
 

รายงานวิจยั 
 

ความหลากหลายทางอนุกรมวิธานและกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส 
ของจุลินทรียจากเมตาจีโนมในระบบนิเวศปาชายเลน 

Taxonomic Diversity and Cellulolytic Activities of Microorganisms 
from Mangrove-derived Metagenomes 

 
 
 
 
 
 

สุดารตัน สวนจิตร 
อภิรดี ปลันธนภาคย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ทุนอุดหนุนการวิจัยประจําปงบประมาณ 2557 
โครงการสงเสริมการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ  

สํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 

 
 

คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยบูรพา 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

งานวิจัยน้ีไดรับการสนับสนุนทุนวิจัย 
โครงการสงเสรมิการวิจัยในอุดมศึกษาและพัฒนามหาวิทยาลัยวิจัยแหงชาติ 

ภายใตสํานักงานคณะกรรมการการอุดมศึกษา 
ประจําปงบประมาณ 2557 

 



บทคัดยอ 
 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซม    
เซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตะกอนดินในระบบนิเวศปาชายเลน ซ่ึงอยูในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี 
จังหวัดชลบุรี  ในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียทําโดยนําตะกอนดินปาชายเลนมาสกัด   
เมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป
และแอคติโนแบคทีเรีย ยีสตราและทรอสโทคิทริดส โดยใชปฏิกิริยาพีซีอาร นําผลิตภัณฑพีซีอารท่ีได
ไปโคลนเพ่ือสรางหองสมุดยีน rRNA และคัดเลือกโคลนเพ่ือนําไปอานลําดับนิวคลีโอไทด วิเคราะห
ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank บน NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) หรือ EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)   
ผลการศึกษาพบแบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria มากท่ีสุด (50.3%) รองลงมาคือไฟลัม 
Firmicutes (45.6%) และไฟลัม Proteobacteria (4%)  แบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria     
พบจีนัส Streptomyces มากท่ีสุด (66.7%) ในขณะท่ีแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes พบจีนัส 
Bacillus บอยท่ีสุด  สําหรับจุลินทรียกลุมยีสตรา พบสมาชิกในจีนัส Aspergillus มากท่ีสุด (28.8%) 
รองลงมาคือ Trichoderma spp. (17.3%) และจุลินทรียกลุมทรอสโทคิทริดส พบสมาชิกในจีนัส 
Aurantiochytrium มากท่ีสุด (48.1%)  ในอีกทางหนึ่งไดมีการใชเทคนิคพีซีอารเพ่ิมปริมาณ       
ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนม โคลนและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงพบวาดีเอ็นเอ   
ท่ีโคลนไดจํานวน 2 โคลน มีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแสดงความคลายคลึงกับขอมูลของยีนนํารหัส

เอนไซม Endo-1,4-β-glucanase และ β-glucosidase ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ 
Streptomyces ตามลําดับ  นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังสามารถคัดแยกแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีส 
ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตะกอนดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนท่ีศึกษาไดจํานวน     
4 สายพันธุ ซ่ึงจําแนกโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA ไดเปน 
Pseudomonas balearica, Bacillus sp., Microbacterium paraoxydans และ 
Streptomyces levis  จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาระบบนิเวศปาชายเลนเปนเปนแหลงรวม
จุลินทรียท่ีหลากหลาย โดยสิ่งท่ีนาสนใจคือบทบาทของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้ โดยเฉพาะ
ในดานการผลิตสารชีวภาพท่ีมีความสําคัญทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ เชน เอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงหากมี
การศึกษาในรายละเอียดใหมากข้ึน อาจนําไปสูการคนพบจุลินทรียแทกซอนใหมและสารชีวภาพท่ีมี
คุณคา รวมถึงความเปนไปไดของการประยุกตใชทรัพยากรจุลินทรียและสารชีวภาพจากปาชายเลน 
ในอนาคต 
 
คําสําคัญ:  ความหลากหลายทางชีวภาพ  ปาชายเลน  จุลนิทรีย  เมตาจีโนมิกส  เอนไซมเซลลูเลส 
 
 
 
 
 
 
 



ABSTRACT 
 

This research was conducted to explore microbial diversity in mangrove 
ecosystem located in Chon Buri province.  Mangrove sediment was collected and 
used as a source of metagenomic DNA.  The rRNA gene library was constructed for a 
respective group of microorganisms, i.e. bacteria, actinobacteria, fungi and 
thraustochytrids.  Recombinant clones were screened and sequenced.  Similarity 
searching of nucleotide sequences was carried out in the database of GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon).  
Bacterial distribution was found in three phyla by which Actinobacteria was the most 
dominant (50.3 %) followed by Firmicutes (45.6 %) and Proteobacteria (4 %%).     
The representative genera of Actinobacteria and Firmicutes were Streptomyces and 
Bacillus respectively.  In the fungal point of view, the genus Aspergillus was the most 
abundant and diversified.  Thraustochytrid, another group of microbes frequently 
found in marine ecosystem, was also revealed in the study site.  Members of 
Aurantiochytrium were the predominance.  Two cellulase encoding genes amplified 
from metagenome were cloned and sequenced.  The analyses of sequence identity 

revealed that they resemble those proposed for endo-1,4-β-glucanase and           

β-glucosidase gene of Bacillus and Streptomyces, respectively.  Four strains of 
cellulase-producing bacteria and actinobacteria were successfully isolated from the 
same ecological niche and their 16S rRNA gene-based identities are Pseudomonas 
balearica, Bacillus sp., Microbacterium paraoxydans, and Streptomyces levis.  
Overall results taken from this investigation reflects the fact that mangrove 
ecosystem is a crucial reservoir of diverse microorganisms capable of producing 
biotechnological important enzymes including cellulases.  In depth investigation 
would fulfill knowledge that could benefit not only the discovery of novel microbial 
taxonomic positions and valuable biological compounds but also their future 
applications. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ปาชายเลนเปนระบบนิเวศบริเวณชายฝงทะเล ตั้งอยูในบริเวณน้ําข้ึนน้ําลง (Intertidal 

zone) ในภูมิภาคเขตรอนและเขตก่ึงรอน จัดเปนระบบนิเวศท่ีมีความอุดมสมบูรณเนื่องจากมีอัตรา
การผลิตสารอินทรียสูง รวมท้ังมีความโดดเดนในดานการหมุนเวียนของสารอาหารและแรธาตุตาง ๆ 
รวมถึงการหมุนเวียนของสารอินทรียระหวางมหาสมุทรและสภาพแวดลอมบนบก  พ้ืนท่ีปาชายเลนมี
พืชชายเลนท่ีชวยปองกันการกัดเซาะชายฝงอันเปนความเสียหายท่ีเกิดข้ึนจากธรรมชาติ เชน พายุ 
และคลื่น เปนตน บริเวณนี้จึงถือวาเปนท่ีอยูอาศัยท่ีสําคัญของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ท่ีอยูตามชายฝง  
ระบบนิเวศปาชายเลนจึงมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง และนับเปนระบบนิเวศทางทะเลท่ีมีความ
อุดมสมบูรณของธาตุอาหารชนิดตาง ๆ ในตะกอนดิน เนื่องจากเปนแหลงรวมของแรธาตุจากบนบก
และปากแมน้ําท่ีถูกชะและไหลลงสูทะเล นอกจากนี้ยังมีซากสารอินทรีย เชน ซากพืช ซากสัตว ทับถม
กันอยูในตะกอนดิน ซ่ึงถูกยอยสลายดวยจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในพ้ืนท่ีดังกลาว (Sahoo & Dhal, 2009; 
Thatoi et al., 2013) 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลน มีท้ังจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมประชากร
จุลินทรียตางถ่ิน ซ่ึงพบไดเปนครั้งคราว  จุลินทรียประจําถ่ินเปนกลุมท่ีนาสนใจ เนื่องจากมีบทบาท
สําคัญในการดําเนินกิจกรรมตาง ๆ เพ่ือรักษาสมดุลของระบบนิเวศปาชายเลน  สืบเนื่องจากความ
หลากหลายของสารอาหารท่ีสามารถพบไดในปาชายเลน จุลินทรียท่ีพบในพ้ืนท่ีนี้จึงมีความ
หลากหลายท้ังในดานชนิดและเมแทบอลิซึม  การสํารวจความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศ
ปาชายเลนจึงมีความนาสนใจ  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอม
ประเภทนี้ อาศัยหลักการของวิธีดั้งเดิมซ่ึงเปนการคัดแยกเชื้อท่ีสามารถเจริญเพ่ิมจํานวนไดบนอาหาร
คัดเลือก (Cultured-dependence)  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาว อาจทําใหเกิดการสูญหายของขอมูล
เก่ียวกับจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกดังกลาว  ดังนั้นการนํา
วิธีการทางดานเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เขามาใชในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย
ในตัวอยางสิ่งแวดลอม เปนการชวยทําใหนักวิทยาศาสตรมีโอกาสเขาถึงจุลินทรียกลุมท่ีไมสามารถ
เพาะเลี้ยงไดท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอม  

นอกจากศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียแลว การนําวิธีการทางเมตาจีโนมิกสมาใช  
ในการคนหาเอนไซมท่ียอยสลายพอลิเมอรธรรมชาติของจุลินทรียสิ่งแวดลอมกําลังไดรับความสนใจ
เปนอยางมาก โดยเฉพาะเอนไซมท่ียอยสลายองคประกอบของพืชหรือเนื้อไม เชน เอนไซมกลุม      
ยอยสลายลิกนิน (lignolytic enzymes) เฮมิเซลลูเลส (เชน xylanase) และเซลลูเลส เปนตน (Xing 
et al., 2012)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากในธรรมชาติ โดยเปนองคประกอบหลักของผนังเซลล
ของพืช  โมเลกุลของเซลลูโลสประกอบกันข้ึนจากน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก  

(β-1,4 glycosidic linkage)  เนื่องดวยมีการนําเซลลูโลสมาใชประโยชนหลายดาน เชน การผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพ การผลิตสิ่งทอและกระดาษ เปนตน จึงทําใหในอุตสาหกรรมมีความสนใจคนหา
เอนไซมท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมจํานวนมาก เชน การผลิต
อาหารสัตว เครื่องดื่ม เบเกอรีและเยื่อกระดาษ เปนตน (Sukumaran et al., 2005; Kuhad et al., 
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2011)  จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสพบไดท้ังในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป      
แอคทิโนมัยซีสและรา ซ่ึงมีการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมและโคลนยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม
เหลานี้ในเชื้อท่ีแยกและเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมมีจุลินทรียอีกเปน
จํานวนมากท่ีไมสามารถถูกเพาะเลี้ยงใหเจริญในหองปฏิบัติการได ซ่ึงเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้เปนแหลง
สําคัญของสารชีวภาพชนิดตาง ๆ ท่ีมีประโยชน รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติใหม ๆ หรือ
คุณสมบัติพิเศษ ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานมากอน  

ในงานวิจัยนี้มีความสนใจศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนท่ีอยูในพ้ืนท่ี
อําเภอเมืองชลบุรี ซ่ึงเปนพ้ืนท่ีท่ีอยูทามกลางสิ่งแวดลอมของสังคมเมืองและอุตสาหกรรมท่ีกําลังมีการ
เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ทําใหมีโอกาสสงผลกระทบตอระบบนิเวศแหงนี้ไดในไมชา ขอมูลในดาน
ความหลากหลายของทรัพยากรจุลินทรียของพ้ืนท่ีปาชายเลนบริเวณนี้ยังไมไดมีการศึกษากันมากนัก 
การเขามาศึกษาขอมูลในสวนนี้จะชวยทําใหทุกภาคสวนมีความตระหนักถึงความสําคัญของทรัพยากร
พ้ืนฐานของระบบนิเวศ กระบวนการท่ีนํามาใชในการศึกษานี้ใชวิธีการเตรียมดีเอ็นเอท้ังหมดจาก
ตะกอนดินปาชายเลน หรือท่ีเรียกวาเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ (Metagenomic DNA) หรือเมตาจีโนม 
(Metagenome) และนํามาเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนท่ีนํารหัสการสราง ribosomal RNA 
(rRNA genes) ซ่ึงใชเปนเครื่องหมายในการจัดจําแนกจุลินทรีย โดยใชยีน 16S rRNA สําหรับจําแนก
จุลินทรียกลุมโปรคาริโอต ไดแกแบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย และใชยีน 18S rRNA สําหรับ
จําแนกจุลินทรียกลุมยูคาริโอต ไดแก ยีสตราและทรอสโทคริทริดส  นอกจากนี้ยังมีความสนใจศึกษา
การปรากฏอยูของยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตัวอยางดินตะกอนจาก  
ปาชายเลนดังกลาว ซ่ึงสามารถเปนเครื่องบงชี้ถึงศักยภาพของพ้ืนท่ีปาชายเลนท่ีศึกษาในการใชเปน
แหลงของเอนไซมเซลลูเลสท่ีอาจเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชตอไปในอนาคต อีกท้ัง
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียยังทําใหไดขอมูลของความหลากหลายของทรัพยากร
จุลินทรียท่ีอยูในระบบนิเวศปาชายเลน ซ่ึงสามารถจัดทําเปนฐานขอมูลสําหรับการศึกษาและ       
การจัดการทรัพยากรเพ่ือใชประโยชนอยางยั่งยืนตอไปในอนาคต 
 
วัตถุประสงค 

(1)  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีไดจากตะกอนดิน             
ในปาชายเลน  

(2)  เพ่ือศึกษายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตะกอนดินในปาชายเลน 
 
สมมติฐาน 

(1)  เมตาจีโนมซ่ึงเปนดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีสกัดไดจากตัวอยางตะกอนดินในระบบนิเวศ       
ปาชายเลน สามารถใชเปนแหลงของดีเอ็นเอแมแบบท่ีนํามาใชในการศึกษา         
ความหลากหลายของจุลินทรียได 

(2)  จุลินทรียท่ีพบในระบบนิเวศปาชายเลนมีตําแหนงทางอนุกรมวิธานหรือแทกซอน 
(Taxon) ท่ีแสดงความหลากหลายสูง เม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลของยีน rRNA  
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(3)  จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลนมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสซ่ึงเปนพอลิเมอรธรรมชาติท่ีพบไดมากในระบบนิเวศนี้ ดังนั้นจึงมี      
ความเปนไปไดท่ีจะมีโอกาสตรวจพบยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจาก       
เมตาจีโนมของระบบนิเวศนี้  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

เก็บตัวอยางตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน 2 แหง คือบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติและ
อนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียวเชิงนิเวศ และปาชายเลนตําบลบางทราย อําเภอเมืองชลบุรี      
จังหวัดชลบุรี นํามาสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดหรือเมตาจีโนม (Metagenomic DNA, Metagenome) 
ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียโดยนําเมตาจีโนมมาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน rRNA 
(16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย และยีน 18S rRNA สําหรับจุลินทรียกลุม  
ยีสตราและทรอสโทคริทริดส) โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase chain 
reaction; PCR) จากนั้นสรางหองสมุดยีน rRNA สําหรับจุลินทรียแตละกลุม และนําโคลนท่ีปรากฏ 
ในแตละหองสมุดไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  นอกจากนี้ยังไดใชเทคนิคพีซีอารในการ 
เพ่ิมปริมาณยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนม วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและ
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนชนิดนี้ท่ีปรากฏอยูในเมตาจีโนมของตะกอนดินจากระบบนิเวศ   
ปาชายเลนท่ีศึกษา   

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

(1)  ทราบความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีศึกษา 
(2)  ทราบขอมูลของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีศึกษา 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพา 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
เอกสารท่ีเก่ียวของกับการศึกษา สามารถจําแนกไดดังนี้ 
1.  จุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
2.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
3.  เมตาจีโนมิกส: เครื่องมือระดับโมเลกุลสําหรับคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 

  
1.  จุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 

1.1  ระบบนิเวศปาชายเลน 
ปาชายเลน (Mangrove) เปนระบบนิเวศท่ีพบท่ัวไปในเขตรอน (Tropical) และ        

เขตก่ึงรอน (Sub-tropical) อยูบริเวณชายฝงซ่ึงเปนรอยตอระหวางสภาพแวดลอมบนบก 
(Terrestrial environment) และสภาพแวดลอมทางทะเล (Marine environment) พ้ืนท่ี          
ปาชายเลนอยูในบริเวณเขตน้ําข้ึนสูงสุดและน้ําลงต่ําสุด มีความแปรผันของคุณลักษณะดานกายภาพ
และเคมีคอนขางสูง โดยไดรับอิทธิพลของปจจัยสิ่งแวดลอมตาง ๆ จากท้ังบนบกและทะเล  

ปาชายเลนในไทยพบแพรกระจายอยูตามภาคตาง ๆ ตั้งแตภาคกลางตอนลาง ภาค
ตะวันออกตลอดไปจนถึงภาคใตท้ังสองฝง รวม 22 จังหวัด โดยมีพ้ืนท่ีรวม 1,047,390 ไร  ภาคกลาง
มีพ้ืนท่ีปาชายเลนประมาณ 3% ของพ้ืนท่ีปาชายเลนท้ังหมดของไทย ซ่ึงพบในบริเวณพ้ืนท่ีกนอาวไทย 
เชน สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ  ปาชายเลนในภาค
ตะวันออก พบอยูในแถบชายฝงทะเล เชน จันทบุรี ระยอง ตราดและชลบุรี คิดเปนพ้ืนท่ีประมาณ    
8% ของพ้ืนท่ีปาชายเลนท้ังหมด  สําหรับพ้ืนท่ีปาชายเลนในภาคใตซ่ึงมีมากถึง 89% ของพ้ืนท่ี      
ปาชายเลนท้ังหมดของไทย พบกระจายอยูในบริเวณชายฝงทะเลอาวไทยและอันดามัน ตั้งแตจังหวัด
ระนอง พังงา กระบี่ ภูเก็ต ชุมพร ตรัง สุราษฎรธานี นครศรีธรรมราช สตูล สงขลา ปตตานี เปนตน           
(วีระ เทพกรณ, 2552)   

จากการสํารวจของกรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง รายงานวาจังหวัดชลบุรีมีพ้ืนท่ี  
ปาชายเลนรวมท้ังหมดประมาณ 41,313 ไร  พ้ืนท่ีสวนใหญ (34,746 ไร) อยูในเขตอําเภอเมืองชลบุรี  
ในปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงของพ้ืนท่ีปาชายเลนในจังหวัดชลบุรีเปนอยางมาก โดยเกิดจากการใช
ประโยชนท่ีดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนเพ่ือกิจกรรมตาง ๆ เชน การเกษตร นากุง และทาเทียบเรือ เปนตน  
โดยมีพ้ืนท่ีท่ียังคงเปนปาชายเลนตามธรรมชาติอยูประมาณ 5,554 ไร   โดยอยูในพ้ืนท่ีเขตอําเภอ
เมืองชลบุรีประมาณ 4,872 ไร  อยางไรก็ตาม จังหวัดชลบุรีมีอัตราลดลงของพ้ืนท่ีปาชายเลนโดยเฉลี่ย
ตอปมากท่ีสุดถึง 5.42% เนื่องจากการขยายตัวทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะการพัฒนาพ้ืนท่ีชายฝงทะเล
และการพัฒนาแหลงทองเท่ียว ไร (สํานักอนุรักษทรัพยากรปาชายเลน กรมทรัพยากรทางทะเลและ
ชายฝง, 2555)  อยางไรก็ตามยังไมมีขอมูลความหลากหลายของจุลินทรียในพ้ืนท่ีปาชายเลนดังกลาว 
ซ่ึงขอมูลดังกลาวมีความสําคัญในการใชเปนฐานขอมูลและแนวทางในการวางแผนการจัดการ
ทรัพยากรปาชายเลนตอไป 
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ปาชายเลนมีปจจัยสิ่งแวดลอมทางกายภาพและเคมีคอนขางแปรผัน เนื่องจากไดรับ
อิทธิพลจากท้ังบนบกและทะเล  มีรายงานวา pH และของน้ําทะเลในบริเวณปาชายเลนอยูในชวง 
7.0-8.5 (กรมควบคุมมลพิษ, 2552) ในขณะท่ีความเค็มของน้ําทะเลในบริเวณปาชายเลนมี
คาประมาณ 10-303 ppt (ชมรมนักชีววิทยา อพ.สธ, ม.ป.ป.)  ในบางครั้งพบวา pH ของดินในพ้ืนท่ี 
ปาชายเลนมีความแปรผันสูง โดยอาจพบ pH อยูในชวงท่ีเปนกรด 2.87-6.40 หรือมี pH ท่ีสูงข้ึนกวา
นี้ก็เปนได (ประมาณ 7.0-8.2) (Hossain & Nuruddin, 2016)  อยางไรก็ตามจากการสํารวจพบวา
ดินปาชายเลนในจังหวัดชลบุรีมีคุณสมบัติท้ังทางกายภาพและเคมีท่ีคอนขางสมํ่าเสมอตลอดความลึก
ของชั้นดิน (5-40 เซนติเมตร) โดยอุณหภูมิของดินอยูในชวง 27.0-29.0 องศาเซลเซียส (เฉลี่ย 27.5 
องศาเซลเซียส) มีคา pH อยูในชวง 6.60-7.50 แตสวนมากอยูระหวาง 7.00-7.39 จึงจัดอยูในกลุมดิน
ท่ีเปนกลาง (สํานักอนุรักษทรัพยากรปาชายเลน กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง, 2555) 
 

1.2  ความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
ปาชายเลนถือเปนระบบนิเวศท่ีมีความอุดมสมบูรณ โดยเปนแหลงอาศัยสิ่งมีชีวิตชนิด 

ตาง ๆ นอกจากนี้ยังเปนแหลงหลบภัยและแหลงวางไขของสัตวน้ํา ปฏิสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต       
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้คอนขางมีความซับซอน จุลินทรียเปนกลุมสิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานของระบบนิเวศ 
มีบทบาทสําคัญในการรักษาสมดุลของระบบนิเวศแหงนี้ โดยทําหนาท่ีเปนท้ังผูผลิตและผูยอยสลาย 
ทําใหเกิดการหมุนเวียนของสารอาหารและแรธาตุตาง ๆ  จุลินทรียท่ีพบในระบบนิเวศนี้มีหลากหลาย 
ท้ังแบคทีเรีย อารเคีย แอคทิโนมัยซีส รา สาหราย เปนตน (Thatoi et al., 2013)  โดยมีผูใหความ
สนใจศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนในพ้ืนท่ีตาง ๆ อยาง
ตอเนื่อง โดยวิธีท่ีใชในการศึกษามีท้ังวิธีท่ีอาศัยการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อเพ่ือนํามาจําแนกและ
การใชวิธีทางดานเมตาจีโนมิกส 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนโดยอาศัยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ  
พบจุลินทรียหลากหลายกลุม ท้ังแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีสและรา  กลุมประชากรแบคทีเรีย    
ในระบบนิเวศปาชายเลนทําหนาท่ียอยสลายซากพืชซากสัตวในปาชายเลนเพ่ือใชเปนสารตั้งตนหลัก
ในการเจริญ (Bano et al., 1997) ซ่ึงแบคทีเรียท่ีพบในระบบนิเวศปาชายเลนมีอยูหลายกลุมดวยกัน 
ไดแก แบคทีเรียเฮทเทอโรโทรป (Heterotrophic bacteria) ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการยอยสลาย
สารอินทรีย นอกจากนั้นยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืน ๆ เชน แบคทีเรียรีดิวซซัลเฟต (Sulfate-reducing 
bacteria) เชน Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp. และ Desulfococcus sp. เปนตน 
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (N2-fixing bacteria) เชน Azospirillum sp., Azotobacter sp. และ 
Clostridium sp. เปนตน แบคทีเรียละลายฟอสเฟต (Phosphate-solubilizing bacteria) เชน 
Bacillus sp., Xanthobacter sp. และ Pseudomonas sp. เปนตน และแบคทีเรียสรางมีเธน 
(Methanogenic bacteria) เชน Methanoccoides sp. และ Methylutens sp. เปนตน (Thatoi 
et al., 2013) 

แอคทิโนมัยซีสเปนจุลินทรียกลุมสําคัญท่ีเปนแหลงของสารชีวภาพชนิดตาง ๆ รวมท้ังสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) โดยเฉพาะจีนัส Streptomyces ซ่ึงมีความสําคัญใน
การผลิตสารชีวภาพจํานวนมาก เชน ยาปฏิชีวนะ โดยพบวามากกวา 50% ของยาปฏิชีวนะท่ีคนพบ
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จากอดีตจนถึงปจจุบันไดมาจาก Streptomyces (Othman et al., 2015) ปาชายเลนเปนแหลง
อาศัยของแอคติโนมัยซีสท่ีหลากหลาย จากรายงานการศึกษาของ Sivakumar (2001) ซ่ึงคัดแยก   
แอคติโนมัยซีสจากปาชายเลน Pichavaram รัฐ Tamil Nadu ทางตอนใตของประเทศอินเดีย      
พบแอคติโนมัยซีสจํานวน 23 สปชีส ซ่ึงเม่ือนํามาจัดจําแนกพบวาแอคติโนมัยซีสท่ีคัดแยกไดสวนใหญ
เปนสมาชิกในจีนัส Streptomyces  นอกจากนี้ Hong et al. (2009) ไดศึกษาความหลากหลายของ   
แอคติโนมัยซีสจากดินและพืชในปาชายเลนประเทศจีน พบแอคติโนมัยซีสหลายจีนัส ไดแก 
Actinomadura, Microbispora, Verrucosispora, Arthrobater, Isoptericola, Micrococcus, 
Microbacterium, Nocardia, Rhodococcus และ Streptomyces นอกจากนี้ในการศึกษาของ 
ชุมพล รักศิลป (2557) ซ่ึงคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก  
ตะกอนดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียว 
เชิงนิเวศและปาชายเลนตําบลบางทราย อําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี พบแอคทิโนแบคทีเรีย 
หลายสายพันธุแสดงกิจกรรมเอนไซมดังกลาว  

เนื่องจากปาชายเลนเปนบริเวณรอยตอระหวางบกและทะเล ดังนั้นจึงสามารถพบไดท้ังรา
บก และราทะเลอยูดวยกัน โดยราบกและไลเคนจะอาศัยอยูบริเวณลําตนและรากอากาศของพืช ซ่ึง
เปนบริเวณท่ีน้ําทะเลทวมไมถึง สวนราทะเลจะอาศัยอยูตามรากพืชท่ีน้ําทะเลทวมถึง (Sarma & 
Hyde, 2001) ในปาชายเลนมีราท่ีไดรับการจัดจําแนกมากกวา 100 สปชีส ซ่ึงราเหลานี้ 
สามารถสังเคราะหเอนไซมตาง ๆ ท่ีจําเปนในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลส และสวนประกอบ 
อ่ืน ๆ ของพืช (Fell et al., 1984; Findlay et al., 1986; Singh & Steinke, 1992; Bremer, 
1995)  มีรายงานการพบรา 120 สปชีส จากปาชายเลน 29 แหงท่ัวโลก (Hyde, 1990) การศึกษา
ของ Liu et al. (2007) พบราเอนโดไฟตมากกวา 200 สปชีส ซ่ึงแยกไดจากปาชายเลนโดยพบวา
สมาชิกสวนใหญอยูในจีนัส  Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, 
Fusarium, Paecilamyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta 
และ Tricoderma   

สําหรับการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนโดยอาศัยวิธี
ทางดานเมตาจีโนมิกส อาทิเชน  Ghosh et al. (2010) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอยูใน
ดินตะกอนจากปาชายเลน Sundarban ประเทศอินเดีย โดยสรางหองสมุดยีน 16S rRNA  จากนั้น 
นําโคลนท่ีไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงเม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการแลวพบวามี
ความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอยางดินตะกอนจากปาชายเลนท่ีนํามาศึกษาเปนอยางมาก โดย
ตรวจพบแบคทีเรียในไฟลัมตาง ๆ อยางนอย 8 ไฟลัม คือ Proteobacteria (คลาส Alpha-, Beta-, 
Gamma- และ Delta-Proteobacteria), Flexibacteria (CFB group), Actinobacteria, 
Acidobacteria, Chloroflexi, Firmicutes, Planctomycetes และ Gammatimonadates  
นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Yan et al. (2006) ท่ีศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมอารเคีย 
(Archaea) ในตัวอยางดินซ่ึงเก็บจากปาชายเลนใน Dongzhaigang National Nature Reserve, 
Hainan Island, ประเทศจีน (เดือนตุลาคม ค.ศ. 2004) โดยสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดังกลาว และ
นํามาสรางหองสมุดยีน 16S rRNA จากนั้นวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ผลการศึกษาพบ  
อารเคียสวนใหญอยูในไฟลัม Crenarchaeota (80.4%) สวนท่ีเหลือ (19.6%) เปนสมาชิกในไฟลัม 
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Euryarchaeota โดยพบวาอารเคียเหลานี้อาศัยอยูรวมกับจุลินทรียกลุมอ่ืน ๆ ในตัวอยางท่ีนํามา
ศึกษา  หรือในงานวิจัยของ Thompson et al. (2013) ท่ีสํารวจความหลากหลายของแบคทีเรีย    
ในดินปาชายเลน 2 แหงในประเทศปราซิล โดยจากการวิเคราะหเมตาจีโนม พบแบคทีเรียในไฟลัม 
Proteobacteria มากท่ีสุด (57.8% และ 44.6%) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (11% และ 
12.3%) และไฟลัม Actinobacteria (8.4% และ 7.5%) ตามลําดับ  นอกจากนี้ Vincent et al. 
(2015) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินปาชายเลนบริเวณชายฝงทะเลเมือง Kochi 
ประเทศอินเดีย โดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส สรางหองสมุดยีน 16S rRNA ข้ึนมา เม่ือ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนตาง ๆ ท่ีอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA พบวาสวนใหญเปนขอมูล
ของแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria และ Firmicutes นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Basak et al. 
(2016) ท่ีศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินของปาชายเลน Dhulibhashani ซ่ึง
ตั้งอยูทางทิศตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย โดยพ้ืนท่ีดังกลาวต ั้งอยูในเขตอุทยานแหงชาติ 
Sundarbans วิธีศึกษาท่ีคณะผูวิจัยใชคือการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA จากเมตาจีโนม และอาน
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Pyrosequencing เม่ือวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช MG-RAST 
software พบแบคทีเรียจํานวน 56,547 สปชีส ซ่ึงจัดอยูใน 44 ไฟลัม โดยไฟลัมท่ีพบมากท่ีสุดคือ 
Proteobacteria นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes, Acidobactreia, Firmicutes, 
Actinobacteria, Nitrospirae, Cyanobacteria, Planctomycetes และ Fusobacteria group 
เปนจํานวนมากเชนกัน  สิ่งท่ีนาสนใจจากการศึกษานี้ผูวิจัยไดนําเทคนิค Pyrosequencing มาใชใน
การอานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rRNA ผสมท่ีอยูในเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
ทําใหสามารถเขาถึงแทกซอนท่ีมีอยูในตัวอยางไดอยางครอบคลุม โดยเทคนิคดังกลาวจัดเปน
เทคโนโลยีท่ีเรียกวา Next generation sequencing (NGS) ซ่ึงมีประโยชนอยางมากในการศึกษา
ทางดานนิเวศวิทยาของจุลินทรียในปจจุบัน (De Mandal et al., 2015) 
 

1.3  บทบาทของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
นอกจากสามารถพบแทกซอนของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนไดอยางหลากหลาย

แลว ยังพบวาจุลินทรียในปาชายเลนมีกิจกรรมเมแทบอลิซึมท่ีหลากหลาย จุลินทรียเปนสิ่งมีชีวิตท่ีมี
ความสําคัญในหวงโซอาหารภายในปาชายเลน โดยมีหนาท่ียอยสลายซากพืชซากสัตวท่ีมีอยูเปน
จํานวนมากเพ่ือใหเกิดการหมุนเวียนสารอาหารและการถายทอดพลังงาน (Holmer & Storkholm, 
2001) แหลงพลังงานท่ีสําคัญในระบบนิเวศปาชายเลนคือ ใบไมท่ีรวงหลนทับถมกันซ่ึงมีองคประกอบ
หลักเปนเซลลูโลส ดังนั้นบทบาทท่ีสําคัญอีกอยางหนึ่งของจุลินทรียในปาชายเลนคือการยอยสลาย
เซลลูโลส ซ่ึงมีจุลินทรียจํานวนมากในปาชายเลนท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสโดยสราง
เอนไซมเซลลูเลส  นอกจากนี้ยังพบวาจุลินทรียในปาชายเลนมีกิจกรรมเอนไซมอ่ืน ๆ อีกหลายชนิด 
เชน มีกิจกรรมเอนไซมอะกาเรส (Saravanan et al., 2015) อะไมเลส (Amylases) นิวคลีเอส 
(Nucleases) ฟอสฟาเทส (Phosphatases) โปรติเอส (Proteases) (Ventosa & Nieto, 1995)  
จากบทบาทดังกลาวขางตน การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนจึงมีความนาสนใจ 
ท้ังในดานการสรางฐานขอมูลเพ่ือการอนุรักษและจัดการการใชทรัพยากรอยางยั่งยืน 
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2.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
เนื่องจากระบบนิเวศปาชายเลนมีความหลากหลายในดานชนิดของสารอินทรียท่ีสะสมอยู จึง

เปนท่ีคาดการณไดวาจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศดังกลาวนาจะมีความสามารถในการยอยสลาย
สารอินทรียเหลานั้น จุลินทรียหลายชนิดในปาชายเลนมีศักยภาพในดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
โดยยอยสลายเซลลูโลสจากพืชเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ปจจุบัน
เอนไซมชนิดนี้ถูกนําไปใชอยางกวางในอุตสาหกรรมตาง ๆ 
 

2.1  เอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) 
เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ียอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบหลักของ 

ผนังเซลลพืชและเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในธรรมชาติ เซลลูโลสประกอบดวยหนวยยอยของ

น้ําตาลกลูโคสจํานวนมากเชื่อมตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ β-1,4-glycosidic โดยเอนไซมเซลลูเลส   

ทําหนาท่ียอยสลายพันธะ β-1,4-glycosidic ภายในโครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส  โครงสรางท่ัวไป
ของเอนไซมเซลลูเลสประกอบดวย 2 สวนไดแก สวนท่ีทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลส 
(Catalytic domain) และสวนท่ีทําหนาท่ีจับกับเซลลูโลส (Cellulose-binding domain) โดยท้ัง    
2 สวนของเอนไซมจะเชื่อมตอกันดวยพันธะเปปไทด การเรงปฏิกิริยาทําใหเซลลูโลสถูกยอยสลายและ
ละลายน้ําไดดียิ่งข้ึน ซ่ึงทําใหเอนไซมเซลลูเลสยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสงายข้ึน (Sukumaran 
et al., 2005) 
 

2.1.1  ประเภทของเอนไซมเซลลูเลส 
กลไกการยอยสลายเซลลูโลส ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุม หลัก ๆ ซ่ึงทําหนาท่ี

ยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ไดแก 

(1) Endo-glucanase (Endo-β-1,4-glucanase, Endo-β-1,4-D-glucan-4- 
glucanohydrolase, E.C.3.2.1.4) ทําหนาท่ียอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ีไมเปนระเบียบ 
(Amorphous) หรืออนุพันธของเซลลูโลส เชน เซลลูโลสท่ีผานการทําปฏิกิริยากับกรดฟอสฟอริก 
(Phosphoric swollen cellulose) และคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxyl methylcellulose) 

เอนไซมกลุมนี้ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4-glycosidic แบบสุม ทําใหไดผลิตภัณฑเปนโอลิโกแซคคาไรด 
(Oligosaccharides) (Wood, 1989) นอกจากนี้ยังทําใหไดผลิตภัณฑเปนเซลโลไบโอส (Cellobiose) 
และกลูโคสอีกดวย (Sharada, Venkateswarlu, Venkateswar, & AnandRao, 2014) 

(2) Exo-glucanase (Exo-β-1,4-D-glucan-4-cellobiohydrolase,  
E.C.3.2.1.91) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลสโดยแยกหนวยยอยเซลโลไบโอส (Cellobiose) ออกจาก
ปลายดานท่ีไมมีน้ําตาลรีดิวซ (Non-reducing end) ของสายเซลลูโลส ผลิตภัณฑสวนใหญท่ีไดเปน
น้ําตาลเซลโลไบโอส  นอกจากนี้เอนไซมกลุมนี้ยังสามารถยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ี
จัดเรียงตัวเปนระเบียบ (Microcrystalline cellulose) เชน Avicel (Sharada et al., 2014; 
Sadhu & Maiti, 2013)  
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(3) β-1,4-Glucosidase หรือ Cellobiase (E.C.3.2.1.21) ทําหนาท่ียอยสลาย  
เซลโลไบโอส (Cellobiose) และเซลโลแดกซทริน (Cellodextrin) ท่ีละลายน้ําไดไปเปนน้ําตาล
กลูโคส (Shewale, 1982; Ryu & Mandels, 1980) 

การยอยสลายเซลลูโลสท่ีสมบูรณจะเปลี่ยนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสไดจําเปนตอง
อาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซมท้ัง 3 ชนิด การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสแสดงดังภาพท่ี 2-1  
การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสถูกยับยั้งไดดวยผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนกลาวคือ ถามีปริมาณของกลูโคสท่ี
ผลิตไดมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม β -Glucosidase ซ่ึงจะทําใหเกิดการสะสมของ      
เซลโลไบโอส  เม่ือเซลโลไบโอสมีปริมาณมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม Endoglucanase 
และ Exoglucanase ทําใหปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสเกิดข้ึนไดชาลง และปฏิกิริยาจะหยุดลง 
ในท่ีสุด (Xie et al., 2007; Sharada et al., 2014) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2-1  การยอยสลายเซลลูโลสโดยระบบเอนไซมเซลลูเลส 
(ท่ีมา : Xie et al., 2007) 
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   2.1.2  เอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
มีรายงานวาจุลินทรียจํานวนมากท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลนมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสได จุลินทรียในปาชายเลนท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส มี
ท้ังกลุมแบคทีเรีย แอคทิโนมัยซีสและรา (Immanuel et al., 2006; Thatoi et al., 2013) ตัวอยาง
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากระบบนิเวศปาชายเลน แสดงดังตารางท่ี  
2-1 
 
ตารางท่ี 2-1  ตัวอยางแทกซอนจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลส 
  

แบคทีเรีย รา แอคติโนมัยซีส 

Rhodospirillum rubrum 
Cellulomonas fimi 
Clostridium stercorarium 
Pyrococcus furiosus 
Acidothermus  
   cellulolyticus 
Saccharophagus  
   degradans 
Bacillus polymyxa 
Bacillus cereus 
Bacillus pumilus  
Micrococcus luteus 
Planococcus citreus 
Pseudomonas balearica 

Aspergillus niger  
Cladosporium  
   cladosporoides 
Cladosporium  
   sphaerospermum  
Penicillium chrysogenum 
Scopulariopsis brevicaulis 
Stachybotrys chartarum 
Verticillium cycolsporum 
Chaetomium hamadae 
Cladosponium herbarum 
Fusarium moniliforme 
Cirrenalia basiminuta 
Halophytophthora  
   vesicular 
 

Streptomyces gancidicus 
Streptomyces   
   malachitofuscus  
Streptomyces stramineus  
Streptomyces glomeratus 
  

 

(ท่ีมา: สิริธิดา ประสิทธิ์สุข, 2559; Taylor et al., 2006; Hastuti, Sangur, & Khasanah, 
2015; Raghukumar, Sharma, Raghukumar, Sathe-Pathak, & Chandramohan, 1994; El-
Morsy, 2000; Jeffrey & Azrizal, 2007) 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022098194901600
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022098194901600
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022098194901600
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022098194901600
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0022098194901600
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3.  เมตาจีโนมิกส: เครื่องมือระดับโมเลกุลสําหรับคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส               
ในระบบนิเวศปาชายเลน 

การนํากระบวนการดานเมตาจีโนมิกสมาใชในการศึกษาจุลินทรียในสิ่งแวดลอม สวนหนึ่งก็
มีวัตถุประสงคเพ่ือตองการทราบถึงกิจกรรมของจุลินทรียท่ีเก่ียวของกับการหมุนเวียนของสารตาง ๆ 
ในระบบนิเวศ (Myrold et al., 2013)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในสิ่งแวดลอมรวมถึง 
ปาชายเลน ถือวาเปนแหลงของสารอินทรียแหลงใหญท่ีตองการการยอยสลายเพ่ือทําใหเกิดการ
หมุนเวียนของสารประกอบคารบอนสําหรับนําไปใชโดยสิ่งมีช ีวิตกลุมตาง ๆ ท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอม 
การยอยสลายเซลลูโลสเก่ียวของกับการทํางานรวมกันของเอนไซมเซลลูเลสชนิดตาง ๆ โดยเอนไซม
เซลลูเลสซ่ึงเปนท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปวามีหนาท่ีสําคัญในการยอยสลายเซลลูโลสมี 3 กลุมดวยกันคือ 

endoglucanases, exoglucanase และ β-glucosidase ซ่ึงเอนไซมท้ังสามกลุมนี้ทํางานรวมกันใน
การยอยสลายเซลลูโลสและทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑโมโนแซคคาไรดคือน้ําตาลกลูโคส (Lynd et al., 
2002) เม่ือพิจารณาตามโครงสรางของระบบเอนไซมเซลลูเลสในแบคทีเรีย สามารถแบงออกไดเปน  
2 ประเภท คือ cellulosome (multi-enzyme complex) ซ่ึงพบไดในแบคทีเรียกลุมแอนแอโรบ
บางชนิด และ non-cellulosome ซ่ึงเปนระบบท่ีพบไดท่ัวไปในจุลินทรียกลุมแอโรบ โดยเอนไซมใน
ระบบนี้เขาจับกับโมเลกุลของเซลลูโลสโดยตรง (Lynd et al., 2002)  มีรายงานจํานวนมากท่ีกลาวถึง
การคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนมประเภทตาง ๆ      
(Healy et al., 1995; Ree et al., 2003; Ferrer et al., 2005; Kim et al., 2008; Pang et al., 
2009; Thompson et al., 2013)  เนื่องจากเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญท้ังในเชิงของ    
การยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและในเชิงอุตสาหกรรมและการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ    
การคนหาเอนไซมเซลลูเลสชนิดใหม ๆ ยังมีความสําคัญและจําเปนตอการนําไปประยุกตใชในดาน
เทคโนโลยีชีวภาพตอไป 

ตัวอยางงานวิจัยท่ีรายงานการใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสในการคนหายีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลส เชน งานวิจัยของ Thompson et al. (2013) ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไมเพียงรายงานถึง
ความหลากหลายของแบคทีเรียในเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลนในประเทศบราซิลเทานั้น แต
คณะผูวิจัยยังรายงานถึงการคนหาและพบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 
จากเมตาจีโนมท่ีศึกษาอีกดวย นอกจากนี้ Gonçalves et al. (2015) รายงานการตรวจพบยีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลสจากโคลนท่ีปรากฏอยูในหองสมุดเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลนท่ีเก็บมาจาก
บริเวณ Camamu Bay ประเทศบราซิล  

การศึกษาท่ีแสดงใหเห็นถึงความสําเร็จของการแยกยีนท่ีนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจาก
ตัวอยางดินท่ีเก็บจากระบบนิเวศปาชายเลนของประเทศไทย ไดมีการนําเสนอไวในรายงานวิจัยของ 
Wiwat & Sillapee (2011) ซ่ึงใชวิธีทางดานเมตาจีโนมิกสศึกษายีนท่ีเก่ียวของกับการยอยสลาย
เซลลูโลส ในตัวอยางดินซ่ึงเก็บจากปาชายเลนในจังหวัดสตูล  จากการสุมโคลนจํานวน 100 โคลน 
จากหองสมุดเมตาจีโนม มาตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชอาหารท่ีมี 
Carboxymethylcellulose (CMC) เปนสับสเตรท พบโคลนจํานวน 20 โคลน แสดงกิจกรรมการ
ยอยสลาย CMC ได โดยปรากฏวงใสรอบโคโลนีภายหลังการยอมดวย Congo red  เม่ือนําโคลนท่ี
แสดงกิจกรรมของเอนไซม CMCase ท่ีดีท่ีสุด จํานวน 2 โคลน คือ celP8 และ celP24 มาตรวจสอบ
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ขนาดและลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนเวกเตอร พบวา celP8 และ celP24 มี
ขนาด 421 และ 127 คูเบส ตามลําดับ โดยผลท่ีไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST ไมพบ
ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดกับขอมูลของยีนเซลลูเลสท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank แตอยางใด ซ่ึงแสดงใหเห็นวายีนเซลลูเลสดังกลาวนาจะเปนยีนชนิดใหม  อยางไรก็ตาม
จากการคนควางานวิจัยท่ีผานมา ยังไมพบรายงานวิจัยท่ีนําวิธีทางดานเมตาจีโนมิกสมาใชในการ
สํารวจความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในพ้ืนท่ีปาชายเลนในจังหวัด
ชลบุร ี
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 

 
 
1.  ตัวอยางตะกอนดินปาชายเลน 

เก็บตัวอยางตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน (เดือนตุลาคม-พฤศจิกายน 2556) เก็บรักษา
ตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 4 ºC ระหวางการขนสงตัวอยางมายังหองปฏิบัติการ นําตัวอยางท้ังหมดมาเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ 
 
2.  การสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดจากตัวอยางตะกอนดิน ทําโดยนําดิน 5 กรัม มาบดใหละเอียดใน
สภาวะท่ีใชไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป GF-1 Soil sample 
DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 

 
3.  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย 

3.1  การเพ่ิมปริมาณยีน rRNA  
การเพ่ิมปริมาณยีน rRNA จากเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีส 

ยีสตราและทรอสโทคริทริดส ใชคูไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 3-1  
 

ตารางท่ี 3-1  คูไพรเมอรท่ีใชในเพ่ิมปริมาณยีน  rRNA จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
 

ยีนเปาหมาย ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’… 3’) 
Amplicon 
size (~bp) 

อางอิง 

ยีน 16S rRNA MAS2F TCCTGGCTCAGATTGAACGCT 1,500 สุดารตัน สวนจติร  
 (แบคทีเรีย) MAS1R CTTGTTACGACTTCACCCCAG  (2558) 

 

ยีน 16S rRNA ACT-F GAGTTTGATCCTGGCTCAG 1,500 การศึกษาน้ี 
 (แอคทิโนมัยซีส) ACT-R AGAAAGGAGGTGTACCAGC 

 

  

ยีน 18S rRNA NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC 1,800 White et al.  
 (ยีสตและรา) NS8 TCCGCAGGTTCACCTACG GA  (1990) 

 

ยีน 18S rRNA 18S001 AACCTGGTTGATCCTGCCAGTA 1,800 Honda et al. 
(ทรอสโทคิทริดส) 18S13 CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT  (1999) 
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นําเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีเตรียมได (ขอ 2) มาใชเปนแมแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร โดย
ผสมองคประกอบตาง ๆ ตามลําดับ ลงในหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรสุดทาย
เทากับ 50 ไมโครลิตร  องคประกอบของปฏิกิริยามีดังนี้ 1X PCR buffer, MgCl2 1.5 mM, 

Deoxynucleoside triphosphate ท้ัง 4 ชนิด (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP) ชนิดละ 0.2 
mM, ไพรเมอร (แตละสาย) 0.5 µM, Taq DNA polymerase (Vivantis, Malaysia) 2.5 ยูนิต และ
ดีเอ็นเอแมแบบ (10 ng/µl) ปริมาตร 5 µl  เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมาย (16S rRNA หรือ 18S rRNA) 
ในเครื่อง DNA thermal cycler (Biometra® TGradient) โดยดําเนินปฏิกิริยาดังนี้  Initial 
denaturation ท่ี 94 ºC 3 นาที ตามดวยข้ันตอน Denaturation ท่ี 94 ºC 45 วินาที  Annealing 
ท่ี 55 ºC 30 วินาที และ Extension ท่ี 72 ºC 2 นาที จํานวน 35 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส (1.2% agarose gel; 1X TAE buffer) เก็บสารละลายจาก

ปฏิกิริยาพีซีอารสวนท่ีเหลือท่ีอุณหภูมิ -20°C เพ่ือนําไปทําบริสุทธิ์ตอไป โดยดําเนินการตามวิธีท่ีระบุ
ในชุด Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) 
 

3.2  การสรางหองสมุดยีน rRNA และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลิตภัณฑพีซีอารของยีน rRNA ท่ีไดจากการใชเมตาจีโนมเปนแมแบบและผานการทํา

บริสุทธิ์แลว มาเชื่อมตอกับเวกเตอร pGEM®-T Easy (Promega)  นําดีเอ็นเอท่ีไดเคลื่อนยายดีเอ็นเอ
ท่ีผานการเชื่อมตอแลวเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli JM109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนโดยวิธี 
blue-white screening บนอาหาร Luria-Bertani (LB) agar ท่ีผสม IPTG และ X-gal  เก็บโคลน   
สีขาวทุกโคลน (ซ่ึงคาดวาเปนรีคอมบิแนนทโคลน) พรอมท้ังนําไปเก็บรักษาในอาหาร LB broth ท่ี
ผสมกลีเซอรอล ความเขมขน 30%  

นํารีคอมบิแนนทโคลนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร LB broth เปนเวลาขามคืน จากนั้น      
สกัดพลาสมิด (รีคอมบิแนนทพลาสมิด; pGEM®-T Easy + insert) โดยใชชุดสกัด PureYield™ 
Plasmid Miniprep System (Promega) ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิด 
โดยวิธีการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม (เรสทริกชันเอนไซมท่ีสามารถนํามาใชในการตัดเพ่ือปลอย    
ชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิดออกมาเปนอิสระ ไดแก BstZI, EcoRI และ NotI ซ่ึงในงานวิจัยนี้
เลือกใช EcoRI)  

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีผานการตรวจยืนยันขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนโมเลกุล 
สงไปอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนได 2(First BASE Laboratories Sdn Bhd, 
Malaysia) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับขอมูลใน GenBank บน 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดย1ใชโปรแกรม BLAST และฐานขอมูล EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)   

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในหองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียแตละกลุม    
มาวิเคราะหเปรียบเทียบในลักษณะเปนคู (Pairwise analysisม PSA) โดยในการศึกษานี้ใชคา 
similarity cutoff สําหรับแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสท่ี 97% และ 99% ตามลําดับ 
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3.3  การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของจุลินทรีย 
คัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rRNA ของจุลินทรียท่ีตรวจพบจากเมตาจีโนมของ

ตะกอนดินปาชายเลนรวมท้ังขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดียวกันจากจุลินทรียสายพันธุตาง ๆ ท่ี
แสดงคาเปอรเซ็นตความคลายคลึงในระดับตาง ๆ เม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีกําลังศึกษาจาก
ฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) และ EzTaxon 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) โดยจัดเรียงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใหอยูในรูปแบบ 
Fasta (Fasta format) พรอมกับบันทึกไฟลดวยโปรแกรม Notepad จากนั้นนําขอมูล             
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคัดเลือกมาทําการจัดเรียงแบบ Multiple sequence alignment (MSA)     
โดยใชโปรแกรม ClustalW ผานทางโปรแกรม BioEdit  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการทํา 
MSA แลวมาคัดเลือกบริเวณท่ีเหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูล (Informative site) ดวยโปรแกรม 
Gblock และนําไฟลขอมูลจาก Gblocks มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและสรางแผนภูมิ
ไฟโลแกรม (Phylogram) โดยใชโปรแกรม MEGA 6 เลือกทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิดวยวิธี 
Bootstrapping (1,000 ซํ้า)  

 
3.4  การระบุแทกซอน 

ระบุแทกซอนของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีศึกษา โดยใชระดับความคลายคลึงของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rRNA  97% ในการระบุแทกซอนระดับจีนัส และ 99% สําหรับระบุ  แทก
ซอนระดับสปชีส รวมกับขอมูลสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
4.  การเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสบางสวนจากเมตาจีโนม 

นําตัวอยางเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอมาใชในการเพ่ิมปริมาณยีนนํารหัสการสรางเอนไซม     
เซลลูเลสโดยใชเทคนิคพีซีอาร โดยใชคูไพรเมอรท่ีออกแบบข้ึนในหองปฏิบัติการ จากนั้นเชื่อมตอ
ผลิตภัณฑพีซีอาร (ซ่ึงเปนบางสวนของยีนเซลลูเลส) เขาสูเวกเตอร pGEM®-T Easy (Promega, 
USA) คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนและนําไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ี
โคลนไดโดยใชโปรแกรม BLAST พรอมท้ังใชโปรแกรม MEGA 6 วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
ของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสท่ีไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1.  ความหลากหลายของจุลินทรียในดินจากปาชายเลน 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมของตะกอนดินท่ีเก็บจากพ้ืนท่ี
ปาชายเลนของอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี โดยสรางหองสมุดยีน rRNA จากเมตาจีโนมของ
ตะกอนดินปาชายเลน จํานวน 5 ตัวอยาง ไดจํานวนโคลนรวมท้ังหมด 253 โคลน โดยแบงเปน
จุลินทรียกลุมแบคทีเรีย 74 โคลน (29.2%) แอคทิโนมัยซิส 75 โคลน (29.6%) รา 52 โคลน   
(20.6%) และทรอสโทคริทริดส 52 โคลน (20.6%) ดังแสดงในภาพท่ี 4-1  

 

 
 
ภาพท่ี 4-1  ความถ่ีของการพบจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย ราและ            
ทรอสโทคริทริดส จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียแตละกลุมซ่ึงเพ่ิมปริมาณได
จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี   
 
 

1.1  แบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย 
เม่ือนําโคลนท่ีปรากฎอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA ของกลุมแบคทีเรียท่ัวไปและ       

แอคทิโนแบคทีเรียไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวาแทกซอนของแบคทีเรียสวนใหญ 
เปนสมาชิกในไฟลัม Actinobacteria (50.3%) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (45.6%) และ   
ไฟลัม Proteobacteria ดังแสดงในภาพท่ี 4-2   
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ภาพท่ี 4-2  ความถ่ีของการพบแบคทีเรียไฟลัมตาง ๆ จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA 
ของแบคทีเรียท่ัวไป ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี    
จังหวัดชลบุร ี

 
 
เม่ือพิจารณาแทกซอนในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป พบวาสมาชิกของไฟลัม Firmicutes 

คอนขางโดดเดน ซ่ึงสมาชิกท่ีพบสวนสวนใหญอยูในจีนัส Bacillus  สวนอีกไฟลัมหนึ่งท่ีพบคือ 
Proteobacteria โดยพบแบคทีเรียในคลาส Gamma-Proteobacteria (6.8%) ซ่ึงสวนใหญเปน
สมาชิกในจีนัส Vibrio รวมท้ังพบแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria (1.4%) ดวย ดังแสดง
ในตารางท่ี 4-1  

 
ตารางท่ี 4-1  การระบุแทกซอนของแบคทีเรียท่ัวไป (n=74) 
 

ไฟลัม/แทกซอน จํานวน (โคลน) ความถี่การพบ (%) 
Firmicutes   

Bacillus sp. (CS3-MAS03) 14 18.9 
Bacillus amyloliquefaciens 11 14.9 
Bacillus licheniformis 7 9.5 
Bacillus pumilus 10 13.5 
Bacillus straosphericus 7 9.5 
Bacillus subtilis 4 5.4 
Bacillus polymyxa 6 8.1 
Bacillus aerophilus  4 5.4 
Staphylococcus epidermidis 3 4.1 
Staphylococcus sp. 2 2.7 

Proteobacteria   
Gamma-Proteobacteria   

Vibrio parahaemolyticus 3 4.1 
Vibrio sp. 2 2.7 

Alpha-Proteobacteria 1 1.4 
(CS3-MAS11)   
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แบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes จีนัสท่ีพบบอยคือ Bacillus เชน B. amyloliquefaciens, 
B. licheniformis, B. pumilus, B. straosphericus และ B. subtilis นอกจากนี้ยังพบ 
Staphylococcus spp. ดวยเชนกัน  แทกซอนท่ีนาสนใจของแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes คือ 
Bacillus sp. ซ่ึงบอยท่ีสุด เม่ือเลือกโคลนตัวแทนของสปชีสนี้มาศึกษาคือ CS3-MAS03 พบวาขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุดประมาณ 99.5% 
กับ Bacillus aerophilus 28KT, Bacillus stratosphericus 41KF2aT, Bacillus altitudinis 
41KF2bT และ Bacillus xiamenensis HYC-10T (ฐานขอมูล EzTaxon) เม่ือวิเคราะหสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ พบวา Bacillus sp. CS3-MAS03 มีบรรพบุรุษลาสุดรวมกับ B. xiamenensis    
HYC-10T ดังแสดงในภาพท่ี 4-3 โดย Bacillus sp. CS3-MAS03 มีสายวิวัฒนาการแยกออกมาจาก
บรรพบุรุษรวมยาวนานกวา B. xiamenensis HYC-10T 

 

 
 
ภาพท่ี 4-3  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-MAS03 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ี
Maximum Likelihood บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน        
16S rRNA และใชโมเดล Maximum Composite Likelihood (MCL) ในการคํานวณระยะหาง  
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,470 
ตําแหนง ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 9 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Bacillus indicus LMG 22858 เปนแทกซอนนอกกลุม 
 
 

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+aerophilus&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+stratosphericus&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+altitudinis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
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เปนท่ีนาสังเกตวามีแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria 1 โคลน (CS3-MAS11)   
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีสท่ีแนนอนได โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียดังกลาวนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99-100% และมีสายสัมพันธ   
เชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกับ uncultured Alpha-Proteobacterium clone Belgica 2005/10 
(DQ351777) ท่ีปรากฏขอมูลอยูใน GenBank และ EzTaxon-e (cultured & uncultured)    
(ภาพท่ี 4-4)  อยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกับแทกซอนท่ีระบุจีนัสและสปชีสชัดเจน พบวาแสดง
ความคลายคลึงสูงสุดเพียง 94.03% กับ Anderseniella baltica BA141(T) ซ่ึงต่ํากวาระดับท่ีจะ
สามารถระบุวาเปนจีนัสเดียวกันได จึงทําใหคาดวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA     
ของโคลนนี้นาจะเปนแบคทีเรียแทกซอนใหม (จีนัสใหม) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 4-4  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-MAS11 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ี
Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 
และใชโมเดล Kimura 2-parameter ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความ
ยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,318 ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 
7 ขอมูลถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Anderseniella sp. 
BB54 ซ่ึงเปนแบคทีเรียทะเล (คลาส Alpha-Proteobacteria) เปนแทกซอนนอกกลุม   
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สําหรับในหองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย ตรวจพบสมาชิกจํานวน 4 จีนสั  
โดยจีนัสท่ีโดดเดนท่ีสุดคือ Streptomyces (66.7%) รองลงมาคือจีนัส Actinoplanes (12%) สวนท่ี
เหลืออีก 2 จีนัส คือ Rhodococcus และ Cellulomonas พบในความถ่ีท่ีเทากันคือ 10.7%     
(ภาพท่ี 4-5) 

 

 
 
ภาพท่ี 4-5  แอคทิโนมัยซีสจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA ซ่ึงได
จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี 
 
 

แอคทิโนมัยซีสท่ีพบบอย คือ Streptomyces griseorubens (29.3%), Streptomyces 
sp.1 (22.7%), Actinoplanes sp. (12%), Rhodococcus sp. (10.7%) และ Cellulomonas sp. 
(10.7%) ดังแสดงในตารางท่ี 4-2  นอกจากนี้ยังพบ Streptomyces thermocarboxydus (6.7%) 
และ Streptomyces sp.2 (8%)  

 
ตารางท่ี 4-2  การระบุแทกซอนของแอคทิโนมัยซีส (n=75) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) % ท่ีพบ 
Streptomyces griseorubens 22 29.3 
Streptomyces thermocarboxydus 5 6.7 
Streptomyces sp.1 17 22.7 
Streptomyces sp.2 6 8 
Actinoplanes sp. 9 12 
Rhodococcus sp. 8 10.7 
Cellulomonas sp. 8 10.7 
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1.2  ราสายและยีสต  
ในหองสมุดยีน 18S rRNA ของจุลินทรียกลุมรา ท่ีสรางข้ึนจากตะกอนดินปาชายเลน       

พบสมาชิกของราและยีสตหลากหลายจีนัส (ภาพท่ี 4-6) โดยจีนัสท่ีพบบอยท่ีสุดคือ Aspergillus    
(28.8%) รองลงมาคือ Trichoderma (17.3%) และ Phomopsis (11.5%) ตามลําดับ  

 

 
 
ภาพท่ี 4-6  ราสายและยีสตในจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 18S rRNA 
ของจุลินทรียกลุมรา ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี  
จังหวัดชลบุร ี
 
 

ราท่ีพบบอยท่ีสุดคือ Aspergillus niger (15.4%) รองลงมาคือ Trichoderma sp.1 
(13.5%) และ Phomopsis sp. (11.5%)  เปนท่ีนาสังเกตวาสมาชิกของราในจีนัส Aspergillus    
พบไดหลากหลายท่ีสุด (6 สปชีส) ดังแสดงในตารางท่ี 4-3 
 

ตารางท่ี 4-3  การระบุแทกซอนของราและยีสต (n=52) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) % ท่ีพบ 
Aspergillus niger 8 15.4 
Aspergillus sp.1 2 3.8 
Aspergillus sp.2 1 1.9 
Aspergillus sp.3 1 1.9 
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ตารางท่ี 4-3 (ตอ)   
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) % ท่ีพบ 
Aspergillus sp.4 2 3.8 
Aspergillus sp.5 1 1.9 
Cladosporium herbarum 2 3.8 
Cladosporium sp. 2 3.8 
Collectotrichum sp. 4 7.7 
Fusarium moniliforme 3 5.8 
Paecilomyces sp. 3 5.8 
Penicillium sp.1 1 1.9 
Penicillium sp.2 1 1.9 
Phomopsis sp. 6 11.5 
Trichoderma sp.1 7 13.5 
Trichoderma sp.2 2 3.8 
Yarrowia lipolytica 2 3.8 
Pichia sp. 2 3.8 
Unidentified Ascomycota  
(CS1-NS07) 

2 3.8 

 
 

สิ่งท่ีนาสนใจของผลการสํารวจความหลากหลายของยีสตราท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลนของ
บริเวณท่ีศึกษาคือ พบยีสต 1 สายพันธุ (จํานวน 1 โคลนในหองสมุดยีน 18S rRNA ของยีสตรา     
คิดเปนความถ่ีการพบ 3.8% ดังแสดงในตารางท่ี 4-3) ซ่ึงยังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและ 
สปชีสได เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ
ยีสตในแฟมิลิ Saccharomycetaceae หลายสปชีส  (ฐานขอมูล GenBank) เชน Debaryomyces 
hansenii, Candida athensensis BG02-7-13-014-3-1, Candida fermentati NRRL Y-17903 
และ Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 เปนตน  อยางไรก็ตามเม่ือนําขอมูล        
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของยีสต CS1-NS07 มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
พบวามีสายวิวัฒนาการท่ีแสดงบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ D. hansenii (ภาพท่ี 4-7) 

 



23 
 

 
ภาพท่ี 4-7  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-NS07 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-
Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล 
p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน 
ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 18S rRNA จํานวน 1,733 ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 7 ขอมูลถูกนํามาใชในการ
วิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Priceomyces haplophilus NRRL Y-7860 
(Ascomycetous yeast;  Saccharomycetaceae) เปนแทกซอนนอกกลุม   
 
 

1.3  ทรอสโทคิทริดส  
ในหองสมุดยีน 18S rRNA ของทรอสโทคิทริดส  ตรวจพบ Aurantiochytrium spp.     

มากท่ีสุด (48.1%) รองลงมาคือ Schizochytrium spp. (38.5%) นอกจากนี้ยังพบจีนัส Ulkenia   
(9.6%) และทรอสโทคิทริดสท่ียังไมสามารถระบุจีนัสได (3.8%) ดังแสดงในภาพท่ี 4-8   

 

 
ภาพท่ี 4-8  ทรอสโทคิทริดสจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 18S rRNA  
ของจุลินทรียกลุมทรอสโทคิทริดส ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอ 
เมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี 
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ทรอสโทคริทริดสท่ีพบสามารถระบุแทกซอนระดับสปชีสไดมี 3 สปชีส คือ 
Aurantiochytrium limacinum, Schizochytrium mangrovei และ Ulkenia virsugensis 
(ตารางท่ี 4-4)  เม่ือพิจารณาความหลากหลายของทรอสโทคริทริดส พบวา Aurantiochytrium  
และ Shizochytrium เปนจีนัสท่ีมีความหลากหลายของแทกซอนระดับสปชีสมากท่ีสุด กลาวคือ     
3 สปชีส (ตารางท่ี 4-4) และพบทรอสโทคริทริดสอีก 1 สายพันธุ (CS1-TH06) ท่ียังไมสามารถ      
ระบุแทกซอนท่ีชัดเจนได  
 
ตารางท่ี 4-4  การระบุแทกซอนของทรอสโทคริทริดส (n=52) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) % ท่ีพบ 
Aurantiochytrium sp.1 15 28.8 
Aurantiochytrium sp.2 3 5.8 
Aurantiochytrium limacinum 7 13.5 
Schizochytrium mangrovei 11 21.2 
Schizochytrium sp.1 7 13.5 
Schizochytrium sp.2 2 3.8 
Ulkenia virsugensis 5 9.6 
Thraustochytridae (CS1-TH06)  2 3.8 

 
 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของ CS1-TH06 แสดงความคลายคลึงสูงสุดถึง 
100% กับทรอสโทคริทริดสท่ียังไมมีการระบุแทกซอนท่ีชัดเจน คือ Thraustochytriidae sp. SEK 
697 (AB973552) รวมท้ังยังแสดงความคลายคลึงสูง 99% กับทรอสโทคริทริดสจีนัส 
Thraustochytrium sp. AR2-19 cone: 1  Thraustochytrium sp. AR2-19 clone: 2 และ
Thraustochytrium sp. AR2-19 clone: 3  อยางไรก็ตาม เปนท่ีนาสังเกตวาระดับความคลายคลึง
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของ CS1-TH06 กับทรอสโทคริทริดสในจีนัส 
Thraustochytrium ตามท่ีปรากฏบนฐานขอมูล GenBank มีความแปรผันตั้งแต 99% จนถึงระดับท่ี
ต่ํากวา 90% (เชน 88% เม่ือเปรียบเทียบกับ Thraustochytrium sp. HK10; FJ821500 ซ่ึงมี
ตําแหนงเปนแทกซอนนอกกลุมในแผนภูมิท่ีแสดงดังภาพท่ี 4-9) ซ่ึงต่ํากวาเกณฑท่ีสามารถระบุ    
แทกซอนในระดับจีนัสได ดังนั้นในการศึกษานี้จึงยังไมมีการระบุแทกซอนของ CS1-TH06 โดยในการ
ระบุแทกซอนท่ีแนนอนของทรอสโทคริทริดสไอโซเลทนี้จําเปนตองใชยีนเครื่องหมายอ่ืนท่ีมีอัตรา
วิวัฒนาการท่ีสูงกวายีน 18S rRNA  

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_822475922
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_822475922
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/822475922?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=SK7K1VP2014
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ภาพท่ี 4-9  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของทรอสโทคริทริดสท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลน  
จังหวัดชลบุรี ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ีNeighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูล      
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล Tamura-Nei method ในการคํานวณระยะหาง 
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,349 
ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 10 ขอมูลถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Thraustochytrium sp. HK10 เปนแทกซอนนอกกลุม   
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2.  การวิเคราะหยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 
จากการตรวจสอบการปรากฏอยูของยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชเทคนิค 

พีซีอารเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาว โดยใชคูไพรเมอรท่ีออกแบบมาจากยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 

(endo-1,4-β-glucanase) และ β-glucosidase ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ 
Streptomyces ตามลําดับ  จากการโคลนยีน ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน 2 โคลน (Clone 1042 
และ Clone 0246) เม่ือนําชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนไดจากรีคอมบิแนนทท้ัง 2 โคลนดังกลาวไปอานลําดับ  
นิวคลีโอไทด ไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดความยาว 1500 และ 1400 นิวคลีโอไทด ตามลําดับ ดังนี้   

 
(1) ลําดับนิวคลีโอไทดของ Clone 1042 ความยาว 1,500 นิวคลีโอไทด  

 
1 ATGAAACGGT CAATCTCTAT TTTTATTACG TGTTTATTGA TTACGTTATT GACAATGGGC 

61 GGCATGATAG CTTCGCCGGC ATCAGCAGCA GGGACAAAAA CGCCAGTAGC CAAGAATGGC 

121 CAGCTTAGCA TAAAAGGTAC ACAGCTCGTT AACCGAGACG GTAAAGCGGT ACAGCTGAAG 

181 GGGATCAGTT CACACGGATT GCAATGGTAT GGAGAATATG TCAATAAAGA CAGCTTAAAA 

241 TGGCTGAGAG ATGATTGGGG TATCACCGTT TTCCGTGCAG CGATGTATAC GGCAGATGGC 

301 GGTTATATTG ACAACCCGTC CGTGAAAAAT AAAGTAAAAG AAGCGGTTGA AGCGGCAAAA 

361 GAGCTTGGGA TATATGTCAT CATTGACTGG CATATCTTAA ATGACGGTAA TCCAAACCAA 

421 AATAAAGAGA AGGCAAAAGA ATTCTTCAAG GAAATGTCAA GCCTTTACGG AAACACGCCA 

481 AACGTCATTT ATGAAATTGC AAACGAACCA AACGGTGATG TGAACTGGAA GCGTGATATT 

541 AAACCATATG CGGAAGAAGT GATTTCAGTT ATCCGCAAAA ATGATCCAGA CAACATCATC 

601 ATTGTCGGAA CCGGTACATG GAGCCAGGAT GTGAATGATG CTGCCGATGA CCAGCTAAAA 

661 GATGCAAACG TTATGTACGC ACTTCATTTT TATGCCGGCA  CACACGGCCA ATTTTTACGG 

721 GATAAAGCAA ACTATGCACT CAGCAAAGGA GCACCTATTT TTGTGACAGA GTGGGGAACA 

781 AGCGACGCGT CTGGCAATGG CGGTGTATTC CTTGATCAAT CGAGGGAATG GCTGAAATAT 

841 CTCGACAGCA AGACCATCAG CTGGGTGAAC TGGAATCTTT CTGATAAGCA GGAATCATCC 

901 TCAGCTTTAA AGCCGGGGGC ATCTAAAACA GGCGGCTGGC GGTTGTCAGA TTTATCTGCT 

961 TCAGGAACAT TCGTTAGAGA AAACATTCTC GGCACCAAAG ATGCGACGAA GGACATTCCT 

1021 GAAACGCCAG CAAAAGATAA ACCCACACAG GAAAACGGTA TTTCTGTACA ATACAGAGCA 

1081 GGGGATGGGA GTATGAACAG CAACCAAATC CGTCCGCAGC TTCAAATAAA AAATAACGGC 

1141 AATACCACGG TTGATTTAAA AGATGTCACT GCCCGTTACT GGTATAAAGC GAAAAACAAA 

1201 GGCCAAAACG TTGACTGTGA CTACGCGCAG ATTGGATGCG GCAATGTGAC ACACAAGTTT 

1261 GTGACGTTGC ATAAACCAAA GCAAGGTGCA GATACCTATC TGGAACTTGG GTTTAAAAAC 

1321 GGAACGCTGG GACCGGGAGC AAGCACAGGG AATATTCAGC TTCGTCTTCA CAATGATGAC 

1381 TGGAGCAATT ATGCACAAAG CGGCGATTAT TCCTTTTTCA AATCAAATAC GTTTAAAACA 

1441 ACGAAAAAAA TCACATTATA TGATCAAGGA AAACTGATTT GGGGAACAGA ACCAAATTAG 
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 (2)  ลําดับนิวคลีโอไทดของ Clone 0246 ความยาว 1,440 นิวคลีโอไทด  
                     
1 GTGGTCCCCG CAGCACAGCA GACCGCAACC GCCCCGGACG CCGCCCTCAC CTTCCCCGAG 

61 GGTTTCCTCT GGGGCTCGGC GACGGCCTCG TACCAGATCG AGGGTGCGGC CGCCGAGGAC 

121 GGCCGGACGC CCTCCATCTG GGACACCTAC GCCCGCACCC CGGGACGCGT CCGGAACGGC 

181 GACACCGGTG ACGTCGCCAC CGACCACTAC CACCGCTGGC GCGAGGACGT CGCCCTCATG 

241 GCCGAACTGG GCCTGGGCGC CTACCGGTTC TCGCTCGCCT GGCCGCGCAT CCAGCCCACC 

301 GGCCGGGGCC CCGCCCTCCA GAAGGGTCTG GACTTCTACC GCCGGCTCGC CGACGAGCTC 

361 CTCGCCAAGG GCATCCAGCC CGTCGCCACG CTCTACCACT GGGACCTGCC GCAGGAACTC 

421 GAGAACCCCG GCGGCTGGCC CGAGCGCCCC ACCGCCGAGC GGTTCGCCGA GTACGCCGCC 

481 ATCGCCGCGG ACGCCCTCGG CGACCGCGTG AAGACCTGGA CCACCCTCAA CGAGCCCTGG 

541 TGCAGCGCGT TCCTCGGCTA CGGCTCCGGC GTGCACGCCC CCGGCCGCAC CGACCCGGTC 

601 GCCGCCCTGC GCGCCGCGCA CCACCTCAAC CTGGGCCACG GCCTGGCCGT CCAGGCGCTG 

661 CGCGACCGCC TCCCCGCCGA CGCGCAGTGC TCGGTCACGC TCAACATCCA CCACGTACGG 

721 CCGCTCACCG ACAGCGAGGC CGACGCCGAC GCGGTCCGCC GGATCGACGC GCTCGCCAAC 

781 CGGGTCTTCA CCGGACCGAT GCTCCAGGGC GCCTACCCGG AGGACCTCGT CAAGGACACC 

841 GCCGGGCTGA CCGACTGGTC CTTCGTCCGC GACGGCGACC TCCGACTGGC CCACCAGAAG 

901 CTGGACTTCC TCGGCGTCAA CTACTACTCC CCCACCCTCG TCTCCGAGGC CGACGGCAGC 

961 GGCACGCACA ACTCCGACGG ACACGGCAGG AGCGCCCACA GCCCCTGGCC GGGCGCCGAC 

1021 CGGGTCGCGT TCCACCAACC GCCCGGCGAG ACCACCGCCA TGGGCTGGGC CGTCGACCCG 

1081 TCGGGCCTGT ACGAGCTGCT GCGCCGCCTG TCCTCCGACT TCCCCGCGCT CCCGCTGGTC 

1141 ATCACCGAGA ACGGCGCCGC CTTCCACGAC TACGCGGACC CGGAGGGCAA CGTCAACGAC 

1201 CCCGAGCGGA TCGCCTACGT ACGCGACCAC CTGGCCGCCG TGCACCGGGC CATCAAGGAC 

1261 GGCTCGGACG TGCGCGGCTA CTTCCTGTGG TCCCTGCTGG ACAACTTCGA GTGGGCGCAC 

1321 GGCTACAGCA AGCGCTTCGG CGCCGTCTAC GTCGACTACC CCACCGGCAC GCGGATCCCG 

1381 AAGGCCAGCG CCCGCTGGTA CGCCGAGGTG GCCCGCACGG GCGTCCTGCC CACCGCCTGA 

 
             

  เม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด แลวพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน
ท่ีโคลนไดจาก Clone 1042 มีความคลายคลึงสูงมาก (99%) กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม            
Cellulase (endo-1,4-β-glucanase) จาก Bacillus subtilis สายพันธุตาง ๆ โดยแสดงสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดมากกับ B. subtilis subsp. natto BEST195 (accession no. AP11541.1) 
(ภาพท่ี 4-10) ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 0246 แสดงความคลายคลึง

ประมาณ 77-100% กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม β-glucosidase จากสายพันธุตาง ๆ ของ 
Streptomyces spp. ซ่ึงเม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการแลวพบวาแสดงความสัมพันธท่ี
ใกลชิดกับ Streptomyces sp. QM-B814 (ATCC11238) (accession no. Z29625.1) ดังแสดงใน
ภาพท่ี 4-11 
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ภาพท่ี 4-10  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส                    

(endo-1,4-β-glucanase) ของ Clone 1042 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining จากโปรแกรม 
Mega 6  โดยใช Tamura 3-parameter method ในการคํานวณระยะหางทางพันธุกรรม ทดสอบ
ความเชื่อม่ันดวยวิธี Bootstrapping 1000 ซํ้า  
 
             
             

 
 

ภาพท่ี 4-11  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส (β-glucosidase)          
ของ Clone 0246 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining จากโปรแกรม Mega 6 โดยใช      
Tamura 3-parameter method ในการคํานวณระยะหางทางพันธุกรรม ทดสอบความเชื่อม่ัน   
ดวยวิธี Bootstrapping 1000 ซํ้า  



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

หองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียกลุมตางๆ ท่ีสรางจากเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอของตะกอนดินซ่ึง
เก็บจากพ้ืนท่ีปาชายเลนเขตอําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี แสดงความหลากหลายของจุลินทรียกลุมตางๆ 
โดยในกลุมแบคทีเรีย พบไฟลัม Actinobacteria มากท่ีสุด (50.3%) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes 
(45.6%) และไฟลัม Proteobacteria (4%)  จีนัสตัวแทนท่ีพบโดดเดนของแบคทีเรียท่ัวไป      
แอคทิโนแบคทีเรีย ราและทรอสโทคริทริดส คือ Bacillus, Streptomyces, Aspergillus และ 
Aurantiochytrium ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria         
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสไดจํานวน 1 แทกซอน ซ่ึงมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rRNA แสดงความคลึงสูงสุดเพียง 94% กับ Anderseniella baltica  ดังนั้นจึงมี
แนวโนมเปนแบคทีเรียแทกซอนใหม ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสท่ีตรวจพบในเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของตะกอนดินปาชายเลนในพ้ืนท่ีท่ีศึกษาแสดงความคลายคลึงและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ี
ใกลชิดกับยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสของ Bacillus subtilis และ Streptomyces spp. 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

จุลินทรียเปนกลุมของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมีบทบาทสําคัญในทุกระบบนิเวศ โดยถือเปน
สิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานท่ีชวยใหเกิดการขับเคลื่อนและรักษาสมดุลของระบบนิเวศ  บทบาทสําคัญของ
จุลินทรียแตละกลุมท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลน เก่ียวของโดยตรงกับการหมุนเวียนของ
สารอาหาร เพ่ือสงผานไปยังสิ่งมีชีวิตกลุมตาง ๆ และสืบเนื่องจากพ้ืนท่ีปาชายเลนมีปริมาณ
สารอินทรียท่ีมากและหลากหลาย ท้ังท่ีผลิตข้ึนเองในพ้ืนท่ีแหงนี้และสารอินทรียท่ีนําเขาจากภายนอก 
เชน จากบนบก ทะเลและมหาสมุทร ทําใหระบบนิเวศปาชายเลนมีความหลากหลายของจุลินทรีย
คอนขางมาก 

จากการสุมเก็บตัวอยางตะกอนดินจากปาชายเลนในพ้ืนท่ีเมืองชลบุรี ซ่ึงเปนปาธรรมชาติ  
ท่ีเปนเขตอนุรักษ นํามาศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียผานกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส 
พบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย ยีสตและราสาย รวมท้ังทรอสโทคิทริดส     
ในกระบวนการศึกษาเบื้องตนไดมีการใชคูไพรเมอรยูนิเวอรซัล (Universal primers) เพ่ิมปริมาณยีน 
rRNA ท่ีจําเพาะตอจุลินทรียแตละกลุมข้ึนมา ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากการใชคูไพรเมอรแตละชุด
นั้นเปนผลิตภัณฑพีซีอารผสมของแทกซอนตาง ๆ จึงจําเปนตองนํามาโคลนเพ่ือแยกผลิตภัณฑพีซีอาร
แตละชิ้นออกจากกัน โดยโคลน 1 โคลน มีผลิตภัณฑพีซีอารแทรกอยู 1 ชิ้น เม่ือนําพลาสมิดท่ีสกัด
จากรีคอมบิแนนทโคลนไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ก็จะทําใหทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน rRNA ท่ีแทรกอยูบนพลาสมิดวาเปนของแทกซอนใด   

ในงานวิจัยนี้พบแบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria และ Firmicutes ในความถ่ีท่ีสูง 
กลาวคือ 45.6% และ 50.3% ตามลําดับ สอดคลองกับรายงานของ Vincent et al. (2015) ศึกษา
ความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินปาชายเลน บริเวณชายฝงทะเลเมือง Kochi ประเทศ
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อินเดีย โดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส สรางหองสมุดยีน 16S rRNA ข้ึนมา เม่ือวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนตาง ๆ ท่ีอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA พบวาสวนใหญเปนขอมูลของ
แบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria และ Firmicutes   

แทกซอนของแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes พบ Bacillus sp. (CS3-MAS03) บอยท่ีสุด 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุดประมาณ 99.5% 
กับ Bacillus aerophilus 28K(T), Bacillus stratosphericus 41KF2a(T), Bacillus altitudinis 
41KF2b(T) และ Bacillus xiamenensis HYC-10(T) (ฐานขอมูล EzTaxon) จากผลการวิเคราะห
ดังกลาวสามารถสะทอนใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ไมสามารถใชในการ
บงชี้ความแตกตางระหวางกลุมสปชีสเหลานี้ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ได (B. 
aerophilus,      B.  stratosphericus, B. altitudinis และ B. xiamenensis) 2  อยางไรก็ตามเม่ือ
วิเคราะห        สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการพบวา Bacillus sp. (CS3-MAS03) มีบรรพบุรุษรวมลาสุด
กับ                   B. xiamenensis HYC-10T แตดวยขอจํากัดของยีนเครื่องหมายดังท่ีไดกลาว ใน
งานวิจัยนี้จึงยังไมไดระบุแทกซอนในระดับสปชีสของ CS3-MAS03 

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน ตองการออกซิเจนในการเจริญ (Aerobic) แต
บางชนิดสามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจน และไมมีออกซิเจน (Facultative anaerobic) 
สรางเอนโดสปอร (Endospore-forming) Bacillus ไดถูกนํามาใชอยางแพรหลายในอุตสาหกรรม
ตาง ๆ เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมตาง ๆ รวมท้ังสารตานจุลชีพอีกดวย ในการ 
จัดจําแนกดวยวิธีดังเดิมนั้นจัดจําแนกโดยการทดสอบทางชีวเคมีและการวิเคราะหกรดไขมัน       
เมทิลเอสเทอร (Fatty acid methyl ester (FAME) profiling) (Bobbie & White, 1980; 
Vaerewijck et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีการใชชุดทดสอบ API 20E และ API 50CHB ในการ    
จัดจําแนกทําใหมีความสะดวกรวดเร็วยิ่งข้ึน แตอาจมีขอผิดพลาดเกิดข้ึนไดจึงไดนําไปสูการใชเทคนิค
ทางอณูพันธุศาสตร โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และการทําไฮบริไดเซชันของ 
ดีเอ็นเอ (DNA-DNA hybridization) (Olive & Bean, 1999; Wattiau et al., 2001; Vos et al., 
2009 ) ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ออกเปนสปชีสตาง ๆ ในปจจุบันแบคทีเรีย 
ในจีนัส Bacillus มีความหลากหลายมากโดยมีความแปรผันของเบส G และ C สูงประมาณ 31-69% 
(Priest, 1981) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความหลายหลายทางพันธุกรรมระหวางสปชีส 

อยางไรก็ตามการจัดจําแนกสปชีสของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ดวยขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA เพียงอยางเดียว ไมสามารถระบุแทกซอนของ Bacillus 
บางกลุมได เชน ในกลุมของ Bacillus aerophilus (Bacillus aerophilus group) ท่ีมีสมาชิกคือ 
Bacillus aerophilus, Bacillus stratosphericus, Bacillus altitudinis และ Bacillus 
xiamenensis เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA นั้นมีความคลายคลึงกันมาก 
ดวยเหตุนี้เองจึงมีการใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมายอ่ืน ๆ เชน Lai et al. (2014) 
รายงานถึงการใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA รวมกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gryB 
ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ทําใหสามารถระบุสปชีสไดชัดเจนมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้   
Clerck & Vos (2004) รายงานถึงการใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoB และ gyrB ในการจัดจําแนก 

http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+aerophilus&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+stratosphericus&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+altitudinis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+stratosphericus&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+altitudinis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/hierarchy?m=browse&k=Bacillus+xiamenensis&d=2
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Bacillus licheniformis สายพันธุตางๆ ซ่ึงพบวาสามารถทําใหการจัดหมวดหมูและการระบุ      
แทกซอนในระดับสปชีสแบคทีเรียนี้ไดชัดเจนมากข้ึน 

Bacillus xiamenensis เปนแบคทีเรียสปชีสใหมซ่ึงอยูในจีนัส Bacillus ถูกรายงาน 
ครั้งแรกโดย Lai et al. (2014) โดยคณะผูวิจัยไดคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ HYC-10T จาก 
ลําไสของปลากระบอก (Mulgil cephalus) ซ่ึงจับมาจากทะเลบริเวณเกาะ Xiamen 
ประเทศจีน  HYC-10T เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปทอน เคลื่อนท่ีได สรางเอนไซม Oxidase และ 
Catalase สามารถเจริญไดท่ีระดับความเค็มของเกลือ 0-12% อุณหภูมิ 8-45 ºC แบคทีเรียสายพันธุ 
HYC-10T สามารถยอยสลาย Aesculin และ Gelatin แตไมสามารถรีดิวซไนเตรทไปเปนไนไตรท  
เม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA      
ของ HYC-10T พบวามีความสัมพันธใกลชิดอยางมากกับ Bacillus aerophilus,                      
Bacillus stratosphericus, Bacillus altitudinis, Bacillus safensis และ Bacillus pumilus 
อยางไรก็ตามเม่ือศึกษาคุณลักษณะทางดานฟโนไทปและจีโนไทปในดานตาง ๆ มากข้ึน เชน วิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gryB ปริมาณ G+C แบบแผนกรดไขมัน ความเหมือนของนิวคลีโอไทด 
บนจีโนมโดยเฉลี่ย DNA-DNA hybridization ทําใหสรุปไดวา HYC-10T เปนแบคทีเรียสปชีสใหม   
ซ่ึงเปนสมาชิกในจีนัส Bacillus ผูวิจัยจึงเสนอใหชื่อวา Bacillus xiamenensis sp. nov.  
โดยสายพันธุท่ีเปน Type strain คือ HYC-10T (= CGMCC NO.1.12326T = LMG27143T 
= MCCC 1A00008T)  สวนรายงานวิจัยอ่ืน ๆ เก่ียวกับการคัดแยกแบคทีเรียชนิดนี้จากสิ่งแวดลอม 
ยังไมปรากฏชัดเจน ถึงแมวาในรายงานวิจัยนี้ยังไมไดระบุสปชีสของ Bacillus sp. CS3-MAS03 แต
สามารถกลาวไดวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความใกลชิดในเชิงวิวัฒนาการมากท่ีสุดกับ B. xiamenensis 
HYC-10T สวนการรายงานความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของ B. xiamenensis HYC-10T 

เห็นไดจากคุณสมบัติการยอยสลาย Aesculin ซ่ึงบงชี้ถึงกิจกรรมเอนไซม β-glucosidase  
ในอีกทางหนึ่ง ขอมูลยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียโคลน CS3-MAS11 ยังไมเพียงพอ     

ตอการระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีส โดยแสดงความคลายคลึงสูงสุด (99-100%) กับ 
Uncultured Alpha-Proteobacteria โดยหากเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ         
CS3-MAS11 กับแบคทีเรียท่ีทราบแทกซอนแนนอน พบวาแสดงความคลึงสูงสุดประมาณ 94% กับ 
Anderseniella baltica  ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากตะกอนดินในทะเลบอลติก (Baltic Sea) โดย
สายพันธุท่ีแยกไดนั้นคือ BA141 ซ่ึงถือเปน Type strain (BA141T) แบคทีเรียสายพันธุนี้ถูกเสนอให
เปนแบคทีเรียชนิดใหมในป 2007 โดย Brettar, Christen, Bötel, Lünsdorf, and Höfle ภายหลัง
จากท่ีไดมีการศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุนี้ ท้ังในดานสรีรวิทยา ชีวเคมี แบบแผนของ
กรดไขมัน คุณลักษณะของรงควัตถุ ปริมาณ G+C ในโมเลกุลดีเอ็นเอ รวมท้ังสายสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการท่ีวิเคราะหจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA (Brettar et al., 2007)  
BA141T เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางไมแนนอน (pleomorphic) จนถึงรูปรางเปนทอน          
ไมเคลื่อนท่ี ผลการทดสอบออกซิเดสและคะตะเลสเปนบวก สรางรงควัตถุสีแดง ถูกจําแนกใหอยูใน
คลาส Alpha-Proteobacteria โดยมีสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการใกลชิดท่ีสุดกับแบคทีเรียจีนัส 
Rhodobium  BA141(T) สามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีความเค็ม 0.8-6% โดยระดับความเค็มท่ี
เหมาะสมตอการเจริญคือ 1.5-3%  สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 10-37 ºC โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ
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การเจริญคือ 25-30 ºC พบการสรางรงควัตถุชนิด Carotenoids รวมกับรงควัตถุชนิดอ่ืน (ซ่ึงไมใช 
Bacteriochlorophyll a) จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
เห็นสมควรใหแบคทีเรียสายพันธุนี้มีตําแหนงทางอนุกรมวิธานระดับจีนัสและสปชีสใหม โดยใหชื่อวา 
Anderseniella baltica gen. nov., sp. nov. โดยสายพันธุ BA141T (= CIP 109499T = LMG 
24028T) ถือวาเปน Type strain  อยางไรก็ตามในงานวิจัยนี้ไมสามารถจําแนก CS3-MAS11 เปน 
Anderseniella baltica ได เนื่องจากระดับความคลายคลึงของขอมูลยีน 16S rRNA ต่ํากวาเกณฑ
การระบุจีนัสและสปชีส ซ่ึงตองไมนอยกวา 97% และ 99 % ตามลําดับ ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวา 
CS3-MAS11 นาจะเปนแบคทีเรียจีนัสและสปชีสใหมซ่ึงยังไมมีการนําเสนอมากอน  

สิ่งท่ีนาสนใจของผลการสํารวจความหลากหลายของยีสตราท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลนของ
บริเวณท่ีศึกษาคือ พบโคลน CS1-NS07 ท่ีเปนขอมูลของยีน 18S rRNA ท่ีสามารถระบุไดวาเปนยีสต
ในแฟมิลิ Saccharomycetaceae แตยังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีสได 
เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับยีสตใน  
แฟมิลิ Saccharomycetaceae หลายแทกซอน (ฐานขอมูล GenBank) เชน Debaryomyces 
hansenii, Candida athensensis BG02-7-13-014-3-1, Candida fermentati NRRL Y-17903 
และ Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 เปนตน แสดงใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 18S rRNA ไมเพียงพอตอการบงชี้ความแตกตางระหวางยีสตเหลานี้ได ถึงแมวาขอมูล     
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของยีสต CS1-NS07 แสดงสายวิวัฒนาการท่ีแสดงบรรพบุรุษ
รวมลาสุดกับ D. hansenii แตก็ยังไมสามารถทําใหสรุปแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสของ         
CS1-NS07 ได  ดังนั้นจึงควรพิจารณาเลือกใชยีนเครื่องหมายอ่ืนๆ ท่ีมีขนาดของขอมูลมากกวา เชน 
ยีน 26S rRNA และยีน 28S rRNA รวมท้ังการใชดีเอ็นเอในสวน Internal transcribe spacers (ITS) 
ซ่ึงมีอัตราของการเกิดวิวัฒนาการมากกวายีนนํารหัส rRNA หรือพิจารณาเลือกใชยีนเครื่องหมาย
ประเภทท่ีเปนยีนนํารหัสการสรางโปรตีน ซ่ึงมีอัตราของการเกิดวิวัฒนาการสูงกวายีน rRNA โดยยีนท่ี

มักนํามาใชในการจัดจําแนกรา ไดแก ยีนนํารหัสการสราง β-tubulin (β-Tubulin gene) เปนตน 
(Das et al., 2014) 

ทรอสโทคริทริดสเปนจุลินทรียอีกกลุมสามารถพบไดท่ัวไปในระบบนิเวศทางทะเล รวมท้ัง
ปาชายเลน สําหรับในหองสมุดยีน 18S rRNA ของทรอสโทคิทริดสท่ีศึกษาในงานวิจัยนี้  ตรวจพบ 
Aurantiochytrium spp. มากท่ีสุด (48.1%) รองลงมาคือ Schizochytrium spp. (38.5%) 
นอกจากนี้ยังพบทรอสโทคริทริดสจีนัส Ulkenia อีกจํานวนหนึ่ง (9.6%) รวมท้ังทรอสโทคิทริดส     
ท่ียังไมสามารถระบุจีนัสได (3.8%) เปนท่ีนาสนใจวา Aurantiochytrium limacinum (ชื่อเดิมคือ 
Schizochytrium limacinum: Yokoyama & Honda, 2007) เปนทรอสโทคริทริดสท่ีมีรายงานวา  
มีศักยภาพในการเปนแหลงของกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง เชน Docosahexaenoic acid (DHA)        
(Sergi et al., 2015) 

ในงานวิจัยนี ้เบื้องตนไดสํารวจยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชกระบวนการตัด         
เมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม (EcoRI) และนํามาโคลนเขาสูเวกเตอร pUC (pUC 19)        
อยางไรก็ตาม เม่ือนํารีคอมบิแนนทโคลนมาตรวจคัดกรองกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar ไมพบโคลนท่ีแสดงผลบวก (ไมไดแสดงผล) ท้ังนี้อาจ
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เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน ประสิทธิภาพของการโคลนท่ีต่ํา  ทําใหไมสามารถไดโคลนท้ังหมดท่ีควรมี
ได อีกท้ังข้ันตอนการโคลนเก่ียวของกับการตัดเมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม ยีนเปาหมายอาจถูก
ตัดจนเสียสภาพการทํางานไป อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาจากขอมูลความหลากหลายของจุลินทรีย  
ท่ีพบในพ้ืนท่ีท่ีศึกษา รวมท้ังขอมูลท่ีผูวิจัยไดศึกษาเพ่ิมเติมโดยสามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดจากพ้ืนท่ีปาชายเลนเดียวกันนี้ (ผลการศึกษาแสดง     
ในภาคผนวก) ทําใหผูวิจัยไดทดลองออกแบบไพรเมอรจํานวน 2 คู ซ่ึงแตละคูมีความจําเพาะของ  
การออกแบบเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ Streptococcus 
ตามลําดับ ซ่ึงผลการศึกษาพบวาสามารถเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวไดจากแมแบบท่ีเปนเมตาจีโนมของ
ตะกอนดิน เม่ือนําไปโคลนโดยใช pGEM®-T Easy เปนเวกเตอร  ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน       
2 โคลน คือ Clone 1042 และ Clone 0246  เม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด
พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 1042 มีความคลายคลึงสูงถึง 99% กับ

ยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส (endo-1,4)-β-glucanase) จาก Bacillus subtilis สายพันธุ
ตาง ๆ ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 0246 แสดงความคลายคลึง

ประมาณ 77-100% กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม β-glucosidase จากสายพันธุตาง ๆ ของ 
Streptomyces spp. อยางไรก็ตามขอมูลนี้เปนเพียงการศึกษาเบื้องตน จําเปนตองมีการศึกษาตอไป
ในรายละเอียดของขอมูลลําดับกรดอะมิโน รวมท้ังโดเมนสําคัญตาง ๆ  ของเอนไซมเซลลูเลสจาก    
ท้ังสองโคลน  

การคัดแยกยีนท่ีสนใจโดยอาศัยกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส อาจมีอุปสรรค
คอนขางมาก เนื่องจากโอกาสของการไดยีนเปาหมายมีคอนขางต่ํา โคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจ   
ไมแสดงกิจกรรมเอนไซมท่ีตองการเนื่องจากขาดความสมบูรณหรือความครบถวนของขอมูลยีน 
รวมท้ังโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจไมใชโคลนท้ังหมดท่ีมีอยู เนื่องจากประสิทธิภาพของการโคลน
ยีนไมดีพอ การตรวจคัดกรองโคลนโดยอาศัยการของกิจกรรมเอนไซมท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีน
ท่ีโคลนไดก็เปนปจจัยจํากัดอีกประการหนึ่ง ในปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีใหมมาใชในการศึกษา
ทางดานเมตาจีโนมิกส เชน เทคโนโลยี NGS (Next generation sequencing technology) ซ่ึงชวย
ใหการตรวจคัดกรองโคลนจากหองสมุดเมตาจีโนมเปนไปดวยความสะดวกและรวดเร็ว (De Mandal 
et al., 2015) 

ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สามารถสะทอนใหเห็นไดวาปาชายเลนเปนแหลงทรัพยากรท่ี
อุดมสมบูรณและมีคุณคา นอกเหนือจากพันธุพืชและสัตวชนิดตาง ๆ แลว ปาชายเลนยังเปนแหลง
ของจุลินทรียท่ีหลากหลาย และมีความสามารถในการผลิตสารชีวภาพท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใช
ประโยชนได ซ่ึงมนุษยสามารถเขามาคนหาและคัดแยกจุลินทรียเหลานั้นเพ่ือนําไปศึกษาและใช
ประโยชนไดตามความตองการ ถึงแมวาจะมีจุลินทรียเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถคัดแยกไดโดย     
วิธีท่ัวไปท่ีใชในหองปฏิบัติการ แตก็มีกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสท่ีสามารถทําใหนักวิจัยเขาถึง
ขอมูลทางพันธุกรรม ซ่ึงทําใหสามารถนําขอมูลเหลานั้นมาใชประโยชนไดเชนกัน เชน การโคลนยีน
และคัดเลือกยีนนํารหัสการสรางสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตาง ๆ จากระบบนิเวศปาชายเลน           
ดังตัวอยางจากงานวิจัยนี้ซ่ึงแสดงใหเห็นวาจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนมีศักยภาพในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสได การไดมาซ่ึงขอมูลระดับโมเลกุลในดานยีนเครื่องหมายท่ีบงชี้แทกซอนและ     
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สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ถือเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากขอมูลเหลานี้สามารถ
นําไปวิเคราะหเพ่ือออกแบบการทดลองสําหรับตรวจคัดกรองคนหายีนท่ีกําหนดลักษณะท่ีเก่ียวของ
กับศักยภาพในการผลิตสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตาง ๆ ท่ีสนใจจากระบบนิเวศแหงนี้ รวมท้ังขอมูล
ดังกลาวยังสามารถนําไปใชในการสงเสริมและสรางความเขาใจใหทุกคนตระหนักถึงคุณคาของ
ทรัพยากรปาชายเลน อันจะนําไปสูการรวมกันฟนฟูและอนุรักษไวเพ่ือการใชประโยชนอยางยั่งยืน 
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ภาคผนวก 
 

การคัดแยกและจําแนกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
จากตะกอนดินปาชายเลน 

 
ในงานวิจัยนี้ มีสวนของการศึกษาเพ่ิมเติมซ่ึงเปนการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตะกอนดินปาชายเลน โดยนําตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน (ตามท่ี
ระบุในบทท่ี 3) มาคัดแยกแบคทีเรีย โดยใชอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar จากนั้น
นําแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดมาตรวจคัดกรองกิจกรรมการยอยสลายเซลลูโลส โดยเพาะเลี้ยงเชื้อบน
อาหาร CMC agar เม่ือพบการเจริญ ยอมจานเพาะเชื้อดังกลาวดวย 0.1 % Congo red (ยอมเปน
เปนเวลา 20 นาที แลวลางสีดวย 1 M NaCl) จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี ท่ี
สามารถบงชี้ไดวาโคโลนีนั้นมีกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงยอยสลาย CMC ท่ีมีอยูในอาหาร   

ผลการศึกษาพบแบคทีเรียท่ีแสดงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดคอนขางดี
จํานวน 4 ไอโซเลท (ภาพท่ี ผ-1) โดยเปนแบคทีเรียท่ัวไป 2 ไอโซเลท โดยกําหนดรหัสไอโซเลทเปน 
KC3-L5และ AS1-321R.1 และแอคทิโนมัยซีส 2 ไอโซเลท กําหนดรหัสไอโซเลทเปน B4 และ I2  

 

 
KC3-L5 

 
AS1-321R.1 

  

  

B4 I2 
ภาพท่ี ผ-1  การปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี ซ่ึงบงชี้กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสท่ีคัดแยกจากปาชายเลน เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหาร CMC agar    บมท่ี
อุณหภูมิ 37 ºC เปนระยะเวลา 3 วัน 
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ในการศึกษานี้จึงไดนําแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสดังกลาวมาศึกษาคุณลักษณะ
เบื้องตนเก่ียวกับประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส รวมท้ังจัดจําแนกเชื้อ  ดังมีรายละเอียด
ตอไปนี้  
 
1.  ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 

ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยนําแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ  
KC3-L5 และ AS1-321R.1 ท่ีเจริญบนอาหาร CMC agar เปนเวลา 2 วัน มาเตรียมเซลลแขวนลอย
ใน Ringer’s solution ปรับเซลลใหมีความขุนเทากับ 0.5 McFarland standard หรือวัดคา OD 
(600 nm) เทากับ 0.25 ซ่ึงมีปริมาณเซลลประมาณ 108 CFU/ml  นําเซลลแขวนลอยท่ีเตรียมไดมา
ใชเปนหัวเชื้อ โดยหยดหัวเชื้อปริมาตร 1 µl หยดลงบนกลางจานอาหาร CMC agar  ในอีกทางหนึ่ง 
กรณีท่ีทดสอบกับแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 เตรียมหัวเชื้อโดยเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร CMC agar 
เปนเวลา 3 วัน จากนั้นใชเข็มเข่ียตักเชื้อใหติดอยูบริเวณปลายเข็ม และนํามาจุด (point) ลงบนจาน
อาหาร CMC agar  นําจานเพาะเชื้อท้ังหมดไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 3 วัน  จากนั้นนํามา
ยอมดวย 0.1% Congo red (ยอมเปนเวลา 20 นาที แลวลางสีดวย 1 M NaCl) ตรวจสอบการ
ปรากฎของโซนใสรอบโคโลนี ซ่ึงบงชี้ถึงความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสออกมายอยสลาย 
CMC  วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีและขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส พรอมท้ัง
ประเมินความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแบคทีเรียแตละไอโซเลทจากคาดัชนีเอนไซม 
ซ่ึงคํานวณจากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางของ
โคโลน ี

ผลการศึกษาพบวาแบคทีเรีย KC3-L5 และ AS1-321R.1 และแอคทิโนแบคทีเรีย B4 
และ I2  แสดงคาดัชนีเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 2.17±0.44, 4.77±0.79, 2.62±0.21และ 2.55±0.25 
ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี ผ-1 

 
ตารางท่ี ผ-1  ดัชนีเอนไซมเซลลูเลสของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากปาชายเลน  
 

ไอโซเลท ขนาดโซนใส (mm) ขนาดโคโลนี (mm) ดัชนีเอนไซมเซลลูเลส 
KC3-L5 10.13±0.82 4.66±0.96 2.17±0.44 

AS1-321R.1 18.56± 0.91 3.89± 0.55 4.77±0.79 

B4 62.0± 2.65 23.67± 1.53 2.62± 0.21 

I2 55.33 3.21 21.67 3.01 2.55 0.25 

หมายเหตุ  ดัชนีเอนไซมไดจากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสซ่ึงบงชี้กิจกรรม
เอนไซมและขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี ภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร 
CMC agar ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 3 วัน ยอมดวย 0.1% Congo red ขอมูลท่ีแสดง
เปนคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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2.  ลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
2.1  แบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร CMC agar คือโคโลนีกลมแผ สีเนื้อ ขอบไมเรียบ ผิวหนานูน
ขรุขระ ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 mm เม่ือเชื้อมีอายุ 4 วัน (ภาพท่ี ผ-2ก) ขณะท่ีเม่ือนํา
แบคทีเรียดังกลาวมาเลี้ยงบนอาหาร LB agar พบวาเชื้อมีลักษณะโคโลนีแตกตางออกไปจากเดิม คือ
โคโลนีกลมรี ผิวหนายน ขอบหยัก นูนกลาง สีขาวขุน ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-6 mm 
เม่ือเชื้อมีอายุ 2 วัน (ภาพท่ี ผ-2ข) เม่ือนําเซลลท่ีเจริญบนอาหาร LB agar มายอมสีแกรมและยอม
เอนโดสปอร จากนั้นศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนพบวา AS1-321R.1 เปนแบคทีเรีย 
แกรมบวก รูปทอน เรียงตอกันเปนสายสั้น (2-4 เซลล) (ภาพท่ี ผ-2ค) และสรางเอนโดสปอร ท่ีมี
รูปรางกลมรี และมีตําแหนงอยูเกือบปลายเซลล (ภาพท่ี ผ-2ง)        
 

 

 
 
ภาพท่ี ผ-2  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท  
AS1-321R.1  

(ก) โคโลนีแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร CMC agar เม่ืออายุเชื้อ 4 วัน 
(ข) โคโลนีแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร Luria-Bertani (LB) agar เม่ืออายุเชื้อ 2 วัน                
(ค) รูปราง การจัดเรียงตัวและการติดสีแกรมของเซลล ขณะเจริญบนอาหาร LB agar 

เปนเวลา 1 วัน (กําลังขยาย 1000 เทา)  
(ง) เอนโดสปอรของแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร LB agar เปนเวลา 1 วัน 

(กําลังขยาย 1000 เทา) 
 

 

 

ก ข 

ง ค 
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2.2  ลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 
ลักษณะโคโลนีบน CMC agar ของเชื้ออายุ 5 วัน คือ โคโลนีกลม ผิวหนาเรียบ สีขาว  

เม่ือเชื้ออายุมากข้ึนโคโลนีจะแผ และมีสีเหลือง (ภาพท่ี ผ-3ก) ลักษณะโคโลนีบน LB agar ของเชื้อ
อายุ 3 วัน คือ โคโลนีกลม ผิวหนาขรุขระ ขอบหยัก สีครีม เม่ือเชื้ออายุมากข้ึนโคโลนีจะเยิ้ม  
(ภาพท่ี ผ-3ข) เม่ือนําเชื้อมายอมสีแกรมและศึกษาลักษณะใตกลองจุลทรรศนพบวา KC3-L5 เปน
แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน เรียงตัวกระจัดกระจาย (ภาพท่ี ผ-3ค) 
 

  
 

 
 
ภาพท่ี ผ-3  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท  
KC3-L5   

(ก) ลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน CMC agar (อายุเชื้อ 5 วัน)   
(ข) ลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน LB agar (อายุเชื้อ 3 วัน)  
(ค) รูปราง การจัดเรียงตัว และการติดสีแกรมของเซลล (กําลังขยาย 1,000 เทา)      

เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหาร LB agar เปนเวลา 1 วัน 
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2.3  แอคติโนมัยซีสไอโซเลท B4 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP agar (International Streptomyces Project; ISP agar 

no. 2) คือ โคโลนีกลม ขอบหยัก ผิวหนาโคโลนีหยาบ มีสีเหลืองออน โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร 
เม่ืออายุเชื้อมากข้ึน (7 วันข้ึนไป) โคโลนีแผขยาย มีสีขาว และสรางรงควัตถุสีเทา (ภาพท่ี ผ-4ก)     
ในสวนลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง CMC คือมีลักษณะโคโลนีกลม ขอบหยัก โคโลนีมีสีขาว     
โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร (ภาพท่ี  ผ-4ข) ผลจากการยอมสีแกรมและศึกษาลักษณะภายใต  
กลองจุลทรรศนพบวา B4 เปนแบคทีเรียแกรมบวก อยูรวมกันเปนกลุมในรูปเสนสาย สามารถ     
แตกแขนงได (ภาพท่ี ผ-4ค) 
 

    
ภาพท่ี ผ-4  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท B4 

(ก)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร ISP agar อายุเชื้อ 4 วัน 
(ข)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร CMC agar อายุเชื้อ 7 วัน 
(ค)  ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา (เซลลเจริญบนอาหาร

CMC agar อายุ 4 วัน)  
 
 

2.4  แอคติโนมัยซีสไอโซเลท I2 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP agar คือ โคโลนีกลม ขอบหยัก ผิวหนาโคโลนีหยาบ 

มีสีเหลืองออน โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร เม่ืออายุเชื้อมากข้ึน โคโลนีแผขยาย มีสีน้ําตาล 
และสรางรงควัตถุสีน้ําตาล  (ภาพท่ี ผ-5ก) ในสวนลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง CMC คือ 
มีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ  โคโลนีมีสีขาว เงา โคโลนียดึติดกับผิวหนาอาหาร 
(ภาพท่ี ผ-5ข)  ผลจากการยอมสีแกรมและศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนพบวา I2 เปน
แบคทีเรียแกรมบวก อยูรวมกันเปนกลุมในรูปเสนสาย สามารถแตกแขนงได (ภาพท่ี ผ-5ค) 
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  ภาพท่ี ผ-5  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท I2 

(ก)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร ISP agar อายุเชื้อ 4 วัน 
(ข)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร CMC agar อายุเชื้อ 7 วัน 
(ค)  ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา (เซลลเจริญบนอาหาร 

CMC agar อายุ 4 วัน)  
 
 
3.  การจัดจําแนกแบคทีเรียโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA 

ในการศึกษานี้ไดนําแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 และ AS1-321R.1 และแอคทิโนมัยซีส
ไอโซเลท B4 และ I2 มาจัดจําแนก โดยเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA อานและวิเคราะหขอมูล       
ลําดับนิวคลีโอไทด รวมท้ังวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ เพ่ือระบุแทกซอนของแบคทีเรียและ
แอคทิโนมัยซีสดังกลาว ผลการศึกษาแสดงดังตอไปนี้ 

 
3.1  การจัดจําแนกแบคทีเรยีไอโซเลท KC3-L5 

(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 มีความ

ยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 1,354 นิวคลีโอไทด ซ่ึงแสดงดังรายละเอียดตอไปนี้ 
 

1 GGATGCCGGC GAGCGGCGGA CGGGTGAGTA ATGCCTAGGA ATCTGCCTGG TAGTGGGGGA 

61 TAACTCGGGG AAACTCGAGC TAATACCGCA TACGTCCTAC GGGAGAAAGC GGGGGATCTT 

121 CGGACCTCGC GCTACCAGAT GAGCCTAGGT CGGATTAGCT AGTTGGTGAG GTAAAGGCTC 

181 ACCAAGGCGA CGATCCGTAG CTGGTCTGAG AGGATGATCA GCCACACTGG AACTGAGACA 

241 CGGTCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG GACAATGGGC GAAAGCCTGA 

301 TCCAGCCATG CCGCGTGTGT GAAGAAGGTC TTCGGATTGT AAAGCACTTT AAGTTGGGAG 

361 GAAGGGCAGT AAGTTAATAC CTTGCTGTTT TGACGTTACC GACAGAATAA GCACCGGCTA 

421 ACTTCGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGAA GGGTGCAAGC GTTAATCGGA ATTACTGGGC 

481 GTAAAGCGCG CGTAGGTGGT TTGATAAGTT GGATGTGAAA GCCCCGGGCT CAACCTGGGA 

541 ATTGCATCCA AAACTGTCTG ACTAGAGTAT GGCAGAGGGT GGTGGAATTT CCTGTGTAGC 

601 GGTGAAATGC GTAGATATAG GAAGGAACAC CAGTGGCGAA GGCGACCACC TGGGCTAATA 

661 CTGACACTGA GGTGCGAAAG CGTGGGGAGC AAACAGGATT AGATACCCTG GTAGTCCACG 
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721 CCGTAAACGA TGTCGACTAG CCGTTGGGAT CCTTGAGATC TTAGTGGCGC AGCTAACGCA 

781 TTAAGTCGAC CGCCTGGGGA GTACGGCCGC AAGGTTAAAA CTCAAATGAA TTGACGGGGG 

841 CCCGCACAAG CGGTGGAGCA TGTGGTTTAA TTCGAAGCAA CGCGAAGAAC CTTACCAGGC 

901 CTTGACATGC AGAGAACTTT CCAGAGATGG ATTGGTGCCT TCGGGAACTC TGACACAGGT 

961 GCTGCATGGC TGTCGTCAGC TCGTGTCGTG AGATGTTGGG TTAAGTCCCG TAACGAGCGC 

1021 AACCCTTGTC CTTAGTTACC AGCACGTTAA GGTGGGCACT CTAAGGAGAC TGCCGGTGAC 

1081 AAACCGGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAG TCATCATGGC CCTTACGGCC TGGGCTACAC 

1141 ACGTGCTACA ATGGTCGGTA CAAAGGGTTG CCAAGCCGCG AGGTGGAGCT AATCCCATAA 

1201 AACCGATCGT AGTCCGGATC GCAGTCTGCA ACTCGACTGC GTGAAGTCGG AATCGCTAGT 

1261 AATCGTGAAT CAGAATGTCA CGGTGAATAC GTTCCCGGGC CTTGTACACA CCGCCCGTCA 

1321 CACCATGGGA GTGGGTTGCT CCAGAAGTAG ACAT   

 
 
จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ KC3-L5 ไปเปรียบเทียบ

กับขอมูลท่ีปรากฏในฐานขอมูล GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียไอโซเลท 
KC3-L5 แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ Pseudomonas balearica SP1402 และแสดงความ
คลายคลึง 98% กับ Pseudomonas stutzeri สายพันธุตาง ๆ (ตารางท่ี ผ-2) 
 
ตารางท่ี ผ-2  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก 
แบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn 
 

ลําดับ Accession 
no. 

Species/Strain % 
Coverage 

% 
Identity 

1 NR_025972 Pseudomonas balearica SP1402 99 99 

2 NR_074829 Pseudomonas stutzeri A1501 98 98 

3 NR_041715 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 98 98 

4 NR_118798 Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 98 98 

5 NR_113652 Pseudomonas stutzeri NBRC 14165 98 98 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 31 มีนาคม 2559  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
คะแนนสูงสุด (Max score และ Total score) 5 ลําดับแรก โดยใชฐานขอมูล 
Reference RNA sequence (Refseq_rna) 
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นอกจากนี้เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดชุดเดียวกันไปวิเคราะหความคลายคลึง
เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย 
ไอโซเลท KC3-L5 แสดงความคลายคลึงสูงสุด (99.63%) กับ Pseudomonas balearica DSM 
6083 นอกจากนี้ยังแสดงความคลายคลึงกับ Pseudomonas songnenensis (Invalid name) 
NEAU-ST5-5 (97.27%), Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 (97.12%), Pseudomonas 
guariconensis PCAVU11 (96.60%)  และ Pseudomonas gunmingersis HL22-2 (96.53%) 
แสดงดังตารางท่ี ผ-3 
 
ตารางท่ี ผ-3  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก 
แบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล EzTaxon 
 

ลําดับ Accession 
no. 

Species/Strain % 
Coverage 

% 
Identity 

1 CP007511 Pseudomonas balearica DSM 6083T 100 99.63 

   2* JQ762269 Pseudomonas songnenensis  
(Invalid name) NEAU-ST5-5T 

100 97.27 

3 CP002881 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588T 100 97.12 

4 HF674459 Pseudomonas guariconensis PCAVU11T 100 96.60 

5 JQ246444 Pseudomonas gunmingersis HL22-2T 100 96.53 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 31 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

* เนื่องจากแทกซอนของ Pseudomonas songnenensis NEAU-ST5-5T ยังไมชัดเจน 
(Invalid name) ในการศึกษานี้จึงไมไดนําขอมูลของแบคทีเรียสายพันธุนี้ไปวิเคราะห 
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับ KC3-L5  

 
 

จากผลการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย       
ไอโซเลท KC3-L5 เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank และ 
EzTaxon  บงชี้ไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 แสดง
ความคลายคลึงสูงสุด (99-99.63%) กับ Pseudomonas balearica ดังนั้นเม่ือพิจารณาตามเกณฑ
การระบุแทกซอนระดับจีนัส/สปชีส ซ่ึงใชคาความคลายคลึง 97% และ 99% ตามลําดับ ในเบื้องตน
จึงจําแนก KC3-L5 เปน Pseudomonas balearica อยางไรก็ตาม เพ่ือยืนยันแทกซอนตามท่ีระบุไว
ดังกลาว จึงไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 ไป
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมดวย 
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(2)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 
จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ KC3-L5 และแบคทีเรีย

สายพันธุตาง ๆ ท่ีแสดงความคลายคลึงในระดับตาง ๆ กับ KC3-L5 จากฐานขอมูล GenBank และ 
EzTaxon (ตารางท่ี ผ-4) มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกันโดยมี Stenotrophomonas 
maltophilia เปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) พบวา KC3-L5  ถูกจัดวาอยูในคลัสเตอร
เดียวกับ Pseudomonas balearica และ Pseudomonas azotifigens บนแผนภูมิตนไม โดยมี
สายวิวัฒนาการท่ีบงชี้บรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Pseudomonas balearica (ภาพท่ี ผ-6) ซ่ึงมีคา
สนับสนุน (Bootstrap) สูงถึง 100% อีกท้ัง KC3-L5 และสมาชิกท่ีอยูในเคลดของ    
Pseudomonas balearica สายพันธุตาง ๆ ยังแสดงคาระยะหางทางวิวัฒนาการ (Evolutionary 
distance) นอยท่ีสุด (0.0014-0.0037) เม่ือเปรียบเทียบกับแทกซอนอ่ืน ๆ ท่ีนํามาวิเคราะหรวม 
(ไมไดแสดงผล)  ผลท่ีไดจากการวิเคราะหดังกลาวแสดงใหเห็นถึงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิด
ระหวาง KC3-L5 และ Pseudomonas balearica 
 
ตารางท่ี ผ-4  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท่ีนํามา 
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 

ลําดับ Bacteria Accession Source 

1 KC3-L5 - การศึกษานี้ 

2 Pseudomonas balearica DSM 6083T CP007511 EzTaxon 

3 Pseudomonas balearica RMR34 KT731542 GenBank 

4 Pseudomonas balearica U7 KJ940973 GenBank 

5 Pseudomonas balearica SP1402 NR_025972 GenBank 

6 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588T CP002881 EzTaxon 

7 Pseudomonas stutzeri A1501 NR_074829 GenBank 

8 Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 NR_118798 GenBank 

9 Pseudomonas stutzeri NBRC 14165 NR_113652 GenBank 

10 Pseudomonas stutzeri VKM B-975 NR_116489 GenBank 

11 Pseudomonas knackmussii B13 NR_117756 GenBank 

12 Pseudomonas knackmussii 1356 JN646015 GenBank 

13 Pseudomonas azotifigens 6H33B NR_041247 GenBank 

14 Pseudomonas azotifigens KBN-4-17 KC967014 GenBank 

15* Stenotrophomonas maltophilia LMG 958 NR_119220 GenBank 

หมายเหตุ  * แบคทีเรียท่ีใชเปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห      
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-6  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 ซ่ึงแยกไดจาก 
ตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6.0 โดย
อาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล p-distance ในการคํานวณระยะหาง
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดย
ใชวิธี Bootstrapping (1000 ซํ้า) ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1351 
ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 13 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Stenotrophomonas maltophilia LMG 958 เปนแทกซอนนอกกลุม 
 
 

3.2  การจัดจําแนกแบคทีเรยีไอโซเลท AS1-321R.1 
(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1  
ซ่ึงมีความยาว 1,496 นิวคลีโอไทด โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
 

1 TCCTGGCTCA GATTGAACGC TGGCGGCGTG CCTAATACAT GCAAGTCGAG CGGACAGATG 

61 GGAGCTTGCT CCCTGATGTT AGCGGCGGAC GGGTGAGTAA CACGTGGGTA ACCTGCCTGT 

121 AAGACTGGGA TAACTCCGGG AAACCGGGGC TAATACCGGA TGCTCGATTG AACCGCATGG 

181 TTCAATTATA AAAGGTGGCT TTTAGCTACC ACTTACAGAT GGACCCGCGG CGCATTAGCT 

241 AGTTGGTGAG GTAACGGCTC ACCAAGGCAA CGATGCGTAG CCGACCTGAG AGGGTGATCG 

301 GCCACACTGG GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTA GGGAATCTTC 

361 CGCAATGGAC GAAAGTCTGA CGGAGCAACG CCGCGTGAGT GATGAAGGTT TTCGGATCGT 

421 AAAACTCTGT TGTTAGGGAA GAACAAGTAC CGTTCGAATA GGGCGGTACC TTGACGGTAC 

481 CTAACCAGAA AGCCACGGCT AACTACGTGC CAGCAGCCGC GGTAATACGT AGGTGGCAAG 

541 CGTTGTCCGG AATTATTGGG CGTAAAGCGC GCGCAGGCGG TTTCTTAAGT CTGATGTGAA 

601 AGCCCCCGGC TCAACCGGGG AGGGTCATTG GAAACTGGGG AACTTGAGTG CAGAAGAGGA 

 Pseudomonas balearica DSM 6083(T) 
 Pseudomonas balearica U7 
       KC3-L5 

 Pseudomonas balearica SP1402 
 Pseudomonas azotifigens 6H33b 

 Pseudomonas azotifigens KBN-4-17 
 Pseudomonas knackmussii B13 
 Pseudomonas knackmussii 1356 

 Pseudomonas stutzeri A1501 
 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588(T) 
 Pseudomonas stutzeri CCUG 11256 
 Pseudomonas stutzeri NBRC 14165 

 Stenotrophomonas maltophilia LMG 958 
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661 GAGTGGAATT CCACGTGTAG CGGTGAAATG CGTAGAGATG TGGAGGAACA CCAGTGGCGA 

721 AGGCGACTCT CTGGTCTGTA ACTGACGCTG AGGCGCGAAA GCGTGGGGAG CGAACAGGAT 

781 TAGATACCCT GGTAGTCCAC GCCGTAAACG ATGAGTGCTA AGCGTTAGAG GGTTTCCGCC 

841 CTTTAGTGCT  GCAGCAAACG CATTAAGCAC TCCGCCTGGG GAGTACGGTC GCAAGACTGA 

901 AACTCAAAGG AATTGACGGG GGCCCGCACA AGCGGTGGAG CATGTGGTTT AATTCGAAGC 

961 AACGCGAAGA ACCTTACCAG GTCTTGACAT CCTCTGACAA CCCTAGAGAT AGGGCTTCCC 

1021 CTTCGGGGGC AGAGTGACAG GTGGTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCG TGAGATGTTG 

1081 GGTTAAGTCC CGCAACGAGC GCAACCCTTG ATCTTAGTTG CCAGCATTCA GTTGGGCACT 

1141 CTAAGGTGAC TGCCGGTGAC AAACCGGAGG AAGGTGGGGA TGACGTCAAA TCATCATGCC 

1201 CCTTATGACC TGGGCTACAC ACGTGCTACA ATGGGCAGAA CAAAGGGCAG CGAAGCCGCG 

1261 AGGCTAAGCC AATCCCACAA ATCTGTTCTC AGTTCGGATC GCAGTCTGCA ACTCGACTGC 

1321 GTGAAGCTGG AATCGCTAGT AATCGCGGAT CAGCATGCCG CGGTGAATAC GTTCCCGGGC 

1381 CTTGTACACA CCGCCCGTCA CACCACGAGA GTTTGTAACA CCCGAAGTCG GTGAGGTAAC 

1441 CTTTTGGAGC CAGCCGCCGA AGGTGGGACA GATGACTGGG GTGAAGTCGT AACAAG 

 
 

จากการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด โดยนําขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีไดจากแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 มาวิเคราะห     
ความคลายคลึงโดยเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีปรากฏอยูบนฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม  
Nucleotide BLAST (BLASTn) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบวา 98-100%  
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1             
แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ Bacillus aerius  Bacillus licheniformis และ        
Bacillus sonorensis สายพันธุตาง ๆ ดังแสดงในตารางท่ี ผ-5  
 
ตารางท่ี ผ-5  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท 
AS1-321R.1 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn 
 

ลําดับ Accession 
no. 

Species/Strain % 
Coverage 

% 
Identity 

1 NR_118996 Bacillus licheniformis DSM 13 100 99 

2 NR_074923 Bacillus licheniformis ATCC 14580 100 99 

3 NR_113993 Bacillus sonorensis NBRC 101234 98 99 

4 NR_116023 Bacillus licheniformis BCRC 11702 98 99 

5 NR_113588 Bacillus licheniformis NBRC 12200 98 99 

6 NR_042338 Bacillus aerius 24K 99 99 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเมื่อวันท่ี 28 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซึ่งแสดงคะแนนสูงสดุ 
(Max score และ Total score) 5 ลําดับแรก โดยใชฐานขอมูล Reference RNA sequence 
(Refseq_rna)  



52 
 

นอกจากนี้ยังไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท 
AS1-321R.1 มาวิเคราะหความคลายคลึงโดยเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
EzTaxon โดยใชโปรแกรม BLAST รวมกับ Robust pair-wise sequence alignment algorithm 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify) พบวายีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท 
AS1-321R.1 แสดงความสูงสุด 99.06% กับ Bacillus sonorensis NBRC 101234T รองลงมาคือ 
Bacillus licheniformis ATCC 14580T (99.00%) และ Bacillus aeriusT (98.93%) ดังแสดง    
ในตารางท่ี ผ-6  
 
ตารางท่ี ผ-6  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท  
AS1-321R.1 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล EzTaxon โดยใชโปรแกรม BLAST 
รวมกับ Robust pair-wise sequence alignment algorithm 
 

ลําดับ Accession no. Species/Strain % 
Coverage 

% 
Identity 

1 AYTN01000016 Bacillus sonorensis NBRC 101234 100 99.06 

2 AE01733 Bacillus licheniformis ATCC 14580 100 99.00 

3 AJ831843 Bacillus aerius 24K 100 98.93 

4 AMXN01000021 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 
KCTC 13429 

100 98.39 

5 CP002905 Bacillus subtilis subsp. spizizenii 
NRRL B-23049 

100 98.39 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 28 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

 
 

จากการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีได 
จากแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon พบวา
แบคทีเรียดังกลาวแสดงความคลายคลึง 99.06% กับ B. sonorensis และ 99.00% กับ  
B. licheniformis ซ่ึงระดับความคลายคลึงดังกลาวมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยเทานั้น ทําให 
ในเบื้องตนสามารถระบุตําแหนงทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 ไดเพียงระดับ
จีนัสคือ Bacillus sp. และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย 
ไอโซเลท AS1-321R.1 ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเพ่ือยืนยันตําแหนงทางอนุกรมวิธาน 
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(2)  การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 
จากการคัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากฐานขอมูล  

GenBank และ EzTaxon ท่ีแสดงความคลายคลึงสูงสุดกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  
16S rRNA ท่ีกําลังศึกษา รวมท้ังขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจากแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีแสดงความ
คลายคลึงในระดับตางๆ (ตารางท่ี ผ-7) มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ดวยโปรแกรม 
MEGA6 โดยใชวิธี Neighbor-Joining (NJ) ผลการวิเคราะหท่ีไดแสดงดังภาพท่ี 15 ซ่ึงพบวา  
AS1-321R.1 ถูกจัดวางอยูในคลัสเตอรเดียวกับ B. sonorensis  B. licheniformis และ B. aerius 
โดยแสดงสายสัมพันธท่ีมีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ B. aerius BSM24 อยางไรก็ตามแบคทีเรียท่ีถูกจัด
วางอยูในคลัสเตอรเดียวกันนี้ ไมไดแสดงตําแหนงบนแผนภูมิท่ีแยกออกจากกันอยางชัดเจน (ตําแหนง
ของแบคทีเรียท้ัง 3 สปชีส คละกันอยูบนแผนภูมิ) โดยทุกวิธีของการวิเคราะหท่ีนํามาใชในการสราง
แผนภูมิ (Neighbor-Joining,  Maximum likelihood,  Maximum-evolution,  UPGMA และ 
Maximum parsimony) ใหผลสอดคลองกัน (ไมไดแสดงผล) จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงให 
เห็นวาแบคทีเรียท้ัง 3 สปชีส มีสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกันมาก โดยท่ีขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีนํามาใชเปนยีนเครื่องหมายสําหรับการจําแนก ยังไมเพียงพอ
ตอการบงชี้ความแตกตางระหวาง Bacillus ท้ัง 3 สปชีสดังกลาวนี้  
 
ตารางท่ี ผ-7  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท่ีปรากฏอยู
ในฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon ซ่ึงนํามาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 

ลําดับ Species/Strain  Accession no.  Source 

1 Bacillus sonorensis NBRC 101234T AYTN01000016 EzTaxon 
2 Bacillus sonorensis NRRL B-23154 NR_025130 GenBank 
3 Bacillus licheniformis ATCC 14580T AE017333 EzTaxon 
4 Bacillus licheniformis BCRC 11702 NR_116023 GenBank 
5 Bacillus aerius 24KT AJ831843 EzTaxon 
6 Bacillus aerius BMS24 KC469615 GenBank 
7 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 

KCTC 13429T 
AMXN01000021 EzTaxon 

8 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 
BGSC 3A28 

NR_104873 GenBank 

9 Bacillus subtilis subsp. spizizenii    
NRRL B-23049T 

CP002905  EzTaxon 

10 Bacillus subtilis subsp. spizizenii    
ATCC 6633 

NR_112049 GenBank 

11* Bacillus aerophilus 28KT AJ831844 EzTaxon 

หมายเหตุ  * แบคทีเรียท่ีใชเปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห       
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-7  แผนภูมิแสดงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 ท่ีแยกได
จากตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA6    
โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหาง
ทางวิวัฒนาการซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน โดยมีหนวยเปนอัตราการแทนท่ีคูเบส
ในแตละตําแหนงบนยีนเครื่องหมาย และทดสอบความนาเชื่อถือของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrap 
test (1000 ซํ้า) ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1402 ตําแหนง จากจํานวน       
ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 12 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
โดยมี Bacillus aerophilus 28KT (AJ831844) เปนแทกซอนนอกกลุม 
 

3.3  การจัดจําแนกแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 และ I2  
(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4  
ซ่ึงมีความยาว 1,519 นิวคลีโอไทด มีรายละเอียดดังนี้ 
 

1 GAGTTTGATC CTGGCTCAGG ATGAACGCTG GCGGCGTGCT TAACACATGC AAGTCGAACG 

61 GTGAACACGG AGCTTGCTCT GTGGGATCAG TGGCGAACGG GTGAGTAACA CGTGAGCAAC 

121 CTGCCCCTGA CTCTGGGATA AGCGCTGGAA ACGGCGTCTA ATACTGGATA TGTGACGTGA 

181 CCGCATGGTC TGCGTTTGGA AAGATTTTTC GGTTGGGGAT GGGCTCGCGG CCTATCAGCT 

241 TGTTGGTGAG GTAATGGCTC ACCAAGGCGT CGACGGGTAG CCGGCCTGAG AGGGTGACCG 

301 GCCACACTGG GACTGAGACA CGGCCCAGAC TCCTACGGGA GGCAGCAGTG GGGAATATTG 

361 CACAATGGGC GAAAGCCTGA TGCAGCAACG CCGCGTGAGG GATGACGGCC TTCGGGTTGT 



55 
 

421 AAACCTCTTT TAGCAGGGAA GAAGCGAAAG TGACGGTACC TGCAGAAAAA GCGCCGGCTA 

481 ACTACGTGCC AGCAGCCGCG GTAATACGTA GGGCGCAAGC GTTATCCGGA ATTATTGGGC 

541 GTAAAGAGCT CGTAGGCGGT TTGTCGCGTC TGCTGTGAAA TCCCGAGGCT CAACCTCGGG 

601 CCTGCAGTGG GTACGGGCAG ACTAGAGTGC GGTAGGGGAG ATTGGAATTC CTGGTGTAGC 

661 GGTGGAATGC GCAGATATCA GGAGGAACAC CGATGGCGAA GGCAGATCTC TGGGCCGTAA 

721 CTGACGCTGA GGAGCGAAAG GGTGGGGAGC AAACAGGCTT AGATACCCTG GTAGTCCACC 

781 CCGTAAACGT TGGGAACTAG TTGTGGGGTC CATTCCACGG ATTCCGTGAC GCAGCTAACG 

841 CATTAAGTTC CCCGCCTGGG GAGTACGGCC GCAAGGCTAA AACTCAAAGG AATTGACGGG 

901 GACCCGCACA AGCGGCGGAG CATGCGGATT AATTCGATGC AACGCGAAGA ACCTTACCAA 

961 GGCTTGACAT ATACGAGAAC GGGCCAGAAA TGGTCAACTC TTTGGACACT CGTAAACAGG 

1021 TGGTGCATGG TTGTCGTCGG CTCGTGTCGT GAGATGTTGG GTTAAGTCCC GCAACGAGCG 

1081 CAACCCTCGT TCTATGTTGC CAGCACGTAA TGGTGGGAAC TCATGGGATA CTGCCGGGGT 

1141 CAACTCGGAG GAAGGTGGGG ATGACGTCAA ATCATCATGC CCCTTATGTC TTGGGCTTCA 

1201 CGCATGCTAC AATGGCCGGT ACAAAGGGCT GCAATACCGT GGGGTGGAGC GAATCCCAAA 

1261 AAGCCGGTCC CAGTTCGGAT TGAGGTCTGC AACTCGACCT CATGAAGTCG GAGTCGCTAG 

1321 TAATCGCAGA TCAGCAACGC TGCGGTGAAT ACGTTCCCGG GTCTTGTACA CACCGCCCGT 

1381 CAAGTCATGA AAGTCGGTAA CACCTGAAGC CGGTGGCCTA ACCCTTGTGG AGGGAGCTGT 

1441 CGAAGGTGGG ATCGGTAATT AGGACTAAGT CGTAACAAGG TAGCCGTACC GGAAGGTGCG 

1501 GCTGGTACAC CTCCTTTCT     

 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 ซ่ึงมีความ
ยาว 1,520 นิวคลีโอไทด มีรายละเอียดดังนี้ 

 
1 GAGTTTGATC CTGGCTCAGG ACGAACGCTG GCGGCGTGCT TAACACATGC AAGTCGAACG 

61 ATGAAGCCCT TCGGGGTGGA TTAGTGGCGA ACGGGTGAGT AACACGTGGG CAATCTGCCC 

121 TGCACTCTGG GACAAGCCCT GGAAACGGGG TCTGATACCG GATATTGACC ATCTTGGGCA 

181 TCCTTGATGG TGGAAAGCTC CGGCGGTGCA GGATGAGCCC GCGGCCTATC AGCTTGTTGG 

241 TGAGGTAATG GCTCACCAAG GCGACGACGG GTAGCCGGCC TGAGAGGGCG ACCGGCCACA 

301 CTGGGACTGA GACACGGCCC AGACTCCTAC GGGAGGCAGC AGTGGGGAAT ATTGCACAAT 

361 GGGCGAAAGC CTGATGCAGC GACGCCGCGT GAGGGATGAC GGCCTTCGGG TTGTAAACCT 

421 CTTTCAGCAG GGAAGAAGCG AAAGTGACGG TACCTGCAGA AGAAGCGCCG GCTAACTACG 

481 TGCCAGCAGC CGCGGTAATA CGTAGGGCGC GAGCGTTGTC CGGAATTATT GGGCGTAAAG 
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541 AGCTCGTAGG CGGCTTGTCG CGTCGGTTGT GAAAGCCCGG GGCTTAACCC CGGGTCTGCA 

601 GCCGATACGG GCAGGCTAGA GTTCGGTAGG GGAGATCGGA ATTCCTGGTG TAGCGGTGAA 

661 ATGCGCAGAT ATCAGGAGGA ACACCGGTGG CGAAGGCGGA TCTCTGGGCC GATACTGACG 

721 CTGAGGAGCG AAAGCGTGGG GAGCGAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CACGCCGTAA 

781 ACGGTGGGCA CTAGGTGTGG GCAACATTCC ACGTTGTCCG TGCCGCAGCT AACGCATTAA 

841 GTGCCCCGCC TGGGGAGTAC GGCCGCAAGG CTAAAACTCA AAGGAATTGA CGGGGGCCCG 

901 CACAAGCGGC GGAGCATGTG GCTTAATTCG ACGCAACGCG AAGAACCTTA CCAAGGCTTG 

961 ACATACACCG AAAAACCCTG GAGACAGGGT CCCCCTTGTG GTCGGTGTAC AGGTGGTGCA 

1021 TGGCTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA GCGCAACCCT 

1081 TGTCCCGTGT TGCCAGCAGG CCCTTGTGGT GCTGGGGACT CACGGGAGAC CGCCGGGGTC 

1141 AACTCGGAGG AAGGTGGGGA CGACGTCAAG TCATCATGCC CCTTATGTCT TGGGCTGCAC 

1201 ACGTGCTACA ATGGCCGGTA CAATGAGCTG CGATACCGCG AGGTGGAGCG AATCTCAAAA 

1261 AGCCGGTCTC AGTTCGGATT GGGGTCTGCA ACTCGACCCC ATGAAGTCGG AGTCGCTAGT 

1321 AATCGCAGAT CAGCATTGCT GCGGTGAATA CGTTCCCGGG CCTTGTACAC ACCGCCCGTC 

1381 ACGTCACGAA AGTCGGTAAC ACCCGAAGCC GGTGGCCCAA CCCCTTGTGG GAGGGAGCTG 

1441 TCGAAGGTGG GACTGGCG AT TGGGACGAAG TCGTAACAAG GTAGCCGTAC CGGAAGGTGC 

1501 GGCTGGTACA CCTCCTTTCT     

 
 

จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4  
มาวิเคราะหความคลายคลึงเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn ซ่ึงแสดงใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rRNA ของ B4 แสดงความคลายคลึง 99% กับสายพันธุตาง ๆ ของ Microbacterium 
paraoxydans และ Microbacterium oxydans ดังแสดงในตารางท่ี ผ-8 ทําใหไมมีความชัดเจน 
ในการระบุแทกซอนในระดับสปชีส อยางไรก็ตามเม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมาวิเคราะห
ในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ B4 แสดงความ
คลายคลึงสูงสุด 99.80% กับ Microbacterium paraoxydans สายพันธุ CF 36 ซ่ึงเปน        
Type strain (ตารางท่ี ผ-9) ดังนั้นจึงความเปนไปไดสูงท่ีจะจัดจําแนกแทกซอนของแอคทิโนมัยซีส  
ไอโซเลท B4 เปน Microbacterium paraoxydans 
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ตารางท่ี ผ-8  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก      
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn 
 

ลําดับ Accession 
no. 

Species/Strain % 
Coverage 

% 
Identity 

1 NR025548.1 Microbacterium paraoxydans         
strain CF36 

97 99 

2 EU714377.1 Microbacterium paraoxydans strain 76 97 99 

3 KF150345.1 Microbacterium oxydans strain JN 32  97 99 

4 EU714354.1 Microbacterium paraoxydans         
strain 3131 

97 99 

5 EU373400.1 Microbacterium oxydans strain TPR 04  97 99 

6 EU373379.1 Microbacterium oxydans strain TPL 09  97 99 
7 EU373335.1 Microbacterium oxydans strain SSR 09  97 99 
8 EU373332.1 Microbacterium oxydans strain HNL 03  97 99 
9 EU373321.1 Microbacterium oxydans strain SSL 09  97 99 
10 EU714372.1 Microbacterium paraoxydans strain 58 97 99 
11 KF557585.1 Microbacterium paraoxydans          

strain DH 1b 
97 99 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 11 ลําดับแรก 

 
ตารางท่ี ผ-9  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 กับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล EzTaxon 
 

ลําดับ Accession  
no. 

Species/Strain %  
Coverage 

%  
Identity 

1 AJ491806 Microbacterium paraoxydans CF 36T 100.00 99.80 

2 AJ853910 Microbacterium maritypicum DSM 12512T  97.70 99.37 

3 Y17227 Microbacterium oxydans DSM 20578T 99.40 99.31 

4 AB004718 Microbacterium luteolum IFO 15038T 99.00 99.16 

5 X77444 Microbacterium liquefaciens DSM 20638T  100.00 99.04 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 
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ในทํานองเดียวกัน ผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 พบวา 99-98% ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ี
อานได (1,520 นิวคลีโอไทด) จากยีน 16S rRNA ของ I2 แสดงความคลายคลึง 99% กับสปชีสตาง ๆ 
ในจีนัส Streptomyces ไดแก Streptomyces levis, Streptomyces azureus, Streptomyces 
misionensis และ Streptomyces gancidicus เปนตน (ตารางท่ี ผ-10) และเม่ือนําขอมูล       
ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมาวิเคราะหในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rRNA ของ I2 แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99.38% กับ Streptomyces levis NBRC 
15423 ซ่ึงเปน Type strain ดังแสดงในตารางท่ี ผ-11  ในเบื้องตนจึงไดระบุแทกซอนของ I2 เปน   
Streptomyces levis 

เพ่ือยืนยันตําแหนงทางอนุกรมวิธานท่ีชัดเจนของ B4 และ I2 จึงไดนําขอมูลลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ B4 และ I2 ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการในการศึกษา
ข้ันตอไป 
 
ตารางท่ี ผ-10  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก   
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn 
 

ลําดับ Accession  
no. 

Species/Strain %  
Coverage 

%  
Identity 

1 NR115778.1 Streptomyces levis strain      
B-16370 

98 99 

2 NR044136.1 Streptomyces azureus     
strain NRRL B-2655 

97 99 

3 JN869290.1 Streptomyces misionensis 
strain PESB 25 

98 99 

4 JX042473.1 Streptomyces gancidicus 97 99 

5 NR104281.1 Streptomyces purpurascens 
strain JMC 4509 

97 99 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

 
 
 
 
 
 



59 
 

ตารางท่ี ผ-11  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก     
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล EzTaxon 
 

ลําดับ Accession  
no. 

Species/Strain %   
Coverage 

% 
Similarity 

1 AB184670 Streptomyces levis         
strain  NBRC 15423 (T) 

99.00 99.38 

2 AB184837 Streptomyces azureus    
strain NBRC 12744T 

99.90 99.11 

3 AB184285 Streptomyces misionensis 
strain NBRC 13063T 

99.90 99.04 

4 AB184660 Streptomyces gancidicus 
strain NBRC 15412T 

99.20 99.04 

5 AB184859 Streptomyces purpurascens 
strain NBRC 13077T 

99.90 98.97 

หมายเหตุ  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

 
 

(2)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 
เพ่ือใหเห็นตําแหนงทางอนุกรมวิธานและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีชัดเจนของ          

แอคติโนมัยซีสท้ัง 2 ไอโซเลท คือ B4 และ I2 จึงไดคัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ             
ยีน 16S rRNA จากฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon ท่ีแสดงความคลายคลึงในระดับตาง ๆ      
กับแบคทีเรียท่ีศึกษา (ตารางท่ี ผ-12) เพ่ือสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ และทดสอบความเชื่อม่ัน
ของแผนภูมิดวยวิธี Bootstrapping (1,000  ซํ้า) จากการวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยวิธี 
UGPMA (ภาพท่ี ผ-8) บงชี้ใหเห็นอยางชัดเจนวา B4 แสดงความสัมพันธใกลชิดท่ีสุดกับ 
Microbacterium paraoxydans CF36 ซ่ึงเปน Type strain โดยในคลัสเตอรเดียวกันนี้ มี  
Microbacterium oxydans อยูรวมดวย เปนท่ีสังเกตวาสายวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ 
M. paraoxydans CF36 แยกตัวออกจากเคลดท่ีประกอบดวย M. paraoxydans สายพันธุตาง ๆ 
อยางชัดเจน อยางไรก็ตามจากความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และ
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีแสดงใหเห็นความสัมพันธท่ีใกลชิดระหวาง B4 และ M. paraoxydans 
(ภาพท่ี ผ-8) จึงสามารถยืนยันแทกซอนของ B4 ไดเปน Microbacterium paraoxydans 

ในอีกทางหนึ่ง ตําแหนงบนแผนภูมิตนไมของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 แสดงใหเห็น
ถึงการมีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Streptomyces levis จํานวน 2 สายพันธุท่ีนํามาวิเคราะหรวมคือ 
Streptomyces levis NBRC15423(T) และ Streptomyces levis B-16370 ดังแสดงในภาพท่ี    
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ผ-8  จากผลการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการจึงระบุแทกซอนของ I2 ไดเปน Streptomyces levis 

 
ตารางท่ี ผ-12  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแอคทิโนมัยซีสสายพันธุตางๆ ท่ี
นํามาวิเคราะห เพ่ือสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับ B4 และ I2 
 

ลําดับ Strain Accession  
no. 

ฐานขอมูล 

1 B4 - การศึกษานี้ 
2 I2 - การศึกษานี้ 
3 Microbacterium paraoxydans strain CF36 (T) AJ491806 EzTaxon 
4 Microbacterium paraoxydans strain 76 EU714377.1 GenBank 
5 Microbacterium paraoxydans strain 58 EU714372.1 GenBank 
6 Microbacterium paraoxydans strain 3131 EU714354.1 GenBank 
7 Microbacterium paraoxydans strain DH1b KF557585.1 GenBank 
8 Microbacterium oxydans strain SSR09 EU373335.1 GenBank 
9 Microbacterium oxydans strain JN32 KF150345.1 GenBank 
10 Microbacterium oxydans strain TPR04 EU373400.1 GenBank 
11 Microbacterium oxydans strain TPL09 EU373379.1 GenBank 
12 Microbacterium oxydans strain HNL03 EU373332.1 GenBank 
13 Microbacterium oxydans strain DSM 20578 (T) Y17227 EzTaxon 
14 Microbacterium oxydans strain SSL09 EU373321.1 GenBank 
15 Streptomyces levis strain NRRL B-16370 NR115778.1 GenBank  
16 Streptomyces levis strain NBRC 15423 (T) JX042473.1 EzTaxon 
17 Streptomyces azureus strain NBRC 12744 (T) AB184137 EzTaxon 
18 Streptomyces azureus strain NRRL B-2655 NR044136.1 GenBank 
19 Streptomyces gancidicus JX042473.1 GenBank 
20 Streptomyces gancidicus strain NBRC 15412 (T) AB184660 EzTaxon 
21 Streptomyces misionensis strain PESB 25 JN869290.1 GenBank 
22 Streptomyces misionensis strain NBRC 13063 (T) NR044136.1 EzTaxon 
23* Thermobispora bispora strain DSM 43833 NR074680.1 GenBank 

หมายเหตุ * เปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห 
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-8  แผนภูมิแสดงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 ท่ีแยกไดจาก
ตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี UPGMA บนโปรแกรม MEGA6 โดยอาศัยขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ 
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน โดยมีหนวยเปนอัตราการแทนท่ีคูเบสในแตละตําแหนง
บนยีนเครื่องหมาย และทดสอบความนาเชื่อถือของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrap test (1000 ซํ้า) 
โดยมี Thermobispora bispora DSM 43833 เปนแทกซอนนอกกลุม 
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จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และวิเคราะห            
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ สามารถจําแนกแบคทีเรีย KC3-L5 และ AS1-321R.1 ไดเปน 
Pseudomonas balearica และ Bacillus sp. ตามลําดับ รวมท้ังสามารถจําแนกแอคทิโนมัยซีส  
B4 และ I2 ไดเปน Microbacterium paraoxydans และ Streptomyces levis ตามลําดับ 
ตําแหนงทางอนุกรมวิธานในระดับตางๆ ของแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีส ท้ัง 4 สายพันธุ แสดงใน
ตารางท่ี ผ-13 

 
ตารางท่ี ผ-13  ตําแหนงทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสสายพันธุท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงคัดแยกไดจากตะกอนดินปาชายเลน 
 

Taxonomic 
rank 

  Strain  

KC3-L5 AS1-321R.1 B4 I2 

Phylum Proteobacteria Firmicutes Actinobacteria Actinobacteria 

Class Gamma-
Proteobacteria 

Bacilli Actinobacteria Actinobacteria 

Order Pseudomonadales Bacillales Micrococcales Streptomycetales 

Family Pseudomonadaceae Bacillaceae Microbacteriaceae Streptomycetaceae 

Genus Pseudomonas Bacillus Microbacterium Streptomyces 

Species balearica sp. paraoxydans levis 
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