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บทคัดยอ 
 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซม    
เซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินจากนาเกลือ ในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ในการศึกษาความหลากหลาย 
ของจุลินทรียทําโดยนําตัวอยางดินปาชายเลนมาสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบ
ในปฏิกิริยาพีซีอาร สําหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป แอคติโนแบคทีเรียและ
อารเคีย รวมท้ังเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribe spacer (ITS) ของยีสตและราสาย 
นําผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดไปโคลนเพ่ือสรางหองสมุดยีน 16S rRNA หรือหองสมุด ITS และคัดเลือก
โคลนเพ่ือนําไปอานลําดับนิวคลีโอไทด วิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank บน NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ผลการศึกษา
ความหลากหลายของแบคทีเรีย พบแบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria มากท่ีสุด (49.3 %) 
รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (36.2 %) และไฟลัม Bacteroidetes (14.5 %)  จีนัสตัวแทนท่ีพบ
โดดเดนในกลุมแบคทีเรียท่ัวไปคือ Halomonas, Salimicrobium และ Salinibacter ในขณะท่ี
หองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย พบสมาชิกใน 2 จีนัส ซ่ึงเปนท่ีรูจัก คือ 
Streptomyces และ Saccharopolyspora รวมท้ังพบแอคทิโนแบคทีเรียอีกอยางนอย 1 แทกซอน
ท่ีคาดวานาจะเปนจีนัสใหม  สวนราสายและยีสตท่ีพบบอยคือจีนัส Aspergillus และ Meyerozyma  
ตามลําดับ อยางไรก็ตาม ในการคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสโดยใชกระบวนการทางดาน        
เมตาจีโนมิกส รวมท้ังการตรวจสอบโดยเทคนิคพีซีอาร ไมพบยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจาก        
เมตาจีโนมของดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษาทุกตัวอยาง ซ่ึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบ      
ในลําดับตอไป จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาถึงแมนาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรงในดาน
ปจจัยความเค็ม แตก็สามารถเปนแหลงอาศัยของจุลินทรียท่ีหลากหลาย โดยจุลินทรียจํานวนมากมี
ความเฉพาะและไมพบในสภาพแวดลอมปกติ ทําใหมีความนาสนใจในการศึกษาบทบาทของจุลินทรีย
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้ โดยเฉพาะในดานการผลิตสารชีวภาพท่ีมีความสําคัญทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงหากมีการศึกษาในรายละเอียดใหมากข้ึน อาจนําไปสูการคนพบจุลินทรีย    
แทกซอนใหมและสารชีวภาพท่ีมีคุณคา รวมถึงความเปนไปไดของการประยุกตใชทรัพยากรจุลินทรีย
และสารชีวภาพจากพ้ืนท่ีนาเกลือไดตอไปในอนาคต 
 
คําสําคัญ:  ความหลากหลายทางชีวภาพ  นาเกลือ  จุลินทรีย  เมตาจีโนมิกส  เอนไซมเซลลูเลส 
 



Research Title Metagenomics-based Diversity of Extremophiles  
and Cellulase-encoding Genes from Extreme Environments 

Researchers Assistant Professor Sudarat Suanjit (Ph.D.) 
Assistant Professor Apiradee Pilanthanapak (Ph.D.) 

Organization Faculty of Science, Burapha University 
Year 2016 
 
 

Abstract 
 

This research was conducted to explore microbial diversity in solar saltern 
located in Chachoengsao province.  Samples of hypersaline soil were collected and 
used as a source of metagenomic DNA.  A respective library of 16S rRNA gene was 
constructed for bacteria, actinobacteria and archaea, while the library of internal 
trancribed spacers (ITS) was prepared for fungi.  Recombinant clones were screened 
and sequenced.  Similarity searching of nucleotide sequences was performed on 
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).  Bacterial distribution was found in 
three phyla by which Proteobacteria was the most dominant (49.3 %) followed by 
Firmicutes (36.2 %) and Bacteroidetes (14.5 %). The representative genera of bacteria 
were Halomonas, Salimicrobium, and Salinibacter.  In the 16S rRNA library of 
actinobacterial phylum, two known genera were found, i.e. Streptomyces and 
Saccharopolyspora.  In addition, at least a novel genus of actinobacteria was also 
expected to be presented in this library.  On the other hand, the ITS library 
demonstrated diverse fungal taxa.  Aspergillus and Meyerozyma were the most 
abundant genera of mold and yeast, respectively.   Cellulase-encoding gene was 
explored by metagenomics-functional screening as well as primer-specific PCR 
amplification.  Unfortunately, the task was not successful and implementing a proper 
protocol is needed.  Overall results taken from this investigation reflects the fact that 
although solar saltern is an extreme environment regarding its salinity, this ecosystem 
is a crucial reservoir of diverse microorganisms which many of them are unique.  In 
depth investigation would fulfill knowledge that could benefit not only the discovery 
of novel taxa of microorganisms and valuable metabolites of industrial interest, but 
also their future applications. 
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28 

 

 



ง 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพ  หนา 
4-7 แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตท่ีพบในเมตาจีโนม 

ของดินนาเกลือ ซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธ ีNeighbor-Joining  
บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณ 
ระยะหางทางวิวัฒนาการ ………………………………………………………………………… 
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4-8 แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตโคลน FUNG-E04  
ท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining  
บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
ของดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance  
ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ……………………………………………………. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
จุลินทรียในสิ่งแวดลอมเปนกลุมสิ่งมีชีวิตท่ีมีบทบาทสําคัญในการรักษาสมดุลข้ันพ้ืนฐานของ

ระบบนิเวศ  จุลินทรียท่ีพบในแตละแหลงอาศัยมีความหลากหลายท้ังในดานจํานวน ชนิดและ
กิจกรรมเมแทบอลิซึม  จุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมประเภทตางๆ ซ่ึงเปนท่ีรูจักนั้น มีหลากหลาย
ชนิดไดถูกนํามาใชประโยชนในดานตางๆ ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้ลวนแลวแตเปนจุลินทรียกลุมท่ีสามารถ
เพาะเลี้ยงใหเจริญไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมนั้นยังมีจุลินทรียอีกเปนจํานวน
มากท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงใหเจริญข้ึนไดในหองปฏิบัติการ ซ่ึงอาจมีจํานวนมากกวา 99 เปอรเซนต
ของจุลินทรียท้ังหมด (Streit and Schmitz, 2004; Zeyaullah et al., 2009) ทําใหจุลินทรียเหลานี้
ยังไมเปนท่ีรูจักและถูกนํามาใชประโยชน  นักวิทยาศาสตรเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้นาจะเปนแหลงผลิต
สําคัญของสารชีวภาพท่ีมีประโยชนจํานวนมก เชน เอนไซม สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สารลดแรงตึงผิว
และพอลิเมอรชีวภาพ เปนตน (Davidson, 1995; Li & Qin, 2005; Egan et al., 2008; Satpute 
et al., 2010; Frock & Kelly, 2012) 

ระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรง (Extreme environment) เชน น้ําพุรอน (Hot spring)  
ปลองไฮโดรเทอรมอล (Hydrothermal vent) ทะเลสาบท่ีมีความเค็มสูง (Hypersaline lake) และ
นาเกลือ (Solar saltern) เปนระบบนิเวศท่ีมีลักษณะจํากัดเก่ียวกับปจจัยท่ีเก่ียวของกับการดํารงชีวิต
ของจุลินทรีย  ประชากรจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศเหลานี้มีความแตกตางจากจุลินทรียท่ัวไป 
โดยเฉพาะลักษณะการปรับตัวทางดานสรีรวิทยา  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจาก
ตัวอยางสิ่งแวดลอมประเภทนี้ อาศัยหลักการของวิธีดั้งเดิมซ่ึงเปนการคัดแยกเชื้อท่ีสามารถเจริญเพ่ิม
จํานวนไดบนอาหารคัดเลือก (Cultured-dependence)  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวอาจทําใหเกิดการ   
สูญหายของขอมูลเก่ียวกับจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกดังกลาว  
ดังนั้นการนําวิธีการทางดานเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เขามาใชในการศึกษาความหลากหลาย
ของจุลินทรีย ในตัวอยางสิ่งแวดลอมเหลานี้ เปนการชวยทําใหนักวิทยาศาสตรมีโอกาสเขาถึงจุลินทรีย
กลุมท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงไดท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอมตางๆ โดยวิธีการนี้เปนการศึกษาเมตาจีโนม
โดยตรง ไมจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อ (Cultured independence)  ขอมูลดังกลาวนี้
สามารถใชประกอบการตัดสินใจในอนาคต สําหรับการสรางหองสมุดเมตาจีโนมและคัดแยกยีน
จําเพาะท่ีสนใจเพ่ือนํามาใชประโยชนตอไป 

การนําวิธีการทางเมตาจีโนมิกสมาใชในการคนหาเอนไซมท่ียอยสลายพอลิเมอรธรรมชาติ 
ของจุลินทรียสิ่งแวดลอมกําลังไดรับความสนใจเปนอยางมาก โดยเฉพาะเอนไซมท่ีมีกิจกรรมการ  
ยอยสลายองคประกอบของพืชหรือเนื้อไม เชน เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (Lignolytic enzymes) 
เอนไซมเฮมิเซลลูเลส (เชน Xylanase) และเอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) เปนตน (Xing et al., 
2012)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากในธรรมชาติ โดยเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของพืช  

โมเลกุลของเซลลูโลสประกอบข้ึนจากน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก (β-1,4 
Glycosidic linkage) เนื่องดวยมีการนําเซลลูโลสมาใชประโยชนหลายดาน เชน ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ 
การผลิตสิ่งทอและกระดาษ เปนตน จึงทําใหในอุตสาหกรรมมีความสนใจคนหาเอนไซมท่ีสามารถ  
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ยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมจํานวนมาก เชน การผลิตอาหารสัตว 
เครื่องดื่ม เบเกอรีและเยื่อกระดาษ  การยอยสลายเซลลูโลสเก่ียวของกับการทํางานรวมกันของ
เอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ โดยเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงเปนท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปวามีหนาท่ีสําคัญ      
ในการยอยสลายเซลลูโลสมี 3 กลุมดวยกันคือ Endoglucanases (EC 3.2.1.4), Exoglucanase  

(EC 3.2.1.91) และ β-Glucosidase (EC3.2.1.21) ซ่ึงเอนไซมท้ังสามกลุมนี้ทํางานรวมกันในการ
ยอยสลายเซลลูโลสและทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑโมโนแซคคาไรดคือน้ําตาลกลูโคส (Lynd et al., 
2002) จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสพบไดท้ังกลุมแบคทีเรีย รา รวมท้ังอารเคีย 
ซ่ึงมีผูศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมและโคลนยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเหลานี้ในเชื้อท่ีแยกและ
เพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมมีจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถ
ถูกเพาะเลี้ยงใหเจริญในหองปฏิบัติการได ซ่ึงเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้เปนแหลงสําคัญของสารชีวภาพ
ชนิดตางๆ ท่ีมีประโยชน รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ หรือคุณสมบัติพิเศษ ซ่ึงยังไมเคย
มีรายงานมากอน โดยเฉพาะความสามารถในการดําเนินกิจกรรมและมีความเสถียรไดดีภายใตสภาวะ
ท่ีมีความรุนแรงของปจจัยบางประการ เชน อุณหภูมิ pH และความเค็ม เปนตน (Ferrer et al., 
2007) 

การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงได รวมถึงการคัดแยก 
ยีนเปาหมายท่ีสนใจจากจุลินทรียกลุมนี้สามารถทําไดโดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส    
โดยทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (เมตาจีโนม) ของประชากรจุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมโดยตรง 
จากนั้นนํามาสรางเปนหองสมุดเมตาจีโนม และคัดเลือกโคลนท่ีตองการจากหองสมุดดังกลาว 
(Cowan et al., 2005; Zeyaullah et al., 2009; Xing et al., 2012)  ในอีกทางหนึ่งสามารถใช
เทคนิคพีซีอารในการเพ่ิมปริมาณยีนเปาหมายจําเพาะท่ีตองการไดโดยตรงจากเมตาจีโนม (Jacobsen 
et al., 2005) 

ในงานวิจัยนี้มีความสนใจศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในพ้ืนท่ีนาเกลือซ่ึงจัดเปน
สภาพแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงในดานความเค็ม โดยเก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีนาเกลือในจังหวัด
ฉะเชิงเทราและเพชรบุรี จากนั้นนําตัวอยางดังกลาวมาเตรียมเมตาจีโนม และนําไปใชเปนแมแบบ
สําหรับเพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมายท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย อารเคีย ราสาย
และยีสต โดยยีนเครื่องหมายท่ีใชสําหรับจําแนกและศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย คือยีนนํารหัสการสราง 16S ribosomal RNA (16S rRNA gene; 
16S rDNA)  สวนการจําแนกและศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมราสายและยีสตนั้นใช  
ดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) เปนเครื่องหมาย  โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนดังกลาวยังถูกนํามาใชในการศึกษาสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis)  
นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังมีความสนใจศึกษาการปรากฏอยูและความหลากหลายของยีนท่ีนํารหัสการ
สรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตัวอยางสิ่งแวดลอมดังกลาว ซ่ึงสามารถใชเปนเครื่องบงชี้ถึง
ศักยภาพของตัวอยางสิ่งแวดลอมท่ีนํามาศึกษาในการใชเปนแหลงของเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติ
พิเศษท่ีอาจเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชตอไป 
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วัตถุประสงค 
(1)  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีไดจากดินนาเกลือ 
(2)  เพ่ือคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 

 
สมมติฐาน 

(1)  เมตาจีโนมซ่ึงเปนดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีสกัดไดจากตัวอยางดินนาเกลือสามารถใชเปนแหลง
ของดีเอ็นเอแมแบบท่ีนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียได 

(2)  จุลินทรียท่ีพบในนาเกลือมีตําแหนงทางอนุกรมวิธานหรือแทกซอน (Taxon) ท่ีแสดง
ความหลากหลายสูง เม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนํารหัส rRNA 
หรือลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

(3)  จุลินทรียบางแทกซอนท่ีอาศัยอยูในนาเกลือ มีความสามารถในการยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสได  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

เก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา นํามาสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดหรือ       
เมตาจีโนม (Metagenomic DNA; Metagenome) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย           
โดยนําเมตาจีโนมมาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป        
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS สําหรับราสายและยีสต โดยใช
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase chain reaction; PCR) จากนั้นสรางหองสมุด
ยีน 16S rRNA หรือหองสมุด ITS สําหรับจุลินทรียแตละกลุม จากนั้นนําโคลนท่ีปรากฏในแตละ
หองสมุดไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด รวมท้ังสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  นอกจากนี้
ยังไดคนหายีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษา 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

(1)  ทราบความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศนาเกลือท่ีศึกษา 
(2)  ทราบขอมูลของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในระบบนิเวศนาเกลือท่ีศึกษา 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
 
 
 
 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
สภาพแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง (Extreme environment) หมายถึงพ้ืนท่ีหรือระบบนิเวศท่ี

มีสภาวะของปจจัยสิ่งแวดลอมแตกตางไปจากสภาวะปกติท่ีสิ่งมีชีวิตโดยท่ัวไปสามารถดํารงชีวิตอยูได
อยางปกติ (van de Vossenberg et al., 2000)  ตัวอยางของปจจัยสิ่งแวดลอมดังกลาว ไดแก 
อุณหภูมิ ความเค็ม ปริมาณออกซิเจน pH และความดัน เปนตน  สิ่งมีชีวิตท่ีสามารถดํารงชีวิตอยูได
ในสิ่งแวดลอมดังกลาวจําเปนตองมีการปรับตัวในดานโครงสรางและ/หรือสรีรวิทยา โดยจุลินทรียเปน
สิ่งมีชีวิตกลุมสําคัญท่ีทําหนาท่ีขับเคลื่อนกิจกรรมพ้ืนฐานตางๆ ท่ีสําคัญของระบบนิเวศนเหลานี้ เชน 
การยอยสลายและการทําใหเกิดวัฏจักรของสารอินทรียในธรรมชาติ โดยเรียกจุลินทรียท่ีดํารงชีวิต  
อยูในสิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงวา Extremophiles  ระบบนิเวศท่ีมีสภาวะแวดลอมรุนแรงเปน
แหลงอาศัยของจุลินทรียท่ีนักวิทยาศาสตรจํานวนมากเชื่อวามีจุลินทรียท่ียังไมเปนท่ีรูจักอีกเปน
จํานวนมาก ซ่ึงหมายความวายังมียีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหโมเลกุลชีวภาพอีกเปนจํานวนมาก 
ท่ียังไมเปนท่ีรูจักอยูบนจีโนมของจุลินทรียเหลานี้  โอกาสของการคนพบจุลินทรียชนิดใหม รวมท้ัง 
การคนพบสารชนิดใหมท่ีสรางจากจุลินทรียในสภาพแวดลอมเหลานี้จึงเปนท่ีสนใจและทาทายให
นักวิทยาศาสตรเขามาศึกษา 
 
1.  จุลินทรียในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 

โดยท่ัวไปสภาพแวดลอมตามธรรมชาติมักมีองคประกอบท่ีเปนเกลือหรือความเค็มในปริมาณ
นอย  ระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงมักพบไดในบริเวณท่ีมีสภาพภูมิอากาศท่ีรอนและแหงแลง ซ่ึงมีอัตรา
การระเหยของน้ํามากกวาอัตราการรับน้ําเขา จึงทําใหความเขมขนเกลือสูงข้ึน รวมท้ังทะเลและ
ทะเลสาบซ่ึงเปนแหลงรองรับและสะสมแรธาตุตางๆ อยางไรก็ตามสภาพแวดลอมบางแหงอาจมีการ
สะสมของเกลือในความเขมขนท่ีสูงมากกวาปกติ ทําใหมีความเค็มสูงมากกวาระดับความเค็มของ    
น้ําทะเล เชน ในพ้ืนท่ีนาเกลือ ทําใหสภาพแวดลอมนี้มีปจจัยดานความเค็มท่ีรุนแรง ไมเหมาะสมตอ
การดํารงชีวิตของจุลินทรียโดยท่ัวไป ในสภาพแวดลอมนี้มักพบสิ่งมีชีวิตเปนจํานวนนอย มีจุลินทรีย
บางชนิดเทานั้นท่ีสามารถอาศัยอยูในบริเวณท่ีมีเกลือสูงได ซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุมท่ีชอบเกลือ 
(Halophiles) และกลุมท่ีทนเกลือ (Halotolerants)  
  

1.1  จุลินทรียชอบเกลือ 
จุลินทรียชอบเกลือ (Halophilic microorganisms) หมายถึง จุลินทรียท่ีเจริญไดดี   

ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl แตไมสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีไมมีเกลือ NaCl  โดยสามารถจัดกลุมของ
จุลินทรียตามความเขมขนของเกลือ NaCl ท่ีเหมาะสมในการเจริญไดดังนี้ (DasSarma, 2006) 

(1)  จุลินทรียชอบเกลือเล็กนอย (Slight halophiles) เจริญไดในสภาวะท่ีมีความ
เขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดระหวาง 0.2-0.5 โมลาร (เกลือโซเดียมคลอไรด 1.2-3 %) โดยท่ัวไป 
มีการเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความเขมขนเกลือ 3 % 
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(2)  จุลินทรียชอบเกลือปานกลาง (Moderate halophiles) เจริญไดดีท่ีสุดในสภาวะ 
ท่ีมีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 0.5-2.5 โมลาร (เกลือโซเดียวคลอไรด 3-15 %) 

(3)  จุลินทรียชอบเกลือสูง (Extreme halophiles) เจริญไดในสภาวะท่ีมีความ 
เขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 2.5-5.2 โมลาร (เกลือโซเดียมคลอไรด 15-30 %) โดยท่ัวไปตองการ
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดระหวาง 3-4 โมลาร มักมีการเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความเขมขนของเกลือ 
25 % และยังเจริญไดท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 5.5 โมลาร ซ่ึงใกลเคียงกับจุดอ่ิมตัวของ
เกลือโซเดียมคลอไรด  

 
1.2  ความหลากหลายของจุลินทรีย 

มีรายงานวาประชากรจุลินทรียท่ีอาศัยอยูตามบริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูงมักมี
กิจกรรมการสังเคราะหแสง รีดิวซซัลเฟต และอ่ืน ๆ ดังนั้นจึงคาดวาจุลินทรียในระบบนิเวศดังกลาวมี
ความหลากหลายและมีความสําคัญตอการหมุนเวียนของสารตางๆ  จากการศึกษาของ Boutaiba, et 
al. (2011) ซ่ึงใชวิธีการทางเมตาจีโนมิกสวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมแบคทีเรีย 
อารเคียและยูคารยาในทะเลสาบ Sidi Ameur และ Himalatt Salt Lake ซ่ึงมีปริมาณเกลือความ
เขมขนสูง พบวาท้ังสองบริเวณมีความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียและอารเคียคอนขาง
สูง จากผลการศึกษาพบจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลทุกไฟลัม ในขณะท่ีจุลินทรียในกลุมยูคารยามีความ
หลากหลายต่ํา  ในการศึกษานี้ยังพบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียและอารเคียท่ีมีลักษณะทาง 
phylotype ใหมๆ  อีกดวย 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง ซ่ึงโดยท่ัวไปเปนกลุมของ
จุลินทรียชอบเกลือหรือชอบความเค็ม (Halophilic microorganisms) และจุลินทรียทนเกลือหรือ 
ทนความเค็ม (Halotolerant microorganisms) จุลินทรียเหลานี้พบไดในท้ังสามโดเมนของสิ่งมีชีวิต 
กลาวคือ อารเคีย (Archaea) แบคทีเรีย (Bacteria) และยูคารยา (Eucarya)   

อารเคียเปนกลุมจุลินทรียซ่ึงถือวามีความสามารถในการดํารงชีวิตอยูในสภาพแวดลอม
ท่ีมีความเค็มสูงไดเปนอยางดี เรียกอารเคียเหลานี้วา ฮาโลอารเคีย (Haloarchaea) ท่ีสําคัญไดแก
สมาชิกในออรเดอร Halobacteriales แฟมิลิ Halobacteriaceae (Oren, 2002) นอกจากนี้ยังพบ 
ฮาโลอารเคียไดในแฟมิลิอ่ืนๆ อีก 2 แฟมิลิ คือ Methanospirillaceae และ Methanosarcinaceae 
(Ratnakar, 2013) แฟมิลิ Halobacteriaceae ประกอบดวยสมาชิกประมาณ 30 จีนัส  ฮาโลอารเคีย
สวนใหญเจริญไดดีท่ีสุดท่ีระดับความเค็มสูงมาก (Extreme halophile) กลาวคือ 3.4-5 M NaCl 
และมีความตองการเกลือในการเจริญอยางนอย 1-1.5 M NaCl  อารเคียสวนใหญในแฟมิลีนี้         
มักมีการสรางเม็ดสีแคโรทินอยด (Carotenoid pigments) สะสมไวท่ีเซลลเมมเบรน ซ่ึงเปน        

α-bacterioruberin และอนุพันธ  ตามทะเลสาบน้ําเค็มท่ีเซลลของอารเคียเหลานี้มีการเจริญเพ่ิมข้ึน
อยางมากมาย ก็สามารถทําใหสภาพแวดลอมดังกลาวมีสีแดงปรากฏข้ึน  เซลลของพวกฮาโลอารเคีย
มักมีรูปรางเปนทอนหลากหลายรูปทรง หรือมีรูปรางกลม  สามเหลี่ยมแบนราบ หรือสี่เหลี่ยม 
(Ratnakar, 2013) 
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 สําหรับโดเมนแบคทีเรีย มีสมาชิกจํานวนมากท่ีจัดอยูในกลุมฮาโลไฟล ซ่ึงพบไดใน
ไฟลัม Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes และ 
Bacterioidetes สําหรับแบคทีเรียแอนแอโรบในออรเดอร Halanaerobiales (ไฟลัม Firmicutes) 
พบวามีสมาชิกท้ังหมดเปนฮาโลไฟล  ในพ้ืนท่ีทะเลสาบน้ําเค็ม มักพบการกอตัวเปนแผนจุลินทรีย   
ซ่ึงชีวมวลของจุลินทรียหลักสําคัญท่ีพบคือสมาชิกในไฟลัม Cyanobacteria โดยจีนัสท่ีมีการศึกษา 
กันอยางมากไดแก Aphanothece, Spirulina และ Dactylococcopsis ฮาโลไฟลท่ีอยูในโดเมน 
แบคทีเรียมักมีคุณลักษณะของความชอบเกลือในระดับปานกลาง (Moderate halophile) มากกวา 
ท่ีจะเปนพวกท่ีชอบเกลือในระดับสูง (Extreme halophile) เหมือนดังเชนท่ีพบในพวกอารเคีย  
(Oren, 2002) 

ในโดเมนยูคารยา สามารถพบจุลินทรียท่ีเปนฮาโลไฟลไดคอนขางนอย จุลินทรีย 
สําคัญท่ีพบไดบอยในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูงไดแกสาหรายสีเขียว Dunaliella สาหรายนี้เปน
ผูผลิตเบื้องตนหลักท่ีสําคัญทะเลสาบน้ําเค็มท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง เชน Dead Sea เปนตน 
(Oren, 2002) 
 

1.3  การปรับตัวของจุลินทรียท่ีอาศัยในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 
แรงดันออสโมติก (Osmotic pressure) เปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการดํารงชีวิต    

ของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง เนื่องจากเซลลเมมเบรนของจุลินทรียมี
คุณสมบัติในการยอมใหน้ําผานเขาออกได ดังนั้นจุลินทรียทุกชนิดจึงตองรักษาไซโตพลาสซึม 
ของเซลลใหมีแรงดันออสโมติกอยางนอยใหเทากับสิ่งแวดลอมภายนอกเซลล ซ่ึงโดยปกติ 
ไซโตพลาสซึมของเซลลมีแรงดันออสโมติกมากกวาสิ่งแวดลอมภายนอกเซลลเล็กนอย  

 
1.3.1 การปรับตัวในระดับโครงสรางของเซลล 

เซลลเมมเบรนของอารเคียมีสวนท่ีเปน Phospholipid ซ่ึงประกอบดวย  
branched isoprene เชื่อมตอกับ Glycerol ดวย Ether group ในขณะเมมเบรนของแบคทีเรียและ
ยูคารยามีองคประกอบเปน Fatty acid เชื่อมตออยูกับ Glycerol ดวยพันธะเอสเทอร (Ester bond) 
ลักษณะดังกลาวทําใหเมมเบรนของอารเคียมีคุณสมบัติในการยอมใหอิออนผานเขาออกเซลลไดนอย
กวาเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียและยูคารยา ดังนั้นอารเคียจึงมีความทนทานตอเกลือในระดับความ
เขมสูงไดมากกวา (Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 
 

1.3.2 การปรับตัวในระดับเซลล 
จากการศึกษาท่ีผานมารายงานวาเซลลมีการกําจัดโซเดียมอิออนออกจาก 

ไซโตพลาสซึมมากท่ีสุดเทาท่ีจะทําได เนื่องจากโซเดียมอิออนมีอันตรายตอเซลล โดยท่ียังไมทราบ
กลไกท่ีชัดเจน  เซลลจุลินทรียมีกลไกตางๆ ในการรักษาแรงดันออสโมติกภายในไซโตพลาสซึมใหสูง 
และพรอมกันนั้นก็มีการทําใหความเขมขนของโซเดียมอิออนอยูในระดับต่ํา กลไกท่ีสําคัญไดแก 

(1) การสะสม K+ และ Cl- เพ่ือรักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกภายในเซลล  
เรียกกลไกนี้วา high salt-in  พบไดในจุลินทรียไมมากนัก ซ่ึงสวนใหญเปนพวกฮาโลอารเคีย 
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ในออรเดอร Halobacteriales โดยมีการสะสม KCl ในระดับความเขมขนท่ีสูงกวาความเขมขนของ  
NaCl ท่ีอยูในสิ่งแวดลอมรอบนอกเซลล สําหรับแบคทีเรีย พบกลไกนี้ ได เฉพาะในออรเดอร 
Halanaerobiales การปรับตัวตอแรงดันออสโมติกโดยกลไกนี้ใชพลังงานเพียงเล็กนอยเทานั้น 
(Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 

(2) การกําจัดเกลือออกจากไซโตพลาสซึมใหมากท่ีสุดเทาท่ีทําได และมีการ
สะสมสารประกอบอินทรียบางชนิดท่ีทําหนาท่ีปรับสมดุลออสโมติก เรียกสารกลุมนี้วา compatible 
solutes  สารเหลานี้อาจมาจากสิ่งแวดลอมท่ีอยูรอบเซลลและถูกดึงเขาสูเซลลดวยกลไกเฉพาะ หรือ
อาจเปนสารท่ีเซลลสรางข้ึน  เรียกกลไกการปรับตัวในลักษณะนี้วา Low-salt, organic-solute-in  
ตัวอยางของสารท่ีเปน compatible solutes เชน ectoine, glycine betaine, 2-sulfotrehalose 
และ glycerol เปนตน (Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 
 

1.3.3  การปรับตัวในระดับโมเลกุล 
เมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลลเกิดข้ึนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม  การท่ีภายใน

เซลลมีความเขมขนของเกลือสูง ทําใหเอนไซมชนิดตาง ๆ ท่ีอยูภายในเซลลจําเปนตองมีการปรับตัว
เพ่ือใหสามารถดําเนินกิจกรรมได  การท่ีเซลลมีการสะสม KCl อยูในไซโตพลาสซึมในความเขมขน
ระดับสูง (ระดับโมลาร) สงผลทําใหคา Isoelectric point ของโปรตีนลดลงอยางมาก ทําใหโปรตีน
เหลานี้ทนทานตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมตางๆ ไดดี   

การปรับตัวของเอนไซมใหสามารถทํางานไดในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง
นําไปสูการมีคุณสมบัติใหมๆ ของเอนไซมจากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟล โดยมีการเรียกเอนไซมเหลานี้วา 
Extremozymes  ในปจจุบันมีการคนหาเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ จากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง เพ่ือนําไปใชประโยชนทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ (Oren, 2002; 
Ratnakar, 2013) 
 
2.  เครื่องมือศึกษาความหลากหลายของแทกซอนและเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรีย             

ในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 
รายงานการศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศท่ีมีความ

เค็มสูง เชน นาเกลือ จนถึงปจจุบันมีคอนขางนอย อีกท้ังยังไมไดสะทอนใหเห็นถึงความหลากหลาย  
ท่ีแทจริง เนื่องจากการศึกษาสวนใหญอาศัยเทคนิคท่ีตองมีการเพาะเลี้ยงเพ่ือแยกเชื้อและนํามา     
จัดจําแนก  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงได ดังนั้นจึงมีการนํา
เทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตรมาใชเพ่ือศึกษาชนิด ปริมาณและความหลากหลายของจุลินทรีย      
ในสิ่งแวดลอม เชน การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ การสรางหองสมุดของยีน rRNA  การใชปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสเชิงปริมาณ รวมท้ังการทํา Fluorescence in situ hybridization (FISH) ซ่ึง
เทคนิคตางๆ เหลานี้ไมจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อ  ในกลุมของแบคทีเรีย เทาท่ีมี
รายงานไฟลัมท่ีเปนท่ีรูจักจนถึงปจจุบันนั้นมี 52 ไฟลัม โดยประมาณครึ่งหนึ่งนั้นเปนกลุมท่ีไมสามารถ
เพาะเลี้ยงได และมีเพียงไมก่ีพันแทกซอนเทานั้นท่ีเพาะเลี้ยงและนํามาศึกษาได โดยในจํานวนนี้มีเพียง 
4 % ท่ีจัดเปนพวก Extremophiles (Ginolhac et al., 2004; Sogin et al., 2006)  จากการ
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วิเคราะหวงศวานวิวัฒนาการของจุลินทรียโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 
แสดงใหเห็นไดวามีจุลินทรียแทกซอนใหมๆ ท่ียังไมเปนท่ีรูจักอีกมากอยูในสิ่งแวดลอม 

เมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เปนการวิเคราะหจีโนมท้ังหมดของจุลินทรียท่ีผสมกันอยูใน
สิ่งแวดลอม หรือท่ีเรียกวาเมตาจีโนม (Metagenome) โดยอาศัยการตรวจสอบจากการแสดงออก 
(Expression) หรือลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequences) ของยีนท่ีสนใจ (Riesenfeld     
et al., 2004; Iqbal et al., 2012) เมตาจีโนมิกสสามารถวิเคราะหจีโนมของจุลินทรียไดท้ังหมด    
ซ่ึงรวมถึงจุลินทรียกลุมท่ีเพาะเลี้ยงไมไดดวย  วิธีการทางเมตาจีโนมิกสไดถูกพัฒนาข้ึนและสามารถ
นํามาใชในการคนหายีน สารชีวภาพ รวมท้ังบทบาทการทํางานของจุลินทรียไดอยางมีประสิทธิภาพ 
(Schloss & Handelsman, 2003; Streit & Schmitz, 2004) 

ถึงแมวาระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงจะจํากัดการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยู แตจาก
การศึกษาในหลายพ้ืนท่ีพบวาระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงก็มีความหลากหลายของจุลินทรียเชนกัน 
เชน Boutaiba et al. (2011) รายงานความหลากหลายของจุลินทรียในทะเลสาบน้ําเค็ม Sidi 
Ameur และ Himalatt ท่ีตั้งอยูในประเทศอัลจีเรีย โดยกลุมอารเคีย พบสมาชิกในจีนัส Haloferax, 
Halobacterium, Haladaptatus, Halalkalicoccus, Halorubrum และ Halosarcina สวนกลุม
แบคทีเรีย พบสมาชิกแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria และ 
Proteobacteria (Alpha-, Beta-,  Gamma- และ Delta-Proteobacteria) รวมท้ังรายงาน
การศึกษาของ Ghai et al. (2011) ซ่ึงวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเมตาจีโนมจากนาเกลือ 
Bras del Port ประเทศสเปน โดยใชเทคนิค Pyrosequencing พบจุลินทรียคอนขางหลากหลาย 
โดยแทกซอนท่ีโดดเดนคือ ฮาโลอารเคีย Haloquadratum walsbyi และฮาโลแบคทีเรีย 
Salinibacter ruber จุลินทรียแทกซอนใหมท่ีพบไดบอยจัดอยูใน 3 กลุม คือ (1) Euryarchaeon   
ท่ีมีปริมาณ G+C ต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ Euryarchaeon โดยท่ัวไป (2) Euryarchaeon ท่ีมีปริมาณ 
G+C สูง และ (3) Gamma-Proteobacteria ซ่ึงมีสายสัมพันธใกลชิดกับ Alkalilimnicola และ 
Nitrococcus  นอกจากนี้ผูวิจัยยังรายงานการพบแอคทิโนแบคทีเรียท่ีมีปริมาณ G+C ต่ําในตัวอยาง
ดินท่ีมีความเค็มปานกลาง ซ่ึงมีสายสัมพันธใกลชิดกับแอคทิโนแบคทีเรียท่ีพบในสภาพแวดลอมน้ําจืด 

ถึงแมวาสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูงจะมีลักษณะทางกายภาพและเคมีแตกตางไปจาก
สภาพแวดลอมปกติท่ัวไป แตระบบนิเวศประเภทนี้ก็มีความนาสนใจสําหรับการศึกษาเก่ียวกับ
จุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ รวมท้ังเปนแหลงของเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติท่ีพึงประสงค 
บางประการสําหรับนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม เชน คุณสมบัติในการทนทานตอสภาวะท่ีมีน้ํา
นอย การทนเกลือและ/หรือตัวทําละลาย เปนตน 
 
3.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูง 

จุลินทรียท่ีเปน Extremophiles มีความโดดเดนในดานความสามารถของการปรับตัว
ทางดานสรีรวิทยา จึงมีความนาสนใจในการนํามาใชเปนแหลงของการผลิตสารชีวภาพชนิดตางๆ เชน 
เอนไซม แตขอจํากัดจะเกิดข้ึนหากจุลินทรียเหลานั้นไมสามารถถูกคัดแยกออกจากสิ่งแวดลอมท่ีอาศัย
อยูได  ดังนั้นการนําเมตาจีโนมิกสเขามาใชในการแยกยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางเอนไซมท่ีสนใจจึงมี
ประโยชนอยางมาก   นอกจากกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสจะเปนจุดเริ่มตนของการคนพบ
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จุลินทรียชนิดใหมๆ แลว กระบวนการนี้ยังนําไปสูการคนพบยีนใหมๆ ท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม
สําคัญชนิดตางๆ รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลส 

ถึงแมวารายงานเก่ียวกับเมตาจีโนมิกสของยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงยังมีไมมากนัก แตการปรากฏอยูของยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม   
เซลลูเลสชนิดใหมๆ ในสิ่งแวดลอมตางๆ ถูกคนพบไดโดยกระบวนการทางเมตาจีโนมิกส ดังเชน
รายงานของ Voget et al. (2006) แยกยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสชนิดใหมจากเมตา
จีโนมของจุลินทรียในดิน เอนไซมดังกลาวสามารถยอยสลายสับเสตรทท่ีเปนเซลลูโลสท่ีละลายน้ําได

ซ่ึงพันธะ β-1,4 ภายในโมเลกุล เชน lichenan และ β-glucan จากขาวบารเลย แตไมสามารถ  
ยอยสลายเซลลูโลสท่ีไมละลายน้ํา เอนไซมนี้มีความเสถียรตออุณภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา    
11 วัน และยังคงรักษากิจกรรมเอนไซมไวไดถึง 86-87 % หลังจากอยูในสภาวะท่ีมีเกลือ 3 M NaCl, 
3 M RbCl และ 4 M KCl เปนเวลา 20 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังมีรายงานของ Huang et al. (2010) ท่ี
ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงเปน Endoglucanase จากแบคทีเรียฮาโลไฟล 
Halomonas sp. S66-4 (สามารถเจริญไดในอาหารท่ีมีเกลือความเขมขน 2 % - 25 %) โดยพบวา
ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสชนิดนี้มีขนาด 1,053 bp แปลรหัสเปนเอนไซมท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 
350 เรสิดิวส ซ่ึงแสดงความคลายคลึง 48 % กับเอนไซม Endoglucanase ท่ีเคยมีรายงานไวแลว 
ผูวิจัยไดมีการโคลนยีนดังกลาวและทําใหเกิดการแสดงออกใน E. coli BL21 (DE3) จากนั้นวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซม พบวาเอนไซมชนิดนี้ดําเนินกิจกรรมไดดีท่ี pH 5 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และท่ี
สําคัญ เอนไซมชนิดนี้มีความสามารถในการทนเกลือไดมากกวา 5 M  ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีแตกตางจาก 
Endoglucanase ชนิดอ่ืนๆ ท่ีเคยรายงานไว อีกท้ังยังมีความเสถียรมากตอ pH ในชวง 4-12 และ
อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูง เชน นาเกลือ ตองมีการปรับตัวเพ่ือให
สามารถดํารงชีวิตอยูได  การปรับคุณสมบัติของเอนไซมท่ีเซลลสรางข้ึนนับวาเปนปรับตัวท่ีสําคัญ
ประการหนึ่ง เนื่องจากเอนไซมเปนสารชีวโมเลกุลท่ีสําคัญในการดําเนินกิจกรรมเมแทบอลิซึมท่ี
เก่ียวของกับการเจริญและการอยูรอดของเซลล  เอนไซมของจุลินทรียในนาเกลือสามารถทํางานไดใน
สภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง ท้ังนี้อาจสืบเนื่องมาจากการท่ีเอนไซมดังกลาวมีคุณสมบัติพิเศษตางไป
จากเอนไซมของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมปกติ โดยมีการเรียกเอนไซมเหลานี้วา 
extremozymes  ในปจจุบันมีการคนหาเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ จากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง เพ่ือเปนทางเลือกสําหรับนําไปใชประโยชนทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
3.1  ชนิดและการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) 

เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ียอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบหลักของ 
ผนังเซลลพืชและเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในธรรมชาติ เซลลูโลสประกอบดวยหนวยยอยของ

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

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

กลไกการยอยสลายเซลลูโลส ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุม หลักๆ ซ่ึงทําหนาท่ี    ยอย
สลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ไดแก 

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

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

(2) Exo-glucanase (Exo-β-1,4-D-glucan-4-cellobiohydrolase,  
E.C.3.2.1.91) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลสโดยแยกหนวยยอยเซลโลไบโอส (Cellobiose) ออกจาก
ปลายดานท่ีไมมีน้ําตาลรีดิวซ (Non-reducing end) ของสายเซลลูโลส ผลิตภัณฑสวนใหญท่ีไดเปน
น้ําตาลเซลโลไบโอส  นอกจากนี้เอนไซมกลุมนี้ยังสามารถยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ี
จัดเรียงตัวเปนระเบียบ (Microcrystalline cellulose) เชน Avicel (Sharada et al., 2014; 
Sadhu & Maiti, 2013)  

(3) β-1,4-Glucosidase หรือ Cellobiase (E.C.3.2.1.21) ทําหนาท่ียอยสลาย  
เซลโลไบโอส (Cellobiose) และเซลโลแดกซทริน (Cellodextrin) ท่ีละลายน้ําไดไปเปนน้ําตาล
กลูโคส (Shewale, 1982; Ryu & Mandels, 1980) 

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

 
 

3.2  เอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ 
เซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีถูกนําไปประยุกตใชทางดานอุตสาหกรรมท่ีหลากหลาย 

โดยเฉพาะอุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอกและน้ํายาปรับผานุม รวมท้ังในปจจุบัน    
มีความสนใจนําเอนไซมเซลลูเลสมาใชในการผลิตไบโอเอทานอล โดยใชเอนไซมเซลลูเลสยอยสลาย
วัตถุดิบประเภทเซลลูโลสใหไดเปนน้ําตาล สําหรับนําไปใชในข้ันตอนการผลิตเอทานอลตอไป  
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Halocella cellulolytica เปนแบคทีเรียฮาโลไฟลชนิดแรกท่ีมีรายงานวามีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Simankova et al., 1993) หลงัจากนั้นเปนตนมา มีนักวิจัยใหความสนใจ
ศึกษาเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและ/หรือทนเกลือกันมากข้ึน เชน Bacillus (Aygan 
et al., 2008)  Bacillus aquimaris VITP4 (Thaz et al., 2015)  Salinivibrio sp. (Wang et al., 
2009) และ Halomonas sp. (Huang et al., 2010) เปนตน และเม่ือมีการพัฒนาเทคนิคทางดาน
เมตาจีโนมิกส ไดมีการนําเทคนิคดังกลาวมาใชในการคนหา ศึกษาและคัดเลือกขอมูลของยีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนม (Metagenomic library) โดยท่ีไมผานข้ันตอนการคัดแยก
จุลินทรียโดยตรง (Voget et al., 2006) ทําใหการคนหาและคัดเลือกเอนไซมจากตัวอยางสิ่งแวดลอม
มีความสะดวก รวมท้ังการนําเอนไซมท่ีไดมาดัดแปลงตามตองการยังสามารถทําไดโดยไรขีดจํากัด 

เอนไซมจากจุลินทรียชอบเกลือมักมีองคประกอบของกรดอะมิโนชนิดท่ีมีคุณสมบัติเปน
กรด (acidic amino acids) อยูในสัดสวนสูง สงผลใหบริเวณผิวหนาของเอนไซมมีประจุลบอยูเปน
จํานวนมาก ทําใหเอนไซมมีความยืดหยุนและไมเกิดการเกาะกลุมในสภาวะท่ีมีความเขมขนของเกลือ
สูงดังเชนท่ีเกิดกับเอนไซมท่ีมาจากจุลินทรียปกติ (Ventosa et al., 2011)  ในปจจุบันมีความสนใจ
ศึกษาเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ การท่ีเอนไซมจากจุลินทรียกลุม
นี้ไดรับความสนใจอยางมาก เนื่องจากเอนไซมดังกลาวมีคุณสมบัติพิเศษ เชน เสถียรตออุณหภูมิ 
ความเค็ม ความเปนดาง ทําใหเปนขอดีในการเปนตัวเลือกสําหรับการประยุกตใช 
 
 
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 

 
 
1.  ตัวอยางดินนาเกลือ 

เก็บตัวอยางดินจากนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา (เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556) โดยสุมเก็บ
จากบริเวณตางๆ จํานวน 5 ตัวอยาง  เก็บรักษาตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 4 ºC ระหวางการขนสงตัวอยาง
มายังหองปฏิบัติการ นําตัวอยางท้ังหมดมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ  
 
2.  การสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ 

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

 
3.  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือ 

3.1  การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA  
คูไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกิริยาพีซีอารเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA จากเมตาจีโนมิก    

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีสและอารเคีย และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ   
ราสายและยีสต แสดงในตารางท่ี 3-1  

 
ตารางท่ี 3-1  คูไพรเมอรท่ีใชในเพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมายสําหรับศึกษาความหลากหลายของ
จุลินทรียในจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
 

ยีน/ดีเอ็นเอ
เปาหมาย 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’… 3’) 
ขนาด 

แอมพลิคอน 
(~bp) 

 
อางอิง 

16S rRNA gene MAS2F TCCTGGCTCAGATTGAACGCT 1,500 การศึกษาน้ี 
 (แบคทีเรีย) MAS1R CTTGTTACGACTTCACCCCAG   

     

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

 

  

16S rRNA gene ARC-F TTCCGGTTGATCCCGCCGGA 1,500 การศึกษาน้ี 
 (อารเคีย) ARC-R GGGTGTGTGCAAGGGGC 

 

  

ITS1-5.8S rRNA  ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 600-650 White et al.  
gene-ITS2 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  (1990) 
 (ราสายและยสีต)     
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นําเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีเตรียมได (ขอ 2) มาใชเปนแมแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร โดย
ผสมองคประกอบตางๆ ตามลําดับ ลงในหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรสุดทาย
เทากับ 50 ไมโครลิตร  องคประกอบของปฏิกิริยามีดังนี้ 1X PCR buffer, MgCl2 1.5 mM, 

Deoxynucleoside triphosphate ท้ัง 4 ชนิด (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP) ชนิดละ 0.2 
mM, ไพรเมอร (แตละสาย) 0.5 µM, Taq DNA polymerase (Vivantis, Malaysia) 2.5 ยูนิต และ
ดีเอ็นเอแมแบบ (10 ng/µl) ปริมาตร 5 µl  เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมาย (16S rRNA หรือ 18S rRNA) 
ในเครื่อง DNA thermal cycler (Biometra® TGradient) โดยดําเนินปฏิกิริยาดังนี้  Initial 
denaturation ท่ี 94 ºC 3 นาที ตามดวยข้ันตอน Denaturation ท่ี 94 ºC 45 วินาที  Annealing 
ท่ี 55 ºC 30 วินาที และ Extension ท่ี 72 ºC 2 นาที จํานวน 35 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส (1.2 % agarose gel; 1X TAE buffer) เก็บสารละลายจาก
ปฏิกิริยาพีซีอารสวนท่ีเหลือท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือนําไปทําบริสุทธิ์ตอไป โดยดําเนินการตามวิธีท่ีระบุ
ในชุด Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) 
 

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

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

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

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีผานการตรวจยืนยันขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนโมเลกุล 
สงไปอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนได 2(First BASE Laboratories Sdn Bhd, 
Malaysia) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฏอยูใน
ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงอยฏบน NCBI (National Center for Biotechnology 
Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดย1ใชโปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST)   

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

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

 
3.4  การยืนยันแทกซอน 

ยืนยันแทกซอนของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีศึกษา โดยใชระดับความคลายคลึงของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 97 % ในการระบุแทกซอนระดับจีนัส และ 99 % สําหรับระบุ  
แทกซอนระดับสปชีส รวมกับขอมูลสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
4.  การคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสบางสวนจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 

นําตัวอยางเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอมาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม จากนั้นเชื่อมตอเขากับ  
พลาสมิดเวกเตอร pUC19 แลวนํามาทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109  คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลน
ดวยวิธี Blue-white screening  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทโคลนท้ังหมดมาตรวจคัดกรองกิจกรรม
เอนไซมเซลลูเลส โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบบจุด (Point inoculation) บนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar และยอมดวย 0.1 % Congo red  ตรวจสอบการเจริญ
และการปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี   

 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
ตอนท่ี 1  ความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือ 

 
จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมของตัวอยางดินท่ีเก็บมาจาก

พ้ืนท่ีนาเกลือ ในจังหวัดฉะเชิงเทรา โดยสรางหองสมุดยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป        
แอคทิโนมัยซีสและอารเคีย ซ่ึงมีจํานวนโคลนเทากับ 69, 7 และ 58 โคลน ตามลําดับ รวมท้ังสราง
หองสมุดดีเอ็นเอในสวน ITS ของราสายและยีสต ซ่ึงมีจํานวน 27 โคลน ดังแสดงในภาพท่ี 4-1  

 

 
 
ภาพท่ี 4-1  จํานวนโคลนของจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคียท่ีปรากฏ
ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของจุลินทรียแตละกลุม และจํานวนโคลนของจุลินทรียกลุมรา (ราสาย
และยีสต) ท่ีปรากฏในหองสมุด ITS จากเมตาจีโนมของดินนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา   
 
 
1.  แบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย 

เม่ือนําโคลนท่ีปรากฎอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA ของกลุมแบคทีเรียท่ัวไปและ        
แอคทิโนแบคทีเรียไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวาแทกซอนของแบคทีเรียสวนใหญ 
เปนสมาชิกในไฟลัม Proteobacteria (49.3 %) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (36.2 %) และ   
ไฟลัม Bacteroidetes (14.5 %) ดังแสดงในภาพท่ี 4-2   
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ภาพท่ี 4-2  ความถ่ีของการพบแบคทีเรียไฟลัมตางๆ จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA 
ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดฉะเชิงเทรา 

 
 

1.1  ความหลากหลายของแทกซอนและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียท่ัวไป 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป 

ประมาณ 98-100 % ของแตละขอมูลถูกนําไปวิเคราะหความคลายคลึงเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
GenBank โดยโปรแกรม BLAST (blastn) พบวาขอมูลของแบคทีเรียจากดินนาเกลือท่ีศึกษาแสดง
ความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank ในระดับท่ีสูงถึง 98-100 %  ตารางท่ี 
4-1 เปนผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากโคลนท่ี
เลือกเปนตัวแทนในการนําเสนอ โดยกําหนดใหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแสดงความคลายคลึงกัน
ตั้งแต 97 % และ 99 % ข้ึนไป ถือวาเปนแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสเดียวกัน ตามลําดับ โดยใน
การศึกษานี้พบแบคทีเรียท่ีแตกตางกันอยางนอย 18 สปชีส 
 
ตารางท่ี 4-1  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนจากหองสมุดยีน 16S rRNA 
ของแบคทีเรียในดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank 
โดยโปรแกรม blastn 
 

No. Representative 
clone 

% Max 
identity 

Closest reference  
(GenBank database) 

Accession 
no. 

1 BACT-A01 100 Uncultured Rhodobacteraceae EG17 AM691091 
2 BACT-A11 99 Halomonas aquamarina DSM 30161  NR_042063 
3 BACT-A12 99 Cellulophaga sp. AB261d  FR821159 
4 BACT-A17 100 Salimicrobium halophilum C8-1  EU868887 
5 BACT-B01 99 Halomonas aquamarina S6-07  EU624431 
6 BACT-B10 98 Nitrococcus mobilis (ATCC 25380)  L35510 
7 BACT-B13 98 Thalassobacillus cyri HS286  NR_116915 
8 BACT-B14 100 Salinibacter ruber  ST_13S67 LN650034 
9 BACT-C04 99 Halovibrio denitrificans C4-2  EU868859 
10 BACT-C07 99 Salimicrobium halophilum DSM 4771  NR_114725 

49.3 % 
36.2 % 

14.5 % 
Proteobacteria

Firmicutes

Bacteroidetes
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ตารางท่ี 4-1 (ตอ) 
 
No. Representative 

clone 
% Max 
identity 

Closest reference  
(GenBank database) 

Accession 
no. 

11 BACT-D02 99 Halobacillus trueperi DSM 10404  NR_025459 
12 BACT-D06 99 Uncultured bacterium clone L24 AB627557 
13 BACT-D14 99 Uncultured Beggiatoa sp.  

clone LC10C_clone324 
FR687027 

14 BACT-D16 100 Uncultured Flavobacterium sp. clone 
M46 

FM958433 

15 BACT-E02 98 Nitrococcus mobilis (ATCC 25380)  L35510 
16 BACT-E03 99 Uncultured Desulfomicrobium sp.  

clone TCB4y  
DQ647149 

17 BACT-E08 99 Salinibacter ruber ST_2B1 LN650025 
18 BACT-E09 99 Uncultured bacterium clone P3-27  KC502883 

หมายเหตุ  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 22 กรกฏาคม 2559 

 
 

เม่ือพิจารณาเฉพาะกลุมแบคทีเรียท่ัวไป สมาชิกของแบคทีเรียในไฟลัม 
Proteobacteria ซ่ึงมีจํานวนมากท่ีสุดนั้น สวนใหญอยูในคลาส Gamma-Proteobacteria โดย
แทกซอนท่ีโดดเดนคือ Halomonas aquamarina ซ่ึงพบถึง 14 โคลน (20.3 %) แทกซอนท่ีพบ
โดดเดนอีกแทกซอนหนึ่งเปนแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes คือ Salimicrobium halophilum 
พบ 14 โคลน (20.3 %)  สวนแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes พบ Salinibacter ruber มาก
ท่ีสุด จํานวน 6 โคลน (8.7 %) ดังแสดงในตารางท่ี 4-2  

 
ตารางท่ี 4-2  การระบุแทกซอนของแบคทีเรียท่ัวไป (n=69) 
 

ไฟลัม/แทกซอน จํานวน (โคลน) ความถี่การพบ (%) 

Proteobacteria   

Alpha-Proteobacteria   
Roseibacterium sp. 3 4.35 

Gamma-Proteobacteria   
Halomonas aquamarina 14 20.3 
Halomonas halodenitrificans 12 17.4 
Halovibrio denitrificans 1 1.45 
Nitrococcus mobilis 1 1.45 
Beggiatoa sp. 2 2.9 
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ตารางท่ี 4-2  (ตอ) 
ไฟลัม/แทกซอน จํานวน (โคลน) ความถี่การพบ (%) 

Delta-Proteobacteria   
Desulfomicrobium sp. 1 1.45 

Firmicutes   

Halobacillus trueperi 8 11.6 
Salimicrobium halophilum 14 20.3 
Thalassobacillus cyri 1 1.45 
Staphylococcus cohnii 1 1.45 
Staphylococcus sp. 1 1.45 

Bacteroidetes   

Salinibacter ruber 6 8.7 
Flavobacterium sp. 2 2.9 
Cellulophaga sp. 2 2.9 

 
 

เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนแบคทีเรียท่ีเลือกเปน
ตัวแทน (ตารางท่ี 4-1) ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแบคทีเรียแทกซอนตางๆ ท่ี
แสดงความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด พบวาตําแหนงบนแผนภูมิของแตละโคลนปรากฏ
อยูในตําแหนงท่ีสอดคลองกับขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 4-3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



20 
 

 
 
ภาพท่ี 4-3  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 16S rRNA และใชโมเดล Kimura 2-parameter ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ      
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแบคทีเรียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,286 ตําแหนง 
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 53 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ  
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Halobacterium halobium (M11583) เปนแทกซอนนอกกลุม 

Gamma- 
Proteobacteria 

Delta- 
Proteobacteria 

Alpha- 
Proteobacteria 

Bacteroidetes 

Firmicutes 
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1.2  ความหลากหลายของแทกซอนและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ                    
ของแอคทิโนแบคทีเรีย 
ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย ตรวจพบสมาชิกท่ีสามารถระบุ   

แทกซอนระดับจีนัสได 2 จีนัส คือ Streptomyces จํานวน 2 โคลน และ Saccharopolyspora  
จํานวน 3 โคลน (ตารางท่ี 4-2)  โดยในจํานวนนี้พบวา 2 โคลน (ACT-B01 และ ACT-C01) แสดง
ความคลายคลึง 99 % กับ Saccharopolyspora spinosa strain JCM 9375 (LC149867)       
ทําใหสามารถระบุแทกซอนของท้ังสองโคลนนี้เปน S. spinosa  สวนอีก 1 โคลน (ACT-D01) แสดง
ความคลายคลึง 97 % กับ Saccharopolyspora thermophile strain JCM 10664 (LC076550) 
จึงระบุแทกซอนของโคลนนี้เปน Saccharopolyspora sp.  (ตารางท่ี 4-4)  นอกจากนี้พบโคลน    
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนระดับจีนัสไดอีก 2 โคลน (โคลนตัวแทนคือ ACT-E02) โดยมีความ
คลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA สูงสุดเพียง 92 % กับ Uncultured 
bacterium clone MN23 ซ่ึงทําใหคาดไดวาดินจากนาเกลือท่ีนํามาศึกษามีแอคทิโนแบคทีเรียซ่ึงยัง
ไมเปนท่ีรูจักมากอน 
 
 
ตารางท่ี 4-3  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของแอคทิโนแบคทีเรียจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
GenBank โดยโปรแกรม blastn 
 

No. Representative 
clone 

% Max 
identity 

Reference  
(GenBank database) 

Accession 
no. 

1 ACT-A01 97 Streptomyces sp. JAJ83  KC012641 
2 ACT-B01 99 Saccharopolyspora spinosa JCM 9375 LC149867 
3 ACT-C01 99 Saccharopolyspora spinosa JCM 9375 LC149867 
4 ACT-D01 97 Saccharopolyspora thermophila         

JCM 10664 
LC076550 

5 ACT-E02 92 Uncultured bacterium clone MN23  JN869023 
หมายเหตุ  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 22 กรกฏาคม 2559 
 
 

ตารางท่ี 4-4  การระบุแทกซอนของแอคทิโนมัยซีส (n=7) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) % ท่ีพบ 
Streptomyces sp. 2 28.6 
Saccharopolyspora spinosa 2 28.6 
Saccharopolyspora sp. 1 14.3 
Unidentified actinobacteria 2 28.6 
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เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนแอคทิโนแบคทีเรีย       
ท่ีเลือกเปนตัวแทน (ตารางท่ี 4-3) ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแอคทิโนแบคทีเรีย
แทกซอนตางๆ ท่ีแสดงความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับแตละโคลน พบวาตําแหนง
บนแผนภูมิของแตละโคลนปรากฏอยูในตําแหนงท่ีสอดคลองกับขอมูลความคลายคลึงของลําดับ     
นิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 4-4) โดย ACT-B01 และ ACT-C01 มีสายวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกันมากและ    
มีบรรพบุรุษรวมกับ Saccharopolyspora spinosa ซ่ึงมีสายวิวัฒนาการแยกออกจากโคลน   
ACT-D01 อยางชัดเจน สวนโคลน ACT-A01 มีตําแหนงอยูในเคลดท่ีประกอบดวยสมาชิกในจีนัส 
Streptomyces โดยเปนเคลดพ่ีนองกับสมาชิกในจีนัส Saccharopolyspora ในขณะท่ีโคลน  
ACT-E02 แยกตัวออกมาอยูในอีกคลัสเตอรหนึ่ง 

 

 
 

ภาพท่ี 4-4  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนแบคทีเรียท่ีพบในเมตาจีโนมของ      
ดินนาเกลือ สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับ       
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ       
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแอคทิโนแบคทเรียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยวิธี Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,341 
ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 15 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสราง    
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Nostoc punctiforme (NR_074317) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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2.  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของอารเคียในดินนาเกลือ 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของจุลินทรียกลุมอารเคีย ประมาณ          

98-100 % ของแตละขอมูลซ่ึงมีความยาวประมาณ 1,500 bp ถูกนําไปวิเคราะหความคลายคลึง
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST (blastn) พบวาขอมูลของอารเคียจาก
ดินนาเกลือท่ีศึกษาแสดงความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank ในระดับท่ีสูง
ถึง 98-100 %  ตารางท่ี 4-5 เปนผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 16S rRNA จากโคลนท่ีเลือกเปนตัวแทนในการนําเสนอ โดยกําหนดใหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด  
ท่ีแสดงความคลายคลึงกันตั้งแต 97 % และ 99 % ข้ึนไป ถือวาเปนแทกซอนระดับจีนัสและสปชีส
เดียวกัน ตามลําดับ โดยในการศึกษานี้พบแบคทีเรียท่ีแตกตางกันในระดับสปชีส อยางนอย         
11 แทกซอน (ตารางท่ี 4-6) 

 
ตารางท่ี 4-5  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของอารเคียจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank 
โดยโปรแกรม blastn 
 

No. Representative 
clone 

% Max 
identity 

Closest reference  
(GenBank database) 

Accession 
no. 

1 ARCH-A09 99 Halococcus thailandensis JCM 13552  NR_113139 
2 ARCH-A13 98 Halomarina oriensis KeC-11  NR_112987 
3 ARCH-A14 99 Halococcus hamelinensis 100A6  NR_113432 
4 ARCH-B02 99 Halobacterium halobium  M11583 
5 ARCH-B03 99 Uncultured Haloquadratum sp.  

clone SFG1A011 
AM947444 

6 ARCH-B04 98 Halomarina oriensis KeC-11  NR_112987 
7 ARCH-C01 99 Haloarcula amylolytica BD-3  NR_115870 
8 ARCH-C09 100 Halobacterium salinarum R1  AM774415 
9 ARCH-D10 99 Haloferax denitrificans JCM 8864  NR_113439 
10 ARCH-D12 99 Halococcus agarilyticus 62E AB748562 
11 ARCH-E05 99 Halococcus saccharolyticus JCM 8878  NR_113435 
12 ARCH-E11 99 Halobacterium salinarum  AB074299 
13 ARCH-E14 99 Halobacterium sp. Y12  D14127 

หมายเหตุ  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 22 กรกฏาคม 2559 
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แทกซอนของอารเคียท่ีพบมากท่ีสุดคือ Halobacterium salinarum (36.12 %) 
รองลงมาคือ Halobacterium sp. (13.76 %) Halomarina sp. (12.04 %) และ 
Halobacterium halobium (10.32 %) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบอารเคียในจีนัส Haloferax, 
Haloquadratum, Halococcus และ Haloarcula (ตารางท่ี 4-6) 

 
ตารางท่ี 4-6  การระบุแทกซอนของอารเคีย (n=58) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) ความถี่ของการพบ (%) 
Halobacterium salinarum 21 36.12 
Halobacterium halobium 6 10.32 
Haloquadratum sp. 2 3.44 
Haloferax denitrifican 3 5.16 
Halococcus saccharolyticus 5 8.60 
Halococcus agarilyticus 1 1.72 
Halococcus thailandensis 2 3.44 
Halococcus hamelinensis 1 1.72 
Haloarcula amylolytica 2 3.44 
Halomarina sp. 7 12.04 
Halobacterium sp. 8 13.76 

 
 

อารเคียท้ังหมดท่ีพบอยูในไฟลัม Euryarchaeota  แผนภมิูตนไมท่ีแสดงสายสัมพันธ       
เชิงวิวัฒนาการ แบงโคลนของอารเคียท่ีนํามาวิเคราะหออกเปน 2 คลัสเตอรแยกจากกันอยางชัดเจน 
โดยคลัสเตอรแรกประกอบดวยสมาชิกสวนใหญซ่ึงอยูในจีนัส Halobacterium, Halomarina, 
Halobacterium, Halococcus และ Haloarcula สวนอีกคลัสเตอรหนึ่งประกอบดวยสมาชิก      
2 จีนัส คือ Haloferax, Haloquadratum (ภาพท่ี 4-5) 
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ภาพท่ี 4-5  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของอารเคียท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ  
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด   
ของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปน
ความยาวก่ิงของอารเคียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping 
จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,343 ตําแหนง ของขอมูลลําดับ  
นิวคลีโอไทดท้ังหมด 31 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  
โดยมี Nostoc punctiforme (NR_074317) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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3.  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสายและยีสตในดินนาเกลือ 
ดีเอ็นเอเครื่องหมายท่ีใชในการจําแนกราคือ ITS ซ่ึงครอบคลุมบริเวณ ITS1, ยีน 5.8S rRNA 

และ ITS2  ในหองสมุดดีเอ็นเอท่ีสรางข้ึน มีจํานวนโคลนท้ังสิ้น 27 โคลน เม่ือวิเคราะหลําดับ        
นิวคลีโอไทด พบวาเปนราสายจํานวน 22 โคลน และอีก 5 โคลน เปนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีสต (ตารางท่ี 4-7 และ 4-8) 

 
ตารางท่ี 4-7  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของราสายและยีสตจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
GenBank โดยโปรแกรม blastn 
 

No. Representative 
clone 

% Max 
identity 

Closest reference  
(GenBank database) 

Accession 
no. 

1 FUNG-A01.1 100 Penicillium sp. MG-2016  LT558883 
2 FUNG-A04 100 Aspergillus brasiliensis CMU-SC301-1  KT378129 
3 FUNG-C03 99 Aspergillus sp. CCHA  GU988901 
4 FUNG-C06 99 Aspergillus carbonarius 229 AJ876878 
5 FUNG-C07 100 Chaetomium globosum KCJ1(1)  KM268713 
6 FUNG-C08 99 Cladosporium oxysporum CBS 126351  HM148119 
7 FUNG-C10 100 Glomerobolus gelineus AFTOL-ID 1349  DQ247782 
8 FUNG-C11 100 Aspergillus sp. TW4-2  KU533844 
9 FUNG-D02 99 Penicillium chrysogenum WM 06.341  DQ249212 
10 FUNG-D03 100 Penicillium sp. 28 BRO-2013  KF367540 
11 FUNG-D06 99 Scopulariopsis sp. BMU03909  LN850772 
12 FUNG-D07 100 Gymnoascus sp. NZ-2015a strain YZ400  KP278215 
13 FUNG-E01 99 Sporothrix sp. 1-CMW9488  AY546720 
14 FUNG-E02 100 Aspergillus niger KT 5 LC105682 
15 FUNG-E03 96 Emericella nidulans  AJ000933 
16 FUNG-E05 100 Aspergillus parasiticus NRRL 502  AY373859 
17 FUNG-A01.2 100 Debaryomyces hansenii var. hansenii  

DMic 113902  
JN008142.2 

18 FUNG-C02 99 Rhodotorula sp. CBS 10104  AJ876487.1 
19 FUNG-C09 100 Meyerozyma guilliermondii ZAG8  KU883323.1 
20 FUNG-E04 100 Yarrowia lipolytica ZG2-Y149 HF545658 

หมายเหตุ  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 4 สิงหาคม 2559 
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ตารางท่ี 4-8  การระบุแทกซอนของราสายและยีสต (n=27) 
 

แทกซอน จํานวน (โคลน) ความถี่ของการพบ (%) 
Molds   

Aspergillus niger 4 14.80 
Aspergillus flavus 1 3.70 
Aspergillus nidulans 1 3.70 
Aspergillus sojae 1 3.70 
Aspergillus brasiliensis 1 3.70 
Aspergillus carbonarius 1 3.70 
Chaetomium globosum 3 11.10 
Cladosporium oxysporum 1 3.70 
Penicillium sp.1 2 7.40 
Penicillium janthinellum 1 3.70 
Penicillium chrysogenum 1 3.70 
Sporothrix sp. 1 3.70 
Scopulariopsis sp. 1 3.70 
Gymnoascus sp. 2 7.40 
Glomerobolus sp. 
 

1 3.70 

Yeasts   
Debaryomyces hansenii 1 3.70 
Yarrowia lipolytica 1 3.70 
Meyerozyma guilliermondii 2 7.40 
Rhodotorula sp. 1 3.70 

 
 

3.1 ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสาย 
แทกซอนของราสายท่ีพบมากท่ีสุดคือ จีนัส Aspergillus (9 โคลน; 33.3 %) โดยพบ         

6 สปชีส คือ A. niger (14.8 %), A. flavus (3.7 %), A. nidulans (3.7 %), A. sojae (3.7 %),    
A. brasiliensis (3.7 %) และ A. carbonarius (3.7 %)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสาย
แสดงดังภาพท่ี 4-6 
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ภาพท่ี 4-6  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสายท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ       
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปน
ความยาวก่ิงของราสายแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping 
จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 434 ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ท้ังหมด 56 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี 
Chytridium olla ARG 100 (FJ822974) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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3.2  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสต 
ยีสตท่ีตรวจพบจัดอยูใน 4 จีนสั คือ Debaryomyces, Rhodotorula, 

Meyerozyma และ Yarrowia  ขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
เครื่องหมายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลนจากนาเกลือท่ีวิเคราะหรวมกับยีสตสายพันธุ
ตางๆ ท่ีอยูในจีนัสเหลานี้ ทําใหสามารถระบุแทกซอนของยีสตท่ีพบเปน Debaryomyces hansenii 
(FUNG-A01.2), Meyerozyma guilliermondii (FUNG-C09), Rhodotorula sp. (FUNG-C02) 
(ตารางท่ี 4-7 และ 4-8 ภาพท่ี 4-8) และ Yarrowia lypolytica (FUNG-E04) (ตารางท่ี 4-7 และ 
4-8 ภาพท่ี 4-9) 
 
 

 
 
ภาพท่ี 4-7  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ สรางข้ึน
ดวยวิธ ีNeighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิง
ของยีสตแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า 
ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 506 ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 10 ขอมูล 
ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Schizosaccharomyces 
cryophilus OY26 (GU470885) เปนแทกซอนนอกกลุม 

 
 

ในสวนของโคลน FUNG-E04 ซ่ึงเม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด 
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS ทําใหสามารถระบุแทกซอนเบื้องตนของโคลนนี้วาเปน Yarrowia lypolytica 
ซ่ึงเปนยีสตในแฟมิลิ Dipodascaceae  เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ FUNG-E04 ไป
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับยีสตอีก 3 โคลนดังกลาวขางตน พบวามีสายวิวัฒนาการ
ท่ีแยกออกมา (ไมไดแสดงขอมูล) ดังนั้นจึงไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ FUNG-E04 มา
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแทกซอนท่ีเก่ียวของ แผนภูมิตนไมซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี 
Neighbor-Joining โดยมีแทกซอนรวมเปนสมาชิกในแฟมิลีเดียวกัน คือ Galactomyces 

Saccharomycetaes 

incertæ sedis 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Dipodascaceae
https://en.wikipedia.org/wiki/Incert%C3%A6_sedis
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geotrichum แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา FUNG-E04 มีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Yarrowia 
lypolytica สายพันธุตางๆ ทําใหสามารถยืนยันแทกซอนของโคลน FUNG-E04 วาเปน Yarrowia 
lypolytica (ตารางท่ี 4-7, 4-8 และภาพท่ี 4-8) 

 
 
 
ภาพท่ี 4-8  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตโคลน FUNG-E04 ท่ีพบในเมตาจีโนมของ  
ดินนาเกลือ สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับ       
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ 
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของยีสตแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า  ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 467 ตําแหนง ของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 7 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
โดยมี Candida albicans Kw1772 (HE860439) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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ตอนท่ี 2  การคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
 
ในงานวิจัยนี้ไดนําเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากดินท้ัง 5 ตัวอยาง มาตัดดวยดวยเอนไซม 

BamHI จากนั้นโคลนเขาสูเวกเตอร pUC19 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลน ไดท้ังหมด 1,058 โคลน 
(ตารางท่ี 4-9)  เม่ือนําโคลนท้ังหมดไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (Functional 
screening)  โดยเพาะเลี้ยงโคลนท่ีไดท้ังหมดบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar 
และยอมดวย 0.1 % Congo red  อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ไมพบโคลนท่ีแสดงกิจกรรมของ
เอนไซมดังกลาว 
 
ตารางท่ี 4-9  จํานวนโคลน (n = 1,058) ท่ีไดจากหองสมุดเมตาจีโนมของตัวอยางดินนาเกลือ 
จํานวน 5 ตัวอยาง 

หองสมุดเมตาจีโนม 
ของตัวอยางดินนาเกลือ 

ขนาดหองสมุด 
(โคลน) 

จํานวนโคลนท่ีแสดงกิจกรรม 
เอนไซมเซลลูเลส 

A 233 - 
B 175 - 
C 196 - 
D 206 - 
E 248 - 

 
 

ในลําดับตอมา ไดมีการนําไพรเมอรท่ีออกแบบมาสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนนํารหัสเอนไซม

เซลลูเลส (β-glucosidase) ซ่ึงผูวิจัยไดออกแบบไวสําหรับใชในการเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวของ
แอคทิโนแบคทีเรียจีนัส Streptomyces แตก็ไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวได ทําใหผูวิจัยไมได
ศึกษาในหัวขอนี้ตอไป 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือท่ีเก็บจากจังหวัดฉะเชิงเทรา โดย
ใชวิธีสรางหองสมุดยีน 16S rRNA หรือหรือหองสมุดดีเอ็นเอบริเวณ ITS จากเมตาจีโนม พบจุลินทรีย
กลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย อารเคีย ราสายและยีสต ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของ
แบคทีเรีย พบไฟลัม Proteobacteria มากท่ีสุด (49.3 %) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (36.2 %) 
และไฟลัม Bacteroidetes (14.5 %)  จีนัสตัวแทนท่ีพบโดดเดนของแบคทีเรียท่ัวไป คือ 
Halomonas, Salimicrobium และ Salinibacter ในขณะท่ีในหองสมุดยีน 16S rRNA ของ   
แอคทิโนแบคทีเรีย พบจีนัส Streptomyces และ Saccharopolyspora รวมท้ังพบวามี         
แอคทิโนมัยซีสอีกอยางนอย 1 จีนัสท่ีคาดวานาจะเปนจีนัสใหม  สําหรับหองสมุด ITS พบวามีความ
หลากหลายของแทกซอน โดยพบท้ังราสายและยีสตซ่ึงจีนัสตัวแทนท่ีพบมากคือ Aspergillus และ 
Meyerozyma ตามลําดับ  อยางไรก็ตามตรวจไมพบยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของ
ดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษาทุกตัวอยาง ซ่ึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบในลําดับตอไป 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

นาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาพแวดลอมท่ีมีความรุนแรงของปจจัยดานความเค็ม จุลินทรีย
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศแหงนี้จําเปนตองมีการปรับตัวในดานตางๆ เพ่ือใหสามารถดํารงชีวิตอยูได ซ่ึง
ไมเพียงแตการปรับตัวในดานการรักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกภายในเซลลเทานั้น แตจุลินทรียยัง
จําเปนตองมีการปรับตัวในดานอ่ืนๆ เชน โครงสรางและสวนประกอบของเซลล และการสรางเอนไซม
ชนิดตางๆ ท่ีมีคุณสมบัติพิเศษสําหรับใชในการดําเนินวิถีเมแทบอลิซึม ดวยเหตุผลดังกลาวทําใหระบบ
นิเวศท่ีมีความเค็มสูง เชน นาเกลือ มีความนาสนใจท่ีจะเปนแหลงสําหรับคนหาจุลินทรียชนิดใหมๆ ท่ี
อาจมีความสามารถในการสรางเอนไซมหรือโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติพิเศษแตกตางไปจากท่ีเคยพบใน
จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมปกติ 

จุลินทรียเปนกลุมของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมีบทบาทสําคัญในทุกระบบนิเวศ โดยถือเปน
สิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานท่ีชวยใหเกิดการขับเคลื่อนและรักษาสมดุลของระบบนิเวศ  บทบาทสําคัญของ
จุลินทรียแตละกลุมท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศเก่ียวของโดยตรงกับการหมุนเวียนของสารอาหาร เพ่ือ
สงผานไปยังสิ่งมีชีวิตกลุมตางๆ อยางไรก็ตามเนื่องจากนาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรง ซ่ึง
อาจสงผลทําใหจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในพ้ืนท่ีนี้มีความหลากหลายไมมากนักก็เปนได แตจุลินทรียท่ีอาศัย
อยูไดก็คาดวานาจะมีคุณสมบัติพิเศษ 

จากการสุมเก็บตัวอยางดินจากนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดฉะเชิงเทรา นํามาศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรียผานกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส พบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรีย อารเคีย ยีสตและราสาย  ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย ไดมีการใชคูไพรเมอรยูนิเวอรซัล (Universal primers) เพ่ิมปริมาณ
ยีน 16S rRNA ท่ีจําเพาะตอจุลินทรียแตละกลุมข้ึนมา ซ่ึงออกแบบโดยคณะผูวิจัย ในขณะท่ีโมเลกุล 
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ซ่ึงเลือกมาใชเปนเครื่องหมายสําหรับศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมยีสตและราสายคือ     
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS (White et al., 1990) ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากการใชคูไพรเมอรแตละชุดนั้น
เปนผลิตภัณฑพีซีอารผสมของจุลินทรียแทกซอนตางๆ จึงจําเปนตองนํามาโคลนเพ่ือแยกผลิตภัณฑ 
พีซีอารแตละชิ้นออกจากกัน โดยโคลน 1 โคลน มีผลิตภัณฑพีซีอารแทรกอยู 1 ชิ้น เม่ือนําพลาสมิด  
ท่ีสกัดจากรีคอมบิแนนทโคลนไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ก็จะทําใหทราบถึงขอมูลลําดับ
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิด ซ่ึงนําไปสูการวิเคราะหและระบุแทกซอน 

แบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria เปนกลุมจุลินทรียท่ีพบมากท่ีสุด (49.3 %) ในตัวอยาง
ดินนาเกลือท่ีศึกษา โดยสมาชิกสวนใหญอยูในคลาส Gamma-Proteobacteria เชน Halomonas 
aquamarina, Halomonas halodenitrificans และ Beggiatoa sp. นอกจากนี้ยังพบสมาชิกใน
คลาส Alpha- และ Delta-Proteobacteria ไดแก Roseibacterium sp. และ 
Desulfomicrobium sp. ตามลําดับ  นอกจากนี้ในตัวอยางดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษานี้พบแบคทีเรีย
ในไฟลัม Firmicutes 36.2 % เชน Salimicrobium halophilum และ Halobacillus trueperi 
เปนตน  สวนแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes พบ 14.5 % โดยสมาชิกท่ีเดนท่ีสุดคือ 
Salinibacter ruber  ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานของ Sardar and Pathak (2014) ท่ี
รายงานวาแบคทีเรียในแฟมิลิ Halomonadaceae เชน Halomonas เปนแบคทีเรียท่ีพบไดบอยใน
พ้ืนท่ีนาเกลือ Mulund ในรัฐ Mumbai ประเทศอินเดีย  แบคทีเรียในจีนัส Halomonas จัดเปน
แบคทีเรียกลุมท่ีชอบเกลือหรือฮาโลไฟล ซ่ึงมีรายงานการคัดแยกไดจากน้ําทะเล ทะเลสาบน้ําเค็มและ
นาเกลือ โดยสามารถพบไดหลากหลายสปชีส เชน H. aquamarina, H. maura (Bouchotroch, 
et al., 2001) H. songnenensis (Jiang, et al., 2014) และ H. smyrnensis ( Poli, et al., 2013) 
เปนตน   

ในดินนาเกลือท่ีศึกษาตรวจพบแอคทิโนแบคทีเรียอยางนอย 2 จีนัส คือ Streptomyces 
และ Saccharopolyspora  โดยปกติแลวในสภาพแวดลอมปกติสามารถพบแอคทิโนแบคทีเรียได
เปนจํานวนมากและหลากหลาย อยางไรก็ตามดินนาเกลืออาจมีสภาวะท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต
อยู จึงทําใหพบแอคทิโนแบคทีเรียไดไมหลากหลาย อยางไรก็ตาม มีขอมูลท่ีนาสนใจคือพบขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรียในตัวอยางดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษา     
ท่ีสามารถบงชี้ไดวานาจะเปนสปชีสใหม เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวแสดงความ
คลายคลึงสูงสุดเพียง 92 % กับขอมูลของ Uncultured bacterium ท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank  Jose et al. (2013) รายงานการคัดแยกแอคทิโนแบคทีเรียจากพ้ืนท่ีนาเกลือในบริเวณ
ทะเลสาบน้ําเค็ม Sambhar ประเทศอินเดีย เม่ือจําแนกโดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ        
ยีน 16S rRNA พบวาเปนสมาชิกในจีนัส Streptomyces, Pseudonocardia และ 
Actinoalloteichus  สําหรับการศึกษาในประเทศไทย พบรายงานการคัดแยกแอคทิโนแบคทีเรีย  
จากนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดสมุทรสาคร สมุทรสงครามและเพชรบุรี เม่ือจัดจําแนกโดยใชขอมูลลําดับ   
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA พบวามีความคลายคลึงกับ Streptomyces variabilis โดย      
แอคทิโนแบคทีเรียดังกลาวมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงมีประสิทธิภาพ    
ในการยับยั้งการเจริญของยีสต Candida albicans ได (ปวีณา สุขสอาด และคณะ, 2555)     
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อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาความหลากหลายของแอคทิโนแบคทีเรียในพ้ืนท่ีนาเกลือของ
ประเทศไทยโดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส 

อารเคียเปนจุลินทรียอีกกลุมหนึ่งท่ีพบในดินนาเกลือท่ีเก็บมาจากจังหวัดฉะเชิงเทรา ซ่ึงพบได
คอนขางหลากหลาย แทกซอท่ีพบมากท่ีสุดคือ Halobacterium salinarum (36.12 %) รองลงมา
คือ Halobacterium sp. (13.76 %) Halomarina sp. (12.04 %) และ Halobacterium 
halobium (10.32 %) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบอารเคียในจีนัส Haloferax, Haloquadratum, 
Halococcus และ Haloarcula  ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สอดคลองกับรายงานของ Zafrilla      
et al. (2010) ซ่ึงศึกษาความหลากหลายของอารเคียในนาเกลือบริเวณ 3Alto Vinalopó Valley 
ประเทศสเปน โดยคณะผูวิจัยดังกลาวนี้พบอารเคียท่ีโดดเดนคือจีนัส Haloarcula, Halorubrum, 
Haloquadratum และ0 Halobacterium 

ราเปนจุลินทรียอีกกลุมหนึ่งท่ีพบไดหลากหลายในดินนาเกลือ ราสายท่ีพบมากท่ีสุดคือจีนัส 
Aspergillus โดยพบ 6 สปชีส คือ A. niger, A. flavus, A. nidulans, A. sojae,  A. brasiliensis 
และ A. carbonarius นอกจากนี้ยังพบราในจีนัสอ่ืนๆ เชน Penicillium, Chaetomium และ 
Cladosporium เปนตน  สอดคลองกับรายงานของอภิรดีและคณะ (2559) ท่ีศึกษาความหลากหลาย
ของราในนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา ซ่ึงไดรายงานการพบราในจีนัสดังกลาวขางตนไวเชนกัน        
ราเหลานี้สามารถพบไดในสภาพแวดลอมปกติ ซ่ึงอาจเปนไปไดวาราเหลานี้มีความสามารถในการ  
ทนเกลือ (Halotolerant)  นอกจากนี้ ในงานวิจัยนี้ยังไดตรวจพบยีสต 4 จีนัส คือ Debaryomyces, 
Rhodotorula, Meyerozyma และ Yarrowia  ขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของ   
ดีเอ็นเอเครื่องหมายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลนจากนาเกลือท่ีวิเคราะหรวมกับยีสต  
สายพันธุตางๆ ท่ีอยูในจีนัสเหลานี้ ทําใหสามารถระบุแทกซอนของยีสตท่ีพบเปน Debaryomyces 
hansenii, Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula sp. และ Yarrowia lypolytica 

ในงานวิจัยนี ้เบื้องตนไดสํารวจยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชกระบวนการตัด         
เมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม (EcoRI) และนํามาโคลนเขาสูเวกเตอร pUC (pUC 19)        
อยางไรก็ตาม เม่ือนํารีคอมบิแนนทโคลนมาตรวจคัดกรองกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar ไมพบโคลนท่ีแสดงผลบวก (ไมไดแสดงผล) ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน ประสิทธิภาพของการโคลนท่ีต่ํา ทําใหไมสามารถไดโคลนท้ังหมดท่ีควรมี
ได อีกท้ังข้ันตอนการโคลนเก่ียวของกับการตัดเมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม ยีนเปาหมายอาจถูก
ตัดจนเสียสภาพการทํางานไป อยางไรก็ตาม เม่ือผูวิจัยไดนําไพรเมอรซ่ึงมีความจําเพาะของการ
ออกแบบเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสจากแอคทิโนแบคทีเรียจีนัส Streptococcus มาทดลองใชเพ่ือ
เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมายดังกลาวจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณได ท้ังนี้
อาจเนื่องจากยีนดังกลาวมีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทด ทําใหยากตอการใชคูไพรเมอร
เฉพาะในการเพ่ิมปริมาณยีนนี้ข้ึนมา   

การคัดแยกยีนท่ีสนใจโดยอาศัยกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส อาจมีอุปสรรค
คอนขางมาก เนื่องจากโอกาสของการไดยีนเปาหมายมีคอนขางต่ํา โคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจ   
ไมแสดงกิจกรรมเอนไซมท่ีตองการเนื่องจากขาดความสมบูรณหรือความครบถวนของขอมูลยีน 
รวมท้ังโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจไมใชโคลนท้ังหมดท่ีมีอยู เนื่องจากประสิทธิภาพของการโคลน
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ยีนไมดีพอ การตรวจคัดกรองโคลนโดยอาศัยการของกิจกรรมเอนไซมท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีน
ท่ีโคลนไดก็เปนปจจัยจํากัดอีกประการหนึ่ง ในปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีใหมมาใชในการศึกษา
ทางดานเมตาจีโนมิกส เชน เทคโนโลยี NGS (Next generation sequencing technology) ซ่ึง 
ชวยใหการตรวจคัดกรองโคลนจากหองสมุดเมตาจีโนมเปนไปดวยความสะดวกและรวดเร็ว         
(Ghai et al., 2011; de Mandal et al., 2015) 

ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สามารถสะทอนใหเห็นไดวาถึงแมวานาเกลือจะถูกจัดวาเปน   
ระบบนิเวศท่ีมีปจจัยสิ่งแวดลอมรุนแรง แตนาเกลือก็เปนระบบนิเวศหนึ่งซ่ึงเปนแหลงรวมของ         
จุลินทรียจํานวนมากท่ีไมสามารถพบไดในระบบนิเวศอ่ืนๆ อีกท้ังจากความเฉพาะของระบบนิเวศ   
นาเกลือ  จึงมีสวนกําหนดใหจุลินทรียในพ้ืนท่ีนี้มีลักษณะพิเศษเฉพาะตัว เชน การผลิตสารชีวภาพท่ีมี
คุณสมบัติพิเศษท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชประโยชนได ซ่ึงมนุษยสามารถเขามาคนหาและคัดแยก
จุลินทรียเหลานั้นเพ่ือนําไปศึกษาและใชประโยชนไดตามความตองการ ถึงแมวาจะมีจุลินทรียเปน
จํานวนมาก ท่ีไมสามารถคัดแยกไดโดยวิธีท่ัวไปท่ีใชในหองปฏิบัติการ แตก็มีกระบวนการทางดาน   
เมตาจีโนมิกสท่ีสามารถทําใหนักวิจัยเขาถึงขอมูลทางพันธุกรรม ซ่ึงทําใหสามารถนําขอมูลเหลานั้น  
มาใชประโยชนไดเชนกัน เชน การโคลนยีนและคัดเลือกยีนนํารหัสการสรางสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิด
ตางๆ จากนาเกลือ  การไดมาซ่ึงขอมูลระดับโมเลกุลในดานยีนเครื่องหมายท่ีบงชี้แทกซอนและ    
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ถือเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากขอมูลเหลานี้สามารถ
นําไปวิเคราะหเพ่ือออกแบบการทดลองสําหรับตรวจคัดกรองคนหายีนท่ีกําหนดลักษณะท่ีเก่ียวของ
กับศักยภาพในการผลิตสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตางๆ ท่ีสนใจจากระบบนิเวศแหงนี้ รวมท้ังขอมูล
ดังกลาวยังสามารถนําไปใชในการสงเสริมและสรางความเขาใจใหทุกคนตระหนักถึงคุณคาของ
ทรัพยากรธรรมชาติในทุกสภาพแวดลอม อันจะนําไปสูการรวมกันฟนฟูและอนุรักษไวเพ่ือการใช
ประโยชนอยางยั่งยืน 
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