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บทคัดยอ 
 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซม    
เซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตะกอนดินในระบบนิเวศปาชายเลน ซ่ึงอยูในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี 
จังหวัดชลบุรี  ในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียทําโดยนําตะกอนดินปาชายเลนมาสกัด   
เมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป
และแอคติโนแบคทีเรีย ยีสตราและทรอสโทคิทริดส โดยใชปฏิกิริยาพีซีอาร นําผลิตภัณฑพีซีอารท่ีได
ไปโคลนเพ่ือสรางหองสมุดยีน rRNA และคัดเลือกโคลนเพ่ือนําไปอานลําดับนิวคลีโอไทด วิเคราะห
ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 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 บอยท่ีสุด  สําหรับจุลินทรียกลุมยีสตรา พบสมาชิกในจีนัส Aspergillus มากท่ีสุด (28.8%) 
รองลงมาคือ Trichoderma spp. (17.3%) และจุลินทรียกลุมทรอสโทคิทริดส พบสมาชิกในจีนัส 
Aurantiochytrium มากท่ีสุด (48.1%)  ในอีกทางหนึ่งไดมีการใชเทคนิคพีซีอารเพ่ิมปริมาณ       
ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนม โคลนและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงพบวาดีเอ็นเอ   
ท่ีโคลนไดจํานวน 2 โคลน มีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแสดงความคลายคลึงกับขอมูลของยีนนํารหัส

เอนไซม Endo-1,4-β-glucanase และ β-glucosidase ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ 
Streptomyces ตามลําดับ  นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังสามารถคัดแยกแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีส 
ท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตะกอนดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนท่ีศึกษาไดจํานวน     
4 สายพันธุ ซ่ึงจําแนกโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA ไดเปน 
Pseudomonas balearica, Bacillus sp., Microbacterium paraoxydans และ 
Streptomyces levis  จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาระบบนิเวศปาชายเลนเปนเปนแหลงรวม
จุลินทรียท่ีหลากหลาย โดยสิ่งท่ีนาสนใจคือบทบาทของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้ โดยเฉพาะ
ในดานการผลิตสารชีวภาพท่ีมีความสําคัญทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ เชน เอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงหากมี
การศึกษาในรายละเอียดใหมากข้ึน อาจนําไปสูการคนพบจุลินทรียแทกซอนใหมและสารชีวภาพท่ีมี
คุณคา รวมถึงความเปนไปไดของการประยุกตใชทรัพยากรจุลินทรียและสารชีวภาพจากปาชายเลน 
ในอนาคต 
 
คําสําคัญ:  ความหลากหลายทางชีวภาพ  ปาชายเลน  จุลนิทรีย  เมตาจีโนมิกส  เอนไซมเซลลูเลส 
 
 
 
 
 
 
 



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. 
 
Keywords:  Biodiversity  Mangrove  Microorganisms  Metagenomics  Cellulases 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
ปาชายเลนเปนระบบนิเวศบริเวณชายฝงทะเล ตั้งอยูในบริเวณน้ําข้ึนน้ําลง (Intertidal 

zone) ในภูมิภาคเขตรอนและเขตก่ึงรอน จัดเปนระบบนิเวศท่ีมีความอุดมสมบูรณเนื่องจากมีอัตรา
การผลิตสารอินทรียสูง รวมท้ังมีความโดดเดนในดานการหมุนเวียนของสารอาหารและแรธาตุตาง ๆ 
รวมถึงการหมุนเวียนของสารอินทรียระหวางมหาสมุทรและสภาพแวดลอมบนบก  พ้ืนท่ีปาชายเลนมี
พืชชายเลนท่ีชวยปองกันการกัดเซาะชายฝงอันเปนความเสียหายท่ีเกิดข้ึนจากธรรมชาติ เชน พายุ 
และคลื่น เปนตน บริเวณนี้จึงถือวาเปนท่ีอยูอาศัยท่ีสําคัญของสิ่งมีชีวิตชนิดตาง ๆ ท่ีอยูตามชายฝง  
ระบบนิเวศปาชายเลนจึงมีความหลากหลายทางชีวภาพสูง และนับเปนระบบนิเวศทางทะเลท่ีมีความ
อุดมสมบูรณของธาตุอาหารชนิดตาง ๆ ในตะกอนดิน เนื่องจากเปนแหลงรวมของแรธาตุจากบนบก
และปากแมน้ําท่ีถูกชะและไหลลงสูทะเล นอกจากนี้ยังมีซากสารอินทรีย เชน ซากพืช ซากสัตว ทับถม
กันอยูในตะกอนดิน ซ่ึงถูกยอยสลายดวยจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในพ้ืนท่ีดังกลาว (Sahoo & Dhal, 2009; 
Thatoi et al., 2013) 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลน มีท้ังจุลินทรียประจําถ่ินและกลุมประชากร
จุลินทรียตางถ่ิน ซ่ึงพบไดเปนครั้งคราว  จุลินทรียประจําถ่ินเปนกลุมท่ีนาสนใจ เนื่องจากมีบทบาท
สําคัญในการดําเนินกิจกรรมตาง ๆ เพ่ือรักษาสมดุลของระบบนิเวศปาชายเลน  สืบเนื่องจากความ
หลากหลายของสารอาหารท่ีสามารถพบไดในปาชายเลน จุลินทรียท่ีพบในพ้ืนท่ีนี้จึงมีความ
หลากหลายท้ังในดานชนิดและเมแทบอลิซึม  การสํารวจความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศ
ปาชายเลนจึงมีความนาสนใจ  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอม
ประเภทนี้ อาศัยหลักการของวิธีดั้งเดิมซ่ึงเปนการคัดแยกเชื้อท่ีสามารถเจริญเพ่ิมจํานวนไดบนอาหาร
คัดเลือก (Cultured-dependence)  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาว อาจทําใหเกิดการสูญหายของขอมูล
เก่ียวกับจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกดังกลาว  ดังนั้นการนํา
วิธีการทางดานเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เขามาใชในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย
ในตัวอยางสิ่งแวดลอม เปนการชวยทําใหนักวิทยาศาสตรมีโอกาสเขาถึงจุลินทรียกลุมท่ีไมสามารถ
เพาะเลี้ยงไดท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอม  

นอกจากศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียแลว การนําวิธีการทางเมตาจีโนมิกสมาใช  
ในการคนหาเอนไซมท่ียอยสลายพอลิเมอรธรรมชาติของจุลินทรียสิ่งแวดลอมกําลังไดรับความสนใจ
เปนอยางมาก โดยเฉพาะเอนไซมท่ียอยสลายองคประกอบของพืชหรือเนื้อไม เชน เอนไซมกลุม      
ยอยสลายลิกนิน (lignolytic enzymes) เฮมิเซลลูเลส (เชน xylanase) และเซลลูเลส เปนตน (Xing 
et al., 2012)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากในธรรมชาติ โดยเปนองคประกอบหลักของผนังเซลล
ของพืช  โมเลกุลของเซลลูโลสประกอบกันข้ึนจากน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก  

(β-1,4 glycosidic linkage)  เนื่องดวยมีการนําเซลลูโลสมาใชประโยชนหลายดาน เชน การผลิต
เชื้อเพลิงชีวภาพ การผลิตสิ่งทอและกระดาษ เปนตน จึงทําใหในอุตสาหกรรมมีความสนใจคนหา
เอนไซมท่ีสามารถยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมจํานวนมาก เชน การผลิต
อาหารสัตว เครื่องดื่ม เบเกอรีและเยื่อกระดาษ เปนตน (Sukumaran et al., 2005; Kuhad et al., 
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2011)  จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสพบไดท้ังในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป      
แอคทิโนมัยซีสและรา ซ่ึงมีการศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมและโคลนยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม
เหลานี้ในเชื้อท่ีแยกและเพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมมีจุลินทรียอีกเปน
จํานวนมากท่ีไมสามารถถูกเพาะเลี้ยงใหเจริญในหองปฏิบัติการได ซ่ึงเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้เปนแหลง
สําคัญของสารชีวภาพชนิดตาง ๆ ท่ีมีประโยชน รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติใหม ๆ หรือ
คุณสมบัติพิเศษ ซ่ึงยังไมเคยมีรายงานมากอน  

ในงานวิจัยนี้มีความสนใจศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนท่ีอยูในพ้ืนท่ี
อําเภอเมืองชลบุรี ซ่ึงเปนพ้ืนท่ีท่ีอยูทามกลางสิ่งแวดลอมของสังคมเมืองและอุตสาหกรรมท่ีกําลังมีการ
เจริญเติบโตอยางรวดเร็ว ทําใหมีโอกาสสงผลกระทบตอระบบนิเวศแหงนี้ไดในไมชา ขอมูลในดาน
ความหลากหลายของทรัพยากรจุลินทรียของพ้ืนท่ีปาชายเลนบริเวณนี้ยังไมไดมีการศึกษากันมากนัก 
การเขามาศึกษาขอมูลในสวนนี้จะชวยทําใหทุกภาคสวนมีความตระหนักถึงความสําคัญของทรัพยากร
พ้ืนฐานของระบบนิเวศ กระบวนการท่ีนํามาใชในการศึกษานี้ใชวิธีการเตรียมดีเอ็นเอท้ังหมดจาก
ตะกอนดินปาชายเลน หรือท่ีเรียกวาเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ (Metagenomic DNA) หรือเมตาจีโนม 
(Metagenome) และนํามาเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนท่ีนํารหัสการสราง ribosomal RNA 
(rRNA genes) ซ่ึงใชเปนเครื่องหมายในการจัดจําแนกจุลินทรีย โดยใชยีน 16S rRNA สําหรับจําแนก
จุลินทรียกลุมโปรคาริโอต ไดแกแบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย และใชยีน 18S rRNA สําหรับ
จําแนกจุลินทรียกลุมยูคาริโอต ไดแก ยีสตราและทรอสโทคริทริดส  นอกจากนี้ยังมีความสนใจศึกษา
การปรากฏอยูของยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตัวอยางดินตะกอนจาก  
ปาชายเลนดังกลาว ซ่ึงสามารถเปนเครื่องบงชี้ถึงศักยภาพของพ้ืนท่ีปาชายเลนท่ีศึกษาในการใชเปน
แหลงของเอนไซมเซลลูเลสท่ีอาจเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชตอไปในอนาคต อีกท้ัง
การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียยังทําใหไดขอมูลของความหลากหลายของทรัพยากร
จุลินทรียท่ีอยูในระบบนิเวศปาชายเลน ซ่ึงสามารถจัดทําเปนฐานขอมูลสําหรับการศึกษาและ       
การจัดการทรัพยากรเพ่ือใชประโยชนอยางยั่งยืนตอไปในอนาคต 
 
วัตถุประสงค 

(1)  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีไดจากตะกอนดิน             
ในปาชายเลน  

(2)  เพ่ือศึกษายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตะกอนดินในปาชายเลน 
 
สมมติฐาน 

(1)  เมตาจีโนมซ่ึงเปนดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีสกัดไดจากตัวอยางตะกอนดินในระบบนิเวศ       
ปาชายเลน สามารถใชเปนแหลงของดีเอ็นเอแมแบบท่ีนํามาใชในการศึกษา         
ความหลากหลายของจุลินทรียได 

(2)  จุลินทรียท่ีพบในระบบนิเวศปาชายเลนมีตําแหนงทางอนุกรมวิธานหรือแทกซอน 
(Taxon) ท่ีแสดงความหลากหลายสูง เม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลของยีน rRNA  
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(3)  จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลนมีบทบาทสําคัญในการยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสซ่ึงเปนพอลิเมอรธรรมชาติท่ีพบไดมากในระบบนิเวศนี้ ดังนั้นจึงมี      
ความเปนไปไดท่ีจะมีโอกาสตรวจพบยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจาก       
เมตาจีโนมของระบบนิเวศนี้  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

เก็บตัวอยางตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน 2 แหง คือบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติและ
อนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียวเชิงนิเวศ และปาชายเลนตําบลบางทราย อําเภอเมืองชลบุรี      
จังหวัดชลบุรี นํามาสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดหรือเมตาจีโนม (Metagenomic DNA, Metagenome) 
ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียโดยนําเมตาจีโนมมาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน rRNA 
(16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย และยีน 18S rRNA สําหรับจุลินทรียกลุม  
ยีสตราและทรอสโทคริทริดส) โดยใชปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase chain 
reaction; PCR) จากนั้นสรางหองสมุดยีน rRNA สําหรับจุลินทรียแตละกลุม และนําโคลนท่ีปรากฏ 
ในแตละหองสมุดไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  นอกจากนี้ยังไดใชเทคนิคพีซีอารในการ 
เพ่ิมปริมาณยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนม วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดและ
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนชนิดนี้ท่ีปรากฏอยูในเมตาจีโนมของตะกอนดินจากระบบนิเวศ   
ปาชายเลนท่ีศึกษา   

 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

(1)  ทราบความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีศึกษา 
(2)  ทราบขอมูลของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีศึกษา 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพา 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
เอกสารท่ีเก่ียวของกับการศึกษา สามารถจําแนกไดดังนี้ 
1.  จุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
2.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
3.  เมตาจีโนมิกส: เครื่องมือระดับโมเลกุลสําหรับคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 

  
1.  จุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 

1.1  ระบบนิเวศปาชายเลน 
ปาชายเลน (Mangrove) เปนระบบนิเวศท่ีพบท่ัวไปในเขตรอน (Tropical) และ        

เขตก่ึงรอน (Sub-tropical) อยูบริเวณชายฝงซ่ึงเปนรอยตอระหวางสภาพแวดลอมบนบก 
(Terrestrial environment) และสภาพแวดลอมทางทะเล (Marine environment) พ้ืนท่ี          
ปาชายเลนอยูในบริเวณเขตน้ําข้ึนสูงสุดและน้ําลงต่ําสุด มีความแปรผันของคุณลักษณะดานกายภาพ
และเคมีคอนขางสูง โดยไดรับอิทธิพลของปจจัยสิ่งแวดลอมตาง ๆ จากท้ังบนบกและทะเล  

ปาชายเลนในไทยพบแพรกระจายอยูตามภาคตาง ๆ ตั้งแตภาคกลางตอนลาง ภาค
ตะวันออกตลอดไปจนถึงภาคใตท้ังสองฝง รวม 22 จังหวัด โดยมีพ้ืนท่ีรวม 1,047,390 ไร  ภาคกลาง
มีพ้ืนท่ีปาชายเลนประมาณ 3% ของพ้ืนท่ีปาชายเลนท้ังหมดของไทย ซ่ึงพบในบริเวณพ้ืนท่ีกนอาวไทย 
เชน สมุทรปราการ สมุทรสาคร สมุทรสงคราม เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ  ปาชายเลนในภาค
ตะวันออก พบอยูในแถบชายฝงทะเล เชน จันทบุรี ระยอง ตราดและชลบุรี คิดเปนพ้ืนท่ีประมาณ    
8% ของพ้ืนท่ีปาชายเลนท้ังหมด  สําหรับพ้ืนท่ีปาชายเลนในภาคใตซ่ึงมีมากถึง 89% ของพ้ืนท่ี      
ปาชายเลนท้ังหมดของไทย พบกระจายอยูในบริเวณชายฝงทะเลอาวไทยและอันดามัน ตั้งแตจังหวัด
ระนอง พังงา กระบี่ ภูเก็ต ชุมพร ตรัง สุราษฎรธานี นครศรีธรรมราช สตูล สงขลา ปตตานี เปนตน           
(วีระ เทพกรณ, 2552)   

จากการสํารวจของกรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง รายงานวาจังหวัดชลบุรีมีพ้ืนท่ี  
ปาชายเลนรวมท้ังหมดประมาณ 41,313 ไร  พ้ืนท่ีสวนใหญ (34,746 ไร) อยูในเขตอําเภอเมืองชลบุรี  
ในปจจุบันมีการเปลี่ยนแปลงของพ้ืนท่ีปาชายเลนในจังหวัดชลบุรีเปนอยางมาก โดยเกิดจากการใช
ประโยชนท่ีดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนเพ่ือกิจกรรมตาง ๆ เชน การเกษตร นากุง และทาเทียบเรือ เปนตน  
โดยมีพ้ืนท่ีท่ียังคงเปนปาชายเลนตามธรรมชาติอยูประมาณ 5,554 ไร   โดยอยูในพ้ืนท่ีเขตอําเภอ
เมืองชลบุรีประมาณ 4,872 ไร  อยางไรก็ตาม จังหวัดชลบุรีมีอัตราลดลงของพ้ืนท่ีปาชายเลนโดยเฉลี่ย
ตอปมากท่ีสุดถึง 5.42% เนื่องจากการขยายตัวทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะการพัฒนาพ้ืนท่ีชายฝงทะเล
และการพัฒนาแหลงทองเท่ียว ไร (สํานักอนุรักษทรัพยากรปาชายเลน กรมทรัพยากรทางทะเลและ
ชายฝง, 2555)  อยางไรก็ตามยังไมมีขอมูลความหลากหลายของจุลินทรียในพ้ืนท่ีปาชายเลนดังกลาว 
ซ่ึงขอมูลดังกลาวมีความสําคัญในการใชเปนฐานขอมูลและแนวทางในการวางแผนการจัดการ
ทรัพยากรปาชายเลนตอไป 
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ปาชายเลนมีปจจัยสิ่งแวดลอมทางกายภาพและเคมีคอนขางแปรผัน เนื่องจากไดรับ
อิทธิพลจากท้ังบนบกและทะเล  มีรายงานวา pH และของน้ําทะเลในบริเวณปาชายเลนอยูในชวง 
7.0-8.5 (กรมควบคุมมลพิษ, 2552) ในขณะท่ีความเค็มของน้ําทะเลในบริเวณปาชายเลนมี
คาประมาณ 10-303 ppt (ชมรมนักชีววิทยา อพ.สธ, ม.ป.ป.)  ในบางครั้งพบวา pH ของดินในพ้ืนท่ี 
ปาชายเลนมีความแปรผันสูง โดยอาจพบ pH อยูในชวงท่ีเปนกรด 2.87-6.40 หรือมี pH ท่ีสูงข้ึนกวา
นี้ก็เปนได (ประมาณ 7.0-8.2) (Hossain & Nuruddin, 2016)  อยางไรก็ตามจากการสํารวจพบวา
ดินปาชายเลนในจังหวัดชลบุรีมีคุณสมบัติท้ังทางกายภาพและเคมีท่ีคอนขางสมํ่าเสมอตลอดความลึก
ของชั้นดิน (5-40 เซนติเมตร) โดยอุณหภูมิของดินอยูในชวง 27.0-29.0 องศาเซลเซียส (เฉลี่ย 27.5 
องศาเซลเซียส) มีคา pH อยูในชวง 6.60-7.50 แตสวนมากอยูระหวาง 7.00-7.39 จึงจัดอยูในกลุมดิน
ท่ีเปนกลาง (สํานักอนุรักษทรัพยากรปาชายเลน กรมทรัพยากรทางทะเลและชายฝง, 2555) 
 

1.2  ความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
ปาชายเลนถือเปนระบบนิเวศท่ีมีความอุดมสมบูรณ โดยเปนแหลงอาศัยสิ่งมีชีวิตชนิด 

ตาง ๆ นอกจากนี้ยังเปนแหลงหลบภัยและแหลงวางไขของสัตวน้ํา ปฏิสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิต       
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้คอนขางมีความซับซอน จุลินทรียเปนกลุมสิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานของระบบนิเวศ 
มีบทบาทสําคัญในการรักษาสมดุลของระบบนิเวศแหงนี้ โดยทําหนาท่ีเปนท้ังผูผลิตและผูยอยสลาย 
ทําใหเกิดการหมุนเวียนของสารอาหารและแรธาตุตาง ๆ  จุลินทรียท่ีพบในระบบนิเวศนี้มีหลากหลาย 
ท้ังแบคทีเรีย อารเคีย แอคทิโนมัยซีส รา สาหราย เปนตน (Thatoi et al., 2013)  โดยมีผูใหความ
สนใจศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนในพ้ืนท่ีตาง ๆ อยาง
ตอเนื่อง โดยวิธีท่ีใชในการศึกษามีท้ังวิธีท่ีอาศัยการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อเพ่ือนํามาจําแนกและ
การใชวิธีทางดานเมตาจีโนมิกส 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนโดยอาศัยวิธีเพาะเลี้ยงเชื้อ  
พบจุลินทรียหลากหลายกลุม ท้ังแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีสและรา  กลุมประชากรแบคทีเรีย    
ในระบบนิเวศปาชายเลนทําหนาท่ียอยสลายซากพืชซากสัตวในปาชายเลนเพ่ือใชเปนสารตั้งตนหลัก
ในการเจริญ (Bano et al., 1997) ซ่ึงแบคทีเรียท่ีพบในระบบนิเวศปาชายเลนมีอยูหลายกลุมดวยกัน 
ไดแก แบคทีเรียเฮทเทอโรโทรป (Heterotrophic bacteria) ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการยอยสลาย
สารอินทรีย นอกจากนั้นยังพบแบคทีเรียกลุมอ่ืน ๆ เชน แบคทีเรียรีดิวซซัลเฟต (Sulfate-reducing 
bacteria) เชน Desulfovibrio sp., Desulfotomaculum sp. และ Desulfococcus sp. เปนตน 
แบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (N2-fixing bacteria) เชน Azospirillum sp., Azotobacter sp. และ 
Clostridium sp. เปนตน แบคทีเรียละลายฟอสเฟต (Phosphate-solubilizing bacteria) เชน 
Bacillus sp., Xanthobacter sp. และ Pseudomonas sp. เปนตน และแบคทีเรียสรางมีเธน 
(Methanogenic bacteria) เชน Methanoccoides sp. และ Methylutens sp. เปนตน (Thatoi 
et al., 2013) 

แอคทิโนมัยซีสเปนจุลินทรียกลุมสําคัญท่ีเปนแหลงของสารชีวภาพชนิดตาง ๆ รวมท้ังสาร
ออกฤทธิ์ทางชีวภาพ (bioactive compounds) โดยเฉพาะจีนัส Streptomyces ซ่ึงมีความสําคัญใน
การผลิตสารชีวภาพจํานวนมาก เชน ยาปฏิชีวนะ โดยพบวามากกวา 50% ของยาปฏิชีวนะท่ีคนพบ
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จากอดีตจนถึงปจจุบันไดมาจาก Streptomyces (Othman et al., 2015) ปาชายเลนเปนแหลง
อาศัยของแอคติโนมัยซีสท่ีหลากหลาย จากรายงานการศึกษาของ Sivakumar (2001) ซ่ึงคัดแยก   
แอคติโนมัยซีสจากปาชายเลน Pichavaram รัฐ Tamil Nadu ทางตอนใตของประเทศอินเดีย      
พบแอคติโนมัยซีสจํานวน 23 สปชีส ซ่ึงเม่ือนํามาจัดจําแนกพบวาแอคติโนมัยซีสท่ีคัดแยกไดสวนใหญ
เปนสมาชิกในจีนัส Streptomyces  นอกจากนี้ Hong et al. (2009) ไดศึกษาความหลากหลายของ   
แอคติโนมัยซีสจากดินและพืชในปาชายเลนประเทศจีน พบแอคติโนมัยซีสหลายจีนัส ไดแก 
Actinomadura, Microbispora, Verrucosispora, Arthrobater, Isoptericola, Micrococcus, 
Microbacterium, Nocardia, Rhodococcus และ Streptomyces นอกจากนี้ในการศึกษาของ 
ชุมพล รักศิลป (2557) ซ่ึงคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก  
ตะกอนดินในพ้ืนท่ีปาชายเลนบริเวณศูนยศึกษาธรรมชาติและอนุรักษปาชายเลนเพ่ือการทองเท่ียว 
เชิงนิเวศและปาชายเลนตําบลบางทราย อําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี พบแอคทิโนแบคทีเรีย 
หลายสายพันธุแสดงกิจกรรมเอนไซมดังกลาว  

เนื่องจากปาชายเลนเปนบริเวณรอยตอระหวางบกและทะเล ดังนั้นจึงสามารถพบไดท้ังรา
บก และราทะเลอยูดวยกัน โดยราบกและไลเคนจะอาศัยอยูบริเวณลําตนและรากอากาศของพืช ซ่ึง
เปนบริเวณท่ีน้ําทะเลทวมไมถึง สวนราทะเลจะอาศัยอยูตามรากพืชท่ีน้ําทะเลทวมถึง (Sarma & 
Hyde, 2001) ในปาชายเลนมีราท่ีไดรับการจัดจําแนกมากกวา 100 สปชีส ซ่ึงราเหลานี้ 
สามารถสังเคราะหเอนไซมตาง ๆ ท่ีจําเปนในการยอยสลายลิกนิน เซลลูโลส และสวนประกอบ 
อ่ืน ๆ ของพืช (Fell et al., 1984; Findlay et al., 1986; Singh & Steinke, 1992; Bremer, 
1995)  มีรายงานการพบรา 120 สปชีส จากปาชายเลน 29 แหงท่ัวโลก (Hyde, 1990) การศึกษา
ของ Liu et al. (2007) พบราเอนโดไฟตมากกวา 200 สปชีส ซ่ึงแยกไดจากปาชายเลนโดยพบวา
สมาชิกสวนใหญอยูในจีนัส  Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Colletotrichum, 
Fusarium, Paecilamyces, Penicillium, Pestalotiopsis, Phoma, Phomopsis, Phyllosticta 
และ Tricoderma   

สําหรับการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนโดยอาศัยวิธี
ทางดานเมตาจีโนมิกส อาทิเชน  Ghosh et al. (2010) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอยูใน
ดินตะกอนจากปาชายเลน Sundarban ประเทศอินเดีย โดยสรางหองสมุดยีน 16S rRNA  จากนั้น 
นําโคลนท่ีไดไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงเม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการแลวพบวามี
ความหลากหลายของแบคทีเรียในตัวอยางดินตะกอนจากปาชายเลนท่ีนํามาศึกษาเปนอยางมาก โดย
ตรวจพบแบคทีเรียในไฟลัมตาง ๆ อยางนอย 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) ท่ีศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมอารเคีย 
(Archaea) ในตัวอยางดินซ่ึงเก็บจากปาชายเลนใน Dongzhaigang National Nature Reserve, 
Hainan Island, ประเทศจีน (เดือนตุลาคม ค.ศ. 2004) โดยสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางดังกลาว และ
นํามาสรางหองสมุดยีน 16S rRNA จากนั้นวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ผลการศึกษาพบ  
อารเคียสวนใหญอยูในไฟลัม Crenarchaeota (80.4%) สวนท่ีเหลือ (19.6%) เปนสมาชิกในไฟลัม 
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Euryarchaeota โดยพบวาอารเคียเหลานี้อาศัยอยูรวมกับจุลินทรียกลุมอ่ืน ๆ ในตัวอยางท่ีนํามา
ศึกษา  หรือในงานวิจัยของ Thompson et al. (2013) ท่ีสํารวจความหลากหลายของแบคทีเรีย    
ในดินปาชายเลน 2 แหงในประเทศปราซิล โดยจากการวิเคราะหเมตาจีโนม 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) ศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินปาชายเลนบริเวณชายฝงทะเลเมือง Kochi 
ประเทศอินเดีย โดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส สรางหองสมุดยีน 16S rRNA ข้ึนมา เม่ือ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนตาง ๆ ท่ีอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA พบวาสวนใหญเปนขอมูล
ของแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria และ Firmicutes นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยของ Basak et al. 
(2016) ท่ีศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินของปาชายเลน Dhulibhashani ซ่ึง
ตั้งอยูทางทิศตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย โดยพ้ืนท่ีดังกลาวต ั้งอยูในเขตอุทยานแหงชาติ 
Sundarbans วิธีศึกษาท่ีคณะผูวิจัยใชคือการเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA จากเมตาจีโนม และอาน
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Pyrosequencing เม่ือวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช MG-RAST 
software พบแบคทีเรียจํานวน 56,547 สปชีส ซ่ึงจัดอยูใน 44 ไฟลัม โดยไฟลัมท่ีพบมากท่ีสุดคือ 
Proteobacteria นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes, Acidobactreia, Firmicutes, 
Actinobacteria, Nitrospirae, Cyanobacteria, Planctomycetes และ Fusobacteria group 
เปนจํานวนมากเชนกัน  สิ่งท่ีนาสนใจจากการศึกษานี้ผูวิจัยไดนําเทคนิค Pyrosequencing มาใชใน
การอานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rRNA ผสมท่ีอยูในเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
ทําใหสามารถเขาถึงแทกซอนท่ีมีอยูในตัวอยางไดอยางครอบคลุม โดยเทคนิคดังกลาวจัดเปน
เทคโนโลยีท่ีเรียกวา Next generation sequencing (NGS) ซ่ึงมีประโยชนอยางมากในการศึกษา
ทางดานนิเวศวิทยาของจุลินทรียในปจจุบัน (De Mandal et al., 2015) 
 

1.3  บทบาทของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
นอกจากสามารถพบแทกซอนของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนไดอยางหลากหลาย

แลว ยังพบวาจุลินทรียในปาชายเลนมีกิจกรรมเมแทบอลิซึมท่ีหลากหลาย จุลินทรียเปนสิ่งมีชีวิตท่ีมี
ความสําคัญในหวงโซอาหารภายในปาชายเลน โดยมีหนาท่ียอยสลายซากพืชซากสัตวท่ีมีอยูเปน
จํานวนมากเพ่ือใหเกิดการหมุนเวียนสารอาหารและการถายทอดพลังงาน (Holmer & Storkholm, 
2001) แหลงพลังงานท่ีสําคัญในระบบนิเวศปาชายเลนคือ ใบไมท่ีรวงหลนทับถมกันซ่ึงมีองคประกอบ
หลักเปนเซลลูโลส ดังนั้นบทบาทท่ีสําคัญอีกอยางหนึ่งของจุลินทรียในปาชายเลนคือการยอยสลาย
เซลลูโลส ซ่ึงมีจุลินทรียจํานวนมากในปาชายเลนท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสโดยสราง
เอนไซมเซลลูเลส  นอกจากนี้ยังพบวาจุลินทรียในปาชายเลนมีกิจกรรมเอนไซมอ่ืน ๆ อีกหลายชนิด 
เชน มีกิจกรรมเอนไซมอะกาเรส (Saravanan et al., 2015) อะไมเลส (Amylases) นิวคลีเอส 
(Nucleases) ฟอสฟาเทส (Phosphatases) โปรติเอส (Proteases) (Ventosa & Nieto, 1995)  
จากบทบาทดังกลาวขางตน การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในปาชายเลนจึงมีความนาสนใจ 
ท้ังในดานการสรางฐานขอมูลเพ่ือการอนุรักษและจัดการการใชทรัพยากรอยางยั่งยืน 
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2.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
เนื่องจากระบบนิเวศปาชายเลนมีความหลากหลายในดานชนิดของสารอินทรียท่ีสะสมอยู จึง

เปนท่ีคาดการณไดวาจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศดังกลาวนาจะมีความสามารถในการยอยสลาย
สารอินทรียเหลานั้น จุลินทรียหลายชนิดในปาชายเลนมีศักยภาพในดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
โดยยอยสลายเซลลูโลสจากพืชเพ่ือใชเปนแหลงคารบอนและแหลงพลังงานในการเจริญ ปจจุบัน
เอนไซมชนิดนี้ถูกนําไปใชอยางกวางในอุตสาหกรรมตาง ๆ 
 

2.1  เอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) 
เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ียอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบหลักของ 

ผนังเซลลพืชและเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในธรรมชาติ เซลลูโลสประกอบดวยหนวยยอยของ

น้ําตาลกลูโคสจํานวนมากเชื่อมตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ β-1,4-glycosidic โดยเอนไซมเซลลูเลส   

ทําหนาท่ียอยสลายพันธะ β-1,4-glycosidic ภายในโครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส  โครงสรางท่ัวไป
ของเอนไซมเซลลูเลสประกอบดวย 2 สวนไดแก สวนท่ีทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลส 
(Catalytic domain) และสวนท่ีทําหนาท่ีจับกับเซลลูโลส (Cellulose-binding domain) โดยท้ัง    
2 สวนของเอนไซมจะเชื่อมตอกันดวยพันธะเปปไทด การเรงปฏิกิริยาทําใหเซลลูโลสถูกยอยสลายและ
ละลายน้ําไดดียิ่งข้ึน ซ่ึงทําใหเอนไซมเซลลูเลสยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสงายข้ึน (Sukumaran 
et al., 2005) 
 

2.1.1  ประเภทของเอนไซมเซลลูเลส 
กลไกการยอยสลายเซลลูโลส ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุม หลัก ๆ ซ่ึงทําหนาท่ี

ยอยสลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ไดแก 

(1) Endo-glucanase (Endo-β-1,4-glucanase, Endo-β-1,4-D-glucan-4- 
glucanohydrolase, E.C.3.2.1.4) ทําหนาท่ียอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ีไมเปนระเบียบ 
(Amorphous) หรืออนุพันธของเซลลูโลส เชน เซลลูโลสท่ีผานการทําปฏิกิริยากับกรดฟอสฟอริก 
(Phosphoric swollen cellulose) และคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxyl methylcellulose) 

เอนไซมกลุมนี้ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4-glycosidic แบบสุม ทําใหไดผลิตภัณฑเปนโอลิโกแซคคาไรด 
(Oligosaccharides) (Wood, 1989) นอกจากนี้ยังทําใหไดผลิตภัณฑเปนเซลโลไบโอส (Cellobiose) 
และกลูโคสอีกดวย (Sharada, Venkateswarlu, Venkateswar, & AnandRao, 2014) 

(2) Exo-glucanase (Exo-β-1,4-D-glucan-4-cellobiohydrolase,  
E.C.3.2.1.91) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลสโดยแยกหนวยยอยเซลโลไบโอส (Cellobiose) ออกจาก
ปลายดานท่ีไมมีน้ําตาลรีดิวซ (Non-reducing end) ของสายเซลลูโลส ผลิตภัณฑสวนใหญท่ีไดเปน
น้ําตาลเซลโลไบโอส  นอกจากนี้เอนไซมกลุมนี้ยังสามารถยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ี
จัดเรียงตัวเปนระเบียบ (Microcrystalline cellulose) เชน 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) ทําหนาท่ียอยสลาย  
เซลโลไบโอส (Cellobiose) และเซลโลแดกซทริน (Cellodextrin) ท่ีละลายน้ําไดไปเปนน้ําตาล
กลูโคส (Shewale, 1982; Ryu & Mandels, 1980) 

การยอยสลายเซลลูโลสท่ีสมบูรณจะเปลี่ยนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสไดจําเปนตอง
อาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซมท้ัง 3 ชนิด การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสแสดงดังภาพท่ี 2-1  
การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสถูกยับยั้งไดดวยผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนกลาวคือ ถามีปริมาณของกลูโคสท่ี
ผลิตไดมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม β -Glucosidase ซ่ึงจะทําใหเกิดการสะสมของ      
เซลโลไบโอส  เม่ือเซลโลไบโอสมีปริมาณมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม Endoglucanase 
และ Exoglucanase ทําใหปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสเกิดข้ึนไดชาลง และปฏิกิริยาจะหยุดลง 
ในท่ีสุด (Xie et al., 2007; Sharada et al., 2014) 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2-1  การยอยสลายเซลลูโลสโดยระบบเอนไซมเซลลูเลส 
(ท่ีมา : Xie et al., 2007) 
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   2.1.2  เอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลน 
มีรายงานวาจุลินทรียจํานวนมากท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลนมี

ความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสได จุลินทรียในปาชายเลนท่ีสามารถผลิตเอนไซมเซลลูเลส มี
ท้ังกลุมแบคทีเรีย แอคทิโนมัยซีสและรา (Immanuel et al., 2006; Thatoi et al., 2013) ตัวอยาง
จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากระบบนิเวศปาชายเลน แสดงดังตารางท่ี  
2-1 
 
ตารางท่ี 2-1  ตัวอยางแทกซอนจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนท่ีมีความสามารถในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลส 
  

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: เครื่องมือระดับโมเลกุลสําหรับคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส               
ในระบบนิเวศปาชายเลน 

การนํากระบวนการดานเมตาจีโนมิกสมาใชในการศึกษาจุลินทรียในสิ่งแวดลอม สวนหนึ่งก็
มีวัตถุประสงคเพ่ือตองการทราบถึงกิจกรรมของจุลินทรียท่ีเก่ียวของกับการหมุนเวียนของสารตาง ๆ 
ในระบบนิเวศ (Myrold et al., 2013)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในสิ่งแวดลอมรวมถึง 
ปาชายเลน ถือวาเปนแหลงของสารอินทรียแหลงใหญท่ีตองการการยอยสลายเพ่ือทําใหเกิดการ
หมุนเวียนของสารประกอบคารบอนสําหรับนําไปใชโดยสิ่งมีช ีวิตกลุมตาง ๆ ท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอม 
การยอยสลายเซลลูโลสเก่ียวของกับการทํางานรวมกันของเอนไซมเซลลูเลสชนิดตาง ๆ โดยเอนไซม
เซลลูเลสซ่ึงเปนท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปวามีหนาท่ีสําคัญในการยอยสลายเซลลูโลสมี 3 กลุมดวยกันคือ 

endoglucanases, exoglucanase และ β-glucosidase ซ่ึงเอนไซมท้ังสามกลุมนี้ทํางานรวมกันใน
การยอยสลายเซลลูโลสและทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑโมโนแซคคาไรดคือน้ําตาลกลูโคส (Lynd et al., 
2002) เม่ือพิจารณาตามโครงสรางของระบบเอนไซมเซลลูเลสในแบคทีเรีย สามารถแบงออกไดเปน  
2 ประเภท คือ cellulosome (multi-enzyme complex) ซ่ึงพบไดในแบคทีเรียกลุมแอนแอโรบ
บางชนิด และ non-cellulosome ซ่ึงเปนระบบท่ีพบไดท่ัวไปในจุลินทรียกลุมแอโรบ โดยเอนไซมใน
ระบบนี้เขาจับกับโมเลกุลของเซลลูโลสโดยตรง (Lynd et al., 2002)  มีรายงานจํานวนมากท่ีกลาวถึง
การคัดแยกและศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนมประเภทตาง 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)  เนื่องจากเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีมีความสําคัญท้ังในเชิงของ    
การยอยสลายวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตรและในเชิงอุตสาหกรรมและการผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ    
การคนหาเอนไซมเซลลูเลสชนิดใหม ๆ ยังมีความสําคัญและจําเปนตอการนําไปประยุกตใชในดาน
เทคโนโลยีชีวภาพตอไป 

ตัวอยางงานวิจัยท่ีรายงานการใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสในการคนหายีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลส เชน งานวิจัยของ Thompson et al. (2013) ซ่ึงในงานวิจัยนี้ไมเพียงรายงานถึง
ความหลากหลายของแบคทีเรียในเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลนในประเทศบราซิลเทานั้น แต
คณะผูวิจัยยังรายงานถึงการคนหาและพบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 
จากเมตาจีโนมท่ีศึกษาอีกดวย นอกจากนี้ Gonçalves et al. (2015) รายงานการตรวจพบยีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลสจากโคลนท่ีปรากฏอยูในหองสมุดเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลนท่ีเก็บมาจาก
บริเวณ Camamu Bay ประเทศบราซิล  

การศึกษาท่ีแสดงใหเห็นถึงความสําเร็จของการแยกยีนท่ีนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจาก
ตัวอยางดินท่ีเก็บจากระบบนิเวศปาชายเลนของประเทศไทย ไดมีการนําเสนอไวในรายงานวิจัยของ 
Wiwat & Sillapee (2011) ซ่ึงใชวิธีทางดานเมตาจีโนมิกสศึกษายีนท่ีเก่ียวของกับการยอยสลาย
เซลลูโลส ในตัวอยางดินซ่ึงเก็บจากปาชายเลนในจังหวัดสตูล  จากการสุมโคลนจํานวน 100 โคลน 
จากหองสมุดเมตาจีโนม มาตรวจสอบความสามารถในการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชอาหารท่ีมี 
Carboxymethylcellulose (CMC) เปนสับสเตรท พบโคลนจํานวน 20 โคลน แสดงกิจกรรมการ
ยอยสลาย CMC ได โดยปรากฏวงใสรอบโคโลนีภายหลังการยอมดวย Congo red  เม่ือนําโคลนท่ี
แสดงกิจกรรมของเอนไซม CMCase ท่ีดีท่ีสุด จํานวน 2 โคลน คือ celP8 และ celP24 มาตรวจสอบ
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ขนาดและลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนเวกเตอร พบวา celP8 และ celP24 มี
ขนาด 421 และ 127 คูเบส ตามลําดับ โดยผลท่ีไดจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม BLAST ไมพบ
ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดกับขอมูลของยีนเซลลูเลสท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank แตอยางใด ซ่ึงแสดงใหเห็นวายีนเซลลูเลสดังกลาวนาจะเปนยีนชนิดใหม  อยางไรก็ตาม
จากการคนควางานวิจัยท่ีผานมา ยังไมพบรายงานวิจัยท่ีนําวิธีทางดานเมตาจีโนมิกสมาใชในการ
สํารวจความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในพ้ืนท่ีปาชายเลนในจังหวัด
ชลบุร ี
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 

 
 
1.  ตัวอยางตะกอนดินปาชายเลน 

เก็บตัวอยางตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน (เดือนตุลาคม-พฤศจิกายน 2556) เก็บรักษา
ตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 4 ºC ระหวางการขนสงตัวอยางมายังหองปฏิบัติการ นําตัวอยางท้ังหมดมาเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ 
 
2.  การสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดจากตัวอยางตะกอนดิน ทําโดยนําดิน 5 กรัม มาบดใหละเอียดใน
สภาวะท่ีใชไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป GF-1 Soil sample 
DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 

 
3.  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย 

3.1  การเพ่ิมปริมาณยีน rRNA  
การเพ่ิมปริมาณยีน rRNA จากเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีส 

ยีสตราและทรอสโทคริทริดส ใชคูไพรเมอรดังแสดงในตารางท่ี 3-1  
 

ตารางท่ี 3-1  คูไพรเมอรท่ีใชในเพ่ิมปริมาณยีน  rRNA จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
 

ยีนเปาหมาย ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’… 3’) 
Amplicon 
size (~bp) 

อางอิง 

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.  
 (ยีสตและรา) NS8 TCCGCAGGTTCACCTACG GA  (1990) 

 

ยีน 18S rRNA 18S001 AACCTGGTTGATCCTGCCAGTA 1,800 Honda et al. 
(ทรอสโทคิทริดส) 18S13 CCTTGTTACGACTTCACCTTCCTCT  (1999) 
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นําเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีเตรียมได (ขอ 2) มาใชเปนแมแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร โดย
ผสมองคประกอบตาง ๆ ตามลําดับ ลงในหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรสุดทาย
เทากับ 50 ไมโครลิตร  องคประกอบของปฏิกิริยามีดังนี้ 1X PCR buffer, MgCl2 1.5 mM, 

Deoxynucleoside triphosphate ท้ัง 4 ชนิด (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP) ชนิดละ 0.2 
mM, ไพรเมอร (แตละสาย) 0.5 µM, Taq DNA polymerase (Vivantis, Malaysia) 2.5 ยูนิต และ
ดีเอ็นเอแมแบบ (10 ng/µl) ปริมาตร 5 µl  เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมาย (16S rRNA หรือ 18S rRNA) 
ในเครื่อง DNA thermal cycler (Biometra® TGradient) โดยดําเนินปฏิกิริยาดังนี้  Initial 
denaturation ท่ี 94 ºC 3 นาที ตามดวยข้ันตอน Denaturation ท่ี 94 ºC 45 วินาที  Annealing 
ท่ี 55 ºC 30 วินาที และ Extension ท่ี 72 ºC 2 นาที จํานวน 35 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส (1.2% agarose gel; 1X TAE buffer) เก็บสารละลายจาก

ปฏิกิริยาพีซีอารสวนท่ีเหลือท่ีอุณหภูมิ -20°C เพ่ือนําไปทําบริสุทธิ์ตอไป โดยดําเนินการตามวิธีท่ีระบุ
ในชุด Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) 
 

3.2  การสรางหองสมุดยีน rRNA และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลิตภัณฑพีซีอารของยีน rRNA ท่ีไดจากการใชเมตาจีโนมเปนแมแบบและผานการทํา

บริสุทธิ์แลว มาเชื่อมตอกับเวกเตอร pGEM®-T Easy (Promega)  นําดีเอ็นเอท่ีไดเคลื่อนยายดีเอ็นเอ
ท่ีผานการเชื่อมตอแลวเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli JM109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนโดยวิธี 
blue-white screening บนอาหาร Luria-Bertani (LB) agar ท่ีผสม IPTG และ X-gal  เก็บโคลน   
สีขาวทุกโคลน (ซ่ึงคาดวาเปนรีคอมบิแนนทโคลน) พรอมท้ังนําไปเก็บรักษาในอาหาร LB broth ท่ี
ผสมกลีเซอรอล ความเขมขน 30%  

นํารีคอมบิแนนทโคลนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร LB broth เปนเวลาขามคืน จากนั้น      
สกัดพลาสมิด (รีคอมบิแนนทพลาสมิด; pGEM®-T Easy + insert) โดยใชชุดสกัด PureYield™ 
Plasmid Miniprep System (Promega) ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิด 
โดยวิธีการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม (เรสทริกชันเอนไซมท่ีสามารถนํามาใชในการตัดเพ่ือปลอย    
ชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิดออกมาเปนอิสระ ไดแก BstZI, EcoRI และ NotI ซ่ึงในงานวิจัยนี้
เลือกใช EcoRI)  

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีผานการตรวจยืนยันขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนโมเลกุล 
สงไปอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนได 2(First BASE Laboratories Sdn Bhd, 
Malaysia) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับขอมูลใน GenBank บน 
NCBI (National Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดย1ใชโปรแกรม BLAST และฐานขอมูล EzTaxon (http://www.ezbiocloud.net/eztaxon)   

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในหองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียแตละกลุม    
มาวิเคราะหเปรียบเทียบในลักษณะเปนคู (Pairwise analysisม PSA) โดยในการศึกษานี้ใชคา 
similarity cutoff สําหรับแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสท่ี 97% และ 99% ตามลําดับ 
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3.3  การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของจุลินทรีย 
คัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rRNA ของจุลินทรียท่ีตรวจพบจากเมตาจีโนมของ

ตะกอนดินปาชายเลนรวมท้ังขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดียวกันจากจุลินทรียสายพันธุตาง ๆ ท่ี
แสดงคาเปอรเซ็นตความคลายคลึงในระดับตาง ๆ เม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีกําลังศึกษาจาก
ฐานขอมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) และ EzTaxon 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon) โดยจัดเรียงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใหอยูในรูปแบบ 
Fasta (Fasta format) พรอมกับบันทึกไฟลดวยโปรแกรม Notepad จากนั้นนําขอมูล             
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคัดเลือกมาทําการจัดเรียงแบบ Multiple sequence alignment (MSA)     
โดยใชโปรแกรม ClustalW ผานทางโปรแกรม BioEdit  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการทํา 
MSA แลวมาคัดเลือกบริเวณท่ีเหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูล (Informative site) ดวยโปรแกรม 
Gblock และนําไฟลขอมูลจาก Gblocks มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและสรางแผนภูมิ
ไฟโลแกรม (Phylogram) โดยใชโปรแกรม MEGA 6 เลือกทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิดวยวิธี 
Bootstrapping (1,000 ซํ้า)  

 
3.4  การระบุแทกซอน 

ระบุแทกซอนของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีศึกษา โดยใชระดับความคลายคลึงของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rRNA  97% ในการระบุแทกซอนระดับจีนัส และ 99% สําหรับระบุ  แทก
ซอนระดับสปชีส รวมกับขอมูลสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
4.  การเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสบางสวนจากเมตาจีโนม 

นําตัวอยางเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอมาใชในการเพ่ิมปริมาณยีนนํารหัสการสรางเอนไซม     
เซลลูเลสโดยใชเทคนิคพีซีอาร โดยใชคูไพรเมอรท่ีออกแบบข้ึนในหองปฏิบัติการ จากนั้นเชื่อมตอ
ผลิตภัณฑพีซีอาร (ซ่ึงเปนบางสวนของยีนเซลลูเลส) เขาสูเวกเตอร pGEM®-T Easy (Promega, 
USA) คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนและนําไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ี
โคลนไดโดยใชโปรแกรม BLAST พรอมท้ังใชโปรแกรม MEGA 6 วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
ของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสท่ีไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1.  ความหลากหลายของจุลินทรียในดินจากปาชายเลน 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมของตะกอนดินท่ีเก็บจากพ้ืนท่ี
ปาชายเลนของอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี โดยสรางหองสมุดยีน rRNA จากเมตาจีโนมของ
ตะกอนดินปาชายเลน จํานวน 5 ตัวอยาง ไดจํานวนโคลนรวมท้ังหมด 253 โคลน โดยแบงเปน
จุลินทรียกลุมแบคทีเรีย 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  ความถ่ีของการพบจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย ราและ            
ทรอสโทคริทริดส จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียแตละกลุมซ่ึงเพ่ิมปริมาณได
จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี   
 
 

1.1  แบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย 
เม่ือนําโคลนท่ีปรากฎอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA ของกลุมแบคทีเรียท่ัวไปและ       

แอคทิโนแบคทีเรียไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวาแทกซอนของแบคทีเรียสวนใหญ 
เปนสมาชิกในไฟลัม Actinobacteria (50.3%) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (45.6%) และ   
ไฟลัม Proteobacteria ดังแสดงในภาพท่ี 4-2   
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ภาพท่ี 4-2  ความถ่ีของการพบแบคทีเรียไฟลัมตาง ๆ จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA 
ของแบคทีเรียท่ัวไป ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี    
จังหวัดชลบุร ี

 
 
เม่ือพิจารณาแทกซอนในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป พบวาสมาชิกของไฟลัม Firmicutes 

คอนขางโดดเดน ซ่ึงสมาชิกท่ีพบสวนสวนใหญอยูในจีนัส Bacillus  สวนอีกไฟลัมหนึ่งท่ีพบคือ 
Proteobacteria โดยพบแบคทีเรียในคลาส Gamma-Proteobacteria (6.8%) ซ่ึงสวนใหญเปน
สมาชิกในจีนัส Vibrio รวมท้ังพบแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria (1.4%) ดวย 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 จีนัสท่ีพบบอยคือ Bacillus เชน B. amyloliquefaciens, 
B. licheniformis, B. pumilus, B. straosphericus และ B. subtilis นอกจากนี้ยังพบ 
Staphylococcus spp. ดวยเชนกัน  แทกซอนท่ีนาสนใจของแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes คือ 
Bacillus sp. ซ่ึงบอยท่ีสุด เม่ือเลือกโคลนตัวแทนของสปชีสนี้มาศึกษาคือ CS3-MAS03 พบวาขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุดประมาณ 99.5% 
กับ Bacillus aerophilus 28KT, Bacillus stratosphericus 41KF2aT, Bacillus altitudinis 
41KF2bT และ Bacillus xiamenensis HYC-10T (ฐานขอมูล EzTaxon) เม่ือวิเคราะหสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ พบวา Bacillus sp. CS3-MAS03 มีบรรพบุรุษลาสุดรวมกับ B. xiamenensis    
HYC-10T ดังแสดงในภาพท่ี 4-3 โดย Bacillus sp. CS3-MAS03 มีสายวิวัฒนาการแยกออกมาจาก
บรรพบุรุษรวมยาวนานกวา B. xiamenensis HYC-10T 

 

 
 
ภาพท่ี 4-3  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-MAS03 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ี
Maximum Likelihood บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน        
16S rRNA และใชโมเดล Maximum Composite Likelihood (MCL) ในการคํานวณระยะหาง  
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,470 
ตําแหนง ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 9 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Bacillus indicus LMG 22858 เปนแทกซอนนอกกลุม 
 
 

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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เปนท่ีนาสังเกตวามีแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria 1 โคลน (CS3-MAS11)   
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีสท่ีแนนอนได โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียดังกลาวนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99-100% และมีสายสัมพันธ   
เชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกับ uncultured Alpha-Proteobacterium clone Belgica 2005/10 
(DQ351777) ท่ีปรากฏขอมูลอยูใน GenBank และ EzTaxon-e (cultured & uncultured)    
(ภาพท่ี 4-4)  อยางไรก็ตามเม่ือเปรียบเทียบกับแทกซอนท่ีระบุจีนัสและสปชีสชัดเจน พบวาแสดง
ความคลายคลึงสูงสุดเพียง 94.03% กับ Anderseniella baltica BA141(T) ซ่ึงต่ํากวาระดับท่ีจะ
สามารถระบุวาเปนจีนัสเดียวกันได จึงทําใหคาดวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA     
ของโคลนนี้นาจะเปนแบคทีเรียแทกซอนใหม (จีนัสใหม) 

 
 

 
 
ภาพท่ี 4-4  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-MAS11 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ี
Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 
และใชโมเดล Kimura 2-parameter ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความ
ยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,318 ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 
7 ขอมูลถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Anderseniella sp. 
BB54 ซ่ึงเปนแบคทีเรียทะเล (คลาส Alpha-Proteobacteria) เปนแทกซอนนอกกลุม   
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สําหรับในหองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย ตรวจพบสมาชิกจํานวน 4 จีนสั  
โดยจีนัสท่ีโดดเดนท่ีสุดคือ Streptomyces (66.7%) รองลงมาคือจีนัส Actinoplanes (12%) สวนท่ี
เหลืออีก 2 จีนัส คือ Rhodococcus และ Cellulomonas พบในความถ่ีท่ีเทากันคือ 10.7%     
(ภาพท่ี 4-5) 

 

 
 
ภาพท่ี 4-5  แอคทิโนมัยซีสจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA ซ่ึงได
จากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี 
 
 

แอคทิโนมัยซีสท่ีพบบอย 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  
ในหองสมุดยีน 18S rRNA ของจุลินทรียกลุมรา ท่ีสรางข้ึนจากตะกอนดินปาชายเลน       

พบสมาชิกของราและยีสตหลากหลายจีนัส (ภาพท่ี 4-6) โดยจีนัสท่ีพบบอยท่ีสุดคือ Aspergillus    
(28.8%) รองลงมาคือ Trichoderma (17.3%) และ Phomopsis (11.5%) ตามลําดับ  

 

 
 
ภาพท่ี 4-6  ราสายและยีสตในจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 18S rRNA 
ของจุลินทรียกลุมรา ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอเมืองชลบุรี  
จังหวัดชลบุร ี
 
 

ราท่ีพบบอยท่ีสุดคือ Aspergillus niger (15.4%) รองลงมาคือ Trichoderma sp.1 
(13.5%) และ Phomopsis sp. (11.5%)  เปนท่ีนาสังเกตวาสมาชิกของราในจีนัส Aspergillus    
พบไดหลากหลายท่ีสุด (6 สปชีส) 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 (ตอ)   
 

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 

 
 

สิ่งท่ีนาสนใจของผลการสํารวจความหลากหลายของยีสตราท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลนของ
บริเวณท่ีศึกษาคือ พบยีสต 1 สายพันธุ (จํานวน 1 โคลนในหองสมุดยีน 18S rRNA ของยีสตรา     
คิดเปนความถ่ีการพบ 3.8% ดังแสดงในตารางท่ี 4-3) ซ่ึงยังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและ 
สปชีสได เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ
ยีสตในแฟมิลิ Saccharomycetaceae หลายสปชีส  (ฐานขอมูล GenBank) เชน Debaryomyces 
hansenii, Candida athensensis BG02-7-13-014-3-1, Candida fermentati NRRL Y-17903 
และ Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 เปนตน  อยางไรก็ตามเม่ือนําขอมูล        
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของยีสต CS1-NS07 มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
พบวามีสายวิวัฒนาการท่ีแสดงบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ D. hansenii (ภาพท่ี 4-7) 
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ภาพท่ี 4-7  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลน CS3-NS07 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-
Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล 
p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน 
ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 18S rRNA จํานวน 1,733 ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 7 ขอมูลถูกนํามาใชในการ
วิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Priceomyces haplophilus NRRL Y-7860 
(Ascomycetous yeast;  Saccharomycetaceae) เปนแทกซอนนอกกลุม   
 
 

1.3  ทรอสโทคิทริดส  
ในหองสมุดยีน 18S rRNA ของทรอสโทคิทริดส  ตรวจพบ Aurantiochytrium spp.     

มากท่ีสุด (48.1%) รองลงมาคือ Schizochytrium spp. (38.5%) นอกจากนี้ยังพบจีนัส Ulkenia   
(9.6%) และทรอสโทคิทริดสท่ียังไมสามารถระบุจีนัสได (3.8%) ดังแสดงในภาพท่ี 4-8   

 

 
ภาพท่ี 4-8  ทรอสโทคิทริดสจีนัสตาง ๆ ท่ีตรวจพบจากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 18S rRNA  
ของจุลินทรียกลุมทรอสโทคิทริดส ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของตะกอนดินปาชายเลน ในพ้ืนท่ีอําเภอ 
เมืองชลบุรี จังหวัดชลบุรี 
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ทรอสโทคริทริดสท่ีพบสามารถระบุแทกซอนระดับสปชีสไดมี 3 สปชีส คือ 
Aurantiochytrium limacinum, Schizochytrium mangrovei และ Ulkenia virsugensis 
(ตารางท่ี 4-4)  เม่ือพิจารณาความหลากหลายของทรอสโทคริทริดส พบวา Aurantiochytrium  
และ Shizochytrium เปนจีนัสท่ีมีความหลากหลายของแทกซอนระดับสปชีสมากท่ีสุด กลาวคือ     
3 สปชีส (ตารางท่ี 4-4) และพบทรอสโทคริทริดสอีก 1 สายพันธุ (CS1-TH06) ท่ียังไมสามารถ      
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 

 
 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของ CS1-TH06 แสดงความคลายคลึงสูงสุดถึง 
100% กับทรอสโทคริทริดสท่ียังไมมีการระบุแทกซอนท่ีชัดเจน คือ Thraustochytriidae sp. SEK 
697 (AB973552) รวมท้ังยังแสดงความคลายคลึงสูง 99% กับทรอสโทคริทริดสจีนัส 
Thraustochytrium sp. AR2-19 cone: 1  Thraustochytrium sp. AR2-19 clone: 2 และ
Thraustochytrium sp. AR2-19 clone: 3  อยางไรก็ตาม เปนท่ีนาสังเกตวาระดับความคลายคลึง
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของ CS1-TH06 กับทรอสโทคริทริดสในจีนัส 
Thraustochytrium ตามท่ีปรากฏบนฐานขอมูล GenBank มีความแปรผันตั้งแต 99% จนถึงระดับท่ี
ต่ํากวา 90% (เชน 88% เม่ือเปรียบเทียบกับ Thraustochytrium sp. HK10; FJ821500 ซ่ึงมี
ตําแหนงเปนแทกซอนนอกกลุมในแผนภูมิท่ีแสดงดังภาพท่ี 4-9) ซ่ึงต่ํากวาเกณฑท่ีสามารถระบุ    
แทกซอนในระดับจีนัสได ดังนั้นในการศึกษานี้จึงยังไมมีการระบุแทกซอนของ CS1-TH06 โดยในการ
ระบุแทกซอนท่ีแนนอนของทรอสโทคริทริดสไอโซเลทนี้จําเปนตองใชยีนเครื่องหมายอ่ืนท่ีมีอัตรา
วิวัฒนาการท่ีสูงกวายีน 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  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของทรอสโทคริทริดสท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลน  
จังหวัดชลบุรี ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ีNeighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูล      
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล Tamura-Nei method ในการคํานวณระยะหาง 
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยใชวิธี Bootstrapping 1,000 ซํ้า ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,349 
ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 10 ขอมูลถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Thraustochytrium sp. HK10 เปนแทกซอนนอกกลุม   
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2.  การวิเคราะหยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 
จากการตรวจสอบการปรากฏอยูของยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชเทคนิค 

พีซีอารเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาว โดยใชคูไพรเมอรท่ีออกแบบมาจากยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส 

(endo-1,4-β-glucanase) และ β-glucosidase ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ 
Streptomyces ตามลําดับ  จากการโคลนยีน ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน 2 โคลน (Clone 1042 
และ Clone 0246) เม่ือนําชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนไดจากรีคอมบิแนนทท้ัง 2 โคลนดังกลาวไปอานลําดับ  
นิวคลีโอไทด ไดขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดความยาว 1500 และ 1400 นิวคลีโอไทด ตามลําดับ ดังนี้   

 
(1) ลําดับนิวคลีโอไทดของ 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)  ลําดับนิวคลีโอไทดของ 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 

 
             

  เม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด แลวพบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน
ท่ีโคลนไดจาก Clone 1042 มีความคลายคลึงสูงมาก (99%) กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม            
Cellulase (endo-1,4-β-glucanase) จาก Bacillus subtilis สายพันธุตาง ๆ โดยแสดงสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดมากกับ B. subtilis subsp. natto BEST195 (accession no. AP11541.1) 
(ภาพท่ี 4-10) ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 0246 แสดงความคลายคลึง

ประมาณ 77-100% กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม β-glucosidase จากสายพันธุตาง ๆ ของ 
Streptomyces spp. ซ่ึงเม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการแลวพบวาแสดงความสัมพันธท่ี
ใกลชิดกับ Streptomyces sp. QM-B814 (ATCC11238) (accession no. Z29625.1) ดังแสดงใน
ภาพท่ี 4-11 
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ภาพท่ี 4-10  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส                    

(endo-1,4-β-glucanase) ของ Clone 1042 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining จากโปรแกรม 
Mega 6  โดยใช Tamura 3-parameter method ในการคํานวณระยะหางทางพันธุกรรม ทดสอบ
ความเชื่อม่ันดวยวิธี Bootstrapping 1000 ซํ้า  
 
             
             

 
 

ภาพท่ี 4-11  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลส (β-glucosidase)          
ของ Clone 0246 ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining จากโปรแกรม Mega 6 โดยใช      
Tamura 3-parameter method ในการคํานวณระยะหางทางพันธุกรรม ทดสอบความเชื่อม่ัน   
ดวยวิธี Bootstrapping 1000 ซํ้า  



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

หองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียกลุมตางๆ ท่ีสรางจากเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอของตะกอนดินซ่ึง
เก็บจากพ้ืนท่ีปาชายเลนเขตอําเภอเมือง จังหวัดชลบุรี แสดงความหลากหลายของจุลินทรียกลุมตางๆ 
โดยในกลุมแบคทีเรีย พบไฟลัม Actinobacteria มากท่ีสุด (50.3%) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes 
(45.6%) และไฟลัม Proteobacteria (4%)  จีนัสตัวแทนท่ีพบโดดเดนของแบคทีเรียท่ัวไป      
แอคทิโนแบคทีเรีย ราและทรอสโทคริทริดส คือ Bacillus, Streptomyces, Aspergillus และ 
Aurantiochytrium ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียในคลาส Alpha-Proteobacteria         
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสไดจํานวน 1 แทกซอน ซ่ึงมีขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 16S rRNA แสดงความคลึงสูงสุดเพียง 94% กับ Anderseniella baltica  ดังนั้นจึงมี
แนวโนมเปนแบคทีเรียแทกซอนใหม ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสท่ีตรวจพบในเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ
ของตะกอนดินปาชายเลนในพ้ืนท่ีท่ีศึกษาแสดงความคลายคลึงและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ี
ใกลชิดกับยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสของ Bacillus subtilis และ Streptomyces spp. 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

จุลินทรียเปนกลุมของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมีบทบาทสําคัญในทุกระบบนิเวศ โดยถือเปน
สิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานท่ีชวยใหเกิดการขับเคลื่อนและรักษาสมดุลของระบบนิเวศ  บทบาทสําคัญของ
จุลินทรียแตละกลุมท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศปาชายเลน เก่ียวของโดยตรงกับการหมุนเวียนของ
สารอาหาร เพ่ือสงผานไปยังสิ่งมีชีวิตกลุมตาง ๆ และสืบเนื่องจากพ้ืนท่ีปาชายเลนมีปริมาณ
สารอินทรียท่ีมากและหลากหลาย ท้ังท่ีผลิตข้ึนเองในพ้ืนท่ีแหงนี้และสารอินทรียท่ีนําเขาจากภายนอก 
เชน จากบนบก ทะเลและมหาสมุทร ทําใหระบบนิเวศปาชายเลนมีความหลากหลายของจุลินทรีย
คอนขางมาก 

จากการสุมเก็บตัวอยางตะกอนดินจากปาชายเลนในพ้ืนท่ีเมืองชลบุรี ซ่ึงเปนปาธรรมชาติ  
ท่ีเปนเขตอนุรักษ นํามาศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียผานกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส 
พบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย ยีสตและราสาย รวมท้ังทรอสโทคิทริดส     
ในกระบวนการศึกษาเบื้องตนไดมีการใชคูไพรเมอรยูนิเวอรซัล (Universal primers) เพ่ิมปริมาณยีน 
rRNA ท่ีจําเพาะตอจุลินทรียแตละกลุมข้ึนมา ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากการใชคูไพรเมอรแตละชุด
นั้นเปนผลิตภัณฑพีซีอารผสมของแทกซอนตาง ๆ จึงจําเปนตองนํามาโคลนเพ่ือแยกผลิตภัณฑพีซีอาร
แตละชิ้นออกจากกัน โดยโคลน 1 โคลน มีผลิตภัณฑพีซีอารแทรกอยู 1 ชิ้น เม่ือนําพลาสมิดท่ีสกัด
จากรีคอมบิแนนทโคลนไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ก็จะทําใหทราบถึงลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน rRNA ท่ีแทรกอยูบนพลาสมิดวาเปนของแทกซอนใด   

ในงานวิจัยนี้พบแบคทีเรียในไฟลัม Actinobacteria และ Firmicutes ในความถ่ีท่ีสูง 
กลาวคือ 45.6% และ 50.3% ตามลําดับ สอดคลองกับรายงานของ Vincent et al. (2015) ศึกษา
ความหลากหลายของแบคทีเรียในตะกอนดินปาชายเลน บริเวณชายฝงทะเลเมือง Kochi ประเทศ
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อินเดีย โดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส สรางหองสมุดยีน 16S rRNA ข้ึนมา เม่ือวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนตาง ๆ ท่ีอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA พบวาสวนใหญเปนขอมูลของ
แบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria และ Firmicutes   

แทกซอนของแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes พบ Bacillus sp. (CS3-MAS03) บอยท่ีสุด 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนนี้แสดงความคลายคลึงสูงสุดประมาณ 99.5% 
กับ Bacillus aerophilus 28K(T), Bacillus stratosphericus 41KF2a(T), Bacillus altitudinis 
41KF2b(T) และ Bacillus xiamenensis HYC-10(T) (ฐานขอมูล EzTaxon) จากผลการวิเคราะห
ดังกลาวสามารถสะทอนใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ไมสามารถใชในการ
บงชี้ความแตกตางระหวางกลุมสปชีสเหลานี้ของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ได (B. 
aerophilus,      B.  stratosphericus, B. altitudinis และ B. xiamenensis) 2  อยางไรก็ตามเม่ือ
วิเคราะห        สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการพบวา Bacillus sp. (CS3-MAS03) มีบรรพบุรุษรวมลาสุด
กับ                   B. xiamenensis HYC-10T แตดวยขอจํากัดของยีนเครื่องหมายดังท่ีไดกลาว ใน
งานวิจัยนี้จึงยังไมไดระบุแทกซอนในระดับสปชีสของ CS3-MAS03 

Bacillus เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปทอน ตองการออกซิเจนในการเจริญ (Aerobic) แต
บางชนิดสามารถเจริญไดท้ังในสภาวะท่ีมีออกซิเจน และไมมีออกซิเจน (Facultative anaerobic) 
สรางเอนโดสปอร (Endospore-forming) Bacillus ไดถูกนํามาใชอยางแพรหลายในอุตสาหกรรม
ตาง ๆ เนื่องจากมีความสามารถในการผลิตเอนไซมตาง ๆ รวมท้ังสารตานจุลชีพอีกดวย ในการ 
จัดจําแนกดวยวิธีดังเดิมนั้นจัดจําแนกโดยการทดสอบทางชีวเคมีและการวิเคราะหกรดไขมัน       
เมทิลเอสเทอร (Fatty acid methyl ester (FAME) profiling) (Bobbie & White, 1980; 
Vaerewijck et al., 2001) นอกจากนี้ยังมีการใชชุดทดสอบ API 20E และ API 50CHB ในการ    
จัดจําแนกทําใหมีความสะดวกรวดเร็วยิ่งข้ึน แตอาจมีขอผิดพลาดเกิดข้ึนไดจึงไดนําไปสูการใชเทคนิค
ทางอณูพันธุศาสตร โดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และการทําไฮบริไดเซชันของ 
ดีเอ็นเอ (DNA-DNA hybridization) (Olive & Bean, 1999; Wattiau et al., 2001; Vos et al., 
2009 ) ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ออกเปนสปชีสตาง ๆ ในปจจุบันแบคทีเรีย 
ในจีนัส Bacillus มีความหลากหลายมากโดยมีความแปรผันของเบส G และ C สูงประมาณ 31-69% 
(Priest, 1981) ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงความหลายหลายทางพันธุกรรมระหวางสปชีส 

อยางไรก็ตามการจัดจําแนกสปชีสของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ดวยขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA เพียงอยางเดียว ไมสามารถระบุแทกซอนของ Bacillus 
บางกลุมได เชน ในกลุมของ Bacillus aerophilus (Bacillus aerophilus group) ท่ีมีสมาชิกคือ 
Bacillus aerophilus, Bacillus stratosphericus, Bacillus altitudinis และ Bacillus 
xiamenensis เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA นั้นมีความคลายคลึงกันมาก 
ดวยเหตุนี้เองจึงมีการใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมายอ่ืน ๆ เชน Lai et al. (2014) 
รายงานถึงการใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 16S rRNA รวมกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gryB 
ในการจัดจําแนกแบคทีเรียในจีนัส Bacillus ทําใหสามารถระบุสปชีสไดชัดเจนมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้   
Clerck & Vos (2004) รายงานถึงการใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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 สายพันธุตางๆ ซ่ึงพบวาสามารถทําใหการจัดหมวดหมูและการระบุ      
แทกซอนในระดับสปชีสแบคทีเรียนี้ไดชัดเจนมากข้ึน 

Bacillus xiamenensis เปนแบคทีเรียสปชีสใหมซ่ึงอยูในจีนัส Bacillus ถูกรายงาน 
ครั้งแรกโดย Lai et al. (2014) โดยคณะผูวิจัยไดคัดแยกแบคทีเรียสายพันธุ HYC-10T จาก 
ลําไสของปลากระบอก (Mulgil cephalus) ซ่ึงจับมาจากทะเลบริเวณเกาะ Xiamen 
ประเทศจีน  HYC-10T เปนแบคทีเรียแกรมบวกรูปทอน เคลื่อนท่ีได สรางเอนไซม Oxidase และ 
Catalase สามารถเจริญไดท่ีระดับความเค็มของเกลือ 0-12% อุณหภูมิ 8-45 ºC แบคทีเรียสายพันธุ 
HYC-10T สามารถยอยสลาย Aesculin และ Gelatin แตไมสามารถรีดิวซไนเตรทไปเปนไนไตรท  
เม่ือวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA      
ของ HYC-10T พบวามีความสัมพันธใกลชิดอยางมากกับ Bacillus aerophilus,                      
Bacillus stratosphericus, Bacillus altitudinis, Bacillus safensis และ Bacillus pumilus 
อยางไรก็ตามเม่ือศึกษาคุณลักษณะทางดานฟโนไทปและจีโนไทปในดานตาง ๆ มากข้ึน เชน วิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน gryB ปริมาณ G+C แบบแผนกรดไขมัน ความเหมือนของนิวคลีโอไทด 
บนจีโนมโดยเฉลี่ย DNA-DNA hybridization ทําใหสรุปไดวา HYC-10T เปนแบคทีเรียสปชีสใหม   
ซ่ึงเปนสมาชิกในจีนัส Bacillus ผูวิจัยจึงเสนอใหชื่อวา Bacillus xiamenensis sp. nov.  
โดยสายพันธุท่ีเปน Type strain คือ HYC-10T (= CGMCC NO.1.12326T = LMG27143T 
= MCCC 1A00008T)  สวนรายงานวิจัยอ่ืน ๆ เก่ียวกับการคัดแยกแบคทีเรียชนิดนี้จากสิ่งแวดลอม 
ยังไมปรากฏชัดเจน ถึงแมวาในรายงานวิจัยนี้ยังไมไดระบุสปชีสของ Bacillus sp. CS3-MAS03 แต
สามารถกลาวไดวาแบคทีเรียสายพันธุนี้มีความใกลชิดในเชิงวิวัฒนาการมากท่ีสุดกับ B. xiamenensis 
HYC-10T สวนการรายงานความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของ B. xiamenensis HYC-10T 

เห็นไดจากคุณสมบัติการยอยสลาย Aesculin ซ่ึงบงชี้ถึงกิจกรรมเอนไซม β-glucosidase  
ในอีกทางหนึ่ง ขอมูลยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียโคลน CS3-MAS11 ยังไมเพียงพอ     

ตอการระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีส โดยแสดงความคลายคลึงสูงสุด (99-100%) กับ 
Uncultured Alpha-Proteobacteria โดยหากเปรียบเทียบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ         
CS3-MAS11 กับแบคทีเรียท่ีทราบแทกซอนแนนอน พบวาแสดงความคลึงสูงสุดประมาณ 94% กับ 
Anderseniella baltica  ซ่ึงเปนแบคทีเรียท่ีแยกไดจากตะกอนดินในทะเลบอลติก (Baltic Sea) โดย
สายพันธุท่ีแยกไดนั้นคือ BA141 ซ่ึงถือเปน Type strain (BA141T) แบคทีเรียสายพันธุนี้ถูกเสนอให
เปนแบคทีเรียชนิดใหมในป 2007 โดย Brettar, Christen, Bötel, Lünsdorf, and Höfle ภายหลัง
จากท่ีไดมีการศึกษาคุณลักษณะของแบคทีเรียสายพันธุนี้ ท้ังในดานสรีรวิทยา ชีวเคมี แบบแผนของ
กรดไขมัน คุณลักษณะของรงควัตถุ ปริมาณ G+C ในโมเลกุลดีเอ็นเอ รวมท้ังสายสัมพันธเชิง
วิวัฒนาการท่ีวิเคราะหจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA (Brettar et al., 2007)  
BA141T เปนแบคทีเรียแกรมลบ มีรูปรางไมแนนอน (pleomorphic) จนถึงรูปรางเปนทอน          
ไมเคลื่อนท่ี ผลการทดสอบออกซิเดสและคะตะเลสเปนบวก สรางรงควัตถุสีแดง ถูกจําแนกใหอยูใน
คลาส Alpha-Proteobacteria โดยมีสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการใกลชิดท่ีสุดกับแบคทีเรียจีนัส 
Rhodobium  BA141(T) สามารถเจริญไดในสภาวะท่ีมีความเค็ม 0.8-6% โดยระดับความเค็มท่ี
เหมาะสมตอการเจริญคือ 1.5-3%  สามารถเจริญไดท่ีอุณหภูมิ 10-37 ºC โดยอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ
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การเจริญคือ 25-30 ºC พบการสรางรงควัตถุชนิด Carotenoids รวมกับรงควัตถุชนิดอ่ืน (ซ่ึงไมใช 
Bacteriochlorophyll a) จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
เห็นสมควรใหแบคทีเรียสายพันธุนี้มีตําแหนงทางอนุกรมวิธานระดับจีนัสและสปชีสใหม โดยใหชื่อวา 
Anderseniella baltica gen. nov., sp. nov. โดยสายพันธุ BA141T (= CIP 109499T = LMG 
24028T) ถือวาเปน Type strain  อยางไรก็ตามในงานวิจัยนี้ไมสามารถจําแนก CS3-MAS11 เปน 
Anderseniella baltica ได เนื่องจากระดับความคลายคลึงของขอมูลยีน 16S rRNA ต่ํากวาเกณฑ
การระบุจีนัสและสปชีส ซ่ึงตองไมนอยกวา 97% และ 99 % ตามลําดับ ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดวา 
CS3-MAS11 นาจะเปนแบคทีเรียจีนัสและสปชีสใหมซ่ึงยังไมมีการนําเสนอมากอน  

สิ่งท่ีนาสนใจของผลการสํารวจความหลากหลายของยีสตราท่ีพบในพ้ืนท่ีปาชายเลนของ
บริเวณท่ีศึกษาคือ พบโคลน CS1-NS07 ท่ีเปนขอมูลของยีน 18S rRNA ท่ีสามารถระบุไดวาเปนยีสต
ในแฟมิลิ Saccharomycetaceae แตยังไมสามารถระบุแทกซอนในระดับจีนัสและสปชีสได 
เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับยีสตใน  
แฟมิลิ Saccharomycetaceae หลายแทกซอน (ฐานขอมูล GenBank) เชน Debaryomyces 
hansenii, Candida athensensis BG02-7-13-014-3-1, Candida fermentati NRRL Y-17903 
และ Meyerozyma guilliermondii NRRL Y-2075 เปนตน แสดงใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน 18S rRNA ไมเพียงพอตอการบงชี้ความแตกตางระหวางยีสตเหลานี้ได ถึงแมวาขอมูล     
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 18S rRNA ของยีสต CS1-NS07 แสดงสายวิวัฒนาการท่ีแสดงบรรพบุรุษ
รวมลาสุดกับ D. hansenii แตก็ยังไมสามารถทําใหสรุปแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสของ         
CS1-NS07 ได  ดังนั้นจึงควรพิจารณาเลือกใชยีนเครื่องหมายอ่ืนๆ ท่ีมีขนาดของขอมูลมากกวา เชน 
ยีน 26S rRNA และยีน 28S rRNA รวมท้ังการใชดีเอ็นเอในสวน Internal transcribe spacers (ITS) 
ซ่ึงมีอัตราของการเกิดวิวัฒนาการมากกวายีนนํารหัส rRNA หรือพิจารณาเลือกใชยีนเครื่องหมาย
ประเภทท่ีเปนยีนนํารหัสการสรางโปรตีน ซ่ึงมีอัตราของการเกิดวิวัฒนาการสูงกวายีน rRNA โดยยีนท่ี

มักนํามาใชในการจัดจําแนกรา ไดแก ยีนนํารหัสการสราง β-tubulin (β-Tubulin gene) เปนตน 
(Das et al., 2014) 

ทรอสโทคริทริดสเปนจุลินทรียอีกกลุมสามารถพบไดท่ัวไปในระบบนิเวศทางทะเล รวมท้ัง
ปาชายเลน สําหรับในหองสมุดยีน 18S rRNA ของทรอสโทคิทริดสท่ีศึกษาในงานวิจัยนี้  ตรวจพบ 
Aurantiochytrium spp. มากท่ีสุด (48.1%) รองลงมาคือ Schizochytrium spp. (38.5%) 
นอกจากนี้ยังพบทรอสโทคริทริดสจีนัส Ulkenia อีกจํานวนหนึ่ง (9.6%) รวมท้ังทรอสโทคิทริดส     
ท่ียังไมสามารถระบุจีนัสได (3.8%) เปนท่ีนาสนใจวา Aurantiochytrium limacinum (ชื่อเดิมคือ 
Schizochytrium limacinum: Yokoyama & Honda, 2007) เปนทรอสโทคริทริดสท่ีมีรายงานวา  
มีศักยภาพในการเปนแหลงของกรดไขมันไมอ่ิมตัวสูง เชน Docosahexaenoic acid (DHA)        
(Sergi et al., 2015) 

ในงานวิจัยนี ้เบื้องตนไดสํารวจยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชกระบวนการตัด         
เมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม (EcoRI) และนํามาโคลนเขาสูเวกเตอร pUC (pUC 19)        
อยางไรก็ตาม เม่ือนํารีคอมบิแนนทโคลนมาตรวจคัดกรองกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar ไมพบโคลนท่ีแสดงผลบวก (ไมไดแสดงผล) ท้ังนี้อาจ
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เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน ประสิทธิภาพของการโคลนท่ีต่ํา  ทําใหไมสามารถไดโคลนท้ังหมดท่ีควรมี
ได อีกท้ังข้ันตอนการโคลนเก่ียวของกับการตัดเมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม ยีนเปาหมายอาจถูก
ตัดจนเสียสภาพการทํางานไป อยางไรก็ตาม เม่ือพิจารณาจากขอมูลความหลากหลายของจุลินทรีย  
ท่ีพบในพ้ืนท่ีท่ีศึกษา รวมท้ังขอมูลท่ีผูวิจัยไดศึกษาเพ่ิมเติมโดยสามารถคัดแยกแบคทีเรียท่ีมี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดจากพ้ืนท่ีปาชายเลนเดียวกันนี้ (ผลการศึกษาแสดง     
ในภาคผนวก) ทําใหผูวิจัยไดทดลองออกแบบไพรเมอรจํานวน 2 คู ซ่ึงแตละคูมีความจําเพาะของ  
การออกแบบเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสของแบคทีเรียในจีนัส Bacillus และ Streptococcus 
ตามลําดับ ซ่ึงผลการศึกษาพบวาสามารถเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวไดจากแมแบบท่ีเปนเมตาจีโนมของ
ตะกอนดิน เม่ือนําไปโคลนโดยใช pGEM®-T Easy เปนเวกเตอร  ไดรีคอมบิแนนทโคลนจํานวน       
2 โคลน คือ Clone 1042 และ Clone 0246  เม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด
พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 1042 มีความคลายคลึงสูงถึง 99% กับ

ยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส (endo-1,4)-β-glucanase) จาก Bacillus subtilis สายพันธุ
ตาง ๆ ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนท่ีโคลนไดจาก Clone 0246 แสดงความคลายคลึง

ประมาณ 77-100% กับยีนนํารหัสการสรางเอนไซม β-glucosidase จากสายพันธุตาง ๆ ของ 
Streptomyces spp. อยางไรก็ตามขอมูลนี้เปนเพียงการศึกษาเบื้องตน จําเปนตองมีการศึกษาตอไป
ในรายละเอียดของขอมูลลําดับกรดอะมิโน รวมท้ังโดเมนสําคัญตาง ๆ  ของเอนไซมเซลลูเลสจาก    
ท้ังสองโคลน  

การคัดแยกยีนท่ีสนใจโดยอาศัยกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส อาจมีอุปสรรค
คอนขางมาก เนื่องจากโอกาสของการไดยีนเปาหมายมีคอนขางต่ํา โคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจ   
ไมแสดงกิจกรรมเอนไซมท่ีตองการเนื่องจากขาดความสมบูรณหรือความครบถวนของขอมูลยีน 
รวมท้ังโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจไมใชโคลนท้ังหมดท่ีมีอยู เนื่องจากประสิทธิภาพของการโคลน
ยีนไมดีพอ การตรวจคัดกรองโคลนโดยอาศัยการของกิจกรรมเอนไซมท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีน
ท่ีโคลนไดก็เปนปจจัยจํากัดอีกประการหนึ่ง ในปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีใหมมาใชในการศึกษา
ทางดานเมตาจีโนมิกส เชน เทคโนโลยี NGS (Next generation sequencing technology) ซ่ึงชวย
ใหการตรวจคัดกรองโคลนจากหองสมุดเมตาจีโนมเปนไปดวยความสะดวกและรวดเร็ว (De Mandal 
et al., 2015) 

ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สามารถสะทอนใหเห็นไดวาปาชายเลนเปนแหลงทรัพยากรท่ี
อุดมสมบูรณและมีคุณคา นอกเหนือจากพันธุพืชและสัตวชนิดตาง ๆ แลว ปาชายเลนยังเปนแหลง
ของจุลินทรียท่ีหลากหลาย และมีความสามารถในการผลิตสารชีวภาพท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใช
ประโยชนได ซ่ึงมนุษยสามารถเขามาคนหาและคัดแยกจุลินทรียเหลานั้นเพ่ือนําไปศึกษาและใช
ประโยชนไดตามความตองการ ถึงแมวาจะมีจุลินทรียเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถคัดแยกไดโดย     
วิธีท่ัวไปท่ีใชในหองปฏิบัติการ แตก็มีกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสท่ีสามารถทําใหนักวิจัยเขาถึง
ขอมูลทางพันธุกรรม ซ่ึงทําใหสามารถนําขอมูลเหลานั้นมาใชประโยชนไดเชนกัน เชน การโคลนยีน
และคัดเลือกยีนนํารหัสการสรางสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตาง ๆ จากระบบนิเวศปาชายเลน           
ดังตัวอยางจากงานวิจัยนี้ซ่ึงแสดงใหเห็นวาจุลินทรียในระบบนิเวศปาชายเลนมีศักยภาพในการผลิต
เอนไซมเซลลูเลสได การไดมาซ่ึงขอมูลระดับโมเลกุลในดานยีนเครื่องหมายท่ีบงชี้แทกซอนและ     
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สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ถือเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากขอมูลเหลานี้สามารถ
นําไปวิเคราะหเพ่ือออกแบบการทดลองสําหรับตรวจคัดกรองคนหายีนท่ีกําหนดลักษณะท่ีเก่ียวของ
กับศักยภาพในการผลิตสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตาง ๆ ท่ีสนใจจากระบบนิเวศแหงนี้ รวมท้ังขอมูล
ดังกลาวยังสามารถนําไปใชในการสงเสริมและสรางความเขาใจใหทุกคนตระหนักถึงคุณคาของ
ทรัพยากรปาชายเลน อันจะนําไปสูการรวมกันฟนฟูและอนุรักษไวเพ่ือการใชประโยชนอยางยั่งยืน 
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ภาคผนวก 
 

การคัดแยกและจําแนกแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
จากตะกอนดินปาชายเลน 

 
ในงานวิจัยนี้ มีสวนของการศึกษาเพ่ิมเติมซ่ึงเปนการคัดแยกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากตะกอนดินปาชายเลน โดยนําตะกอนดินจากพ้ืนท่ีปาชายเลน (ตามท่ี
ระบุในบทท่ี 3) มาคัดแยกแบคทีเรีย โดยใชอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar จากนั้น
นําแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดมาตรวจคัดกรองกิจกรรมการยอยสลายเซลลูโลส โดยเพาะเลี้ยงเชื้อบน
อาหาร CMC agar เม่ือพบการเจริญ ยอมจานเพาะเชื้อดังกลาวดวย 0.1 % Congo red (ยอมเปน
เปนเวลา 20 นาที แลวลางสีดวย 1 M NaCl) จากนั้นตรวจสอบการปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี ท่ี
สามารถบงชี้ไดวาโคโลนีนั้นมีกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงยอยสลาย CMC ท่ีมีอยูในอาหาร   

ผลการศึกษาพบแบคทีเรียท่ีแสดงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสไดคอนขางดี
จํานวน 4 ไอโซเลท (ภาพท่ี ผ-1) โดยเปนแบคทีเรียท่ัวไป 2 ไอโซเลท โดยกําหนดรหัสไอโซเลทเปน 
KC3-L5และ AS1-321R.1 และแอคทิโนมัยซีส 2 ไอโซเลท กําหนดรหัสไอโซเลทเปน B4 และ I2  

 

 
KC3-L5 

 
AS1-321R.1 

  

  

B4 I2 
ภาพท่ี ผ-1  การปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี ซ่ึงบงชี้กิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสท่ีผลิตจาก
แบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสท่ีคัดแยกจากปาชายเลน เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหาร CMC agar    บมท่ี
อุณหภูมิ 37 ºC เปนระยะเวลา 3 วัน 
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ในการศึกษานี้จึงไดนําแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสดังกลาวมาศึกษาคุณลักษณะ
เบื้องตนเก่ียวกับประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส รวมท้ังจัดจําแนกเชื้อ  ดังมีรายละเอียด
ตอไปนี้  
 
1.  ประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 

ศึกษาความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส โดยนําแบคทีเรีย 2 ไอโซเลท คือ  
KC3-L5 และ AS1-321R.1 ท่ีเจริญบนอาหาร CMC agar เปนเวลา 2 วัน มาเตรียมเซลลแขวนลอย
ใน Ringer’s solution ปรับเซลลใหมีความขุนเทากับ 0.5 McFarland standard หรือวัดคา OD 
(600 nm) เทากับ 0.25 ซ่ึงมีปริมาณเซลลประมาณ 108 CFU/ml  นําเซลลแขวนลอยท่ีเตรียมไดมา
ใชเปนหัวเชื้อ โดยหยดหัวเชื้อปริมาตร 1 µl หยดลงบนกลางจานอาหาร CMC agar  ในอีกทางหนึ่ง 
กรณีท่ีทดสอบกับแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 เตรียมหัวเชื้อโดยเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร CMC agar 
เปนเวลา 3 วัน จากนั้นใชเข็มเข่ียตักเชื้อใหติดอยูบริเวณปลายเข็ม และนํามาจุด (point) ลงบนจาน
อาหาร CMC agar  นําจานเพาะเชื้อท้ังหมดไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 3 วัน  จากนั้นนํามา
ยอมดวย 0.1% Congo red (ยอมเปนเวลา 20 นาที แลวลางสีดวย 1 M NaCl) ตรวจสอบการ
ปรากฎของโซนใสรอบโคโลนี ซ่ึงบงชี้ถึงความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสออกมายอยสลาย 
CMC  วัดขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนีและขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใส พรอมท้ัง
ประเมินความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของแบคทีเรียแตละไอโซเลทจากคาดัชนีเอนไซม 
ซ่ึงคํานวณจากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสตอขนาดเสนผานศูนยกลางของ
โคโลน ี

ผลการศึกษาพบวาแบคทีเรีย KC3-L5 และ AS1-321R.1 และแอคทิโนแบคทีเรีย B4 
และ I2  แสดงคาดัชนีเอนไซมเซลลูเลสเทากับ 2.17±0.44, 4.77±0.79, 2.62±0.21และ 2.55±0.25 
ตามลําดับ ดังแสดงในตารางท่ี ผ-1 

 
ตารางท่ี ผ-1  ดัชนีเอนไซมเซลลูเลสของแบคทีเรียท่ีคัดแยกไดจากปาชายเลน  
 

ไอโซเลท ขนาดโซนใส (mm) ขนาดโคโลนี (mm) ดัชนีเอนไซมเซลลูเลส 
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  ดัชนีเอนไซมไดจากอัตราสวนระหวางขนาดเสนผานศูนยกลางของโซนใสซ่ึงบงชี้กิจกรรม
เอนไซมและขนาดเสนผานศูนยกลางของโคโลนี ภายหลังการเพาะเลี้ยงเชื้อบนอาหาร 
CMC agar ท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 3 วัน ยอมดวย 0.1% Congo red ขอมูลท่ีแสดง
เปนคาเฉลี่ยและสวนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการทดลอง 3 ซํ้า 
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2.  ลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
2.1  แบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 

ลักษณะโคโลนีบนอาหาร CMC agar คือโคโลนีกลมแผ สีเนื้อ ขอบไมเรียบ ผิวหนานูน
ขรุขระ ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 1-2 mm เม่ือเชื้อมีอายุ 4 วัน (ภาพท่ี ผ-2ก) ขณะท่ีเม่ือนํา
แบคทีเรียดังกลาวมาเลี้ยงบนอาหาร LB agar พบวาเชื้อมีลักษณะโคโลนีแตกตางออกไปจากเดิม คือ
โคโลนีกลมรี ผิวหนายน ขอบหยัก นูนกลาง สีขาวขุน ขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ 5-6 mm 
เม่ือเชื้อมีอายุ 2 วัน (ภาพท่ี ผ-2ข) เม่ือนําเซลลท่ีเจริญบนอาหาร LB agar มายอมสีแกรมและยอม
เอนโดสปอร จากนั้นศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนพบวา AS1-321R.1 เปนแบคทีเรีย 
แกรมบวก รูปทอน เรียงตอกันเปนสายสั้น (2-4 เซลล) (ภาพท่ี ผ-2ค) และสรางเอนโดสปอร ท่ีมี
รูปรางกลมรี และมีตําแหนงอยูเกือบปลายเซลล (ภาพท่ี ผ-2ง)        
 

 

 
 
ภาพท่ี ผ-2  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท  
AS1-321R.1  

(ก) โคโลนีแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร CMC agar เม่ืออายุเชื้อ 4 วัน 
(ข) โคโลนีแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร Luria-Bertani (LB) agar เม่ืออายุเชื้อ 2 วัน                
(ค) รูปราง การจัดเรียงตัวและการติดสีแกรมของเซลล ขณะเจริญบนอาหาร LB agar 

เปนเวลา 1 วัน (กําลังขยาย 1000 เทา)  
(ง) เอนโดสปอรของแบคทีเรียขณะเจริญบนอาหาร LB agar เปนเวลา 1 วัน 

(กําลังขยาย 1000 เทา) 
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2.2  ลักษณะสัณฐานของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 
ลักษณะโคโลนีบน CMC agar ของเชื้ออายุ 5 วัน คือ โคโลนีกลม ผิวหนาเรียบ สีขาว  

เม่ือเชื้ออายุมากข้ึนโคโลนีจะแผ และมีสีเหลือง (ภาพท่ี ผ-3ก) ลักษณะโคโลนีบน LB agar ของเชื้อ
อายุ 3 วัน คือ โคโลนีกลม ผิวหนาขรุขระ ขอบหยัก สีครีม เม่ือเชื้ออายุมากข้ึนโคโลนีจะเยิ้ม  
(ภาพท่ี ผ-3ข) เม่ือนําเชื้อมายอมสีแกรมและศึกษาลักษณะใตกลองจุลทรรศนพบวา KC3-L5 เปน
แบคทีเรียแกรมลบ รูปทอน เรียงตัวกระจัดกระจาย (ภาพท่ี ผ-3ค) 
 

  
 

 
 
ภาพท่ี ผ-3  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท  
KC3-L5   

(ก) ลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน CMC agar (อายุเชื้อ 5 วัน)   
(ข) ลักษณะโคโลนีท่ีเจริญบน LB agar (อายุเชื้อ 3 วัน)  
(ค) รูปราง การจัดเรียงตัว และการติดสีแกรมของเซลล (กําลังขยาย 1,000 เทา)      

เม่ือเพาะเลี้ยงบนอาหาร LB agar เปนเวลา 1 วัน 
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2.3  แอคติโนมัยซีสไอโซเลท B4 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP agar (International Streptomyces Project; ISP agar 

no. 2) คือ โคโลนีกลม ขอบหยัก ผิวหนาโคโลนีหยาบ มีสีเหลืองออน โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร 
เม่ืออายุเชื้อมากข้ึน (7 วันข้ึนไป) โคโลนีแผขยาย มีสีขาว และสรางรงควัตถุสีเทา (ภาพท่ี ผ-4ก)     
ในสวนลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง CMC คือมีลักษณะโคโลนีกลม ขอบหยัก โคโลนีมีสีขาว     
โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร (ภาพท่ี  ผ-4ข) ผลจากการยอมสีแกรมและศึกษาลักษณะภายใต  
กลองจุลทรรศนพบวา B4 เปนแบคทีเรียแกรมบวก อยูรวมกันเปนกลุมในรูปเสนสาย สามารถ     
แตกแขนงได (ภาพท่ี ผ-4ค) 
 

    
ภาพท่ี ผ-4  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท B4 

(ก)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร ISP agar อายุเชื้อ 4 วัน 
(ข)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร CMC agar อายุเชื้อ 7 วัน 
(ค)  ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา (เซลลเจริญบนอาหาร

CMC agar อายุ 4 วัน)  
 
 

2.4  แอคติโนมัยซีสไอโซเลท I2 
ลักษณะโคโลนีบนอาหาร ISP agar คือ โคโลนีกลม ขอบหยัก ผิวหนาโคโลนีหยาบ 

มีสีเหลืองออน โคโลนียึดติดกับผิวหนาอาหาร เม่ืออายุเชื้อมากข้ึน โคโลนีแผขยาย มีสีน้ําตาล 
และสรางรงควัตถุสีน้ําตาล  (ภาพท่ี ผ-5ก) ในสวนลักษณะโคโลนีบนอาหารแข็ง CMC คือ 
มีลักษณะโคโลนีกลม ขอบเรียบ  โคโลนีมีสีขาว เงา โคโลนียดึติดกับผิวหนาอาหาร 
(ภาพท่ี ผ-5ข)  ผลจากการยอมสีแกรมและศึกษาลักษณะภายใตกลองจุลทรรศนพบวา I2 เปน
แบคทีเรียแกรมบวก อยูรวมกันเปนกลุมในรูปเสนสาย สามารถแตกแขนงได (ภาพท่ี ผ-5ค) 
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  ภาพท่ี ผ-5  ลักษณะโคโลนีและลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศนของแบคทีเรียไอโซเลท I2 

(ก)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร ISP agar อายุเชื้อ 4 วัน 
(ข)  โคโลนีขณะเจริญบนอาหาร CMC agar อายุเชื้อ 7 วัน 
(ค)  ลักษณะเซลลภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 1,000 เทา (เซลลเจริญบนอาหาร 

CMC agar อายุ 4 วัน)  
 
 
3.  การจัดจําแนกแบคทีเรียโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 16S rRNA 

ในการศึกษานี้ไดนําแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 และ AS1-321R.1 และแอคทิโนมัยซีส
ไอโซเลท B4 และ I2 มาจัดจําแนก โดยเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA อานและวิเคราะหขอมูล       
ลําดับนิวคลีโอไทด รวมท้ังวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ เพ่ือระบุแทกซอนของแบคทีเรียและ
แอคทิโนมัยซีสดังกลาว ผลการศึกษาแสดงดังตอไปนี้ 

 
3.1  การจัดจําแนกแบคทีเรยีไอโซเลท KC3-L5 

(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 มีความ

ยาวของลําดับนิวคลีโอไทด 1,354 นิวคลีโอไทด ซ่ึงแสดงดังรายละเอียดตอไปนี้ 
 

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   

 
 
จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ KC3-L5 ไปเปรียบเทียบ

กับขอมูลท่ีปรากฏในฐานขอมูล GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียไอโซเลท 
KC3-L5 แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ Pseudomonas balearica SP1402 และแสดงความ
คลายคลึง 98% กับ Pseudomonas stutzeri สายพันธุตาง ๆ (ตารางท่ี ผ-2) 
 
ตารางท่ี ผ-2  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก 
แบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 31 มีนาคม 2559  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
คะแนนสูงสุด (Max score และ Total score) 5 ลําดับแรก โดยใชฐานขอมูล 
Reference RNA sequence (Refseq_rna) 
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นอกจากนี้เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดชุดเดียวกันไปวิเคราะหความคลายคลึง
เปรียบเทียบกับขอมูลในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรีย 
ไอโซเลท KC3-L5 แสดงความคลายคลึงสูงสุด (99.63%) กับ Pseudomonas balearica DSM 
6083 นอกจากนี้ยังแสดงความคลายคลึงกับ 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  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก 
แบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 31 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

* เนื่องจากแทกซอนของ Pseudomonas songnenensis NEAU-ST5-5T ยังไมชัดเจน 
(Invalid name) ในการศึกษานี้จึงไมไดนําขอมูลของแบคทีเรียสายพันธุนี้ไปวิเคราะห 
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับ KC3-L5  

 
 

จากผลการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย       
ไอโซเลท KC3-L5 เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank และ 
EzTaxon  บงชี้ไดวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 แสดง
ความคลายคลึงสูงสุด (99-99.63%) กับ Pseudomonas balearica ดังนั้นเม่ือพิจารณาตามเกณฑ
การระบุแทกซอนระดับจีนัส/สปชีส ซ่ึงใชคาความคลายคลึง 97% และ 99% ตามลําดับ ในเบื้องตน
จึงจําแนก KC3-L5 เปน Pseudomonas balearica อยางไรก็ตาม เพ่ือยืนยันแทกซอนตามท่ีระบุไว
ดังกลาว จึงไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 ไป
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมดวย 
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(2)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 
จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ KC3-L5 และแบคทีเรีย

สายพันธุตาง ๆ ท่ีแสดงความคลายคลึงในระดับตาง ๆ กับ KC3-L5 จากฐานขอมูล GenBank และ 
EzTaxon (ตารางท่ี ผ-4) มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกันโดยมี Stenotrophomonas 
maltophilia เปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) พบวา KC3-L5  ถูกจัดวาอยูในคลัสเตอร
เดียวกับ Pseudomonas balearica และ Pseudomonas azotifigens บนแผนภูมิตนไม โดยมี
สายวิวัฒนาการท่ีบงชี้บรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Pseudomonas balearica (ภาพท่ี ผ-6) ซ่ึงมีคา
สนับสนุน (Bootstrap) สูงถึง 100% อีกท้ัง KC3-L5 และสมาชิกท่ีอยูในเคลดของ    
Pseudomonas balearica สายพันธุตาง ๆ ยังแสดงคาระยะหางทางวิวัฒนาการ (Evolutionary 
distance) นอยท่ีสุด (0.0014-0.0037) เม่ือเปรียบเทียบกับแทกซอนอ่ืน ๆ ท่ีนํามาวิเคราะหรวม 
(ไมไดแสดงผล)  ผลท่ีไดจากการวิเคราะหดังกลาวแสดงใหเห็นถึงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิด
ระหวาง KC3-L5 และ Pseudomonas balearica 
 
ตารางท่ี ผ-4  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท่ีนํามา 
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 

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  * แบคทีเรียท่ีใชเปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห      
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-6  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท KC3-L5 ซ่ึงแยกไดจาก 
ตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6.0 โดย
อาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใชโมเดล p-distance ในการคํานวณระยะหาง
ทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดย
ใชวิธี Bootstrapping (1000 ซํ้า) ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1351 
ตําแหนง จากลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 13 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Stenotrophomonas maltophilia LMG 958 เปนแทกซอนนอกกลุม 
 
 

3.2  การจัดจําแนกแบคทีเรยีไอโซเลท AS1-321R.1 
(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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 

99 
100 

89 
62 

100 
67 

100 

100 

0.01 
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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 

 
 

จากการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด โดยนําขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีไดจากแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 มาวิเคราะห     
ความคลายคลึงโดยเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีปรากฏอยูบนฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม  
Nucleotide BLAST (BLASTn) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบวา 98-100%  
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1             
แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99% กับ Bacillus aerius  Bacillus licheniformis และ        
Bacillus sonorensis สายพันธุตาง ๆ ดังแสดงในตารางท่ี ผ-5  
 
ตารางท่ี ผ-5  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท 
AS1-321R.1 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 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  เขาถึงขอมูลเมื่อวันท่ี 28 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซึ่งแสดงคะแนนสูงสดุ 
(Max score และ Total score) 5 ลําดับแรก โดยใชฐานขอมูล Reference RNA sequence 
(Refseq_rna)  
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นอกจากนี้ยังไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท 
AS1-321R.1 มาวิเคราะหความคลายคลึงโดยเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
EzTaxon โดยใชโปรแกรม BLAST รวมกับ Robust pair-wise sequence alignment algorithm 
(http://www.ezbiocloud.net/eztaxon/identify) พบวายีน 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  ความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียไอโซเลท  
AS1-321R.1 เปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล EzTaxon โดยใชโปรแกรม BLAST 
รวมกับ 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 28 มีนาคม 2559 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

 
 

จากการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีได 
จากแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon พบวา
แบคทีเรียดังกลาวแสดงความคลายคลึง 99.06% กับ B. sonorensis และ 99.00% กับ  
B. licheniformis ซ่ึงระดับความคลายคลึงดังกลาวมีความแตกตางกันเพียงเล็กนอยเทานั้น ทําให 
ในเบื้องตนสามารถระบุตําแหนงทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 ไดเพียงระดับ
จีนัสคือ Bacillus sp. และนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย 
ไอโซเลท AS1-321R.1 ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเพ่ือยืนยันตําแหนงทางอนุกรมวิธาน 
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(2)  การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 
จากการคัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากฐานขอมูล  

GenBank และ EzTaxon ท่ีแสดงความคลายคลึงสูงสุดกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  
16S rRNA ท่ีกําลังศึกษา รวมท้ังขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจากแบคทีเรียสายพันธุอ่ืน ๆ ท่ีแสดงความ
คลายคลึงในระดับตางๆ (ตารางท่ี ผ-7) มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ดวยโปรแกรม 
MEGA6 โดยใชวิธี Neighbor-Joining (NJ) ผลการวิเคราะหท่ีไดแสดงดังภาพท่ี 15 ซ่ึงพบวา  
AS1-321R.1 ถูกจัดวางอยูในคลัสเตอรเดียวกับ B. sonorensis  B. licheniformis และ B. aerius 
โดยแสดงสายสัมพันธท่ีมีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ B. aerius BSM24 อยางไรก็ตามแบคทีเรียท่ีถูกจัด
วางอยูในคลัสเตอรเดียวกันนี้ ไมไดแสดงตําแหนงบนแผนภูมิท่ีแยกออกจากกันอยางชัดเจน (ตําแหนง
ของแบคทีเรียท้ัง 3 สปชีส คละกันอยูบนแผนภูมิ) โดยทุกวิธีของการวิเคราะหท่ีนํามาใชในการสราง
แผนภูมิ (Neighbor-Joining,  Maximum likelihood,  Maximum-evolution,  UPGMA และ 
Maximum parsimony) ใหผลสอดคลองกัน (ไมไดแสดงผล) จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงให 
เห็นวาแบคทีเรียท้ัง 3 สปชีส มีสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกันมาก โดยท่ีขอมูล 
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ท่ีนํามาใชเปนยีนเครื่องหมายสําหรับการจําแนก ยังไมเพียงพอ
ตอการบงชี้ความแตกตางระหวาง Bacillus ท้ัง 3 สปชีสดังกลาวนี้  
 
ตารางท่ี ผ-7  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแบคทีเรียสายพันธุตาง ๆ ท่ีปรากฏอยู
ในฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon ซ่ึงนํามาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 

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  * แบคทีเรียท่ีใชเปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห       
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-7  แผนภูมิแสดงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียไอโซเลท AS1-321R.1 ท่ีแยกได
จากตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA6    
โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหาง
ทางวิวัฒนาการซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน โดยมีหนวยเปนอัตราการแทนท่ีคูเบส
ในแตละตําแหนงบนยีนเครื่องหมาย และทดสอบความนาเชื่อถือของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrap 
test (1000 ซํ้า) ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1402 ตําแหนง จากจํานวน       
ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 12 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
โดยมี Bacillus aerophilus 28KT (AJ831844) เปนแทกซอนนอกกลุม 
 

3.3  การจัดจําแนกแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 และ I2  
(1)  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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 
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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     

 

ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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     

 
 

จากการนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4  
มาวิเคราะหความคลายคลึงเปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank โดยใชโปรแกรม BLASTn ซ่ึงแสดงใหเห็นวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
16S rRNA ของ B4 แสดงความคลายคลึง 99% กับสายพันธุตาง ๆ ของ Microbacterium 
paraoxydans และ Microbacterium oxydans ดังแสดงในตารางท่ี ผ-8 ทําใหไมมีความชัดเจน 
ในการระบุแทกซอนในระดับสปชีส อยางไรก็ตามเม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมาวิเคราะห
ในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ B4 แสดงความ
คลายคลึงสูงสุด 99.80% กับ Microbacterium paraoxydans สายพันธุ CF 36 ซ่ึงเปน        
Type strain (ตารางท่ี ผ-9) ดังนั้นจึงความเปนไปไดสูงท่ีจะจัดจําแนกแทกซอนของแอคทิโนมัยซีส  
ไอโซเลท B4 เปน Microbacterium paraoxydans 
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ตารางท่ี ผ-8  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก      
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 11 ลําดับแรก 

 
ตารางท่ี ผ-9  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท B4 กับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 
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ในทํานองเดียวกัน ผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

16S rRNA ของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 พบวา 99-98% ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมดท่ี
อานได (1,520 นิวคลีโอไทด) จากยีน 16S rRNA ของ I2 แสดงความคลายคลึง 99% กับสปชีสตาง ๆ 
ในจีนัส Streptomyces ไดแก Streptomyces levis, Streptomyces azureus, Streptomyces 
misionensis และ Streptomyces gancidicus เปนตน (ตารางท่ี ผ-10) และเม่ือนําขอมูล       
ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวมาวิเคราะหในฐานขอมูล EzTaxon พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ยีน 16S rRNA ของ I2 แสดงความคลายคลึงสูงสุด 99.38% กับ Streptomyces levis NBRC 
15423 ซ่ึงเปน Type strain ดังแสดงในตารางท่ี ผ-11  ในเบื้องตนจึงไดระบุแทกซอนของ I2 เปน   
Streptomyces levis 

เพ่ือยืนยันตําแหนงทางอนุกรมวิธานท่ีชัดเจนของ B4 และ I2 จึงไดนําขอมูลลําดับ 
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของ B4 และ I2 ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการในการศึกษา
ข้ันตอไป 
 
ตารางท่ี ผ-10  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก   
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 
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ตารางท่ี ผ-11  การเปรียบเทียบความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จาก     
แอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 กับลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 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  เขาถึงขอมูลเม่ือวันท่ี 7 เมษายน 2558 ขอมูลท่ีแสดงเปนผลจากการวิเคราะหซ่ึงแสดง
ความคลายคลึงสูงสุด 5 ลําดับแรก 

 
 

(2)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 
เพ่ือใหเห็นตําแหนงทางอนุกรมวิธานและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีชัดเจนของ          

แอคติโนมัยซีสท้ัง 2 ไอโซเลท คือ B4 และ I2 จึงไดคัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ             
ยีน 16S rRNA จากฐานขอมูล GenBank และ EzTaxon ท่ีแสดงความคลายคลึงในระดับตาง ๆ      
กับแบคทีเรียท่ีศึกษา (ตารางท่ี ผ-12) เพ่ือสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ และทดสอบความเชื่อม่ัน
ของแผนภูมิดวยวิธี Bootstrapping (1,000  ซํ้า) จากการวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการโดยวิธี 
UGPMA (ภาพท่ี ผ-8) บงชี้ใหเห็นอยางชัดเจนวา B4 แสดงความสัมพันธใกลชิดท่ีสุดกับ 
Microbacterium paraoxydans CF36 ซ่ึงเปน Type strain โดยในคลัสเตอรเดียวกันนี้ มี  
Microbacterium oxydans อยูรวมดวย เปนท่ีสังเกตวาสายวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ 
M. paraoxydans CF36 แยกตัวออกจากเคลดท่ีประกอบดวย M. paraoxydans สายพันธุตาง ๆ 
อยางชัดเจน อยางไรก็ตามจากความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และ
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการท่ีแสดงใหเห็นความสัมพันธท่ีใกลชิดระหวาง B4 และ M. paraoxydans 
(ภาพท่ี ผ-8) จึงสามารถยืนยันแทกซอนของ B4 ไดเปน Microbacterium paraoxydans 

ในอีกทางหนึ่ง ตําแหนงบนแผนภูมิตนไมของแอคทิโนมัยซีสไอโซเลท I2 แสดงใหเห็น
ถึงการมีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Streptomyces levis จํานวน 2 สายพันธุท่ีนํามาวิเคราะหรวมคือ 
Streptomyces levis NBRC15423(T) และ Streptomyces levis B-16370 ดังแสดงในภาพท่ี    
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ผ-8  จากผลการวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และสายสัมพันธ
เชิงวิวัฒนาการจึงระบุแทกซอนของ I2 ไดเปน Streptomyces levis 

 
ตารางท่ี ผ-12  ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากแอคทิโนมัยซีสสายพันธุตางๆ ท่ี
นํามาวิเคราะห เพ่ือสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับ B4 และ I2 
 

ลําดับ Strain Accession  
no. 

ฐานขอมูล 

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 * เปนแทกซอนนอกกลุม (Outgroup taxon) สําหรับการวิเคราะห 
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของการศึกษานี้ 
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ภาพท่ี ผ-8  แผนภูมิแสดงสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนมัยซีส B4 และ I2 ท่ีแยกไดจาก
ตะกอนดินปาชายเลน แผนภูมินี้สรางข้ึนดวยวิธี UPGMA บนโปรแกรม MEGA6 โดยอาศัยขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ 
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแตละแทกซอน โดยมีหนวยเปนอัตราการแทนท่ีคูเบสในแตละตําแหนง
บนยีนเครื่องหมาย และทดสอบความนาเชื่อถือของแผนภูมิโดยใชวิธี Bootstrap test (1000 ซํ้า) 
โดยมี Thermobispora bispora DSM 43833 เปนแทกซอนนอกกลุม 
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จากการวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และวิเคราะห            
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ สามารถจําแนกแบคทีเรีย KC3-L5 และ AS1-321R.1 ไดเปน 
Pseudomonas balearica และ Bacillus sp. ตามลําดับ รวมท้ังสามารถจําแนกแอคทิโนมัยซีส  
B4 และ I2 ไดเปน Microbacterium paraoxydans และ Streptomyces levis ตามลําดับ 
ตําแหนงทางอนุกรมวิธานในระดับตางๆ ของแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีส ท้ัง 4 สายพันธุ แสดงใน
ตารางท่ี ผ-13 

 
ตารางท่ี ผ-13  ตําแหนงทางอนุกรมวิธานของแบคทีเรียและแอคทิโนมัยซีสสายพันธุท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงคัดแยกไดจากตะกอนดินปาชายเลน 
 

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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