
M A TER IA LS A N D  M ETH O D S

T h i s  s t u d y  i n v o l v e d  a n  i n v e s t i g a t i o n  o f  b a c t e r i a l  d i v e r s i t y  i n  s h r i m p  p o n d  

s e d i m e n t .  T h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s  s t u d y  ( s e c t i o n  3 . 1 )  e x a m i n e d  t h e  s e d i m e n t  c h a r a c t e r i s t i c s  

d u r i n g  s h r i m p  c u l t i v a t i o n  i n  e a r t h e n  s h r i m p  p o n d s  w i t h i n  t h e  c e n t r a l  p a r t  o f  T h a i l a n d .  

T h i s  w a s  f o l l o w i n g  b y  b a c t e r i a l  d i v e r s i t y  a n a l y s i s  i n  s e d i m e n t  s a m p l e s  u s i n g  b o t h  

c l a s s i c a l  t e c h n i q u e  ( p l a t e  c o u n t :  s e c t i o n  3 . 2 )  a n d  m o l e c u l a r  t e c h n i q u e  ( P C R - D G G E :  

s e c t i o n  3 . 3 ) .  I n  t h e  l a s t  p a r t  ( s e c t i o n  3 . 4 ) ,  a n  a d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t  r e g a r d i n g  n i t r o g e n  

c o n v e r s i o n  b y  s e d i m e n t  f r o m  s h r i m p  p o n d  u n d e r  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t .

3 . 1  S h r i m p  p o n d  s e d i m e n t  c h a r a c t e r i s t i c s

3 . 1 . 1  S t u d y  s i t e s

E i g h t  s h r i m p  p o n d s  i n  f o u r  l o c a t i o n s  w e r e  c h o s e n  f o r  b a c t e r i a l  d i v e r s i t y  s t u d y .  

T h e  f i r s t  t w o  s h r i m p  p o n d s  w e r e  l o c a t e d  i n  N o n g  S u e a  D i s t r i c t ,  P a t h u m  T h a n i  P r o v i n c e .  

B o t h  p o n d s  w e r e  c l o s e d  s y s t e m  f a r m i n g  w i t h  l o w  s a l i n i t y  w a t e r .  T h e  M a p  a n d  d e t a i l  o f  

e a c h  s t u d y  s i t e s  a r e  s h o w n  in  F i g u r e  3 - 1  a n d  T a b l e  3 - 1 ,  r e s p e c t i v e l y .  O n e  s h r i m p  p o n d  in  

B a n g  K h l a  D i s t r i c t ,  C h a c h o e n g s a o  P r o v i n c e ,  w a s  s e l e c t e d  a s  t h e  c o m m e r c i a l  s h r i m p  f a r m .  

T w o  s h r i m p  p o n d s  i n  B a n  P h o  D i s t r i c t ,  C h a c h e o n g s a o ,  w e r e  r e p r e s e n t e d  t h e  c l o s e d  

s y s t e m  s h r i m p  p o n d  t h a t  u s e d  o z o n e  f o r  w a t e r  t r e a t m e n t .  T h e  l a s t  t h r e e  p o n d s  r e p r e s e n t e d  

t h e  e x t e n s i v e  s h r i m p  p o n d s  i n  B a n g  K h u n  T h i a n  D i s t r i c t ,  s o u t h  o f  B a n g k o k

C H A P T E R  I I I
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F i g u r e  3 - 1 :  L o c a t i o n  o f  t h e  s t u d y  s i t e s .
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T a b l e  3 - 1  ะ L o c a t i o n  a n d  c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  s h r i m p  p o n d s  a s  i n v e s t i g a t e d  i n  t h i s  s t u d y .

Pond
No.

Location Type of
culture
system

Pond size 
(Ha(Rai))

Shrimp species Remark

R1 Nong Suea Intensive 0.08 (0.5) P. monodon Closed system
R2 Nong Suea Intensive 0.08 (0.5) p. monodon Closed system
K1 Bang Khla Intensive 0.16(1) p . monodon New pond
PI Ban Pho Intensive 0.16(1) p. monodon Closed system 

(with ozone)
P2 BanPho Intensive 0.16(1) p . monodon Closed system 

(w/o ozone)
T1 Bang Khun Thian Extensive 8-(50) Penaeus

merguiensis

Opened system

T2 Bang Khun Thian Extensive 15.2 (95) p. merguiensis Opened system
T3 Bang Khun Thian Extensive 8.8 (55) p. merguiensis Opened system

3 . 1 . 2  S e d i m e n t  s a m p l i n g  a n d  p r e s e r v a t i o n

S e d i m e n t  s a m p l e s  f r o m  t h e  p o n d  b o t t o m  w e r e  c o l l e c t e d  e v e r y  2  w e e k s  d u r i n g  

s h r i m p  c u l t i v a t i o n  e x c e p t  f o r  t h e  e x t e n s i v e  p o n d s  i n  B a n g  K h u n  T h i a n  t h a t  w e r e  t a k e n  

o n l y  o n c e .  S e d i m e n t  w a s  c o l l e c t e d  u s i n g  c o r e  s a m p l e r  w i t h  5  c m  i n  d i a m e t e r .  A t  l e a s t  

f i v e  c o r e s  w e r e  t a k e n  f r o m  e a c h  p o n d  t h e n  t h e  t o p  3  c m  l a y e r  o f  s e d i m e n t  w a s  m i x e d  

t o g e t h e r  a n d  k e p t  i n  s t e r i l e  g l a s s  b o t t l e  b e f o r e  i m m e d i a t e l y  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  l a b o r a t o r y .
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3 . 1 . 3  S e d i m e n t  a n d  w a t e r  a n a l y s i s

T h e  s e d i m e n t  s a m p l e s  i n t e n d e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  s p r e a d  o n  a  t r a y  a n d  p l a c e  

b e n e a t h  t h e  d r y e r  o v e r n i g h t ,  o r  l o n g e r  i f  n e c e s s a r y .  T h e n ,  d r y  s e d i m e n t  w a s  c r u m b l e d  

m e c h a n i c a l l y  a n d  p a s s e d  t h r o u g h  a  s i e v e  w i t h  a  2  m m  m e s h .

3 . 1 . 3 . 1  O r g a n i c  m a t t e r

O r g a n i c  m a t t e r  i n  s e d i m e n t  a n a l y s i s  m e t h o d  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  w a s  a c c o r d i n g  

t o  L o s s  o n  I g n i t i o n .  T h e  s a m p l e  w a s  a i r - d r i e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  a n d  f o l l o w i n g  b y  

o v e n - d r i e d  a t  1 1 0°c f o r  2  h o u r s .  D r i e d  s o i l  s a m p l e  w a s  f u r t h e r  b u r n e d  a t  700°c f o r  2  

h o u r s  i n  e x a c t l y  k n o w n  w e i g h t  c e r a m i c  c r u c i b l e  a n d  c o o l  d o w n  i n  d e s i c c a t o r s .  F i n a l l y ,  t h e  

o r g a n i c  m a t t e r  c a n  b e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  f o l l o w i n g :

% o r g a n i c  m a t t e r  =  t h e  s u b t r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  i n i t i a t e  a n d  t h e  l a t e r  s o i l  w e i g h t  X 1 0 0  t h e  

i n i t i a t e  s o i l  w e i g h t

3 . 1 3 . 2  W a t e r  c o n t e n t

T h e  w e t  s e d i m e n t  w a s  d r i e d  b y  o v e n - d r i e d  a t  110°c f o r  2  h o u r s  i n  e x a c t l y  

k n o w n  w e i g h t  c e r a m i c  c r u c i b l e  a n d  c o o l  d o w n  i n  d e s i c c a t o r s .  T h e  w a t e r  c o n t e n t  c a n  b e  

c a l c u l a t e d  a s  t h e  f o l l o w i n g :

% w a t e r  =  t h e  s u b t r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  w e t  s e d i m e n t  a n d  t h e  d r i e d  s e d i m e n t  w e i g h t  X 1 0 0

t h e  i n i t i a t e  s o i l  w e i g h t
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3 . 1 . 3 . 3  S e d i m e n t  p H

M e t h o d  f o r  t h e  m e a s u r e m e n t  o f  p H  t o  a l l  t y p e s  o f  a i r - d r i e d  s o i l s  w a s  

p e r f o r m e d  w i t h  a  c o m b i n e d  g l a s s  e l e c t r o d e  i n  a  1 : 2 .5  ( M / V )  s o i l  i n  1 m o l / L  s u s p e n s i o n .

3 . 1 . 3 . 4  C h l o r o p h y U  a

T h e  c h l o r o p h y l l  a  a n a l y s i s  m e t h o d  u s e d  i n  t h i s  ร ณ d y  w a s  a c c o r d i n g  t o  

S t r i c k l a n d  a n d  P a r s o n  ( 1 9 7 2 ) .  P h y t o p l a n k t o n  c e l l s  i n  a p p r o x i m a t e l y  1 g  o f  t h e  d r y  

s e d i m e n t ,  c h l o r o p h y l l - a  p i g m e n t  w a s  t h e n  e x t r a c t e d  u s i n g  9  m l .  o f  9 0 %  a c e t o n e  i n  c o o l  

a n d  c o m p l e t e  d a r k n e s s  f o r  2 0  h o u r s .  A f t e r  c e n t r i f u g a t i o n ,  a b s o r b a n c e  o f  a c e t o n e  

s u p e r n a t a n t  w a s  m e a s u r e d  a t  6 3 0 ,  6 4 5  a n d  6 6 5  n m  u s i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  a g a i n s t  9 0 %  

a c e t o n e  b l a n k .  T h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  p i g m e n t s  w a s  c a l c u l a t e d  f o l l o w i n g  t h i s  e q u a t i o n :

m g  ( o r  m - S P U )  p i g m e n t / m 3  =  c/v

w h e r e  c w a s  a  v a l u e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  f o l l o w i n g  e q u a t i o n  

c ( c h l o r o p h y l l _ a )  = 1 1 . 6 6 6 5 n m - 1 . 3 1 6 4 5 n m - 0 . 1 4 6 3 0 n m  

a n d  V  w a s  t h e  v o l u m e  o f  w a t e r  f i l t e r e d  i n  l i t e r s .

3 . 1 . 3 . 5  T o t a l  a m m o n i a

Ammonia was analyzed by phenol-hypochloride reaction method as modified
from Strickland and Parson (1972). One gram o f dry sediment was suspended by 9.0 ml

o f 2 N  KC1. The mixture was vigorously shaken on a vortex mixer for 1 hour and then
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c e n t r i f u g e d  a t  2 , 5 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n u t e s .  O n e  m i l l i l i t e r  o f  s e d i m e n t  s u s p e n s i o n  s a m p l e  

w a s  m i x e d  w i t h  0 . 2  m l  o f  p h e n o l  s o l u t i o n  ( d i s s o l v e  2 0  g  o f  c r y s t a l l i n e  a n a l y t i c a l  g r a d e  

p h e n o l  i n  2 0 0  m l  o f  9 5 %  ( v / v )  e t h y l  ฝ c o h o l ) ,  0 . 2  m l  o f  s o d i u m  n i t r o p r u s s i d e  s o l u t i o n  ( 1  g  

o f  N a 2 F e ( C N ) 5 N 0 . 2 H 2 0  i n  2 0 0  m l  o f  d e i o n i z e d  w a t e r ) ,  a n d  0 . 5  m l  o f  f r e s h l y  p r e p a r e d  

o x i d i z i n g  r e a g e n t  ( 1 0 0  g  o f  s o d i u m  c i t r a t e  a n d  5  g  o f  s o d i u m  h y d r o x i d e  i n  5 0 0  m l  o f  

d e i o n i z e d  w a t e r  m i x e d  w i t h  s o d i u m  h y p o c h l o r i d e  4 : 1  ( v / v ) )  r e s p e c t i v e l y .  A f t e r  m i x i n g  

a n d  s t a n d  f o r  1 h o u r ,  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  m e a s u r e d  a t  6 4 0  n m  u s i n g  

s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( G E N E S I S ® ;  m o d e l  1 0  บ V  s c a n n i n g )  a g a i n s t  t h e  b l a n k  ( d e i o n i z e d  

w a t e r ) .  C o n c e n t r a t i o n  o f  a m m o n i u m  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  o f  

a m m o n i u m  s o l u t i o n  ( 0 . 0 1 - 1 . 0 0  m g  N F L T - N / L )

3 . 1 . 3 . 6  N i t r i t e

N i t r i t e  w a s  a n a l y z e d  b y  s u l f a n i l a m i d e  r e a c t i o n  a s  m o d i f i e d  f r o m  S t r i c k l a n d  

a n d  P a r s o n  ( 1 9 7 2 ) .  O n e  g r a m  o f  d r y  s e d i m e n t  w a s  s u s p e n d e d  b y  9 . 0  m l  o f  2  N  K C 1 . T h e  

m i x t u r e  w a s  v i g o r o u s l y  s h a k e n  o n  a  v o r t e x  m i x e r  f o r  1 h r . a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 , 5 0 0  

r p m  f o r  1 0  m i n u t e s .  O n e  m i l l i l i t e r  o f  s e d i m e n t  s u s p e n s i o n  s a m p l e  s u s p e n s i o n  s a m p l e  w a s  

m i x e d  w i t h  0 .1  m l  o f  s u l f a n i l a m i d e  s o l u t i o n  ( d i s s o l v e  5  g  o f  s u l f a n i l a m i d e  i n  a  m i x t u r e  o f  

5 0  m l  o f  c o n c e n t r a t e  h y d r o c h l o r i c  a c i d  a n d  a b o u t  3 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r )  a n d  0 .1  m l  o f  

( l - N a p h t h y l ) - e t h y l e n e d i a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  s o l u t i o n  ( 0 . 5  g  o f  N - ( l - N a p h t h y l ) -  

e t h y l e n e d i a m i n e  d i h y d r o c h l o r i d e  i n  5 0 0  m l  o f  d i s t i l l e d  w a t e r ) .  A f t e r  m i x i n g  a n d  s t a n d  f o r  

1 h o u r ,  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  m e a s u r e d  a t  5 4 3  n m  u s i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  

( G E N E S I S ® ;  m o d e l  1 0  u v  s c a n n i n g )  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  b l a n k .  C o n c e n t r a t i o n  o f  

n i t r i t e  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  o f  n i t r i t e  s o l u t i o n  ( 0 . 0 0 7 - 0 . 2 2 4  m g  N O 2 —  

N / L )
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3 . 1 . 3 . 7  N i t r a t e

N i t r a t e  w a s  a n a l y z e d  b y  c a d m i u m - c o n v e r s i o n  o f  n i t r a t e  t o  n i t r i t e  f o l l o w i n g  b y  

n i t r i t e  a n a l y s i s  u s i n g  s u l f a n i l a m i d e  r e a c t i o n  a s  d e s c r i b e d  i n  n i t r i t e  a n a l y s i s  ( 3 . 1 . 3 . 6 ) .  

B e f o r e  a n a l y s i s ,  1 m l  o f  c o n c e n t r a t e  a m m o n i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n  w a s  a d d e d  i n  5 0  m l  o f  

f i l t e r e d  s e d i m e n t  s o l u t i o n  s a m p l e .  T h i s  m i x t u r e  w a s  p o u r e d  i n  t h e  g l a s s  c o l u m n  

c o n t a i n i n g  c a d m i u m  g r a n u l e s  c o a t e d  w i t h  c o p p e r  s u l f a t e .  F l o w  r a t e  o f  t h e  c a d m i u m  

c o l u m n  w a s  s e t  u p  a t  5 0  m l  p e r  5  m i n u t e s .  W i t h  c a d m i u m  c o l u m n ,  n i t r a t e  i n  w a t e r  s a m p l e  

w a s  c o n v e r t e d  t o  n i t r i t e .  T h e r e f o r e ,  t h e  c o r r e c t  n i t r a t e - N  c o n c e n t r a t i o n  m u s t  b e  s u b t r a c t e d  

w i t h  n i t r i t e - N  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  s a m p l e .

3 . 1 . 3 . 8  T o t a l  n i t r o g e n

T o t a l  n i t r o g e n  w a s  a n a l y z e d  f o l l o w i n g  b y  A O  A C  m e t h o d  ( A O A C ,  1 9 8 0 ) .  O n e  

g r a m  o f  d r i e d  s e d i m e n t  s a m p l e s  w e r e  d i g e s t e d  i n  M i c r o - K j e l d a h l  f l a s k  w i t h  1 0 0  m l  o f  

d i g e s t i o n  m i x t u r e  ( N a 2 S 0 4  2 5 0  g ,  s e l e n i u m  2 . 5  g  i n  H 2 S O 4  2 , 5 0 0  m l . ) .  D i g e s t  t h e  s a m p l e  

i n  a  d i g e s t i o n  u n i t  w h i c h  w a s  p r e h e a t e d  a t  3 8 0 wc  f o r  4  h r .  D i s t i l l a t i o n  s o l u t i o n  w a s  

t i t r a t e d  w i t h  0 . 0 0 5  N  H 2 S O 4  o r  0 . 0 0 5  N  H C L .  B l a n k  p r e p a r e d  b y  d i s t i l l e d  w a t e r  w i t h  o u t  

n i t r o g e n  w a s  t i t r a t e d  t o g e t h e r

%  n i t r o g e n  =  ( A - B ) C  X 1 . 4 x 5  /  D

A =  m l  0 . 0 0 5  N  H 2 S O 4  o r  0 . 0 0 5  N  H C L  u s e d  f o r  s e d i m e n t  s a m p l e s  

B  =  m l  0 . 0 0 5  N  H 2 S O 4  o r  0 . 0 0 5  N  H C L  u s e d  f o r  b l a n k  

c  -  c o n c e n t r a t i o n  o f  H 2 S O 4  o r  H C L

D  =  s o i l  s e d i m e n t  w e i g h t
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3 . 1 3 . 9  P h o s p h a t e  p h o s p h o r u s

P h o s p h a t e  w a s  a n a l y z e d  b y  a m m o n i u m  m o l y b d a t e  r e a c t i o n  ( S t r i c k l a n d  a n d  

P a r s o n ,  1 9 7 2 ) .  P r i o r  t o  a n a l y s i s ,  5  m l  o f  s e d i m e n t  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  w i t h  0 . 5  m l  o f  

m i x e d  r e a g e n t  ( m i x t u r e  o f  1 0 0  m l  a m m o n i u m  m o l y b d a t e ,  2 5 0  m l  s u l p h u r i c  a c i d ,  1 0 0  m l  

a s c o r b i c  a c i d  a n d  5 0  m l  p o t a s s i u m  a n t i m o n y l - t a r t r a t e  s o l u t i o n s )  w a s  a d d e d  i n  e a c h  s a m p l e  

t u b e .  A f t e r  m i x i n g  a n d  s t a n d  f o r  1 h o u r ,  a b s o r b a n c e  o f  t h e  s o l u t i o n  w a s  m e a s u r e d  a t  8 8 5  

n m  u s i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( G E N E S I S ® ;  m o d e l  1 0  u v  s c a n n i n g )  a g a i n s t  d i s t i l l e d  w a t e r  

b l a n k .  C o n c e n t r a t i o n  o f  p h o s p h a t e  w a s  c a l c u l a t e d  u s i n g  t h e  s t a n d a r d  c u r v e  o f  p h o s p h a t e  

s o l u t i o n  ( 0 . 0 1 - 1 . 0 0  m g  P 0 4 - P / L ) .

3 . 1 3 . 1 0  T o t a l  P h o s p h o r u s

T o t a l  p h o s p h o r u s  w a s  a n a l y z e d  b y  O l s e n ’ s  m e t h o d .  T h e  e x t r a c t i o n  o f  f o r m s  

s o l u b l e  p h o s p h o r u s  i s  p e r f o r m e d  i n  a  s o d i u m  b i c a r b o n a t e  s o l u t i o n  0 . 5 N  w i t h  a  s a m p l e :  

v o l u m e  r a t i o  o f  1 : 2 0  ( m / v ) .  T h e  p h o s p h o r u s  c o n t e n t  i s  m e a s u r e d  i n  a  c l e a r  s o l u t i o n  u s i n g  

s p e c t r o p h o t o m e t e r  t o  a n a l y z e  t h e  b l u e  c o l o r  o f  t h e  p h o s p h o m o l y b d i c  c o m p l e x  h o t  r e d u c e d  

b y  a s c o r b i c  a c i d  ( \ = 6 6 0 ท ท 1 )  ( O l s e n  a n d  S o m m e r s ,  1 9 8 2 )

3.1.4 Water analysis

T h r e e  p a r a m e t e r s  o f  w a t e r ;  t e m p e r a t u r e ,  s a l i n i t y  a n d  a l k a l i n i t y  w e r e  m e a s u r e d .  

T e m p e r a t u r e  a n d  s a l i n i t y  w e r e  m e a s u r e d  i n  t h e  p o n d s  a n d  a l k a l i n i t y  w a s  m e a s u r e d  i n  t h e

la b o r a t o r y .
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3 . 1 . 4 . 1  T e m p e r a t u r e

I n  e v e r y  e x p e r i m e n t a l  p o n d ,  w a t e r  t e m p e r a t u r e  w a s  m e a s u r e d  b y  Y S I  D . o .  

m e t e r  a t  1 0 : 0 0  a m ,  5  c m  f r o m  w a t e r  s u r f a c e .

3 . 1 . 4 . 2  S a l i n i t y

W a t e r  s a l i n i t y  w a s  m e a s u r e d  b y  h a n d  r e f f a c t o m e t e r ,  a t  1 0 : 0 0  a m  o f  s a m p l i n g

d a y .

3 . 2  T o t a l  a e r o b i c  b a c t e r i a  c o u n t e d  a n d  V i b r i o  c o u n t e d

3 . 2 . 1  T o t a l  a e r o b i c  b a c t e r i a  c o u n t e d

O n e  g r a m  o f  s o i l  s a m p l e  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  9 . 0  m l  o f  0 . 8 5 %  s o d i u m  c h l o r i d e  

s o l u t i o n .  T h e  m i x t u r e  w a s  v i g o r o u s l y  s h a k e n  o n  a  v o r t e x  m i x e r  a n d  t h e n  a l l o w e d  t o  s e t t l e .  

T h e  s u p e r n a t a n t  w e r e  s e r i a l  d i l u t e d  b e f o r e  s p r e a d i n g  o n  P l a t e  C o u n t  A g a r  ( P C A )  ( O x o i d ,  

C A ) .  B a c t e r i a l  c o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d  a f t e r  i n c u b a t i o n  a t  3 0 ° c  f o r  3  d a y s  t o  c a l c u l a t e  t h e  

n u m b e r  o f  a l l  a e r o b i c  b a c t e r i a .

3 . 2 . 2  V i b r i o  c o u n t e d

S u p e r n a t a n t  f r o m  3 . 2 . 1  w a s  s p r e a d  o n  T C B S  ( T h i o s u l f a t e - c i t r a t e - b i l e - s u c r o s e )  

a g a r  ( O x o i d ,  C A ) .  V i b r i o  c o l o n i e s  a p p e a r e d  g r e e n  a n d  y e l l o w  o n  T C B S  a g a r  a f t e r  

i n c u b a t e d  a t  3 0 ° c  f o r  5  d a y s .
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3 3  B a c t e r i a  c o m m u n i t y  a n a l y s i s  u s i n g  P C R - D G G E  m e t h o d s

3 3 . 1  T o t a l  D N A  e x t r a c t i o n

T h r e e  g r a m s  o f  d r y  s e d i m e n t  w a s  m i x e d  w i t h  2 7  m l  o f  0 .1  M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

( p H  4 . 5 )  a n d  0 . 6  g  p o l y v i n y l p o l y p y r r o l i d o n e  ( P V P P )  u s i n g  b l e n d e r  f o r  1 m i n u t e  a n d  t h e  

m i x t u r e  w a s  c o o l e d  d o w n  i n  i c e  t u b .  T h e  b l e n d i n g  s t e p  w a s  r e p e a t e d  f o r  t h r e e  t i m e s  

b e f o r e  m i x i n g  w i t h  6 0  p L  o f  a  2 0 %  s o d i u m  d e d e c y l  s u l f a t e  ( S D S )  a n d  v i g o r o u s l y  s h a k i n g  

a t  2 0 0  r p m  f o r  2  h o u r s .  T h e  e x t r a c t  w a s  l e f t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  3 0  m i n u t e s  t o  a l l o w  

t h e  p r e c i p i t a t i o n  o f  c o a r s e  p a r t i c l e s .  T h i s  w a s  f o l l o w i n g  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 9 0 0  g  f o r  1 0  

m i n u t e s  a t  1 0 ° C ) .  T h e  s u p e r n a t a n t  c o n t a i n i n g  r e l e a s e d  b a c t e r i a l  c e l l s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

t h e  e x t r a c t i o n  w a s  r e p e a t e d  t w i c e  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  e x c e p t  t h e  a d d i t i o n  o f  P V P P  

a n d  S D S  w e r e  o m i t t e d .  T h e r e a f t e r ,  s u p e r n a t a n t  w a s  m i x e d  a n d  c e n t r i f u g e d  ( 1 0 , 0 0 0  g  f o r  

3 0  m i n u t e s  a t  1 0 ° C ) .  B a c t e r i d  p e l l e t  w a s  t h e n  w a s h e d  t w i c e  w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  

4 . 5 ) .  D N A  e x t r a c t i o n  o f  t h e  p e l l e t  w a s  p e r f o r m e d  b y  a d d i n g  2 . 0  m l  o f  e x t r a c t i o n  b u f f e r  

c o n t a i n i n g  1 0 0  m M  T r i s - H C l  ( p H  8 . 0 ) ,  1 0 0  m M  s o d i u m  E D T A  ( p H  8 . 0 ) ,  1 0 0  m M  

s o d i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r  ( p H  8 . 0 )  w i t h  3  m g  l y s o z y m e  p e r  m l ,  2 %  ( f i n a l  c o n c e n t r a t i o n )  

S D S  a n d  1 g  g l a s s  b e a d s  ( B I O  1 0 1 ,  V i s t a ,  C A ) .  T h e  s a m p l e  w a s  t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  

M u l t i m i x ™  t u b e s  a n d  p r o c e s s e d  i n  t h e  F a s t P r e p ®  I n s t r u m e n t  ( F P 1 2 0 ,  B I O  1 0 1 )  f o r  2 0  

s e c o n d  a t  t h e  s e t t i n g  s p e e d  o f  5 . 5 .  T h e  l y s a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  6 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s  in  a  

s t e r i l i z e d  t u b e  a n d  e x t r a c t e d  t w i c e  w i t h  p h e n o l - c h l o r o f o r m - i s o a m y l  a l c o h o l  ( 2 5 : 2 4 : 1 ) .  

N u c l e i c  a c i d s  w e r e  p r e c i p i t a t e d  a f t e r  a d d i n g  0 . 7  v o l u m e  o f  i s o p r o p a n o l  c o n t a i n i n g  0 . 3  M  

s o d i u m  a c e t a t e  ( p H  4 . 8 )  a n d  1 m M  M g C h  a n d  f o l l o w i n g  b y  c e n t r i f u g a t i o n  ( 4 ° C )  a t  

1 2 , 0 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  p e l l e t  c o n t a i n i n g  n u c l e i c  a c i d s  w a s  t h e  w a s h e d  w i t h  7 0 %  

e t h a n o l ,  ฟ r  d r i e d  a n d  r e - s u s p e n d e d  i n  T E  ( T r i s - E D T A ) .
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3 . 3 . 2  P C R - D G G E  A n a l y s i s

T h e  V 3  r e g i o n  o f  1 6 S  r D N A  g e n e  f r o m  s e d i m e n t  s a m p l e s  w a s  a m p l i f i e d  b y  

p o l y m e r a s e  c h a i n  r e a c t i o n  ( P C R )  u s i n g  P R B A 3 3 8 f  ( 5 - A C T C C T A C G G G A G C A G C A G -  

3 ' )  a n d  P R U N 5 1 8 r  ( 5 ' - A T T A C C G C G G C T G C T G G - 3 ' )  p r i m e r s  ( L i s e  0 v r e â s  e t  a l ,  1 9 9 7 )  

w h i c h  c o r r e s p o n d  t o  p o s i t i o n  3 3 8 - 3 5 7  a n d  5 1 8 - 5 3 4  i n  t h e  E .  c o l i  1 6 s  r D N A  g e n e  

( G e n B a n k  a c c e s s i o n  n o .  j 0 1 6 9 5 ) .  B o t h  p r i m e r s  c o m p l e m e n t  w i t h  a  c o n s e r v e d  r e g i o n  o f  

t h e  d o m a i n  b a c t e r i a .  T h e  G C  c l a m p  ( 5 ' - C G C C C G C C G C G C G C G G C G G G C G G G G C G G  

G G G C A C G G G G G G - 3 ' )  d e s c r i b e d  i n  M u y z e r  e t  a l ,  ( 1 9 9 3 )  w a s  a t t a c h e d  t o  t h e  5 ' e n d  o f  

t h e  f o r w a r d  p r i m e r  P R B A 3 3 8 T  T h e  P C R  c o m p l i e d  w i t h  3  p i  o f  e x t r a c t e d  D N A  

s u s p e n s i o n ,  0 . 5  p M  o f  e a c h  p r i m e r ,  1 5  p i  o f  T a q  D N A  p o l y m e r a s e  M a s t e r  M i x  ( Q u i g e n ,  

C A )  a n d  s t e r i l e  w a t e r  t o  t h e  f i n d  v o l u m e  o f  3 0  p i .  T h e  P C R  c o n d i t i o n  w a s  a s  f o l l o w s :  a n  

i n i t i a l  d é n a t u r a t i o n  s t e p  a t  9 4 ° c  f o r  2  m i n u t e s ,  f o l l o w e d  b y  4 0  c y c l e s  o f  a  t h r e e - s t a g e  

p r o g r a m  w i t h  1 m i n u t e  a t  9 4 ° c  f o r  d é n a t u r a t i o n ,  3 0  s e c o n d s  a t  5 5 ° c  f o r  a n n e a l i n g ,  a n d  1 

m i n u t e  a t  7 2 ° c  f o r  e x t e n s i o n ,  a n d  a  f i n a l  e x t e n s i o n  s t e p  r u n  f o r  6  m i n u t e s  a t  7 2 ° c .  T h e  

P C R  p r o d u c t s  w e r e  c h e c k e d  b y  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  w i t h  1 %  a g a r o s e  a n d  v i s u a l i z e d  u n d e r  

u v  i l l u m i n a t i o n  a f t e r  e t h i d i u m  b r o m i d e  s t a i n i n g .

D e n a t u r i n g  g r a d i e n t  g e l  e l e c t r o p h o r e s i s  ( D G G E )  w a s  p e r f o r m e d  u s i n g  t h e  D - c o d e  

s y s t e m  ( B i o - R a d ) .  A c r y l a m i d e  g e l  ( 7 . 5 %  w / v  o f  3 8 : 2  a c r y l a m i d e - N ,  N ' - m e t h y l e n e -  

b i s a c r y l a m i d e )  w a s  p r e p a r e d  w i t h  2 0 - 7 0 %  d e n a t u r i n g  g r a d i e n t  i n  w h i c h  1 0 0 %  i s  d e f i n e d  

a s  7 M  u r e a  a n d  4 0 %  ( v / v )  f o r m a m i d e .  E l e c t r o p h o r e s i s  w a s  p e r f o r m e d  a t  6 0 ° c  f o r  6  h  a t  a  

c o n s t a n t  v o l t a g e  o f  1 3 0  V  w i t h  T A E  r u n n i n g  b u f f e r  c o n t a i n e d  4 0  m M  T r i s - a c e t a t e  a n d  2  

r a M  N a 2 - E D T A .  T h e n ,  g e l  w a s  s t a i n e d  w i t h  1 0 0  p g  e t h i d i u m  b r o m i d e  in  1 L  d e i o n i z e d  

w a t e r  f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  p h o t o g r a p h e d  u n d e r  u v  i l l u m i n a t i o n .  T o  i d e n t i f y  t h e  s p e c i e s  o f  

s e l e c t e d  D G G E  b a n d s ,  t h e y  w e r e  e x c i s e d ,  e x t r a c t e d  f r o m  t h e  g e l  a n d  u s e d  a s  t h e  t e m p l a t e
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f o r  P C R  r e - a m p l i f i c a t i o n .  T h e  c o n d i t i o n  o f  P C R  w a s  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  e x c e p t  t h e  

f o r w a r d  p r i m e r  P R B A 3 3 8 f  d i d  n o t  i n c l u d e  t h e  G C  c l a m p .

3 . 3 . 3  C l o n i n g ,  S e q u e n c i n g ,  a n d  I d e n t i f i c a t i o n  o f  B a c t e r i a l  S p e c i e s

1 6 S  r D N A  a m p l i c o n s  w e r e  c l o n e d  i n t o  E s c h e r i c h i a  c o l i  J M 1 0 9  u s i n g  t h e  p G E M -  

T  e a s y  p l a s m i d  v e c t o r  s y s t e m  ( P r o m e g a ,  M a d i s o n ,  W i s . )  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  t h e  

m a n u f a c t u r e r ’ s  i n s t r u c t i o n s .  T h e  r e s u l t i n g  t r a n s f o r m a n t s  w e r e  p l a t e d  o n  t o  L u r i a - B e r t a n i  

( L B )  p l a t e s  c o n t a i n i n g  a m p i c i l l i n ,  I P T G  a n d  X - G a l .  W h i t e  c o l o n i e s  w e r e  s e l e c t e d .  T o  

e n s u r e  t h a t  p l a s m i d  D N A  i s o l a t e d  f r o m  W h i t e  c o l o n i e s  i s  r e c o m b i n a n t  p l a s m i d  D N A ,  

p l a s m i d  D N A  w e r e  d i g e s t e d  w i t h  r e s t r i c t i o n  e n z y m e  E c o R l  a t  3 7 ° c  o v e r n i g h t .  T h e  

d i g e s t e d  D N A  w a s  c o n f i r m e d  o n  a g a r o s e  g e l  c o m p a r i n g  t o  2 0 0  b a s e  p a i r s  l a d d e r .  T h e n ,  

t h e  l i g a t i o n  p l a s m i d  w e r e  c l e a n e d  u s i n g  Q I A  M i n i p r e p  K i t  ( Q i a g e n , C A )  a n d  s e q u e n c e d  a t  

t h e  B i o s e r v i c e  U n i t ,  N a t i o n a l  C e n t e r  f o r  G e n e t i c  E n g i n e e r i n g  a n d  B i o t e c h n o l o g y ,  

T h a i l a n d .  A f t e r  a c q u i r i n g  D N A  s e q u e n c e s ,  B L A S T  s o f t w a r e  ( G e n B a n k ,  

w w w . n c b i . n l m . n i h . g o v . )  w a s  u s e d  t o  d e t e r m i n e  i t s  i d e n t i t y  a n d  n e a r e s t  g e n e  n e i g h b o r .

3 . 3 . 4  A n a l y s i s  o f  D G G E  i m a g e s

3 . 3 . 4 . 1  B a c t e r i a l  D i v e r s i t y  A n a l y s i s

D G G E  i m a g e s  w e r e  c o n v e r t e d  t o  d i g i t i z e d  d a t a  u s i n g  S c i o n  I m a g e  p r o g r a m  

( S c i o n  C o r p o r a t i o n ,  F r e d e r i c k ,  M D ) .  T h e  a m o u n t s  o f  e a c h  b a c t e r i a  p o p u l a t i o n  i n  a  s a m p l e  

w e r e  d e d u c e d  f r o m  t h e  i n t e n s i t y  o f  e a c h  D N A  b a n d  o n  a  D G G E  l a n e .  C o n s e q u e n t l y ,  i t  i s  

p o s s i b l e  t o  c o m p a r e  b a c t e r i a l  p o p u l a t i o n s  f r o m  d i f f e r e n t  s a m p l e s  b y  a l i g n i n g  t h e  d i g i t i z e d  

d a t a  f r o m  a l l  s a m p l e s  ( l a n e s )  o n  E x c e l  s p r e a d s h e e t .  D i v e r s i t y  i n d i c e s  w e r e  t h e n  c a l c u l a t e d  

a c c o r d i n g  t o  E i c h n e r  e t  a l .  ( 1 9 9 9 ) .

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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H '  =  -  Z P i  l o g  P i

W h e r e  P i  i s  t h e  i m p o r t a n c e  p r o b a b i l i t y  o f  t h e  b a n d s  i n  a  D G G E  l a n e .  I t  w a s  c a l c u l a t e d  a s  

P i  =  n i / N ,  w h e r e  n i  i s  t h e  i n t e n s i t y  o f  a  D N A  b a n d  a n d  N  i s  t h e  s u m  o f  a l l  b a n d  i n t e n s i t i e s  

i n  t h e  D G G E  l a n e .

3 . 3 . 4 . 2  B a c t e r i a l  C o m m u n i t y  A n a l y s i s

T o  c o m p a r e  t h e  c o m m u n i t y  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s a m p l e s ,  s e v e r a l  

D G G E  i m a g e s  w e r e  c o m b i n e d  w i t h  A d o b e  P h o t o s h o p  5 . 0  s o f t w a r e  p a c k a g e  ( A d o b e  

s y s t e m s  I n c . ,  S a n  J o s e ,  C A ,  U S A ) ,  b y  r e f e r r i n g  t o  t h e  s y n t h e t i c  m a r k e r ,  t o  a m e n d  t h e  

r e l a t i v e  m o b i l i t y  b e t w e e n  t h e  d i f f e r e n t  g e l s .  S i m i l a r i t i e s  o f  b a c t e r i a l  c o m m u n i t i e s  f r o m  

s e d i m e n t  s a m p l e s  w e r e  a n a l y z e d  f r o m  t h e  d i g i t i z e d  g e l  d a t a  b y  c o r r e s p o n d e n c e  a n a l y s i s  

u s i n g  M S V P 3 . 1  p r o g r a m  ( K o v a c h  C o m p u t i n g  S e r v i c e s ,  W a l e s ,  U K ) .  T h e  c o m p a r i s o n  w a s  

b a s e d  o n  t h e  i n c i d e n c e  a n d  a b u n d a n c e  o f  D N A  b a n d s  o n  D G G E  i m a g e s .  C o r r e l a t i o n  

b e t w e e n  b a c t e r i a l  c o m m u n i t i e s  a n d  s e d i m e n t  c h a r a c t e r i s t i c  d a t a  w e r e  l a t e r  a n a l y z e d  b y  

c a n o n i c a l  c o r r e s p o n d e n c e  a n a l y s i s  u s i n g  M S V P 3 . 1  p r o g r a m

3 . 4  N i t r o g e n  c o n v e r s i o n  b y  s e d i m e n t  f r o m  s h r i m p  p o n d  u n d e r  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n

I n v e s t i g a t i o n  o f  n i t r o g e n  c o n v e r s i o n  b y  t h e  s e d i m e n t  t a k e n  f r o m  s h r i m p  p o n d  w a s  

p e r f o r m e d  i n  a  p l a s t i c  c h a m b e r  u n d e r  l a b o r a t o r y  c o n d i t i o n .  T h e  c h a m b e r ,  a s  s h o w n  in  

F i g u r e  3 - 2 ,  w a s  m a d e  o f  a c r y l i c  p l a s t i c  t u b e  w i t h  1 3 . 8  c m  i n  d i a m e t e r  a n d  2 8  c m  in  

h e i g h t .

The Shannon-Weaver index o f general diversity, H '  was calculated using the

function:
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F i g u r e  3 - 2 :  . T h e  r e a c t o r  f o r  s t u d y  n i t r o g e n  a n d  p h o s p h o r u s  c o n v e r s i o n  i n  s h r i m p  p o n d  

s e d i m e n t  i n  l a b o r a t o r y .

S e d i m e n t  c o l l e c t e d  f r o m  s h r i m p  p o n d  a t  N o n g  S u e a ,  P a t h u m  T h a n i ,  w a s  p a c k e d  i n  

t h e  c h a m b e r  a t  8  c m  h e i g h t  c o v e r i n g  0 . 0 1 4 9  m 2  i n  s u r f a c e  a r e a .  T h e  c h a m b e r  w a s  t h e n  

f i l l e d  w i t h  2 . 5 L  o f  6  P S U  s e a w a t e r  a n d  g e n t l y  a e r a t e d  w i t h  a n  a i r - s t o n e .  T e m p e r a t u r e  

d u r i n g  t h e  e x p e r i m e n t  w a s  c o n t r o l l e d  a t  2 5 ° c .

W i t h  t h i s  e x p e r i m e n t ,  s t e r i l i z e d  s h r i m p  f e e d  p e l l e t  w a s  a d d e d  i n t o  t h e  c h a m b e r  a s  

t h e  o r g a n i c  n i t r o g e n  s o u r c e .  C h a n g e d  i n  i n o r g a n i c  n i t r o g e n  c o m p o u n d s  i n c l u d i n g  

a m m o n i a ,  n i t r i t e  a n d  n i t r a t e  w a s  m o n i t o r e d  b y  w a t e r  s a m p l i n g  t h r o u g h  t h e  s a m p l i n g  p o r t s  

l o c a t e d  a t  2  c m  b e l o w  s o i l  s u r f a c e  a n d  2  c m  a b o v e  s o i l  s u r f a c e .  A m m o n i a  a n d  n i t r i t e  

w e r e  a n a l y z e d  b y  t h e  s t a n d a r d  m e t h o d  f o r  s e a w a t e r  a n a l y s i s  a s  d e s c r i b e d  i n  S t r i c k l a n d  

a n d  P a r s o n  ( 1 9 7 2 ) .  N i t r a t e  a n a l y s i s  w a s  t h e  U V - s c r e e n i n g  m e t h o d  d e s c r i b e d  i n  

G r e e n b e r g  e t  a l  ( 1 9 9 2 ) .  D i s s o l v e d  o x y g e n  i n  t h e  w a t e r  c o l u m n  w a s  c o n t i n u o u s l y  

m o n i t o r e d  u s i n g  l o g g i n g  D O  m e t e r  ( H A N N A  H I 9 1 4 4 0 )  a n d  o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  p o t e n t i a l
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( O R P )  a t  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 - 1  c m  b e l o w  s o i l  s u r f a c e  w a s  m o n i t o r e d  u s i n g  l o g g i n g  O R P  

m e t e r  ( H A N N A  H I 9 8 1 4 0 )  r e s p e c t i v e l y .
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