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Abstract 
It is widely accepted that intestinal bacteria community in gut of an animal plays important 

roles on animal health whether by help digesting some nutrients, competing with pathogenic 
bacteria, or even generating secondary metabolites to kill harmone bacteria. Although the concept of 
using beneficial bacteria as a preventive medicine or health supplements has been widely executed 
in various organisms, the knowledge of interstinal bacteria in an economically important black tiger 
shrimp is still too limited to ultilize this natural and promising alternative in development of probiotics 
for the shrimp feed.  
 Therefore, the ultimate goal of this project was to identify gut bacteria in the shrimp to 
initiate a research program for utilizing beneficial bacteria in healthy and sustainable farming 
practice. To achieve the ultimate goal, it is very important to establish effective tools to study large 
amonths of shrimp guts. Sanger sequencing, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and 
next generation pyrosequencing analysis were employed to decipher 16s rRNA sequences which 
helped revealing the bacteria identity.  
 Upon a successful optimization of these aforementioned methods, they were employed to 
study different shrimp gut samples to provide the fundamental knowledge on the identity and 
dynamic of bacteria community structures as a function of i) farm locations for juvenile shrimp, ii) 
developmental stages (15-day post larvae, 1-, 2-, and 3-month-old juveniles), iii) habitats in aldult 
shrimp (wild and domestication). From these obtained results, we are now able to postulate a 
possible core intestinal bacteria community of the black tiger shrimp. For instance, bacteria in the 
phyla Bacteroides, Firmicutes and Proteobacteria were commonly found in shrimp intestines 
throughout all studies in this project.However, further evidence with more samples with various types 
of farming condition is still needed to draw a final conclusion on the core bacteria community in the 
shrimp gut.  

Beside the shared groups of bacteria, we were also interested to bacteria found uniquely in 
the wild-caught shrimp as it has been known that the wild shrimp tend to be able maintain their 
health in very harsh condition better and their unique bacteria groups may contribute to their 
superior health and growth. We found 17 bacteria species unique in intestines of wild P. monodon 
group. Although the molecular mechanism of these bacterial species as whether and/or how they 
contribute to the better health of the wild shrimp is still unknown, some, such as Vibrio 

alginolyticus,were demonstrated in other aquatic animals for their antagonistic activity against several 
aquatic pathogens. These results could lead to a successful development of probiotics in the black 
tiger shrimp in the future.  

In addition to nucleotide-based study, we employed a scanning electron microscope (SEM) 
to examine the physiology of the shrimp intestines. SEM images of the intestines from the adult 
shrimp showed bacterial colonization on the hindgut area, and only few or none were found on the 
midgut or stomach regions. The unique rod-shaped bacteria adhering to intestine lining resemble the 
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shape of the bacteria belong in Vibrionaceae such as Vibrio spp., and Photobacterium spp., which 
were the dominant bacterial group from intestinal microbiota analysis. 

In summary, we have successfully established several 16s rRNA-based methods to help 
characterizing intestinal bacteria in the black tiger shrimp.  These methods, especially 
pyrosequencing, have been proven to be extremely useful and instrumental in understanding the 
structure of bacterial community in the shrimp gut. The SEM images also help providing in situ 
detection of bacterial microflora resides within this environment. Moreover, the results obtained from 
these studies supported within this project have provide an initial insight on future probiotics 
application to prevent or reduce the economic loss due to disease outbreak, which in turn will 
sustain the important shrimp industry of our country. 
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บทคดัยอ่ 
 

เป็นที�ทราบกนัอย่างดวี่าแบคทเีรยีในลาํไสข้องสิ�งมชีวีตินั @นมคีวามสาํคญัต่อสขุภาพของสิ�งมชีวีติ
นั @นๆ โดยที�แบคทเีรยีพวกนี@สามารถช่วยย่อยอาหารชว่ยแย่งพื@นที�อยู่ในลาํไสจ้ากแบคทเีรยีที�ก่อโรค หรอืชว่ย
สรา้งสารที�มฤีทธทิางชวีภาพในการฆา่หรอืยบัยั @งการเจรญิเตบิโตของแบคทเีรยีที�ก่อโรคเป็นตน้  ถงึแมว้่าจะมี
การนําแบคทเีรยีที�ประโยชน์มาใชเ้พื�อปองกนัโรคหรอืเป็นอาหารเสรมิมาใชใ้นสิ�งมชีวีติต่างๆแลว้ แต่ความรู้้
เรื�องแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้กุลาดาํนั @นยงัมจีาํกดัเกนิกว่าที�จะนําไปสูก่ารประยุกตห์าแบคทเีรยีที�อาจสามารถ
นําไปใชใ้นการทาํเป็นอาหารหรอือาหารเสรมิปองกนัโร้ คได ้
 ดงันั @นเปาหมายสงูสดุของโครงการวจิยันี@คอืการศกึษาแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้กุลาดาํที�จะเป็นจุดเริ�มตน้้
ในการแผนงานวจิยัเกี�ยวกบัการนําแบคทเีรยีที�ก่อประโยชน์ต่อสขุภาพกุง้ไปใชเ้พื�ออุตสาหกรรมเลี@ยงกุง้ที�
ยั �งยนื การที�จะบรรลุจุดมุ่งหมายนี@ไดจ้าํเป็นตอ้งจดัตั @งเครื�องมอืในการวจิยัที�มปีระสทิธภิาพที�จะนําไปใชศ้กึษา
ลาํไสกุ้ง้จาํนวนมาก สามวธิทีี�ไดนํ้ามาใชค้อื การทาํการหาลาํดบัเบสแบบ Sanger การใชd้enaturing gradient 
gel electrophoresis (DGGE) และการนําเทคโนโลยpีyrosequencing มาใชเ้พื�อหาลาํดบัเบสของ 16s rRNA 
ซึ�งจะชว่ยจาํแนกไดว้่ามปีระชากรแบคทเีรยีตวัไหนบา้งในตวัอย่าง 
 หลงัจากที�สามารถปรบัปรุงวธิกีารทั @งสามจนสามารถใชง้านไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพแลว้กไ็ดนํ้าวธิี
เหล่านี@มาศกึษาแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้ที�สภาวะต่างกนัเพื�อสรา้งองคค์วามรูพ้ื@นฐานของชนิดและการ
เปลี�ยนแปลงของแบคทเีรยีที�ไดร้บัผลจาก i)ฟารม์กุง้ juvenile จากสถานที�ต่างๆii) ระยะการเจรญิเตบิโตต่าง 
(post larvae อาย1ุ5 วนั, กุง้อายุ 1เดอืน 2 เดอืน และ 3เดอืนiii) สภาวะอยู่ตามธรรมชาตหิรอืจากบ่อเลี@ยงใน
กุง้เตม็วยั ซึ�งจากผลการทดลองทั @งหมดเราพอสามารถคาดไดว้่ากุง้กุลาดาํน่าจะมแีบคทเีรยีที�เป็น core 
community คอืไม่ว่าจะใชต้วัอยา่งจากสภาะเช่นไรและวยัอะไรกจ็ะพบแบคทเีรยีพวกนี@ อาทเีช่นแบคทเีรยีใน 
phyla Bacteroides, FirmicutesและProteobacteriaปรากฏในลาํไสกุ้ง้ในทุกการศกึษาในโครงการนี@ ทั @งนี@
ยงัคงตอ้งมกีารศกึษาเพิ�มเตมิจากตวัอย่างที�มากขึ@นและตอ้งใชต้วัอย่างที�มาจากสภาวะที�ต่างกนัมากขึ@นไปอกี
จงึจะสรุปไดอ้ย่างแน่นอนวา่กุง้กุลาดาํม ีcore bacteria community หรอืไม่  

นอกจากการเจอแบคทเีรยีมอียูใ่นทุกตวัอย่างแลว้ เรายงัสนใจที�แบคทเีรยีที�เจอเฉพาะในกุง้
ธรรมชาตเิพราะเป็นที�รูก้นัดอียูว่า่กุง้ธรรมชาตสิามารถอยู่รอดในสภาวะแวดลอ้มที�เปลี�ยนแปลงและรุนแรงใน
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ธรรมชาตไิดด้กีว่ากุง้เลี@ยง ดงันั @นจงึเป็นไปไดท้ี�แบคทเีรยีในลาํไสข้องกุง้ธรรมชาตนิั @นมสีว่นช่วยกบัในสขุภาพ
ที�ดกีว่าและการเจรญิเตบิโตที�ดกีว่า  เราพบว่ามแีบคทเีรยี 17 species ที�เจอแค่ในกุง้ธรรมชาตแิละไม่เจอใน
กุง้เลี@ยงเลย  ถงึแมว้่าที�ผ่านมายงัไมม่กีารศกึษาว่าแบคทเีรยีเหล่านี@มผีลต่อสขุภาพที�ดกีว่าของกุง้ธรรมชาติ
หรอืไม่อย่างไร แต่แบคทเีรยีบางกลุ่มนี@บางตวัเช่นVibrio alginolyticus ไดม้รีายงานว่าสามารถออกฤทธิ
ต่อตา้นเชื@อก่อโรคในทะเลได ้ ซึ�งผลการวจิยันี@อาจสามารถนําไปสูก่ารพฒันาอาหารเสรมิ probiotics ใหกุ้ง้
กุลาดาํในอนาคตได ้

นอกจากการใชเ้ทคนิคที�อาศยัลาํดบันิวคลโีอไทดด์งักล่าวแลว้ เรายงัใชเ้ทคนิค a scanning electron 
microscope (SEM) มาศกึษาลกัษณะแบคทเีรยีที�อาศยัของลาํไสกุ้ง้  โดยจากการวเิคราะหผ์ลจาก SEM ของ
กุง้ตวัเตม็วยั จะเหน็ไดว้่าผนงัลาํใสม้สีว่นทา้ย (hindgut) จะมแีบคทเีรยีพบอยู่มากกว่า ผนงัลาํไสส้ว่นกลาง 
นอกจากนี@มแีบคทเีรยีอยู่น้อยมากที�ผนงัของกระเพาะอาหาร แสดงใหเ้หน็ว่าประชากรแบคทเีรยีในลาํไสม้กัจะ 
colonize มากที�ลาํไสส้ว่นปลาย และสว่นใหญ่มลีกัษณะเป็นแท่ง (rod-shape) ซึ�งจากลกัษณะรปูร่างของ
แบคทเีรยีนั @นน่าจะเป็นกลุ่ม Vibrionaceae เช่น Vibrio spp. และ Photobacterium spp. ที�ว่าเป็นแบคทเีรยี
กลุ่มหลกัจากผลของการศกึษาชนิดประชากรของแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้ จากผลของการศกึโดยสรุป เราได้
พฒันาและนําเทคนิคที�อาศยัการหาลาํดบัเบสของ16s rRNA มาใชใ้นการหาแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้กุลาไดส้าํเรจ็  
โดยทั @งสามวธินีี@ โดยเฉพาะวธิ ีpyrosequencing ไดถู้กวสิจูน์แลว้า่มปีระโยชน์และใชง้านไดเ้ป็นอย่างดต่ีอการ
นํามาเพิ�มความรูค้วามเขา้ใจของแบคทเีรยีในลาํไสกุ้ง้กุลาดาํ มากไปกว่านั @น  

ผลการทดลองที�ไดจ้ากการศกึษาภายในโครงการนี@จะเป็นจุดเริ�มตน้ในการสรา้งความเขา้ใจอย่าง
ท่องแทเ้พื�องานเชงิประยุกตข์องการพฒันาผลติอาหารแบบ probiotics เพื�อช่วยปองกนัการสนูเสยีทาง้
เศรษฐกจิที�มผีลมาจากโรคระบาด ซึ�งกจ็ะทาํใหอุ้ตสาหกรรมการเลี@ยงกุง้กุลาดาํในประเทศของเรานั @นยั �งยนื  
 

คาํสาํคญั:ประชากรแบคทเีรยี;Penaeus monodon; กุง้กุลาดาํ; Pyrosequencing, DGGE, การถอดลาํดบั
เบสของ 16S rRNA  
 




