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บทคดัย่อ 

Paenibacillus polymyxa เป็นแบคทเีรยีที่สามารถผลติเอนไซม์ไซลาเนส ซึ่งนิยมใช้ในอุตสาหกรรม
กระดาษและอาหารสตัว ์โดยการศกึษาเพื่อจ าแนกและระบุสปีชสีข์องแบคทเีรยีเป็นประโยชน์ต่อการเกบ็รกัษา
สายพนัธุแ์ละเลอืกใชแ้บคทเีรยีไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ดงันัน้งานวจิยันี้จงึวเิคราะหล์ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณ
ยนี 16S rRNA และศกึษาความแตกต่างของนิวคลโีอไทด์หนึ่งต าแหน่ง (SNP) พบว่า P. polymyxa จ านวน 
10 สายพนัธุ ์มยีนี 16S rRNA จ านวน 11-14 ชุดซ ้า ภายในจโีนม และพบบรเิวณทีม่กีารเปลีย่นแปลงชนิดของ
นิวคลโีอไทด์ทัง้หมด 29 ต าแหน่ง โดยต าแหน่งที ่465-488 เป็นบรเิวณทีส่ามารถเพิม่ปรมิาณชิน้ดเีอน็เอดว้ย
ไพรเมอรส์ากล ซึง่สามารถจดัรูปแบบล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี P. polymyxa 
ไดเ้ป็น 2 รูปแบบ รูปแบบที ่1 สามารถระบุ Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK01 เป็น P. polymyxa ไอโซเลต 
BTK01 และมีค่าดัชนีความแตกต่างกับแบคทีเรีย P. polymyxa 0.000-0.0017 ดังนัน้ความแตกต่างของ
รูปแบบล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้ 2 รูปแบบ แสดงถงึความหลากหลายทีเ่กดิขึน้ภายในสปีชสี ์ส่งผลใหแ้บคทเีรยี 
P. polymyxa มแีนวโน้มในการจ าแนกไดถ้งึระดบัสปีชสีย์่อย และสามารถน ารปูแบบล าดบันิวคลโีอไทดม์าเพิม่
แนวทางพฒันาฐานขอ้มลูยนี 16S rRNA เพื่อระบุสปีชสีแ์ละสปีชสีย์่อยของแบคทเีรยี P. polymyxa 
 

ค าส าคญั : Paenibacillus; SNP; ยนี 16S rRNA; การจ าแนก; สปีชสีย์่อย 
 
Abstract 

Paenibacillus polymyxa plays a major role in the production of xylanase enzyme, which can be 
potentially applied in paper and animal feed industries. It is necessary to study the identification of the 

DOI: 10.14456/tjst.2019.7



ปีที ่8 • ฉบบัที ่1 • มกราคม - กมุภาพนัธ์ 2562                                           Thai Journal of Science and Technology 

 67 

bacteria for preserving bacterial cultures and effectively bacterial utilization. In this study, we analyzed 
nucleotide sequences and determined the single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 16S rRNA gene 
of P. polymyxa. The results showed that 10 strains of P. polymyxa contained 11 to 14 rRNA gene 
copies of 16S rRNA gene, which are located within each genome. The polymorphic sites were found 
among the multiple 16S rRNA genes and the alignment results showed that 29 variable sites were 
detected. The region ranging from 465 to 488, which can be amplified using universal 16S rRNA gene 
primers. This region could be divided into 2 nucleotide sequence patterns (pattern 1 and pattern 2). 
The pattern 1 could be used to identify Paenibacillus sp. BTK01 as P. polymyxa BTK01 that 
corresponded with the distance correlation coefficient (0.000 to 0.0017) of 10 reference strains. Thus, 
the patterns represented the variation within species, which could be used for discrimination of P. 
polymyxa at subspecies level. In conclusion, the results suggest that these 2 sequence patterns of 
16S rRNA gene may improve the 16S rRNA database for species and subspecies identification of P. 
polymyxa.  
 

Keywords: Paenibacillus; SNP; 16S rRNA gene; identification; subspecies  
 
1. ค าน า 

Paenibacillus sp.  จัด เ ป็นแบคที เ รียที่มี
รูป ร่ า ง เ ป็นแท่ ง  ย้อมติดสีทั ้งแกรมบวกและ 
แกรมลบ (variable gram) เนื่องจากมผีนังเซลล์ชัน้
เพปติโดไกลแคน (peptidoglycan)  ที่บางมาก 
แบคทีเ รีย  Paenibacillus sp.  ประกอบด้วย  P. 
polymyxa, P. jamilae, P. peoriae, P. brasilensis, 
P. pabuli, P. taichungensis และ P. Dongdonensis 
เ ป็ นต้ น  Wang และคณะ  (2013) ร าย ง านว่ า 
Paenibacillus sp. เป็นแบคทีเรียที่สามารถตรึง
ไนโตรเจนได ้(fixing nitrogen) ซึง่ใชจ้ านวนยนีน้อย
ที่สุดในการตรึงไนโตรเจน (9 ยีน) ประกอบด้วย 
nifB, nifH, nifD, nifK, nifE, nifN, nifX, hesA และ 
nifV โดยแต่ละยีนอยู่เรียงติดกนั แบคทีเรียชนิดนี้
พบได้ส่วนมากบริเวณดินปลูกพืชทางการเกษตร 
ได้แก่ ข้าว ข้าวสาลี (Niu et al., 2011) พริกไทย 
(Ma et al., 2011) แตงโม (Li et al., 2014) เป็นตน้  

Paenibacillus sp.  สามารถสร้างเอนไซม ์
แ ม น น า เ น ส  (mannanase)  แ ล ะ ไ ซ ล า เ น ส 
(xylanase) ซึ่งมีสมบตัิย่อยสารประกอบแมนแนน 

(Kim et al., 2017) และสารประกอบไซแลน (Walia 
et al., 2013) ที่เป็นองค์ประกอบของผนังเซลล์พชื
ตามล าดบั โดยเอนไซมท์ัง้ 2 ชนิด มคีวามส าคญัใน
อุตสาหกรรมอาหารสตัว์เพื่อย่อยกากอาหาร และ
อุตสาหกรรมกระดาษในขัน้ตอนการฟอกขาวแทน
การใชส้ารเคม ีพบว่า P. polymyxa เป็นแบคทเีรยีที่
สามารถสร้างเอนไซม์ไซลาเนสได้ปรมิาณสูง และ 
P. pabuli สามารถสร้างเอนไซม์ได้ทัง้แมนนาเนส
และไซลาเนส ซึง่เป็นทีน่ิยมในอุตสาหกรรมกระดาษ
และอาหารสตัว ์และมปีระโยชน์ใชใ้นทางการเกษตร 
การบ าบดัทางสิง่แวดล้อม และงานทางการแพทย์ 
เป็นต้น ดงันัน้การทราบชนิดของแบคทเีรยีจะท าให้
สามารถเลือกใช้แบคทีเรียได้อย่างมปีระสทิธภิาพ
และมปีระโยชน์ในการเกบ็รกัษาสายพนัธุ ์

P. polymyxa และ P. pabuli สามารถผลิต
เอนไซมแ์ตกต่างกนั จงึจ าเป็นตอ้งศกึษาและจ าแนก
ชนิดแบคทีเรีย การจ าแนกและระบุชนิดของ
แบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน 16S rRNA เป็นที่นิยมมากในปัจจุบัน 
ศกึษาโดยการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอบริเวณยนี 16S 
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rRNA ด้วยไพรเมอร์สากล (universal primer) และ
หาล าดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) รายงานผล
โดยแสดงนิวคลีโอไทด์ที่มีความถี่สูงสุดที่พบใน
ต าแหน่งนัน้ของทัง้จโีนม ซึง่แต่ละชุดซ ้าของยนีจะมี
ความแตกต่างของนิวคลโีอไทดใ์นบางต าแหน่ง ท า
ให้ข้อมูลชนิดนิวคลีโอไทด์ที่ไม่ได้แสดงผลขาด
หายไป ส่งผลให้การวเิคราะหโ์ดยการเปรยีบเทยีบ
ความ เหมือนและความแตก ต่ างของล าดับ 
นิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rRNA กบัล าดบันิวคล-ี
โอไทด์อ้ า งอิง ในฐานข้อมูล ได้ผลไม่ ชัด เ จน 
(Hakovirta et al., 2016) จึงไม่สามารถใช้จ าแนก
และระบุชนิดของแบคทเีรยีบางชนิดในระดบัสปีชสี ์

การศึกษาความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน 16S rRNA ยังสามารถใช้เพื่อก าหนด
รูปแบบของล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยแบคทีเรีย      
แต่ละสปีชีส์แสดงผลล าดับนิวคลีโอไทด์ได้หลาย
รูปแบบ ซึ่งเป็นผลจากการวิเคราะห์ล าดบันิวคลี-  
โอไทด์ในแต่ละชุดซ ้าของยีน เพื่อน ารูปแบบของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่หลากหลายมาปรับปรุง
ฐานขอ้มูลของ 16S rRNA เพิม่โอกาสใหส้ามารถใช้
ข้อมูลในการอ้างอิงส าหรับการวิเคราะห์เปรียบ 
เทยีบความเหมอืนของล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 
16S rRNA (sequence alignment) ของล าดบันิวคล-ี
โอไทด์ที่ต้องการทราบชนิดของแบคทีเรีย (query 
sequence)  ( Fernández- No et al., 2015 แ ล ะ 
Hakovirta et al., 2016) ดงันัน้ในงานวจิยันี้ตอ้งการ
ศกึษาความแตกต่างของนิวคลโีอไทดห์นึ่งต าแหน่ง 
(SNP) บริเวณยีน 16S rRNA ภายในสปีชีส์เพื่อ
ก าหนดรูปแบบล าดบันิวคลโีอไทด์บรเิวณยนี 16S 
rRNA ในแบคทีเรียภายในสปีชีส์เดียวกัน เพื่อ
ประโยชน์ในงานด้านการจ าแนกและระบุชนิดของ
แบคทเีรยีโดยใชล้ าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S 
rRNA ดงักล่าว 
 
2. อปุกรณ์และวิธีการ 

2.1 ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยีน 16S 
rRNA 

2.1.1 ขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทดท์ัง้จโีนม
ของตัวอย่ างแบคทีเ รีย  P.  polymyxa จ านวน  
10 สายพันธุ์ จากฐานข้อมูล NCBI (https://www. 
ncbi.nlm.nih.gov) ใชส้ าหรบัการศกึษา SNP ศกึษา
การจดัรูปแบบนิวคลโีอไทดข์องยนี 16S rRNA และ
ใชเ้ป็นล าดบันิวคลโีอไทดอ์า้งองิเพื่อระบุสปีชสี ์

2.1.2 ขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วน
บรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยีที่ทราบสปีชสี์
จ านวน 3 สายพนัธุ ์(P. polymyxa H-5 ขนาด 1,455 
คู่เบส, P. pabuli SW12 ขนาด 1,431 คู่เบส และ P. 
pabuli JCM9074 ขนาด 1,507 คู่ เบส) ซึ่งใช้เป็น
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ดสอบการจดัรปูแบบและใชเ้ป็น
ล าดบันิวคลโีอไทดอ์า้งองิเพื่อระบุสปีชสี ์

2.1.3 ขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์บางส่วน
บรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี Paenibacillus 
sp. ทีเ่กบ็เกีย่วจากนาขา้ว จงัหวดักาญจนบุรซีึง่ไม่
ทราบสปีชีส์จ านวน 3 ไอโซเลต (BTK01 ขนาด 
1,332 คู่ เบส , BTK04 ขนาด 1,336 คู่ เบส  และ 
BTK05 ข น า ด  1,331 คู่ เ บ ส )  ใ ช้ เ ป็ น ล า ดับ 
นิวคลโีอไทดต์วัอย่างทีต่อ้งการทราบสปีชสี ์

2.2 การตรวจสอบจ านวนชุดซ ้าของยีน 
16S rRNA ในจีโนม 

จ านวนชุดซ ้ าของยีน  16S rRNA ใน       
จีโนม P. polymyxa แต่ละสายพนัธุ์ตรวจสอบโดย
ค้นหาจากข้อมูลทัง้จีโนมในฐานข้อมูล  NCBI 
เปรียบเทียบจ านวนชุดซ ้าของยีน 16S rRNA ใน
ฐานข้อมูล และค้นหาแบคทีเรยี  P. polymyxa โดย
ใช้ชื่อของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์ในฐานข้อมูล 
rrnDB database (https://rrndb.umms.med.umich. 
edu)  

2.3 การวิ เคราะห์รูปแบบและความ
หลากหลายของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 
16S rRNA ภายในสปีชีส ์

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)%20ใช้สำหรับ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)%20ใช้สำหรับ
https://rrndb.umms.med.umich.edu/
https://rrndb.umms.med.umich.edu/
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เตรียมข้อมูลล าดับนิ วคลีโ อไทด์ที่
สมบูรณ์บริเวณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรีย P. 
polymyxa จ านวน 10 สายพันธุ์ ในรูปแบบไฟล์ 
.fasta โดยสกดัขอ้มูลล าดบันิวคลโีอไทด์ที่สมบูรณ์
ทุกจ านวนชุดซ ้าของยนี 16S rRNA ในแบคทเีรยี P. 
polymyxa แต่ละสายพนัธุ์จากจ านวนชุดซ ้าของยนี 
16S rRNA จากข้อ 2.2 แล้ววิเคราะห์ด้วยการท า 
multiple sequence alignment จากนัน้เลือกเลือก  
นิวคลโีอไทด์ทีม่คีวามถี่สูงสุดในแต่ละต าแหน่งของ
ยนี 16S rRNA ทัง้หมดในจโีนมทีเ่ป็นล าดบัพอ้งกนั 
(consensus sequence) ของแต่ละสายพนัธุ ์

จากนัน้น า consensus sequence มาท า 
multiple sequence alignment ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม 
MEGA 7.0 (Kumar et al., 2015) ตรวจหาบรเิวณที่
มคีวามแตกต่างของล าดบันิวคลโีอไทด์โดยใชแ้ถบ
เครื่องมือ mark variable sites ก าหนดใช้รูปแบบ
ไฟล์ .mas เพื่อใช้ในการศึกษาความหลากหลาย
ของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA 
ภายในสปีชีส์ และวิเคราะห์การจัดรูปแบบล าดับ 
นิวคลีโอไทด์สมบูรณ์บริเวณยีน 16S rRNA ด้วย
การวเิคราะหแ์ผนภูมทิางพนัธุกรรม  

2.4 ศึกษาการใช้รปูแบบของล าดบันิวคลี-
โอไทดเ์พื่อระบุสปีชีส/์สปีชีสย์่อยของแบคทีเรีย 

ทดสอบรูปแบบของล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณ 16S rRNA ของแบคทีเรีย P. polymyxa 
จ านวน 10 สายพนัธุ ์วเิคราะหร์่วมกบัล าดบันิวคลี-
โอไทด์ทดสอบที่ทราบสปีชีส์จ านวน 3 สายพันธุ์  
(P. polymyxa H-5, P. pabuli SW12 และ P. pabuli 
JCM9074) และล าดับนิวคลีโอไทด์ทดสอบที่ไม่
ทราบสปีชสีจ์ านวน 3 ไอโซเลต (Paenibacillus sp. 
ไอโซเลต BTK01, BTK04 และ BTK05) โดยการท า 
multiple sequence alignment สร้าง phylogenetic 
tree ด้วยวิธี UPGMA, neighbor-joining (NJ) และ 
maximum likelihood (ML) ก าหนดค่า bootstrap 
เท่ ากับ 1,000 replications และวิเคราะห์ความ 

สัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยเปรียบเทียบความ
แตกต่างของนิวคลีโอไทด์ทัง้หมด แล้วค านวณหา
ค่ า ดัช นี ค ว ามแตก ต่ า ง  ( distance correlation 
coefficient) รวมถงึศกึษาการจดักลุ่มของแบคทเีรยี 
P. polymyxa ดว้ยโปรแกรม MEGA 7.0 (Kumar et 
al.,  2015) 
  

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 ความหลากหลายและรูปแบบของ

ล าดับ นิวคลี โอไทด์บ ริ เ วณยีน  16S rRNA 
ภายในสปีชีส ์

การตรวจสอบจ านวนซ ้าของยีน  16S 
rRNA ภายในจโีนมแบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้หมด 
10 สายพันธุ์  พบว่ าแบคทีเ รีย  P.  polymyxa มี
จ านวนซ ้าทัง้หมด 11-14 ซ ้า (copy) และมขีนาดยนี 
( length)  1,542-1,565 คู่ เบส (ตารางที่  1)  โดย
แบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้ 10 สายพนัธุ์ มจี านวน
ซ ้าและขนาดของยนีใกลเ้คยีงกนั แสดงว่าจ านวนซ ้า
และขนาดของยีนไม่เกี่ยวข้องกับการจัดรูปแบบ     
นิวคลีโอไทด์ แ ต่ เ ป็นปัจจัยที่ท า ให้เกิดความ
หลากหลายของนิวคลโีอไทดแ์ต่ละต าแหน่งภายใน 
สปีชสี ์การมจี านวนซ ้าของยนีจ านวนมากในจโีนม 
พบได้ในยีนที่มีความส าคญัต่อการด ารงชีวิตของ
แบคทีเรีย สอดคล้องกับงานวิจยัของ Pettersson 
และคณะ (1996) และ Reischl และคณะ (1998) ซึง่
ไดศ้กึษาจ านวนซ ้าของยนี 16S rRNA ในแบคทเีรยี 
Mycoplasma mycoides แ ล ะ  Mycobacterium 
celatum ตามล าดบั พบความหลากหลายของนิวคล-ี
โอไทด์แต่ละต าแหน่งภายในสปีชีส์ของ Myco-
plasma mycoides และ Mycobacterium celatum 

ความแตกต่างของนิวคลโีอไทด์ในแต่ละ
ต าแห น่งของแบคที เ รีย  P.  polymyxa ทั ้ง  10  
สายพนัธุ์ พบบรเิวณที่มกีารเปลี่ยนแปลงชนิดของ 
นิวคลีโอไทด์ทัง้หมด 29 ต าแหน่ง (ตารางที่ 2) 
ต าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์มี
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สาเหตุเกดิจากการเปลี่ยนแปลงระหว่างเบสพวิรีน 
(purine transition) การเปลี่ยนแปลงระหว่างเบส  
ไพรมิดินี (pyrimidine transition) การเปลี่ยนแปลง
ระหว่างเบสพวิรนีและไพรมิดินี (transversion) การ
เพิ่มของเบส ( insertion) และการขาดหายไปของ
เบส (deletion) บริเวณที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับ  
นิวคลโีอไทด์ (SNP) ต าแหน่งที่ 465-488 สามารถ
จดัรูปแบบล าดบันิวคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rRNA 
ของแบคทเีรยีออกเป็น 2 รูปแบบ โดยแสดงล าดบั 
นิวคลโีอไทดอ์นุรกัษ์ (conserve sequence) บรเิวณ

ยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี P. Polymyxa ทัง้ 10 
สายพนัธุ ์(รปูที ่1) รปูแบบที ่1 คอื 5-TCTTGTAGA 
GTAACTGCTACAAGA- 3 ไ ด้ แ ก่  P.  polymyxa 
SC2, P.  polymyxa M1, P.  polymyxa CF05, P. 
polymyxa YC0573, P.  polymyxa YC0136, P. 
polymyxa J, P. polymyxa sb3-1 และ P. polymyxa 
ATCC 15970 และรูปแบบที ่2 คอื 5-TTGAGAGA 
GTAACTGCTCTTGAG- 3 ไ ด้ แ ก่  P.  polymyxa 
SQR-21 และ P. polymyxa HY96-2 (รปูที ่2)

 

ตารางท่ี 1  จ านวนชุดซ ้าและขนาดของยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้หมด 10 สายพนัธุ ์
 

ล าดบั สายพนัธุแ์บคทเีรยี Accession No. จ านวนยนี (ชุดซ ้า) ขนาดของยนี (คู่เบส) 

1 P. polymyxa SC2 CP002213.2 13 1,559 

2 P. polymyxa M1 HE577054.1 14 1,542 

3 P. polymyxa CF05 CP009909.1 14 1,563 

4 P. polymyxa SQR-21 CP006872.1 13 1,542 

5 P. polymyxa YC0573 CP017968.3 12 1,565 

6 P. polymyxa YC0136 CP017967.3 11 1,565 

7 P. polymyxa J CP015423.1 14 1,565 

8 P. polymyxa sb3-1 CP010268.1 14 1,559 

9 P. polymyxa ATCC 15970 CP011420.1 13 1,565 

10 P. polymyxa HY96-2 CP025957.1 14 1,552 

 

 
รูปท่ี 1  รูปแบบของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA ที่พบจากแบคทีเรียภายในสปีชีส์   

P. polymyxa จ านวน 10 สายพันธุ์ ต าแหน่งที่ 465-488 สามารถจัดรูปแบบล าดับนิวคลีโอไทด์

บรเิวณยนี 16S rRNA ได ้2 รปูแบบ 
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ตารางท่ี 2  ความแตกต่างของนิวคลโีอไทดแ์ต่ละต าแหน่งของแบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้ 10 สายพนัธุ ์
 

SNP ต าแหน่ง alignment ชนิดนิวคลโีอไทด ์(ความถี)่ ลกัษณะการกลาย 
1 74 A(0.8), G(0.2) purine transition 
2 75 A(0.5), T(0.4) และ G(0.1) transversion, purine transition 
3 76 T(0.8), G(0.2) transversion 
4 93 A(0.7), C(0.3) transversion 
5 94 A(0.6), C(0.2) และ T(0.2) transversion 
6 95 T(0.8), C(0.2) pyrimidine transition 
7 215 A(0.7), G(0.3) purine transition 
8 465 T(0.8), C(0.2) pyrimidine transition 
9 466 C(0.8), T(0.2) pyrimidine transition 
10 468 T(0.8), G(0.2) transversion 
11 469 G(0.8), A(0.2) purine transition 
12 470 T(0.8), G(0.2) transversion 
13 483 A(0.8), C(0.2) transversion 
14 484 C(0.8), T(0.2) pyrimidine transition 
15 485 A(0.8), T(0.2) transversion 
16 486 A(0.8), G(0.2) purine transition 
17 487 G(0.8), A(0.2) purine transition 
18 488 A(0.8), G(0.2) purine transition 
19 656 G(0.8), A(0.2) purine transition 
20 714 G(0.7), T(0.3) transversion 
21 1,012 C(0.8), T(0.2) pyrimidine transition 
22 1,031 A(0.7), G(0.3) purine transition 
23 1,275 C(0.5), T(0.4) และ G(0.1) pyrimidine transition, transversion 
24 1,281 G(0.8), T(0.2) transversion 
25 1,282 Indels base T insertion, deletion 
26 1,283 G(0.8), C(0.2) transversion 
27 1,455 A(0.6), G(0.4) purine transition 
28 1,463 Indels base C insertion, deletion 
29 1,470 Indels base G insertion, deletion 



Thai Journal of Science and Technology                                        ปีที ่8 • ฉบบัที ่1 • มกราคม - กมุภาพนัธ์ 2562 

 72 

 
รปูท่ี 2  แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมบรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้ 10 สาย

พันธุ์ สร้างด้วยวิธี maximum likelihood (ML) ก าหนดค่า bootstrap เท่ากับ 1,000 replications 
สามารถจ าแนกแบคทเีรยี P. polymyxa ไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ตามรปูแบบของขอ้มลูล าดบันิวคลโีอไทด ์

 

 
รปูท่ี 3  แผนภูมคิวามสมัพนัธท์างพนัธุกรรมบรเิวณยนี 16S rRNA ของแบคทเีรยี P. polymyxa ทัง้ 10 สาย

พันธุ์  และ Paenibacillus sp.  ไอโซเลต  BTK01, BTK04 และ BTK05 สร้างด้วยวิธี maximum 
likelihood (ML) โดยก าหนดค่า bootstrap เท่ากบั 1,000 replications 

 
ต าแหน่งล าดบันิวคล-ีโอไทดอ์นุรกัษ์บรเิวณยนี 16S 
rRNA อยู่ในช่วงทีถู่กเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอไดโ้ดยใช้
ไพรเมอรส์ากล เช่น ไพรเมอร ์20F (5-AGTTTGAT 

CCTGGCTCAG-3) ในต าแหน่งที่ 9-27 ของยีน 
16S rRNA และไพรเมอร ์1500R (5-GTTACCTTG 
TTACGACTT-3) ในต าแหน่งที่ 1,492-1,509 ของ



ปีที ่8 • ฉบบัที ่1 • มกราคม - กมุภาพนัธ์ 2562                                           Thai Journal of Science and Technology 

 73 

ยีน  16S rRNA (Brosius et al., 1981)  ดังนั ้น จึง
สามารถใช้ต าแหน่งล าดับนิวคลีโอไทด์อนุรักษ์
บรเิวณดงักล่าวเป็นรูปแบบในการจ าแนกและระบุ  
ส ปี ชีส์ ย่ อ ย  ( subspecies)  ข อ ง แบคที เ รี ย  P. 
Polymyxa ได ้

การเปลี่ยนแปลงของนิวคลโีอไทด์ที่เกดิขึน้
ภายในสปีชสีม์อีตัราการเปลี่ยนแปลงของเบสกลุ่ม
เดยีวกนั (transition) มากกว่าการเปลีย่นแปลงของ
เบสต่างกลุ่มกนั (transversion) (ตารางที่ 2) เกิด
จากกระบวนการจ าลองตวัเองของดีเอ็นเอ ในการ
เพิ่มปริมาณภายในเซลล์เพื่อให้เซลล์มีโปรตีน
เพยีงพอในการท าหน้าทีเ่พื่อการด ารงชวีติของเซลล ์
การจ าลองตวัเองของดเีอน็เออาจเกดิการต่อนิวคลี-
โอไทดผ์ดิพลาดและเซลลไ์ม่สามารถซ่อมแซมแกไ้ข
ได ้(DNA repair) ส่งผลใหด้เีอน็เอสายใหม่มนีิวคลี-
โอไทดท์ีผ่ดิไปจากดเีอน็เอต้นแบบ และเมื่อดเีอน็เอ
สายใหม่มีการจ าลองตัวเองจะก่อให้เกิดความ
ผดิพลาดต่อเนื่องไป ความผดิพลาดในต าแหน่งนัน้
เกิดเป็น point mutation (กิตติพัฒน์, 2557) การ
เปลีย่นแปลงของนิวคลโีอไทดใ์นต าแหน่งนัน้ ๆ  อาจ
ส่งผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงหน้าทีก่ารท างานของ
โปรตีน หรืออาจไม่มกีารเปลี่ยนแปลง ซึ่งการเกดิ 
point mutation เป็นสาเหตุหลักของการเปลี่ยน 
แปลงนิวคลโีอไทด์หนึ่งต าแหน่ง (SNP) เมื่อมกีาร
ถ่ายทอดพันธุกรรมของ point mutation ส่งผลให้
เกิดสปีชีส์ย่อยของแบคทีเรีย P. polymyxa เช่น
งานวิจัยของ Kozak-Muiznieks และคณะ (2018) 
ใช ้SNP ในการศกึษาระบุสปีชสีย์่อยของแบคทเีรยี 
Legionella pneumophila (Lp) ร่วมกับการศึกษา
แผนภูมิทางพนัธุกรรมบริเวณยนี 16S rRNA, mip 
และ gyrB เป็นต้น โดยการศึกษาสปีชีส์ย่อยของ
แบคทีเรียมีประโยชน์ต่อการเลือกใช้แบคทีเรียที่
เหมาะสมกบังานทีต่้องการศกึษา เนื่องจากภายใน
แบคทเีรยีสปีชสีเ์ดยีวกนับางสายพนัธุ ์แต่ละสปีชสี์
ยอ่ยมสีมบตัใินการสรา้งผลผลติจากเชือ้ทีต่่างกนั 

3.2 การระบุ ส ปี ชีส์ /ส ปี ชีส์ย่ อยของ
แบคทีเรียโดยใช้รปูแบบของล าดบันิวคลีโอไทด์
บริเวณยีน 16S rRNA  

แผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(phylogenetic tree)  ด้วยวิธี  UPGMA, neighbor-
joining (NJ)  และ maximum likelihood (ML)  ค่ า 
bootstrap เท่ ากับ 1,000 replications เพื่ อดูการ
จัดท ารูปแบบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S 
rRNA พบว่าสามารถจ าแนกข้อมูลล าดับนิวคลี-    
โอไทดเ์ป็น 2 รูปแบบ ซึง่แผนภูมคิวามสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมจากทัง้ 3 วธิ ีแสดงการจดัรูปแบบล าดบั 
นิวคลโีอไทดท์ีส่อดคลอ้งกนั 

รูปแบบของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ
ยนี 16S rRNA สอดคล้องกบัความหลากหลายของ 
นิวคลโีอไทด์ (ตารางที่ 2) และการก าหนดรูปแบบ
ของล าดบันิวคลโีอไทด ์(รปูที ่1) เมื่อดคูวามสมัพนัธ์
ของล าดบันิวคลีโอไทด์ 16S rRNA ของแบคทเีรยี 
P. polymyxa จ านวน 10 สายพนัธุ ์วเิคราะหร์่วมกบั
ล าดบันิวคลโีอไทดท์ดสอบทีท่ราบสปีชสี์ จ านวน 3 
สายพนัธุ ์(P. polymyxa H-5, P. pabuli SW12 และ 
P.  pabuli JCM9074)  แ ละล าดับนิ วคลีโ อไทด์
ทดสอบที่ไม่ทราบสปีชีส์  จ านวน 3 ไอโซเลต 
(Paenibacillus sp.ไอโซเลต BTK01, BTK04 และ 
BTK05)  พบว่ า สามารถจ า แนกข้อมู ล ล า ดับ 
นิวคลีโอไทด์และสายพันธุ์ของแบคทีเรียเป็น 2 
รูปแบบ (รูปที่ 2) โดยแบคทเีรยี Paenibacillus sp.  
ไอโซเลต BTK01 จดัอยู่ในกลุ่มเดยีวกบัรูปแบบที่ 1 
ของ P.  polymyxa และมีความใกล้ชิดกันทาง
พนัธุกรรมกบัแบคทเีรยี P. polymyxa H-5 (รูปที ่3) 
จงึสามารถระบุ Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK01 
เป็น P. polymyxa ไอโซเลต BTK01 

การวิเคราะห์ค่าดัชนีความแตกต่าง 
(distance correlation coefficient)  ล า ดับนิ วคลี -    
โอไทด์บริ เ วณยีน  16S rRNA ของแบคที เ รีย 
Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK01 มคี่าดชันีความ
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แตกต่างตัง้แต่ 0.000 (แตกต่าง 0 ต าแหน่งจาก     
นิวคลโีอไทด ์1,332 คู่เบส) ถงึ 0.017 (แตกต่าง 22 
ต าแหน่งจากนิวคลีโอไทด์  1,332 คู่ เบส)  กับ
แบคทีเรีย  P. polymyxa (รูปที่  4) สามารถระบุ 
Paenibacillus sp.  ไ อ โ ซ เ ล ต  BTK01 เ ป็ น  P. 
polymyxa ไ อ โ ซ เ ล ต  BTK01 จ า ก แ ผ น ภู มิ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและค่าดัชนีความ
แตกต่างของจ านวนนิวคลีโอไทด์ภายใน P. 

polymyxa แสดงถึงความหลากหลายที่ เกิดขึ้น
ภายในสปีชีส์ ส่งผลให้แบคทีเรีย P. polymyxa มี
แนวโน้มในการจ าแนกสายพนัธุใ์นระดบัสปีชสีย์่อย 
(subspecies) ในทศิทางเดยีวกบัแบคทเีรยีกลุ่ม B. 
subtilis (Yi et al., 2014)  ที่มีความ ใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรมของล าดบันิวคลโีอไทด ์16S rRNA แต่ยงั
มคีวามหลากหลายของนิวคลโีอไทดภ์ายในสปีชสีท์ี่
ท าใหส้ามารถแยกไดถ้งึระดบัสปีชสีย์่อยได ้

 

 
รูปท่ี 4  ค่ าดัชนีความแตกต่างของแบคทีเรีย  P.  polymyxa และ P.  pabuli ที่วิเคราะห์จากล าดับ 

นิวคลโีอไทดย์นี 16S rRNA 
 

ในขณะที่ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยนี 
16S rRNA ของ Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK04 
และ BTK05 แยกออกมาจากกลุ่มของ P. polymyxa 
และมีความคล้ายคลึงกับแบคทีเรีย P.  pabuli  
(รูปที่ 3) สอดคล้องกบัการวิเคราะห์ค่าดชันีความ
แตกต่างล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณยีน 16S rRNA 
ซึง่ Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK04 และ BTK05 
มคี่าใกลเ้คยีงกบั P. pabuli (รูปที ่4) ท าใหส้ามารถ

ระบุ  Paenibacillus sp.  ไ อ โซ เลต  BTK04 และ 
BTK05 เ ป็ น  P.  pabuli ไ อ โซ เลต  BTK04 และ 
BTK05 ตามล าดบั 
 

4. สรปุ 
แบคทีเรีย P. polymyxa จ านวน 10 สาย

พันธุ์ ที่ใช้ในการศึกษาครัง้นี้  มีจ านวนยีน 16S 
rRNA ทัง้หมด 11-14 ซ ้า (copy) และมีขนาดของ
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ยนี (length) ประมาณ 1,542-1,565 คู่เบส พบความ
แตกต่างของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละต าแหน่งของ
แบคทีเรีย P. polymyxa โดยมีการเปลี่ยนแปลง
ล าดับนิวคลีโอไทด์ทัง้หมด 29 ต าแหน่ง และ
ต าแหน่งที ่465-488 สามารถจดัรปูแบบของล าดบันิ
วคลโีอไทดบ์รเิวณยนี 16S rRNA ได ้2 รูปแบบ ซึง่
แสดงแนวโน้มการเกิดสปีชีส์ย่อยในแบคทีเรีย P. 
polymyxa และพบว่ารูปแบบที ่1 สามารถระบุชนิด
ของแบคทเีรยี Paenibacillus sp. ไอโซเลต BTK01 
เป็น P. polymyxa ไอโซเลต BTK01 สอดคล้องกบั
ผลการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยมี
ค่าดัชนีความแตกต่างตัง้แต่ 0.000-0.017 กับ
แบคทเีรยี P. polymyxa 

การศึกษาความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์
สามารถน ามาปรับปรุงฐานข้อมูลยีน 16S rRNA 
ด้วยการก าหนดชุดรูปแบบของล าดบันิวคลโีอไทด์ 
เพื่อเพิ่มแนวทางในการวิเคราะห์จ าแนกและระบุ 
สปีชีส์/สปีชีส์ย่อยของแบคทีเรีย P. polymyxa ที่มี
ความใกลช้ดิกนัทางพนัธุกรรมสงู 
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