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Abstract 
Cell wall plays significant role in Viridiplantae as it is one of the major cell components 

giving strength to plant cells. The main component of plant cell wall is cellulose. However, the 
knowledge of the cell wall component of Viridiplantae, the group of green organisms that consists 
of two main lineages – chlorophyte algae and streptophytes, is limited. To obtain more information 
of the main component of the cell wall namely cellulose, we investigated the presence and the 
content of cellulose present in cell walls of six green algae – Cladophora sp., Oedogonium sp., 
Microspora sp. and Pithophora sp. (chlorophyte algae) and Spirogyra sp. and Nitella sp. 
(streptophyte algae) using three techniques including 1) Calcofluor white staining, 2) biomass 
analyses, and 3) transcriptome analyses. Results from microscopic and biomass analyses 
showed that cellulose was present in cell wall of the six algae, which was congruent with results 
from transcriptome analyses where we found putative gene sequences that might be encoding 
for cellulose synthesizing complexes. In addition, of all five algae, Cladophora sp. had the highest 
cellulose content in the cell wall, which was equal to 34.92% of its biomass. 
 
Keywords: chlorophyte algae, streptophyte algae, cellulose, cellulose synthesizing complexes
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ผนงัเซลล์มีบทบาทสําคญัตอ่การดํารงชีวิตของพืช เช่น ทําหน้าทีBคงรูปร่าง ปอ้งกนัการฉีกขาดของ

เยืBอหุ้มเซลล์ เพิBมความแข็งแรง และคดักรองสารทีBเข้าออกเซลล์ (Evert, 2006) ซึBงการปรากฏของผนงัเซลล์

นี Xเป็นลกัษณะเฉพาะทีBปรากฏในกลุม่สิBงมีชีวิตบางกลุม่ เช่น สิBงมีชีวิตกลุม่ Viridiplantae ในผนงัเซลล์ของ 

Viridiplantae นั Xนประกอบด้วยสารจําพวกคาร์โบไฮเดรต โดยมีเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบหลกั (Popper et 

al., 2011; Sørensen et al., 2011; Fangel et al., 2012) ซึBงเซลลูโลสนี Xถูกสังเคราะห์จากโครงสร้างทีB

เรียกว่า cellulose synthesizing complexes (CSCs) ประกอบด้วย protein subunits ทีBสร้างจาก Golgi 

apparatus แล้วขนสง่ไปยงับริเวณเยืBอหุ้มเซลล์เพืBอสงัเคราะห์เซลลโูลสในผนงัเซลล์ (Tsekos, 1999) 

จากการศึกษาโครงสร้างของ CSCs ของสิBงมีชีวิตในกลุ่ม Viridiplantae ด้วยวิธี freeze fracture 

นั Xนพบวา่โครงสร้างดงักลา่วปรากฏทีBบริเวณพื XนผิวของเยืBอหุ้มเซลล์ และจากการสงัเกตลกัษณะการเรียงตวั

ของ CSC subunits พบโครงสร้างของ CSCs สองชนิด ได้แก่ 1) rosette terminal complex (rosette TC) 

ทีBประกอบไปด้วย 6 subunits ของ CSCs ทีBมีโครงสร้างเรียงตวัเป็นวงคล้ายดอกกหุลาบ สามารถพบได้ใน 

Viridiplantae กลุ่ มส เตรปโตไฟต์  เ ช่น  สาห ร่าย สี เ ขียว  Spirogyra sp. (Herth, 1983) และในพืช 

เช่นถัBวอะซูกิ Vigna angularis (Kimura et al., 1999) และ Ü) linear terminal complex (linear TC) ทีB

ประกอบไปด้วย 1-3 แถวของ subunits ของ CSCs ทีBมีโครงสร้างเรียงตัวกันเป็นเส้นตรง (Saxena and 

Brown, 2005) สามารถพบได้ใน Viridiplantae ทั Xงในสาหร่ายกลุ่มคลอโรไฟต์และกลุ่มสเตปโตไฟต์ เช่น 

สาห ร่ายทะ เล สี เ ขียว  Valonia macrophysa (Itoh and Brown, 1984) และ  Boergesenia forbesii 
(Kudlicka et al., 1987) 

นอกจากนี Xจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างชนิดของ CSCs และเซลลูโลสไมโครไฟบริล 

(cellulose microfibril) พบว่า ชนิดของ CSCs ทีBต่างกัน ส่งผลให้ชนิดของเซลลโูลสทีBปรากฏแตกต่างกัน 

จึงเกิดสมมติฐานทีBว่า rosette TC จะสงัเคราะห์เซลลโูลสชนิดบีตาเซลลโูลส (cellulose Ib) ทีBมีโครงสร้าง

ผลึกแบบโมโนคลินิก (monoclinic) เช่น สาหร่ายสีเขียว Micrasterias denticulata และ M. rotate (Kim 

et al., 1996) และ linear TC จะสงัเคราะห์เซลลโูลสชนิดอลัฟาเซลลโูลส (cellulose Ia) ทีBมีโครงสร้างผลกึ

แบบไตรคลินิก (triclinic) (Tsekos, 1999) เช่น สาหร่ายสีเขียว Cladophora glomerata (Xiang et al., 

2016) 

แม้วา่การปรากฎของผนงัเซลล์จะเป็นลกัษณะทีBเป็นเอกลกัษณ์ของสิBงมีชีวิตในกลุม่ Viridiplantae 

อย่างไรก็ตามลกัษณะของผนงัเซลล์นี Xไม่ได้ปรากฎในสิBงมีชีวิตทีBเป็นบรรพบุรุษของ Viridiplantae และใน

กลุ่มสาหร่ายดึกดําบรรพ์จําพวก prasinophyte แต่การปรากฏของผนงัเซลล์มีการวิวฒันาการเกิดขึ Xนใน

ภายหลงัทั Xงในกลุ่มสาหร่ายคลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์ ดงันั XนเพืBอเพิBมความเข้าใจการเกิดวิวฒันาการ

ของการปรากฏเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของ Viridiplantae มากยิBงขึ Xน การศึกษานี Xจึงมีวตัถุประสงค์เพืBอหา

ปริมาณเซลลโูลสทีBพบในผนงัเซลล์ของสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์บางชนิด 
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วัตถุประสงค์ 
1. เพืBอหาปริมาณเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์บางชนิด 

2. เพืBอศกึษาความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของผนงัเซลล์ในสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และ 

สเตรปโตไฟต์บางชนิด 

ประโยชน์ที$คาดว่าจะได้รับ 
1. ได้ปริมาณเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์บางชนิด 

2. ได้เรียนรู้ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของผนงัเซลล์ในสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์ 

3. ได้เรียนรู้เทคนิคและฝึกฝนทกัษะทางวิทยาศาสตร์ในภาคปฏิบติั 
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บทที$ 2 
การตรวจสอบเอกสาร 

 
1. ผนังเซลล์ 

ผนังเซลล์มีบทบาทสําคัญต่อการเจริญเติบโต การพัฒนา และการป้องกันตัวเองของเซลล์ 

ด้วยองค์ประกอบต่าง ๆ ทีBห่อหุ้มเซลล์ ทําให้เซลล์มีความแข็งแรง แต่ยงัสามารถขยายขนาดเพืBอเจริญหรือ

ตอบสนองต่อสิBงแวดล้อมได้อย่างรวดเร็ว (Domozych, 2015) โดยผนังเซลล์จะพบในสิBงชีวิตบางกลุ่ม

เทา่นั Xน เชน่ สิBงมีชีวิตกลุม่ Viridiplantae ทีBประกอบด้วยสิBงมีชีวิตสองกลุม่ ได้แก่ 

1.) สาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์ (chlorophyte algae)  

2.) กลุ่มสเตรปโตไฟต์ (streptophyte) ซึBงประกอบด้วยสิBงมีชีวิตอีกสองกลุ่ม คือสาหร่ายกลุ่ม 

สเตรปโตไฟต์ (streptophyte algae) และพืช (embryophyte) 

นอกจากนี Xสาหร่ายกลุ่มสเตรปโตไฟต์ประกอบด้วยสาหร่ายทีBมีความหลากหลายของลักษณะ

สณัฐานวิทยามากกว่าหนึBงพนัชนิด ซึBงพบได้ตั Xงแต่สาหร่ายเซลล์เดียว (Mesostigma viride) สาหร่ายทีBอยู่

รวมกันเป็นกลุ่ม (Scenedesmus acuminatus) สาหร่ายทีBเป็นเส้นสาย (Spirogyra neglecta) ตลอดจน

สาหร่ายหลายเซลล์ทีBมีโครงสร้างซับซ้อน (Chara corallina) ซึBงนักวิทยาศาสตร์เชืBอว่าสาหร่ายกลุ่ม 

สเตรปโตไฟต์นี Xเป็นบรรพบุรษของพืชเนืBองจากเป็นกลุ่มสิBงมีชีวิตทีBมีความใกล้ชิดทางวิวฒันาการกับพืช

มากทีBสุด โดยสาหร่ายกลุ่มสเตรปโตไฟต์เป็นสาหร่ายนํ XาจืดทีBสามารถยึดครองสภาพแวดล้อมทีBแห้งได้

อย่างช้า ๆ ผ่านเหตกุารณ์ทางวิวฒันาการเพืBอปรับตวัด้านสรีรวิทยาและโครงสร้าง ทําให้สาหร่ายเหล่านี X

สามารถทนตอ่ความเครียดในสภาพแวดล้อมบกได้ เช่น รังสียวีู การขาดนํ Xา ดงันั Xนการพฒันาโครงสร้างของ

ผนงัเซลล์จงึมีบทบาทสําคญัมาก (Popper et al., 2011; Sørensen et al, 2011, 2012; Buschmann and 

Zachgo, 2016)  

ผนงัเซลล์สว่นใหญ่จะประกอบด้วยพอลแิซก็คาไรด์ทีBเป็นเส้นใย (fibrillar polysaccharides) ของ 

เซลลโูลส (cellulose) ทีBถกูตรึงอยูใ่นเมทริกซ์ (matrix) และประกอบด้วยพอลแิซก็คาร์ไรด์ชนิดอืBน ๆ โปรตีน

และนํ Xา (Domozych, 2015)  

1.1. เซลลูโลส 
เซลลโูลส คือ พอลิแซก็คาไรด์ของกลโูคสทีBเชืBอมกนัด้วยพนัธะ b-1,4 จดัเป็นสารพอลิเมอร์ทีBมี

ปริมาณมากทีBสดุในโลก เซลลโูลสไม่ละลายนํ Xา มีลกัษณะเป็น unbranched crystalline strand ทีB 

เรียกวา่ เซลลโูลสไมโครไฟบริล (cellulose microfibril) ซึBงมีคณุสมบติัไบรีฟริงเจนซ์ (birefringence) 

โดยสามารถสงัเกตคุณสมบติัไบรีฟริงเจนซ์ของเซลลูโลสนี Xได้จากการปรากฏของ pseudo-color 

ภายใต้แสงโพลาไรซ์ (Deguchi, Tsujiib, and Horikoshi, 2006) 

สิBงมีชีวิตกลุ่ม Viridiplantae พบเซลลโูลสไมโครไฟบริลเป็นองค์ประกอบหลกัของผนงัเซลล์ 

โดยเซลลโูลสไมโครไฟบริลทีBสงัเคราะห์จากสิBงมีชีวิตจะเรียกว่า เซลลโูลสวนั (cellulose I) เป็นสาย

เซลลูโลสไมโครไฟบริลทีBขนานกันและมีโครงสร้างผลึกต่างแตกกันสองชนิด (Domozych, 2015) 

ได้แก่ 

1.) อลัฟาเซลลโูลส (cellulose Ia) มีโครงสร้างผลกึแบบไตรคลินิก (triclinic) ซึBงพบได้มากใน

สาหร่ายกลุ่มคลอโรไฟต์ โดยการรายงานของ Sucaldito และ Camacho (2017) พบว่า 

สาหร่าย Cladophora rupestris พบ cellulose Ia ถึง 88.0% และพบได้ในแบคทีเรีย โดย

การรายงานของ Yan และคณะพบ cellulose Ia ในแบคทีเรีย Acetobacter xylinum 
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2.) บีตาเซลลโูลส (cellulose Ib) มีโครงสร้างผลกึแบบโมโนคลนิิก (monoclinic) ซึBงพบได้มาก

ในสิBงมีชีวิตกลุม่สเตรปโตไฟต์ โดยไมมี่การรายงานปริมาณ cellulose Ib ทีBแน่นอนใน

สิBงมีชีวิตกลุม่นี X (Moon et al., 2010) 

เซลลโูลสถกูสงัเคราะห์จากโครงสร้างทีBเรียกวา่ cellulose synthesizing complexes (CSCs) 

ซึBงมียีน Cellulose synthase (CesA) ควบคุมการเรียงตัวของ cellulose synthase subunit เพืBอ

ประกอบเป็น CSCs จากการศึกษาโครงสร้างด้วยวิธี freeze-fracture โดย Roberts, Roberts และ 

Delmer (2002) และการศึกษาโดย Tsekos (1999) พบการเรียงตัวของ cellulose synthase 

subunits ทีBแตกตา่งกนั จงึเกิดเป็นสมมติฐานดงันี X  

1.) rosette terminal complex (rosette TC) ประกอบด้วย  cellulose synthase subunits 

จํานวน ù subunit ทีB เ รียงเป็นวง มี รูปร่างคล้ายดอกกุหลาบ สามารถพบได้ใน 

Viridiplantae กลุ่มสเตรปโตไฟต์ เช่น สาหร่ายสีเขียว Spirogyra sp. (Tsekos, 1999) 

และในพืช เช่น ถัBวอะซู กิ  Vigna angularis (Kimura et al, 1999) ซึBง  rosette TC จะ

สงัเคราะห์บีตาเซลลโูลส 

2.) linear terminal complex (linear TC) ประกอบด้วย cellulose synthase subunits ทีB

เรียงตวักนัเป็นเส้นตรงตั Xงแต ่1-3 แถว (Saxena and Brown, 2005) สามารถพบได้ใน 

Viridiplantae ทั Xงสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และกลุม่สเตรปโตไฟต์ เช่น สาหร่ายทะเลสีเขียว 

Valonia macrophysa (Itoh and Brown, 1984) และ Boergesenia forbesii (Kudlicka 

et al, 1987) และพบได้ในแบคทีเรีย เชน่ Acetobacter xylinum (Yan et al., 2008) ซึBง 

linear TC จะสงัเคราะห์อลัฟาเซลลโูลส 

 

2. เทคนิคการศึกษาเซลลูโลสไมโครไฟบริล 
2.1  การย้อมด้วยสารเรืองแสง (fluorescent dye) 

สารเรืองแสง Calcofluor white เป็นสีย้อมทีBจบักบัโมเลกลุของพอลิแซ็กคาไรด์ทีBเชืBอมกนัด้วย

พนัธะ b-1,4 หากตวัอย่างทีBถูกย้อมมีเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบ ส่งผลให้สีย้อมดงักล่าวสามารถ

เรืองแสงสีนํ Xาเงินภายใต้แหล่งกําเนิดแสงแบบ UV (Galbraith, 1981) นอกจากนี Xแล้วการใช้สีย้อม

ชนิดนี Xยงัสามารถใช้ประมาณปริมาณของพอลิแซ็กคาไรด์ทีBมีพนัธะ b-1,4 ในตวัอย่างทีBถกูย้อมได้ 

เช่น ในการศกึษาของ Herth และ Schnepf (1980) พบวา่ผนงัเซลล์และขนแข็ง (bristle) ในสาหร่าย 

Acanthosphaera zachariasi ทีBจดัอยู่ในสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์ มีเซลลโูลสไมโครไฟบริลจากการ

เรืองแสงสีนํ Xาเงินของ Calcofluor white และการศึกษาของ Herburger และ Holzinger (2016) 

พบวา่ผนงัเซลล์ของสาหร่ายสกลุ Zygnema และ Klebsormidium เรืองแสงสีนํ Xาเงินของ Calcofluor 

white เช่นกนั 
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2.2  การใช้วธีิทางเคมี 
การใช้วิธีทางเคมีด้วยการใช้วิธีการของ Siddhanta และคณะ (2011) โดยอาศยัคณุสมบติัการ

ละลายของอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลสใน sodium hydroxide ความเข้มข้น 17.5% (w/w) ซึBง

ได้รายงานอตัราส่วนของอลัฟาและบีตาเซลลโูลสทีBพบในสาหร่ายทะเลจํานวน 21 ชนิด นอกจากนี X

ยงัพบวิธีการวิเคราะห์ T203 cm-†† ทีBอาศยัคณุสมบติัการละลายของของอลัฟาเซลลโูลสและบีตา

เซลลูโลสใน sodium hydroxide ความเข้มข้น 17.5% (w/w) และการไทเทรตกับ potassium 

dichromate เพืBอหาปริมาณอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลส (TAPPI, 1999) เช่น การรายงานของ

โศรดา ชารีฟ และอภิตา (2560) ใช้วิธีการวิเคราะห์ T203 cm-99 เพืBอวิเคราะห์ปริมาณเซลลโูลสใน

เปลือกมะพร้าวออ่น 
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บทที$ 3 
  วัสดุ อุปกรณ์ และวธีิการดาํเนินการศกึษา 
 

1. วัสดุ อุปกรณ์ และสารเคมี 
1.1. วสัด ุอปุกรณ์ 

1.1.1.  อปุกรณ์สําหรับการระบชุนิดด้วยลกัษณะทางสณัฐาน 

- กล้องจลุทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ Nikon eclipse E100 (Nikon 

Corporation, Japan) 

1.1.2.  อปุกรณ์สําหรับการแยกและเพาะเลี Xยงสาหร่าย 

- ปากคีบและเข็มเขีBย 

- กล้องจลุทรรศน์สเตอริโอ 

- เครืBองพน่อากาศขนาด 1.5 ลติรตอ่นาที 

- Petri dish 

1.1.3.  อปุกรณ์สําหรับการระบชุนิดด้วยวิธีอณชีูววิทยาวิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วาน

วิวฒันาการ 

- ปิเปตต์ทิป 

- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 

- เครืBองเซนตริฟิวจ์ รุ่น MicroCen 13 (Herolab, Germany) 

- ปิเปตต์ รุ่น One Touch Single-channel 0.5-10 µL Mµlti และ 2 - 20 µL Mµlti 

(Biosigma, Italy) 

- 0.2 ml PCR Tubes with Attached Bubble Caps (KIRGEN, China) 

- Gel document analysis set (Bio-Rad Laboratories, USA) 

- GeneJET Genomic DNA Purification Columns pre-assembled with 

Collection Tubes (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- PCR machine รุ่น PTC-100TM programmable Thermal Controller (Bio-Rad 

Laboratories, USA) 

- Stainless steel beads 

1.1.4.  อปุกรณ์สําหรับการศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

- กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนซ์ Olympus BX51 (Olympus Corporation, Japan) 

1.1.5.  อปุกรณ์สําหรับการวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

- ขวดก้นกลม (Round bottom flask) 

- เครืBองชัBง 2 ตําแหน่ง และ 4 ตําแหน่ง 

- ตู้อบลมร้อน 

- เตาเผาเถ้า 

- ปั¶มสญุญากาศและชดุกรอง 

- หม้อดดูความชื Xน (Desiccator) 

- Condenser และ heating mantle 
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- Sintered glass crucible เบอร์ 1 

1.1.6.  อปุกรณ์สําหรับการสกดัเซลลโูลสจากสาหร่าย 

- ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 ml และบีกเกอร์ 

- เครืBองชัBง 2 ตําแหน่ง และ 4 ตําแหน่ง 

- ตู้อบลมร้อน 

- ปั¶มสญุญากาศและชดุกรอง 

- อา่งนํ Xาควบคมุอณุหภมิู 

- หม้อดดูความชื Xน (Desiccator) 

- pH paper 

- Sintered glass crucible เบอร์ 1 

1.1.7.  อปุกรณ์สําหรับการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสของสาหร่าย 

- ขวดรูปชมพู ่ขนาด 250 ml 

- ตู้อบลมร้อน 

- อา่งนํ Xาควบคมุอณุหภมิู 

- เครืBอง microcentrifuge รุ่น Spectrafuge™ 16M (Labnet International, USA) 

- กระดาษทดสอบคา่ pH 

- Sintered glass crucible เบอร์ 1 

1.2. สารเคมี 

1.2.1  สารเคมีสําหรับการแยกและเพาะเลี Xยงสาหร่าย 

- soil medium 

1.2.2  สารเคมีสําหรับการระบชุนิดด้วยวิธีอณชีูววิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วาน

วิวฒันาการ 

- 100bp DNA Ladder H3 RTU (GeneDireX, Taiwan) 

- 10X Tris-Borate-EDTA (TBE) Buffer, pH8.3, Ultra Pure Grade (Vivantis, 

Malaysia) 

- Green PCR Master Mix (biotechrabbit, Germany) 

- Invitrogen™ UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water (Fisher 

Scientific, England) 

- LE agarose (QP product, USA) 

- Thermo Scientific GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA) 

1.2.3  สารเคมีสําหรับการศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

- Calcofluor white (Sigma-Aldrich, USA) 

- Potassium hydroxide (KOH) ความเข้มข้น 10% 

1.2.4  สารเคมีสําหรับการวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

- Acetone 

- Acid detergent 

- Combined permanganate 
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- Decahydronaphthalene (Merck, Germany) 

- Demineralizing 

- Ethanol ความเข้มข้น 80% (v/v) 

- Neutral detergent 

- Sodium sulfite (NaSO3) 

1.2.5  สารเคมีสําหรับการสกดัเซลลโูลสจากสาหร่าย 

- Hydrochloric acid (HCl) ความเข้มข้น 5% (v/v) 

- Sodium chlorite (NaClO2) (Ajex, France) 

- 0.1 M Sodium acetate buffer pH 4.8 

- 0.5 M Sodium hydroxide (NaOH) 

1.2.6  สารเคมีสําหรับการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสของสาหร่าย 

1) Sodium hydroxide (NaOH) ความเข้มข้น 17.5% (w/w) 

2) 3 N Sulfuric acid  
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2. วธีิการดาํเนินการศึกษา 
2.1  การระบชุนิดด้วยลกัษณะทางสณัฐาน 

เก็บสาหร่ายจากแหล่งนํ Xาธรรมชาติ บนัทึกชืBอและหมายเลขผู้ เก็บ วนัเดือนปีทีBเก็บ และ

สถานทีBเก็บ นํามาศกึษาลกัษณะทางสณัฐานโดยใช้กล้องจลุทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ Nikon 

eclipse E100 และระบุชนิดของสาหร่ายด้วย identification key ชืBอ How to know the fresh-

water algae โดย Gerald Weber Prescott (1954) 

 

2.2  การแยกและเพาะเลี Xยงสาหร่าย 

แยกสาหร่ายให้เป็น uni-algal culture (Andersen, 2005) เพาะเลี Xยงสาหร่ายใน soil 

medium ทีBสภาวะอณุหภมิู 25-26°C ให้แสงด้วยหลอดฟลอูอเรสเซนต์จํานวน 16 ชัBวโมงตอ่วนั และ

เติมอากาศด้วยเครืBองพน่อากาศขนาด 1.5 ลติรตอ่นาที 

 

2.3  การระบชุนิดด้วยวิธีอณชีูววิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานวิวฒันาการ 

สกดัดีเอ็นเอสาหร่ายด้วย Thermo Scientific GeneJET Plant Genomic DNA Purification 

Mini Kit ซึBงดีเอ็นเอทีBได้ประกอบด้วยดีเอ็นเอจากนิวเคลียส คลอโรพลาสต์และไมโทคอนเดรียทีBใช้

สําหรับระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานวิวัฒนาการ จากนั Xนเลือก

เครืBองหมายยีน (gene marker) ทีBเหมาะสมกับสกุลของสาหร่าย จากการเปรียบเทียบข้อมูล

เครืBองหมายยีนทีBปรากฎในฐานข้อมลู GenBank® (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ซึBง

เครืBองหมายยีนทีBถกูคดัเลือกจะมีลําดบัดีเอ็นเอของเครืBองหมายยีนดงักลา่วของสกลุสาหร่ายทีBใช้ใน

การศกึษา จากการคดัเลือกเครืBองหมายยีนโดยรวบรวมข้อมลูจาก GenBank® ในวนัทีB 13 เมษายน 

2561 พบวา่มีเครืBองหมายยีนทีBเหมาะสมตอ่การระบสุกลุของสาหร่ายทีBใช้ในการศกึษาจํานวน 6 ยีน 

ดงันี X 

- DNA internal transcribed spacer 2-5.8S ribosomal DNA (ITS2-5.8S rDNA) 

- 18S ribosomal DNA (18S rDNA) 

- 23S ribosomal DNA (23S rDNA) 

- 28S ribosomal DNA (28S rDNA) 

- ATP synthase beta subunit (atpB) 

- ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) 

จากนั Xนคัดเลือกไพรเมอร์สําหรับการเพิBมจํานวนเครืB องหมายยีนด้วยปฏิกิริยาลูกโซ ่

พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction) จากการทบทวนวรรณกรรม พบไพรเมอร์และสภาวะทีB

เหมาะสมตอ่การเพิBมจํานวนเครืBองหมายยีน ดงัตอ่ไปนี X 
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3) ITS2-5.8S rDNA  

 
ขั Xนตอน initial denaturation ทีBอุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที จากนั Xนเข้าสู่

วงรอบเพิBมปริมาณจํานวน 31 รอบ โดยขั Xนตอน denaturation ทีBอณุหภมิู 95°C นาน 

2 นาที ขั Xนตอน annealing ทีBอณุหภูมิ 47°C นาน 2 นาที และขั Xนตอน extension ทีB

อุณหภูมิ 66°C นาน 3 นาที จากนั Xนเข้าสู่ขั Xนตอน final extension ทีBอุณหภูมิ 72°C 

นาน 15 นาที (Sakayama et al., 2004) 

 

4) 18S rDNA 

 
ขั Xนตอน denaturation ทีBอุณหภูมิ †3°C นาน 1 นาที ขั Xนตอน annealing ทีB

อณุหภมิู 50°C นาน 2 นาที ขั Xนตอน extension ทีBอณุหภมิู 72°C นาน 3 นาที จํานวน 

28 รอบ (Nakayama et al., 1996; Hanyuda et al., 2002) 

 

5) 23S rDNA 

 
ขั Xนตอน initial denaturation ทีBอณุหภมิู 94°C นาน 2 นาที จากนั Xนเข้าสู่วงรอบ

เพิBมปริมาณจํานวน 35 รอบ โดย ขั Xนตอน denaturation ทีBอุณหภูมิ 94°C นาน 

20 วินาที ขั Xนตอน annealing ทีBอณุหภมิู 55°C นาน 30 วินาที และขั Xนตอน extension 

ทีBอุณหภูมิ 72°C นาน 30 วินาที จากนั Xนเข้าสู่ขั Xนตอน final extension ทีBอุณหภูมิ 

72°C นาน 10 นาที (Sherwood and Presting, 2007) 

 

 

 

 

Forward primer: CH-ITS-F6 
  5’-GATTGAATGGTCCGGTGAAGTG-3’ 

Reverse primer: FU-ITS-R8 
  5’-TGGGTCACACGATGCGTAGGGA-3’ 

 

Forward primer: SR-1 
  5’-TACCTGGTTGATCCTGCCAG-3’ 

Reverse primer: SR-12 
  5’-CCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’ 

 

Forward primer: p23SrV_f1 
  5’-GGACAGAAAGACCCTATGAA-3’ 

Reverse primer: p23SrV_r1 
  5-‘TCAGCCTGTTATCCCTAGAG-3’ 
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6) 28S rDNA 

 
ขั Xนตอน initial denaturation ทีBอณุหภมิู †≠°C นาน 3 นาที จากนั Xนเข้าสู่วงรอบ

เพิBมปริมาณจํานวน 35 รอบ โดยขั Xนตอน denaturation ทีBอุณหภูมิ †≠°C นาน 

15 วินาที ขั Xนตอน annealing ทีBอณุหภมิู 45°C นาน 15 วินาที และขั Xนตอน extension 

ทีBอณุหภมิู 72°C นาน 1 นาที จากนั Xนเข้าสูข่ั Xนตอน final extension ทีBอณุหภมิู 72°C 

นาน 5 นาที (Taylor, Bailey, and Freshwaer, 2017) 

 

7) atpB 

 
ขั Xนตอน denaturation ทีBอุณหภูมิ 95°C นาน 20 วินาที ขั Xนตอน annealing ทีB

อุณหภูมิ 50°C นาน 20 วินาที ขั Xนตอน extension ทีBอุณหภูมิ 72°C นาน 45 วินาที 

จํานวน 35 รอบ โดยรอบทีBหนึBงใช้คู่ไพร์เมอร์ atpB-175FZYG + atpB-1404RZYG 

และรอบทีBสองใช้คูไ่พร์เมอร์ atpB-700F + atpB-866R (Stancheva et al., 2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Forward primer: F-SAS1 
5’-TATGGCCGTACGTGTGCA-3’ 

Reverse primer: R-5.8S 
5’-CCAAGAAATCCATTGTACAGTGT-3’ 

 

External forward primer: atpB-175FZYG 
  5′-TRTWACYTGTGARGTACARCA-3′ 

External reverse primer: atpB-1404RZYG  
5′-CYARRTARAACGCYTGTTCTGG-3′ 

Internal forward primer: atpB-700F 
  5′-TATGGTCAAATGAATGAACC-3′ 

Internal reverse primer: atpB-866R 
5′-CCWACTGCAGAAGGCATAC-3′ 

 
 

t 
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8) rbcL  

 
สภาวะทีBเหมาะสมตามวิธีดัดแปลงของ Drummond และคณะ (2005) ดังนี X 

ขั Xนตอน initial denaturation ทีBอณุหภมิู 94°C นาน 2 นาที จากนั Xนเข้าสู่วงรอบเพิBม

ปริมาณจํานวน 34 รอบ โดยขั Xนตอน denaturation ทีBอณุหภมิู †4°C นาน 30 วินาที 

ขั Xนตอน annealing ทีBอุณหภูมิ 52°C นาน 30 วินาที ขั Xนตอน extension ทีBอุณหภูมิ 

72°C นาน 90 วินาที จากนั Xนเข้าสู่ขั Xนตอน final extension ทีBอณุหภูมิ 72°C นาน 4 

นาที 

 

ทดสอบผลการเพิBมจํานวนเครืBองหมายยีนด้วยเทคนิคการการแยกทางไฟฟา้โดยใช้เจล (gel 

electrophoresis) บน 2% agarose gel เพืBอตรวจสอบขนาดของผลผลิตทีBได้จากการเพิBมจํานวน 

ดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรสของเครืBองหมายยีน จากนั Xนสง่ผลผลติของดีเอ็นเอไปยงับริษัท 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ เพืBอหาลําดบัดีเอ็นเอของผลิตภณัฑ์ทีBได้จากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอ

เรส 

นําลําดบัดีเอ็นเอทีBได้มาตรวจสอบความถกูต้องด้วยการเปรียบเทียบกบัข้อมลูในฐานข้อมลู

GenBank® โดยใช้โปรแกรม BLAST® (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) โดยใช้คําสัBง 

blastn สําหรับค้นหาข้อมูลของลําดับดีเอ็นเอจากฐานข้อมูลโดยใช้ข้อมูลลําดับดีเอ็นเอของ

เครืBองหมายยีน ITS2-5.8S rDNA, 18S rDNA, 23S rDNA และ 28S rDNA  และ blastx สําหรับ

ค้นหาข้อมูลของโปรตีนจากฐานข้อมูลโดยใช้ข้อมูลลําดบัดีเอ็นเอของเครืBองหมายยีน atpB และ 

rbcL จากนั Xนนําลําดับดีเ อ็นเอทีBตรวจสอบความถูกต้องและลําดับดีเ อ็นเอของสาหร่าย 

(ภาคผนวก ข) มาวิเคราะห์เชิงวงศ์วานวิวัฒนาการ โดยการจัดเรียงตําแหน่งเปรียบเทียบกัน 

(multiple alignment)  ด้วยโปรแกรม MAFFT v 7.205 (Katoh and Standley, 2013)  จากนั Xน 

trim ลําดบัดีเอ็นเอทีBผ่านการจดัเรียงตําแหน่งเทียบกนัแล้ว โดยใช้คําสัBง automated1 ด้วยโปรแกรม 

trimAL v 1 . 2  ( Capella-Gutiérrez, Silla-Mart’ine, and Gabaldón, 2009)  จ า ก นั Xน คํ า น ว ณ 

nucleotide substitution model ด้วยโปรแกรม jModelTest (Posada, 2008) แล้ววิเคราะห์ด้วยวิธี 

Maximum-likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม RAxML v 8.2.8 (Stamatakis, 2014) บน CIPRES 

XSEDE Portal (Miller, Pfeiffer, and Schwartz, 2010) และวิธีแบบเบย์ ด้วยโปรแกรม MrBayes 

v 3.2.6 (Ronquist and Huelsenbeck, 2003) 

 

 

 

 

 

 

Forward primer: RH1 
  5’-ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC-3’ 

Reverse primer: 1385R 
  5’-AATTCAAATTTAATTTCTTTCC-3’ 
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2.4  การศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ 

2.4.1 การศกึษาลกัษณะของผนงัเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์ Olympus BX≠¥ โดยใช้

เทคนิค brightfield illumination 

2.4.2 การศกึษาคณุสมบติัไบรีฟริงเจนซ์ของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่ายด้วย 

กล้องจลุทรรศน์ Olympus BX51 โดยใช้เทคนิค polarized illumination 

2.4.3 การศกึษาลกัษณะของเซลลโูลสในผนงัเซลล์ด้วยกล้องจลุทรรศน์ Olympus BX≠¥ โดย

ใช้เทคนิค fluorescence illumination ด้วยการย้อมสาหร่ายด้วย Calcofluor white 

(Herth and Schnepf, 1980) 

วางสาหร่ายลงบนสไลด์ หยด Calcofluor white 1 หยด และ KOH ความเข้มข้น 10% 

1 หยด วางกระจกปิดสไลด์ ทิ Xงไว้ 1 นาที จากนั Xนส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ภายใต้

แหลง่กําเนิดแสงแบบ UV ในห้องมืด 

 

2.5  การวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

นํา sintered glass crucible เบอร์ 1 ขนาด 50 ml อบทีBอณุหภมิู 100°C เป็นเวลา 1 ชัBวโมง 

นําใส่หม้อดูดความชื Xนจน sintered glass crucible อยู่ทีBอุณหภูมิห้อง บันทึกนํ Xาหนัก sintered 

glass crucible จากนั XนชัBงสาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora sp., Nitella 
sp. และ Spirogyra sp. ทีBผ่านการอบแห้งจนนํ Xาหนักไม่เปลีBยนแปลงทีBอุณหภูมิ 60°C และบดจน

ละเอียดด้วยโกร่ง ชนิดละ 1 g นํามาวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายตาม

วิธีของ Goering และ Van Soest (1970) โดยนําสาหร่ายทีBผ่านการบดแล้วใส่ขวดก้นกลม เติม 

sodium sulfite 0.5 g, neutral detergent 100 ml แ ล ะ  decahydronaphthalene 2 ml เ ข ย่ า 

ขวดก้นกลมให้สารเข้ากนัเล็กน้อย นําขวดก้นกลมไปรีฟลกัซ์เป็นเวลา 1 ชัBวโมง โดยนบัเวลาตั Xงแต่

สารเริBมเดือด ถ่ายส่วนผสมทีBรีฟลักซ์เสร็จลงใน sintered glass crucible ทีBวางอยู่บนชุดกรอง 

ล้ างสาห ร่ายใน  sintered glass crucible ด้ วย นํ Xา ร้ อน  3-4 ค รั Xง  ล้ า ง ด้วย  acetone 2 ค รั Xง 

ดดูสารละลายออกด้วยปั¶มสญุญากาศจนแห้ง นํา sintered glass crucible ไปอบทีBอณุหภมิู 100°C 

เป็นเวลา 12 ชัBวโมง นําใส่หม้อดูดความชื Xนจน sintered glass crucible อยู่ ทีBอุณหภูมิห้อง 

โดยบนัทึกนํ XาหนักทีBแตกต่างกันของ sintered glass crucible ก่อนและหลงัการสกัดด้วย neutral 

detergent ซึBงคือนํ Xาหนักของ neutral detergent fiber (NDF) แล้วคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ NDF ซึBง

คํานวณได้จากสมการ 

 

 
 

โดย C คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัการสกดัด้วย neutral 

detergent (g) 

B คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible (g) 

A คือ นํ Xาหนกัสาหร่าย (g) 

 
 

 

NDF (%) = [(C - B) x 100] / A 
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นําสาหร่ายทีBผา่นการสกดัด้วย neutral detergent ถ่ายใสข่วดก้นกลม เติม acid detergent 

100 ml และ decahydronaphthalene 2 ml นําไปรีฟลกัซ์เป็นเวลา 1 ชัBวโมง โดยนบัเวลาตั Xงแตเ่ริBม

เดือด ถ่ายส่วนผสมทีBรีฟลกัซ์เสร็จแล้วลงใน sintered glass crucible ใบเดิมทีBวางอยู่บนชดุกรอง 

ล้างสาหร่ายใน sintered glass crucible ด้วยนํ Xาร้อน 3-4 ครั Xง ล้างด้วย ethanol ความเข้มข้น 

80% (v/v) 2 ครั Xง ดดูสารละลายออกด้วยปั¶มสญุญากาศจนแห้ง นํา sintered glass crucible ไป

อบทีBอณุหภมิู 100°C เป็นเวลา 12 ชัBวโมง นําใสห่ม้อดดูความชื Xนจน sintered glass crucible อยู่

ทีBอณุหภมิูห้อง โดยบนัทกึนํ XาหนกัทีBแตกตา่งกนัของ sintered glass crucible และ sintered glass 

crucible หลงัการสกดัด้วย acid detergent ซึBงคือนํ Xาหนกัของ acid detergent fiber (ADF) แล้ว

คํานวณหาเปอร์เซ็นต์ ADF และปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีBเป็นเฮมิเซลลูโลส ซึBง

คํานวณได้จากสมการ 

 

 
  

โดย D คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัการสกดัด้วย acid detergent (g) 

  B คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible (g) 

  A คือ นํ Xาหนกัสาหร่าย (g) 

NDF คือ neutral detergent fiber (g) 

 

เติม combined permanganate 25 ml ลงใน sintered glass crucible ทีBมีสาหร่ายซึBงผ่าน

การสกัดด้วย acid detergent แล้ว แช่ sintered glass crucible ในถาดทีBมีนํ Xาแข็ง คนด้วยแท่ง

แก้วเพืBอไม่ให้สาหร่ายจบัเป็นก้อน ทิ Xงไว้ 45 นาที ดดูสารละลายออกด้วยปั¶มสญุญากาศแล้วเติม

สารละลาย combined permanganate 25 ml ลงใน sintered glass crucible อีกครั Xง ทิ Xงไว้ 45 

นาที ดูดสารละลายออกด้วยปั¶มสุญญากาศ ล้างด้วย demineralizing จนสาหร่ายเป็นสีขาว 

จากนั Xนล้างด้วย ethanol ความเข้มข้น 80% (v/v) และ acetone ดูดสารละลายออกด้วยปั¶ม

สญุญากาศ นํา sintered glass crucible ไปอบทีBอณุหภมิู 100°C เป็นเวลา 12 ชัBวโมง นําใสห่ม้อ

ดูดความชื Xนจน sintered glass crucible อยู่ทีBอุณหภูมิห้อง โดยบันทึกนํ XาหนักทีBแตกต่างกัน

ระหว่าง ADF และนํ Xาหนักของสาหร่ายทีBผ่านการสกัดลิกนินออก ซึBงคือนํ Xาหนักของลิกนิน แล้ว

คํานวณหาเปอร์เซน็ต์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีBเป็นลกินิน ซึBงคํานวณได้จากสมการ 

 

 

 
 

โดย D คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัการสกดัด้วย acid detergent (g) 

E คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัสกดัลกินินออก (g) 

A คือ นํ Xาหนกัสาหร่าย (g) 

 

ADF (%) = [(D - B) x 100] / A 
เฮมิเซลลูโลส (%) = NDF - ADF 

ลิกนิน (%) = [(D - E) x 100] / A 
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นํา sintered glass crucible ทีBมีสาหร่ายซึBงผ่านการสกดัลิกนินออก เผาในเครืBองเผาเถ้าทีB

อุณหภูมิ 500°C เป็นเวลา 4 ชัBวโมง นําใส่หม้อดูดความชื Xนจน sintered glass crucible อยู่ทีB

อุณหภูมิห้อง โดยบนัทึกนํ XาหนักทีBแตกต่างกันระหว่าง sintered glass crucible หลงัสกัดลิกนิน 

ออก และนํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัเผาเถ้า ซึBงคือนํ Xาหนกัเซลลโูลส และบนัทกึนํ Xาหนกั

ทีBแตกตา่งกนัระหวา่งนํ Xาหนกั sintered glass crucible และ sintered glass crucible หลงัเผาเถ้า 

ซึBงคือนํ Xาหนกัเถ้า แล้วคํานวณหาเปอร์เซ็นต์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีBเป็นเซลลโูลส 

เถ้า และสารอืBน ๆ ซึBงคํานวนได้จากสมการ 

 

 
 

โดย E คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัสกดัลกินินออก (g) 

F คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible หลงัเผาเถ้า (g) 

A คือ นํ Xาหนกัสาหร่าย (g) 

B คือ นํ Xาหนกั sintered glass crucible (g) 

NDF คือ neutral detergent fiber (g) 

ADF คือ acid detergent fiber (g) 

 

ทําการวิเคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายชนิดละ 5 ซํ Xา 

 
 

2.6  การวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่าย 

2.6.1. การสกดัเซลลโูลสจากสาหร่าย  

นําสาหร่าย Cladophora sp. และ Spirogyra sp. ทีBผ่านการอบแห้งจนนํ Xาหนัก 

ไม่เปลีBยนแปลงทีBอุณหภูมิ 60°C จํานวน 1 g มาสกัดเซลลูโลสตามวิธีดดัแปลงจาก Xiang 

และคณะ (2016) โดยนําสาหร่ายทีBผา่นการบดแล้ว เติม NaClO2 0.8 g และ sodium acetate 

buffer pH 4.8 ความเข้มข้น 0.1 M 20 ml ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml ใส่อ่างนํ Xาควบคุม

อณุหภมิูทีB 60°C เป็นเวลา 3 ชัBวโมง ถ่ายสาหร่ายลงใน sintered glass crucible ทีBวางอยู่บน

ชุดกรอง ล้างสาหร่ายใน sintered glass crucible ด้วยนํ XากลัBนจน pH มีค่าประมาณ µ 

นําสาหร่ายมาเติม NaOH ความเข้มข้น 0.5 M 24 ml ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml ทิ Xงไว้

ข้ามคืนใสใ่นอา่งนํ Xาควบคมุอณุหภมิู 60°C ถ่ายสาหร่ายทีBผ่านการฟอกลงใน sintered glass 

crucible ใบเดิมทีBวางอยู่บนชุดกรอง ล้างสาหร่ายใน sintered glass crucible นําสาหร่าย

เติม HCl ความเข้มข้น 5% (v/v) โดยใช้สดัสว่นสาหร่าย 0.25 กรัม เติม HCl ความเข้มข้น 5% 

(v/v) 6 ml ในบีกเกอร์พร้อมปิดปากบีกเกอร์ด้วยแผน่อลมิูเนียมฟอยล์ นําไปต้มจนเดือด ทิ Xงไว้

ข้ามคืนทีBอุณหภูมิห้อง ด้วยนํ XากลัBนจน pH มีค่าประมาณ 7 นําเซลลูโลสทีBสกัดได้ไปอบทีB

เซลลูโลส (%) = [(E - F) x 100] / A 
เถ้า (%) = [(F - B) x 100] / A 

สารอ่ืน ๆ (%) = 100 - %NDF - %ADF - เฮมิเซลลูโลส - เซลลูโลส 
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อณุหภมิู 60°C จนแห้ง ทําการสกดัเซลลโูลสจากสาหร่าย Cladophora sp. และ Spirogyra 
sp. จํานวน 3 และ 2 ซํ Xาตามลําดบั 

 

2.6.2. การวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสของสาหร่าย 

นําเซลลโูลสทีBสกดัได้จากข้อ 2.6.1 มาวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสตามวิธีดดัแปลงจาก 

Siddhanta และคณะ (2011) เพืBอตรวจสอบการปรากฏของอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลส 

โดยใช้สัดส่วนปริมาณเซลลูโลส 1 g เติม NaOH ความเข้มข้น 17.5% (w/w) 30 ml บ่มทีB

อุณหภูมิ 20°C เป็นเวลา 2 ชัBวโมง ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml จากนั XนนําเซลลโูลสไปปัBน

เหวีBยงด้วยความเร็ว 8,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที แยกสว่นของเหลวและตะกอนออกจากกนั 

โดยส่วนตะกอนคืออลัฟาเซลลโูลส ล้างอลัฟาเซลลโูลสด้วยนํ XากลัBนจน pH มีค่าประมาณ 7 

อบอัลฟาเซลลูโลสทีBอุณหภูมิ 60°C จนแห้ง จากนั Xนนําส่วนของเหลวทีBแยกจากอัลฟา

เซลลโูลสมาเติม H2SO4 ความเข้มข้น 3 N 20 ml ต้มทีBอณุหภมิู 80°C เป็นเวลา 10 นาที เพืBอ

ตกตะกอนบีตาเซลลูโลส โดยถ่ายบีตาเซลลูโลสจากสาหร่าย Cladophora ลงใน sintered 

glass crucible ทีBวางอยู่บนชุดกรอง ล้างด้วยนํ XากลัBนจน pH มีค่าประมาณ 7 จากนั Xนนําไป

อบทีBอณุหภมิู 60°C โดยบนัทกึการปรากฏของอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลสทีBตกตะกอน

ออกมา 

 

 

2.7  การวิเคราะห์ทรานสคริปโตมของสาหร่ายเพืBอหาโปรตีนทีBเกีBยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลส 

นําทรานสคริปโ ตมของสาหร่าย Cladophora glomerata และ Spirogyra sp. จาก

ฐานข้อมูล 1000 plants (Matasci et al., 2014) มาวิเคราะห์โปรตีนทีB น่าจะทําหน้าทีBในการ

สังเคราะห์เซลลูโลส โดยทํานายหา protein family ผ่านฐานข้อมูล Carbohydrate-active 

enzymes (CAZy) ใช้การเปรียบเทียบด้วยขั Xนตอนวิธี HMMER (Yin et al, 2012) จากนั Xนเลือก

โปร ตีน ทีB อยู่ ใน  glycosyltransferase family 2 (GT2) ซึB ง เ ป็น  protein family ของ  cellulose 

synthase มารวมกับโปรตีนทีBเกีBยวข้องในการสังเคราะห์เซลลูโลส (ภาคผนวก ข) มาจัดเรียง

ตําแหน่งเปรียบเทียบกัน (multiple alignment) ด้วยโปรแกรม MAFFT v 7.205 (Katoh and 

Standley, 2013) trim ลําดับกรดอะมิโนทีBผ่านการจัดเรียงตําแหน่งเทียบกันแล้ว โดยใช้คําสัBง 

automated1 ด้วยโปรแกรม trimAL v 1.2 (Capella-Gutiérrez, Silla-Mart’ine, and Gabaldón, 

2009) จากนั Xนคํานวณ protein substitution model ด้วยโปรแกรม ModelTest-NG (Darriba et 

al., 2019) แล้ววิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม RAxML v 8.2.8 

(Stamatakis, 2014) บน CIPRES XSEDE Portal (Miller, Pfeiffer, and Schwartz, 2010)  
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บทที$ 4 
ผลการทดลอง 

 

1. การระบุชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐาน 
จากการเก็บสาหร่ายจากแหล่งนํ Xาธรรมชาติ และนํามาศึกษาลักษณะทางสัณฐานโดยใช้กล้อง

จุลทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ Nikon eclipse E100 และระบุชนิดระดบัสกุลด้วย identification key 

โดยมีชืBอและหมายเลขผู้ เก็บ วนัเดือนปีทีBเก็บ สถานทีBเก็บ และผลการระบชุนิดดงัตารางทีB 1 และลกัษณะ

ทางสณัฐานของสาหร่ายแตล่ะชนิด มีดงัตอ่ไปนี X 

1) Cladophora sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นเส้นสายทีBแตกแขนง หนึBงเซลล์มีหลายนิวเคลียส คลอโรพลาสต์มีลกัษณะ

เป็นร่างแห มีไพรีนอยด์จํานวนมาก ผนงัเซลล์หนา ดงัภาพ 1a 

2) Microspora sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นเส้นสายทีBไมแ่ตกแขนง เซลล์มีลกัษณะเป็นรูปทรงกระบอก ผนงัเซลล์หนามี

ลกัษณะเป็นตวั H ดงัภาพ 1b 

3) Oedogonium sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นเส้นสายทีBไมแ่ตกแขนง คลอโรพลาสต์มีลกัษณะเป็นร่างแห พบเซลล์ซ้อนกนั

เป็นชั Xนของวงแหวน เรียกวา่ apical cap เมืBอเจริญเติบโตเตม็ทีBพบเซลล์สืบพนัธุ์เพศเมีย (oogonium) และ

เซลล์สืบพนัธุ์แบบผู้  (antheridium) ดงัภาพ 1c 

4) Pithophora sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นเส้นสายทีBแตกแขนง หนึBงเซลล์มีหลายนิวเคลียส คลอโรพลาสต์มีลกัษณะ

เป็นร่างแห มีไพรีนอยด์จํานวนมาก พบ akinete ทีBเป็น vegetative spore มีรูปร่างคล้ายถงัเบียร์ สีเขียวเข้ม

และผนงัเซลล์หนา ดงัภาพ 1d 

5) Nitella sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นทลัลสั เซลล์ปล้องเป็นเซลล์เดีBยว ไมพ่บ corticating cell ล้อมรอบ พบการ

แตกกิBงอยา่งสมมาตรเป็นวงล้อมรอบข้อ คลอโรพลาสต์เป็นรูปกลมแบน พบเซลล์สืบพนัธุ์เพศผู้  (globule) 

อยูเ่หนือเซลล์สืบพนัธุ์เพศเมีย (nucule) ทีBมี corona cell จํานวน 10 เซลล์ ดงัภาพ 1e 

6) Spirogyra sp. 
สาหร่ายทีBมีลกัษณะเป็นเส้นสายทีBไมแ่ตกแขนง คลอโรพลาสต์มีลกัษณะเป็นเกลียว ดงัภาพ 1f 
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ภาพทีB 1 ภาพของสาหร่ายภายใต้กล้องจลุทรรศน์ใช้แสงแบบเชิงประกอบ 

(a) Cladophora sp.   (b) Microspora sp.   (c) Oedogonium sp. 

(d) Pithophora sp.   (e) Nitella sp.    (f) Spirogyra sp. 

ลกูศรแสดงโครงสร้าง apical cap 
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ตารางทีB 1 การระบชุนิดสาหร่ายทีBเก็บจากแหลง่นํ Xาธรรมชาติ 

ชืBอและ

หมายเลขผู้ เก็บ 
วนัเดือนปีทีBเก็บ สถานทีBเก็บ สกลุ 

กลุม่ของ

สาหร่าย 

กาญจนา 05 
13 กรกฎาคม 

2561 

สวนพฤกษศาสตร์ บ้าน

ร่มเกล้า จงัหวดัพิษณโุลก 
Pithophora sp. 

สาหร่ายกลุม่

คลอโรไฟต์ 

กาญจนา 06 14 สงิหาคม 2561 
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
Nitella sp. 

สาหร่ายกลุม่ 

สเตรปโตไฟต์ 

กาญจนา 07 14 สงิหาคม 2561 
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
Oedogonium sp. 

สาหร่ายกลุม่

คลอโรไฟต์ 

กาญจนา 09 
20 พฤศจิกายน 

2561 
แมนํ่ Xาน่าน จงัหวดัน่าน Cladophora sp. 

สาหร่ายกลุม่

คลอโรไฟต์ 

กาญจนา 10  15 มกราคม 2562 
ภาควิชาพฤกษศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
Microspora sp. 

สาหร่ายกลุม่

คลอโรไฟต์ 

กาญจนา 11 16 มกราคม 2562 
ตําบลแมริ่ม อําเภอแมริ่ม 

จงัหวดัเชียงใหม ่ 
Spirogyra sp. 

สาหร่ายกลุม่ 

สเตรปโตไฟต์ 

 

2. การแยกและเพาะเลี dยงสาหร่าย 
จากการแยกสาหร่ายให้เป็น uni-algal culture และการเพาะเลี Xยงสาหร่ายใน soil medium ทีB

สภาวะอณุหภมิู Ü≠-Üù°C ให้แสงด้วยหลอดฟลอูอเรสเซนต์จํานวน ¥ù ชัBวโมงต่อวนั และเติมอากาศด้วย

เครืBองพน่อากาศขนาด 1.5 ลติรตอ่นาที ได้ผลดงัตารางทีB 2 
 

ตารางทีB 2 การแยกและเพาะเลี Xยงสาหร่าย  

ชืBอวิทยาศาสตร์ 
การแยกสาหร่ายให้เป็น 

uni-algal culture 

การเพาะเลี Xยงสาหร่ายใน soil 

medium ของ uni-algal culture 

Cladophora sp. สามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ สามารถเพาะเลี Xยงได้ 

Microspora sp. สามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ สามารถเพาะเลี Xยงได้ 

Oedogonium sp. 

ไมส่ามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ 

เนืBองจาก culture ปนด้วยไซยาโนแบคทีเรีย 

ไดอะตอมและ Microspora sp. 

- 

Pithophora sp. สามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ สามารถเพาะเลี Xยงได้ 

Spirogyra sp. สามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ ไมส่ามารถเพาะเลี Xยงได้ 

Nitella sp. สามารถแยกเป็น uni-algal culture ได้ สามารถเพาะเลี Xยงได้ 
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3. การระบุชนิดด้วยวธีิอณูชีววทิยาและการวเิคราะห์เชิงวงศ์วานววัิฒนาการ 
จากการเพิBมจํานวนเครืBองหมายยีน ITS2-5.8S rDNA, 18S rDNA, 23S rDNA, 28S rDNA, atpB 

และ rbcL ในสาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora sp., 

Nitella sp. และ Spirogyra sp. ด้วยปฏิกิริยาลกูโซพ่อลเิมอเรส และทดสอบผลการเพิBมจํานวนเครืBองหมาย

ยีนด้วยเทคนิคการการแยกทางไฟฟา้โดยใช้เจลบน 2% agarose gel เพืBอตรวจสอบขนาดของผลผลติทีBได้

จากการเพิBมจํานวนดีเอ็นเอ ได้ผลดงัภาพทีB 2 จากนั Xนสง่ผลผลติของดีเอน็เอไปหาลําดบัดีเอน็เอ พบวา่ 

สามารถหาลําดบัดีเอน็เอได้ทั Xงหมด 5 ตวัอยา่ง ดงัตารางทีB 3 

 
ภาพทีB 2 ผลการเพิBมจํานวนเครืBองหมายยีนด้วยเทคนิคการการแยกทางไฟฟา้โดยใช้เจล 

(1),(5) DNA ladder   (2) Cladophora sp. 23S rDNA  (3) Nitella sp. 23S rDNA 

(4) Spirogyra sp. 23S rDNA  (6) Microspora sp. rbcL   (7) Spirogyra sp.  rbcL
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ตารางที' 3 ลําดบัดีเอ็นเอของเครื'องหมายยีนในสาหร่ายที'ใช้ในการศกึษา 

ลําดบั ชื'อวิทยาศาสตร์ 
เครื'องหมาย

ยีน 
ลําดบัดีเอ็นเอ 

ความยาว
ลําดบั 

ดีเอน็เอ (bp) 
1 Cladophora sp. 23S rDNA 5’-GGAAGCTTGAAATGACTTGGACTTTACTATGCGCAGTATAGGTGGGAGGCTATGAAAATATTCTTGC 

GGCAATATTTGGAGCCATCAGTGAGATACCACTCTTATTGTGTTAGATTTCTAACTTTGCATCATTATCTG 
GTCAAAGGACAGTTTCAGGCGGGCAGTTTGACTGGGGCGGTCGCCTCCTAAACGGTAACGGAGGCG 
CACAAAGGTTTCCTCTGACGGGTAGAAATCGTATCTAGAGTGTAAAGGCATAAGGAAGCTTGACTGTG 
AGACCTACAAGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGTCTTAGTGATCTGACGGTGCTGAGTGGAAAGGCC 
GTCACTCAACGGATAAAAAGTTACTCTAGGGAAAAAGGGGCTTGAA-3’ 

384 

2 Spirogyra sp. 23S rDNA 5’-AGATCTGAGATTGGCTTTGGGCTTCTCTTGCGCAGATTAGGTGGAAGGCGAAGACGATATCCTTCCG 
GGGATGTAAGAGCCACCAATGAGACACCACCCTAGAGAGGCTAGAATTCTAACCCTATACCTACTAGA 
AGGTTAGGGGACAGTCCCAGGTAGACAGTTTCTATGGGGCGTAGGCCTCCCAAAAGGTAACGGAGGC 
GTGCAAAGGTTCCCTCAGGCTGGACGGAAATCAGCCATCGAGTATAAAGGCAGAAGGGAGCTTGACT 
GCAAGACTGACACGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGCCTTAGTGATCCGACGGTTCCGAGTGGAAGG 
GCCGTCGCTCAACGGATAAAAGTTACTCTAGGGATGCCAGGCTGAACAAG-3’ 

385 

3 Nitella sp. 23S rDNA 5’-CGTTCTGTGATTGGGTTGGGCTTTTCCTGCGCAGCTAGGTGGAAGGCTTAGAAGGTCTTTTTCCGGA 
AAGACTGGAGCCATCAGTGAGATACCACTCTTGAGAAGCTAGAATTCTAACCTTATGTCGTTTCCGGCT 
AAGGAAAAGTCTCAGGTAGACAGTTTCTATGGGGCGTAGGCCTCCCAAAGGGTAACGGAGGCGTGCA 
AAGGTTCCCTCAGGCTGGACGGAAATCAGCCATTGAGTGTAAAGGCAAAAGGGAGCTTGACTGCGAG 
ACTGACTCGTCGAGCAGGGACGAAAGTCGGCCTTAGTGATCCGACGGTACCGAGTGGAAGGGCCGT 
CGCTCAACGGATAAAAGTTACTCTAGGGATACAATGCTGACAAA-3’ 

380 
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ลําดบั ชื'อวิทยาศาสตร์ เครื'องหมาย
ยีน 

ลําดบัดีเอ็นเอ 

ความยาว
ลําดบั 

ดีเอน็เอ (bp) 
4 Microspora sp. rbcL 5’-AAGGCTAGCTGCTGAAAGCTGTCGTAGAAGTTATCGATTAACTTATTATACGCCAGACTACATTGTT 

AAAGATACTGTTATTCTTGCAGCTTTCCGTATGACTCCACAACCTGGCGTTCCACCACAAGAGCGCGG 
GGCTGCAGACCCCATGAGTCTTCAACAGGGACATGGACTACAGTATGGACTGATGGTTTAACTAGATT 
AGACCGTTATCAAGGTCGATGCTATGATATCGAGCCTGTACCAGGTGAAGAAAACCAGTATATTGCATA 
TGTAGCATACCCACTAGACTTGTTTGAAGAAGGTTCAGTTACAAACCTATTTACATCTATCGAAGGAAAC 
GTATTCGGATTCTAAGTTTTGCGTGCACTACGATTAGCAGACTTACGTATTCCACCTGCATATGCCACCA 
CTTTACAAGCGCCTCCACACGGTATTCAAGTGGAACGGGATAAACTGAACTAATATGGGCGTGATTAAC 
TAGGTTGTACAATTAAACCTAAATGAGGTCTTTCTGCTACAAACTATGGACGTGCTGGTTACGAATGAGT 
ACGTAGAGCTCTAGACTTTACTAAAGGCGATAAAACGTTAACTCACAATCTTTCGTGCGTTGGAGAGAC 
CGTATCCTATTTGTATCTGACGAGCTGTATCATGCTCAAGCAGAACCAGGAAAAACCCAAGGGCATTAT 
TTAAATTCGAGATAGCCACTTGTACAAGAAATGCTACGGCGTCCAGATGTACGAATGAACTAGAGGTAC 
CTTTTAAACGCATGACGATATGACTAGACGGCTCACTGCACATACTAGCCTGCAAATCACTGTCGTAAG 
CAGGAATTCTTCTATACGGTCACTGTGCCAAGCCGCGTATACCACGCCGTATAGATACACTGTATACGC 
TCACGTGGATACGAAGCAGTACGTATGTAAAGTTGTAGCCACTCAGACTGTAGTACTGATTTGTAACGA 
GAGGCGAACAGCAGTGACTCTAGTCTGTTCACTAAGAGTGAGATGTTTGTACAAGAACGAGCCTAGAA 
GCTCT-3’ 

1038 
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ลําดบั ชื'อวิทยาศาสตร์ เครื'องหมาย
ยีน ลําดบัดีเอ็นเอ 

ความยาว
ลําดบั 

ดีเอน็เอ 
(bp) 

5 Spirogyra sp. rbcL 5’-AGGGGGGCTGGCATTAAGCAGGGTAAGATTATAGACTTACATATTACACTCCTGAATACGAGACCAA 
AGAAACTGATGTTTTAGCTGCATTTCGTATGACTCCTCAGCCTGGAGTACCACCTGAAGAAGCAGGTGC 
TGCTGTAGCAGCTGAGTCTTCTACAGGGAACATGGACTACTGTTTGGACAGATGGACTTACTAGCTTGG 
ATCGTTATAAAGGAAGATGTTATGATATTGAACCTGTTGCTGGAGAAGAAAATCAATACATCGCTTATGTA 
GCTTATCCTCTAGATCTATTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACTTATTTACTTCTATTGTAGGTAACGTATTTG 
GTTTCAAAGCACTTCGAGCTTTACGTCTAGAAGATTTACGTATTCCTCCTGCATATTCTAAAACCTTCCAAG 
GTCCTCCTCATGGAATTCAAGTAGAAAGAGACAAGATCAATAAATATGGCCGTCCTTTATTAGGTTGTACT 
ATTAAACCTAAATTAGGATTATCTGCTAAAAACTATGGTAGAGCTGTATATGAATGTCTTCGTGGTGGTTTA 
GATTTTACAAAAGATGATGAAAACGTAAACTCTCAACCATTTATGCGTTGGAGAGATCGCTTCTTATTTGTA 
GCAGAAGCTATCTACAAAGCACAAGCAGAAACCGGAGAAATTAAAGGGCATTATTTAAATGCTACTGCTG 
GTACCTGTGAAGAAATGCTAAAAAGAGCAGAATATGCTAAAGAACTAGGTGTACCAATTATTATGCATGAC 
TATTTGACAGGTGGTTTTACAGCTAATACTAGTTTAGCTCATTATTGCCGTGACAATGGTCTTCTTTTACATA 
TCCCCCGTGCTATGCACGCAGTTATCGACAGAAAGAAAAATCATGGTATTCATTTCCGTGTATAAGCTAAA 
GCTTTACGTATGTCTGGTGGAGACCACATTCATTCGGGGACTGTTGTAGGTAAACTTGAAGGGGAACGTC 
AAGTAACACTTGGGTTTGTAGAACTTTTTCCCGGAAAAATTAATATTAAAAAAAAAACGCAACCCCCGGGG 
AAT-3’ 

1065 
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นําลําดับดีเอ็นเอทั -ง 5 ตัวอย่างมาตรวจสอบความถูกต้องด้วยการเปรียบเทียบกับข้อมูลใน
ฐานข้อมูล GenBank® โดยใช้โปรแกรม BLAST® โดยใช้คําสัPง blastn สําหรับค้นหาข้อมูลของลําดับ 
ดีเอ็นเอจากฐานข้อมลูโดยใช้ข้อมลูลําดบัดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีน 23S rDNA และ blastx สําหรับค้นหา
ข้อมลูของโปรตีนจากฐานข้อมลูโดยใช้ข้อมลูลําดบัดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีน rbcL จากนั -นนําลําดบัดีเอ็น
เอทีPตรวจสอบความถูกต้องและลําดับดีเอ็นเอของสาหร่าย (ภาคผนวก ข) มาวิเคราะห์เชิงวงศ์วาน
วิวฒันาการ โดยการจดัเรียงตําแหน่งเปรียบเทียบกนั (multiple alignment) ด้วยโปรแกรม MAFFT v 7.205 
trim ลําดับดีเอ็นเอทีPผ่านการจัดเรียงตําแหน่งเทียบกันแล้ว โดยใช้คําสัPง automated1 ด้วยโปรแกรม 
trimAL v 1.2 คํานวณ nucleotide substitution model ด้วยโปรแกรม jModelTest แล้ววิเคราะห์ด้วยวิธี 
Maximum-likelihood (ML) โดยใช้โปรแกรม RAxML v 8.2.8 บน CIPRES XSEDE Portal และวิธีแบบเบย์ 
ด้วยโปรแกรม MrBayes v 3.2.6 ได้แผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการ (phylogenetic tree) ดงันี - 

1) เครืPองหมายยีน 23S rDNA ของสาหร่าย Cladophora sp. 
จากแผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการ พบว่าสาหร่าย Cladophora sp. ทีPใช้ในศึกษาครั -งนี - มีความ

ใกล้ชิดเชิงวงศ์วานวิวฒันาการกบัสาหร่าย Cladophora sp. จากการศึกษาของ Jiang (2017) มาก
ทีPสุด ดังภาพทีP 3 ซึPงเป็นตัวอย่างสาหร่ายจากแหล่งนํ -าในรัฐแคลิฟอร์เนีย สหรัฐอเมริกา โดยมีค่า 
bootstrap clade support เทา่กบั 93% จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และ 1.0 จาก
การวิเคราะห์แบบเบย์ 

 
ภาพทีP 3 แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการของสาหร่าย Cladophora sp. ทีPสร้างจากลําดับดีเอ็นเอของ
เครืPองหมายยีน 23S rDNA ซึPงวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood แสดงคา่ bootstrap clade support 
จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และวิธีแบบเบย์ 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Cladophora sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี - 
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2) เครืPองหมายยีน 23S rDNA ของสาหร่าย Nitella sp. 
จากแผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการ พบวา่สาหร่าย Nitella sp. ทีPใช้ในศกึษาครั -งนี - มีความใกล้ชิด

เชิงวงศ์วานวิวฒันาการกบัสาหร่ายสกลุ Chara มากทีPสดุ ซึPงเป็นสาหร่ายทีPจดัอยู่ในวงศ์เดียวกนั ดงั
ภาพทีP 4 โดยมีคา่ bootstrap clade support เทา่กบั 0 จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood 
และ 1.0 จากการวิเคราะห์แบบเบย์ 

 
ภาพทีP 4 แผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการของสาหร่าย Nitella sp. ทีPสร้างจากลําดบัดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีน 
23S rDNA ซึP ง วิ เคราะห์ ด้วยวิ ธี  Maximum-likelihood แสดงค่า  bootstrap clade support จากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และวิธีแบบเบย์ 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Nitella sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี - 
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3) เครืPองหมายยีน 23S rDNA ของสาหร่าย Spirogyra sp. 
จากแผนภูมิวงศ์วานวิวฒันาการ พบว่าสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในศึกษาครั -งนี - มีความ

ใกล้ชิดเชิงวงศ์วานวิวฒันาการกบัสาหร่าย Spirogyra sp. จากการศึกษาของ Sherwood และคณะ 
(2014) มากทีPสดุ ดงัภาพทีP 5 ซึPงเป็นตวัอย่างสาหร่ายจากแหล่งนํ -าในรัฐฮาวาย สหรัฐอเมริกา โดยมี
ค่า bootstrap clade support เท่ากบั 36% จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และ 1.0 
จากการวิเคราะห์แบบเบย์ 

 
ภาพทีP  5 แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการของสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPสร้างจากลําดับดีเอ็นเอของ
เครืPองหมายยีน 23S rDNA ซึPงวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood แสดงคา่ bootstrap clade support 
จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และวิธีแบบเบย์ 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี - 
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4) เครืPองหมายยีน rbcL ของสาหร่าย Microspora sp. 
 จากแผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการ พบว่าสาหร่าย Microspora sp. ทีPใช้ในศกึษาครั -งนี - จดัอยู่ใน
อนัดบั Sphaeropleales ซึPงไมส่ามารถระบชุนิดของสาหร่ายได้ ดงัภาพทีP 6 โดยมีคา่ bootstrap clade 
support เท่ากับ 100% จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และ 1.0 จากการวิเคราะห์
แบบเบย์ 

 

ภาพทีP  6 แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการของสาหร่าย Microspora sp. ทีPสร้างจากลําดับดีเอ็นเอของ
เครืPองหมายยีน rbcL ซึPงวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood แสดงค่า bootstrap clade support จาก
การวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และวิธีแบบเบย์ 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Microspora sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี - 
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5) เครืPองหมายยีน rbcL ของสาหร่าย Spirogyra sp. 
จากแผนภูมิวงศ์วานวิวฒันาการ พบว่าสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในศึกษาครั -งนี - จดัอยู่ใน

สกุล Spirogyra ซึPงไม่สามารถระบุชนิดของสาหร่ายได้ ดังภาพทีP 7 โดยมีค่า bootstrap clade 
support เทา่กบั 46% จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และ 0.9 จากการวิเคราะห์แบบ
เบย์ 

 
ภาพทีP  7 แผนภูมิวงศ์วานวิวัฒนาการของสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPสร้างจากลําดับดีเอ็นเอของ
เครืPองหมายยีน rbcL ซึPงวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood แสดงค่า bootstrap clade support จาก
การวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood และวิธีแบบเบย์ 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี - 
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4. การศึกษาเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

จากการศึกษาผนงัเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจลุทรรศน์โดยใช้เทคนิค brightfield illumination เพืPอ
ศึกษาลกัษณะของผนงัเซลล์ พบว่า สาหร่ายทกุชนิดพบขอบเขตการปรากฏของผนงัเซลล์ซึPงอยู่บริเวณ
ชั -นนอกสดุของเซลล์ ดงัภาพ 8a 8d 8g 8j 8m และ 8p 

จากการศึกษาผนังเซลล์ของสาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้เทคนิค polarized illumination 
เพืPอศึกษาคณุสมบติัไบรีฟริงเจนซ์ของเซลลโูลส พบว่า บริเวณชั -นนอกสดุของเซลล์สาหร่ายทุกชนิดจะ
ปรากฏ pseudo-color ซึPงเป็นลกัษณะของการปรากฎของเซลลโูลสทีPบริเวณผนงัเซลล์ ดงัภาพ 8b 8e 8h 
8k 8n และ 8q  

นอกจากนี -การศึกษาผนังเซลล์ของสาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้เทคนิค fluorescence 
illumination ด้วยการย้อม Calcofluor white พบว่า บริเวณชั -นนอกสุดของเซลล์สาหร่ายทุกชนิดมีการ
เรืองแสงสีนํ -าเงิน ภายใต้แหล่งกําเนิดแสงยวีู ดงัภาพ 8c 8f 8i 8l 8o และ 8r ซึPงแสดงถึงการปรากฏของ
เซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่าย 
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ภาพทีP 8 ภาพของสาหร่ายภายใต้กล้องจลุทรรศน์ด้วยเทคนิคตา่ง ๆ 
(a)-(c) Cladophora sp. (d)-(f) Microspora sp. (g)-(i) Oedogonium sp. (j)-(l) Pithophora sp.  
(m)-(o) Nitella sp.   (p)-(r) Spirogyra sp.  (a),(d),(g),(j),(m),(p) เทคนิค brightfield illumination 
(b),(e),(h),(k),(n),(q) เทคนิค polarized illumination (c),(f),(i),(l),(o),(r) เทคนิค fluorescence illumination  
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5. การวเิคราะห์หาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

จากการวิเคราะห์องค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายกลุ่มคลอโรไฟต์ ได้แก่ Cladophora sp., 
Microspora sp., Pithophora sp. และสาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์ ได้แก่ Nitella sp. และ Spirogyra sp. 
โดยใช้วิธีจาก Goering และ Van Soest (1970) พบปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายดัง
ตารางทีP 4 และภาพทีP 9 

สาหร่าย Cladophora sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสดุ เทา่กบั 
46.26% รองลงมาคือ เซลลโูลส เถ้า เฮมิเซลลโูลสและลิกนิน ซึPงมีค่าเท่ากบั 15.92%, 15.80%, 7.28% 
และ 3.49% ตามลําดบั 

สาหร่าย Microspora sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสดุ เทา่กบั 
62.08% รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนินและเถ้า ซึPงมีค่าเท่ากับ 34.92%, 8.06%, 0.67% 
และ 0.65% ตามลําดบั 

สาหร่าย Pithophora sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสดุ เท่ากบั 
42.08% รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนินและเถ้า ซึPงมีค่าเท่ากับ 33.97%, 19.58%, 3.5% 
และ 0.87% ตามลําดบั 

สาหร่าย Nitella sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสุด เท่ากับ 
73.79% รองลงมาคือ เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส เถ้าและลิกนิน ซึPงมีค่าเท่ากบั 12.68%, 10.94%, 1.48% 
และ 1.11% ตามลําดบั 

สาหร่าย Spirogyra sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสดุ เท่ากบั 
75.72% รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลส ลิกนินและเถ้า ซึPงมีค่าเท่ากับ 12.22%, 7.97%, 2.63% 
และ 1.46% ตามลําดบั 

 
ตารางทีP 4 เปอร์เซน็ต์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

ชนิดสาหร่าย 
เปอร์เซน็ต์

เซลลโูลสเฉลีPย *
(%) 

เปอร์เซน็ต์เฮมิ
เซลลโูลสเฉลีPย 

(%) 

เปอร์เซน็ต์
ลกินินเฉลีPย (%) 

เปอร์เซน็ต์เถ้า
เฉลีPย (%) 

เปอร์เซน็ต์สาร
อืPน ๆ เฉลีPย (%) 

Cladophora sp. 34.92 ± 2.69 a 7.28 ± 0.92 c 3.49 ± 1.98 a 8.06 ± 0.9 a 46.26 ± 3.00 c 
Microspora sp. 15.80 ± 0.22 c 15.92 ± 0.63 b 0.67 ± 0.69 b 0.65 ± 0.35 b 62.08 ± 0.51 b 
Pithophora sp. 19.58 ± 0.62 b 33.97 ± 5.51 a 3.5 ± 0.95 a 0.87 ± 0.34 b 42.08 ± 6.72 c 

Nitella sp. 12.68 ± 1.31 d 10.94 ± 0.87 bc 1.11 ± 0.43 b 1.48 ± 1.08 b 73.79 ± 2.29 a 
Spirogyra sp. 7.97 ± 0.53 e 12.22 ± 3.65 bc 2.63 ± 0.84 a 1.46 ± 0.40 b 75.72 ± 3.06 a 

หมายเหต ุตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัพิมพ์เลก็ทีPกํากบัตวัเลขในชอ่งแสดงความเหมือนหรือแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัของ
คา่เฉลีPยในแนวตั -งเมืPอเปรียบเทียบด้วยวิธี LSD (P≤0.05) โดยตวัอกัษรทีPแตกตา่งกนัแสดงวา่มีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิต ิ
* สาหร่ายทกุชนิดมีจํานวน 5 ซํ -า 
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 Cladophora sp.  Microspora sp.  Pithophora sp.  Nitella sp.  Spirogyra sp. 

 
ภาพทีP 9 ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายทีPใช้ในการศกึษา 
แผนภมูิแทง่แสดงคา่เฉลีPย ± S.D. ของปริมาณองค์ประกอบมวลชีวภาพซึPงประกอบด้วยเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส ลกินิน เถ้า 
และสารอืPน ๆ ของสาหร่าย 5 ชนิด ได้แก่ Cladophora sp. (สฟีา้) Microspora sp. (สเีหลอืง) Pithophora sp. (สเีขียว
ออ่น) Nitella sp. (สนํี -าเงิน) และ Spirogyra sp. (สเีขียวเข้ม) จํานวน 5 ซํ -า ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพ์เลก็แสดงความ
เหมือนหรือแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัของคา่เฉลีPย โดยตวัอกัษรทีPแตกตา่งกนัแสดงวา่มีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิต ิ* แสดงความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ(P≤0.05) เปรียบเทียบด้วยวิธี LSD 
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6. การวเิคราะห์ชนิดของเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่าย 

จากการสกัดเซลลูโลสจากสาหร่าย Cladophora sp. และ Spirogyra sp. ด้วยวิธีดัดแปลงจาก 
Xiang และคณะ (2016) และการวิเคราะห์ชนิดของเซลลูโลสของสาหร่าย ด้วยวิธีดัดแปลงจาก 
Siddhanta และคณะ (2011) พบปริมาณเซลลโูลสเฉลีPยจากการสกดั การปรากฏของอลัฟาเซลลโูลสและ
การปรากฏของบีตาเซลลโูลส ดงัตารางทีP 5 

สาหร่าย Cladophora sp. มีค่าเฉลีPยปริมาณเซลลูโลสทีPได้จากการสกัด 0.3307 g และพบการ
ปรากฏของเซลลโูลสทั -งชนิดอลัฟาเซลลโูลส ดงัภาพ 9a ซึPงสามารถวดัปริมาณอลัฟาเซลลโูลสได้เท่ากบั 
96.66% ของปริมาณเซลลโูลสทีPสกดัได้ทั -งหมด และบีตาเซลลโูลส ดงัภาพ 9c ซึPงแสดงถงึบีตาเซลลโูลสทีP
ละลายอยู่ NaOH ความเข้มข้น 17.5% (w/w) และถกูตกตะกอนด้วย H2SO4 ความเข้มข้น 3 N เมืPอเทียบ
กบัภาพ 9b ซึPงเป็นภาพก่อนการตกตะกอน ซึPงไมส่ามารถวดัปริมาณบีตาเซลลโูลสได้ 

สาหร่าย Spirogyra sp. มีค่าเฉลีPยปริมาณเซลลูโลสทีPได้จากการสกัด 0.0277 g และพบการ
ปรากฏเซลลโูลสทั -งชนิดอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลส ดงัภาพ 9d และ 9e ตามลําดบั ซึPงไม่สามารถ
วดัปริมาณอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลสได้ 

 
ตารางทีP 5 ปริมาณเซลลโูลสเฉลีPยจากการสกดัและการปรากฏของเซลลโูลสแตล่ะชนิด 

ชืPอวิทยาศาสตร์ กลุม่ของสาหร่าย 
ปริมาณเซลลโูลส

เฉลีPยจาก 
การสกดั (g)* 

อลัฟาเซลลโูลส บีตาเซลลโูลส 

Cladophora sp. สาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์ 0.3307 ± 0.0034 + + 
Spirogyra sp. สาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์ 0.0277 ± 0.0006 + + 

* สาหร่าย Cladophora sp. และ Spirogyra sp. มีจํานวน 3 และ 2 ซํ -าตามลําดบั 
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7. การวเิคราะห์ทรานสคริปโตมของสาหร่ายเพืQอหาโปรตีนทีQเกีQยวข้องในการสังเคราะห์

เซลลูโลส 

จากการนําทรานสคริปโตมของสาหร่าย Cladophora glomerata และ Spirogyra sp. จาก
ฐานข้อมลู °¢¢¢ plants และลําดบักรดอะมิโนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลส (ภาคผนวก ข) 
มาวิเคราะห์ด้วยวิธี Maximum-likelihood ได้แผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการ ดงัภาพทีP 10 พบว่าลําดบั
กรดอะมิโนแบง่ออกเป็น 2 กลุม่ ดงันี - 

1) โปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสจากพืช สาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์และ
ตวัอยา่งสาหร่าย Spirogyra sp. จากฐานข้อมลู °¢¢¢ plants 

2) โปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสจากแบคทีเรีย ตวัอยา่งสาหร่าย Spirogyra sp. 
และตวัอยา่งสาหร่าย Cladophora glomerata จากฐานข้อมลู °¢¢¢ plants 

 

 
ภาพทีP 10 แผนภมิูวงศ์วานวิวฒันาการของโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสทีPสร้างจากลําดบั
กรดอะมิโนของสาหร่าย Cladophora glomerata, Spirogyra sp. และ cellulose synthase  ของแบคทีเรีย 
สาหร่ายสเตรปโตไฟต์และพืชด้วยวิธี Maximum-likelihood 
* คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Spirogyra sp. 
# คือ ตวัอยา่งสาหร่าย Cladophora glomerata  
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บททีQ 5 
อภปิรายผลการศกึษา 

 
1. การแยกและเพาะเลี Sยงสาหร่าย 

จากการแยกสาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora sp., 
Nitella sp. และ Spirogyra sp. พบว่าสามารถแยก Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora 
sp., Nitella sp. และ Spirogyra sp. ให้เป็น uni-algal culture ได้ แต่ไม่สามารถแยก Oedogonium 
sp. ให้เป็น uni-algal culture ได้ นอกจากนี -ยงัไม่สามารถหาแหล่งนํ -าทีPมี Oedogonium sp. จํานวน
มากเพียงพอตอ่การนํา Oedogonium sp. มาวิเคราะห์องค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายได้ 

จากการเพาะเลี -ยงสาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora sp., Nitella sp. 
และ Spirogyra sp. พบว่าสามารถเพาะเลี -ยง Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora sp., 
และ Nitella sp. ใน soil medium สภาวะอณุหภมิู 25-26°C ให้แสงด้วยหลอดฟลอูอเรสเซนต์จํานวน 
16 ชัPวโมงต่อวัน และเติมอากาศด้วยเครืPองพ่นอากาศขนาด 1.5 ลิตรต่อนาทีได้ และไม่สามารถ
เพาะเลี -ยง Spirogyra sp. ได้ ซึPงจากการศกึษาของ Munir และคณะ (2015) พบว่าสภาวะทีPเหมาะสม
ตอ่การเจริญเติบโตของ Spirogyra sp. คือ การเพาะเลี -ยงใน Bold Basal medium อณุหภมิู •¶-•ß°C 
ค่า pH เท่ากบั 7.5 ให้แสงด้วยหลอดฟลอูอเรสเซนต์ ซึPงอาจเป็นแนวทางในการเพาะเลี -ยง Spirogyra 
sp. ตอ่ไป 

 
2. การระบุชนิดด้วยวธีิอณูชีววทิยาและการวเิคราะห์เชิงวงศ์วานววัิฒนาการ 

จากการระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานวิวัฒนาการด้วยการเพิPม
จํานวนเครืPองหมายยีน ITS2-5.8S rDNA, 18S rDNA, 23S rDNA, 28S rDNA, atpB และ rbcL ใน
สาห ร่าย  Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora sp., Nitella sp. และ 
Spirogyra sp. พบว่าสามารถส่งผลผลิตของดีเอ็นเอไปหาลําดบัดีเอ็นเอได้ทั -งหมด 5 ตวัอย่าง ได้แก่ 
เค รืP องหมายยีน 23S rDNA ในสาหร่าย  Cladophora sp., Nitella sp. และ  Spirogyra sp. และ
เครืPองหมายยีน rbcL ของสาหร่าย Microspora sp. และ Spirogyra sp. โดยตัวอย่างทีPเหลือ พบว่า 
ไมส่ามารถเพิPมจํานวนเครืPองหมายยีนได้ แม้จะดดัแปลงสถาวะทีPเหมาะสมแล้ว 

จากการวิเคราะห์เชิงวงศ์วิวฒันาการผลผลิตของดีเอ็นเอทั -ง 5 ตวัอย่างร่วมกบัลําดบัดีเอ็นเอของ
สาหร่าย (ภาคผนวก ข) พบวา่ ผลผลติดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีน 23S rDNA ในสาหร่าย Cladophora 

sp. ทีP ใ ช้ในการศึกษาครั -ง นี -มีความใกล้ชิดเชิงวงศ์ วิวัฒนาการกับสาหร่าย Cladophora sp. 
(unpublished, NCBI accession number MGMG021094.1) จากการศึกษาของ Jiang (2017) มาก
ทีPสดุ ซึPงเป็นตวัอยา่งสาหร่ายจากแหลง่นํ -าในรัฐแคลฟิอร์เนีย สหรัฐอเมริกา สาหร่าย Nitella sp. ทีPใช้ใน
การศกึษาครั -งนี -มีความใกล้ชิดเชิงวงศ์วานวิวฒันาการกบัสาหร่ายสกลุ Chara มากทีPสดุ ซึPงเป็นสาหร่าย
ทีPจดัอยู่ในวงศ์เดียวกนั และผลผลิตดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีน rbcL ในสาหร่าย Microspora sp. ทีPใช้
ในการศกึษาครั -งนี - จดัอยู่ในอนัดบั Sphaeropleales สาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในการศกึษาครั -งนี -มี
ความใกล้ชิดเชิงวงศ์วานวิวฒันาการกับสาหร่าย Spirogyra sp. จากการศึกษาของ Sherwood และ
คณะ (2014) มากทีPสุด อย่างไรก็ตามไม่สามารถระบุชนิดหรือสกุลของสาหร่าย Nitella sp. และ 
Microspora sp. ได้ เนืPองจากฐานข้อมลูลําดบัดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีนและสาหร่ายมีจํานวนจํากดั  
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3. การศึกษาเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

จากการศึกษาผนังเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้เทคนิค brightfield illumination, 
polarized illumination และ fluorescence illumination พบการปรากฏของเซลลูโลสในตําแหน่ง
เดียวกนั จงึอาจกลา่วได้วา่สาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora 
sp., Nitella sp. และ Spirogyra sp. มีเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์ ซึPงสอดคล้องกับผล
การศกึษาของ Herburger และ Holzinger (2016) 

 
4. การวเิคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย 

การศกึษานี -เป็นการศกึษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่ายนํ -าจืด Cladophora sp., 
Microspora sp., Pithophora sp., Nitella sp. และ Spirogyra sp. เป็นครั -งแรก โดยใช้วิธีจาก Goering 
และ Van Soest (1970) พบว่า สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสมาก
ทีPสุดสามชนิดแรก คือ Cladophora sp. (34.92%) Pithophora sp. (19.58%) และ Microspora sp. 
(15.80%) สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเฮมิเซลลโูลสมากทีPสดุสามชนิดแรก 
คือ Pithophora sp. (33.97%) Microspora sp. (15.92%) และ Spirogyra sp. (12.22%) สาหร่ายทีPมี
ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นลิกนินมากทีPสดุสามชนิดแรก คือ Pithophora sp. (3.5%) 
Cladophora sp. (3.49%) และ Spirogyra sp. (2.63%) สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวล
ชีวภาพทีP เป็นเถ้ามากทีPสุดสามชนิดแรก คือ Cladophora sp. (8.06%) Nitella sp. (1.48%) และ 
Spirogyra sp. (1.46%) สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ มากทีPสดุสาม
ชนิดแรก คือ Spirogyra sp. (75.72%) Nitella sp. (73.79%) และ Microspora sp. (62.08%) 

เมืPอเปรียบเทียบปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลูโลสและเฮมิเซลลูโลสของ 
Cladophora sp. พบว่า Cladophora sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลูโลส
มากกว่าเฮมิเซลลโูลส ซึPงมีค่าเท่ากบั 34.92% และ 7.28% ตามลําดบั ซึPงผลการศกึษานี -สอดคล้องกบั
การศึกษาของ Muztar, Slinger และ Burton (1978) ทีPศึกษาสาหร่ายนํ -าจืด Cladophora glomerata 
ด้วยวิธีการเดียวกนั และพบปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสมากว่าเฮมิเซลลโูลส 
โดยมีคา่เทา่กบั 30.8% และ 3.6% ตามลําดบั 

เมืPอเปรียบเทียบการศกึษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสของ Microspora 
sp. พบว่า ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสเท่ากบั 8.06% ซึPงในปัจจบุนัยงัไม่พบ
การศกึษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพในสาหร่ายสกลุนี - แตพ่บการศกึษาปริมาณเซลลโูลสใน
สาหร่ายทีPเก็บจากบ่อบําบัดนํ -าเสีย ซึPงประกอบด้วยสาหร่ายสีเขียว Ulothrix sp., Microspora sp., 
Stigeoclonium sp., Oedogonium sp., Chlorella sp. และ  Scenedesmus sp. โดยพบป ริมาณ
องค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสเท่ากบั 7.10% (Ververis et al., 2007) ดงันั -นการศกึษานี -
จงึเป็นการศกึษาแรกทีPศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายสกลุ Microspora 

สาหร่าย Pithophora sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสเท่ากบั 19.58% 
ซึPงในปัจจุบันยังไม่พบการศึกษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพในสาหร่ายสกุลนี - แต่พบ
การศกึษาเซลลโูลสด้วย X-ray diffraction analysis (Pearlmutter and Lembi, 1980) ดงันั -นการศกึษา
นี -จงึเป็นการศกึษาแรกทีPศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายสกลุ Pithophora 

สาหร่าย Nitella sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสเทา่กบั 12.68% ซึPงใน
ปัจจบุนัยงัไมพ่บการศกึษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพในสาหร่ายสกลุนี - แตพ่บการศกึษาการ
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เรียงตัวของเซลลูโลสไฟบริลในเซลล์ปล้องของสาหร่าย Nitella opaca (Neville and Levy, 1984) 
ดงันั -นการศกึษานี -จงึเป็นการศกึษาแรกทีPศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายสกลุ Nitella 

สาหร่าย Spirogyra sp. มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสเทา่กบั 7.97% ซึPง
ในปัจจบุนัยงัไม่พบการศกึษาปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพในสาหร่ายสกลุนี - แต่พบการศกึษา
ปริมาณเซลลูโลสด้วย Spectrophotometric method ของ Spirogyra sp. (Eshaq, •¢°¢) ดังนั -น
การศกึษานี -จงึเป็นการศกึษาแรกทีPศกึษาเซลลโูลสในผนงัเซลล์ของสาหร่ายสกลุ Spirogyra 

มวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ ของ Spirogyra sp. มีปริมาณเท่ากบั 75.72% ของมวลชีวภาพ สาร
อืPน ๆ นี -ได้แก่สารจําพวกโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมนั ซึPงเป็นองค์ประกอบของเซลล์สาหร่าย จาก
การศกึษาของ Tipnee, Ramaraj และ Unpaprom (2015) ได้ศกึษาปริมาณของโปรตีน คาร์โบไฮเดรต 
และไขมนัในสาหร่าย Spirogyra varians พบวา่มีปริมาณโปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมนัเทา่กบั 12.0-
24.4%, 42.8-62.0% และ 14.8-21.0% ของนํ -าหนกัแห้งสาหร่ายตามลําดบั ซึPงสารเหลา่นี -จะปรากฏใน
ส่วนประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ และจากการศึกษาของ Eshaq และคณะ (2010) ได้ศึกษาปริมาณ
นํ -าตาลใน mucilage sheath ทีPชั -นนอกสดุของเซลล์ Spirogyra sp. ด้วย Spectrophotometric method 
พบปริมาณนํ -าตาลทั -งหมดและนํ -าตาลรีดิวซ์ มีค่าเท่ากบั 4.2% และ 2.7% ต่อนํ -าหนกัแห้งของสาหร่าย
ตามลําดบั 

ในการศกึษานี -พบวา่ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพของสาหร่ายทั -งห้าชนิดทีPเป็นเซลลโูลส
น้อยกวา่ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพพืชทีPเป็นเซลลโูลส เช่น ข้าวโพด กญัชงและนอร์เวย์สปรูซ 
ซึPงมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสโดยใช้วิธีการวิเคราะห์จาก Goering และ Van 
Soest มีค่าเท่ากับ 32%, 58% และ 68% ตามลําดับ (Thygesen et al., 2005) สาเหตุทีPสาหร่ายมี
ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสน้อยกว่าพืชนั -นอาจเกิดจากการทีPโครงสร้างของ
ผนงัเซลล์สาหร่ายมีความซบัซ้อนน้อยกว่าผนงัเซลล์พืช (Popper et al., 2011) ความซบัซ้อนน้อยกว่า
ของผนงัเซลล์สาหร่ายนี -มีความสอดคล้องกบัจํานวนก๊อบปี -ของสารพนัธุกรรมทีPใช้สงัเคราะห์เซลลโูลส 
และสารประกอบอืPน ๆ ในผนงัเซลล์ เช่น การศกึษาของ Appenzeller และคณะ (2004) พบวา่ ข้าวโพด
มียีน CesA ทีPเกีPยวข้องกบัการสงัเคราะห์เซลลโูลสและควบคมุการเรียงตวัของ cellulose synthesizing 
complex จํานวน 12 ยีน ในขณะทีPผลการศึกษาของ Roberts, Roberts และ Delmer (•¢¢•) พบว่า
สาหร่าย Mesotaenium caldariorum ซึPงเป็นสาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์ มียีน CesA เพียง 2 ยีนเทา่นั -น 

 
5. การวเิคราะห์ชนิดของเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่าย 

จากการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่าย พบวา่ Spirogyra sp. และ Cladophora 

sp. มีอัลฟาเซลลูโลสและบีตาเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ การปรากฏของอัลฟาเซลลูโลสและบีตา
เซลลโูลสใน Spirogyra sp. นั -นเป็นไปตามสมมติฐานการปรากฏของ rosette TC ในขณะทีPการปรากฏ
ของอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลสใน Cladophora sp. นั -นไม่เป็นไปตามสมมติฐาน (Graham et 
al., 2016) ดงันั -นเพืPอศกึษาความเป็นไปได้ในการปรากฏของบีตาเซลลโูลสใน Cladophora sp. ผู้ศกึษา
จงึวิเคราะห์ทรานสคริปโตมของสาหร่าย Cladophora glmerata (Matasci et al., 2014) เพืPอหาโปรตีน
ทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสตอ่ไป  

จากการวิเคราะห์ทรานสคริปโตมของ C. glmerata (Matasci et al., 2014) โดยใช้ข้อมลูเอนไซม์ 
CesA ทีPพบในพืชและสาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์ และเอนไซม์ BscA ทีPพบในแบคทีเรีย ร่วมกบัโปรตีนทีP
น่าจะทําหน้าทีPในการสงัเคราะห์เซลลโูลสทีPได้จากการทํา annotation ทรานสคริปโตมของ Spirogyra 
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sp. และ C. glomerata (Matasci et al., 2014) พบว่า ลําดับกรดอะมิโนแบ่งออกเป็น • กลุ่มอย่าง
ชดัเจน ดงัภาพทีP 10 ประกอบด้วย 

1) กลุม่ของโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสจากพืชและสาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์ 
(CesA) มีการเรียงตวัของ cellulose synthase subunit ทีPเรียกว่า rosette TC และสามารถ
สงัเคราะห์บีตาเซลลโูลส 

2) กลุม่ของโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสจากแบคทีเรีย (BcsA) มีการเรียงตวัของ 
cellulose synthase subunit ทีPเรียกวา่ linear TC และสามารถสงัเคราะห์อลัฟาเซลลโูลส 

การทีPกรดอะมิโนของสาหร่าย Spirogyra sp. ปรากฏอยู่ในกลุ่มของโปรตีนทั -งสองกลุ่มเป็นไป
ตามสมมติฐานการปรากฏของ rosette TC และ linear TC และสอดคล้องกับการปรากฏของอัลฟา
เซลลโูลสและบีตาเซลลโูลสจากผลการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่าย 

อย่างไรก็ตามจากผลการวิเคราะห์ทรานสคริปโตมของ C. glomerata พบว่า กรดอะมิโนของ C. 

glomerata ปรากฏอยู่ในกลุ่มของโปรตีนจากแบคทีเรียเท่านั -น ซึPงการปรากฏเพียงโปรตีนทีPน่าจะเป็น 
BcsA นี - สอดคล้องกบัสมมติฐานการปรากฏของ linear TC ในสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์ แตไ่มส่อดคล้อง
กบัผลการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่ายในการศกึษานี - 

ผลทีPไม่สอดคล้องดังกล่าวอาจเกิดจากทรานสคริปโตมของ C. glomerata ทีPใช้ในการศึกษา 
ไม่ใช่ทรานสคริปโตมทีPรวบรวมเอ็มอาร์เอ็นเอของทกุยีนในจีโนมของสาหร่าย C. glomerata ซึPงอาจมา
จากการศกึษาในฐานข้อมลู 1000 plants ดงักลา่วมีการสกดัเอ็มอาร์เอ็นเอในขณะทีPยีน CesA ไมมี่การ
แสดงออก โดยทีP C. glomerata มีทั -ง CesA และ BcsA ทําให้สาหร่ายดงักลา่วสามารถสงัเคราะห์อลัฟา
เซลลโูลสและเบต้าเซลลโูลสได้จากการวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในการศึกษานี - อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาค้นคว้าภาพถ่ายจากเทคนิค freeze fracture จนถึงปัจจบุนันี - ไม่พบการกรากฎของ rosette 
TC ในสาหร่ายกลุม่คลอโรไฟต์และแบคทีเรีย 
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บททีQ 6 
สรุปผลการศกึษา 

 

1. การระบุชนิดด้วยลักษณะทางสัณฐาน 

จากการระบุชนิดด้วยลกัษณะทางสณัฐาน พบว่าสามารถระบุชนิดในระดบัสกุลได้ทั -งหมด 6 
ชนิด ได้แก่ Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora sp., Nitella sp. และ 
Spirogyra sp. 
2. การแยกและเพาะเลี Sยงสาหร่าย 

จากการแยกสาหร่าย Cladophora sp., Microspora sp., Oedogonium sp., Pithophora sp., 
Nitella sp. และ Spirogyra sp. พบว่าสามารถแยก Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora 
sp., Nitella sp. และ Spirogyra sp. ให้เป็น uni-algal culture ได้ และสามารถเพาะเลี -ยงสาหร่าย 
Cladophora sp., Microspora sp., Pithophora sp., และ Nitella sp. ใน soil medium สภาวะอณุหภมิู 
25-26°C ให้แสงด้วยหลอดฟลูออเรสเซนต์จํานวน 16 ชัPวโมงต่อวัน และเติมอากาศด้วยเครืPองพ่น
อากาศขนาด 1.5 ลติรตอ่นาทีได้  

 
3. การระบุชนิดด้วยวธีิอณูชีววทิยาและการวเิคราะห์เชิงวงศ์วานววัิฒนาการ 

จากการระบุชนิดด้วยวิธีอณูชีววิทยาและการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานวิวัฒนาการด้วยการเพิPม
จํานวนเครืP องหมายยีน พบว่า Cladophora sp. ทีPใช้ในศึกษาครั -งนี - มีความใกล้ชิดเชิงวงศ์วาน
วิวฒันาการกบั Cladophora sp. จากการศกึษาของ Jiang (2017) มากทีPสดุ สาหร่าย Nitella sp. ทีPใช้
ในศกึษาครั -งนี - มีความใกล้ชิดเชิงวงศ์วานวิวฒันาการกบัสาหร่ายสกลุ Chara มากทีPสดุ ซึPงเป็นสาหร่าย
ทีPจดัอยู่ในวงศ์เดียวกนั สาหร่าย Microspora sp. ทีPใช้ในศกึษาครั -งนี - จดัอยู่ในอนัดบั Sphaeropleales 
ซึPงไม่สามารถระบุชนิดได้ และสาหร่าย Spirogyra sp. ทีPใช้ในศึกษาครั -งนี - มีความใกล้ชิดเชิงวงศ์วาน
วิวฒันาการกบั Spirogyra sp. จากการศกึษาของ Sherwood และคณะ (•¢°¶) มากทีPสดุ 

 

4. การศึกษาเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

จากการศึกษาผนังเซลล์สาหร่ายด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้เทคนิค brightfield illumination, 
polarized illumination และ fluorescence illumination พบการปรากฏของเซลลูโลสในผนังเซลล์
สาหร่าย 

 
5. การวเิคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย  

จากการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย พบว่า สาหร่ายทีPมีปริมาณ
องค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเซลลโูลสโดยเรียงจากมากสดุไปน้อยสดุ ได้แก่ Cladophora sp. 
(34.92%) Pithophora sp. (19.58%) Microspora sp. (15.80%) Nitella sp. (12.68%) แ ล ะ 
Spirogyra sp. (7.97%) ตามลําดับ สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเฮมิ
เซลลโูลสโดยเรียงจากมากสดุไปน้อยสดุ ได้แก่ Pithophora sp. (33.97%) Microspora sp. (15.92%) 
Spirogyra sp. (12.22%) Nitella sp. (10.94%) และ Cladophora sp. (7.28%) ตามลําดบั สาหร่ายทีP
มีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นลิกนินโดยเรียงจากมากสดุไปน้อยสดุ ได้แก่ Pithophora 
(3.50%) Cladophora sp. (3.49%) Spirogyra sp. (2.63%) Nitella sp. (1.11%) และ  Microspora 
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sp. (0.67%) ตามลําดบั สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพทีPเป็นเถ้าโดยเรียงจากมาก
สุด ไ ป น้ อ ย สุด  ไ ด้ แ ก่  Cladophora sp. (8.06%) Nitella sp. (1.48%) Spirogyra sp. (1.46%) 
Pithophora sp. (0.87%) และ Microspora sp. (0.65%) ตามลําดบั สาหร่ายทีPมีปริมาณองค์ประกอบ
ของมวลชีวภาพทีPเป็นสารอืPน ๆ โดยเรียงจากมากสดุไปน้อยสดุ ได้แก่ Spirogyra sp. (75.72%) Nitella 
sp. (73.79%) Microspora sp. (62.08%) Cladophora sp. (46.26%) และ Pithophora sp. (42.08%) 
ตามลําดบั 

  
6. การวเิคราะห์ชนิดของเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่าย 

จากการวิเคราะห์ชนิดของเซลลูโลสในผนังเซลล์สาหร่าย พบว่า Cladophora sp. และ 
Spirogyra sp. มีทั -งอลัฟาเซลลโูลสและบีตาเซลลโูลส อย่างไรก็ตามการพบอลัฟาเซลลโูลสและบีตา
เซลลโูลสใน Cladophora sp. นั -นไม่เป็นไปตามสมมติฐานการปรากฏของ linear TC และการปรากฏ
ของโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลส 
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ปัญหา อุปสรรคและข้อเสนอแนะ 
 

1. ไม่สามารถเพิPมจํานวนเครืPองหมายยีนของสาหร่ายได้ครบทกุชนิด จงึไม่สามารถระบชุนิดในระดบั 
สปีชีส์ได้ ซึPงผู้ศึกษาอาจค้นคว้าข้อมูลหาเครืPองหมายยีนทีPสามารถระบุชนิดในระดบัสปีชีส์ของ
สาหร่ายแต่ละสกุล แต่อย่างไรก็ตามฐานข้อมลูลําดบัดีเอ็นเอของเครืPองหมายยีนและสาหร่ายมี
จํานวนจํากดั  

2. สาหร่าย Oedogonium sp. มีปริมาณไม่เพียงพอต่อการนํามาวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของ
มวลชีวภาพ และสาหร่าย Microspora sp., Oedogonium sp. และ Pithophora sp. มีปริมาณไม่
เพียงพอต่อการนํามาวิเคราะห์ชนิดของเซลลโูลสในผนงัเซลล์สาหร่าย เนืPองจากสาหร่ายมีนํ -าเป็น
องค์ประกอบของเซลล์มากและมีความแน่นตํPา ดงันั -นเพืPอให้สาหร่ายมีปริมาณเพียงพอต่อการ
นํามาวิเคราะห์ ผู้ศกึษาอาจเพิPมปริมาณสาหร่ายจากการเพาะเลี -ยง โดยค้นคว้าสภาวะทีPเหมาะสม
ต่อการเจริญของสาหร่าย หรือเก็บสาหร่ายจากแหล่งนํ -าธรรมชาติ ซึPงแหล่งนํ -าทีPเหมาะสมในการ
เก็บสาหร่ายนั -นควรจะเป็นแหล่งนํ -าทีPสะอาดและมีสาหร่ายชนิดทีPต้องการศึกษาเจริญเติบโต
จํานวนมากเพียงชนิดเดียว  

3. วิ ธีของ Xiang และคณะ (2016) ไม่สามารถใช้สกัดเซลลูโลสของสาหร่าย Nitella sp. ได้ 
จงึควรค้นคว้าหาวิธีอืPน ๆ เพืPอสกดัเซลลโูลสจากสาหร่ายชนิดนี - 

4. จากการวิเคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพสาหร่าย พบว่า สาหร่ายทีPใช้ในการศกึษา
ครั -งนี -มีเฮมิเซลลโูลสเป็นองค์ประกอบของมวลชีวภาพ ซึPงปัจจบุนัการศึกษาโปรตีนทีPเกีPยวข้องใน
การสงัเคราะห์เฮมิเซลลูโลสในสาหร่ายกลุ่มคลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์ยังขาดแคลน ดังนั -น
การศึกษาเฮมิเซลลโูลสในสาหร่ายกลุ่มคลอโรไฟต์และสเตรปโตไฟต์จะสามารถเพิPมความรู้และ
ความเข้าใจวิวฒันาการการปรากฏของเฮมิเซลลโูลสในพืชได้ 

5. ทรานสคิปโตมทีPใช้ในการวิเคราะห์หาโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์เซลลโูลสจากทรานสคริป
โตมของ Cladophora glomerata และ Spirogyra sp. ยงัมีข้อจํากดั ทําให้ผลการวิเคราะห์อาจไม่
สมบรูณ์ ผู้ศกึษาจงึควรใช้จีโนมของสาหร่ายในการวิเคราะห์หาโปรตีนทีPเกีPยวข้องในการสงัเคราะห์
เซลลโูลสสําหรับการศกึษาในอนาคต 
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การเตรียมสารเคมี 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคมีสาํหรับวเิคราะห์ปริมาณองค์ประกอบของมวลชีวภาพ 

 
1. Neutral detergent 

ชัPง Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 16.18 g และ Sodium tetraborate decahydrate 
(Borax) 6.81 g ใส่ในบีกเกอร์ เติมนํ -ากลัPนลงไปพอประมาณ นําไปต้มจนละลายหมด จากนั -นละลาย 
Sodium lauryl sulphate 30 g ในนํ -า  แ ล้ว เ ติม 2-ethoxyethanol 10 ml ใส่ ในบีกเกอร์ อีกใบ นํา
สารละลายทั -งสองบีกเกอร์มาผสมกนั จากนั -นชัPง Disodium hydrogen phosphate anhydrous 4.58 g 
ใสใ่นบีกเกอร์ เติมนํ -ากลัPนลงไปพอประมาณ แล้วนําไปต้มจนละลายหมด จากนั -นเติมสารละลายทีPผสม
ในบีกเกอร์ก่อนหน้านี - ปรับปริมาตรให้ได้ 1 ลติร ด้วยนํ -ากลัPน และปรับ pH ให้อยูใ่นช่วง 6.9-7.1 
2. Acid detergent 

ละลาย Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) 20 g. ใน 1 N Sulfuric acid 1 แล้วปรับ
ปริมาตรด้วย 1 N Sulfuric acid ให้ได้ 1 liter 
3. Saturated potassium permanganate 

ละลาย Potassium permanganate 50 g และ Silver sulphate 0.05 g ในนํ -ากลัPน  แล้วปรับ
ปริมาตรให้ได้ 1 liter ควรเก็บสารละลายนี -ในขวดแก้วสีชาและห้ามโดนแสงแดด 
4. Lignin buffer 

ละลาย Ferric nitrate nonahydrate 6 g และ Silver nitrate 0.15 g ในนํ -ากลัPน 100 ml เติม Acetic 
acid glacial 500 ml เติม Potassium acetate 5 g และเติม Tertiary butyl alcohol 400 ml ผสมให้เข้า
กนั 
5. Combined permanganate 

ผสมสารละลาย Saturated potassium permanganate กบั Lignin buffer ในอตัราสว่น 2:1 (v/v)  
ควรเก็บสารละลายนี -ในขวดแก้วสีชาและห้ามโดนแสงแดด ถ้าสารละลายเปลีPยนเป็นสีแดงแล้วจะ
สามารถนํามาใช้ได้อีก 
6. Demineralizing 

ละลาย Oxalic acid dehydrate 50 g ในนํ -ากลัPน  700 ml จากนั -นเ ติมนํ -ากลัPน  250 ml และ 
Hydrochloric acid 50 ml ผสมให้เข้ากนั 
7. Ethanol ความเข้มข้น 80% (v/v) 

ผสม ethanol ความเข้มข้น 95% (v/v) 843 ml กบันํ -ากลัPน 157 ml แล้วเขยา่ให้เข้ากนั
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ภาคผนวก ข 

accession number ของสาหร่ายสาํหรับการวเิคราะห์เชงิวงศ์วานววัิฒนาการ 

 

ตารางทีP ข1  accession number ของสาหร่ายทีPใช้ในการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานเครืPองหมายยีน 23S rDNA 
ของสาหร่าย Cladophora sp. 

accession number ชืPอวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

MF683076.1* Aegagropila linnaei 16S ribosamal RNA gene, partal sequence 

AJ544763.1 Cladophora capensis Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544753.1 Cladophora coelothrix Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544754.1 Cladophora coelothrix Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544755.1 Cladophora dotyana Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544756.1 Cladophora dotyana Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544728.1 Cladophora horii Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421223.1 Cladophora sp. JC1 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421224.1 Cladophora sp. JC2 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421225.1 Cladophora sp. JC3 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421226.1 Cladophora sp. LC1 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421227.1 Cladophora sp. LC2 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421228.1 Cladophora sp. SQW1 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421229.1 Cladophora sp. SQW2 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421230.1 Cladophora sp. SQW3 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421231.1 Cladophora sp. ST1 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421232.1 Cladophora sp. ST2 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421233.1 Cladophora sp. XA1 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

KX421234.1 Cladophora sp. XA2 Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544761.1  Cladophora laetevirens Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

MG021092.1 
Cladophora sp. isolate 
JIAC-WT-Filamentous 2  

Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

MG021094.1  
Cladophora sp. JIAC-WT-
filamentous 2  

Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544757.1 Cladophora ordinata Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544764.1 Cladophora rupestris Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544752.1 Cladophora sibogae Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

AJ544760.1 Cladophora vagabunda Large subunit ribosomal RNA gene, partal sequence 

MK863366 Cladophora sp. 23S ribosomal RNA gene, studied Cladophora sp. 

* คือ outgroup
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ตารางทีP ข2  accession number ของสาหร่ายทีPใช้ในการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานเครืPองหมายยีน 23S rDNA 
ของสาหร่าย Nitella sp. 

accession number ชืPอวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

AF033652.1 Chara australis 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 
internal transcribed spacer 2, 4.5S ribosomal RNA 
gene, internal transcribed spacer, 5S ribosomal RNA 
gene, and 5S-tRNA-Arg intergenic spacer, complete 
sequence 

KM676582.1 Chara braunii 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676700.1 Chara braunii 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676701.1 Chara braunii 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676785.1 Chara braunii 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380560.1 
Chara drouetii strain 
KGK0467 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380561.1 
Chara foliolosa strain 
KGK0333 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380562.1 
Chara foliolosa strain 
KGK0341 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380563.1 
Chara foliolosa strain 
KGK0393 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380564.1 
Chara foliolosa strain 
KGK0428 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380565.1 
Chara haitensis strain 
KGK0483 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380566.1 
Chara haitensis strain 
S/T076 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380567.1 
Chara haitensis strain 
TAMPS80 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380569.1 
Chara haitensis strain X-
901 23S 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380571.1 
Chara hydropitys strain 
KGK0340 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380572.1 
Chara hydropitys strain 
KGK0466 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380573.1 Chara rusbyana strain LG 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380575.1 
Chara zeylanica strain 
KGK0343 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380578.1 
Chara zeylanica strain 
KGK0403 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380579.1 
Chara zeylanica strain 
KGK0468 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 
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accession number ชืPอวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

HQ380580.1 
Chara zeylanica strain 
KGK0709 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

HQ380581.1 
Chara zeylanica strain X-
315 

23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

EF426578.1 Nitella sp. 00221 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676696.1 Nitella sp. 1 AS-2014  23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676743.1 Nitella sp. 1 AS-2014  23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676762.1 Nitella sp. 2 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

AF518405.1 Nitella mucronata  

23S ribosomal RNA gene, partial sequence; and 
internal transcribed spacer 2, 4.5S ribosomal RNA 
gene, internal transcribed spacer 3, and 5S ribosomal 
RNA gene, complete sequence 

X52737.1* Coleochaete orbicularis  
Chloroplast DNA for transfer RNA-Ala, transfer RNA-Ile 
and 23S ribosomal RNA 

MK855396 Nitella sp. 23S ribosomal RNA gene, studied Nitella sp. 

* คือ outgroup
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ตารางทีP ข3  accession number ของสาหร่ายทีPใช้ในการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานเครืPองหมายยีน 23S rDNA 
ของสาหร่าย Spirogyra sp. 

 

accession number ชืPอวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

EF426579.1 Spirogyra sp. 00509 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

EF426580.1 Spirogyra sp. 00554 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

EF426581.1 Spirogyra sp. 00237 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

EF426582.1 Spirogyra sp. 00239 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676568.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676571.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676572.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676575.1 Spirogyra sp. 6 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676578.1 Spirogyra sp. 6 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676581.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676583.1 Spirogyra sp. 7 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676584.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676590.1 Spirogyra sp. 7 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676597.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676602.1 Spirogyra sp. 8 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676604.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676606.1 Spirogyra sp. 6 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676627.1 Spirogyra sp. 8 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676628.1 Spirogyra sp. 8 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676629.1 Spirogyra sp. 8 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676649.1 Spirogyra sp. 5 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676652.1 Spirogyra sp. 5 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676655.1 Spirogyra sp. 5 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676660.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676668.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676670.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676672.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676674.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676684.1 Spirogyra sp. 5 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676694.1 Spirogyra sp. 9 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676716.1 Spirogyra sp. 5 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676722.1 Spirogyra sp. 2 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676723.1 Spirogyra sp. 2 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676733.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676738.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676754.1 Spirogyra sp. 6 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 
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accession number ชืPอวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

KM676755.1 Spirogyra sp. 2 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676768.1 Spirogyra sp. 3 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676769.1 Spirogyra sp. 8 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676770.1 Spirogyra sp. 4 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676771.1 Spirogyra sp. 4 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676789.1 Spirogyra sp. 7 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676794.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676795.1 Spirogyra sp. 2 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676796.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676813.1 Spirogyra sp. 1 AS-2014 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676570.1  Spirogyra maxima  23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676641.1  Spirogyra maxima 23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

KM676576.1* Zygnema sp. 1 AS-2014  23S ribosomal RNA gene, partial sequence 

MK855399 Spirogyra sp. 23S ribosomal RNA gene, studied Spirogyra sp. 

* คือ outgroup
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ตารางที) ข4  accession number ของสาหร่ายที)ใช้ในการวิเคราะห์เชิงวงศ์วานเครื)องหมายยีน rbcL ของสาหร่าย Microspora sp. 
accession number ชื)อวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

HQ246355.1 Acutodesmus bajacalifornicus strain ZA1-4  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT003371.1 Ankistrodesmus densus strain CCMA_UFSCar 128  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ246361.1 Acutodesmus deserticola strain BCP-YPG-Char Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT369399.1 Atractomorpha echinata Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ394814.1 Ankistrodesmus falcatus culture-collection UTEX:101  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355769.1 Ankistrodesmus fasciculatus culture-collection 
personal:Christina Bock:CB 2012/3  

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT833570.1 Ankistrodesmus fusiformis  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355759.1 Ankistrodesmus gracilis culture-collection UFScarCC:470  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113407.1 Ankyra judayi strain CH92  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113413.1 Atractomorpha porcata strain Hoffman Lemoncove 4  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT833573.1 Ankistrodesmus spiralis   Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113409.1 Ankyra starrii strain UTEX 2158  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113406.1 Ankistrodesmus stipitatus strain SAG 202-5  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355749.1 Ankistrodesmus stipitatus culture-collection UFScarCC:278  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GQ985398.1 Bracteacoccus aerius strain UTEX 1250  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259862.1 Bracteacoccus aggregatus strain G2-3 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259866.1 Bracteacoccus bullatus strain BCP-CNP1-VF16  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GQ985402.1 Bracteacoccus cohaerens strain UTEX 1272  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JF717388.1 Bracteacoccus cohaerens strain BCP-SRS2VF3  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ246366.1 Bracteacoccus giganteus strain ATA1-4CV4  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259885.1 Bracteacoccus glacialis strain BCP-WJT36-VFNP6  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GQ985396.1 Bracteacoccus grandis strain UTEX 1246 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GQ985400.1 Bracteacoccus medionucleatus strain UTEX 1244 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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accession number ชื)อวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

JF717391.1 Bracteacoccus minor strain TOT 27  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259898.1 Bracteacoccus occidentalis strain BCP-WJT60-VFNP17  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259901.1 Bracteacoccus polaris strain KF30 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ246364.1 Bracteacoccus pseudominor strain BCP-WJT71VFNP15 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259863.1 Bracteacoccus ruber strain CCAP 221-7  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC145508.1 Botryosphaerella sudetica strain UTEX 2629 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EU380519.1 Bracteacoccus terrestris strain CCAP221/4  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259908.1 Bracteacoccus xerophilus strain BCP-NB2-VF24  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355757.1 Chlorolobion braunii culture-collection UFScarCC:462  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT624910.1 Carteria crucifera  clone ontig80 chloroplast, partial genome 
KC145512.1 Chlorotetraedron incus strain SAG 43.81  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ394810.1 Chaetophora lobata culture-collection UTEX:LB1289 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

HQ902940.1 
Chromochloris zofingiensis culture SAG:211-14 strain SAG 
211-14  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KC315289.1 Desmodesmus baconii Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT003374.1 Desmodesmus communis strain CCMA_UFSCar 030 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192427.1 Desmodesmus costato-granulatus strain Tow 10/11 T-3w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192435.1 Desmodesmus cuneatus strain Tow 6/16 T-2w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192429.1 Desmodesmus denticulatus var. linearis strain Tow 8/18 T-23w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192426.1 Desmodesmus elegans strain Tow 6/16 T-32w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG778268.1 Dictyochloris fragrans  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192433.1 Desmodesmus hystrix strain NDem 9/21 T-9w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192424.1 Desmodesmus itascaensis strain Tow 8/18 P-1d Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

GU192431.1 Desmodesmus multivariabilis var. turskensis strain Mary 8/18 
T-1w 

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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GU192418.1 Desmodesmus santosii strain Tow 8/18 P-14w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192409.1 Desmodesmus serratus strain Hegewald 1994-4 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT777977.1 Desmodesmus spinosus isolate 1283-1 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GQ985404.1 Dictyococcus varians strain UTEX LB 62  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259910.1 Follicularia botryoides strain UTEX LB951  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ246350.1 Flechtneria rotunda strain BCP-SEV3VF49 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ246351.1 Flechtneria rotunda strain BCP-SEV3VF4  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259912.1 Follicularia texensis strain UTEX 1241  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ394816.1 Follicularia texensis culture-collection UTEX:1241 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078304.1 Hydrodictyon africanum strain UTEX LB782  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113449.1 Hydrodictyon africanum strain UTEX LB 782  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078309.1 Hydrodictyon patenaeforme strain CCAP236 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ394815.1 Hariotina reticulata culture-collection UTEX:LB1365 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KY792652.1 Hariotina reticulata Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078305.1 Hydrodictyon reticulatum strain UTEX LB515 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078306.1 Hydrodictyon reticulatum strain Carolina Biological Supply Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078307.1 Hydrodictyon reticulatum strain SF0201NY  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078308.1 Hydrodictyon reticulatum strain ML0301CT  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078322.1 Hydrodictyon reticulatum strain NZ0301  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078341.1 Hydrodictyon reticulatum strain YB0505  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078401.1 Hydrodictyon reticulatum strain JHHydro Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC145514.1 Kirchneriella aperta strain SAG 2004  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355743.1 Kirchneriella irregularis var. spiralis culture-collection 
UFScarCC:174 

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355752.1 Kirchneriella irregularis culture-collection UFScarCC:348  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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KT833565.1 Kirchneriella lunaris  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT833563.1 Kirchneriella obesa  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355740.1 Monoraphidium arcuatum culture-collection UFScarCC:24 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
AB175934.1 Monoraphidium circinale strain NIES-480 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
LC474828.1 Monoraphidium contortum NIES-4295 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355765.1 
Monoraphidium dybowskii culture-collection personal:Christina 
Bock:CB 2009/27 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF113452.1 Mychonastes sp. YHL/S/PLANKTON10  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT833561.1 Monoraphidium griffithii  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC145515.1 Mychonastes homosphaera strain CAUP H6502 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT833568.1 Monoraphidium indicum  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355763.1 Monoraphidium komarkovae culture-collection UFScarCC:632 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT693222.1 Microspora sp. UTEX LB472 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG778408.1 Microspora sp. UTEX LB472  chloroplast, partial genome 

KT355767.1 
Monoraphidium minutum culture-collection personal:Christina 
Bock:CB 2009/37 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355751.1 Monoraphidium pseudobraunii culture-collection 
UFScarCC:325  

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF078333.1 Monactinus simplex strain UTEX LB1601 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078343.1 Monactinus simplex strain ML0406MN Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KY094109.1 Nephrocytium agardhianum culture FACHB:2124 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078344.1 Neochloris aquatica strain UTEX 138  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KY094108.1 Nephrocytium limneticum culture FACHB:2123  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113457.1 Neochloris vigensis strain UTEX 1981  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ481211.1* Oedogonium brevicingulatum strain M1 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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JQ394813.1 Oedocladium carolinianum culture-collection UTEX:LB1686 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT369475.1 Ourococcus multisporus  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KU961535.1 Pseudopediastrum alternans strain 01.021213 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078335.1 Pediastrum angulosum strain UETX LB1366  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113466.1 Pseudoschroederia antillarum strain SAG B 15.86 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HM852438.1 Pseudomuriella aurantiaca strain CCAP 249/1 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078303.1 Parapediastrum biradiatum strain UTEX 37  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078319.1 Pediastrum boryanum f. forcipatum strain SAG 87.81  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF078347.2 Pseudopediastrum boryanum strain AL0402MN  
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
and GIY-YIG homing endonuclease (HEG) gene, complete cds 

EF078317.1 Pediastrum braunii strain SAG 43.85  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ292739.1 Pseudomuriella cubensis strain KF2  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078390.2 Pediastrum duplex var. duplex strain ACOI893 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT355745.1 Pseudokirchneriella elongata culture-collection UFScarCC:229 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HM770958.1 Pseudomuriella engadinensis strain UTEX 57 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ292736.1 Pseudomuriella engadinensis strain ATA4-KH47C Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HM852435.1 Planktosphaeria gelatinosa strain SAG 262-1b Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078315.1 Pediastrum integrum strain SAG 29.81 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MH180197.1 Pseudopediastrum cf. integrum MS-2018  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EU380520.1 Pseudodictyosphaerium jurisii strain CCAP260/1  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF078338.2 Pseudopediastrum kawraiskyi strain ML0412MN  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
and HEG pseudogene, complete sequence 

KT355747.1 Planktococcomyxa lacustris culture-collection UFScarCC:261  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
JQ259911.1 Planktosphaeria maxima strain UTEX 1248  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
HQ292738.1 Pseudomuriella schumacherensis strain BCP-ZNP1-VF6 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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EF078381.1 Pediastrum simplex var. echinulatum strain ACOI1041  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MH180192.1 Pediastrum cf. subgranulatum MS-2018 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

KT355768.1 
Raphidocelis microscopica culture-collection 
personal:Christina Bock:CB 2009/6  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

JQ259914.1 Radiococcus polycoccus strain SAG 217-1b Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078314.1 Sorastrum americanum strain SAG 13.94  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT833575.1 Selenastrum bibraianum  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT777978.1 Scenedesmus bijugus isolate 76_1  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
LC200423.1 Selenastrum capricornutum strain NIES-35 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC145516.1 Schizochlamys gelatinosa strain SAG 66.94  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
GU192437.1 Scenedesmus obliquus strain Tow 9/21 P-1w  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF078392.1 Stauridium privum strain ACOI784 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT777981.1 Scenedesmus quadricauda isolate 4_2  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113472.1 Sphaeroplea robusta strain UTEX LB 2350 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
EF113470.1 Schroederia setigera strain UTEX LB 2454  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF113473.1 Sphaeroplea soleirolii var. crassisepta strain Hoffman PASS C 
Iso E  

Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF078311.1 Sorastrum spinulosum strain UTEX LB2452  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

EF078391.2 Stauridium tetras strain ACOI84  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
and HNH homing endonuclease (HEG) gene, complete cds 

KT777984.1 Tetradesmus dimorphus isolate 959-3 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT777948.1 Tetradesmus obliquus isolate SM17-4 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

* คือ outgroup
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DQ995981.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995982.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995983.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995984.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995985.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995986.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995987.1 Spirogyra africana Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779204.1 Spirogyra australica strain RSS019 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779189.1 Spirogyra borgeana strain RSS002 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779194.1 Spirogyra borgeana strain RSS007 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779209.1 Spirogyra borgeana strain RSS024 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779210.1 Spirogyra borgeana strain RSS025 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779188.1  Spirogyra californica strain RSS001 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015930.1  Spirogyra chunkingensis strain UTEX LB 1680 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015931.1 Spirogyra communis strain UTEX LB 2463 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015932.1 Spirogyra communis strain UTEX LB 2462 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015933.1 Spirogyra communis strain UTEX LB 2465 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015934.1 Spirogyra communis strain UTEX LB 2466 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015935.1 Spirogyra communis strain UTEX LB 2464 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015936.1  Spirogyra condensata strain UTEX LB 1744 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779170.1  Spirogyra croasdaleae strain JH0425 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995988.1 Spirogyra decimina Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995989.1 Spirogyra decimina  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995990.1 Spirogyra decimina  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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DQ995991.1 Spirogyra decimina  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995992.1 Spirogyra distenta  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995993.1 Spirogyra dubia  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995994.1 Spirogyra dubia  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995995.1 Spirogyra dubia  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995996.1 Spirogyra ellipsospora Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995997.1 Spirogyra ellipsospora Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779216.1 Spirogyra elongata strain RSS031 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779201.1 Spirogyra fluviatilis strain RSS016 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779218.1 Spirogyra fluviatilis strain RSS033 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779224.1 Spirogyra fluviatilis strain RSS040 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015937.1 Spirogyra gracilis strain UTEX LB 1743 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995999.1 Spirogyra gracilis strain UTEX LB1743 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015938.1 Spirogyra grevilleana strain UTEX LB 477 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996000.1 Spirogyra grevilleana strain UTEX LB477 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779197.1 Spirogyra grevilleana strain RSS011 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779202.1 Spirogyra grevilleana strain RSS017 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015939.1  Spirogyra juergensii strain UTEX LB 1742 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779200.1  Spirogyra juliana strain RSS015 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015940.1 Spirogyra liana strain UTEX LB 1745 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779190.1 Spirogyra lutetiana strain RSS003 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779203.1 Spirogyra lutetiana strain RSS018 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

AF482498.1  Spirogyra maxima  
Ribulose bisphosphate carboxylase large subunit (rbcL) gene; and cytochrome b6 (petB) 
and cytochrome b6-f complex subunit 4 (petD) genes, complete cds; chloroplast genes for 
chloroplast products 
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KC779193.1 Spirogyra majuscula strain RSS006 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015941.1  Spirogyra maxima strain UTEX LB 2495 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779211.1 Spirogyra maxima strain RSS026 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779213.1 Spirogyra maxima strain RSS028 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779217.1 Spirogyra maxima strain RSS032 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KM677029.1  Spirogyra maxima Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KM677037.1  Spirogyra maxima Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KU646489.1  Spirogyra maxima culture-collection UTEX:LB 2495  chloroplast, complete genome 
L11057.1 Spirogyra maxima Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, complete cds 
NC_030355.1 Spirogyra maxima chloroplast, complete genome 
DQ015942.1 Spirogyra mienningensis strain UTEX LB 1681 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015943.1 Spirogyra notabilis strain UTEX LB 1682 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779195.1 Spirogyra notabilis strain RSS008 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015944.1 Spirogyra occidentalis strain UTEX LB 1683 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996001.1 Spirogyra occidentalis strain UTEX LB1683 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779166.1 Spirogyra parvula strain JH0002 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015945.1 Spirogyra pratensis strain UTEX LB 924 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015946.1 Spirogyra pratensis strain UTEX LB 926 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015947.1 Spirogyra pratensis strain UTEX LB 927 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015948.1 Spirogyra pratensis strain UTEX LB 928 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015949.1 Spirogyra pratensis strain UTEX LB 1746 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015950.1 Spirogyra quadrilaminata strain UTEX LB 1684 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700556.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700557.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700558.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
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accession number ชื)อวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

MG700559.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700560.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700561.1 Spirogyra setiformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779206.1 Spirogyra submaxima strain RSS021 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700554.1 Spirogyra submaxima Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
MG700555.1 Spirogyra submaxima Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779186.1 Spirogyra tenuissima strain JH1015 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779187.1 Spirogyra tenuissima strain ACOI 1925 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779192.1 Spirogyra teodoresci strain RSS005 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779196.1 Spirogyra teodoresci strain RSS010 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779198.1 Spirogyra teodoresci strain RSS012 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779208.1 Spirogyra teodoresci strain RSS023 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779212.1 Spirogyra teodoresci strain RSS027 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ015951.1 Spirogyra varians strain UTEX LB 479 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996002.1  Spirogyra varians  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996003.1 Spirogyra varians  Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779199.1 Spirogyra varians strain RSS013 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996004.1 Spirogyra variformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ996005.1 Spirogyra variformis Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
DQ995998.1 Spirogyra weberi Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KC779191.1 Spirogyra weberi strain RSS004 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 
KT982593.1* Zygnema sp. Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, partial cds 

* คือ outgroup
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ตารางที* ข5  accession number ของพืช สาหร่ายกลุม่สเตรปโตไฟต์และแบคทีเรียที*ใช้ในการวิเคราะห์ 
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accession number ชื*อวิทยาศาสตร์ รายละเอียด 

KPF36204.1 
Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Typhimurium 

cellulose synthase, partial  

ALR78545.1 Enterobacter lignolyticus cellulose synthase  
KRW60782.1 Aeromonas allosaccharophila cellulose synthase  
KDV02242.1 Aeromonas sp. HZM cellulose synthase  
AHG20399.1 Chania multitudinisentens RB-25 cellulose synthase  

ALB68593.1 
Cronobacter dublinensis subsp. 
dublinensis LMG 23823 

cellulose synthase  

ALB72671.1 Cronobacter muytjensii ATCC 51329 cellulose synthase  
AKR79135.1 Edwardsiella sp. LADL05-105 cellulose synthase  
KJQ01599.1 Enterobacter asburiae cellulose synthase  
KJQ34719.1 Enterobacter bugandensis cellulose synthase  
KTQ78648.1 Enterobacter cancerogenus cellulose synthase  
KIF96985.1 Enterobacter cloacae cellulose synthase  
KTQ80668.1 Enterobacter hormaechei cellulose synthase  
KKA55077.1 Enterobacter roggenkampii cellulose synthase  
KOC94519.1 Erwinia iniecta cellulose synthase  
KIH03626.1 Escherichia coli cellulose synthase  
KUG85545.1 Escherichia coli cellulose synthase  
KMV32560.1 Franconibacter pulveris cellulose synthase  
AKK82803.1 Klebsiella aerogenes cellulose synthase  
AKH01088.1 Klebsiella pneumoniae cellulose synthase  
ALD05976.1 Klebsiella quasipneumoniae cellulose synthase  
KKY80947.1 Klebsiella variicola cellulose synthase  
ATU72095.1 Komagataeibacter xylinus cellulose synthase  
KML25368.1 Leclercia adecarboxylata cellulose synthase  
KMN63943.1 Leclercia sp. LK8 cellulose synthase  
KKI47415.1 Obesumbacterium proteus cellulose synthase  
KTS86951.1 Pantoea dispersa cellulose synthase  
ALV93971.1 Pantoea vagans cellulose synthase  

KHT31571.1 
Pectobacterium carotovorum subsp. 
carotovorum 

cellulose synthase  

AKL14631.1 Phytobacter ursingii cellulose synthase  
KMK36077.1 Pluralibacter gergoviae cellulose synthase  
KSW18576.1 Proteus mirabilis cellulose synthase  
AJE17117.1 Pseudomonas balearica DSM 6083 cellulose synthase  
KOX65511.1 Pseudomonas psychrophila cellulose synthase  
KMN16954.1 Pseudomonas weihenstephanensis cellulose synthase  
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ALD44575.1 Serratia marcescens cellulose synthase  
KQN68410.1 Serratia sp. Leaf51 cellulose synthase  
KRG86535.1 Stenotrophomonas acidaminiphila cellulose synthase  
KRG52890.1 Stenotrophomonas maltophilia cellulose synthase  
KRG57265.1 Stenotrophomonas nitritireducens cellulose synthase  
KNC94457.1 Trabulsiella odontotermitis cellulose synthase  
AKP33753.1 Yersinia aleksiciae cellulose synthase  
ALG76998.1 Yersinia enterocolitica cellulose synthase  
ABI78962.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 10, partial  
ABI78961.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 8  
ABI78960.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 7  
ABI78959.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 6  
ABI78958.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 5  
ABI78957.1 Physcomitrella patens cellulose synthase 4  
ABI75158.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D8  
ABI75157.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D7  
ABI75156.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D6  
ABI75155.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D5  
ABI75154.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D4  
ABI75153.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D3  
ABI75152.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D2  
ABI75151.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like D1  

AAT48373.1 Physcomitrella patens cellulose synthase-like protein, 
partial  

AAT48372.1 Physcomitrella patens cellulose synthase catalytic 
subunit, partial  

AAT48371.1 Physcomitrella patens cellulose synthase catalytic 
subunit, partial  

AAT48370.1 Physcomitrella patens cellulose synthase catalytic 
subunit, partial  

AAT48368.1 Physcomitrella patens cellulose synthase catalytic 
subunit, partial  

AAT48369.1 Mesotaenium caldariorum cellulose synthase catalytic subunit  

AAM83097.1 Mesotaenium caldariorum cellulose synthase catalytic 
subunit, partial  

AAM83096.1 Mesotaenium caldariorum cellulose synthase catalytic subunit  

AAT48374.1 Ceratopteris richardii cellulose synthase-like protein, 
partial  

AAO15532.1 Arabidopsis thaliana cellulose synthase  
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