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1. 

บทน ำ 
   

 
ในปัจจบุนัโลกของเรำก ำลังประสบกบัปัญหำสิง่แวดลอ้มอยำ่งมำก โดยเฉพำะอยำ่งยิง่

ปัญหำมลพษิทีเ่กดิจำกขยะพลำสตกิทีย่อ่ยสลำยยำก รวมถงึปัญหำกำรขำดแคลนแหลง่

ทรัพยำกรธรรมชำตทิีส่ ำคญั ไดแ้กฟ่อสซลิ ทีเ่ป็นแหลง่ของน ้ำมนั และสำรประกอบปิโตรเคมชีนดิ

ตำ่ง ๆ ซึง่ก ำลังจะหมดไปในอกี 40 ปีขำ้งหนำ้ จงึนับวำ่เป็นปัญหำเหลำ่นีเ้ป็นปัญหำหลักทีป่ระเทศ

ไทยจะตอ้งใหค้วำมสนใจเป็นพเิศษทีจ่ะตอ้งหำแหลง่ของวัสดชุวีภำพ (biomaterial) ทีย่อ่ยสลำย

ไดแ้ละเป็นมติรกบัสิง่แวดลอ้มเพือ่ทดแทนกำรใชพ้ลำสตกิ รวมถงึหำแหลง่พลงังำนทดแทนที่

ยัง่ยนือยำ่งเรง่ดว่น แหลง่ของวสัดชุวีภำพและแหลง่พลังงำนทดแทนทีส่ ำคญัแหลง่หนึง่คอื

สำรประกอบในกลุม่ไฮโดรคำรบ์อน ทีไ่ดจ้ำกกำรสงัเครำะหโ์ดยกระบวนกำรทำงชวีภำพของ

จลุนิทรยีช์นดิตำ่ง ๆ เชน่ รำ และแบคทเีรยี โดยเฉพำะอยำ่งยิง่สำรประกอบเชงิซอ้นในกลุม่ของ 

polyketide และ non-ribosomal peptide จำกจลุนิทรยีเ์หลำ่นีจ้ะมคีวำมเหมำะสมตอ่กำรน ำมำ

ประยกุตใ์ชเ้ป็นสำรตัง้ตน้เพือ่ผลติวัสดชุวีภำพ หรอืสำรทีส่ำมำรถน ำมำใชเ้ป็นสำรทดแทนสำร 

ประกอบปิโตรเคมทีีก่ ำลังจะหมดไปได ้

   

  polyketide และ non-ribosomal peptide เป็นสำรประกอบไฮโดรคำรบ์อน ซึง่เป็น

สำรประกอบกลุม่ใหญท่ีม่ปีรมิำณมำก และสำมำรถพบไดท้ัว่ไปในจลุนิทรยีห์ลำยชนดิ เนือ่งจำก

สำรประกอบ polyketide และ non-ribosomal peptide มคีำรบ์อนเป็นองคป์ระกอบหลัก 

สำรประกอบเหลำ่นีจ้งึมศีกัยภำพทีจ่ะน ำมำใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรสงัเครำะหว์ัสดชุวีภำพ และ

สำรประกอบปิโตรเคมอีืน่ ๆ ไดอ้ยำ่งยัง่ยนื ทัง้นี ้ หำกสำมำรถคน้หำสำรประกอบ polyketide และ 

non-ribosomal peptide ชนดิตำ่ง ๆ ในจลุนิทรยี ์ และท ำกำรศกึษำเพือ่ใหเ้ขำ้ใจในกระบวนกำร

สงัเครำะหอ์ยำ่งถอ่งแท ้ จะน ำมำสูก่ำรพัฒนำสำรประกอบเหลำ่นีเ้พือ่ใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับกำร

ผลติวัสดชุวีภำพตำ่ง ๆ อำทเิชน่ ไบโอโพลเิมอร ์ โอเลฟิน สไตรนี และ แลคโตน เพือ่ทดแทน

สำรประกอบทำงปิโตรเคมไีด ้ซึง่แสดงไดด้ังแผนภำพที ่1 
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ภาพที ่1 กระบวนกำรกำรผลติสำรประกอบโพลคีไีทดแ์ละนอนไรโบโซมอลเปปไทดจ์ำก Xylaria 

เพือ่ใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติเชือ้เพลงิชวีภำพและวัสดชุวีภำพชนดิตำ่ง ๆ  

 
ประเทศไทยมคีวำมหลำกหลำยทำงจลุนิทรยีส์งู โดยเฉพำะอยำ่งยิง่รำในกลุม่ Xylaria 

ซึง่เป็นรำกลุม่ใหญท่ีพ่บไมท้ีผ่พัุง รำในกลุม่นีจ้ะมคีวำมหลำกหลำยและสำมำรถผลติสำรทตุยิภมู ิ

(secondary metabolite) ในกลุม่ของ polyketide และ non-ribosomal peptide ทีม่คีณุสมบตัิ

เป็นสำรออกฤทธิท์ำงชวีภำพไดห้ลำยชนดิ ยกตัวอยำ่งเชน่ depudecin, phaseolinone, 

phomenone, อนุพันธุข์อง cytochalasin Q และ (E)-methyl-3-(4-methoxy-phenoxy) 

Xylaria 
 

กระบวนการเพาะเลีย้งในถงัปฏกิรณช์วีภาพ 

Polyketide และ Non-ribosomal peptide 

Renewable Resources 

Biopolymers Synthetic rubbers Biofuel Biodegradables Polyolefins 
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propenoate ซึง่มฤีทธิใ์นกำรยบัยัง้เชือ้มำลำเรยี และ multiplolide A และ B ทีม่ฤีทธิใ์นกำรยบัยัง้

เชือ้รำ รวมถงึสำรประกอบ polyketide อืน่ ๆ ทีม่ศีกัยภำพทีจ่ะน ำมำใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติ

วัสดชุวีภำพชนดิตำ่ง ๆ อยำ่งไรก็ตำม แมว้ำ่ Xylaria จะเป็นรำคน้พบไดเ้ป็นจ ำนวนมำกในประเทศ

ไทย และเป็นแหลง่ของสำรประกอบ polyketide และ non-ribosomal peptide หลำยชนดิ แต่

สำรประกอบเหลำ่นีใ้นรำ Xylaria มกีำรน ำมำใชป้ระโยชนค์อ่นขำ้งนอ้ย  และยงัไมม่ผีูใ้ดท ำกำร

คน้หำสำรประกอบ polyketide และ non-ribosomal peptide จำก Xylaria เพือ่น ำมำใชใ้นเป็นสำร

ตัง้ตน้ในกำรผลติวัสดชุวีภำพเลย  

 

งำนวจิัยนีจ้งึมุง่เนน้ในกำรคน้หำสำรประกอบ polyketide, non-ribosomal peptide 

และ building block ตำ่ง  ๆ ทีใ่ชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับกำรผลติวสัดชุวีภำพจำกรำในกลุม่ Xylaria 

โดยอำศัยควำมรูท้ำงดำ้นชวีวทิยำโมเลกลุ และชวีสำรสนเทศ แนวคดิดังกลำ่วจะเริม่จำกกำร

คัดเลอืกรำในกลุม่ Xylaria กำรศกึษำควำมสมัพันธุเ์ชงิววิัฒนำกำร (phylogenetic analysis) โดย

ใชข้อ้มลูล ำดับนวิคลโีอไทดข์อง nuclear ribosomal DNA ควบคูก่บักำรศกึษำควำมหลำกหลำย

ของ polyketide และ non-ribosomal peptide ของรำในกลุม่นีจ้ำก metabolite profiling ของ 

Xylaria แตล่ะชนดิ กำรศกึษำควำมหลำกหลำยของ polyketide และ non-ribosomal peptide 

และกำรจ ำแนกรำตำมชนดิของสำรเคมดีว้ยหลกักำรทำงชวีสำรสนเทศนีจ้ะชว่ยใหก้ำรจ ำแนกรำใน

กลุม่ทีม่คีวำมแปรผันดำ้นสณัฐำนโครงสรำ้งและไมส่ำมำรถจ ำแนกไดต้ำมหลกักำรทำงสณัฐำน

วทิยำนัน้งำ่ยขึน้ จะเป็นประโยชนอ์ยำ่งยิง่ตอ่กำรคน้หำสำรประกอบ polyketide และ non-

ribosomal peptide ทีส่ำมำรถน ำมำใชท้ ำเป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติวัสดชุวีภำพทีม่คีณุคำ่ไดใ้น

อนำคต 
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2. 

วัตถปุระสงคข์องกำรวจัิย 
 
 
1. ศกึษำควำมหลำกหลำยของสำรประกอบ polyketide, non-ribosomal peptide และ 

building block ในรำ Xylaria ชนดิต่ำง ๆ จำก metabolite profiling เพือ่น ำไปประยกุตใ์ช ้

เป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติวัสดชุวีภำพ 

2. ศกึษำควำมสมัพันธเ์ชงิววิัฒนำกำร และสรำ้ง phylogenetic tree ของรำในกลุ่ม Xylaria โดย

ใชข้อ้มลูจำกล ำดับนวิคลโีอไทดบ์รเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ใน nuclear 

ribosomal DNA 

3. จ ำแนกรำในกลุ่ม Xylaria เป็นหมวดหมูต่ำมหลักเคมอีนุกรมวธิำน (chemotaxonomy) หรอื

ตำมชนดิของสำรประกอบ polyketide และ non-ribosomal peptide ทีผ่ลติ  
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3. 

ขอบเขตของกำรวจัิย 
 

1. ตัวอยำ่งรำในกลุม่ Xylaria ทีใ่ชใ้นงำนวจัิยจะไดจ้ำก Biotec Culture Collection และจำกกำร

เก็บตัวอยำ่งจำกเศษซำกพชืในบรเิวณตำ่ง ๆ 

2. เพำะเลีย้ง Xylaria สำยพันธุต์ำ่ง ๆ ในอำหำรสตูรมำตรฐำน ไดแ้ก ่  Malt Extract Broth 

(MEB) และ Yeast Extrace Sucrose (YES) เพือ่ท ำ metabolite profiling และ ศกึษำควำม

หลำกหลำยของสำรประกอบ polyketide, non-ribosomal peptide และ primary 

metabolite ไดแ้ก ่building block  ชนดิตำ่ง ๆ 

3. ในกำรวเิครำะหห์ำควำมสมัพันธท์ำงววิัฒนำกำรนัน้จะใชม้ลูล ำดับนวิคลโีอไทดด์ว้ยกำรโคลน

ยนีบรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ของรำ Xylaria และจะน ำขอ้มลูล ำดับนวิคลี

โอไทดข์องรำในกลุม่นีเ้พิม่เตมิจำก NCBI database มำท ำกำรวเิครำะหเ์พิม่เตมิดว้ย 
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4. 

ทฤษฎแีละกรอบแนวคดิ 
  
 

กรอบแนวคดิทีจ่ะน ำมำใชใ้นกำรศกึษำควำมหลำยหลำยของสำรประกอบ polyketide 

และ non-ribosomal peptide ใน Xylaria เพือ่น ำไปประยกุตใ์ชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติวสัดุ

ชวีภำพ สำมำรถท ำไดโ้ดยกำรศกึษำ metabolite profiling ของ Xylaria ในอำหำรชนดิตำ่ง ๆ และ

วเิครำะหค์วำมสมัพันธเ์ชงิววิฒันำกำร หรอื phylogenetic analysis จำกขอ้มลูจำกล ำดับเบสของ 

nuclear ribosomal DNA ซึง่มหีลักกำร ดังนี ้ คอื ก ำหนดกลุม่สิง่มชีวิติทีต่อ้งกำรศกึษำในทีน่ีค้อื 

Xylaria จำก Biotech Culture Collection และตัวอยำ่งทีเ่ก็บไดจ้ำกอทุยำนแหง่ชำตนิ ้ำหนำว 

จำกนัน้ท ำกำรเพำะเลีย้ง Xylaria ในอำหำรสตูรตำ่ง ๆ เพือ่ศกึษำ metabolite profiling ของ 

Xylaria แตล่ะชนดิ ในสว่นของกำรศกึษำควำมสมัพันธเ์ชงิววิัฒนำกำรของ Xylaria ทีน่ ำมำศกึษำ

นัน้จะเลอืกขอ้มลูทีเ่หมำะสมส ำหรับกำรวเิครำะห ์ ในงำนวจัิยนีจ้ะเลอืกใชข้อ้มลูล ำดับนวิคลโีอไทด์

บรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ใน nuclear ribosomal DNA หลังจำกนัน้จงึท ำ 

multiple alignment และแสดง tree ของควำมสมัพันธเ์ชงิววิัฒนำกำรของ Xylaria แตล่ะชนดิ  

 

อนึง่ ในกำรท ำ phylogenetic analysis ยงัสำมำรถท ำไดโ้ดยใชข้อ้มลูจำกกำรท ำ 

chemotaxonomy ซึง่เป็นกำรจัดล ำดับควำมสมัพันธห์รอืจ ำแนกสำยพันธุ ์ wood-decay fungi 

ตำมชนดิของ secondary metabolite ทีผ่ลติ กำรศกึษำ phylogenetics นัน้จะมปีระโยชนอ์ยำ่งยิง่

ส ำหรับกำรคน้หำ metabolite ชนดิตำ่ง ๆ จำก Xylaria สำยพันธุต์ำ่ง ๆ เชน่หำกทรำบวำ่ Xylaria 

สำยพันธุห์นึง่ผลติสำรออกฤทธิท์ีน่่ำสนใจชนดิหนึง่แลว้ Xylaria อกีชนดิทีม่คีวำมสมัพันธเ์ชงิ

ววิัฒนำกำรทีใ่กลก้นั ก็จะมโีอกำสทีจ่ะม ี metabolite profile หรอืมกีำรผลติสำรประกอบในกลุม่ 

polyketide และ non-ribosomal peptide ชนดินัน้เชน่กนั ซึง่กำรทีเ่รำทรำบวำ่ Xylaria กลุม่ใดม ี

metabolite profile อยำ่งไรนัน้ ก็จะชว่ยใหป้ระหยดัทัง้เงนิและเวลำในกำรคน้หำ metabolite ชนดิ

ตำ่ง ๆ ทีเ่รำตอ้งกำร 
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5. 

ประโยชนท์ีค่ำดวำ่จะไดรั้บ 
 
 

 ท ำใหท้รำบขอ้มลูเกีย่วกบัเกีย่วกบักำรผลติ และควำมหลำกหลำยของสำรทตุยิภมู ิ

(secondary metabolite) ในกลุม่ของ polyketide และ non-ribosomal peptide รวมถงึ building 

block (primary metabolite) ใน Xylaria สำยพันธุต์ำ่ง ๆ และสำมำรถน ำองคค์วำมรูไ้ปใชใ้นกำร

คน้หำสำรประกอบทีม่โีครงสรำ้งทีเ่หมำะสมทีจ่ะน ำมำใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ในกำรผลติวสัดชุวีภำพ เพือ่

ทดแทนกำรใชว้ัสดทุีย่อ่ยสลำยยำก และทดแทนสำรประกอบปิโตรเคม ี ซึง่เทำ่กบัวำ่เป็นกำรชว่ย

แกปั้ญหำสิง่แวดลอ้มและปัญหำแหลง่พลังงำนทีก่ ำลังจะหมดไปในอนำคต 

 

 หน่วยงำนทีส่ำมำรถน ำงำนวจัิยนีไ้ปใชป้ระโยชนไ์ดแ้ก ่ มหำวทิยำลัย และสถำบนัวจัิย

ทกุแหง่ทีศ่กึษำวจัิยเกีย่วกบัสำรทตุยิภมูใินกลุม่ของ polyketide และ non-ribosomal peptide ใน 

Xylaria ทีจ่ะสำมำรถน ำผลกำรวจัิยไปใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐำน หรอืศกึษำตอ่ยอด รวมถงึเป็นประโยชน์

ตอ่ภำคอตุสำหกรรม ทีต่อ้งกำรน ำผลงำนไปใชใ้นกำรพัฒนำเป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับกำรผลติ

พลำสตกิชวีภำพ (bioplastic) เพือ่ลดปัญหำสิง่แวดลอ้ม  

 

 นอกจำกนีอ้งคค์วำมรูใ้หมท่ีไ่ดจ้ำกงำนวจัิยนีส้ำมำรถน ำไปเพือ่ใชใ้นกำรน ำเสนอผลงำน

และตพีมิพใ์นวำรสำรระดับประเทศหรอืตำ่งประเทศ และเป็นกำรถำ่ยทอดเทคโนโลยทีำงดำ้น

เทคโนโลยชีวีภำพแกนั่กศกึษำในระดับบณัฑติศกึษำซึง่เป็นกำรสรำ้งนักวจัิยรุน่ใหมใ่หแ้กป่ระเทศ

ตอ่ไป 
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6. 

กำรทบทวนวรรณกรรม 
 
 
6.1  Xylaria 

Xylaria เป็นรำกลุ่มทีม่คีวำมหลำกหลำยทำงชวีภำพสงู จัดเป็น white-rot fungi ทีม่ักพบ

อยูบ่นไมท้ีเ่ปียกชืน้และเป็นสำเหตุทีท่ ำใหเ้กดิกำรผุพังของไมข้ึน้ หรอืทีเ่รยีกว่ำ lignicolous fungi 

รำในกลุ่มนี้สำมำรถยอ่ยสลำยลกินนิในไม ้จนเหลอืแต่เซลลูโลสทีม่สีอีอ่น ๆ บำงชนดิสำมำรถยอ่ย

ไดท้ัง้ลกินนิและเซลลูโลส เนื่องจำก white-rot fungi สำมำรถผลติเอนไซม ์laccase ทีใ่ชใ้นกำร

ย่อยลิกนินและสำรอนิทรีย์ที่มีโครงสรำ้งซับซอ้นอีกหลำยชนิด ดังนั้นรำกลุ่มนี้จ ึงถูกน ำมำใช ้

กระบวนกำร mycoremediation หรอื กำรก ำจัดสำรพษิหรอืสำรปนเป้ือนต่ำง ๆ ออกจำกสิง่แวดลอ้ม 

รำในกลุ่มเป็นรำกลุ่มใหญ่สดุในบรรดำ wood-decay fungi ไดแ้ก่รำ Xylaria ชนดิต่ำง ๆ เป็นตน้ 

(ภำพที ่2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่2 ลักษณะของรำ Xylaria ชนดิต่ำง ๆ (ก) Xylaria hypoxylon, (ข) Xylaria polymorpha 

(Deacon, 2005) 

 

Xylaria เป็นรำในวงศ ์Xylariaceae จัดอยูใ่นกลุ่มฃอง Ascomycetes ซึง่ Ascomycetes 

แบง่เป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ดว้ยกัน 3 กลุ่มคอื Plectomycetes Dictomycetes และ Pyrenomycetes โดย 

Xylariaceae จัดอยู่ในกลุ่ม Pyrenomycetes รำเหล่ำนี้พบไดท้ั่วไปในหลำยประเทศทั่วโลก 

สว่นมำกมักพบรำตระกลูนี้ตำมตน้ไม ้กองฟำง ดนิ หรอืมูลสัตว ์(Whalley และ Edwards, 1996) 

ปัจจุบันรำในตระกลู Xylariaceae มอียู ่40 genera และ หลำยรอ้ย species ดว้ยกัน (Whalley และ 

Edwards, 1996) ยกตัวอยำ่งเชน่ Daldinia, Hypoxylon, Rosellinia, Xylaria, Anthostomella, 

Bisconiauxia, Camillea, Podosordania, Poronia และ Thamnomyces กำรจ ำแนกรำในกลุ่ม 

ก ข 
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Xylariaceae ท ำไดอ้ยำ่งคร่ำว ๆ โดยกำรดูรูปร่ำงสปอร ์และลักษณะทำงสัณฐำนวทิยำ รำในกลุ่ม 

Xylariaceae เป็นรำเสน้ใยทีส่ำมำรถสรำ้งสำรประกอบในกลุ่มของ polyketide และ non-ribosomal 

peptide ไดห้ลำกหลำยชนดิ ท ำใหน้ ำสำรเหลำ่นีม้ำพัฒนำเป็นยำรักษำโรค หรอืน ำมำประยกุตใ์ชใ้น

อุตสำหกรรมทำงเทคโนโลยชีวีภำพต่ำง ๆ เช่นใชเ้ป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับผลติวัสดุชวีภำพเป็นตน้ 

ดังนั้นจึงจ ำเป็นจะตอ้งศึกษำควำมหลำกหลำยของสำรประกอบในกลุ่มนี้ เพื่อกำรน ำไปใชใ้น

อตุสำหกรรมตำ่ง ๆ ในอนำคต  

 

Xylaria sp. เป็นตัวอยำ่งของรำในวงศ ์Xylariaceae ทีม่กีำรศกึษำกันพอสมควร Xylaria sp. 

นี ้เป็นรำทีเ่จรญิเตบิโตไดด้ใีนพืน้ทีเ่ขตรอ้น โดยสว่นใหญอ่ำศัยอยูร่ว่มกบัตน้ไม ้ท ำหนำ้ทีเ่ป็นผูย้อ่ย

สลำยหรอืปำรำสติ รำชนิดนี้มเีพยีง 1 stroma ที่ไม่สมบูรณ์ และสำมำรถสังเครำะห์สำรทุตยิภูม ิ

(secondary metabolite) ในกลุ่มของ polyketide และ non-ribosomal peptide เชน่ cubensic 

acid, globoscinic acid (Adeboya และคณะ, 1995), soradin (Schneier และคณะ, 1995), 

xylaramide (Schneier และคณะ, 1996), piloformic acid (Chesters และ O’ Hogen, 1997), 

cytochalasin phaseolinone และ xylobovide (Abates และคณะ, 1997) สำร secondary 

metabolites ทีส่รำ้งจำก Xylaria sp. สำมำรถสรปุไดด้ังตำรำงที ่1  

 

ตารางที ่1 ชนดิของสำร secondary metabolites ทีส่รำ้งจำก Xylaria sp.  

 

Species Metabolites Reference 

X. polymorpha Xylaral Gunawan และ Steglich (1990) 

X. sp. Xylaric acid Salvatore และคณะ (1994) 

X. globosa Globoscin Adeboya และคณะ (1995) 

X. cubensis Cubensic acid, Cytochalasin D Adeboya และคณะ (1995) 

X. berterii Berteric acid Adeboya และคณะ (1995) 

X. sp. (from Malaysia) Masaysic acid Adeboya และคณะ (1995) 

X. sp. (from Cameroon) Cameronic acid Adeboya และคณะ (1995) 

X. sp. (from France) Xylarin Schneier และคณะ (1995) 

X. telfairii Telfairic acid Adeboya และคณะ (1996) 

X. sp. (from Malaysia) Maldoxin, Maldoxone Adeboya และคณะ (1996) 

X. longipes Xylaramide, Tyrosal Schneier และคณะ (1996) 

X. obovata Xylobovide, Xylobovatin, Phaseolinone 

19,20-expoxytochalasin C-deacetyl 

19, 20-epoxytochalasin 

Cytochalasin Q, Clonostachydiol 

Abates และคณะ (1997) 
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X. hypoxylon Cytochalasins Espada และคณะ (1997) 

X. longiana Longianone Edwards และคณะ (1999) 

X. sp. Depudecin, Phomenone,  

(E)-methyl 3-(4-methoxyphenoxy)-propeonate 

Isaka และคณะ (2000) 

X. sp (from the south 

China sea coast) 

Xytoketal A Lin และคณะ  (2001) 

X. grammica Grammicin  Edwards และคณะ (2001) 

X. sp. PSU-F100 Xylarisin (Cytochalasin derivative) Rukachaisirikul และคณะ (2009) 

X. sp PB-30 (4S,5S,6S)-4-hydroxy-3-methoxy-5-methyl-

5,6-epoxycyclohex-2-en-1-one 

Tansuwan และคณะ (2010) 

X. sp BCC4297 Xylopimarane Isaka และคณะ (2011) 

X. sp Proline-containing cyclopentapeptides Wu และคณะ (2011) 

X. sp. BCC1067 Xyrrolin สรุณัฐ และคณะ (2012) 

 

6.2  สารประกอบโพลคีไีทดแ์ละการใชป้ระโยชน ์

สำรโพลคีไีทด ์ (polyketide) จัดเป็นสำรในกลุม่สำรเมตำบอไลทท์ตุยิภมู ิ (secondary 

metabolite) ทีม่คีวำมส ำคญัยิง่ เนือ่งดว้ยสำรโพลคีไีทดห์ลำย ๆ ตวัถกูน ำไปใชใ้นอตุสำหกรรมยำ

และเคมภีณัฑห์ลำยประเภท เชน่  ใชเ้ป็นเป็นสำรกดภมูคิุม้กนั (immunosuppresants agent) สำร

ลดระดบัโคเลสเตอรอล (anticholesterol agent) สำรตำ้นมะเร็ง (anticancer) ยำฆำ่แมลง 

(antiparasite) โดยทัว่ไปพบวำ่สำรโพลคีไีทดส์ำมำรถพบไดใ้น พชื แบคทเีรยี และโดยเฉพำะ

อยำ่งยิง่ในรำ จำกกำรศกึษำเบือ้งตน้ อนุวัฒนแ์ละคณะ (2005) สำมำรถแยกยนีโพลคีไีทดจ์ำกรำ 

Xylaria sp. BCC 1067 ไดม้ำกถงึ 18 ยนี ประกอบดว้ย 7 full length gene (pks12, pks35, 

pksmt, pks3, pka1, pks5 and pks11) (ภำพที ่3) และมยีนีทีพ่บเพยีงบำงสว่น (partial gene) 

อกี 11 ยนี แตเ่มือ่ศกึษำ function ของยนีตำ่ง ๆ ขำ้งตน้ ดว้ยเทคนคิกำรท ำนำยหนำ้ทีด่ว้ย

โปรแกรม CDART (conserved domain architecture) พบวำ่สำมำรถจ ำแนกหนำ้ทีข่องยนีได ้

เพยีงยนีเดยีวคอื pks12 ท ำหนำ้ทีใ่นกำรสงัเครำะหส์ำร melanin สว่นยนีอืน่ ๆ ไมส่ำมำรถจ ำแนก

ได ้และจำกกำรศกึษำของ Amnuaykanjanasin และคณะ (2005) ไดท้ ำกำรจ ำแนกหนำ้ทีข่องยนี

โพลคีไีทดท์ีแ่ยกไดจ้ำกรำ Xylaria sp. BCC 1067 ขำ้งตน้ ดว้ยเทคนคิ phylogenetics analysis 

ก็ยงัไมส่ำมำรถทีจ่ะจ ำแนกหนำ้ทีท่ีแ่ทจ้รงิของยนีตำ่ง ๆ ได ้เพยีงแตส่ำมำรถจดักลุม่ยนีโพลคีไีทด์

ขำ้งตน้ใหเ้ขำ้มำอยูด่ว้ยกนัภำยใตก้ำรแบง่ตำมกำรเขำ้ท ำปฏกิริยิำ (ภำพที ่4) 
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ภาพที ่3 โครงสรำ้งยนีโพลคีไีทด ์(gene organization) ทีแ่ยกไดจ้ำกรำ Xylaria sp. BCC 1067 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

 
 
 

 

ภาพที ่4 กำรจัดกลุม่ของยนีโพลคีไีทดต์ำ่ง ๆ ดว้ย phylogenetic analysis 
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จำกกำรศกึษำในหอ้งปฏบิตักิำรทำงเคมพีบวำ่ Xylaria sp. BCC 1067 มศีักยภำพในกำร

สงัเครำะหส์ำรโพลคีไีทดท์ีเ่ป็น major compound อยู ่ 5 ชนดิ ประกอบดว้ย 1) depudecin 2) 

phaseolinone 3) phomenone 4) 19,20-epoxycytochalasin Q และ 5) propenoate (ภำพที ่

5) (Isaka และคณะ, 2000) ซึง่พบวำ่ 2 ใน 5 จัดเป็นสำรในกลุม่โพลคีไีทด ์คอื depudecin และ 

19,20-epoxycytochalasin Q โดยสำรโพลคีไีทดท์ัง้สองชนดิมฤีทธิใ์นกำรยบัยัง้กำรเจรญิของ

เซลลม์ะเร็งและยบัยัง้เชือ้มำลำเรยี (antiplasmodial)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

ภาพที ่5 โครงสรำ้งทำงเคมขีองสำรเมตำบอไลทท์ีแ่ยกไดจ้ำกรำ Xylaria sp. BCC 1067 

 

6.3  การสรา้ง phylogenetic tree เพือ่ศกึษาความสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการ 

phylogenetic tree สำมำรถสรำ้งไดโ้ดยอำศัยขอ้มูลสักษณะสัณฐำนวทิยำ ซำกดกึด ำ

บรรพห์รอืขอ้มลูระดับโมเลกลุ โดยเฉพำะล ำดับนวิคลโีอไทดห์รอืล ำดับโปรตนีของยนีตำ่ง ๆ ทีเ่ป็น

ออร์โธล็อก (orthologue) องค์ประกอบของ phylogenetic tree นั้นจะคลำ้ยตน้ไม ้คือ 

ประกอบดว้ยกิง่กำ้นหรอืแขนง (branch) กำ้นอำจแตกเป็นกิง่ยอ่ยแบบสองทำง (bifurcation) หรอื

หลำยทำง (multifurcation) ซึง่แบบหลังนี้พบนอ้ยมำก ต ำแหน่งทีก่ำ้นแตกเป็นกิง่ยอ่ยเป็นจุดต่อ 

เรยีกว่ำ node ทีป่ลำยสดุของกิง่เป็นล ำดับนวิคลโีอไทด ์หรอืโปรตนี หรอืสำยพันธุ ์(spcies) ของ

สิง่มชีวีติ เรยีกว่ำ ใบ (leaf) หรอืแทกซอน (taxon) phylogenetic tree อำจมจีุดก ำเนดิร่วมหรอื

รำก (rooted tree) ซึง่เป็นสว่นยอดทีเ่ป็นต ำแหน่งของบรรพบรุุษร่วมของแทกซำ(taxa) ทัง้หมด 

หรอืไม่มรีำก (unrooted tree) ก็ได ้phylogenetic tree ทีม่รีำกท ำใหท้รำบทศิทำง เวลำ และ

บรรพบรุษุในกำรววิัฒนำกำร ควำมยำวของกำ้นทีแ่ตกตำ่งกนัแสดงระยะหำ่งของววิัฒนำกำร ซึง่แต่
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ละกำ้นอำจจะมอีตัรำเร็วของววิัฒนำกำรแตกตำ่งกนั ระยะหำ่งอำจจะแสดงเป็นตัวเลขบนแต่ละกำ้น

หรอือำจเขยีนเป็นสเกลควำมยำวบอกขนำดในภำพ 

 

ถำ้ตัง้สมมุตฐิำนให ้phylogenetic tree มอีัตรำกำรกลำยพันธุ ์(mutation rate) คงที่

ส ำหรับทกุสำยทำง (lineages) ส ำหรับกำรววิัฒนำกำรของล ำดับนวิคลโีอไทดห์รอืโปรตนี จะเรยีก

สมมตุฐิำนนี้ว่ำ molecular clock assumption เนื่องจำกอัตรำกำรกลำยพันธุค์งที ่ดังนัน้ปรมิำณ

กำรกลำยพันธุข์องแต่ละเสน้ขอบจะเป็นสัดสว่นกับเวลำทีผ่่ำนไป ดังนัน้ ไมว่่ำจะใชค้วำมยำวของ

เสน้แทนปรมิำณกำรกลำยพันธุห์รอืเวลำทีผ่่ำนไปจะไดต้ัวเลขตัวเดยีวกัน แต่ถำ้ไมใ่ช ้ molecular 

clock assumption ทีข่อบทีม่รีะยะเวลำเทำ่กนั แตม่อีตัรำเร็วของกำรกลำยพันธุแ์ตกตำ่งกัน ขอบทีม่ี

อัตรำเร็วกำรกลำยพันธุ์มำกกว่ำจะมีปรมิำณกำรกลำยพันธุ์มำกกว่ำในช่วงเวลำที่ผ่ำนไปเท่ำกัน 

(Allman และ Rhodes, 2004) กลุ่มของแทกซำทีก่ ำเนดิมำจำกบรรพบรุุษร่วมกันเรยีกว่ำ เคลด 

(clad) tree อำจจะมเีพยีงเคลดเดียวเรยีกว่ำ monophyletic tree หรือมหีลำยเคลดเรยีกว่ำ 

polyphyletic tree แตล่ะคูข่องสปีชรีห์รอืแทกซำทีแ่ยกจำกกนัและกนัหนึง่ชว่งโนดทีอ่ยูภ่ำยใน tree  

(internal node) หรอืกลำ่วอกีอยำ่งก็คอืแทกซำคูใ่ด ๆ ทีเ่สน้ขอบวิง่ไปบรรจบกัน เรยีกว่ำเป็นเพือ่น

บำ้นกนั (neighbors) ส ำหรับสปีชรีห์รอืแทกซำทีแ่ยกออกจำกสปีชรีอ์ืน่ทีก่ ำลังศกึษำในระยะแรก ๆ 

ของกำรววิัฒนำกำร เรยีกว่ำ พวกนอกกลุ่ม (outgroup) ซึง่สปีชรีเ์หล่ำนี้สำมำรถน ำมำใชเ้พือ่สรำ้ง 

tree แบบมรีำกได ้(Deonier และคณะ, 2005; Krane และ Raymer, 2003) 

 

จ ำนวนของ tree ทัง้ชนดิมรีำกและไมม่รีำก สำมำรถค ำนวณหำไดเ้มือ่ทรำบจ ำนวนของแทก

ซำ ซึง่จะมจี ำนวนมำกมำย ดังนัน้ โปรแกรมส ำหรับสรำ้ง phylogenetic tree จงึมุง่ไปสูก่ำรสรำ้งหรอื

คน้หำ tree ทีเ่หมำะสมหรอืดทีีส่ดุ ซึง่บำงวธิจีะใชเ้วลำและก ำลังคอมพวิเตอรใ์นกำรวเิครำะหม์ำก 

กำรสรำ้ง phylogenetic tree ม ี5 ขัน้ตอน คอื กำรรวบรวมชดุขอ้มลู กำรจัดเรยีงล ำดับ กำรพจิำรณำ

เลอืกวธิวีเิครำะห ์เลอืกโมเดลววิัฒนำกำร และโปรแกรมกำรทดสอบ และกำรน ำเสนอ ดังนี้ 

 

1.  กำรรวบรวมชดุขอ้มลู อำจท ำไดโ้ดยกำรหำล ำดับนวิคลโีอไทดใ์นหอ้งทดลอง หรอืท ำ

กำรเรยีกขอ้มลูโดยใชค้ ำส ำคัญ โดยใชโ้ปรแกรมเรยีกขอ้มลูเชน่ SRS หรอื Entrez จำกฐำนขอ้มลูนิ

วคลโีอไทดท์ั่วไป คอื DDBJ, EMBL และ GenBank หรอืจำกฐำนขอ้มลูจโีนมจ ำเพำะเชน่ TIGR, 

JGI, Sanger และ NCBI และอำจท ำไดไ้ดโ้ดยกำรเรยีกขอ้มูลโดยกำรคน้ค ำคลำ้ยกัน โดยใช ้

โปรแกรมบลำส (BLAST) ซึง่มใีนทกุฐำนขอ้มลูและเวปไซดจ์โีนมสว่นใหญ ่เชน่ NCBI BLAST 

2. พจิำรณำเลอืกว่ำจะสรำ้ง tree จำกล ำดับนวิคลโีอไทดห์รอืล ำดับของโปรตนี โดยชนดิ

ของกรดอะมโินจะมจี ำนวนหลำกหลำยกวำ่ชนดิของนวิคลโีอไทด ์แตถ่ำ้ล ำดับโปรตนีมคีวำมใกลช้ดิ

กันมำกจะมกีำรเปลีย่นแปลงมำกกว่ำทีร่ะดับนวิคลโีอไทด ์ดังนัน้ ควรใชล้ ำดับนวิคลโีอไทดใ์นกำร

ท ำ phylogenetic แต่ถำ้ล ำดับมีควำมสัมพันธ์ที่ห่ำงกันมำก ล ำดับของกรดอะมโินจะเก็บขอ้มูล

มำกกว่ำ จำกนัน้น ำล ำดับนิวคลโีอไทด์หรือโปรตีนมำจัดเรยีง เนื่องจำกกำรจัดเรยีงล ำดับโดยใช ้
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โปรแกรมเชน่ ClustalX หรอื ClustalW ผลทีไ่ดอ้ำจเกดิชอ่งว่ำง (gaps) ในต ำแหน่งทีไ่มเ่หมำะสม 

ดังนัน้จะตอ้งน ำมำปรับแตง่โดยกำรตรวจสอบดว้ยตนเองอกีครัง้โดยใชโ้ปรแกรม BioEdit 

 

3. กำรเลอืกใชว้ธิวีเิครำะหโ์มเดลและโปรแกรมส ำหรับสรำ้ง tree 

 3.1 พจิำรณำเลอืกว่ำจะสรำ้ง tree แบบมรีำกหรอืไมม่รีำก ในบำงกรณีทีพ่จิำรณำ tree 

เพือ่ตรวจสอบวำ่กลุม่ยนีเป็น orthologue กนัหรอืไม ่อำจใช ้tree แบบไมม่รีำก แต่สว่นมำกแลว้กำร

สรำ้ง tree แบบมรีำก คอื tree ทีแ่สดงบรรพบรุุษร่วมของทุกแทกซำทีศ่กึษำ จะเป็นพืน้ฐำนควำม

เขำ้ใจกระบวนกำรววิัฒนำกำร ดังนัน้จงึตอ้งสรำ้ง tree แบบมรีำก วธิกีำรท ำไดส้องวธิคีอื กำรใส่

ล ำดับของพวกนอกกลุม่เขำ้ไปในกำรสรำ้ง tree โดยเลอืกหำพวกนอกกลุ่มจำกขอ้มลูหรอืล ำดับกำร

จัดเรยืงหรอืโดยใชย้นีทีถู่กจ ำลองมำก (duplicated gene) โดยใชล้ ำดับจำกเคลดหนึง่ไปใชเ้ป็น

ฐำนของอกีเคลดหนึง่ 

 3.2 ตรวจดูกำรจัดเรยีงแลว้ตัดสนิใจเลือกว่ำจะรวมส่วนไหนและตัดส่วนไหนออกจำก

กำรวเิครำะห ์หลักกำรทั่วไปคอืใหต้ัดสว่นใดก็ตำมทีม่ชีอ่งวำ่ง (gaps) รวมทัง้คอลัมน์ทีย่ังคลุมเครอื

ออกไป เพรำะไม่สำมำรถเชือ่มั่นไดเ้ลยว่ำบรเิวณเหล่ำนี้จัดเรยีงกันอยำ่งถูกตอ้ง และถำ้จัดเรยีงไม่

ถกูตอ้งแลว้ ก็จะท ำใหไ้ดข้อ้มลู tree ทีไ่มถ่กูตอ้งดว้ย และแมว้่ำทรำบแน่นอนว่ำบรเิวณทีม่ชีอ่งว่ำง

นัน้เป็นกำรจัดเรยีงอยำ่งถูกตอ้ง บรเิวณนัน้ก็ยังคงมผีลต่อ tree ต่อไป เพรำะว่ำชอ่งว่ำงยิง่มขีนำด

ใหญก่็จะมจี ำนวนตัวอกัษรทีร่วมกนัเป็นกลุ่มร่วมกันมำกขึน้ (เนื่องจำกในควำมเป็นจรงิ ชอ่งว่ำงหนึง่ 

ๆ เป็นเพยีงเหตุกำรณ์ทำงววิัฒนำกำรครัง้เดยีว โดยไมข่ึน้กับขนำด) ควำมส ำคัญของชอ่งว่ำงชอ่ง

หนึง่จะไมเ่ป็นสดัสว่นเดยีวกบัขนำดของชอ่ง 

 3.3 เลอืกวธิกีำรส ำหรับใชค้ ำนวณ phylogenetic tree วธีทีีใ่ชค้ ำนวณแบง่เป็นสองกลุ่ม 

(Allman และ Rhodes, 2004; ITC-Academic Computing Health Science, 1998) ดังนี ้

  3.3.1 วธิทีีใ่ชแ้มทรกิซข์องระยะห่ำง (Distance-matrix methods) วธินีี้จะสรุป

ควำมแตกต่ำงระหว่ำงล ำดับโดยกำรค ำนวณค่ำระยะห่ำงเป็นคู่ ๆ ระหว่ำงล ำดับทีม่ำจัดเรยีงทัง้หมด 

อำจเรยีกว่ำวธิจีัดรวมกลุ่ม หรอืวธิเีลขคณติ (clustering หรอื algorithmic methods) วธินีี้จะสรำ้ง

ตำรำงแมทรกิซ ์ซึง่บอกระยะห่ำงหรอืควำมแตกต่ำงเป็นค่ำตัวเลขระหว่ำงล ำดับเบสหรอืโปรตนีต่ำง 

ๆ ทีเ่ปรยีบเทยีบ โดยเปรยีบเทยีบล ำดับแตล่ะคู ่และหำควำมแตกตำ่งระหว่ำงล ำดับ จำกนัน้จงึน ำมำ

จัดกลุม่ โดยใชว้ธิดีังตอ่ไปนี ้

   3.3.1.1 UPGMA (unweighted pair-group method with arithmetic 

mean) วธินีี้จะสรำ้ง tree ชนดิมรีำก และใช ้ molecular clock assumption ซึง่ tree ทีไ่ดจ้ะวำง

แทกซำทัง้หมดอยูใ่นระยะห่ำงจำกรำกเท่ำกัน ดังนัน้ปรมิำณกำรกลำยพันธุจ์ำกรำกจนถงึแต่ละแทก

ซอนจะเทำ่กนั 

   3.3.1.2 Fitch-Margoliash วธินีี้อำศัยพืน้ฐำนเดยีวกับวธิ ีUPGMA แต่จะ

ใชเ้ทคนคิกำรรวมแทกซำทีน่ ำมำวเิครำะหบ์ำงแทกซำเขำ้เป็นกลุ่มเดยีวกันในลักษณะทีท่ ำใหเ้หลอื 

3 กลุม่ทีจ่ะเปรยีบเทยีบ แลว้ใชส้ตูรค ำนวณระยะห่ำงแบบสำมจุด (three-point formula) วธินีี้มักจะ

ได ้tree แบบเดยีวกบัวธิ ีUPGMA แต ่tree ทีไ่ดจ้ะเป็นแบบไมม่รีำก 
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   3.3.1.3 Neighbor-joining วธิีนี้มำจำกกำรพจิำรณำ tree ไม่มีรำก ที่

ประกอบดว้ย 4 แทกซำ พบวำ่ ผลบวกระยะห่ำงระหว่ำงคู่ของเพือ่นบำ้นทัง้สองคู่จะนอ้ยกว่ำผลบวก

ระยะหำ่งระหวำ่งคูท่ีไ่มใ่ชเ่พือ่นบำ้นเสมอ วธินีีเ้ป็นวธิทีีใ่หผ้ลดกีวำ่ UPGMA และ Fitch-Margoliash 

   

  3.3.2 วธิทีีใ่ชข้อ้มลูทีไ่มเ่กีย่วขอ้งกันเชน่ ตัวอักษร (Discrete data methods) 

วธินีีอ้ำจเรยีกวำ่กำรคน้หำ tree (tree searching methods) โดยใชข้อ้มลูในลักษณะตัวอกัษรตลอด

ทัง้ล ำดับ วธิทีีจ่ัดอยูใ่นกลุม่นีค้อื 

   3.3.2.1 Parsimony วธินีี้ยดึถอืหลักทีว่่ำ tree ทีเ่หมำะสม คอื tree ทีม่ี

กำรกลำยพันธุห์รอืกำรเปลีย่นแปลงนอ้ยทีส่ดุ ดังนัน้ จะนับจ ำนวนกำรกลำยพันธุท์ีน่อ้ยทีส่ดุในแต่ละ 

tree เป็นคะแนน (parsimony score) แลว้เลอืก tree ทีม่คีำ่คะแนนนอ้ยสดุเป็นค ำตอบ (Krane และ 

Raymer, 2003) 

   3.3.2.2 Maximum likelihood วธินีี้จะหำค่ำ likelihood ของ parameter 

model ทีเ่ป็นพืน้ฐำนของขอ้มูล คอืกำรน ำเอำขอ้มูลทีม่อียู่มำใชป้ระมำณค่ำพำรำมเิตอร ์โดยใช ้

วธิกีำรแทนคำ่พำรำมเิตอรต์่ำง ๆ ลงในโมเดลของควำมน่ำจะเป็น แลว้พจิำรณำดูค่ำพำรำมเิตอรท์ีม่ ี

คำ่ likelihood สงูสดุหรอืท ำใหข้อ้มลูนัน้น่ำจะเป็นไปไดท้ีส่ดุ (Purcell, 2007) 

   3.3.2.3 Bayesian method เป็นวธิหีำค่ำ likelihood อกีชนดิหนึง่ทีไ่ดรั้บ

ควำมนยิม มสีมมตุฐิำนมำกขึน้และใชอ้ลักอรธิมึทีแ่ตกตำ่งกนั (Mau และคณะ, 1999) 

 

  ในชุดโปรแกรม phylip จะมโีปรแกรมหลำยชนิดใหเ้ลือกใชต้ำมวธิีค ำนวณที่

ตอ้งกำร  เมือ่เปรยีบเทยีบทัง้สองวธิ ีวธิหีำระยะห่ำงมักจะใชใ้นกำรสรำ้ง tree ในขัน้ตน้ ถำ้น ำไปใช ้

เป็นค ำตอบทันทตีอ้งระมดัระวัง สว่นวธิ ีparsimony และ likelihood เป็นวธิทีีด่กีว่ำ เนื่องจำกเป็นวธิี

ทีส่ ำรวจควำมสมัพันธร์ะหวำ่ง tree และองคป์ระกอบอืน่ ๆ อยำ่งละเอยีด แต่โดยทั่วไปแลว้สว่นมำก

ใหผ้ลเหมอืน ๆ กัน ควำมแตกต่ำงของทัง้สองกลุ่มที่ส ำคัญคือ ควำมยำกง่ำย ควำมรวดเร็ว และ

ขอ้มูลที่ไดรั้บบำงครัง้ นอกจำกนี้ไม่ว่ำจะดว้ยเหตุผลใดก็ตำม กำรใชว้ธิีใดวธิีหนึ่งอำจใหผ้ลไม่

ถกูตอ้ง ดังนัน้ โดยทั่วไป tree ทีไ่ดค้วรจะถกูทดสอบโดยใชม้ำกกวำ่ 1 วธิ ี

 

 3.4 พจิำรณำเลือกโมเดลของกำรววิัฒนำกำร วธิีค ำนวณระยะห่ำงของล ำดับอำจใช ้

โมเดลกำรววิัฒนำกำรทีแ่ตกตำ่งกันได ้โดยโมเดลนี้คอื สตูรทำงคณติศำสตรท์ีจ่ะชดเชยปัญหำกำร

แทนทีท่ีเ่กดิซ ้ำๆ กันหลำยครัง้ (multiple substitutions) และกำรแทนทีท่ีม่นี ้ำหนักไม่เท่ำกัน

ระหว่ำงกำรแทนที่แบบทรำนสชิัน คือ ระหว่ำงเบสภำยในกลุ่มไพริมดิีนหรือภำยในกลุ่มพวิรีน 

(transition; Ts) และกำรแทนที่แบบทรำนสเวอร์ชัน คือ ขำ้มกลุ่มไพริมดิีนหรือพิวรีน 

(transversion; Tv) ชนดิของโมเดลทีส่ ำคัญ โดยเฉพำะทีส่ำมำรถเลอืกใชจ้ำกโปรแกรม phylip 

และลักษณะของโมเดล สำมำรถสรปุไดด้ังตำรำงที ่2 
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 3.5  เลือกโปรแกรมที่จะใช ้โปรแกรมที่มีควำมสมบูรณ์มำกที่สุดและใชก้ันอย่ำง

กวำ้งขวำง เชน่ PHYLIP, Mega และ PAUP ซึง่ตำ่งรวมโมเดลและวธิกีำรค ำนวณทีห่ลำกหลำย โดย

โปรแกรม Mega3.1 ใชง้่ำยสุด เนื่องจำกเป็นลักษณะของวนิโดวส ์และใหเ้ลอืกรำยกงำนจำกแถบ

รำยกำร สว่น PAUP มคีวำมซบัซอ้นมำกทีส่ดุ 

 

ตารางที ่2 โมเดลววิัฒนำกำรชนดิตำ่ง ๆ (Allman และ Rhodes, 2004) 

 

โมเดล ค ำอธบิำยลกัษณะโมเดล 

Jukes-Canter distance เป็นโมเดลทีใ่ชพ้ำรำมเิตอรค์่ำเดยีว ในกำรก ำหนดอัตรำกำรกลำย

พันธุ์ คือ ใชส้มมุตฐิำนว่ำกำรแทนที่ทัง้หมดสำมำรถเกดิไดเ้ท่ำ ๆ กัน 

และทีส่มดลุเบสทกุชนดิมคีวำมถีเ่ทำ่กบั 0.25 

Kimura distance เป็นโมเดลที่ก ำหนดอัตรำกำรเปลี่ยนแปลงแตกต่ำงกัน 2 ชนิด คือ 

อัตรำหนี่งส ำหรับกำรแทนทีแ่บบทรำนสชิัน (อัตรำ และอกีอัตรำ

ส ำหรับกำรแทนที ่  แบบทรำนสเวอรช์นั (อัตรำ ทีส่มดุลเบสทุกชนดิ

มคีวำมถี ่0.25) โมเดลนี้เหมำะกับขอ้มลูทีเ่ห็นว่ำกำรแทนทีท่ัง้สองแบบ

เกดิในอตัรำทีไ่มเ่ทำ่กนั 

F84 distance โมเดลนีก้ ำหนดพำรำมเิตอรข์องอตัรำเป็นสองอตัรำ คอื อตัรำส ำหรับกำร

แทนทีแ่บบทรำนสชิัน และอัตรำส ำหรับกำรแทนทีแ่บบทรำนสเวอรช์ัน 

(แตค่วำมถีท่ีส่มดลุของแตล่ะเบสจะมคีำ่แตกตำ่งกนัได)้ 

LotDet distance โมเดลนีใ้ชก้ำรแปลงคำ่ดว้ยกำรหำดเีทอรม์แินนทข์องแมทรกิซ ์ตำมดว้ย

กำรหำค่ำ logarithm (Lockhart และคณะ, 1994) โมเดลนี้ใชเ้มือ่มี

ควำมแตกต่ำงควำมถีข่องเบสสงูมำกระหว่ำงล ำดับใน tree แต่โมเดลนี้

ไม่สำมำรถใชก้ับอักษรทีย่ังคลุมเครอืเชน่ เบส P, R หรอื N เป็นตน้ 

ดังนัน้ล ำดับจะตอ้งทรำบแน่นอนทัง้หมด (Tuimala, 2006) 

  

 4. กำรทดสอบ 

  4.1 Bootstrapping เป็นวิธีทดสอบที่ง่ำยที่สุดส ำหรับตรวจควำมถูกตอ้งของ 

phylogenetic tree หลักกำรส ำคัญของกำรวเิครำะหอ์ยู่บนพืน้ฐำนง่ำย ๆ คอื ถำ้ควำมเกีย่วขอ้ง

ระหวำ่งล ำดับสองล ำดับมมีำก ๆ กำรเปลีย่นแปลงเบสเพยีงบำงเบสแบบไมจ่ ำเพำะเจำะจงไมน่่ำจะมี

ผลตอ่ควำมเกีย่วขอ้งนี้ ตรงกันขำ้มถำ้ทัง้สองล ำดับเกีย่วขอ้งกันนอ้ยมำก กำรเปลีย่นแปลงบำงเบส

จะมผีลอย่ำงมำก คอื เป็นกำรทดสอบว่ำชดุของขอ้มลูทัง้หมดสอดคลอ้งกับ tree หรอืไม ่หรอืว่ำ 

tree ทีไ่ดเ้ป็นเพยีง tree หนึง่ในบรรดำ tree อืน่ ๆ ทัง้หมดทีด่เีท่ำเทยีมกันจ ำนวนมำก โปรแกรมที่

ใชค้อื เซคบทู (Seqboot) ขัน้ตอนกำรทดสอบนี้ประกอบดว้ย 3 ขัน้ตอนคอื กำรสุม่ตัวอยำ่งยอ่ย ๆ 

ในแต่ละคอลัมน์มำจำกคอลัมน์ใด ๆ ของชดุขอ้มูล จำกนัน้น ำมำสรำ้ง tree ต่ำง ๆ ส ำหรับแต่ละ

ตัวอยำ่งยอ่ย เชน่จ ำนวน 1,000 tree แลว้ค ำนวณควำมถีท่ีส่ว่นต่ำง ๆ ของ tree นัน้ถูกสรำ้งขึน้ใน
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แตล่ะตัวอยำ่งยอ่ยทีสุ่ม่ขึน้มำเหลำ่นัน้ เชน่ ถำ้พบกำรจับกลุม่ของล ำดับแบบหนึง่ ๆ ในทกุ tree ของ

ทุกตัวอยำ่งยอ่ย ก็หมำยควำมว่ำค่ำสนับสนุน (Bootstrap support) เป็น 100% แต่ถำ้พบเพยีง 2 

ใน 3 ของ tree ของตัวอยำ่งยอ่ย ก็แสดงวำ่คำ่สนับสนุนเท่ำกับ 67% เท่ำนัน้ ค่ำจะเขยีนไวท้ี ่node 

ของ tree เรยีกควำมน่ำจะเป็นโพสทเีรยีร ์(posterior probability) 

  

  4.2 Jack-knife เป็นเปอรเ์ซนตจ์ ำนวนครัง้ที ่clad ปรำกฏ เมือ่จ ำนวนเปอรเ์ซนตข์อง

ตัวอกัษรถกูเอำออกอยำ่งสุม่จำกชดุขอ้มลูแลว้ทำ  กำรวเิครำะหอ์กีครัง้ 

 

  4.3 Long branches ปัญหำแขนงยำว คอืกำรทีม่กีำรโนม้เอยีงของล ำดับทีแ่ยกออก

มำก ๆ จะจับกลุม่กนัใน tree โดยไมเ่ป็นควำมสมัพันธแ์ทจ้รงิ อยำ่งนอ้ยสว่นหนึง่เกดิเนือ่งจำกล ำดับ

ววิัฒนำกำรอยำ่งรวดเร็ว หรอืล ำดับทีไ่มม่สีำยสมัพันธใ์กลช้ดิจะมกีำรกลำยพันธุจ์ ำเพำะมำกมำย แต่

เนื่องจำกควำมจ ำกัดที่จ ำนวนชนิดกรดอะมโินม ี20 ชนิด หรือนิวคลีโอไทด์ม ี4 ชนิด ท ำใหก้ำร

เปลีย่นแปลงจ ำนวนมำกเริม่ทีจ่ะเกดิควำมคลำ้ยกนั ถำ้แขนงมคีวำมยำวมำก ควำมคลำ้ยกนัเหลำ่นีจ้ะ

กลบลักษณะของ phylogeny ทีแ่ทจ้รงิ แลว้ล ำดับเหล่ำนัน้จะดงึดูดกันเอง ซึง่จะเป็นปัญหำหลำย

อยำ่ง ปัญหำอย่ำงหนึง่ คอื ท ำใหค้่ำ bootstrap ของ tree ไมด่ ีวธิกีำรทดสอบว่ำมลีักษณะของ

แขนงยำวเกดิขึน้ในชดุขอ้มลูหรอืไม ่คอื ตัดล ำดับเหลำ่นีอ้อกไปจำกชดุขอ้มลู แลว้หำคำ่ bootstrap 

ใหมดู่ว่ำค่ำจะเพิม่ขึน้หรอืไม ่กำรใชว้ธิอีืน่ เชน่ maximum likelihood จะถูกผลกระทบจำกปัญหำนี้

นอ้ยกวำ่ วธิทีีด่ทีีส่ดุในกำรแยกสว่นของแขนงยำวท ำโดยกำรหำล ำดบัทีอ่ยูร่ะหวำ่งกลำงมำใสร่วมใน 

tree แลว้ตรวจดวูำ่ล ำดับนัน้เขำ้กนัดกีบัล ำดับทีเ่หลอืหรอืไม ่

 

 5. กำรน ำเสนอขอ้มูล กำรน ำเสนอ phylogenetic tree มหีลักปฏบิัตทิีย่อมรับ คอื (1) 

ควำมยำวของแขนงจะเขยีนตำมสเกล (คือเป็นสัดส่วนกับปรมิำณของววิัฒนำกำร) ทุกครัง้ แมว้่ำ

ควำมสมัพันธร์ะหวำ่งควำมยำวของแขนงและชว่งเวลำจรงิจะห่ำงไกลกัน ถำ้เขยีนตรงไปตรงมำอำจ

ไม่น่ำเชือ่ถอืส ำหรับยนี ๆ เดยีว แต่ควำมยำวยังคงใหภ้ำพทีด่สี ำหรับแสดงอัตรำกำรเปลีย่นแปลง

สัมพัทธ์ตลอด tree (2) ใหบ้อกค่ำ bootstrap เป็นเปอร์เซนต์ ซึง่จะท ำให ้tree อ่ำนและ

เปรียบเทียบกันไดง้่ำยและรำยงำนผลเพียงถำ้ค่ำ bootstrap นัน้สูงกว่ำหรือเท่ำกับ 50% (3) 

เลอืกใช ้OTU ทีม่คีวำมหมำย 

 

6.4  การวเิคราะหค์วามสมัพนัธเ์ชงิววิฒันาการกบัการน ามาใชป้ระโยชน ์

กำรวเิครำะหค์วำมสมัพันธเ์ชงิววิัฒนำกำร (phylogenetic analysis) โดยกำรสรำ้ง 

phylogenetic tree  นอกจำกจะใชเ้พือ่ศกึษำววิัฒนำกำรและควำมหลำกหลำยของสิง่มชีวีติแลว้ ยงั

สำมำรถน ำมำประยกุตใ์ชใ้นดำ้นตำ่ง ๆ เชน่  

1. ชว่ยในกำรศกึษำควำมหลำกหลำยของของสำรประกอบชนดิตำ่ง ๆ ไดแ้กส่ำรประกอบ

ปฐมภมู ิ(primary metabolite) และสำรประกอบทตุยิภมู ิ(secondary metabolite) ทีส่ ิง่มชีวีติชนดิ

นัน้สรำ้งขึน้ โดยสิง่มชีวีติทีม่สีำยพันธุใ์กลเ้คยีงกนั หรอืมลี ำดับววิัฒนำกำรทีใ่กลก้นั ก็จะมี
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metabolite ชนดิตำ่ง ๆ ทีใ่กลเ้คยีงกนัดว้ย ท ำใหเ้ป็นประโยชนต์อ่กำรคัดเลอืกสำยพันธุเ์พือ่ใชผ้ลติ

สำรทีต่อ้งกำร (ภำพที ่6) 

2.  ประโยชนท์ำงระบำดวทิยำ กำรควบคมุโรคตดิชือ้ และกำรออกแบบวคัซนี เชน่ กำร

วเิครำะห ์ phylogenetic tree ของแบคทเีรยี enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) ซึง่เป็น

สำเหตขุองโรคทอ้งรว่งสำยพันธุต์ำ่ง ๆ ทีม่ำจำกหลำยแหลง่ภมูศิำสตรแ์ละชนดิของโฮสต ์ ชว่ยให ้

เขำ้ใจกำรไดรั้บยนีของสำรพษิทีก่อ่ควำมรนุแรงในกำรเกดิอำกำรทอ้งเสยีจำกแบคทเีรยีชนดินี ้

(Turner และคณะ, 2006) หรอืกำรวเิครำะห ์ phylogenetic tree ของไวรัสโปลโิอและไวรัส 

coxsackie ทีจ่ัดรวมอยูใ่นเอ็นเทอรไ์รไวรัสคลัสเตอร ์ C ของคน (HEV-C) ชว่ยใหส้ำมำรถท ำนำย

ควำมเป็นไปไดท้ีไ่วรัสโปลโิออำจจะก ำเนดิมำจำกกำรกลำยพันธุข์องไวรัสใกลเ้คยีงทีก่อ่โรคไม่

รนุแรง ท ำใหไ้ดข้อ้มลูทีเ่ป็นประโยชนใ์นโครงกำรรณรงคท์ ำลำยลำ้งไวรัสโปลโิอทั่วโลก (Jiang 

และคณะ, 2007) 

3.  ใชเ้ป็นแผนทีน่ ำทำงเพือ่ชว่ยท ำนำยคณุสมบตัขิองสำยพันธุ ์ (species) ทีย่งัไมม่ี

กำรศกึษำ เพือ่คน้หำสำรทีม่ฤีทธิท์ำงชวีภำพเพือ่ใชเ้ป็นยำ หรอืเป็นเครือ่งมอืวจัิยทำงสรรีวทิยำ เชน่ 

กำรใช ้ phylogenetic tree ชว่ยในกำรวเิครำะหค์วำมสมัพันธท์ำงววิัฒนำกำรของรำสำยพันธุต์ำ่ง ๆ 

ท ำใหท้รำบวำ่รำในกลุม่ทีน่ ำมำศกึษำนีม้ศีักยภำพในกำรสงัเครำะหส์ำรออกฤทธิท์ำงชวีภำพชนดิ

ใดบำ้ง และอำจน ำไปสูก่ำรศกึษำเพือ่ใชป้ระโยชนห์รอืกำรพบสำยพันธุใ์กลเ้คยีง หรอือำจใชเ้ป็น

แหลง่ของสำรตัง้ตน้ทดแทนสำรทีต่อ้งกำร เชน่ กำรใชใ้บของ Taxus baccata เป็นแหลง่ของสำร

แทนกำรใชเ้ปลอืกของ T. brevifolia ในกำรผลติยำตำ้นมะเร็ง paclitaxel (Smith และ Wheeler, 

2006)  

4.  น ำไปสูค่วำมรูด้ำ้นควำมหลำกหลำยของสิง่มชีวีติ ส ำหรับเป็นแหลง่ศกึษำโครงสรำ้ง

และหนำ้ที ่ และกำรออกแบบยำรักษำโรค เชน่ กำรวเิครำะห ์ phylogenetic tree ของยนี eIF4E 

factor (Joshi และคณะ, 2005) หรอืกำรวเิครำะห์ท์ีท่ ำใหพ้บวำ่ งแูละกิง้กำ่มรีะบบพษิที่

ววิัฒนำกำรจำกจดุเริม่ตน้เดยีวกนัทีจ่ะน ำไปสูก่ำรวจัิยทำงชวีกำรแพทยแ์ละกำรออกแบบยำ (Fry 

และคณะ, 2006) 

5.  เป็นพืน้ฐำนส ำหรับกำรออกแบบเวคเตอรอ์ะดโีนไวรัส (adenovirus) ใหม้คีวำมจ ำเพำะ

ตอ่เนือ้เยือ่ (Madisch และคณะ, 2007) 
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ภาพที ่6 กำรวเิครำะห์ควำมสัมพันธ์เชงิววิัฒนำกำรของรำชนิดต่ำง ๆ แสดงใหเ้ห็นว่ำรำทีน่ ำมำ

ศกึษำนัน้มศีักยภำพทีจ่ะสังเครำะหส์ำรออกฤทธิท์ำงชวีภำพประเภทใดไดบ้ำ้ง (Yadav และคณะ, 

2009) 
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6.5  การพฒันาสารเมตาบอไลทเ์พือ่ใชง้านเชงิอตุสาหกรรม 

ปัจจบุนัพบวำ่ไดม้งีำนวจัิยหลำกหลำยทีส่นใจทีจ่ะน ำเอำสำรเมตำบอไลทท์ีถ่กูสงัเครำะหไ์ดใ้น

หอ้งปฏบิตักิำรทัว่ ๆ ไป เพือ่น ำไปใชง้ำนในเชงิอตุสำหกรรม เชน่ กำรน ำงำนวจัิยไปตอ่ยอดเพือ่สรำ้งยำ

รักษำโรคหรอืเวชภณัฑแ์ละเคมภีณัฑต์ำ่ง ๆ นอกจำกนัน้ยังพบวำ่นักวจัิยในกลุม่ NSF Engineering 

Research Center for Biorenewable Chemicals, Biorenewables Research Laboratory, Iowa 

State University of Science and Technology, USA. (CBiRC) ไดส้นใจทีจ่ะใชเ้ทคโนโลยชีวีภำพใน

กำรสรำ้งสำรตัง้ตน้ชนดิตำ่ง ๆ เชน่ สรำ้ง fatty acid, ring pyrone, ester & ether fatty acid จำกวัสดุ

เหลอืใชท้ำงกำรเกษตร (raw material) จำกนัน้จะใชก้ระบวนกำรทำงเคมแีละเอนไซมเ์ทคโนโลยี

เพือ่ทีจ่ะเปลีย่นสำรขำ้งตน้ใหไ้ปเป็นสำร polymer และ plastic ตำ่ง ๆ ทดแทนกำรใชง้ำนของสำรจำก

อตุสำหกรรมปิโตรเคมคิอล (petrochemical industry) (ภำพที ่7 และ 8) 

 

ภาพที ่7 แผนภมูแินวคดิของงำนวจัิยกลุม่ CBiRC ทีจ่ะเปลีย่นวัสดเุหลอืใชท้ำงกำรเกษตรไปเป็น

วัตถดุบิทดแทนเพือ่สงัเครำะหพ์ลำสตกิและโพลเิมอรต์ำ่ง ๆ แทนกำรใชน้ ้ำมันปิโตรเลยีม 

[http://www.cbirc.iastate.edu/overview.asp] 

http://www.cbirc.iastate.edu/overview.asp
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ภาพที ่8 แผนภมูแินวควำมคดิของกลุม่วจัิย CBiRC ทีจ่ะใชเ้ทคโนโลยทีำงดำ้นยนีและเอนไซมใ์นกำร

เปลีย่นวัสดเุหลอืใชท้ำงกำรเกษตรไปเป็นสำรโมโนเมอรร์ปูแบบงำ่ย ๆ กอ่นทีจ่ะใชเ้ทคโนโลยทีำงเคมี

ในกำรเปลีย่นโครงสรำ้งสำรโมโนเมอรใ์หม้คีวำมซบัซอ้นขึน้ 

[http://www.cbirc.iastate.edu/vision.asp] 

 

จำกแนวคดิของกลุม่วจัิย CBiRC ทีจ่ะใชเ้ทคโนโลยชีวีภำพทำงดำ้นยนีและเอนไซมร์ว่มกบั

กระบวนกำรกำรหมัก เพือ่เปลีย่นรปูวัสดเุหลอืใชท้ำงกำรเกษตรใหไ้ปเป็นสำรทดแทนพลำสตกิและโพลิ

เมอร ์ (bioplastic และ biopolymer) ทีไ่ดจ้ำกอตุสำหกรรมปิโตรเคม ี ซึง่นอกจำกจะเป็นกำรเพิม่มลูคำ่

ใหก้บัวัสดเุหลอืใชท้ำงกำรเกษตรแลว้ ยังเป็นกำรลดกำรใชน้ ้ำมันดบิทีม่แีนวโนม้วำ่จะหมดไปในอนำคต 

แลว้ยังเป็นกำรลดสภำวะโลกรอ้น (global warming) ในทำงออ้มไดด้ว้ย 

 

นอกจำกแนวคดิทีจ่ะเป็นวัสดเุหลอืใชท้ำงเกษตรไปเป็นสำรมลูคำ่สงู (high value 

compounds) อืน่ ๆ แลว้ ยังพบวำ่สำรเมตำบอไลทก์ลุม่โพลคีไีทดย์ังถกูพัฒนำเพือ่ใหเ้ป็นยำรักษำโรค

ตำ่ง ๆ เชน่ ใชรั้กษำโรคมะเร็ง ใชเ้ป็นยำฆำ่เชือ้แบคทเีรยีและรำ ใชเ้ป็นสำรกดภมูคิุม้กนัและใชเ้ป็นสำร

ลดโคเลสเตอรอลไดเ้ชน่กนั (ตำรำงที ่3) (Carreras และคณะ, 2000)  

 

 

 

 

 

 

http://www.cbirc.iastate.edu/vision.asp
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ตารางที ่3 สำรประกอบโพลคีไีทดท์ีน่ ำมำใชเ้ป็นยำรักษำโรค 
 
Product Therapeutic area Company 

Azithromycin Antibacterial Pfizer 

Clarithromycin Antibacterial Abbott 

Erythromycin Antibacterial Abbott, others 

Josamycin Antibacterial Yamanouchi 

Minocycline (Dynacil) Antibacterial Wyeth-Ayerst 

Miokamycin Antibacterial Meiji Seika 

Mycinamicin Antibacterial Asahi 

Oleandomycin Antibacterial Pfizer 

Pseudomonic acid Antibacterial SmithKline Beecham 

Rifamycins (Rifampin) Antibacterial Novartis, Lepetit 

Tetracyclines Antibacterial Asahi 

Aclarubicin (Aclacinomycin) Anticancer Pfizer, Weth-Ayerst 

Adriamycin (Doxorubicin) Anticancer Bristol-Myers squibb 

Chromomycin Anticancer Pharmacia-Upjohn 

Daunorubicin Anticancer Takeda 

Enediynes Anticancer Astra, Chiron 

Idarubicin (Idamycin) Anticancer Pharmacia-Upjohn 

Amphotericin B Antifungal Bristol-Myers Squibb 

Candicidin Antifungal Hoechst Marion Roussel 

Griseofulvin Antifungal Schering, Wyeth-Ayerst, Ortho 

Nystatin/Mycostatin Antifungal Bristol-Myers Squibb, others 

Spiramycin Antirickettsial Rhone-Poulenc 

Mevacor (Lovastatin) Cholesterol-lowering Merck 

Mevastatin (Compactin) Cholesterol-lowering Sankyo 

Pravastatin Cholesterol-lowering Sankyo, Bristol-Myers Squibb 

Zocor Cholesterol-lowering Merck 

Zearalenone Estrogenic activity  

Ascomycin (Immunomycin) Immunosuppressant Merck 

FK506 Immunosuppressant Fujisawa 

Rapamycin Immunosuppressant Wyeth-Ayerst 

Spinosad Insecticide Dow Elanco 

Avermectin Veterinary product Merck 

Lasalocid A Veterinary product Hoffman LaRoche 

Milbemycin Veterinary product Sankyo 
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7. 

วธิดี ำเนนิกำรวจัิย 
 

 
7.1 เก็บตัวอยำ่งรำในกลุม่ Xylaria จำกเศษซำกพชืในบรเิวณตำ่ง ๆ และซือ้ตัวอยำ่งรำเพิม่เตมิ

จำก Biotec Culture Collection 

7.2 น ำรำทีเ่ก็บไดม้ำคดัแยกใหเ้ป็นเชือ้บรสิทุธิ ์

7.3 น ำตวัอยำ่งรำมำท ำกำรเพำะเลีย้งในอำหำร malt extract agar (MEA) เพือ่เพิม่ปรมิำณ

เซลล ์ หลังจำกนัน้จงึน ำมำเลีย้งในอำหำร malt extract broth (MEB) ทีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็น

เวลำ 1 อำทติยแ์ละท ำกำรสกดั genomic DNA 

7.4 น ำ genomic DNA ทีไ่ดจ้ำกรำแตล่ะชนดิมำใชเ้ป็นตน้แบบส ำหรับกำรขยำยยนีบรเิวณ 

Internal Transcribed Spacer (ITS) ใน nuclear ribosomal DNA ดว้ยเทคนคิ 

polymerase chain reaction (PCR) โดยใช ้primer ITS4 และ ITS5 น ำ PCR product ที่

ไดไ้ปหำล ำดับนวิคลโีอไทด ์ เพือ่เป็นขอ้มลูส ำหรับกำรศกึษำวเิครำะหค์วำมสมัพันธเ์ชงิ

ววิัฒนำกำร (phylogenetic analysis) 

7.5 น ำรำทีไ่ดจ้ำกขอ้ 7.3 มำเพำะเลีย้งในอำหำรสตูรมำตรฐำน Malt Extract Broth (MEB) และ 

Yeast Extrace Sucrose (YES) ทีอ่ณุหภมูหิอ้งเป็นเวลำ 30 วัน โดยเขยำ่ที ่ 150 rpm 

ท ำซ ้ำ 3 ครัง้ 

7.6 น ำ fermentation broth มำวเิครำะหด์ว้ย HPLC เพือ่หำในกลุม่ primary metabolite ที่

สำมำรถน ำมำใชเ้ป็น building block ส ำหรับกำรผลติวัสดชุวีภำพ และน ำ fermentation 

broth อกีสว่นหนีง่มำสกดัดว้ยตัวท ำละลำย ethyl acetate หลังจำกนัน้จงึระเหยตวัท ำ

ละลำยออกดว้ยเครือ่ง vacuum evaporator และน ำ crude extract ทีไ่ดม้ำละลำยใน 

acetonitrile และฉีดเขำ้เครือ่ง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) โดย

ใช ้ C-18 reverse phase column วเิครำะห ์ extracellular metabolite ทีผ่ลติได ้ และ

ศกึษำ metabolite profiling ของ Xylaria แตล่ะชนดิ เพือ่ใชเ้ป็นขอ้มลูส ำหรับกำรท ำ 

chemotaxonomy 

7.7 วเิครำะหผ์ลกำรทดลองและเปรยีบเทยีบ phylogenetic tree ทีไ่ดจ้ำกขอ้ 7.4 และ 7.6 วำ่มี

ควำมคลำ้ยคลงึหรอืแตกตำ่งกนัอยำ่งไร และใชเ้ป็นขอ้มลูแสดงควำมหลำกหลำยของ

สำรประกอบในกลุม่ polyketide และ non-ribosomal peptide ในรำ Xylaria ทีส่ำมำรถ

น ำมำใชป้ระโยชนเ์ป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับกำรผลติวัสดชุวีภำพชนดิตำ่ง ๆ ได ้ 
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8. 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 

 
ผลการคดัแยกและการจ าแนกชนดิของตวัอยา่งรา 
 
ในกำรเก็บตัวอยำ่งรำจำกเศษซำกพชืในบรเิวณตำ่ง ๆ พบวำ่มรีำในกลุม่ Xylaria หลำยชนดิทีม่ี

ลักษณะแตกตำ่งกนั จำกนัน้จงึน ำมำคดัแยกใหเ้ป็นสำยพันธุบ์รสิทุธิแ์ละท ำกำรสกดั DNA และ 

amplify ยนีในบรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) พบวำ่สำมำรถจ ำแนกรำได ้ดังนี ้

 

ล ำดับที ่ ชนดิของรำในกลุม่ Xylaria ทีจ่ ำแนกได ้

1 Xylaria cubensis 

2 Xylaria globosa 

3 Xylaria grammica 

4 Xylaria multiplex 

5 Xylaria nigripes 

6 Xylaria telfeirii 

7 Xylaria apiculata 

8 Xylaria arbuscula 

9 Xylaria hypoerythra 

10 Xylaria obovata 

 
นอกจำกนีย้งัไดรั้บตัวอยำ่งรำ Xylaria sp. BCC 1067 อกี 1 ชนดิ เพิม่เตมิจำกฺ Biotec Culture 

Collection จำกนัน้รำ Xylaria ทัง้ 11 ชนดิไดถ้กูน ำมำเพำะเลีย้งในอำหำร MEB และ YES ที่

อณุหภมูหิอ้ง เป็นเวลำ 30 วัน เพือ่น ำมำศกึษำ metabolite profile ตอ่ไป ซึง่สำมำรถแสดงได ้

ดังนี ้
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ตวัอยา่งที ่1: metabolite profile ของ X. apiculata ในอำหำร MEB 
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1: 210 nm, 4 nm

no3 X api yui MEB 250613

no3 X api yui MEB 250613-out

2: 254 nm, 4 nm

no3 X api yui MEB 250613

no3 X api yui MEB 250613-out

3: 280 nm, 4 nm

no3 X api yui MEB 250613

no3 X api yui MEB 250613-out

4: 310 nm, 4 nm

no3 X api yui MEB 250613

no3 X api yui MEB 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no3 X api yui MEB 250613

no3 X api yui MEB 250613-out

 
 

 

ตวัอยา่งที ่2: metabolite profile ของ X. apiculata ในอำหำร YES 
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2: 254 nm, 4 nm
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no4 X api yui YES 250613-out

3: 280 nm, 4 nm

no4 X api yui YES 250613

no4 X api yui YES 250613-out

4: 310 nm, 4 nm

no4 X api yui YES 250613

no4 X api yui YES 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no4 X api yui YES 250613

no4 X api yui YES 250613-out
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ตวัอยา่งที ่3: metabolite profile ของ X. arbuscula ในอำหำร MEB 
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5: 230 nm, 4 nm

no5 X arbus MEB 250613

no5 X arbus MEB 250613-out

 
 

 

ตวัอยา่งที ่4: metabolite profile ของ X. arbuscula ในอำหำร YES 

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

m
A

U

0

2
5

0
5

0
0

7
5

0
1

0
0

0
1

2
5

0
1

5
0

0
1

7
5

0
2

0
0

0
2

2
5

0
2

5
0

0

m
A

U

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

1: 210 nm, 4 nm

no6 X arbus YES 250613

no6 X arbus YES 250613-out

2: 254 nm, 4 nm

no6 X arbus YES 250613

no6 X arbus YES 250613-out

3: 280 nm, 4 nm

no6 X arbus YES 250613
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4: 310 nm, 4 nm

no6 X arbus YES 250613

no6 X arbus YES 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no6 X arbus YES 250613

no6 X arbus YES 250613-out
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ตวัอยา่งที ่5: metabolite profile ของ X. cubensis ในอำหำร MEA 
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3: 280 nm, 4 nm

no7 X cuben MEB 250613
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4: 310 nm, 4 nm

no7 X cuben MEB 250613

no7 X cuben MEB 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no7 X cuben MEB 250613

no7 X cuben MEB 250613-out

 
 

 

ตวัอยา่งที ่6: metabolite profile ของ X. cubensis ในอำหำร YES 
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no8 X cuben YES 250613

no8 X cuben YES 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no8 X cuben YES 250613

no8 X cuben YES 250613-out
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ตวัอยา่งที ่7: metabolite profile ของ X. globosa ในอำหำร MEA 
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4: 310 nm, 4 nm
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no9 X globo MEB 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no9 X globo MEB 250613

no9 X globo MEB 250613-out

 
 

ตวัอยา่งที ่8: metabolite profile ของ X. globosa ในอำหำร YES 
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5: 230 nm, 4 nm

no10 X globo YES 250613

no10 X globo YES 250613-out
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ตวัอยา่งที ่9: metabolite profile ของ X. grammica ในอำหำร MEA 
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ตวัอยา่งที ่10: metabolite profile ของ X. grammica ในอำหำร YES 
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no12 X gram YES 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no12 X gram YES 250613

no12 X gram YES 250613-out
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ตวัอยา่งที ่11: metabolite profile ของ X. hypoerythra ในอำหำร MEA 
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5: 230 nm, 4 nm

no13 X hypo MEB 250613

no13 X hypoMEB 250613-out

 
 

ตวัอยา่งที ่12: metabolite profile ของ X. hypoerythra ในอำหำร YES 
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 -31- 

 

ตวัอยา่งที ่13: metabolite profile ของ X. multiplex ในอำหำร MEA 
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ตวัอยา่งที ่14: metabolite profile ของ X. multiplex ในอำหำร YES 
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ตวัอยา่งที ่15: metabolite profile ของ X. nigripes ในอำหำร MEA 
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ตวัอยา่งที ่16: metabolite profile ของ X. nigripes ในอำหำร YES 
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ตวัอยา่งที ่17: metabolite profile ของ X. obovata ในอำหำร MEA 
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ตวัอยา่งที ่18: metabolite profile ของ X. telfeirii ในอำหำร MEA 
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ตวัอยา่งที ่19: metabolite profile ของ X. telfeirii ในอำหำร YES 

 

Minutes

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

m
A

U

0

2
5

0
5

0
0

7
5

0
1

0
0

0
1

2
5

0
1

5
0

0
1

7
5

0
2

0
0

0
2

2
5

0
2

5
0

0
2

7
5

0

m
A

U

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750
1: 210 nm, 4 nm

no21 X tel YES 250613

no21 X tel YES 250613-out

2: 254 nm, 4 nm

no21 X tel YES 250613

no21 X tel YES 250613-out

3: 280 nm, 4 nm

no21 X tel YES 250613

no21 X tel YES 250613-out

4: 310 nm, 4 nm

no21 X tel YES 250613

no21 X tel YES 250613-out

5: 230 nm, 4 nm

no21 X tel YES 250613

no21 X tel YES 250613-out

 
 

ตวัอยา่งที ่20: metabolite profile ของ Xylaria sp. BCC 1067 ในอำหำร MEA 
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จำกผลกำรทดลอง เมือ่น ำรำ Xylaria ชนดิตำ่ง ๆ เมือ่น ำมำเลีย้งลงในอำหำร YES และ MEB 

พบวำ่ metabolite profile ของรำชนดิตำ่ง ๆ จะมมีำกนอ้ยแตกตำ่งกนั  และมรีปูแบบกำรผลติสำร 

secondary metabolite ทีแ่ตกตำ่งกนัออกไป ในกำรทดลองนีย้งัไมไ่ดม้กีำรน ำ MS (mass 

spectrometry) มำชว่ยในกำรวเิครำะห ์ จงึยงัไมส่ำมำรถชีช้ดัไดว้ำ่แตล่ะพคีคอืสำรอะไร มมีวล

เทำ่ไร อยำ่งไรก็ตำมไดม้กีำรน ำพคีทีเ่กดิในแตล่ะเวลำ (retention time) ในแตล่ะ metabolite 

profile  มำท ำกำรเปรยีบเทยีบกนั และสรำ้งเป็น phylogenetic tree พบวำ่สำมำรถแสดงไดด้ัง

ภำพที ่ 9 โดยพบวำ่ อำหำร YES จะให ้metabolite profile ทีใ่กลเ้คยีงกนั สว่น อำหำร MEB ที่

เลีย้งรำ Xylaria แตล่ะชนดิ ก็ให ้metabolite profile ทีใ่กลเ้คยีงกนัเชน่กนั  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่ 9 phylogenetic tree แบบ parsimony ของรำ Xylaria ตำมชนดิของสำรเคมทีีผ่ลติใน

อำหำร MEA และ YES  

 
เมือ่น ำล ำดับ nucleotide บรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) ทีเ่กดิจำกกำร amplify 

ชิน้สว่นของ DNA ดว้ย primer ITS4 (5’-TCC-TCC-GCT-TAT-TGA-TAT-GC-3’) และ ITS5 (5’-

GGA-AGT-AAA-AGT-CGT-AAC-AAG-G-3’) ของรำแตล่ะชนดิ มำท ำ phylogenetic tree ดว้ยวธิ ี

parsimony พบวำ่สำมำรถจ ำแนกไดด้ังภำพที ่10 
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ภาพที ่ 10 phylogenetic tree ของรำในกลุม่ Xylaria เมือ่จ ำแนกโดยใชล้ ำดับนวิคลโีอไทดใ์น

บรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) 

 
ผลกำรท ำ phylogeny พบวำ่ phylogenetic tree ทีส่รำ้งจำก metabolite profile กบั ล ำดบั 

nucleotide มคีวำมใกลเ้คยีงกนัเฉพำะในบำงสำยพันธุ ์ แตร่ำบำงสำยพันธุนั์น้ phylogenetic tree 

ทัง้สองจะมคีวำมแตกตำ่งกนั ดังนัน้กำรใช ้phylogenetic tree เพือ่ท ำนำยกำรผลติสำรประกอบใน

กลุม่ polyketide และ non-ribosomal peptide จงึเฉพำะกบัรำบำงสำยพันธุเ์ทำ่นัน้  

 

การตรวจสอบชนดิของ building block จากน า้หมกัของราชนดิตา่ง ๆ 

ในกำรทดลองนีไ้ดน้ ำรำ Xylaria ชนดิตำ่ง ๆ มำท ำกำรเพำะเลีย้งในอำหำร MEA จำกนัน้ท ำกำร

ตรวจสอบชนดิของ building block ทีพ่บในน ้ำหมกัดว้ยวธิ ีHPLC ซีง่สำมำรถแสดงไดต้ำมตำรำง

ดังนี ้
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  - 3-Hydroxybutyrolactone            

  - Acetoin X          X 

  - Aspartic acid X X X    X  X X X 

  - Fumaric acid  X   X X X  X  X 

  - Malic acid X   X X  X X X  X 

  - Succinic acid X  X X   X  X X X 

  - Threonine  X X       X X 

5 Carbon            

  - Arabitol X X  X   X  X  X 

  - Glutamic X X X      X  X 

  - Itaconic acid    X  X      

  - Xylitol X  X  X X X X  X X 

6 Carbon            

  - 2,5 Furandicarboxylic acid            

  - Aconitic acid X     X     X 

  - Citric acid  X X X      X  

  - Glucaric acid X  X  X X X X X  X 

  - Gluconic acid    X        

  - Lysine  X X  X  X  X X X 

  - Sorbitol X X  X X X X   X X 

 

หมำยเหต ุX = มกีำรผลติสำรชนดินัน้ ๆ 

 

จำกตำรำงจะเห็นไดว้ำ่รำในกลุม่ Xylaria จะผลติ building block ทีใ่ชท้ ำเป็นสำรตัง้ตน้ส ำหรับท ำ

พลำสตกิชวีภำพไดแ้ตกตำ่งกนั โดยเฉพำะอยำ่งยิง่ Xylaria sp. BCC 1067 ทีม่กีำรผลติ building 

block ทีเ่ป็น primary metabolite ในกลุม่ของ C3-C6 ครบเกอืบทกุชนดิ ดัง้นัน้รำในกลุม่ Xylaria 

จงึเป็นรำทีม่ศีักยภำพสงูทีจ่ะน ำมำเพำะเลีย้งเพือ่อตุสำหกรรมกำรผลติพลำสตกิชวีภำพ 
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9. 

สรปุผลกำรวจัิย 
 

1.    รำในกลุม่ Xylaria จะมคีวำมสำมำรถในกำรผลติสำร secondary metabolite ในกลุม่ของ 

polyketide และ non-ribosomal peptide ทีแ่ตกตำ่งกนัไป โดยจะมกีำรผลติมำกในอำหำร 

Yeast Extract Sucrose (YES) ซึง่สำรประกอบในกลุม่ polyketide และ non-ribosomal 

peptide นี้จะมคีวำมหลำกหลำยดำ้นโครงสรำ้งและสำรบำงชนดิสำมำรถทีจ่ะน ำมำพัฒนำตอ่ยอด

เป็นพลำสตกิชวีภำพชนดิใหมไ่ด ้

2. ผลกำรศกึษำ phylogenetic tree ทีส่รำ้งจำกชนดิของสำรเคมทีีผ่ลติและทีส่รำ้งจำกล ำดับนวิคลี

โอไทดใ์นบรเิวณ Internal Transcribed Spacer (ITS) พบวำ่มคีวำมสมัพันธก์นั ดังนัน้จงึใช ้

phylogenetic tree ทีส่รำ้งจำกล ำดับนวิคลโีอไทดม์ำใชใ้นกำรท ำนำยกำรผลติสำรประกอบใน

กลุม่ secondary metabolite ของรำ Xylaria ทีม่สีำยพนัธุใ์กลเ้คยีงกนัได ้

3. รำในกลุม่ Xylaria เป็นรำทีม่ศัีกยในกำรผลติสำรในกลุม่ primary metabolite ทีม่คีำรบ์อน 3-6 

ตัวไดห้ลำกหลำยชนดิ ซึง่สำรในกลุม่นี้สำมำรถทีจ่ะน ำมำใชเ้ป็น building block ส ำหรับกำรผลติ

วัสดชุวีภำพได ้
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