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บทคัดยอ 
 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียและยีนนํารหัสเอนไซม    
เซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินจากนาเกลือ ในจังหวัดฉะเชิงเทรา  ในการศึกษาความหลากหลาย 
ของจุลินทรียทําโดยนําตัวอยางดินปาชายเลนมาสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาใชเปนแมแบบ
ในปฏิกิริยาพีซีอาร สําหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป แอคติโนแบคทีเรียและ
อารเคีย รวมท้ังเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribe spacer (ITS) ของยีสตและราสาย 
นําผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดไปโคลนเพ่ือสรางหองสมุดยีน 16S rRNA หรือหองสมุด ITS และคัดเลือก
โคลนเพ่ือนําไปอานลําดับนิวคลีโอไทด วิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล 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
โดดเดนในกลุมแบคทีเรียท่ัวไปคือ Halomonas, Salimicrobium และ Salinibacter ในขณะท่ี
หองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย พบสมาชิกใน 2 จีนัส ซ่ึงเปนท่ีรูจัก คือ 
Streptomyces และ Saccharopolyspora รวมท้ังพบแอคทิโนแบคทีเรียอีกอยางนอย 1 แทกซอน
ท่ีคาดวานาจะเปนจีนัสใหม  สวนราสายและยีสตท่ีพบบอยคือจีนัส Aspergillus และ Meyerozyma  
ตามลําดับ อยางไรก็ตาม ในการคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสโดยใชกระบวนการทางดาน        
เมตาจีโนมิกส รวมท้ังการตรวจสอบโดยเทคนิคพีซีอาร ไมพบยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจาก        
เมตาจีโนมของดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษาทุกตัวอยาง ซ่ึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบ      
ในลําดับตอไป จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวาถึงแมนาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรงในดาน
ปจจัยความเค็ม แตก็สามารถเปนแหลงอาศัยของจุลินทรียท่ีหลากหลาย โดยจุลินทรียจํานวนมากมี
ความเฉพาะและไมพบในสภาพแวดลอมปกติ ทําใหมีความนาสนใจในการศึกษาบทบาทของจุลินทรีย
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศนี้ โดยเฉพาะในดานการผลิตสารชีวภาพท่ีมีความสําคัญทางดาน
เทคโนโลยีชีวภาพ ซ่ึงหากมีการศึกษาในรายละเอียดใหมากข้ึน อาจนําไปสูการคนพบจุลินทรีย    
แทกซอนใหมและสารชีวภาพท่ีมีคุณคา รวมถึงความเปนไปไดของการประยุกตใชทรัพยากรจุลินทรีย
และสารชีวภาพจากพ้ืนท่ีนาเกลือไดตอไปในอนาคต 
 
คําสําคัญ:  ความหลากหลายทางชีวภาพ  นาเกลือ  จุลินทรีย  เมตาจีโนมิกส  เอนไซมเซลลูเลส 
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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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บทที่ 1 
บทนํา 

 
จุลินทรียในสิ่งแวดลอมเปนกลุมสิ่งมีชีวิตท่ีมีบทบาทสําคัญในการรักษาสมดุลข้ันพ้ืนฐานของ

ระบบนิเวศ  จุลินทรียท่ีพบในแตละแหลงอาศัยมีความหลากหลายท้ังในดานจํานวน ชนิดและ
กิจกรรมเมแทบอลิซึม  จุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมประเภทตางๆ ซ่ึงเปนท่ีรูจักนั้น มีหลากหลาย
ชนิดไดถูกนํามาใชประโยชนในดานตางๆ ซ่ึงจุลินทรียเหลานี้ลวนแลวแตเปนจุลินทรียกลุมท่ีสามารถ
เพาะเลี้ยงใหเจริญไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมนั้นยังมีจุลินทรียอีกเปนจํานวน
มากท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงใหเจริญข้ึนไดในหองปฏิบัติการ ซ่ึงอาจมีจํานวนมากกวา 99 เปอรเซนต
ของจุลินทรียท้ังหมด (Streit and Schmitz, 2004; Zeyaullah et al., 2009) ทําใหจุลินทรียเหลานี้
ยังไมเปนท่ีรูจักและถูกนํามาใชประโยชน  นักวิทยาศาสตรเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้นาจะเปนแหลงผลิต
สําคัญของสารชีวภาพท่ีมีประโยชนจํานวนมก เชน เอนไซม สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ สารลดแรงตึงผิว
และพอลิเมอรชีวภาพ เปนตน (Davidson, 1995; Li & Qin, 2005; Egan et al., 2008; Satpute 
et al., 2010; Frock & Kelly, 2012) 

ระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรง (Extreme environment) เชน น้ําพุรอน (Hot spring)  
ปลองไฮโดรเทอรมอล (Hydrothermal vent) ทะเลสาบท่ีมีความเค็มสูง (Hypersaline lake) และ
นาเกลือ (Solar saltern) เปนระบบนิเวศท่ีมีลักษณะจํากัดเก่ียวกับปจจัยท่ีเก่ียวของกับการดํารงชีวิต
ของจุลินทรีย  ประชากรจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศเหลานี้มีความแตกตางจากจุลินทรียท่ัวไป 
โดยเฉพาะลักษณะการปรับตัวทางดานสรีรวิทยา  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจาก
ตัวอยางสิ่งแวดลอมประเภทนี้ อาศัยหลักการของวิธีดั้งเดิมซ่ึงเปนการคัดแยกเชื้อท่ีสามารถเจริญเพ่ิม
จํานวนไดบนอาหารคัดเลือก (Cultured-dependence)  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวอาจทําใหเกิดการ   
สูญหายของขอมูลเก่ียวกับจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเจริญไดบนอาหารคัดเลือกดังกลาว  
ดังนั้นการนําวิธีการทางดานเมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เขามาใชในการศึกษาความหลากหลาย
ของจุลินทรีย ในตัวอยางสิ่งแวดลอมเหลานี้ เปนการชวยทําใหนักวิทยาศาสตรมีโอกาสเขาถึงจุลินทรีย
กลุมท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงไดท่ีอาศัยอยูในสิ่งแวดลอมตางๆ โดยวิธีการนี้เปนการศึกษาเมตาจีโนม
โดยตรง ไมจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อ (Cultured independence)  ขอมูลดังกลาวนี้
สามารถใชประกอบการตัดสินใจในอนาคต สําหรับการสรางหองสมุดเมตาจีโนมและคัดแยกยีน
จําเพาะท่ีสนใจเพ่ือนํามาใชประโยชนตอไป 

การนําวิธีการทางเมตาจีโนมิกสมาใชในการคนหาเอนไซมท่ียอยสลายพอลิเมอรธรรมชาติ 
ของจุลินทรียสิ่งแวดลอมกําลังไดรับความสนใจเปนอยางมาก โดยเฉพาะเอนไซมท่ีมีกิจกรรมการ  
ยอยสลายองคประกอบของพืชหรือเนื้อไม เชน เอนไซมกลุมยอยสลายลิกนิน (Lignolytic enzymes) 
เอนไซมเฮมิเซลลูเลส (เชน Xylanase) และเอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) เปนตน (Xing et al., 
2012)  เซลลูโลสเปนพอลิเมอรท่ีพบมากในธรรมชาติ โดยเปนองคประกอบหลักของผนังเซลลของพืช  

โมเลกุลของเซลลูโลสประกอบข้ึนจากน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกันดวยพันธะไกลโคซิดิก (β-1,4 
Glycosidic linkage) เนื่องดวยมีการนําเซลลูโลสมาใชประโยชนหลายดาน เชน ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ 
การผลิตสิ่งทอและกระดาษ เปนตน จึงทําใหในอุตสาหกรรมมีความสนใจคนหาเอนไซมท่ีสามารถ  
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ยอยสลายเซลลูโลสได ซ่ึงสามารถนําไปใชในอุตสาหกรรมจํานวนมาก เชน การผลิตอาหารสัตว 
เครื่องดื่ม เบเกอรีและเยื่อกระดาษ  การยอยสลายเซลลูโลสเก่ียวของกับการทํางานรวมกันของ
เอนไซมเซลลูเลสชนิดตางๆ โดยเอนไซมเซลลูเลสซ่ึงเปนท่ียอมรับกันโดยท่ัวไปวามีหนาท่ีสําคัญ      
ในการยอยสลายเซลลูโลสมี 3 กลุมดวยกันคือ Endoglucanases (EC 3.2.1.4), Exoglucanase  

(EC 3.2.1.91) และ β-Glucosidase (EC3.2.1.21) ซ่ึงเอนไซมท้ังสามกลุมนี้ทํางานรวมกันในการ
ยอยสลายเซลลูโลสและทําใหเกิดเปนผลิตภัณฑโมโนแซคคาไรดคือน้ําตาลกลูโคส (Lynd et al., 
2002) จุลินทรียท่ีมีความสามารถในการยอยสลายเซลลูโลสพบไดท้ังกลุมแบคทีเรีย รา รวมท้ังอารเคีย 
ซ่ึงมีผูศึกษาคุณสมบัติของเอนไซมและโคลนยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเหลานี้ในเชื้อท่ีแยกและ
เพาะเลี้ยงไดในหองปฏิบัติการ  อยางไรก็ตามในสิ่งแวดลอมมีจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถ
ถูกเพาะเลี้ยงใหเจริญในหองปฏิบัติการได ซ่ึงเชื่อวาจุลินทรียเหลานี้เปนแหลงสําคัญของสารชีวภาพ
ชนิดตางๆ ท่ีมีประโยชน รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ หรือคุณสมบัติพิเศษ ซ่ึงยังไมเคย
มีรายงานมากอน โดยเฉพาะความสามารถในการดําเนินกิจกรรมและมีความเสถียรไดดีภายใตสภาวะ
ท่ีมีความรุนแรงของปจจัยบางประการ เชน อุณหภูมิ pH และความเค็ม เปนตน (Ferrer et al., 
2007) 

การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงได รวมถึงการคัดแยก 
ยีนเปาหมายท่ีสนใจจากจุลินทรียกลุมนี้สามารถทําไดโดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส    
โดยทําการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ (เมตาจีโนม) ของประชากรจุลินทรียจากตัวอยางสิ่งแวดลอมโดยตรง 
จากนั้นนํามาสรางเปนหองสมุดเมตาจีโนม และคัดเลือกโคลนท่ีตองการจากหองสมุดดังกลาว 
(Cowan et al., 2005; Zeyaullah et al., 2009; Xing et al., 2012)  ในอีกทางหนึ่งสามารถใช
เทคนิคพีซีอารในการเพ่ิมปริมาณยีนเปาหมายจําเพาะท่ีตองการไดโดยตรงจากเมตาจีโนม (Jacobsen 
et al., 2005) 

ในงานวิจัยนี้มีความสนใจศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในพ้ืนท่ีนาเกลือซ่ึงจัดเปน
สภาพแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงในดานความเค็ม โดยเก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีนาเกลือในจังหวัด
ฉะเชิงเทราและเพชรบุรี จากนั้นนําตัวอยางดังกลาวมาเตรียมเมตาจีโนม และนําไปใชเปนแมแบบ
สําหรับเพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมายท่ีใชในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรีย อารเคีย ราสาย
และยีสต โดยยีนเครื่องหมายท่ีใชสําหรับจําแนกและศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย คือยีนนํารหัสการสราง 16S ribosomal RNA (16S rRNA gene; 
16S rDNA)  สวนการจําแนกและศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมราสายและยีสตนั้นใช  
ดีเอ็นเอบริเวณ Internal transcribed spacer (ITS) เปนเครื่องหมาย  โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนดังกลาวยังถูกนํามาใชในการศึกษาสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ (Phylogenetic analysis)  
นอกจากนี้ในงานวิจัยนี้ยังมีความสนใจศึกษาการปรากฏอยูและความหลากหลายของยีนท่ีนํารหัสการ
สรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของตัวอยางสิ่งแวดลอมดังกลาว ซ่ึงสามารถใชเปนเครื่องบงชี้ถึง
ศักยภาพของตัวอยางสิ่งแวดลอมท่ีนํามาศึกษาในการใชเปนแหลงของเอนไซมเซลลูเลสท่ีมีคุณสมบัติ
พิเศษท่ีอาจเปนประโยชนตอการนําไปประยุกตใชตอไป 
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วัตถุประสงค 
(1)  เพ่ือศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีไดจากดินนาเกลือ 
(2)  เพ่ือคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 

 
สมมติฐาน 

(1)  เมตาจีโนมซ่ึงเปนดีเอ็นเอท้ังหมดท่ีสกัดไดจากตัวอยางดินนาเกลือสามารถใชเปนแหลง
ของดีเอ็นเอแมแบบท่ีนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียได 

(2)  จุลินทรียท่ีพบในนาเกลือมีตําแหนงทางอนุกรมวิธานหรือแทกซอน (Taxon) ท่ีแสดง
ความหลากหลายสูง เม่ือวิเคราะหโดยใชขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนนํารหัส rRNA 
หรือลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS 

(3)  จุลินทรียบางแทกซอนท่ีอาศัยอยูในนาเกลือ มีความสามารถในการยอยสลายโมเลกุล
ของเซลลูโลสได  

 
ขอบเขตของการวิจัย 

เก็บตัวอยางดินจากพ้ืนท่ีนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา นํามาสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดหรือ       
เมตาจีโนม (Metagenomic DNA; Metagenome) ศึกษาความหลากหลายของจุลินทรีย           
โดยนําเมตาจีโนมมาใชเปนแมแบบสําหรับเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป        
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS สําหรับราสายและยีสต โดยใช
ปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase chain reaction; PCR) จากนั้นสรางหองสมุด
ยีน 16S rRNA หรือหองสมุด ITS สําหรับจุลินทรียแตละกลุม จากนั้นนําโคลนท่ีปรากฏในแตละ
หองสมุดไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด รวมท้ังสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  นอกจากนี้
ยังไดคนหายีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษา 
 
ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ  

(1)  ทราบความหลากหลายของจุลินทรียในระบบนิเวศนาเกลือท่ีศึกษา 
(2)  ทราบขอมูลของยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสในระบบนิเวศนาเกลือท่ีศึกษา 

 
สถานท่ีทําการทดลอง 

หองปฏิบัติการจุลชีววิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยบูรพา 

 
 
 
 
 



บทที่ 2 
เอกสารที่เกี่ยวของกับการศึกษา 

 
สภาพแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง (Extreme environment) หมายถึงพ้ืนท่ีหรือระบบนิเวศท่ี

มีสภาวะของปจจัยสิ่งแวดลอมแตกตางไปจากสภาวะปกติท่ีสิ่งมีชีวิตโดยท่ัวไปสามารถดํารงชีวิตอยูได
อยางปกติ (van de Vossenberg et al., 2000)  ตัวอยางของปจจัยสิ่งแวดลอมดังกลาว ไดแก 
อุณหภูมิ ความเค็ม ปริมาณออกซิเจน pH และความดัน เปนตน  สิ่งมีชีวิตท่ีสามารถดํารงชีวิตอยูได
ในสิ่งแวดลอมดังกลาวจําเปนตองมีการปรับตัวในดานโครงสรางและ/หรือสรีรวิทยา โดยจุลินทรียเปน
สิ่งมีชีวิตกลุมสําคัญท่ีทําหนาท่ีขับเคลื่อนกิจกรรมพ้ืนฐานตางๆ ท่ีสําคัญของระบบนิเวศนเหลานี้ เชน 
การยอยสลายและการทําใหเกิดวัฏจักรของสารอินทรียในธรรมชาติ โดยเรียกจุลินทรียท่ีดํารงชีวิต  
อยูในสิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงวา Extremophiles  ระบบนิเวศท่ีมีสภาวะแวดลอมรุนแรงเปน
แหลงอาศัยของจุลินทรียท่ีนักวิทยาศาสตรจํานวนมากเชื่อวามีจุลินทรียท่ียังไมเปนท่ีรูจักอีกเปน
จํานวนมาก ซ่ึงหมายความวายังมียีนท่ีเก่ียวของกับการสังเคราะหโมเลกุลชีวภาพอีกเปนจํานวนมาก 
ท่ียังไมเปนท่ีรูจักอยูบนจีโนมของจุลินทรียเหลานี้  โอกาสของการคนพบจุลินทรียชนิดใหม รวมท้ัง 
การคนพบสารชนิดใหมท่ีสรางจากจุลินทรียในสภาพแวดลอมเหลานี้จึงเปนท่ีสนใจและทาทายให
นักวิทยาศาสตรเขามาศึกษา 
 
1.  จุลินทรียในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 

โดยท่ัวไปสภาพแวดลอมตามธรรมชาติมักมีองคประกอบท่ีเปนเกลือหรือความเค็มในปริมาณ
นอย  ระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงมักพบไดในบริเวณท่ีมีสภาพภูมิอากาศท่ีรอนและแหงแลง ซ่ึงมีอัตรา
การระเหยของน้ํามากกวาอัตราการรับน้ําเขา จึงทําใหความเขมขนเกลือสูงข้ึน รวมท้ังทะเลและ
ทะเลสาบซ่ึงเปนแหลงรองรับและสะสมแรธาตุตางๆ อยางไรก็ตามสภาพแวดลอมบางแหงอาจมีการ
สะสมของเกลือในความเขมขนท่ีสูงมากกวาปกติ ทําใหมีความเค็มสูงมากกวาระดับความเค็มของ    
น้ําทะเล เชน ในพ้ืนท่ีนาเกลือ ทําใหสภาพแวดลอมนี้มีปจจัยดานความเค็มท่ีรุนแรง ไมเหมาะสมตอ
การดํารงชีวิตของจุลินทรียโดยท่ัวไป ในสภาพแวดลอมนี้มักพบสิ่งมีชีวิตเปนจํานวนนอย มีจุลินทรีย
บางชนิดเทานั้นท่ีสามารถอาศัยอยูในบริเวณท่ีมีเกลือสูงได ซ่ึงเปนจุลินทรียในกลุมท่ีชอบเกลือ 
(Halophiles) และกลุมท่ีทนเกลือ (Halotolerants)  
  

1.1  จุลินทรียชอบเกลือ 
จุลินทรียชอบเกลือ (Halophilic microorganisms) หมายถึง จุลินทรียท่ีเจริญไดดี   

ในสภาวะท่ีมีเกลือ NaCl แตไมสามารถเจริญไดในสภาวะท่ีไมมีเกลือ NaCl  โดยสามารถจัดกลุมของ
จุลินทรียตามความเขมขนของเกลือ NaCl ท่ีเหมาะสมในการเจริญไดดังนี้ (DasSarma, 2006) 

(1)  จุลินทรียชอบเกลือเล็กนอย (Slight halophiles) เจริญไดในสภาวะท่ีมีความ
เขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดระหวาง 0.2-0.5 โมลาร (เกลือโซเดียมคลอไรด 1.2-3 %) โดยท่ัวไป 
มีการเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความเขมขนเกลือ 3 % 
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(2)  จุลินทรียชอบเกลือปานกลาง (Moderate halophiles) เจริญไดดีท่ีสุดในสภาวะ 
ท่ีมีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 0.5-2.5 โมลาร (เกลือโซเดียวคลอไรด 3-15 %) 

(3)  จุลินทรียชอบเกลือสูง (Extreme halophiles) เจริญไดในสภาวะท่ีมีความ 
เขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 2.5-5.2 โมลาร (เกลือโซเดียมคลอไรด 15-30 %) โดยท่ัวไปตองการ
ความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรดระหวาง 3-4 โมลาร มักมีการเจริญไดดีท่ีสุดท่ีความเขมขนของเกลือ 
25 % และยังเจริญไดท่ีความเขมขนเกลือโซเดียมคลอไรด 5.5 โมลาร ซ่ึงใกลเคียงกับจุดอ่ิมตัวของ
เกลือโซเดียมคลอไรด  

 
1.2  ความหลากหลายของจุลินทรีย 

มีรายงานวาประชากรจุลินทรียท่ีอาศัยอยูตามบริเวณท่ีมีความเขมขนของเกลือสูงมักมี
กิจกรรมการสังเคราะหแสง รีดิวซซัลเฟต และอ่ืน ๆ ดังนั้นจึงคาดวาจุลินทรียในระบบนิเวศดังกลาวมี
ความหลากหลายและมีความสําคัญตอการหมุนเวียนของสารตางๆ  จากการศึกษาของ Boutaiba, et 
al. (2011) ซ่ึงใชวิธีการทางเมตาจีโนมิกสวิเคราะหความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมแบคทีเรีย 
อารเคียและยูคารยาในทะเลสาบ Sidi Ameur และ Himalatt Salt Lake ซ่ึงมีปริมาณเกลือความ
เขมขนสูง พบวาท้ังสองบริเวณมีความหลากหลายของจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียและอารเคียคอนขาง
สูง จากผลการศึกษาพบจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลทุกไฟลัม ในขณะท่ีจุลินทรียในกลุมยูคารยามีความ
หลากหลายต่ํา  ในการศึกษานี้ยังพบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียและอารเคียท่ีมีลักษณะทาง 
phylotype ใหมๆ  อีกดวย 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง ซ่ึงโดยท่ัวไปเปนกลุมของ
จุลินทรียชอบเกลือหรือชอบความเค็ม (Halophilic microorganisms) และจุลินทรียทนเกลือหรือ 
ทนความเค็ม (Halotolerant microorganisms) จุลินทรียเหลานี้พบไดในท้ังสามโดเมนของสิ่งมีชีวิต 
กลาวคือ อารเคีย (Archaea) แบคทีเรีย (Bacteria) และยูคารยา (Eucarya)   

อารเคียเปนกลุมจุลินทรียซ่ึงถือวามีความสามารถในการดํารงชีวิตอยูในสภาพแวดลอม
ท่ีมีความเค็มสูงไดเปนอยางดี เรียกอารเคียเหลานี้วา ฮาโลอารเคีย (Haloarchaea) ท่ีสําคัญไดแก
สมาชิกในออรเดอร Halobacteriales แฟมิลิ Halobacteriaceae (Oren, 2002) นอกจากนี้ยังพบ 
ฮาโลอารเคียไดในแฟมิลิอ่ืนๆ อีก 2 แฟมิลิ คือ Methanospirillaceae และ Methanosarcinaceae 
(Ratnakar, 2013) แฟมิลิ Halobacteriaceae ประกอบดวยสมาชิกประมาณ 30 จีนัส  ฮาโลอารเคีย
สวนใหญเจริญไดดีท่ีสุดท่ีระดับความเค็มสูงมาก (Extreme halophile) กลาวคือ 3.4-5 M NaCl 
และมีความตองการเกลือในการเจริญอยางนอย 1-1.5 M NaCl  อารเคียสวนใหญในแฟมิลีนี้         
มักมีการสรางเม็ดสีแคโรทินอยด (Carotenoid pigments) สะสมไวท่ีเซลลเมมเบรน ซ่ึงเปน        

α-bacterioruberin และอนุพันธ  ตามทะเลสาบน้ําเค็มท่ีเซลลของอารเคียเหลานี้มีการเจริญเพ่ิมข้ึน
อยางมากมาย ก็สามารถทําใหสภาพแวดลอมดังกลาวมีสีแดงปรากฏข้ึน  เซลลของพวกฮาโลอารเคีย
มักมีรูปรางเปนทอนหลากหลายรูปทรง หรือมีรูปรางกลม  สามเหลี่ยมแบนราบ หรือสี่เหลี่ยม 
(Ratnakar, 2013) 
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 สําหรับโดเมนแบคทีเรีย มีสมาชิกจํานวนมากท่ีจัดอยูในกลุมฮาโลไฟล ซ่ึงพบไดใน
ไฟลัม Cyanobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Spirochaetes และ 
Bacterioidetes สําหรับแบคทีเรียแอนแอโรบในออรเดอร Halanaerobiales (ไฟลัม Firmicutes) 
พบวามีสมาชิกท้ังหมดเปนฮาโลไฟล  ในพ้ืนท่ีทะเลสาบน้ําเค็ม มักพบการกอตัวเปนแผนจุลินทรีย   
ซ่ึงชีวมวลของจุลินทรียหลักสําคัญท่ีพบคือสมาชิกในไฟลัม Cyanobacteria โดยจีนัสท่ีมีการศึกษา 
กันอยางมากไดแก Aphanothece, Spirulina และ Dactylococcopsis ฮาโลไฟลท่ีอยูในโดเมน 
แบคทีเรียมักมีคุณลักษณะของความชอบเกลือในระดับปานกลาง (Moderate halophile) มากกวา 
ท่ีจะเปนพวกท่ีชอบเกลือในระดับสูง (Extreme halophile) เหมือนดังเชนท่ีพบในพวกอารเคีย  
(Oren, 2002) 

ในโดเมนยูคารยา สามารถพบจุลินทรียท่ีเปนฮาโลไฟลไดคอนขางนอย จุลินทรีย 
สําคัญท่ีพบไดบอยในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูงไดแกสาหรายสีเขียว Dunaliella สาหรายนี้เปน
ผูผลิตเบื้องตนหลักท่ีสําคัญทะเลสาบน้ําเค็มท่ีมีความเขมขนของเกลือสูง เชน Dead Sea เปนตน 
(Oren, 2002) 
 

1.3  การปรับตัวของจุลินทรียท่ีอาศัยในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 
แรงดันออสโมติก (Osmotic pressure) เปนปจจัยสําคัญท่ีมีผลตอการดํารงชีวิต    

ของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง เนื่องจากเซลลเมมเบรนของจุลินทรียมี
คุณสมบัติในการยอมใหน้ําผานเขาออกได ดังนั้นจุลินทรียทุกชนิดจึงตองรักษาไซโตพลาสซึม 
ของเซลลใหมีแรงดันออสโมติกอยางนอยใหเทากับสิ่งแวดลอมภายนอกเซลล ซ่ึงโดยปกติ 
ไซโตพลาสซึมของเซลลมีแรงดันออสโมติกมากกวาสิ่งแวดลอมภายนอกเซลลเล็กนอย  

 
1.3.1 การปรับตัวในระดับโครงสรางของเซลล 

เซลลเมมเบรนของอารเคียมีสวนท่ีเปน Phospholipid ซ่ึงประกอบดวย  
branched isoprene เชื่อมตอกับ Glycerol ดวย Ether group ในขณะเมมเบรนของแบคทีเรียและ
ยูคารยามีองคประกอบเปน Fatty acid เชื่อมตออยูกับ Glycerol ดวยพันธะเอสเทอร (Ester bond) 
ลักษณะดังกลาวทําใหเมมเบรนของอารเคียมีคุณสมบัติในการยอมใหอิออนผานเขาออกเซลลไดนอย
กวาเม่ือเปรียบเทียบกับแบคทีเรียและยูคารยา ดังนั้นอารเคียจึงมีความทนทานตอเกลือในระดับความ
เขมสูงไดมากกวา (Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 
 

1.3.2 การปรับตัวในระดับเซลล 
จากการศึกษาท่ีผานมารายงานวาเซลลมีการกําจัดโซเดียมอิออนออกจาก 

ไซโตพลาสซึมมากท่ีสุดเทาท่ีจะทําได เนื่องจากโซเดียมอิออนมีอันตรายตอเซลล โดยท่ียังไมทราบ
กลไกท่ีชัดเจน  เซลลจุลินทรียมีกลไกตางๆ ในการรักษาแรงดันออสโมติกภายในไซโตพลาสซึมใหสูง 
และพรอมกันนั้นก็มีการทําใหความเขมขนของโซเดียมอิออนอยูในระดับต่ํา กลไกท่ีสําคัญไดแก 

(1) การสะสม K+ และ Cl- เพ่ือรักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกภายในเซลล  
เรียกกลไกนี้วา high salt-in  พบไดในจุลินทรียไมมากนัก ซ่ึงสวนใหญเปนพวกฮาโลอารเคีย 
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ในออรเดอร Halobacteriales โดยมีการสะสม KCl ในระดับความเขมขนท่ีสูงกวาความเขมขนของ  
NaCl ท่ีอยูในสิ่งแวดลอมรอบนอกเซลล สําหรับแบคทีเรีย พบกลไกนี้ ได เฉพาะในออรเดอร 
Halanaerobiales การปรับตัวตอแรงดันออสโมติกโดยกลไกนี้ใชพลังงานเพียงเล็กนอยเทานั้น 
(Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 

(2) การกําจัดเกลือออกจากไซโตพลาสซึมใหมากท่ีสุดเทาท่ีทําได และมีการ
สะสมสารประกอบอินทรียบางชนิดท่ีทําหนาท่ีปรับสมดุลออสโมติก เรียกสารกลุมนี้วา compatible 
solutes  สารเหลานี้อาจมาจากสิ่งแวดลอมท่ีอยูรอบเซลลและถูกดึงเขาสูเซลลดวยกลไกเฉพาะ หรือ
อาจเปนสารท่ีเซลลสรางข้ึน  เรียกกลไกการปรับตัวในลักษณะนี้วา Low-salt, organic-solute-in  
ตัวอยางของสารท่ีเปน compatible solutes เชน ectoine, glycine betaine, 2-sulfotrehalose 
และ glycerol เปนตน (Oren, 2002; Ratnakar, 2013) 
 

1.3.3  การปรับตัวในระดับโมเลกุล 
เมแทบอลิซึมตางๆ ของเซลลเกิดข้ึนโดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม  การท่ีภายใน

เซลลมีความเขมขนของเกลือสูง ทําใหเอนไซมชนิดตาง ๆ ท่ีอยูภายในเซลลจําเปนตองมีการปรับตัว
เพ่ือใหสามารถดําเนินกิจกรรมได  การท่ีเซลลมีการสะสม KCl อยูในไซโตพลาสซึมในความเขมขน
ระดับสูง (ระดับโมลาร) สงผลทําใหคา Isoelectric point ของโปรตีนลดลงอยางมาก ทําใหโปรตีน
เหลานี้ทนทานตอสภาวะท่ีไมเหมาะสมตางๆ ไดดี   

การปรับตัวของเอนไซมใหสามารถทํางานไดในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง
นําไปสูการมีคุณสมบัติใหมๆ ของเอนไซมจากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟล โดยมีการเรียกเอนไซมเหลานี้วา 
Extremozymes  ในปจจุบันมีการคนหาเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ จากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง เพ่ือนําไปใชประโยชนทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ (Oren, 2002; 
Ratnakar, 2013) 
 
2.  เครื่องมือศึกษาความหลากหลายของแทกซอนและเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรีย             

ในสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง 
รายงานการศึกษาเก่ียวกับความหลากหลายของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศท่ีมีความ

เค็มสูง เชน นาเกลือ จนถึงปจจุบันมีคอนขางนอย อีกท้ังยังไมไดสะทอนใหเห็นถึงความหลากหลาย  
ท่ีแทจริง เนื่องจากการศึกษาสวนใหญอาศัยเทคนิคท่ีตองมีการเพาะเลี้ยงเพ่ือแยกเชื้อและนํามา     
จัดจําแนก  อยางไรก็ตามมีจุลินทรียอีกเปนจํานวนมากท่ีไมสามารถเพาะเลี้ยงได ดังนั้นจึงมีการนํา
เทคนิคทางดานอณูพันธุศาสตรมาใชเพ่ือศึกษาชนิด ปริมาณและความหลากหลายของจุลินทรีย      
ในสิ่งแวดลอม เชน การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ การสรางหองสมุดของยีน rRNA  การใชปฏิกิริยา
ลูกโซพอลิเมอเรสเชิงปริมาณ รวมท้ังการทํา Fluorescence in situ hybridization (FISH) ซ่ึง
เทคนิคตางๆ เหลานี้ไมจําเปนตองมีการเพาะเลี้ยงและคัดแยกเชื้อ  ในกลุมของแบคทีเรีย เทาท่ีมี
รายงานไฟลัมท่ีเปนท่ีรูจักจนถึงปจจุบันนั้นมี 52 ไฟลัม โดยประมาณครึ่งหนึ่งนั้นเปนกลุมท่ีไมสามารถ
เพาะเลี้ยงได และมีเพียงไมก่ีพันแทกซอนเทานั้นท่ีเพาะเลี้ยงและนํามาศึกษาได โดยในจํานวนนี้มีเพียง 
4 % ท่ีจัดเปนพวก Extremophiles (Ginolhac et al., 2004; Sogin et al., 2006)  จากการ
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วิเคราะหวงศวานวิวัฒนาการของจุลินทรียโดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA 
แสดงใหเห็นไดวามีจุลินทรียแทกซอนใหมๆ ท่ียังไมเปนท่ีรูจักอีกมากอยูในสิ่งแวดลอม 

เมตาจีโนมิกส (Metagenomics) เปนการวิเคราะหจีโนมท้ังหมดของจุลินทรียท่ีผสมกันอยูใน
สิ่งแวดลอม หรือท่ีเรียกวาเมตาจีโนม (Metagenome) โดยอาศัยการตรวจสอบจากการแสดงออก 
(Expression) หรือลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide sequences) ของยีนท่ีสนใจ (Riesenfeld     
et al., 2004; Iqbal et al., 2012) เมตาจีโนมิกสสามารถวิเคราะหจีโนมของจุลินทรียไดท้ังหมด    
ซ่ึงรวมถึงจุลินทรียกลุมท่ีเพาะเลี้ยงไมไดดวย  วิธีการทางเมตาจีโนมิกสไดถูกพัฒนาข้ึนและสามารถ
นํามาใชในการคนหายีน สารชีวภาพ รวมท้ังบทบาทการทํางานของจุลินทรียไดอยางมีประสิทธิภาพ 
(Schloss & Handelsman, 2003; Streit & Schmitz, 2004) 

ถึงแมวาระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงจะจํากัดการดํารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตท่ีอาศัยอยู แตจาก
การศึกษาในหลายพ้ืนท่ีพบวาระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูงก็มีความหลากหลายของจุลินทรียเชนกัน 
เชน Boutaiba et al. (2011) รายงานความหลากหลายของจุลินทรียในทะเลสาบน้ําเค็ม Sidi 
Ameur และ Himalatt ท่ีตั้งอยูในประเทศอัลจีเรีย โดยกลุมอารเคีย พบสมาชิกในจีนัส Haloferax, 
Halobacterium, Haladaptatus, Halalkalicoccus, Halorubrum และ Halosarcina สวนกลุม
แบคทีเรีย พบสมาชิกแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes, Bacteroidetes, Cyanobacteria และ 
Proteobacteria (Alpha-, Beta-,  Gamma- และ Delta-Proteobacteria) รวมท้ังรายงาน
การศึกษาของ Ghai et al. (2011) ซ่ึงวิเคราะหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเมตาจีโนมจากนาเกลือ 
Bras del Port ประเทศสเปน โดยใชเทคนิค Pyrosequencing พบจุลินทรียคอนขางหลากหลาย 
โดยแทกซอนท่ีโดดเดนคือ ฮาโลอารเคีย Haloquadratum walsbyi และฮาโลแบคทีเรีย 
Salinibacter ruber จุลินทรียแทกซอนใหมท่ีพบไดบอยจัดอยูใน 3 กลุม คือ (1) Euryarchaeon   
ท่ีมีปริมาณ G+C ต่ําเม่ือเปรียบเทียบกับ Euryarchaeon โดยท่ัวไป (2) Euryarchaeon ท่ีมีปริมาณ 
G+C สูง และ (3) Gamma-Proteobacteria ซ่ึงมีสายสัมพันธใกลชิดกับ Alkalilimnicola และ 
Nitrococcus  นอกจากนี้ผูวิจัยยังรายงานการพบแอคทิโนแบคทีเรียท่ีมีปริมาณ G+C ต่ําในตัวอยาง
ดินท่ีมีความเค็มปานกลาง ซ่ึงมีสายสัมพันธใกลชิดกับแอคทิโนแบคทีเรียท่ีพบในสภาพแวดลอมน้ําจืด 

ถึงแมวาสภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูงจะมีลักษณะทางกายภาพและเคมีแตกตางไปจาก
สภาพแวดลอมปกติท่ัวไป แตระบบนิเวศประเภทนี้ก็มีความนาสนใจสําหรับการศึกษาเก่ียวกับ
จุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ รวมท้ังเปนแหลงของเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติท่ีพึงประสงค 
บางประการสําหรับนําไปประยุกตใชในอุตสาหกรรม เชน คุณสมบัติในการทนทานตอสภาวะท่ีมีน้ํา
นอย การทนเกลือและ/หรือตัวทําละลาย เปนตน 
 
3.  ศักยภาพทางดานการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของจุลินทรียในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูง 

จุลินทรียท่ีเปน Extremophiles มีความโดดเดนในดานความสามารถของการปรับตัว
ทางดานสรีรวิทยา จึงมีความนาสนใจในการนํามาใชเปนแหลงของการผลิตสารชีวภาพชนิดตางๆ เชน 
เอนไซม แตขอจํากัดจะเกิดข้ึนหากจุลินทรียเหลานั้นไมสามารถถูกคัดแยกออกจากสิ่งแวดลอมท่ีอาศัย
อยูได  ดังนั้นการนําเมตาจีโนมิกสเขามาใชในการแยกยีนท่ีเก่ียวของกับการสรางเอนไซมท่ีสนใจจึงมี
ประโยชนอยางมาก   นอกจากกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกสจะเปนจุดเริ่มตนของการคนพบ
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จุลินทรียชนิดใหมๆ แลว กระบวนการนี้ยังนําไปสูการคนพบยีนใหมๆ ท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม
สําคัญชนิดตางๆ รวมท้ังเอนไซมเซลลูเลส 

ถึงแมวารายงานเก่ียวกับเมตาจีโนมิกสของยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรงยังมีไมมากนัก แตการปรากฏอยูของยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซม   
เซลลูเลสชนิดใหมๆ ในสิ่งแวดลอมตางๆ ถูกคนพบไดโดยกระบวนการทางเมตาจีโนมิกส ดังเชน
รายงานของ Voget et al. (2006) แยกยีนท่ีนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลสชนิดใหมจากเมตา
จีโนมของจุลินทรียในดิน เอนไซมดังกลาวสามารถยอยสลายสับเสตรทท่ีเปนเซลลูโลสท่ีละลายน้ําได

ซ่ึงพันธะ β-1,4 ภายในโมเลกุล เชน lichenan และ β-glucan จากขาวบารเลย แตไมสามารถ  
ยอยสลายเซลลูโลสท่ีไมละลายน้ํา เอนไซมนี้มีความเสถียรตออุณภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา    
11 วัน และยังคงรักษากิจกรรมเอนไซมไวไดถึง 86-87 % หลังจากอยูในสภาวะท่ีมีเกลือ 3 M NaCl, 
3 M RbCl และ 4 M KCl เปนเวลา 20 ชั่วโมง นอกจากนี้ยังมีรายงานของ Huang et al. (2010) ท่ี
ศึกษาคุณลักษณะของเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงเปน Endoglucanase จากแบคทีเรียฮาโลไฟล 
Halomonas sp. S66-4 (สามารถเจริญไดในอาหารท่ีมีเกลือความเขมขน 2 % - 25 %) โดยพบวา
ยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสชนิดนี้มีขนาด 1,053 bp แปลรหัสเปนเอนไซมท่ีประกอบดวยกรดอะมิโน 
350 เรสิดิวส ซ่ึงแสดงความคลายคลึง 48 % กับเอนไซม Endoglucanase ท่ีเคยมีรายงานไวแลว 
ผูวิจัยไดมีการโคลนยีนดังกลาวและทําใหเกิดการแสดงออกใน E. coli BL21 (DE3) จากนั้นวิเคราะห
กิจกรรมเอนไซม พบวาเอนไซมชนิดนี้ดําเนินกิจกรรมไดดีท่ี pH 5 อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส และท่ี
สําคัญ เอนไซมชนิดนี้มีความสามารถในการทนเกลือไดมากกวา 5 M  ซ่ึงเปนคุณสมบัติท่ีแตกตางจาก 
Endoglucanase ชนิดอ่ืนๆ ท่ีเคยรายงานไว อีกท้ังยังมีความเสถียรมากตอ pH ในชวง 4-12 และ
อุณหภูมิ 40-60 องศาเซลเซียส 

จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศท่ีมีความเค็มสูง เชน นาเกลือ ตองมีการปรับตัวเพ่ือให
สามารถดํารงชีวิตอยูได  การปรับคุณสมบัติของเอนไซมท่ีเซลลสรางข้ึนนับวาเปนปรับตัวท่ีสําคัญ
ประการหนึ่ง เนื่องจากเอนไซมเปนสารชีวโมเลกุลท่ีสําคัญในการดําเนินกิจกรรมเมแทบอลิซึมท่ี
เก่ียวของกับการเจริญและการอยูรอดของเซลล  เอนไซมของจุลินทรียในนาเกลือสามารถทํางานไดใน
สภาพแวดลอมท่ีมีความเค็มสูง ท้ังนี้อาจสืบเนื่องมาจากการท่ีเอนไซมดังกลาวมีคุณสมบัติพิเศษตางไป
จากเอนไซมของจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมปกติ โดยมีการเรียกเอนไซมเหลานี้วา 
extremozymes  ในปจจุบันมีการคนหาเอนไซมท่ีมีคุณสมบัติใหมๆ จากจุลินทรียกลุมฮาโลไฟลจาก
สิ่งแวดลอมท่ีมีสภาวะรุนแรง เพ่ือเปนทางเลือกสําหรับนําไปใชประโยชนทางดานเทคโนโลยีชีวภาพ  

 
3.1  ชนิดและการทํางานของเอนไซมเซลลูเลส (Cellulases) 

เอนไซมเซลลูเลสเปนเอนไซมท่ียอยสลายเซลลูโลสซ่ึงเปนองคประกอบหลักของ 
ผนังเซลลพืชและเปนพอลิเมอรท่ีพบมากท่ีสุดในธรรมชาติ เซลลูโลสประกอบดวยหนวยยอยของ

น้ําตาลกลูโคสจํานวนมากเชื่อมตอกันเปนสายยาวดวยพันธะ β-1,4-glycosidic โดยเอนไซมเซลลูเลส   

ทําหนาท่ียอยสลายพันธะ β-1,4-glycosidic ภายในโครงสรางโมเลกุลของเซลลูโลส  โครงสรางท่ัวไป
ของเอนไซมเซลลูเลสประกอบดวย 2 สวนไดแก สวนท่ีทําหนาท่ีเรงปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลส 
(Catalytic domain) และสวนท่ีทําหนาท่ีจับกับเซลลูโลส (Cellulose-binding domain) โดยท้ัง    
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2 สวนของเอนไซมจะเชื่อมตอกันดวยพันธะเปปไทด การเรงปฏิกิริยาทําใหเซลลูโลสถูกยอยสลายและ
ละลายน้ําไดดียิ่งข้ึน ซ่ึงทําใหเอนไซมเซลลูเลสยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสงายข้ึน (Sukumaran 
et al., 2005) 

กลไกการยอยสลายเซลลูโลส ประกอบดวยเอนไซม 3 กลุม หลักๆ ซ่ึงทําหนาท่ี    ยอย
สลายเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคส ไดแก 

(1) Endo-glucanase (Endo-β-1,4-glucanase, Endo-β-1,4-D-glucan-4- 
glucanohydrolase, E.C.3.2.1.4) ทําหนาท่ียอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ีไมเปนระเบียบ 
(Amorphous) หรืออนุพันธของเซลลูโลส เชน เซลลูโลสท่ีผานการทําปฏิกิริยากับกรดฟอสฟอริก 
(Phosphoric swollen cellulose) และคารบอกซีเมทิลเซลลูโลส (Carboxyl methylcellulose) 

เอนไซมกลุมนี้ทําหนาท่ีตัดพันธะ β-1,4-glycosidic แบบสุม ทําใหไดผลิตภัณฑเปนโอลิโกแซคคาไรด 
(Oligosaccharides) (Wood, 1989) นอกจากนี้ยังทําใหไดผลิตภัณฑเปนเซลโลไบโอส (Cellobiose) 
และกลูโคสอีกดวย (Sharada et al. 2014) 

(2) Exo-glucanase (Exo-β-1,4-D-glucan-4-cellobiohydrolase,  
E.C.3.2.1.91) ทําหนาท่ียอยสลายเซลลูโลสโดยแยกหนวยยอยเซลโลไบโอส (Cellobiose) ออกจาก
ปลายดานท่ีไมมีน้ําตาลรีดิวซ (Non-reducing end) ของสายเซลลูโลส ผลิตภัณฑสวนใหญท่ีไดเปน
น้ําตาลเซลโลไบโอส  นอกจากนี้เอนไซมกลุมนี้ยังสามารถยอยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสในสวนท่ี
จัดเรียงตัวเปนระเบียบ (Microcrystalline cellulose) เชน Avicel (Sharada et al., 2014; 
Sadhu & Maiti, 2013)  

(3) β-1,4-Glucosidase หรือ Cellobiase (E.C.3.2.1.21) ทําหนาท่ียอยสลาย  
เซลโลไบโอส (Cellobiose) และเซลโลแดกซทริน (Cellodextrin) ท่ีละลายน้ําไดไปเปนน้ําตาล
กลูโคส (Shewale, 1982; Ryu & Mandels, 1980) 

การยอยสลายเซลลูโลสท่ีสมบูรณจะเปลี่ยนเซลลูโลสไปเปนน้ําตาลกลูโคสไดจําเปนตอง
อาศัยการทํางานรวมกันของเอนไซมท้ัง 3 ชนิด การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสแสดงดังภาพท่ี 2-1  
การทํางานของเอนไซมเซลลูเลสถูกยับยั้งไดดวยผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนกลาวคือ ถามีปริมาณของกลูโคสท่ี
ผลิตไดมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม β -Glucosidase ซ่ึงจะทําใหเกิดการสะสมของ      
เซลโลไบโอส  เม่ือเซลโลไบโอสมีปริมาณมากจะไปยับยั้งการทํางานของเอนไซม Endoglucanase 
และ Exoglucanase ทําใหปฏิกิริยาการยอยสลายเซลลูโลสเกิดข้ึนไดชาลง และปฏิกิริยาจะหยุดลง 
ในท่ีสุด (Xie et al., 2007; Sharada et al., 2014) 
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ภาพท่ี 2-1  การยอยสลายเซลลูโลสโดยระบบเอนไซมเซลลูเลส 
(ท่ีมา : Xie et al., 2007) 

 
 

3.2  เอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ 
เซลลูเลสเปนเอนไซมท่ีถูกนําไปประยุกตใชทางดานอุตสาหกรรมท่ีหลากหลาย 

โดยเฉพาะอุตสาหกรรมสิ่งทอ อุตสาหกรรมผลิตผงซักฟอกและน้ํายาปรับผานุม รวมท้ังในปจจุบัน    
มีความสนใจนําเอนไซมเซลลูเลสมาใชในการผลิตไบโอเอทานอล โดยใชเอนไซมเซลลูเลสยอยสลาย
วัตถุดิบประเภทเซลลูโลสใหไดเปนน้ําตาล สําหรับนําไปใชในข้ันตอนการผลิตเอทานอลตอไป  
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Halocella cellulolytica เปนแบคทีเรียฮาโลไฟลชนิดแรกท่ีมีรายงานวามีความสามารถใน
การผลิตเอนไซมเซลลูเลส (Simankova et al., 1993) หลงัจากนั้นเปนตนมา มีนักวิจัยใหความสนใจ
ศึกษาเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและ/หรือทนเกลือกันมากข้ึน เชน 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) เปนตน และเม่ือมีการพัฒนาเทคนิคทางดาน
เมตาจีโนมิกส ไดมีการนําเทคนิคดังกลาวมาใชในการคนหา ศึกษาและคัดเลือกขอมูลของยีนนํารหัส
เอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนม (Metagenomic library) โดยท่ีไมผานข้ันตอนการคัดแยก
จุลินทรียโดยตรง (Voget et al., 2006) ทําใหการคนหาและคัดเลือกเอนไซมจากตัวอยางสิ่งแวดลอม
มีความสะดวก รวมท้ังการนําเอนไซมท่ีไดมาดัดแปลงตามตองการยังสามารถทําไดโดยไรขีดจํากัด 

เอนไซมจากจุลินทรียชอบเกลือมักมีองคประกอบของกรดอะมิโนชนิดท่ีมีคุณสมบัติเปน
กรด (acidic amino acids) อยูในสัดสวนสูง สงผลใหบริเวณผิวหนาของเอนไซมมีประจุลบอยูเปน
จํานวนมาก ทําใหเอนไซมมีความยืดหยุนและไมเกิดการเกาะกลุมในสภาวะท่ีมีความเขมขนของเกลือ
สูงดังเชนท่ีเกิดกับเอนไซมท่ีมาจากจุลินทรียปกติ (Ventosa et al., 2011)  ในปจจุบันมีความสนใจ
ศึกษาเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชอบเกลือและจุลินทรียทนเกลือ การท่ีเอนไซมจากจุลินทรียกลุม
นี้ไดรับความสนใจอยางมาก เนื่องจากเอนไซมดังกลาวมีคุณสมบัติพิเศษ เชน เสถียรตออุณหภูมิ 
ความเค็ม ความเปนดาง ทําใหเปนขอดีในการเปนตัวเลือกสําหรับการประยุกตใช 
 
 
 



บทที่ 3 
วัสดุอุปกรณและวิธีทดลอง 

 
 
1.  ตัวอยางดินนาเกลือ 

เก็บตัวอยางดินจากนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา (เดือนกรกฎาคม พ.ศ. 2556) โดยสุมเก็บ
จากบริเวณตางๆ จํานวน 5 ตัวอยาง  เก็บรักษาตัวอยางท่ีอุณหภูมิ 4 ºC ระหวางการขนสงตัวอยาง
มายังหองปฏิบัติการ นําตัวอยางท้ังหมดมาเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ -20 ºC จนกวาจะนําไปสกัดดีเอ็นเอ  
 
2.  การสกัดเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอท้ังหมดจากตัวอยางตะกอนดิน ทําโดยนําดิน 5 กรัม มาบดใหละเอียดใน
สภาวะท่ีใชไนโตรเจนเหลว จากนั้นนําไปสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดสําเร็จรูป GF-1 Soil sample 
DNA extraction kit (Vivantis, Malaysia) 

 
3.  การศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือ 

3.1  การเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA  
คูไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกิริยาพีซีอารเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีน 16S rRNA จากเมตาจีโนมิก    

ดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนมัยซีสและอารเคีย และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ   
ราสายและยีสต แสดงในตารางท่ี 3-1  

 
ตารางท่ี 3-1  คูไพรเมอรท่ีใชในเพ่ิมปริมาณยีนเครื่องหมายสําหรับศึกษาความหลากหลายของ
จุลินทรียในจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
 

ยีน/ดีเอ็นเอ
เปาหมาย 

ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’… 3’) 
ขนาด 

แอมพลิคอน 
(~bp) 

 
อางอิง 

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 
 (อารเคีย) 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 (ขอ 2) มาใชเปนแมแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร โดย
ผสมองคประกอบตางๆ ตามลําดับ ลงในหลอดพีซีอารขนาด 200 ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรสุดทาย
เทากับ 50 ไมโครลิตร  องคประกอบของปฏิกิริยามีดังนี้ 1X PCR buffer, MgCl2 1.5 mM, 

Deoxynucleoside triphosphate ท้ัง 4 ชนิด (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP) ชนิดละ 0.2 
mM, ไพรเมอร (แตละสาย) 0.5 µM, Taq DNA polymerase (Vivantis, Malaysia) 2.5 ยูนิต และ
ดีเอ็นเอแมแบบ (10 ng/µl) ปริมาตร 5 µl  เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมาย (16S rRNA หรือ 18S rRNA) 
ในเครื่อง DNA thermal cycler (Biometra® TGradient) โดยดําเนินปฏิกิริยาดังนี้  Initial 
denaturation ท่ี 94 ºC 3 นาที ตามดวยข้ันตอน Denaturation ท่ี 94 ºC 45 วินาที  Annealing 
ท่ี 55 ºC 30 วินาที และ Extension ท่ี 72 ºC 2 นาที จํานวน 35 รอบ  ตรวจสอบผลิตภัณฑพีซีอาร
ดวยอะกาโรสเจลอิเลคโตรโฟริซีส (1.2 % agarose gel; 1X TAE buffer) เก็บสารละลายจาก
ปฏิกิริยาพีซีอารสวนท่ีเหลือท่ีอุณหภูมิ -20 ºC เพ่ือนําไปทําบริสุทธิ์ตอไป โดยดําเนินการตามวิธีท่ีระบุ
ในชุด Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega, USA) 
 

3.2  การสรางหองสมุดยีน rRNA และการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลิตภัณฑพีซีอารของยีน rRNA ท่ีไดจากการใชเมตาจีโนมเปนแมแบบและผานการทํา

บริสุทธิ์แลว มาเชื่อมตอกับเวกเตอร pGEM®-T Easy (Promega)  นําดีเอ็นเอท่ีไดเคลื่อนยายดีเอ็นเอ
ท่ีผานการเชื่อมตอแลวเขาสูเซลลคอมพีเทนต E. coli JM109 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลนโดยวิธี 
blue-white screening บนอาหาร Luria-Bertani (LB) agar ท่ีผสม IPTG และ X-gal  เก็บโคลน   
สีขาวทุกโคลน (ซ่ึงคาดวาเปนรีคอมบิแนนทโคลน) พรอมท้ังนําไปเก็บรักษาในอาหาร LB broth      
ท่ีผสมกลีเซอรอล ความเขมขน 30 %  

นํารีคอมบิแนนทโคลนมาเพาะเลี้ยงในอาหาร LB broth เปนเวลาขามคืน จากนั้น      
สกัดพลาสมิด (รีคอมบิแนนทพลาสมิด; pGEM®-T Easy + insert) โดยใชชุดสกัด PureYield™ 
Plasmid Miniprep System (Promega) ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิด 
โดยวิธีการตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม (เรสทริกชันเอนไซมท่ีสามารถนํามาใชในการตัดเพ่ือปลอย    
ชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิดออกมาเปนอิสระ ไดแก BstZI, EcoRI และ NotI ซ่ึงในงานวิจัยนี้
เลือกใช EcoRI)  

นํารีคอมบิแนนทพลาสมิดท่ีผานการตรวจยืนยันขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนโมเลกุล 
สงไปอานลําดับนิวคลีโอไทดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีโคลนได 2(First BASE Laboratories Sdn Bhd, 
Malaysia) นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดมาเปรียบเทียบความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฏอยูใน
ฐานขอมูล GenBank ซ่ึงอยฏบน NCBI (National Center for Biotechnology 
Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดย1ใชโปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST)   

นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีปรากฏอยูในหองสมุดยีน rRNA ของจุลินทรียแตละกลุม    
มาวิเคราะหเปรียบเทียบในลักษณะเปนคู (Pairwise analysis, PSA) โดยในการศึกษานี้ใชคา 
similarity cutoff สําหรับแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสท่ี 97 % และ 99 % ตามลําดับ 
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3.3  การวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของจุลินทรีย 
คัดเลือกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rRNA ของจุลินทรียท่ีตรวจพบจากเมตาจีโนมของ

ดินนาเกลือรวมท้ังขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเดียวกันจากจุลินทรียสายพันธุตางๆ ท่ีแสดงคา
เปอรเซ็นตความคลายคลึงในระดับตาง ๆ เม่ือเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีกําลังศึกษาจากฐานขอมูล 
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) โดยจัดเรียงขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดใหอยู
ในรูปแบบ Fasta (Fasta format) พรอมกับบันทึกไฟลดวยโปรแกรม Notepad จากนั้นนําขอมูล             
ลําดับนิวคลีโอไทดท่ีคัดเลือกมาทําการจัดเรียงแบบ Multiple sequence alignment (MSA)     
โดยใชโปรแกรม ClustalW ผานทางโปรแกรม BioEdit  นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีผานการทํา 
MSA แลวมาคัดเลือกบริเวณท่ีเหมาะสมสําหรับใชเปนขอมูล (Informative site) ดวยโปรแกรม 
Gblock และนําไฟลขอมูลจาก Gblocks มาวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและสรางแผนภูมิ
ไฟโลแกรม (Phylogram) โดยใชโปรแกรม MEGA 6 เลือกทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิดวยวิธี 
Bootstrapping (1,000 ซํ้า)  

 
3.4  การยืนยันแทกซอน 

ยืนยันแทกซอนของจุลินทรียจากเมตาจีโนมท่ีศึกษา โดยใชระดับความคลายคลึงของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนเครื่องหมาย 97 % ในการระบุแทกซอนระดับจีนัส และ 99 % สําหรับระบุ  
แทกซอนระดับสปชีส รวมกับขอมูลสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
 
4.  การคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสบางสวนจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 

นําตัวอยางเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอมาตัดดวยเรสทริกชันเอนไซม จากนั้นเชื่อมตอเขากับ  
พลาสมิดเวกเตอร pUC19 แลวนํามาทรานสฟอรมเขาสู E. coli JM109  คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลน
ดวยวิธี Blue-white screening  จากนั้นนํารีคอมบิแนนทโคลนท้ังหมดมาตรวจคัดกรองกิจกรรม
เอนไซมเซลลูเลส โดยเพาะเลี้ยงเชื้อแบบจุด (Point inoculation) บนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar และยอมดวย 0.1 % Congo red  ตรวจสอบการเจริญ
และการปรากฏของโซนใสรอบโคโลนี   

 
 
 
 



บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
ตอนท่ี 1  ความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือ 

 
จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียจากเมตาจีโนมของตัวอยางดินท่ีเก็บมาจาก

พ้ืนท่ีนาเกลือ ในจังหวัดฉะเชิงเทรา โดยสรางหองสมุดยีน 16S rRNA ของแบคทีเรียท่ัวไป        
แอคทิโนมัยซีสและอารเคีย ซ่ึงมีจํานวนโคลนเทากับ 69, 7 และ 58 โคลน ตามลําดับ รวมท้ังสราง
หองสมุดดีเอ็นเอในสวน ITS ของราสายและยีสต ซ่ึงมีจํานวน 27 โคลน ดังแสดงในภาพท่ี 4-1  

 

 
 
ภาพท่ี 4-1  จํานวนโคลนของจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคียท่ีปรากฏ
ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของจุลินทรียแตละกลุม และจํานวนโคลนของจุลินทรียกลุมรา (ราสาย
และยีสต) ท่ีปรากฏในหองสมุด ITS จากเมตาจีโนมของดินนาเกลือในจังหวัดฉะเชิงเทรา   
 
 
1.  แบคทีเรียท่ัวไปและแอคทิโนแบคทีเรีย 

เม่ือนําโคลนท่ีปรากฎอยูในหองสมุดยีน 16S rRNA ของกลุมแบคทีเรียท่ัวไปและ        
แอคทิโนแบคทีเรียไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวาแทกซอนของแบคทีเรียสวนใหญ 
เปนสมาชิกในไฟลัม Proteobacteria (49.3 %) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (36.2 %) และ   
ไฟลัม Bacteroidetes (14.5 %) ดังแสดงในภาพท่ี 4-2   
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ภาพท่ี 4-2  ความถ่ีของการพบแบคทีเรียไฟลัมตางๆ จากโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดยีน 16S rRNA 
ซ่ึงไดจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดฉะเชิงเทรา 

 
 

1.1  ความหลากหลายของแทกซอนและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียท่ัวไป 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของจุลินทรียกลุมแบคทีเรียท่ัวไป 

ประมาณ 98-100 % ของแตละขอมูลถูกนําไปวิเคราะหความคลายคลึงเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
GenBank โดยโปรแกรม BLAST (blastn) พบวาขอมูลของแบคทีเรียจากดินนาเกลือท่ีศึกษาแสดง
ความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank ในระดับท่ีสูงถึง 98-100 %  ตารางท่ี 
4-1 เปนผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จากโคลนท่ี
เลือกเปนตัวแทนในการนําเสนอ โดยกําหนดใหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท่ีแสดงความคลายคลึงกัน
ตั้งแต 97 % และ 99 % ข้ึนไป ถือวาเปนแทกซอนระดับจีนัสและสปชีสเดียวกัน ตามลําดับ โดยใน
การศึกษานี้พบแบคทีเรียท่ีแตกตางกันอยางนอย 18 สปชีส 
 
ตารางท่ี 4-1  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนจากหองสมุดยีน 16S rRNA 
ของแบคทีเรียในดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 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 (ตอ) 
 
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  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 22 กรกฏาคม 2559 

 
 

เม่ือพิจารณาเฉพาะกลุมแบคทีเรียท่ัวไป สมาชิกของแบคทีเรียในไฟลัม 
Proteobacteria ซ่ึงมีจํานวนมากท่ีสุดนั้น สวนใหญอยูในคลาส Gamma-Proteobacteria โดย
แทกซอนท่ีโดดเดนคือ Halomonas aquamarina ซ่ึงพบถึง 14 โคลน (20.3 %) แทกซอนท่ีพบ
โดดเดนอีกแทกซอนหนึ่งเปนแบคทีเรียในไฟลัม Firmicutes คือ Salimicrobium halophilum 
พบ 14 โคลน (20.3 %)  สวนแบคทีเรียในไฟลัม 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  (ตอ) 
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 

 
 

เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนแบคทีเรียท่ีเลือกเปน
ตัวแทน (ตารางท่ี 4-1) ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแบคทีเรียแทกซอนตางๆ ท่ี
แสดงความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด พบวาตําแหนงบนแผนภูมิของแตละโคลนปรากฏ
อยูในตําแหนงท่ีสอดคลองกับขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 4-3) 
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ภาพท่ี 4-3  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแบคทีเรียท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 16S rRNA และใชโมเดล Kimura 2-parameter ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ      
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแบคทีเรียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,286 ตําแหนง 
ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 53 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธ  
เชิงวิวัฒนาการ โดยมี Halobacterium halobium (M11583) เปนแทกซอนนอกกลุม 

Gamma- 
Proteobacteria 

Delta- 
Proteobacteria 

Alpha- 
Proteobacteria 

Bacteroidetes 

Firmicutes 
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1.2  ความหลากหลายของแทกซอนและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ                    
ของแอคทิโนแบคทีเรีย 
ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรีย ตรวจพบสมาชิกท่ีสามารถระบุ   

แทกซอนระดับจีนัสได 2 จีนัส คือ Streptomyces จํานวน 2 โคลน และ Saccharopolyspora  
จํานวน 3 โคลน (ตารางท่ี 4-2)  โดยในจํานวนนี้พบวา 2 โคลน (ACT-B01 และ ACT-C01) แสดง
ความคลายคลึง 99 % กับ Saccharopolyspora spinosa strain JCM 9375 (LC149867)       
ทําใหสามารถระบุแทกซอนของท้ังสองโคลนนี้เปน S. spinosa  สวนอีก 1 โคลน (ACT-D01) แสดง
ความคลายคลึง 97 % กับ Saccharopolyspora thermophile strain JCM 10664 (LC076550) 
จึงระบุแทกซอนของโคลนนี้เปน Saccharopolyspora sp.  (ตารางท่ี 4-4)  นอกจากนี้พบโคลน    
ท่ียังไมสามารถระบุแทกซอนระดับจีนัสไดอีก 2 โคลน (โคลนตัวแทนคือ ACT-E02) โดยมีความ
คลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA สูงสุดเพียง 92 % กับ Uncultured 
bacterium clone MN23 ซ่ึงทําใหคาดไดวาดินจากนาเกลือท่ีนํามาศึกษามีแอคทิโนแบคทีเรียซ่ึงยัง
ไมเปนท่ีรูจักมากอน 
 
 
ตารางท่ี 4-3  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของแอคทิโนแบคทีเรียจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
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  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล 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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เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของโคลนแอคทิโนแบคทีเรีย       
ท่ีเลือกเปนตัวแทน (ตารางท่ี 4-3) ไปวิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแอคทิโนแบคทีเรีย
แทกซอนตางๆ ท่ีแสดงความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดกับแตละโคลน พบวาตําแหนง
บนแผนภูมิของแตละโคลนปรากฏอยูในตําแหนงท่ีสอดคลองกับขอมูลความคลายคลึงของลําดับ     
นิวคลีโอไทด (ภาพท่ี 4-4) โดย ACT-B01 และ ACT-C01 มีสายวิวัฒนาการท่ีใกลชิดกันมากและ    
มีบรรพบุรุษรวมกับ Saccharopolyspora spinosa ซ่ึงมีสายวิวัฒนาการแยกออกจากโคลน   
ACT-D01 อยางชัดเจน สวนโคลน ACT-A01 มีตําแหนงอยูในเคลดท่ีประกอบดวยสมาชิกในจีนัส 
Streptomyces โดยเปนเคลดพ่ีนองกับสมาชิกในจีนัส Saccharopolyspora ในขณะท่ีโคลน  
ACT-E02 แยกตัวออกมาอยูในอีกคลัสเตอรหนึ่ง 

 

 
 

ภาพท่ี 4-4  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของแอคทิโนแบคทีเรียท่ีพบในเมตาจีโนมของ      
ดินนาเกลือ สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับ       
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ       
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของแอคทิโนแบคทเรียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิ   
โดยวิธี Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,341 
ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 15 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสราง    
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Nostoc punctiforme (NR_074317) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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2.  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของอารเคียในดินนาเกลือ 
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของจุลินทรียกลุมอารเคีย ประมาณ          

98-100 % ของแตละขอมูลซ่ึงมีความยาวประมาณ 1,500 bp ถูกนําไปวิเคราะหความคลายคลึง
เปรียบเทียบกับฐานขอมูล GenBank โดยโปรแกรม BLAST (blastn) พบวาขอมูลของอารเคียจาก
ดินนาเกลือท่ีศึกษาแสดงความคลายคลึงกับขอมูลท่ีปรากฎอยูในฐานขอมูล GenBank ในระดับท่ีสูง
ถึง 98-100 %  ตารางท่ี 4-5 เปนผลการวิเคราะหความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน 16S rRNA จากโคลนท่ีเลือกเปนตัวแทนในการนําเสนอ โดยกําหนดใหขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด  
ท่ีแสดงความคลายคลึงกันตั้งแต 97 % และ 99 % ข้ึนไป ถือวาเปนแทกซอนระดับจีนัสและสปชีส
เดียวกัน ตามลําดับ โดยในการศึกษานี้พบแบคทีเรียท่ีแตกตางกันในระดับสปชีส อยางนอย         
11 แทกซอน (ตารางท่ี 4-6) 

 
ตารางท่ี 4-5  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของอารเคียจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 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  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล ณ วันท่ี 22 กรกฏาคม 2559 
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แทกซอนของอารเคียท่ีพบมากท่ีสุดคือ Halobacterium salinarum (36.12 %) 
รองลงมาคือ Halobacterium sp. (13.76 %) Halomarina sp. (12.04 %) และ 
Halobacterium halobium (10.32 %) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบอารเคียในจีนัส Haloferax, 
Haloquadratum, Halococcus และ Haloarcula (ตารางท่ี 4-6) 

 
ตารางท่ี 4-6  การระบุแทกซอนของอารเคีย (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 

 
 

อารเคียท้ังหมดท่ีพบอยูในไฟลัม Euryarchaeota  แผนภมิูตนไมท่ีแสดงสายสัมพันธ       
เชิงวิวัฒนาการ แบงโคลนของอารเคียท่ีนํามาวิเคราะหออกเปน 2 คลัสเตอรแยกจากกันอยางชัดเจน 
โดยคลัสเตอรแรกประกอบดวยสมาชิกสวนใหญซ่ึงอยูในจีนัส Halobacterium, Halomarina, 
Halobacterium, Halococcus และ Haloarcula สวนอีกคลัสเตอรหนึ่งประกอบดวยสมาชิก      
2 จีนัส คือ Haloferax, Haloquadratum (ภาพท่ี 4-5) 
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ภาพท่ี 4-5  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของอารเคียท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ  
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด   
ของยีน 16S rRNA และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปน
ความยาวก่ิงของอารเคียแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping 
จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA จํานวน 1,343 ตําแหนง ของขอมูลลําดับ  
นิวคลีโอไทดท้ังหมด 31 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ  
โดยมี Nostoc punctiforme (NR_074317) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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3.  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสายและยีสตในดินนาเกลือ 
ดีเอ็นเอเครื่องหมายท่ีใชในการจําแนกราคือ ITS ซ่ึงครอบคลุมบริเวณ ITS1, ยีน 5.8S rRNA 

และ ITS2  ในหองสมุดดีเอ็นเอท่ีสรางข้ึน มีจํานวนโคลนท้ังสิ้น 27 โคลน เม่ือวิเคราะหลําดับ        
นิวคลีโอไทด พบวาเปนราสายจํานวน 22 โคลน และอีก 5 โคลน เปนขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
ยีสต (ตารางท่ี 4-7 และ 4-8) 

 
ตารางท่ี 4-7  ความคลายคลึงของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของโคลนในหองสมุดยีน 16S rRNA  
ของราสายและยีสตจากดินนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา เม่ือวิเคราะหเปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
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  ขอมูลท่ีแสดงเปนผลการเปรยีบเทียบท่ีแสดงคาความเหมือนของลําดับนิวคลโีอไทดสูงสุดโดยมีคะแนน
จากการวิเคราะหโดยโปรแกรม blastn สูงท่ีสุด (Total score และ Max score) 

วิเคราะหขอมูล 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 ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสาย 
แทกซอนของราสายท่ีพบมากท่ีสุดคือ จีนัส Aspergillus (9 โคลน; 33.3 %) โดยพบ         

6 สปชีส 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 %)  สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสาย
แสดงดังภาพท่ี 4-6 
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ภาพท่ี 4-6  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของราสายท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ       
สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ 
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปน
ความยาวก่ิงของราสายแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping 
จํานวน 1,000 ซํ้า ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 434 ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ท้ังหมด 56 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี 
Chytridium olla ARG 100 (FJ822974) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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3.2  ความหลากหลายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสต 
ยีสตท่ีตรวจพบจัดอยูใน 4 จีนสั คือ Debaryomyces, Rhodotorula, 

Meyerozyma และ Yarrowia  ขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
เครื่องหมายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลนจากนาเกลือท่ีวิเคราะหรวมกับยีสตสายพันธุ
ตางๆ ท่ีอยูในจีนัสเหลานี้ ทําใหสามารถระบุแทกซอนของยีสตท่ีพบเปน 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  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตท่ีพบในเมตาจีโนมของดินนาเกลือ สรางข้ึน
ดวยวิธ ีNeighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิง
ของยีสตแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า 
ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 506 ตําแหนง ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 10 ขอมูล 
ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ โดยมี Schizosaccharomyces 
cryophilus OY26 (GU470885) เปนแทกซอนนอกกลุม 

 
 

ในสวนของโคลน FUNG-E04 ซ่ึงเม่ือวิเคราะหความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด 
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS ทําใหสามารถระบุแทกซอนเบื้องตนของโคลนนี้วาเปน Yarrowia lypolytica 
ซ่ึงเปนยีสตในแฟมิลิ Dipodascaceae  เม่ือนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ FUNG-E04 ไป
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับยีสตอีก 3 โคลนดังกลาวขางตน พบวามีสายวิวัฒนาการ
ท่ีแยกออกมา (ไมไดแสดงขอมูล) ดังนั้นจึงไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ FUNG-E04 มา
วิเคราะหสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการรวมกับแทกซอนท่ีเก่ียวของ แผนภูมิตนไมซ่ึงสรางข้ึนดวยวิธี 
Neighbor-Joining โดยมีแทกซอนรวมเปนสมาชิกในแฟมิลีเดียวกัน 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 แสดงใหเห็นอยางชัดเจนวา FUNG-E04 มีบรรพบุรุษรวมลาสุดกับ Yarrowia 
lypolytica สายพันธุตางๆ ทําใหสามารถยืนยันแทกซอนของโคลน FUNG-E04 วาเปน Yarrowia 
lypolytica (ตารางท่ี 4-7, 4-8 และภาพท่ี 4-8) 

 
 
 
ภาพท่ี 4-8  แผนภูมิสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีสตโคลน FUNG-E04 ท่ีพบในเมตาจีโนมของ  
ดินนาเกลือ สรางข้ึนดวยวิธี Neighbor-Joining บนโปรแกรม MEGA 6 โดยอาศัยขอมูลลําดับ       
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบริเวณ ITS และใช p-distance ในการคํานวณระยะหางทางวิวัฒนาการ 
ซ่ึงปรากฏเปนความยาวก่ิงของยีสตแตละแทกซอน ทดสอบความเชื่อม่ันของแผนภูมิโดยวิธี 
Bootstrapping จํานวน 1,000 ซํ้า  ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS จํานวน 467 ตําแหนง ของขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดท้ังหมด 7 ขอมูล ถูกนํามาใชในการวิเคราะหและสรางสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ 
โดยมี Candida albicans Kw1772 (HE860439) เปนแทกซอนนอกกลุม 
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ตอนท่ี 2  การคนหายีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากหองสมุดเมตาจีโนมของดินนาเกลือ 
 
ในงานวิจัยนี้ไดนําเมตาจีโนมิกดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากดินท้ัง 5 ตัวอยาง มาตัดดวยดวยเอนไซม 

BamHI จากนั้นโคลนเขาสูเวกเตอร pUC19 คัดเลือกรีคอมบิแนนทโคลน ไดท้ังหมด 1,058 โคลน 
(ตารางท่ี 4-9)  เม่ือนําโคลนท้ังหมดไปตรวจสอบกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส (Functional 
screening)  โดยเพาะเลี้ยงโคลนท่ีไดท้ังหมดบนอาหาร Carboxymethylcellulose (CMC) agar 
และยอมดวย 0.1 % Congo red  อยางไรก็ตาม ในการศึกษานี้ไมพบโคลนท่ีแสดงกิจกรรมของ
เอนไซมดังกลาว 
 
ตารางท่ี 4-9  จํานวนโคลน (n = 1,058) ท่ีไดจากหองสมุดเมตาจีโนมของตัวอยางดินนาเกลือ 
จํานวน 5 ตัวอยาง 

หองสมุดเมตาจีโนม 
ของตัวอยางดินนาเกลือ 

ขนาดหองสมุด 
(โคลน) 

จํานวนโคลนท่ีแสดงกิจกรรม 
เอนไซมเซลลูเลส 

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

 
 

ในลําดับตอมา ไดมีการนําไพรเมอรท่ีออกแบบมาสําหรับเพ่ิมปริมาณยีนนํารหัสเอนไซม

เซลลูเลส (β-glucosidase) ซ่ึงผูวิจัยไดออกแบบไวสําหรับใชในการเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวของ
แอคทิโนแบคทีเรียจีนัส Streptomyces แตก็ไมสามารถเพ่ิมปริมาณยีนดังกลาวได ทําใหผูวิจัยไมได
ศึกษาในหัวขอนี้ตอไป 
 
 
 
 
 
 



บทที่ 5 
สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียในดินนาเกลือท่ีเก็บจากจังหวัดฉะเชิงเทรา โดย
ใชวิธีสรางหองสมุดยีน 16S rRNA หรือหรือหองสมุดดีเอ็นเอบริเวณ ITS จากเมตาจีโนม พบจุลินทรีย
กลุมแบคทีเรียท่ัวไป แอคทิโนแบคทีเรีย อารเคีย ราสายและยีสต ในหองสมุดยีน 16S rRNA ของ
แบคทีเรีย พบไฟลัม Proteobacteria มากท่ีสุด (49.3 %) รองลงมาคือไฟลัม Firmicutes (36.2 %) 
และไฟลัม Bacteroidetes (14.5 %)  จีนัสตัวแทนท่ีพบโดดเดนของแบคทีเรียท่ัวไป คือ 
Halomonas, Salimicrobium และ Salinibacter ในขณะท่ีในหองสมุดยีน 16S rRNA ของ   
แอคทิโนแบคทีเรีย พบจีนัส Streptomyces และ Saccharopolyspora รวมท้ังพบวามี         
แอคทิโนมัยซีสอีกอยางนอย 1 จีนัสท่ีคาดวานาจะเปนจีนัสใหม  สําหรับหองสมุด ITS พบวามีความ
หลากหลายของแทกซอน โดยพบท้ังราสายและยีสตซ่ึงจีนัสตัวแทนท่ีพบมากคือ Aspergillus และ 
Meyerozyma ตามลําดับ  อยางไรก็ตามตรวจไมพบยีนนํารหัสเอนไซมเซลลูเลสจากเมตาจีโนมของ
ดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษาทุกตัวอยาง ซ่ึงจําเปนตองมีการพัฒนาวิธีการตรวจสอบในลําดับตอไป 
 
อภิปรายผลการทดลอง 

นาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาพแวดลอมท่ีมีความรุนแรงของปจจัยดานความเค็ม จุลินทรีย
ท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศแหงนี้จําเปนตองมีการปรับตัวในดานตางๆ เพ่ือใหสามารถดํารงชีวิตอยูได ซ่ึง
ไมเพียงแตการปรับตัวในดานการรักษาสมดุลของแรงดันออสโมติกภายในเซลลเทานั้น แตจุลินทรียยัง
จําเปนตองมีการปรับตัวในดานอ่ืนๆ เชน โครงสรางและสวนประกอบของเซลล และการสรางเอนไซม
ชนิดตางๆ ท่ีมีคุณสมบัติพิเศษสําหรับใชในการดําเนินวิถีเมแทบอลิซึม ดวยเหตุผลดังกลาวทําใหระบบ
นิเวศท่ีมีความเค็มสูง เชน นาเกลือ มีความนาสนใจท่ีจะเปนแหลงสําหรับคนหาจุลินทรียชนิดใหมๆ ท่ี
อาจมีความสามารถในการสรางเอนไซมหรือโปรตีนท่ีมีคุณสมบัติพิเศษแตกตางไปจากท่ีเคยพบใน
จุลินทรียท่ีอาศัยอยูในสภาพแวดลอมปกติ 

จุลินทรียเปนกลุมของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กท่ีมีบทบาทสําคัญในทุกระบบนิเวศ โดยถือเปน
สิ่งมีชีวิตพ้ืนฐานท่ีชวยใหเกิดการขับเคลื่อนและรักษาสมดุลของระบบนิเวศ  บทบาทสําคัญของ
จุลินทรียแตละกลุมท่ีอาศัยอยูในระบบนิเวศเก่ียวของโดยตรงกับการหมุนเวียนของสารอาหาร เพ่ือ
สงผานไปยังสิ่งมีชีวิตกลุมตางๆ อยางไรก็ตามเนื่องจากนาเกลือเปนระบบนิเวศท่ีมีสภาวะรุนแรง ซ่ึง
อาจสงผลทําใหจุลินทรียท่ีอาศัยอยูในพ้ืนท่ีนี้มีความหลากหลายไมมากนักก็เปนได แตจุลินทรียท่ีอาศัย
อยูไดก็คาดวานาจะมีคุณสมบัติพิเศษ 

จากการสุมเก็บตัวอยางดินจากนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดฉะเชิงเทรา นํามาศึกษาความ
หลากหลายของจุลินทรียผานกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส พบจุลินทรียในกลุมแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรีย อารเคีย ยีสตและราสาย  ในการศึกษาความหลากหลายของแบคทีเรียท่ัวไป 
แอคทิโนแบคทีเรียและอารเคีย ไดมีการใชคูไพรเมอรยูนิเวอรซัล (Universal primers) เพ่ิมปริมาณ
ยีน 16S rRNA ท่ีจําเพาะตอจุลินทรียแตละกลุมข้ึนมา ซ่ึงออกแบบโดยคณะผูวิจัย ในขณะท่ีโมเลกุล 
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ซ่ึงเลือกมาใชเปนเครื่องหมายสําหรับศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียกลุมยีสตและราสายคือ     
ดีเอ็นเอบริเวณ ITS (White et al., 1990) ซ่ึงผลิตภัณฑพีซีอารท่ีไดจากการใชคูไพรเมอรแตละชุดนั้น
เปนผลิตภัณฑพีซีอารผสมของจุลินทรียแทกซอนตางๆ จึงจําเปนตองนํามาโคลนเพ่ือแยกผลิตภัณฑ 
พีซีอารแตละชิ้นออกจากกัน โดยโคลน 1 โคลน มีผลิตภัณฑพีซีอารแทรกอยู 1 ชิ้น เม่ือนําพลาสมิด  
ท่ีสกัดจากรีคอมบิแนนทโคลนไปอานและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ก็จะทําใหทราบถึงขอมูลลําดับ
นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอท่ีแทรกอยูบนพลาสมิด ซ่ึงนําไปสูการวิเคราะหและระบุแทกซอน 

แบคทีเรียในไฟลัม Proteobacteria เปนกลุมจุลินทรียท่ีพบมากท่ีสุด (49.3 %) ในตัวอยาง
ดินนาเกลือท่ีศึกษา โดยสมาชิกสวนใหญอยูในคลาส Gamma-Proteobacteria เชน Halomonas 
aquamarina, Halomonas halodenitrificans และ Beggiatoa sp. นอกจากนี้ยังพบสมาชิกใน
คลาส Alpha- และ Delta-Proteobacteria ไดแก Roseibacterium sp. และ 
Desulfomicrobium sp. ตามลําดับ  นอกจากนี้ในตัวอยางดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษานี้พบแบคทีเรีย
ในไฟลัม Firmicutes 36.2 % เชน Salimicrobium halophilum และ Halobacillus trueperi 
เปนตน  สวนแบคทีเรียในไฟลัม Bacteroidetes พบ 14.5 % โดยสมาชิกท่ีเดนท่ีสุดคือ 
Salinibacter ruber  ผลการศึกษานี้สอดคลองกับรายงานของ Sardar and Pathak (2014) ท่ี
รายงานวาแบคทีเรียในแฟมิลิ Halomonadaceae เชน Halomonas เปนแบคทีเรียท่ีพบไดบอยใน
พ้ืนท่ีนาเกลือ Mulund ในรัฐ Mumbai ประเทศอินเดีย  แบคทีเรียในจีนัส Halomonas จัดเปน
แบคทีเรียกลุมท่ีชอบเกลือหรือฮาโลไฟล ซ่ึงมีรายงานการคัดแยกไดจากน้ําทะเล ทะเลสาบน้ําเค็มและ
นาเกลือ โดยสามารถพบไดหลากหลายสปชีส เชน H. aquamarina, H. maura (Bouchotroch, 
et al., 2001) H. songnenensis (Jiang, et al., 2014) และ H. smyrnensis ( Poli, et al., 2013) 
เปนตน   

ในดินนาเกลือท่ีศึกษาตรวจพบแอคทิโนแบคทีเรียอยางนอย 2 จีนัส คือ Streptomyces 
และ Saccharopolyspora  โดยปกติแลวในสภาพแวดลอมปกติสามารถพบแอคทิโนแบคทีเรียได
เปนจํานวนมากและหลากหลาย อยางไรก็ตามดินนาเกลืออาจมีสภาวะท่ีไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต
อยู จึงทําใหพบแอคทิโนแบคทีเรียไดไมหลากหลาย อยางไรก็ตาม มีขอมูลท่ีนาสนใจคือพบขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA ของแอคทิโนแบคทีเรียในตัวอยางดินนาเกลือท่ีนํามาศึกษา     
ท่ีสามารถบงชี้ไดวานาจะเปนสปชีสใหม เนื่องจากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวแสดงความ
คลายคลึงสูงสุดเพียง 92 % กับขอมูลของ Uncultured bacterium ท่ีปรากฏอยูในฐานขอมูล 
GenBank  Jose et al. (2013) รายงานการคัดแยกแอคทิโนแบคทีเรียจากพ้ืนท่ีนาเกลือในบริเวณ
ทะเลสาบน้ําเค็ม Sambhar ประเทศอินเดีย เม่ือจําแนกโดยวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของ        
ยีน 16S rRNA พบวาเปนสมาชิกในจีนัส Streptomyces, Pseudonocardia และ 
Actinoalloteichus  สําหรับการศึกษาในประเทศไทย พบรายงานการคัดแยกแอคทิโนแบคทีเรีย  
จากนาเกลือในพ้ืนท่ีจังหวัดสมุทรสาคร สมุทรสงครามและเพชรบุรี เม่ือจัดจําแนกโดยใชขอมูลลําดับ   
นิวคลีโอไทดของยีน 16S rRNA พบวามีความคลายคลึงกับ Streptomyces variabilis โดย      
แอคทิโนแบคทีเรียดังกลาวมีความสามารถในการสรางสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพซ่ึงมีประสิทธิภาพ    
ในการยับยั้งการเจริญของยีสต Candida albicans ได (ปวีณา สุขสอาด และคณะ, 2555)     
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อยางไรก็ตามยังไมมีรายงานการศึกษาความหลากหลายของแอคทิโนแบคทีเรียในพ้ืนท่ีนาเกลือของ
ประเทศไทยโดยใชกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส 

อารเคียเปนจุลินทรียอีกกลุมหนึ่งท่ีพบในดินนาเกลือท่ีเก็บมาจากจังหวัดฉะเชิงเทรา ซ่ึงพบได
คอนขางหลากหลาย แทกซอท่ีพบมากท่ีสุดคือ Halobacterium salinarum (36.12 %) รองลงมา
คือ Halobacterium sp. (13.76 %) Halomarina sp. (12.04 %) และ Halobacterium 
halobium (10.32 %) ตามลําดับ นอกจากนี้ยังพบอารเคียในจีนัส Haloferax, Haloquadratum, 
Halococcus และ Haloarcula  ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สอดคลองกับรายงานของ Zafrilla      
et al. (2010) ซ่ึงศึกษาความหลากหลายของอารเคียในนาเกลือบริเวณ 3Alto Vinalopó Valley 
ประเทศสเปน โดยคณะผูวิจัยดังกลาวนี้พบอารเคียท่ีโดดเดนคือจีนัส Haloarcula, Halorubrum, 
Haloquadratum และ0 Halobacterium 

ราเปนจุลินทรียอีกกลุมหนึ่งท่ีพบไดหลากหลายในดินนาเกลือ ราสายท่ีพบมากท่ีสุดคือจีนัส 
Aspergillus โดยพบ 6 สปชีส คือ A. niger, A. flavus, A. nidulans, A. sojae,  A. brasiliensis 
และ A. carbonarius นอกจากนี้ยังพบราในจีนัสอ่ืนๆ เชน Penicillium, Chaetomium และ 
Cladosporium เปนตน  สอดคลองกับรายงานของอภิรดีและคณะ (2559) ท่ีศึกษาความหลากหลาย
ของราในนาเกลือ จังหวัดฉะเชิงเทรา ซ่ึงไดรายงานการพบราในจีนัสดังกลาวขางตนไวเชนกัน        
ราเหลานี้สามารถพบไดในสภาพแวดลอมปกติ ซ่ึงอาจเปนไปไดวาราเหลานี้มีความสามารถในการ  
ทนเกลือ (Halotolerant)  นอกจากนี้ ในงานวิจัยนี้ยังไดตรวจพบยีสต 4 จีนัส คือ Debaryomyces, 
Rhodotorula, Meyerozyma และ Yarrowia  ขอมูลความคลายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทดของ   
ดีเอ็นเอเครื่องหมายและสายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของโคลนจากนาเกลือท่ีวิเคราะหรวมกับยีสต  
สายพันธุตางๆ ท่ีอยูในจีนัสเหลานี้ ทําใหสามารถระบุแทกซอนของยีสตท่ีพบเปน Debaryomyces 
hansenii, Meyerozyma guilliermondii, Rhodotorula sp. และ Yarrowia lypolytica 

ในงานวิจัยนี ้เบื้องตนไดสํารวจยีนนํารหัสการสรางเอนไซมเซลลูเลส โดยใชกระบวนการตัด         
เมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม (EcoRI) และนํามาโคลนเขาสูเวกเตอร pUC (pUC 19)        
อยางไรก็ตาม เม่ือนํารีคอมบิแนนทโคลนมาตรวจคัดกรองกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสบนอาหาร 
Carboxymethylcellulose (CMC) agar ไมพบโคลนท่ีแสดงผลบวก (ไมไดแสดงผล) ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากหลายสาเหตุ เชน ประสิทธิภาพของการโคลนท่ีต่ํา ทําใหไมสามารถไดโคลนท้ังหมดท่ีควรมี
ได อีกท้ังข้ันตอนการโคลนเก่ียวของกับการตัดเมตาจีโนมดวยเรสทริกชันเอนไซม ยีนเปาหมายอาจถูก
ตัดจนเสียสภาพการทํางานไป อยางไรก็ตาม เม่ือผูวิจัยไดนําไพรเมอรซ่ึงมีความจําเพาะของการ
ออกแบบเพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนเซลลูเลสจากแอคทิโนแบคทีเรียจีนัส Streptococcus มาทดลองใชเพ่ือ
เพ่ิมปริมาณยีนเปาหมายดังกลาวจากเมตาจีโนมของดินนาเกลือ พบวาไมสามารถเพ่ิมปริมาณได ท้ังนี้
อาจเนื่องจากยีนดังกลาวมีความหลากหลายของลําดับนิวคลีโอไทด ทําใหยากตอการใชคูไพรเมอร
เฉพาะในการเพ่ิมปริมาณยีนนี้ข้ึนมา   

การคัดแยกยีนท่ีสนใจโดยอาศัยกระบวนการทางดานเมตาจีโนมิกส อาจมีอุปสรรค
คอนขางมาก เนื่องจากโอกาสของการไดยีนเปาหมายมีคอนขางต่ํา โคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจ   
ไมแสดงกิจกรรมเอนไซมท่ีตองการเนื่องจากขาดความสมบูรณหรือความครบถวนของขอมูลยีน 
รวมท้ังโคลนท่ีปรากฏในหองสมุดอาจไมใชโคลนท้ังหมดท่ีมีอยู เนื่องจากประสิทธิภาพของการโคลน
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ยีนไมดีพอ การตรวจคัดกรองโคลนโดยอาศัยการของกิจกรรมเอนไซมท่ีเกิดจากการแสดงออกของยีน
ท่ีโคลนไดก็เปนปจจัยจํากัดอีกประการหนึ่ง ในปจจุบันมีการนําเทคโนโลยีใหมมาใชในการศึกษา
ทางดานเมตาจีโนมิกส เชน เทคโนโลยี NGS (Next generation sequencing technology) ซ่ึง 
ชวยใหการตรวจคัดกรองโคลนจากหองสมุดเมตาจีโนมเปนไปดวยความสะดวกและรวดเร็ว         
(Ghai et al., 2011; de Mandal et al., 2015) 

ผลการศึกษาในงานวิจัยนี้สามารถสะทอนใหเห็นไดวาถึงแมวานาเกลือจะถูกจัดวาเปน   
ระบบนิเวศท่ีมีปจจัยสิ่งแวดลอมรุนแรง แตนาเกลือก็เปนระบบนิเวศหนึ่งซ่ึงเปนแหลงรวมของ         
จุลินทรียจํานวนมากท่ีไมสามารถพบไดในระบบนิเวศอ่ืนๆ อีกท้ังจากความเฉพาะของระบบนิเวศ   
นาเกลือ  จึงมีสวนกําหนดใหจุลินทรียในพ้ืนท่ีนี้มีลักษณะพิเศษเฉพาะตัว เชน การผลิตสารชีวภาพท่ีมี
คุณสมบัติพิเศษท่ีสามารถนําไปพัฒนาเพ่ือใชประโยชนได ซ่ึงมนุษยสามารถเขามาคนหาและคัดแยก
จุลินทรียเหลานั้นเพ่ือนําไปศึกษาและใชประโยชนไดตามความตองการ ถึงแมวาจะมีจุลินทรียเปน
จํานวนมาก ท่ีไมสามารถคัดแยกไดโดยวิธีท่ัวไปท่ีใชในหองปฏิบัติการ แตก็มีกระบวนการทางดาน   
เมตาจีโนมิกสท่ีสามารถทําใหนักวิจัยเขาถึงขอมูลทางพันธุกรรม ซ่ึงทําใหสามารถนําขอมูลเหลานั้น  
มาใชประโยชนไดเชนกัน เชน การโคลนยีนและคัดเลือกยีนนํารหัสการสรางสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิด
ตางๆ จากนาเกลือ  การไดมาซ่ึงขอมูลระดับโมเลกุลในดานยีนเครื่องหมายท่ีบงชี้แทกซอนและ    
สายสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ ถือเปนขอมูลพ้ืนฐานท่ีสําคัญเปนอยางยิ่ง เนื่องจากขอมูลเหลานี้สามารถ
นําไปวิเคราะหเพ่ือออกแบบการทดลองสําหรับตรวจคัดกรองคนหายีนท่ีกําหนดลักษณะท่ีเก่ียวของ
กับศักยภาพในการผลิตสารชีวภาพท่ีสําคัญชนิดตางๆ ท่ีสนใจจากระบบนิเวศแหงนี้ รวมท้ังขอมูล
ดังกลาวยังสามารถนําไปใชในการสงเสริมและสรางความเขาใจใหทุกคนตระหนักถึงคุณคาของ
ทรัพยากรธรรมชาติในทุกสภาพแวดลอม อันจะนําไปสูการรวมกันฟนฟูและอนุรักษไวเพ่ือการใช
ประโยชนอยางยั่งยืน 
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