นพบวา่ มีแบคทีเรียบางชนิดในจีนสั 
Klebsiella สามารถผลิตสารยบัย ั้งเช้ือ Paenibacillus larvae อนัเป็นสาเหตุของโรคตวัอ่อนเน่า
อเมริกนั 
 ส าหรับการศึกษาโดยวิธีแยกเช้ือแบคทีเรียบนอาหารจากล าไส้ส่วนกลางของผึ้ งพนัธ์ุ               
A. mellifera บนอาหารเล้ียงเช้ือ 5 ชนิด พบวา่ บนอาหาร Tryptic Soy Agar (TSA) สามารถ
แยกเช้ือได้มากท่ีสุด โดยแยกจากผึ้งตวัเต็มวยั ได้จ  านวนแบคทีเรียถึง 5.4×10

7  CFU/g  จาก
ตวัอย่างทั้งหมดสามารถแยกเช้ือแบคทีเรียได ้99 ไอโซเลทจากนั้นท าการจ าแนกชนิดดว้ยวิธีการ
ทางสัณฐานวิทยาและชีวเคมี พบว่า แบคทีเรียทั้งหมดสามารถแยกไดอ้ยู่ใน 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ 
Gamma-proteobacteria  และ  Firmicutes  โดยชนิดท่ีพบมากท่ีสุดคือ Pseudomonas 

aeruginosa, Enterobacter cloacae และ E. aerogenes ตามล าดบั แบคทีเรียบางเช้ือสามารถ
ผลิตเอนไซมก์ลุ่มไลเปสและโปรตีเอสไดใ้นปริมาณนอ้ย และการทดสอบความสามารถในการใช้
แหล่งคาร์บอนทั้ง 14 ชนิดนั้นให้ผลเช่นเดียวกนักบัแบคทีเรียท่ีแยกไดจ้าก A. cerana indica 

ส าหรับการทดสอบการสร้างสารยบัย ั้งแบคทีเรียก่อโรคผึ้งนั้นพบวา่ มีแบคทีเรีย Staphylococcus 

1 ชนิด สามารถผลิตสารยบัย ั้งเช้ือ Paenibacillus larvae อนัเป็นสาเหตุของโรคตวัอ่อนเน่า
อเมริกนั 
 
 


