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คําปรารภ (Foreword หรือ Preface) 

 โครงการความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจเปนโครงการวิจัยที่อยูภายใตแผนงานวิจัยและพัฒนาการอนุรักษและการใชประโยชนจากความ
หลากหลายทางชีวภาพของพืช และจุลินทรีย เพ่ือเพ่ิมมูลคาและพัฒนานวัตกรรมดําเนินการ 4 ป ต้ังแตป พ.ศ. 
2561-2564 ประกอบดวย 3 กิจกรรม 12 การทดลองคือ กิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืช
สวน กิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชไร และกิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคด
ของพืชทองถิ่น โดยเน้ือหาในรายงานเลมน้ีจะกลาวถึงที่มาของประเด็นปญหา วัตถุประสงค ขอบเขตงาน 
วิธีดําเนินการวิจัย และผลการดําเนินงานพรอมขอสรุป 

 คณะผูวิจัยหวังเปนอยางย่ิงวารายงานฉบับน้ีจะเปนประโยชนแกนักวิจัย นักวิชาการเกษตร ตลอดจน
เกษตรกร และผูสนใจโดยทั่วไป ที่จะไดศึกษาและนําไปปรับใชใหเกิดประโยชนตอไป 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ขอขอบคุณสํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่ใหการสนับสนุนหองปฏิบัติการและเครื่องมือในการทดลองวิจัย 
ขอขอบคุณสํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร ที่ใหความอนุเคราะหในการเก็บรักษาตัวอยางพันธุไมแหง
อางอิง  ขอขอบคุณศูนยวิจัยสวนจันทบุรี ศูนยวิจัยสวนตรัง ศูนยวิจัยสวนศรีสะเกษ ศูนยวิจัยพืชไรระยอง 
ศูนยวิจัยพืชไรเชียงราย ศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรกระบ่ี กรมวิชาการเกษตร ที่เอ้ือเฟอตัวอยางทุเรียน เงาะ 
สะตอ บัว มันสําปะหลัง ถั่วเหลือง และปลาไหลเผือก ขอขอบคุณในความอนุเคราะหของ ดร. สมราน สุดดี, ดร. 
วรดลต แจมจํารูญ, นายวิโรจน ตันธนาภินันท, นายมีศักด์ิ แกวกูล, นางสาวจิราภรณ มีวาสนา, นางสาวนันทนภัส 
ภัทรหิรัญไตรสิน, นายสุคิด เรืองเรื่อ และเจาหนาที่ทุกทานของกรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช  ดร. 
สรายุทธ บุณยะเวชชีวิน หัวหนาโครงการวิจัยนิเวศวิทยาปาไมระยะยาว, นายพรหมพิริยะ คีรีวงศ ในการการเก็บ
ขอมูลพืชวงศศิลา  ขอขอบคุณนายวัชรพล บําเพ็ญอยู และนางแจมนภา คุมฝน ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย กรม
วิชาการเกษตร ในการเก็บขอมูลพืชปญจขันธ ขอขอบคุณผูชวยวิจัย นายฉลาด ไหวติง และนางสาวศุภรัสมิ์ พู
ลพัฒนสุวรรณ ที่ชวยดําเนินงานวิจัยทั้งในสวนของหองปฎิบัติการและภาคสนาม เปนอยางดี และสุดทาย
ขอขอบคุณนางขนิษฐา วงศวัฒนารัตน ผูเช่ียวชาญดานอนุรักษพันธุกรรม ที่ใหคําปรึกษาขอมูลวิจัยและชวยตรวจ
แกไขจนงานสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี  
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คําอธบิายสัญลักษณและคํายอ 

ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) หมายถึง ลําดับนิวคลีโอไทดขนาดสั้น ที่มีความจําเพาะกับพืชในระดับสกุลและ
ชนิด 

ความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity) หมายถึง ความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตในระบบนิเวศ มาจากคํา 2 
คํา คือ Biological หมายถึง ชีวภาพ และ diversity หมายถึง ความหลากหลาย 

ความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) หมายถึง ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สิ่งมีชีวิตแตละ
ชีวิต ไดรับการถายทอดมาจากรุนพอแมและสงตอไปยังรุนตอไป เชน ลักษณะความหลากหลายของลวดลายและสี
ของหอยทาก  ลักษณะทางพันธุกรรมที่ไดรับการถายทอดน้ันผานทางยีน ที่มีอยูในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซึ่งสงผลให
สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันอาจมีลักษณะที่คลายคลึงกันหรือแตกตางกันไปตามยีนที่ไดรับการถายทอดมา 
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บทนํา 
ความสําคัญและที่มาของโครงการวิจัย 

ประเทศไทยมีความหลากหลายของเช้ือพันธุกรรมพืชสูงระดับตนๆ ของโลก แตในยุคปจจุบัน เกษตรกร
สวนมากไดปรับเปลี่ยนวิถีการปลูกพืชโดยมุงเนนการปลูกสายพันธุการคาตามความตองการของตลาด ทําใหพันธุ
พืชที่มีการหมุนเวียนใชประโยชนในประเทศมีความหลากหลายนอยลง สายพันธุพืชที่มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุไว
มากมาย หรือแมแตพันธุพืชทองถิ่นที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจกลับถูกละเลยที่จะนํามาพัฒนาตอยอด อีกทั้งไมมี
การเก็บรักษาเช้ือพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจเหลาน้ีอยางตอเน่ืองเปนระบบ ทําใหพันธุพืชบางสายพันธุสูญ
หายไป การคุมครองสายพันธุพืชที่มีลักษณะดีและใหผลผลิตสูงยังไมครอบคลุมทําใหมีการปลอมสายพันธุ ซึ่งยาก
ในการตรวจสอบเพราะการจําแนกสายพันธุของพันธุพืชเหลาน้ันยังไมชัดเจน การตรวจสอบพันธุพืชของไทยดวย
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดซึ่งสะดวก รวดเร็ว และมีความนาเช่ือถือยังมีการศึกษานอยและเขาถึงไดยาก ในขณะที่
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพันธุกรรมพืชไทยมีความสําคัญอยางย่ิงในการใชจําแนกพันธุพืชเพ่ือสนับสนุนการบังคับ
ใชกฎหมาย การเขาถึงและการแบงปนผลประโยชนจากการใชทรัพยากรพันธุกรรมพืชของประเทศไทย ซึ่ง
สอดคลองกับยุทธศาสตรของหนวยงานในการบริหารจัดการทรัพยากรการเกษตรและสิ่งแวดลอมอยางสมดุลและ
ย่ังยืน และการสรางความเปนเลิศในการเปนศูนยกลางความหลากหลายทางชีวภาพที่เปนประโยชนในการพัฒนา
เศรษฐกิจชีวภาพ  

เทคนิคดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) เปนการใชลําดับเบสสายสั้น (400-800 คูเบส) บริเวณหน่ึงๆ ใน
จีโนมที่มีลําดับเปนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดทําใหสามารถใชจําแนกสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันออกจากกันได 
เปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดยใชหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในสวนของดีเอ็น
เอมาตรฐาน (standardized DNA) แลวนําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบช่ือ
วิทยาศาสตรแลว (Casiraghi et al., 2010) วิธีน้ีนอกจากจะใชตรวจพิสูจนและยืนยันการระบุชนิดพืชไดถูกตอง
และมีความนาเช่ือถือแลว ยังสามารถศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชอีกดวย ซึ่งดีเอ็นเอของจีโนมคลอ
โรพลาสตและนิวเคลียสถูกนํามาใชอยางกวางขวางในการตรวจพิสูจนและยืนยันการระบุพืชในระดับชนิดหรือ
แมแตในระดับตํ่ากวาชนิดจนถึงระดับสายพันธุ (Kress and Erickson, 2008; Roger and Bendich, 1987; 
Ritland et al., 1993; Schaefer and Renner, 2011) สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในพืชน้ัน นิยมใชยีน
จากหลายตําแหนงดวยกันโดยสามารถคัดเลือกมาใชตามความจําเพาะของพืชที่ตองการศึกษา  

ความหลากหลายของพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยมีสูงมาก เมื่อพิจารณาลําดับความสําคัญ 
พบวา ความหลากหลายของพันธุพืชสวนที่ควรมีการศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในอันดับตนๆ ประกอบดวย 
ทุเรียน เงาะ บัว กลวยไมสมุนไพร และพริก พันธุพืชไร ประกอบดวย มันสําปะหลัง และถั่วเหลือง สวนพันธุพืช
ทองถิ่น ประกอบดวย พืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ 
โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจ
จึงไดดําเนินการโดยมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) สํารวจ รวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชสวน พันธุพืช
ไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืชขางตน; 2) ศึกษาดีเอ็นเอบารโคด และความสัมพันธทางพันธุกรรมของพันธุพืช
สวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืช; 3) จัดเก็บเช้ือพันธุกรรมของพันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืช
ทองถิ่นทั้ง 12 พืช เพ่ืออนุรักษและเก็บรักษาในธนาคารเช้ือพันธุพืชในสภาพ เมล็ดพันธุ (Seed bank) แปลงปลูก 
และธนาคารดีเอ็นเอ (DNA bank) และ 4) จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและขอมูลพรรณไมอางอิงงานวิจัยของ
พันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืช 
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วิธีการวิจัย 

จัดทําดีเอ็นเอบารโคดสําหรับศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
ของพืชสวน (ทุเรียน เงาะ บัว พริก กลวยไม) พืชไร (มันสําปะหลัง ถั่วเหลือง) และพืชทองถิ่น (พืชวงศศิลา ปญจ
ขันธ ปลาไหลเผือกหนอนตายหยากและสะตอ) โดยมีการจัดทําตัวอยางอางอิงงานวิจัย (Voucher specimen) 
เพ่ือเก็บรักษาไวเปนฐานขอมูลในรูปพรรณไมแหงในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพและตัวอยางดีเอ็นเออางอิงเก็บรักษาไว
ในธนาคารดีเอ็นเอของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะนํายีน
ในสวนของคลอโรพลาสและนิวเคลียร มาใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายและจัดกลุม
ความสัมพันธทางพันธุกรรม ศึกษาแนวทางการจําแนกชนิดหรือสายพันธุ รวมถึงทดสอบประสิทธิภาพ
ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดตอชนิดหรือสายพันธุพืช เพ่ือประโยชนในการอนุรักษการปรับปรุงพันธุ และการ
ตรวจสอบพันธุ จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI เพ่ือนําหมายเลข accession 
มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชตอไป 
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บทคัดยอ 

ประเทศไทยมีความหลากหลายของเช้ือพันธุกรรมพืชสูงระดับตนๆ ของโลก แตการจําแนกชนิดหรือพันธุ
ของพืชเหลาน้ันยังไมชัดเจน จึงทําใหพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยถูกละเลยในการนํามาพัฒนาตอ
ยอด โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจไดดําเนินการในป พ.ศ. 2561-2564 โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือสํารวจและรวบรวมความหลากหลายทาง
ชีวภาพของพันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นของไทยและศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของพันธุพืช จัดเก็บเช้ือพันธุกรรม และจัดทําฐานขอมูลความหลากหลายทางชีวภาพและดีเอ็นเอ
บารโคดของพืช โดยศึกษาในพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจ 12 พืช ไดแก ทุเรียน เงาะ บัว กลวยไมพริก มัน
สําปะหลัง ถั่วเหลือง พืชวงศศิลา ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ โดยเก็บรวบรวมตัวอยาง
จากแปลงรวบรวมพันธุของหนวยงานสังกัดกรมวิชาการเกษตร แปลงปลูกของเกษตรกรและในพ้ืนที่ปาทั่วทุก
ภูมิภาคของประเทศไทย และใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดของยีนหลายตําแหนงบนบริเวณคลอโรพลาสตและ
นิวเคลียสเพ่ือสรางความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชทั้ง 12 กลุมพืช ดวยวิธีBayesian inference, Maximum 
Likelihood, Maximum Parsimony, Neighbor Joining และ Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean ผลการศึกษา สามารถเก็บรวมรวมตัวอยางพันธุกรรมของพืชทั้ง 12 กลุมพืช ไวในรูปดีเอ็นเอ
อางอิงไดจํานวน 578 ตัวอยาง โดยพบวา ยีนตําแหนง ITS เหมาะสมจะใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการจําแนกกลุม
พันธุของพันธุพืชไดมากที่สุดถึง 9 กลุมพืช รองลงมา คือ rbcL, matK และ trnH-psbA ได 7, 6 และ 4 กลุมพืช 
ตามลําดับ สวน DuBc04, rpoC, rpl32-trnL, trnL-trnF, accD, petD, psbBและ ycf3 แสดงผลการจําแนกทาง
พันธุกรรมไดเฉพาะบางพืช ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากพันธุพืชทั้ง 12 กลุมพืช จํานวน 1,663 ขอมูลน้ี ถือ
เปนขอมูลพันธุกรรมใหมของพืชมีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยที่ไดบันทึกไวบนระบบขอมูลสากลของ NCBI 
และสามารถสืบคนขอมูลทางพฤกษศาสตรของพืชเช่ือมโยงไปยังตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงที่เก็บรักษาไวใน
พิพิธภัณฑพืชระดับชาติ จํานวน 516 ตัวอยาง รวมถึงสามารถทดสอบเช้ือพันธุกรรมเมล็ดของพริกและถั่วเหลืองที่
เก็บรวบรวมไวในธนาคารเช้ือพันธุพืชอีก 143 ตัวอยาง ซึ่งขอมูลพันธุพืชเหลาน้ีเปนประโยชนอยางย่ิงสําหรับใช
เปรียบเทียบความแตกตางของพันธุในการวางแผนการปรับปรุงพันธุพืชของไทยตอไป โดยไดบันทึกขอมูลความ
หลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชทั้ง 12 พืชที่ไดจากการศึกษาวิจัยน้ีไว จํานวน 424 ขอมูลพืช เพ่ือเปนขอมูล
สําหรับสนับสนุนการบังคับใชกฎหมาย การเขาถึงและการแบงปนผลประโยชนจากการใชทรัพยากรพันธุกรรมพืช
ของประเทศไทยตอไป 

 
 
 
 
 
 

 
Abstracts 

Thailand has a high diversity of plant germplasm in the world.However, the species 
identification or cultivar/variety classification of those plants are not yet clear. As a result, plant 
varieties with economic potential in Thailand have been neglected for further development. 
The “Biodiversity and DNA barcoding of economically efficient crops project” was carried out in 
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2018-2021. The research aimed to survey and collect horticultural plants, agronomic crops and 
indigenous plants in Thailand, studying DNA barcodes and the genetic relationship of collected 
plants, collecting plant germplasm and preparing a database of plant biodiversity and their DNA 
barcodes.Twelve economically potential plants were studied, namely durian, rambutan, lotus, 
orchid, chili, cassava, soybean, Aquifoliaceae, jiaogulan, Eurycoma spp., Stemona spp. and 
Parkia speciosa. The samples were collected from the conservation plots of agencies under the 
Department of Agriculture, farmer's plot and in areas across all regions of Thailand, then using 
DNA barcode techniques of multiple genes on the chloroplast and nucleus regions to construct 
the genetic relationshipof each plant using phylogenetic methods of Bayesian inference, 
Maximum Likelihood, Maximum Parsimony, Neighbor Joining andUnweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean. The DNA of 578 samples obtained from this study were collected as DNA 
references. The ITS gene was found to be the best DNA barcode to classify the relationship 
within each group of 9 plants, followed by rbcL, matK and trnH-psbA at 7, 6 and 4 plants, 
respectively. The rest of DuBc04, rpoC, rpl32-trnL, trnL-trnF, accD, petD, psbB and ycf3 showed 
genetic classification only in some plants. The nucleotide sequence data of 1,663 samples 
obtained from this study were recorded on the NCBI database. This information is considered as 
a new genetic data of Thai economically potential plants. The sequences data submitted to 
NCBI referred to the botanical information of 516 herbarium specimens registered in the 
national herbarium. It is also able to test the seed germplasm of 143 peppers and soybeans 
collected in seed bank.All information are very useful for comparing the differences in plant 
breeding plan in Thailand. The numbers of 424 biodiversity data of those 12 plant groups 
obtained from this research provide information to support law enforcement, access and 
benefit sharing from Thailand's use of plant genetic resources. 

 
 
 
 

 
กิจกรรมที่ 1 

ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชสวน 
Diversity and DNA Barcode of Horticultural Plants 

 
การทดลองที่ 1.1 

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมทุเรยีน 
DNA Barcode and Genetic Diversity of Durian 

 
ชื่อผูวิจัย 

ธีรวุฒิ  ชุตินันทกุล   อรุโณทยั  ซาววา   มาลัยพร  เช้ือบัณฑิต    

13 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



Theerawut  Chutinanthakun,  Aroonothai  Sawwa,  Malaiphorn  Chuebundit,   
 

คําสําคัญ : พันธุกรรมทุเรียน  ดีเอ็นเอบารโคด  ไพรเมอรมาตรฐาน GBS 
Key words : duriangenetics,  DNA-barcode,  universal primer,  GBS 

 
บทคัดยอ 

ทุเรียนเปนไมผลเศรษฐกิจที่สําคัญของไทย และไทยเปนผูผลิตและสงออกมากที่สุดของโลก ทุเรียนใน
ประเทศไทยที่เปนพันธุการคาและพันธุพ้ืนเมืองมีความหลากหลาย ซึ่งสวนใหญอยูในชนิดของทุเรียนบาน (Durio 
zibethenus L) โดยที่ผานมา ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีไดทําการเก็บรวบรวมพันธุทุเรียนจากทั่วประเทศไว
มากกวา 400 พันธุ โดยในการทดลองน้ีมุงเนนในการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือหาความสัมพันธของทุเรียนจาก
แปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิมจํานวน 169 ตัวอยาง พบวา การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานยังไมสามารถจําแนก
ความสัมพันธของทุเรียนในชนิดเดียวกันไดอยางเดนชัด จึงไดทําการพัฒนาไพรเมอรของทุเรียนโดยเฉพาะจากการ
ใชเทคนิค GBS จนไดไพรเมอรที่นาสนใจจํานวน 4 ยีน โดยคัดเลือกไวศึกษาจํานวน 1 ยีน คือ DuBc04 
เปรียบเทียบกับ ยีนมาตรฐาน ITS2 พบวา ยีน DuBc04 สามารถแยกความแตกตางในทุเรียนไดดีกวา ITS2 
อยางไรก็ตาม รูปแบบการแยกสวนใหญยังไมสอดคลองกับการแบงกลุมตามลักษณะสัณฐาน ซึ่งมีการจําแนกไว 6 
กลุม ไดแก กลุมกบ กลุมกําปน กลุมลวง กลุมกานยาว กลุมทองยอย และกลุมเบ็ดเตล็ด ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียน
เปนพืชผสมขามตามธรรมชาติ จึงทําใหเกิดความหลากหลายทั้งทางลักษณะสัณฐานของใบและผลคอนขางมาก 
อีกทั้งการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดแยกความแตกตางของพืชที่อยูในชนิดเดียวกันยังคอนขางมีขอจํากัด ดังน้ัน
อาจตองใชดีเอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงบริเวณรวมกันเพ่ือเพ่ิมความแมนยําในการระบุชนิดพืชตอไป 

 

 
Abstracts 

Durian is very important tropical fruit in Thailand. Most of commercial and local 
varieties are in Durio zibethenus L. More than 400 clones from over country were collected at 
the orchard of Chanthuburi Horticultural Research Center. In this study, we would like to clarify 
the variation of durian about 169 samples using DNA barcode. The results showed not clearly 
data to classify the differentiation of durian with universal primers of DNA barcode. So, GBS 
technique was use to modified specific primer in durian. Among 4 modified primers, DuBc04 
was chosen to analyzed compare with ITS2 in sample of durian. It was found that, DuBc04 
seems to show the genetic relationship better than ITS2. However, the data from the analyzing 
was not related with the classification of database manual. It is probably from the nature of 
cross pollination which leading to highly variation and the limitation of DNA barcode under 
same specie classify. So that, the further study to improve the accuracy with multiple 
fragments of barcoding or other technique should be considered. 

 
บทนํา (Introduction) 
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ดีเอ็นเอบารโคดเปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล ไดถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือ
กลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลาอันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอใน
บริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่
นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิด
อ่ืนๆ ที่ตองการเปรียบเทียบกัน วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการ
เจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวนขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชน
อยางมากตอนักอนุกรมวิธาน และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไป
ประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได เชน การศึกษาทางดานนิเวศวิทยา นิติวิทยาศาสตร และการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑทางชีวภาพ เปนตน (วุฒิพงศ, 2554) การจัดทําฐานขอมูล ดีเอ็นเอบารโคดของสิ่งมีชีวิต หรือ The 
Barcode of Life Project ไดเริ่มตนขึ้นในป ค.ศ. 2003 (Hebert et al., 2003) และไดรับการสนับสนุนตอเน่ือง
จากหนวยงานที่เกิดขึ้นจากความรวมมือจากนานาชาติไดแก Consortium for the Barcode of Life (CBOL) ซึ่ง
ป จ จุ บั น ป ร ะ ก อ บ ด ว ย ส ม า ชิ ก จ า ก  43 ป ร ะ เ ท ศ 
(http://www.barcoding.si.edu/CBLMembers_details.htm)การตรวจขอมูลทางพันธุกรรมในระดับลําดับนิ
วคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซมมีการนํามาใชประโยชนในการจําแนกพืช
กันมากในปจจุบัน เน่ืองจาก ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต (Chloroplast DNA; cpDNA) เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน
วงแหวน มีบริเวณอนุรักษสูงในเรื่องของขนาดและโครงสราง ประกอบดวยยีน 130 ยีน มีขนาดของยีนต้ังแต 72 
ถึง 220 kb(Palmer et al., 1992; Sugiura et al., 1998) การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไมเปนไปตามกฎ
ของเมนเดล (Palmer and Stein, 1986; Petit et al., 1998) การแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบการแทนที่คู
เบส(base-pair substitution) มีอัตราในระดับกลางถึงตํ่า (Cleeg and Zurawski, 1992) ทําใหสามารถนํา
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาใชในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรและความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชได ยีนที่
อยูในคลอโรพลาสต เชน maturaseK (matK), trnH-psbA intergenic spacer, ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL)atpF-atpH spacer, rpoB, rpoC1และ psbK-psbl spacer 
(CBOL., 2009) เปนตน สวนดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซม (nuclear ribosomal DNA; nr DNA) เปนบริเวณที่ถูก
อนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดรวมทั้งพืช ประกอบดวยหนวยยอย 3 หนวยไดแก 18S 5.8S และ 25S ซึ่งแตละ
หนวยมีบริเวณบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่เรียกวา non-coding sequence หรือ Internal transcribed spacer 
region (ITS) ไดแก ITS1 ต้ังอยูระหวางยีน 18S และ 5.8S และ ITS2 ต้ังอยูระหวาง 5.8S และ 25S ซึ่งมีความผัน
แปรทางพันธุกรรมสูงกวาดีเอ็นเอในบริเวณอ่ืนๆของ nr DNA ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือ
ภายในสายพันธุเดียวกันได (Roger and Bendich, 1987; Ritland et al., 1993) 

กรมวิชาการเกษตรไดรวบรวมพันธุทุเรียนไวมากกวา 400 พันธุ  ในศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ 

ศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี ที่ผานมามีการใชเครื่องหมายโมเลกุลในการจําแนกพันธุพืชอยางแพรหลาย 

เชนมีการใชเครื่องมือในการศึกษาพันธุกรรมของไมผลเชน ทุเรียน ที่มีการใช ไมโครแซทเทลไลท หรือ SSR 

(Simple Sequence Repeat) ซึ่งเปนลําดับเบสที่ซ้ํากันเรียงกันอยางตอเน่ืองที่ตําแหนงหน่ึงๆ ในจีโนม  แตละชุด

ประกอบดวยลําดับเบสซ้ําสั้นๆ ไมเกิน 10 คูเบส (สุรินทร, 2552) โดยไพรเมอรของเครื่องหมายชนิดไมโครแซท

เทลไลท เพ่ือจําแนกทุเรียนไดผลดีคือ ไพรเมอร MS1AAC-19 (ปยรัษฎ และคณะ, 2552) หรือการจําแนกทุเรียน

พันธุการคา 4 พันธุ (หมอนทอง ชะนี พวงมณี และหลังลับแล) เพ่ือศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแหลง

พันธุตางๆ โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ พบวามีความสอดคลองกับรูปแบบการขยายพันธุ ที่มาจากแหลง
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ตางกัน (เตือนใจ และ ปยะศักด์ิ, 2556) แตยังไมมีการศึกษาการจําแนกโดยใช ดีเอ็นเอบารโคด ทั้งในทุเรียน โดย

วิธีการน้ีนอกจากจะสามารถช้ีเฉพาะลักษณะของสายพันธุพืชได ยังสามารถนําไปใชประโยชนเพ่ือการอนุรักษ การ

ใชเปนขอมูลแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม ตลอดจนการรักษาทรัพยากรพันธุกรรมพืชของไทย เพ่ือนําไปปรับ

ใชขยายผลตอยอดในแขนงตางๆ ไดอยางกวางขวางตอไปในอนาคต 

 วัตถุประสงค 
 สรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของทุเรียน และจัดเก็บรักษาเช้ือพันธุกรรม เพ่ืออนุรักษเก็บรักษาในธนาคาร
เช้ือพันธุกรรมพืช และธนาคารดีเอ็นเอ จากแปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิม 
 ขอบเขตการศกึษา 
 ศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) ในทุเรียนพันธุพ้ืนเมืองจากแตละกลุมพันธุ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือจากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดี
เอ็นเอตนทุน (stock DNA)อีกสวนนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิ
วคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการระบุชนิดของพันธุทุเรียน แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไว
ในฐานขอมูลสากลตอไป 

ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
- สิ่งที่ใชในการทดลอง 

- 1. ทุเรียน จํานวน 169 ตัวอยาง 
- 2. ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป  
- 3. เครื่อง Spectrophotometer 
- 4. เครื่อง Electrophoresis  
- 5. เครื่อง PCR  
- 6. เครื่องปนเหว่ียง   
- 7. สารเคมใีนการสกัดดีเอ็นเอ  และการตรวจแยกดวยเจล Electrophoresis 
- 8. เครื่องมือในหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร เชน เครื่องแกว อางและตูควบคุมอุณหภูมิ เปนตน 
- 9. อุปกรณในการบันทึกขอมูลและประมวลผล  เชน  เครื่องคอมพิวเตอร ปริ้นเตอร และแบบ

บันทึกขอมูล เปนตน  
- แบบและวิธีการทดลอง 

     กรรมวิธี        : -     
- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

  ขั้นตอนที่ 1 การเก็บตัวอยางทุเรียนและการเก็บตัวอยางอางอิง  
 การเก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะเก็บตัวอยางใบทุเรียนจากแปลงรวบรวม

และอนุรักษพันธุทุเรียนที่  สถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ซึ่งมีการบันทึกลักษณะทาง
พฤกษศาสตร และลักษณะทางการเกษตรไวแลว และจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ 
(BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร  

  ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของทุเรยีน 
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 1. เก็บตัวอยางใบออนของสายพันธุทุเรียน ที่ปลูกภายในศูนยวิจัยพืชสวนจันทุบรี จํานวน 
169 ตัวอยาง เพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  

  2. สกัดดีเอ็นเอจากใบ ใชตัวอยาง 2 กรมันํ้าหนักสด บดดวยไนโตรเจนเหลว หลังจากน้ัน 
เติมสารบับเฟอร 5 มิลลิลติร (สารบับเฟอร ไดแก 2X CTAB : 2-Mercaptoethanol ในอัตราสวน 1: 2 
ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน เทใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที ทําการเขยาทุกๆ 10 นาที เมื่อครบกําหนดนําสารละลายมาเติม Choloroform : Iso-Amylalcohol 
(อัตราสวน 24:1) ปริมาณ 5 มิลลิตร เขยาใหเขากัน 10 นาที หลังจากน้ันนําสารละลายไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ 
เปนเวลา 15 นาที จากน้ันดูดสารละลายใสดานบนนํามาใสหลอดใหม ปริมาณ 3 มิลลิลิตร เติม 3MNaOAC ลงไป 
300 ไมโครลิตร นําไปตกตะกอนโดยการเติมดวย Isopropanol 1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการเอียงหลอด 
ไปมาอยางชาๆ นําไปแชในนํ้าแข็ง เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ เปนเวลา 15 นาที นํา
สารละลายมาเทนํ้าใสทิ้งโดยใหเหลือตะกอนไวที่ดานลางหลอด ลางตะกอนโดยการเติมเอทานอล 70% ปริมาณ 
500 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที แลวนํานํ้าใสมาเททิ้ง ทําซ้ํา 2 รอบ ปลอยให
ตะกอนแหง หลังจากน้ันนําตะกอนมาละลายดวย TE:RNase 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 30 นาที นํา DNA ที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนําไปใช 

  3. สกัดดีเอ็นเอ โดยผานชุด Kit นํา DNA ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาณ 
100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารบับเฟอร LP1 ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และเติม 
RNaseA ปริมาณ 6 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 10 นาที หลังจากน้ันเติมสารบับเฟอร LP2 ปริมาณ 130 
ไมโครลิตร นําไปเขยา แลวนํามาเติมสารบับเฟอร LP3 ปริมาณ 750 ไมโครลิตร นําไปเขยา หลังจากน้ันดูด
สารละลายทั้งหมดใสใน Spin Column CB3 นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 30 วินาที เทสารละลาย
ดานลางทิ้ง จากน้ันลางดีเอ็นเอที่จับอยูดานบนซิลิการครัง้ที่ 1 ดวย Washing Buffer PW1 จาํนวน 600 
ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 30 วินาที ทิ้งสารละลายดานลาง ทําซ้ํา 2 รอบ แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 2 นาที เพ่ือทําใหคอลัมภแหง ทําการชะ (elute) เอาจีโนมิกดีเอ็นเอออกโดยนํา 
Column CB3 มาวางบนหลอดไมโครเซนติฟวจขนาด 1.5 มิลลลิิตร แลวจึงเติม Buffer TE ปริมาณ 60 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที ปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ นาน 2 นาที นํา DNA ที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส 

  3. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใช
แรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 60 นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV 
Transilluminators (BIORAD) 

 ขั้นตอนที่ 3 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) และประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในทเุรียน  

  1. นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริยา PCR เพ่ือศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matK  และ ITS (รวมถึง DuBC04 จากการใชเทคนิค 
GBS ในปที่ 3-4) โดยนําดีเอ็นเอทุเรียนที่สกัดไดปริมาณ 4 ไมโครลิตร มาเพ่ิมปริมาณเฉพาะสวนที่สนใจดวย
เทคนิคพีซีอาร ใชไพรเมอรทีจ่ําเพาะ ความเขมขน 2 ไมโครลิตร 10x Taq buffer dNTP mix ความเขมขน 10 
ไมโครโมล และเอนไซม Taq polymerase ความเขมขน 0.6 ไมโครลิตร การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทําดวยเครื่อง 
DNA thermal cycle ดวยระดับอุณหภูมิดังน้ี 
 ขั้นตอนที่1pre-denature  94 องศาเซลเซียล นาน5 นาที 
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 ขั้นตอนที่ 2 denature  94 องศาเซลเซียล  นาน 30 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 3 annealing  55 องศาเซลเซียล  นาน 30 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 4 extension  72 องศาเซลเซียล  นาน 1 นาที (ซ้ํา 35 รอบ) 
 ขั้นตอนที่ 5 final-extension 72 องศาเซลเซียล  นาน 7 นาที 

  2. ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธี Electrophoresis ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต 
  3. สกัดผลผลติ PCR ที่ตองการและทําใหบริสุทธ์ิ โดยการ ช่ัง Agarose 1.2 กรัม เติม 1X 

TBE 100 มิลลิตร คนใหละลายจนเปนเน้ือเดียวกัน เทสวนผสมทั้งหมดลงในถาด แลววางหวี ใหทางสวนบน ทิ้งไว
ใหเจลแข็งตัวดี ประมาณ 30 นาที จึงถอดหวีออก และนําเจลที่อยูในถาดไปวางบน เครื่อง Electrophoresis เท
สารละลาย 1X TBE Buffer ลงในเครื่องจนทวมแผนเจล ในการเตรียมดีเอ็นเอสําหรับ run gel โดยใช 
SafeGreen Loading Dye 8 ไมโครลิตร และสารละลายดีเอ็นเอ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันใส
สารละลายดีเอ็นเอ 108 ไมโครลิตร และ DNA Marker 3 ไมโครลิตร ลงบนเจล แลวเปดเครื่อง Electrophoresis 
โดยใชกระแสไฟฟา 200 โวลต นาน 30 นาที แลวตัดเจลตรงสวนที่มีแถบดีเอ็นเอที่ตองการใสหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติมสาร PN Buffer ปริมาณ 200 ไมโครลติร บมที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส จนเจลละลายหมด หลังจากเตรียมคอลัมภ เติม BL Buffer 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
12,000 รอบ นาน 1 นาที แลวเทนํ้าใสทิ้ง เพ่ือเปนการลางคอลัมภ แลวนําของเหลวที่ไดที่ไดใสในคอลัมภ นําไป
ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ นาน 1 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวยการเติม PW Buffer 600 
ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนระยะเวลา 1 นาที แลวเทสารละลายสวนใสทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง 
หลังจากน้ันนําคอลัมภมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนระยะเวลา 2 นาที เพ่ือใหคอลัมภแหง ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย EB Buffer 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมภ แลวนําคอลัมภยายลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที จะไดดีเอ็นเอที่พรอมนําไปใช
วิเคราะหหาลําดับเบส ในขั้นตอนตอไป 

  4. สงผลผลิตดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยยีนที่สนใจ ไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง 
ABI3730 x 1 automated sequencer (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA) using ABI BigDye 
terminator chemistry หรือเครื่อง MegaBACE 1000 automated sequencer (AmershamBioscience) 
using DYEnamic TM ET Dye Terminators chemistry) 

  5. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส โดยใชโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ 
GENtle Version 1.9.4 

  6. นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast ซึ่ง
อยูภายใตฐานขอมูลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 

  7. วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด โดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรม BioEdit Version 
7.2.5 หรือ GENtle Version 1.9.4 

  8. วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดที่ได กับฐานขอมูลดีเอ็นเอของทุเรียนที่มีการ
ระบุช่ือถูกตองแลวใน NCBI ดวยโปรแกรม Blast N เพ่ือวิเคราะหการระบุชนิดของพืชดวยเปอรเซ็นตความ
ใกลเคียงของลาํดับเบส 

 9. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของทุเรียนแตละสายพันธุไวในฐานขอมูล การบันทึกขอมูล 
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางอนุกรมวิธาน ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS บันทึก
ตําแหนงที่มีความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอไทด เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

- ระยะเวลาดําเนินการ   4 ป  ต้ังแต 1 ตุลาคม 2560 ถึง 30 กันยายน 2564 
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- สถานที่ดําเนินการ 
  1. จ.จันทบุร ี แปลงรวบรวมพันธุ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรจังหวัด
จันทบุรี และศนูยวิจัยพัฒนาไมผลเศรษฐกิจภาคตะวันออก(หวยสะพานหิน) 
  2. จ.จันทบุร ี หองปฏิบัติการ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี 
  3. จ.ปทุมธานี หองปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Resultsand Discussion) 
 ความหลากหลายของทุเรียนไดมีการจัดฐานขอมูลเช้ือพันธุกรรมพืชทุเรียน ของสํานักคุมครองพันธุพืช 
กรมวิชาการเกษตร(มปป.) โดยการจําแนกออกเปน 6 กลุม ไดแก กลุมกบ กลุมกําปน กลุมลวง กลุมกานยาว กลุม
ทองยอย และกลุมเบ็ดเตล็ด ซึ่งมีรายละเอียดคือ  

1 กลุมกบ มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) เปนแบบ ovate-oblong ลักษณะปลายใบ (leaf 
apex) เปนแบบ acuminate-curve ลักษณะฐานใบ (leaf base) เปนแบบ rounded-obtuse ลักษณะทรงผล
จะกระจายอยูใน 3 ลักษณะคือ กลม (rounded) กลมรี (oval) กลมแปน (oblate) มีรูปรางของหนามผล (fruit 
spine shape) มีลักษณะโคงงอ (hooked) เชน กบตาขํา กบสาวนอย กบเล็บเหย่ียว เปนตน 

2 กลุมกําปน มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ยาวเรียว (linear-oblong) ลักษณะปลายใบ 
(leaf apex) เรียวแหลม (caudate-acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) แหลม (acute)  ลักษณะทรงผล 
ทรงขอบขนาน (oblong) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) แหลมตรง (pointed) เชน กําปนตาเพล กําปน
พวง เปนตน 

3 กลุมลวง มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) รูปไขขอบขนาน ovate-oblong ลักษณะปลายใบ 
(leaf apex) เปนแบบแหลมเรียว (acuminate-acute) ลักษณะฐานใบ (leaf base) แหลม (acute) และมน 
(obtuse) ลักษณะทรงผลจะกระจายอยูใน 2 ลักษณะคือ ทรงกระบอก (cylindroidal) และ รูปรี (elliptic) 
ลักษณะหนามผลเวา (concave) เชน ชะนีกานยาว ย่ํามะหวาด ลวงทอง เปนตน 

4 กลุมกานยาว มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ปอมปลายใบ (obovate-lanceolate) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) เรียวแหลม (acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) เรียว (cuneate-acute)  
ลักษณะทรงผล รูปไขกลับ (obovate) และรูปกลม (rounded) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) นูน 
(convex) เชน กานยาวสีนาค ชมพูพาน ตนใหญ เปนตน 

5. กลุมทองยอย มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ปอมปลายใบ (obovate-lanceolate) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) เรียวแหลม (acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) มน (obtuse)  ลักษณะ
ทรงผล รูปไข (ovate) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) นูนปลายแหลม (pointed-convex) เชน ฉัตรสี
ทอง นกหยิบ เปนตน 

6. กลุมเบ็ดเตล็ด ทุเรียนที่จัดอยูในกลุมน้ีมีลักษณะไมแนชัด อาจเหมือนกลุมใดกลุมหน่ึงใน 5 
กลุมแรก เชน รูปรางใบ (leaf shape) มีลักษณะปอมกลางใบ (elliptical) หรือรูปไขขอบขนาน (oval-oblong) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) แหลมเรียว (acuminate-acute) หรือ cuspidate-acuminate ลักษณะฐานใบ 
(leaf base) แหลม (acute) หรือมน (obtuse)  ลักษณะทรงผลกระจาย 3 ลักษณะ คือ กลมแปน (oblate) กลม
รี (oval) และ  ทรงกระบอก (cylindroidal) หนามผล (fruit spine shape) มีลักษณะ เวาปลายแหลม 
(pointed-concave) หรือนูนปลายแหลม (pointed-convex) เชน กระดุมสีนาค ขุนทอง ทูลถวาย เน้ือเหลือง 
เปนตน 
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 ในการทดลองน้ีไดเก็บตัวอยางพันธุทุเรียนจํานวน 169 ตัวอยาง ที่มีการเก็บรวบรวมไวของศูนยวิจัยพืช
สวนจันทบุรี จํานวน 3 พ้ืนที่ ประกอบดวย แปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ศูนยวิจัยและพัฒนาการ
เกษตรจังหวัดจันทบุรี และศูนยวิจัยพัฒนาไมผลเศรษฐกิจภาคตะวันออก(หวยสะพานหิน) 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 - 2564 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
1 กบตาขํา กบ  34 ชะนีกานยาว ลวง 
2 กบสาวนอย กบ  35 ยํ่ามะหวาด ลวง 
3 กบเล็บเหย่ียว กบ  36 ลวงทอง ลวง 
4 กบเจาคุณ กบ  37 ชมพูศรี ลวง 
5 กบชายนํ้า กบ  38 ชะนี ลวง 
6 กบตาทวม กบ  39 กานยาวสีนาค กานยาว 
7 กบพิกุล กบ  40 ชมพูพาน กานยาว 
8 กบแมเฒา กบ  41 ตนใหญ กานยาว 
9 กบวัดกลวย กบ  42 ทองสุก กานยาว 
10 กบหลังวิหาร กบ  43 กานยาว กานยาว 
11 กบดํา กบ  44 ฉัตรสีทอง ทองยอย 
12 กบตาเหมย กบ  45 ทองยอยฉัตร ทองยอย 
13 กบหัวสิงห กบ  46 นกหยิบ ทองยอย 
14 กบทองเพ็ง กบ  47 ทองยอยเดิม ทองยอย 
15 กบหนาศาล กบ  48 นมสวรรค ทองยอย 
16 กบรัศม ี กบ  49 ธรณีไหว ทองยอย 
17 กบทองคํา กบ  50 กระดุมสีนาค เบ็ดเตล็ด 
18 กบพวง กบ  51 ขุนทอง เบ็ดเตล็ด 
19 กบทองเพ็ง กบ  52 ทูลถวาย เบ็ดเตล็ด 
20 กบตาโห กบ  53 เน้ือเหลือง เบ็ดเตล็ด 
21 กบมังกร กบ  54 อีงอน เบ็ดเตล็ด 
22 กบสีนวล กบ  55 มะนาว เบ็ดเตล็ด 
23 กบสุวรรณ กบ  56 ทองหยิบ เบ็ดเตล็ด 
24 กําปนตาเพล กําปน  57 ตะพาบนํ้า เบ็ดเตล็ด 
25 กําปนพวง กําปน  58 ไองวงยาว เบ็ดเตล็ด 
26 ลุงเกตุ กําปน  59 อีหนัก เบ็ดเตล็ด 
27 กําปนบางสีทอง กําปน  60 ไอเมน เบ็ดเตล็ด 
28 กําปนเหลือง กําปน  61 กระเทยเน้ือขาว เบ็ดเตล็ด 
29 ชายมะไฟ กําปน  62 เมล็ดคชสาร เบ็ดเตล็ด 
30 ปนทอง กําปน  63 ชายมังคุด เบ็ดเตล็ด 
31 กําปนดํา กําปน  64 แดงรัศม ี เบ็ดเตล็ด 
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ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
32 กําปนแดง กําปน  65 กระเทยเน้ือแดง เบ็ดเตล็ด 
33 หมอนทอง กําปน  66 จอกลอย เบ็ดเตล็ด 

 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 – 2564 (ตอ) 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
67 ฝอยทอง เบ็ดเตล็ด  100 จันทบุรี 8 ลูกผสม 
68 พวงมณี เบ็ดเตล็ด  101 จันทบุรี 9 ลูกผสม 
69 เม็ดในยายปราง เบ็ดเตล็ด  102 จันทบุรี 10 ลูกผสม 
70 ยินดี เบ็ดเตล็ด  103 ขั้วติด D. Graveolens Becc. 
71 ไอใหม เบ็ดเตล็ด  104 ชาเรียน D. mansoni Bakh. 
72 สีทอง เบ็ดเตล็ด  105 ทุเรียนนก D. griffithii Bakh.  
73 สาวชมเห็ด เบ็ดเตล็ด  106 สาวหนุย  -* 
74 สาวชมฟกทอง เบ็ดเตล็ด  107 เจาที่ - 
75 เจาเงาะ เบ็ดเตล็ด  108 นาคราช - 
76 เมล็ดลับแล เบ็ดเตล็ด  109 ไอไผ - 
77 อีลีบ เบ็ดเตล็ด  110 กลวย - 
78 เมล็ดสม เบ็ดเตล็ด  111 หัวควน - 
79 กระดุมทอง เบ็ดเตล็ด  112 นท ี - 
80 เมล็ดอารีย เบ็ดเตล็ด  113 พายุ - 
81 กระปุกทองดี เบ็ดเตล็ด  114 สมหมาย - 
82 เมล็ดเผียน เบ็ดเตล็ด  115 มาสะนะวาและ 1 - 
83 เมล็ดพงษพันธุ เบ็ดเตล็ด  116 มาสะนะวาและ 3 - 
84 ทองกอน เบ็ดเตล็ด  117 สแปอิงซอรี 2 - 
85 แหลมทราย เบ็ดเตล็ด  118 นิแชนิเนาะ 1 - 
86 จระเข เบ็ดเตล็ด  119 สแปอิงซอรี 3 - 
87 ลําเจียก เบ็ดเตล็ด  120 สวาง - 
88 การะเกด เบ็ดเตล็ด  121 หอยโขง - 
89 หาลูกไมถึงผัว เบ็ดเตล็ด  122 จิ๋ว - 
90 สาลิกา เบ็ดเตล็ด  123 สมบัติ1 - 
91 ดาวกระจาย เบ็ดเตล็ด  124 ไอใจ - 
92 สาเก เบ็ดเตล็ด  125 ทองพูล - 
93 จันทบุรี 1 ลูกผสม  126 คอกแพะ - 
94 จันทบุรี 2 ลูกผสม  127 นิพนธ - 
95 จันทบุรี 3 ลูกผสม  128 ดูรีลาเนาะ - 
96 จันทบุรี 4 ลูกผสม  129 หัวชาง - 
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ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
97 จันทบุรี 5 ลูกผสม  130 ปาตะตาแย - 
98 จันทบุรี 6 ลูกผสม  131 ลูกเขียว - 
99 จันทบุรี 7 ลูกผสม  132 เคียวหวาน - 

 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 – 2564 (ตอ) 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
133 ตนไมไผ -  152 แดง 7 - 
134 ดูรีคอแพะ -  153 ธารโต 4 - 
135 มานะ 1 -  154 ธารโต 5 - 
136 ฟกทองแดง -  155 ธารโต 6 - 
137 ชํ้า -  156 ธารโต 7 - 
138 สีตันหยง -  157 เจิม 5 - 
139 ธารโต 2 -  158 วาโช - 
140 ดํา 1 -  159 มนูญ พรมประสิทธ์ิ - 
141 ดํา 3 -  160 ยาโกะ 1 - 
142 ดํา 4 -  161 เจริญแกวขาว - 
143 ดํา 6 -  162 เปาะมาแอ - 
144 ดํา 8 -  163 วันทนา - 
145 ดํา 9 -  164 ดี 3 - 
146 ดํา 10 -  165 วิชาญ 1 - 
147 ดํา 11 -  166 เชียร - 
148 ดํา 12 -  167 สมโอ - 
149 ดํา 14 -  168 นอบ 1 - 
150 ดํา 15 -  169 จุฑามาศ 1 - 
151 แดง 5 -     

หมายเหตุ   - = ยังไมไดจัดกลุม 
 
การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานสําหรับทุเรียน  

ในการดําเนินการทดลอง ไดเริ่มทําการศึกษาโดยการใชไพรเมอรของดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐาน เพ่ือหา
ความสัมพันธของตัวอยางพันธุทุเรียน ซึ่งไพรเมอรที่ใชประกอบดวยยีน rbcL  matK  rpo และ ITS (ตารางที่ 
1.1.2)  
ตารางที่ 1.1.2 ไพรเมอรมาตรฐานและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลที่ใชทดสอบในทุเรียน 

Locus Name of 
primer 

Gene Primer (5’-3’) References 

rbcL rbcL_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Petersen and 
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Seberg, 2003 
 rbcL_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG Erickson, unpubl 
matK matK_1_F ATCCATATGGAAATCTTGGTTC  
 matK_1_R GTTCTAGCACACGAAAGTCG  
 1RKIM-F CCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC  
 3FKIM-R GTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG  
rpoC rpoC_F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG  
 rpoC_R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC  
ITS1 ITS-u1 GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG  
 ITS-p5 CCTTATCAYTTAGAGGAAGGAG  
ITS2 ITS2-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT  
 ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.1 ดีเอ็นเอที่สกัดจากทุเรียนจํานวน 23 พันธุ แลวทําการเพ่ิมปริมาณดวยยีน rpo (1=จันทบุรี 1, 2=
จันทบุรี 2, 3=จันทบุรี 3, 4=จันทบุรี 4, 5=จันทบุรี 5, 6=จันทบุรี 6, 7=จันทบุรี 7, 8=จันทบุรี 8, 9=จันทบุรี 9, 
10=จันทบุรี 10, 11=ชะนี, 12=กระดุมทอง, 13=นกหยิบ, 14=กบสุวรรณ, 15=กานยาว, 16=หมอนทอง, 17=
กระดุมสีนาค, 18=ขุนทอง, 19=กําปนแดง, 20=เน้ือเหลือง, 21=ทูลถวาย, 22=อีงอน, 23=กบตาเหมย) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.2 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในทุเรียน จากการใชไพรเมอรของยีน MatK 
 

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 32 33 34 35 36 30 31 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 15 16 17 18 13 

37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 
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ในสวนของการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดทําการสกัดดีเอ็นเอของทุเรียนทั้ง 51 พันธุ ดวยวิธี CTAB 
และใชชุด kit อีกครั้งเพ่ือใหไดดีเอ็นเอที่สะอาดขึ้น ซึ่งจากการวิเคราะหดวย ไพรเมอรของ 5 ยีน ประกอบดวย 
rbcL  matK  rpo  ITS1 และ ITS2 ยังไมพบความแตกตางแตละพันธุของทุเรียน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียนที่ใช 
เปนทุเรียนที่อยูใน Durio zibethinusทั้งหมด และไพรเมอรมาตรฐานทีใ่ชยังไมเหมาะสมกับทุเรียน 
 
การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานในการจําแนกทุเรียนตางชนิด 
 จากการที่ใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานกับทุเรียนชนิดเดียวกัน (ทุเรียนบาน Durio zibethinus L.) แลว
ไมสามารถหาความสัมพันธได จึงไดทดลองโดยใชทุเรียนตางชนิดจํานวน 3 พันธุ ประกอบดวย ทุเรียนขั้วติด (D. 
Graveolens Becc.) ชาเรียน (D. mansoni Bakh.) และทุเรียนนก (D. griffithii Bakh.) เปรียบเทียบกับทุเรียน
บาน จํานวน 4 พันธุ ไดแก ชะนีกานยาว กําปนพวง กบเจาคุณ และ ลวงทอง โดยใชไพรเมอรของดีเอ็นเอบารโคด
มาตรฐานจํานวน 3 ยีน คือ rcbLA  ITS2และ MatK-413 (ตาราง 1.1.3)  
ตารางที่ 1.1.3 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษาในทเุรียนตางชนิด 

Locus Name of 
primer 

Gene Primer (5’-3’) References 

rbcLA rbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Petersen and 
Seberg, 2003 

 rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG Erickson, unpubl 
ITS ITS2-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT  
 ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  
matK-
413 

matK-413f-1 TAATTTACRATCAATTCATTCAATATTTCC  

 matK-1227r-1 GARGAYCCRCTRTRATAATGAGAAAGATTT  
 
 ผลผลิตของ PCR ไดทําการสงไปวิเคราะหที่หองปฏิบัติการของ First BASE (Apical Scientific Sdn 
Bhd, Malaysia) เพ่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGA7 สามารถจัดกลุมตาม บารโคดของยีนมาตรฐานจํานวน 3 ยีน ดังน้ี 
 1) ยีนมาตรฐาน rbcLA มีการแยกทุเรียนขั้วติดออกนอกกลุม โดยในกลุมใหญพบวา กําปนพวงและลวง
ทองมีความใกลชิดกัน ถัดมาคือ ทุเรียนนก ชะนีกานยาว ชาเรียน และ กบเจาคุณ 
 2) ยีนมาตรฐาน ITS2 มีการแยก ทุเรียนนก ออกนอกกลุม โดยในกลุมใหญพบวาทุเรียนขั้วติดมีความ
ใกลชิดกับชะนีกานยาว ถัดมาคือลวงทอง ชาเรียน และ กําปนพวง ตามลําดับ 
 3) ยีนมาตรฐาน matK413 แยกความแตกตางได 2 กลุมใหญ คือ กลุมของชาเรียนและทุเรียนนก สวน
อีก 5 พันธุอยูในกลุมใหญเดียวกัน โดยทุเรียนขั้วติด คอนขางใกลชิดกับ กําปนพวง และ กบเจาคุณ  
 จากการหาความสัมพันธดวยยีนมาตรฐานจํานวน 3 ยีน พบวา มีเฉพาะ matK-413 ที่มีการแยกทุเรียน
ตางชนิดคือ ชาเรียน และ ทุเรียนนก ออกจากกลุม ทุเรียนพันธุอ่ืน ทั้งน้ีถาดูจากลักษณะสัณฐานพบวา ชาเรียน
และทุเรียนนก เปนทุเรียนที่มีดอกสีแดง ผลมีขนาดเล็ก มีเน้ือนอยแทบไมมีสวนที่บริโภคได เมื่อเปรียบเทียบกัน
ทุเรียนพันธุอ่ืนๆ รวมถึงทุเรียนขั้วติด ที่ดอกสวนใหญมีสีขาวครีม ผมมีขนาดใหญมีเน้ือใหบริโภคได ในขณะที่ยีน 
rbcLA และ ITS2 ยังไมมีการแยกทุเรียนตางชนิด ออกมาอยางชัดเจน  
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ภาพที่ 1.1.3 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน rbcLA ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตางชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.4  แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน ITS2 ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตางชนิด 
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ภาพที่ 1.1.5 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน matK413 ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตาง
ชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.6 ลักษณะผลของทุเรียนพันธุ ขั้วติด ลวงทอง ชะนีกานยาว กําปนพวง และ กบเจาคุณ 
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การพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดโดยใชเทคนิค GBS 
 จากการใชไพรเมอรมาตรฐานของดีเอ็นเอบารโคดหลายยีน แตพบวายังไมสามารถจําแนกความแตกตาง
ระหวางพันธุของทุเรียนภายในชนิดเดียวกันไดอยางชัดเจน จึงทําการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคด จากการสงตัวอยาง
วิเคราะห GBS โดยใชตัวอยางทุเรียนจํานวน 14 พันธุ ไดแก หมอนทอง ชะนี กระดุมทอง กานยาว และ จันทบุรี 
1-10 อยางไรก็ตามเมื่อทําการสงวิเคราะหพบวาสามารถวิเคราะหไดเพียง 13 ตัวอยาง จากผลการวิเคราะห พบ
จํานวนตําแหนง SNP ของทุเรียนทั้ง 13 พันธุ มีคาอยูระหวาง 568,790 ถึง 978,535 และ InDel มีคาระหวาง 
31,551-54,088 (ตารางที่ 1.1.4) โดยมี ขนาดของตําแหนง InDel ที่พบในสวนของ Coding sequence ดัง
รายละเอียดในภาพที่ 1.1.7 
ตารางที่ 1.1.4ตําแหนง SNP และ InDel ที่พบในทุเรียน 13 พันธุ (C1=จันทบุรี 1, C2=จันทบุรี 2, C3=จันทบุรี 
3, C4=จันทบุรี 4, C5=จันทบุรี 5, C6=จันทบุรี 6, C7=จันทบุรี 7, C8=จันทบุรี 8, C9=จันทบุรี 9, C10=จันทบุรี 
10, KD=กระดุมทอง, MT=หมอนทอง, CN=ชะนี) 

Sample Total SNP Total Ins/del 
C4 978,535 54,088 
C6 760,093 41,975 
CN 765,747 42,703 
C1 733,372 40,600 
KD 568,790 31,551 
C2 768,010 45,580 
C3 793,896 41,801 
C10 674,224 38,668 
C5 695,838 38,170 
C8 772,607 45,178 
C9 688,210 40,906 
MT 669,081 37,189 
C7 777,532 44,981 

 

 
ภาพที่ 1.1.7 ขนาดของตําแหนง InDel ที่พบในสวนของ Coding sequence 
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ภาพที่ 1.1.8 แผนภูมิความสัมพันธที่ไดจากเทคนิค GBS จากการวิเคราะหทุเรียน จํานวน 13 พันธุ (C1=จันทบุรี 
1, C2=จันทบุรี 2, C3=จันทบุรี 3, C4=จันทบุรี 4, C5=จันทบุรี 5, C6=จันทบุรี 6, C7=จันทบุรี 7, C8=จันทบุรี 
8, C9=จันทบุรี 9, C10=จันทบุรี 10, KD=กระดุมทอง, MT=หมอนทอง, CN=ชะนี) 
ตารางที่ 1.1.5 คาดัชนีความเหมือนที่ไดจากเทคนิค GBS จากการวิเคราะหทุเรียน จํานวน 13 พันธุ 
 

 
C1 C10 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 CN KD MT 

C1  
            C10 68 

            
C2 65 66 

           
C3 55 70 66 

          
C4 48 51 71 59 

         
C5 69 64 58 59 63 

        
C6 59 75 74 68 70 75 

       
C7 47 71 77 75 66 76 65 

      
C8 63 65 67 75 74 72 77 74 

     
C9 72 72 82 76 80 83 79 66 78 

    
CN 72 61 65 61 68 65 79 82 69 88 

   
KD 43 55 64 64 60 71 58 55 69 72 70 
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MT 60 63 66 72 71 75 65 54 78 80 65 56 
 

ตารางที่ 1.1.6 ลักษณะของทุเรียน จํานวน 13 พันธุที่ใชในการวิเคราะห GBS  

พันธุ ลักษณะ  พันธุ ลักษณะ 
จันทบรี 1 

(C1) 
ชะนีxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลม 
 
 

 จันทบรี 8 
(C8) 

ชะนีxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลม 
 
 

จันทบรี 2 
(C2) 

ชะนีxพวงมณี 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลทรงรี 
 
 

 จันทบรี 9 
(C9) 

ชะนีxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวยาว 
ผลทรงร ี
 
 

จันทบรี 3 
(C3) 

กานยาวxชะนี 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลม 
 
 

 จันทบรี 10 
(C10) 

ชะนีxนกหยิบ 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลทรงร ี
 
 

จันทบรี 4 
(C4) 

กานยาวxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมรี 
 
 

 ชะนี 
(CN) 

กลุมลวง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมรี 
 
 

จันทบรี 5 
(C5) 

กานยาว OP 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลม 
 
 

 กระดุมทอง 
(KD) 

กลุมเบ็ดเตล็ด 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลมแปน 
 
 

จันทบรี 6 
(C6) 

กานยาวxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมแปน 
 
 

 หมอนทอง 
(MT) 

กลุมกําปน 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลทรงขอบขนาน 
 
 

จันทบรี 7 
(C7) 

กานยาวxชะนี 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลมรี 
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จากแผนภูมิความสัมพันธของทุเรียนทั้ง 13 พันธุที่วิเคราะหดวย GBS พบวา พันธุจันทบุรี 9 อยูนอกกลุม 
ซึ่งลักษณะที่แตกตางจากพันธุอ่ืนคือ เปนพันธุที่มีอายุเก็บเก่ียวนานคือ 137-139 วันหลังดอกบาน สวนพันธุอ่ืนๆ 
มีอายุเก็บเกี่ยวสั้น และปานกลางคือ มีอายุเก็บเกี่ยวในชวง 87-120 วันหลังดอกบาน ซึ่งในสวนของกลุมใหญ 12 
พันธุ มีการแบงออกเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมยอยแรกประกอบดวย จันทบุรี1 กระดุมทอง จันทบุรี7 หมอนทอง 
จันทบุรี6 จันทบุรี10 และจันทบุรี4 โดยพบวา จันทบุรี1 มีความใกลชิดกับ กระดุมทอง มากที่สุด ทั้งน้ีเน่ืองจาก 
ลักษณะผลมีรูปรางกลมและอายุเก็บเกี่ยวสั้น และจันทบุรี4 มีความสัมพันธใกลชิดกับจันทบุรี10 มากที่สุด สําหรับ
ในกลุมยอยที่ 2 ประกอบดวย จันทบุรี2 จันทบุรี3 จันทบุรี5 และชะนี โดยพบวา จันทบุรี2 และจันทบุรี5 มี
ความสัมพันธใกลชิดกัน และจันทบุรี3 ใกลชิดกับชะนี (ภาพที่ 1.1.8) 
 จากคาดัชนีความเหมือนที่ไดจากเทคนิค GBS ของทั้ง 13 พันธ พบวา  

1) จันทบุรี1 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และชะนีมากที่สุด ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทั้งจันทบุรี1
และ จันทบุรี9 มีแมเปนชะนีเหมือนกัน  

2) จันทบุรี2 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 อาจเน่ืองจากทั้งสองพันธุนอกจากมีแมเปนชะนี ยัง
มีรูปรางผลกลมรีเหมือนกัน 

3) จันทบุรี3 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี7 และจันทบุรี8 อาจเน่ืองมาจากจันทบุรี3 และ
จันทบุรี7 มีแมและพอเปน กานยาวxชะนี เหมือนกัน สวนจันทบุรี8 มีแมเปนชะนีและผลออกทรงกลมคลาย
จันทบุรี3 

4) จันทบุรี4 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด อาจเน่ืองจากมีพอเปน หมอนทอง
เหมือนกัน และผลออกทรงรี 

5) จันทบุรี5 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด  
6) จันทบุรี6 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และชะนี มากที่สุด  
7) จันทบุรี7 มีดัชนีความเหมือนกับชะนี มากที่สุด เน่ืองจากจันทบุรี7 มีพอเปนชะนี และทรงผล

กลมรีเหมือนชะนี 
8) จันทบุรี8 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และหมอนทอง เน่ืองจากจันทบุรี8 และจันทบุรี9 

มาจากพอแมเหมือนกัน คือมีพอเปนหมอนทอง 
9) จันทบุรี9 มีดัชนีความเหมือนกับชะนีมากที่สุด เน่ืองจากชะนีเปนแมของจันทุบรี9 
10) จันทบุรี 10 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี6 มากที่สุด 
11) ชะนี มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด เน่ืองจากชะนีเปนแมของจันทบุรี9 
12) กระดุมทอง มีดัชนีความเหมือนกับ จันทบุรี9 มากที่สุด 
13) หมอนทอง มีดัชนีความเหมือนกับ จันทบุรี9 มากที่สุด เน่ืองจากหมอนทองเปนพอของ

จันทบุรี9 
  จะเห็นไดวา จันทบุรี9 มีดัชนีความเหมือนกับพันธุอ่ืนๆ มากที่สุด แตในบางพันธุยังไมพบ
ความสัมพันธที่ชัดเจน เชน กับจันทบุรี5   

จากผลการวิเคราะห GBS จึงไดทําการพัฒนาเพ่ือสรางดีเอ็นเอบารโคด โดยมีช้ินสวนนิวเคลียรจีโนมที่
นาสนใจ จํานวน 4 ช้ิน ซึ่งไดจํานวนไพรเมอรจํานวน 4 ยีน ดังน้ี 
 
ดีเอ็นเอช้ินที่ 1 
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Durio zibethinus cultivar Musang King isolate D1 unplaced genomic scaffold, Duzib1.0 
scaffold_10, whole genome shotgun sequence 
NCBI Reference Sequence: NW_019167827.1 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 100,750 -101,665 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน30 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
TGAGCAACACTACAAATCAAGTCATATTAACCAAACATATGATTTTGTAAGTAAATTTTTATATAAGGAA
TCATCCATGGTGTAAGTTACTGTTTGGACATTCTAATGCATTACAAAATGAAATATTGCAGGTGAAGCAGAT
GAGGGAGGAGTACAAGAAGCTTGATAAGGCAGAGATGGGAATATGGGAATGTTGTGAACTTCTGAATGAGG
TTGTTGATGACAGTGATCCTGATTTGGACGAACCTCAAATTCAGCATTTGCTGCAGAGCGCTGAAGCAATCA
GAAGAGACTATCCTAATGAAGACTGGTTGTACCTGACTGCTCTTATTCATGGTAAAAATAAAAACCCCTTAC
AATATTCTTTCTTTGCCTTGTTATCTTGTAATGATAAAATTACAATAATTAACTTATTGAGTTTCAATGCTTTT
CAGATCTTGGAAAAATCCTGGTTCTTCCAAAATTTGGAGAGCTACCTCAATGGGCTGTTGTTGGTAAGTATT
TGTTTCAAAAAATAAAAATAAAAAAGTTCCATATTTCCTCATATAATTTTAAGTGACAAGTTAATTTCAATAT
AACAGGTGACACATTCCCAGTTGGATGTGCTTTTGATGAGTCCAATGTTCATCACATGGTTTTTAAATCTTA
GCTTTGATCTTTAATCATTTACCAATTAAACATAATTGTGTTATATATATACGATCTTAACTCAAGATGAATT
TGCAATTCACAAATTCTGTGCTGCAGTATTTTAATGATAATCCTGACTTCAACAATCCAATTTACAACACCAA
AAATGGGATTTACTCTGAAGGGTGTGGACTAGATAATGTGCTCATGTCATGGGGGCACGATGACTATATGTA
CATGGTATACATTTGACTCGATCAATCAATCAATCCCTCCAAACTAAAGTCA 
 
ไพรเมอรที่ได 
DuBC1_F: 5’ TGA GCA ACA CTA CAA ATC AAG TCA T 3’ 
DuBC1_R: 5’ AAT CAA TCC CTC CAA ACT AAA GTC A 3’ 
 
ดีเอ็นเอช้ินที่ 2 
Durio zibethinus cultivar Musang King isolate D1 unplaced genomic scaffold, Duzib1.0 
scaffold_10, whole genome shotgun sequence 
NCBI Reference Sequence: NW_019167827.1 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 138,606 -139,305 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน35 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
CTTAAGTCATCCTTTGATCTTCTATTCACATTGAGAATTGTCTCAATAAAATTTTCGTAAACATTATTCGC
TATGTGCATCAAATCAAGGTTATGGCATAATAAATTATATTCCTAATAAGGTAACTCAAAAAAGATACTTCTT
TTTTTCCACAACTCAAACTCATTGGGGTCATCTACTTTATCATCCTCTTCATCACTTTGAATATCAAGATCAC
CAACTTCAGTACGAGTATCACCAACTTGCGTAATATAAGGCCAAACACCTTCAAAGATGTCCCCCACTCTTT
TTCTTGATTGAGTCATTTTTTTATAAGTGAAATTAATATCTTTTAACTTTGACAAGATATTAAACCCACTAAA
AGGTAAAGCCAATCTCTTTAACTTTTTAGTTCCATTAAAAAGATATTTTTGGAATCTAAATCGATGATTATCA
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TCTAACCATCGATGATGTCCCATATAACAGAACTTCCTACCATTAGGTAACCACGTCGAACATATCTATGTA
GCACAATATGGACAAGCATAATGACCTTTTGTACTCCAATCAGATAAATTCATATAAGCAAAAAAATCATTGA
TAGTCTATAATAAAGCAGCATGCATATTGAAGTTTTTTTTTTTATGTATCATAGGTCTCAACTCCTTCCCATA
ATTGCTTTAACTCTTTAATAAGAGGTTGTAAGTTGATGTCTATATCA 
 
ไพรเมอรที่ได 
DuBC2_F: 5’ CTT AAG TCA TCC TTT GAT CTT CTA T 3’ 
DuBC2_R: 5’TGA TAT AGA CAT CAA CTT ACA ACC T 3’ 
 
ดีเอ็นเอช้ินที่ 3 
Durio zibethinus cultivar Musang King isolate D1 unplaced genomic scaffold, Duzib1.0 
scaffold_10, whole genome shotgun sequence 
NCBI Reference Sequence: NW_019167827.1 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 186,161 -186,658 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน 23 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
TAAGCAGAGGCTCAACGACTTTGAGAAACATAAACAAAGCTCCTCTAATTAGAGGCTCAACGACTTTGGA
AAAATAAATAGCTCCTCTAATTAGAGGCTCAACGACTTTAAAAAGTAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCA
ACGACTTTGGAAAAATAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCAACAACTTTGAAAATAACTAAAGCTCCTCTA
ATCAGAGGCTCAATGACTTTTGGAAAGTAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCAACGACTTTTGAAAAGTAA
ATTGCTCCTTTAAATAGAGGCACCATAACTTTGAAAAGTAAATTGCTCCTCTAAACAGAGGCACCTCAACTT
TTGAAAAGTAAATTGCTCCTCTAAATAGAGGCACCACAACTTTGAAAAATAAATTACTCCTCTAAACAGAGG
CACCACGACTTTGAAAAGTAAATTGCTCATTGACAATCATGTCCAAAGGAGTTATAGATCATGATTGA 
 
ไพรเมอรที่ได 
DuBC3_F: 5’ TAA GCA GAG GCT CAA CGA CTT TGA G 3’ 
DuBC3_R: 5’ TCA ATC ATG ATC TAT AAC TCC TTT G3’ 
 
ดีเอ็นเอช้ินที่ 4 
Durio zibethinus cultivar Musang King isolate D1 unplaced genomic scaffold, Duzib1.0 
scaffold_10, whole genome shotgun sequence 
NCBI Reference Sequence: NW_019167827.1 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 188,877 -189,587 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน 38 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
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CTCTTTCCATCTTTGAGACCTTTTGTGTATTTTAAAAAAATTGTCCCCCAGTGTAGAAGGTGATCCTTGG
TTGGGGTTCTTCAGAAAAAGAAATCATAATAGGCTCAAATGGGTAATAATAAATGGTTTTTCGAATGGTAAA
AGAAAGATGGCCATTTTTCATCTCAATTGTGAATACCTTTCTTGAACATCATCTATTGAACAAAGCTCATGAA
CCTGTATAAAAGATTGCACATCTTCAAGATATATCTATTTCACCTCTGGTAACAGCTTACTTTTTTGCTCAAA
TCATCTCATCATATTATCGTGGATGAGTTCTCAAAATTAAATCTCAGAATTATTGTTATCATTGTCTAAATAT
TCATCATCTAAAATTTGAGAATGGGAATGTAAATTTATGAAAGGTAACAGAGCATGGAGTAATGGTCGAGTG
AAAGAGAAAATGTAATGAAATGCATTAACTTGCCTTTATTAAAATGATAACAAGTGAAGTCATATTGCAAAAA
GAAATCTAACATTACTCGAAAAGAAATCCTAAAATGACAAAAAAACCTTCAACCAGCCTTATCTCCATTCTTC
AAAATTGTCCCCTTATGTGATCAGGTGAAGAATCTCTATTGACATCTTACCCCTCAATTCATTGTGACTTTCC
GGACCCTTTCTAACCAATGTGTTCTTGATTGTCACTCAAAGTACTAACATCAAGTGTTG 
 
ไพรเมอรที่ได 
DuBC4_F: 5’ CTC TTT CCA TCT TTG AGA CCT TTT G 3’ 
DuBC4_R: 5’ CAA CAC TTG ATG TTA GTA CTT TGA G3’ 

จากการพัฒนาจากการใชเทคนิค GBS ซึ่งไดไพรเมอรจํานวน 4 ไพรเมอร พบวายีน DuBc04 มีศักยภาพ
ดีกวายีนอ่ืน จึงไดทําการทดสอบความเปนดีเอ็นเอบารโคดในทุเรียน รวมกับไพรเมอรมาตรฐาน ITS2-S2F ซึ่ง
ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียนที่ทําใหบริสุทธ์ิ ของทั้งสองยีน มีรายละเอียดดังภาพที่ 1.1.9 และ 1.1.10โดยผลการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum 
Likelihood) ที่คา Boot strap จํานวน 1,000 ซ้ํา ซึ่งการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 สามารถแยก
ความแตกตางไดมากกวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITS2-S2F (ภาพที่ 1.1.11 และ 1.1.12) จะเห็นไดจาก 
การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 บางสวนมีการจัดกลุมตัวอยางทุเรียนที่ใกลชิดกันภายในกลุมเดียวกัน
ได เชน กบตาโห และกบชายนํ้า ซึ่งอยูในกลุมกบ  หรือ ฉัตรสีทองและทองยอยเดิมซึ่งอยูในกลุมทองยอย หรือ 
ฟกทองแดงและกระดุมทองซึ่งอยูในกลุมเบ็ดเตล็ด นอกจากน้ียังมีการจัดกลุมใกลชิดของทุเรียนตางกลุม เชน ชาย
มังคุดที่อยูในกลุมเบ็ดเตล็ดและกบรัศมีกลุมกบ หรือ สาวชมฟกทองกลุมเบ็ดเตล็ดและกําปนดํากลุมกําปน รวมถึง
ความสัมพันธของกลุมเชน จัดกลุมอีลีบและสีทองซึ่งอยูกลุมเบ็ดเตล็ดอาจมีความสัมพันธกับกบสีนวล ที่อยูในกลุม
กบ เปนตน ในขณะที่การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITS2-S2F มีรายละเอียดการจัดกลุมนอยกวา 

นอกจากน้ีการทํา alignment ดวย ClustalW ของโปรแกรม MEGAx แสดงใหเห็นการเปลี่ยนแปลง
ลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน (tansition mutation) และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตาง
ชนิดกัน (transversion mutation) (ภาพที่ 1.1.13 และ 1.1.14)  
 จะเห็นไดวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 สามารถเปนแนวทางในการหาความสัมพันธ
ทุเรียนที่อยูในกลุมเบ็ดเตล็ดซึ่งยากตอการจัดกลุมและเปนทุเรียนสวนใหญ กับทุเรียนที่มีการจําแนกกลุมแลว
บางสวนได ตลอดจนอาจพัฒนาเปนแนวทางในการพิจารณาพันธุที่เปนพันธุเดียวกัน แตที่มีช่ือตางกันจากการต้ัง
ช่ือของผูปลูก เปนตน อยางไรก็ตาม การจัดทําดีเอ็นเอบารโคด ดวยยีน DuBc04 ยังไมสามารถจําแนก
ความสัมพันธไดอยางชัดเจนถูกตองตามที่ไดมีการจัดกลุมตามลักษณะสัณฐาน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียนเปนพืช
ผสมขามตามธรรมชาติ จึงทําใหเกิดความหลากหลายทั้งทางลักษณะสัณฐานของใบและผลคอนขางมาก อีกทั้งการ
ใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดแยกความแตกตางของพืชที่อยูในชนิดเดียวกันยังคอนขางมีขอจํากัด ดังน้ันอาจตองใชดี
เอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงบริเวณรวมกันเพ่ือเพ่ิมความแมนยําในการระบุชนิดพืชตอไป 
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ภาพที่ 1.1.9   ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียน 120 ตัวอยาง ที่ทําใหบริสุทธ์ิ กอนทําการสงวิเคราะหจากการใชไพร
เมอรของยีน DuBc04  
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ภาพที่ 1.1.10   ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียน 150 ตัวอยาง ที่ทําใหบริสุทธ์ิ กอนทําการสงวิเคราะหจากการใช
ไพรเมอรของยีน  ITS2-S2F 
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ภาพที่ 1.1.11แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางทุเรียน จํานวน 120 
ตัวอยาง จากยีน DuBC04 ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.1.12แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางทุเรียน จํานวน 150 
ตัวอยาง จากยีน ITS2 ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.13 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน DuBC04ตัวอยางทุเรียนดวยโปรแกรม MEGAx 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.14 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2ตัวอยางทุเรียนดวยโปรแกรม MEGAx 

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรมาตรฐานกับตัวอยางทุเรียนซึ่งสวนใหญ
เปนทุเรียนบาน (Durio zibethinus L) ยังไมสามารถจําแนกความแตกตางได แตสามารถแยกความแตกตางของ
ทุเรียนตางชนิดได คือ การใชไพรเมอรยของยีน matK-413 มีการแยกทุเรียนตางชนิดคือ ชาเรียน (D. mansoni 
Bakh.)  และ ทุเรียนนก (D. griffithii Bakh.) ออกจากกลุม ทุเรียนพันธุอ่ืนได ดังน้ันในสวนของการหา
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ความสัมพันธของทุเรียนบาน จึงไดทําการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดจากการใชเทคนิค GBS และคัดเลือกไวศึกษา
จํานวน 1 ยีน คือ DuBc04 พบวามีแนวโนมในการวิเคราะหความสัมพันธไดดีกวายีนอ่ืนๆ อยางไรก็ตามอาจตองมี
การพัฒนาหรือวิเคราะหลักษณะทางสัณฐานที่มอียูเดิมใหละเอียดมากขึ้น เชน การรูปแบบพัฒนาการผล หรือการ
ตอบสนองตอสภาพแวดลอมตางๆ เปนตน เพ่ือใหสามารถหาความสัมพันธกับผลวิเคราะหทาง DNA ไดอยางมี
ประสิทธิภาพตอไป 

การทดลองที่ 1.2 
ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเงาะ 

DNA Barcode and Genetic Diversity of Rambutan 
 

ช่ือผูวิจัย 
ธีรวุฒิ  ชุตินันทกุล อรุโณทัย  ซาววา กาญจนา  พฤษพันธ อรวินทินีชูศรี  

Theerawut  ChutinanthakunAroonothai  SawwaKanchana  PruesapanOrnwintinee  Chusri 
 

คําสําคัญ : พันธุกรรมเงาะ  ดีเอ็นเอบารโคด  ไพรเมอรมาตรฐาน 
Key words : Rambutangenetics,  DNA-barcode,  universal primer 

 
บทคัดยอ  

เงาะเปนพืชที่รูจักกันอยางแพรหลายในทวีปเอเชีย ซึ่งประเทศไทยถือเปนหน่ึงในผูผลิตรายใหญใน
ภูมิภาค เงาะมีความหลากหลายโดยสวนใหญอยูในสปชีส Nephelium lappaceum L. และมีเงาะชนิดอ่ืนที่อยู
ตางสปชีส ในการศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ืออนุรักษและศึกษาความหลากหลายโดยใชดีเอ็นเอบารโคด โดยทําการ
เก็บตัวอยางเงาะจากแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืขสวนตรัง จํานวน 36 
ตัวอยาง จาก พันธุพ้ืนเมืองจํานวน 13 พันธุ ลูกผสมจํานวน 8 พันธุ และพันธุตางสปชีสจํานวน 6 ตัวอยาง 
สําหรับดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานที่ทําการศึกษามาจากตําแหนงคลอโรพลาสตจํานวน 5 ชนิด (matK,rbcL, 
psbA, rpoC and trnL) พบวาการใชยีนมาตรฐานยังไมสามารถแสดงความสัมพันธของพันธุเงาะไดอยางชัดเจน 
อยางไรก็ตามมีแนวโนมวายีน rbcLA, rbcL, และ trnL สามารถแยก เงาะขนสั้นลูกใหญ (Nephelium 
rumboutan-ake Leenh) เงาะปา (Nephelium sp.) ออกจากเงาะอ่ืนๆ ได ทั้งน้ีอาจตองมีการศึกษาตอไปใน
พัฒนายีนที่สามารถจําแนกความสัมพันธของพันธุเงาะไดดีขึ้น เพ่ือเปนฐานขอมูลทางพันธุกรรมและใชประโยชน
ในการปรับปรุงพันธุตอไป 
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Abstracts 
Rambutan is one of the best-known fruits in Asia. Thailand is one of the largest 

producers of rambutan apart of Indonesia and Malaysia. The commercial rambutan, Nephelium 
lappaceum L., is considered closer to other Nepheliums, which are very difficult to distinguish 
from each other. Therefore, this study is to clarify the DNA barcode for diversity of rambutan 
using chloroplast genome regions. Thirty-six samples of rambutan were collected from the field 
at Chanthaburi and Trang Horticultural Research Center for analysis. Among these, 13 samples 
are local varieties, 8 samples are hybrid and 6 samples are not N. lappaceum L. Extracted DNA 
samples were evaluated with universal primers of matK,rbcL, psbA, rpoC and trnL. The result 
showed that all of primers could not explicitly explain the diversity within rambutan. However, 
rbcLA, rbcL and trnL primers showed tendency to separated KhonsanLukyai (Nephelium 
ramboutan-ake (Labill.) Leenh.) and Pa (Nephelium sp.) from others. For more effectively, the 
examination more specific primers to confirm the relationships of the Thai rambutans should 
be study further. The genetic diversity of cultivated rambutan from this study will be used as a 
genetic database for development of a future breeding program. 

บทนํา (Introduction) 
ดีเอ็นเอบารโคดเปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล ไดถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือ

กลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลาอันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอใน
บริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่
นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิด
อ่ืนๆ ที่ตองการเปรยีบเทียบกัน วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการ
เจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวนขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชน
อยางมากตอนักอนุกรมวิธาน และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไป
ประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได เชน การศึกษาทางดานนิเวศวิทยา นิติวิทยาศาสตร และการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑทางชีวภาพ เปนตน (วุฒิพงศ, 2554) การจัดทําฐานขอมูล ดีเอ็นเอบารโคดของสิ่งมีชีวิต หรือ The 
Barcode of Life Project ไดเริ่มตนขึ้นในป ค.ศ. 2003 (Hebert et al., 2003) และไดรับการสนับสนุนตอเน่ือง
จากหนวยงานที่เกิดขึ้นจากความรวมมือจากนานาชาติไดแก Consortium for the Barcode of Life (CBOL) ซึ่ง
ป จ จุ บั น ป ร ะ ก อ บ ด ว ย ส ม า ชิ ก จ า ก  43 ป ร ะ เ ท ศ 
(http://www.barcoding.si.edu/CBLMembers_details.htm)การตรวจขอมูลทางพันธุกรรมในระดับลําดับนิ
วคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซมมีการนํามาใชประโยชนในการจําแนกพืช
กันมากในปจจุบัน เน่ืองจาก ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต (Chloroplast DNA; cpDNA) เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน
วงแหวน มีบริเวณอนุรักษสูงในเรื่องของขนาดและโครงสราง ประกอบดวยยีน 130 ยีน มีขนาดของยีนต้ังแต 72 
ถึง 220 kb(Palmer et al., 1992; Sugiura et al., 1998) การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไมเปนไปตามกฎ
ของเมนเดล (Palmer and Stein, 1986; Petit et al., 1998) การแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบการแทนที่คู
เบส(base-pair substitution) มีอัตราในระดับกลางถึงตํ่า (Cleeg and Zurawski, 1992) ทําใหสามารถนํา
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาใชในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรและความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชได ยีนที่
อยูในคลอโรพลาสต เชน maturaseK (matK), trnH-psbA intergenic spacer, ribulose-1,5-bisphosphate 
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carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL)atpF-atpH spacer, rpoB, rpoC1และ psbK-psbl spacer 
(CBOL., 2009) เปนตน สวนดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซม (nuclear ribosomal DNA; nr DNA) เปนบริเวณที่ถูก
อนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดรวมทั้งพืช ประกอบดวยหนวยยอย 3 หนวยไดแก 18S 5.8S และ 25S ซึ่งแตละ
หนวยมีบริเวณบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่เรียกวา non-coding sequence หรือ Internal transcribed spacer 
region (ITS) ไดแก ITS1 ต้ังอยูระหวางยีน 18S และ 5.8S และ ITS2 ต้ังอยูระหวาง 5.8S และ 25S ซึ่งมีความผัน
แปรทางพันธุกรรมสูงกวาดีเอ็นเอในบริเวณอ่ืนๆของ nr DNA ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือ
ภายในสายพันธุเดียวกันได (Roger and Bendich, 1987; Ritland et al., 1993) 

เงาะ (Nephelium lappaceum) เปนพืชในวงศ Sapindaceae เปนไมผลขนาดกลาง ลําตนเปน

พุม ใบเรียงสลับ มีใบยอย ผลมีขนที่เปลือก พันธุการคาที่นิยม ไดแก โรงเรียน สีชมพู สีทอง เปนตนกรมวิชาการ

เกษตรไดรวบรวมพันธุเงาะไวหลากหลายสายพันธุ ในศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ที่ผานมา

มีการใชเครื่องหมายโมเลกุลในการจําแนกพันธุพืชอยางแพรหลาย เชนมีการใชเครื่องมือในการศึกษาพันธุกรรม

ของไมผลเชน ทุเรียน ที่มีการใช ไมโครแซทเทลไลท หรือ SSR (Simple Sequence Repeat) ซึ่งเปนลําดับเบสที่

ซ้ํากันเรียงกันอยางตอเน่ืองที่ตําแหนงหน่ึงๆ ในจีโนม  แตละชุดประกอบดวยลําดับเบสซ้ําสั้นๆ ไมเกิน 10 คูเบส 

(สุรินทร, 2552)โดยไพรเมอรของเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท เพ่ือจําแนกทุเรียนไดผลดีคือ ไพรเมอร 

MS1AAC-19 (ปยรัษฎ และคณะ, 2552) หรือการจําแนกทุเรียนพันธุการคา 4 พันธุ (หมอนทอง ชะนี พวงมณี 

และหลังลับแล) เพ่ือศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแหลงพันธุตางๆ โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ

พบวามีความสอดคลองกับรูปแบบการขยายพันธุ ที่มาจากแหลงตางกัน (เตือนใจ และ ปยะศักด์ิ, 2556) แตยังไม

มีการศึกษาการจําแนกโดยใช ดีเอ็นเอบารโคด โดยเฉพาะในเงาะที่ยังมีการศึกษาทางดานน้ีคอนขางนอย โดย

วิธีการน้ีนอกจากจะสามารถช้ีเฉพาะลักษณะของสายพันธุพืชได ยังสามารถนําไปใชประโยชนเพ่ือการอนุรักษ การ

ใชเปนขอมูลแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม ตลอดจนการรักษาทรัพยากรพันธุกรรมพืชของไทย เพ่ือนําไปปรับ

ใชขยายผลตอยอดในแขนงตางๆ ไดอยางกวางขวางตอไปในอนาคต 

 วัตถุประสงค 
 สรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของเงาะ และจัดเก็บรักษาเช้ือพันธุกรรม เพ่ืออนุรักษเก็บรักษาในธนาคารเช้ือ
พันธุกรรมพืช และธนาคารดีเอ็นเอ จากแปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิม 
 ขอบเขตการศกึษา 
 ศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) ในเงาะ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือจากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดีเอ็นเอ
ตนทุน (stock DNA)อีกสวนนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิ
วคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการระบุชนิดของพันธุเงาะ แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไวใน
ฐานขอมูลสากลตอไป 

ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
- วัสดุ อุปกรณ    
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 1. ตนเงาะพันธุตางๆ ที่ปลูกรวบรวมไวในแปลงของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ ศูนยวิจัยพืชสวน
ตรัง ประกอบดวย โรงเรียน สีชมพู สีทอง บางย่ีขัน นํ้าตาลกรวดเจะมง เงาะขนสั้น พลิ้ว 1-8 ปูลาซนั พรวนชี 
เงาะลูกเหลือง ลูกเหลืองขนสั้น เงาะลูกแดง เงาะปา เงาะพ้ืนเมือง ขนสั้นลูกใหญ ลูกพรวน ขนสั้นลกูเล็ก ขน
เหลือง คอแลน  
 2. วัสดุในการเก็บตัวอยางเพ่ือจัดทําพรรณไมอางอิง  
 3. ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป  
 4. เครื่อง Spectrophotometer 
 5. เครื่อง Electrophoresis  
 6. เครื่อง PCR  
 7. เครื่องปนเหว่ียง   
 8. สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ   
 9. เครื่องมือในหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร เชน เครื่องแกว อางและตูควบคุมอุณหภูมิ เปนตน 
 10. อุปกรณในการบันทึกขอมูลและประมวลผล เชน เครื่องคอมพิวเตอร ปริ้นเตอร และแบบบันทึก
ขอมูล เปนตน 

- วิธีการ  

 ขั้นตอนที่ 1 การเก็บตัวอยางเงาะและการเก็บตัวอยางอางอิง  
 การเก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะเก็บตัวอยางใบเงาะจากแปลงรวบรวม ศูนยวิจัย
พืชสวนจันทบุรี  และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จัดทําความสัมพันธของขอมูลลักษณะทางพฤกษศาสตรที่มีอยูกับ 
ภาพถาย และจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการ
เกษตร บันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บตัวอยางและเลขอางอิงตัวอยางพืช (Voucher number) ตาม
มาตรฐานสากลตอไป 
 ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของเงาะ 
  1. เก็บตัวอยางใบออนของสายพันธุเงาะ ที่ปลูกภายในศูนยวิจัยพืชสวนจันทุบรีและศูนยวิจัยพืช
สวนตรังเพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  
  2. สกัดดีเอ็นเอจากใบ โดยใชสารละลาย CTAB เก็บรักษาดีเอ็นเอที่ -20oC จนกวาจะนําไปใช 
  3. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electrophoresis)  
 ขั้นตอนที่ 3วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal 
international transcribed spacer (ITS) และประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในเงาะ 
  1. นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริยา PCR เพ่ือศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC และ trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ ITS 
ตารางที่ 1.2.1 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษา 

Locus Name of primer Gene Primer (5’-3’) References 
rbcL rbcL_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Petersen and Seberg, 

2003 
 rbcL_R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC  
 rbcLa_F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Kress and Erickson 

(2007) 
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 rbcLa_R GTAAAATCAAGTCCACCRCG Erickson, unpubl 
matK 1RKIM-F CCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC  
 3FKIM-R GTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG  
psbA psbA-trnH1 GTTATGCATGAACGTAATGCTC CBOL Plant Working 

Group (2009) 
 psbA-trnH2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC  
rpoC rpoC_F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG  
 rpoC_R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC  
trnL trnL-trnF1 GGTTCAAGTCCCTCTATCCC Taberlet et al. (1991) 
 trnL-trnF2 ATTTGAACTGGTGACAGCAG  
ITS ITS-u1 GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG  
 ITS-4 TCCTCCGCTTATTGATATGC  
 
  2. เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมแลว ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของคลอโรพลาสบริเวณ rbcL, 
matKpsbArpoC  trnL และบริเวณ ITS โดยใชไพรเมอรมาตรฐาน ดวยเทคนิค PCR ความเขมขน 2 ไมโครลิตร 
10x Taq buffer dNTP mix ความเขมขน 10 ไมโครโมล และเอนไซม Taq polymerase ความเขมขน 0.6 
ไมโครลิตร การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทําดวยเครื่อง DNA thermal cycle ดวยระดับอุณหภูมิดังน้ี 
 ขั้นตอนที่ 1 pre-denature  94 องศาเซลเซียล นาน5 นาที 
 ขั้นตอนที่ 2 denature  94 องศาเซลเซียล  นาน 30 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 3 annealing  55 องศาเซลเซียล  นาน 30 วินาที 
 ขั้นตอนที่ 4 extension  72 องศาเซลเซียล  นาน 1 นาที (ซ้ํา 35 รอบ) 
 ขั้นตอนที่ 5 final-extension 72 องศาเซลเซียล  นาน 7 นาที 
  3. ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธี Electrophoresis 
  4. สกัดผลผลิต PCR ที่ตองการและทําใหบรสิทุธ์ิ ดวยชุดสกัดและทําใหบรสิุทธ์ิสําเร็จรูป 
  5. สงผลผลิตดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอ
โรพลาส และบริเวณ ITS ไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง ABI3730 x 1 automated sequencer (Applied 
Biosystems, Forster City, CA, USA) using ABI BigDye terminator chemistry หรือเครื่อง MegaBACE 
1000 automated sequencer (AmershamBioscience) using DYEnamic TM ET Dye Terminators 
chemistry) 
  6. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส โดยใชโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ GENtle 
Version 1.9.4 
  7. นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยู
ภายใตฐานขอมูลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 
  8. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ 
ITS โดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ GENtle Version 1.9.4 
  9.  วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอ
โรพลาส และบริเวณ ITS กับฐานขอมูลดีเอ็นเอของทุเรียนที่มีการระบุช่ือถูกตองแลวใน NCBI ดวยโปรแกรม 
Blast N เพ่ือวิเคราะหการระบุชนิดของพืชดวยเปอรเซ็นตความใกลเคียงของลําดับเบส 

42 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



  10. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเงาะแตละสายพันธุไวในฐานขอมลู การบันทึกขอมูล บันทึก
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา ลักษณะทางอนุกรมวิธาน ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ rbcL, 
matKpsbArpoC  trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ ITS บันทึกตําแหนงที่มีความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอ
ไทด เก็บขอมลูลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

- เวลาในการดําเนินการ      2 ป  (ตุลาคม 2561 ถึง 30 กันยายน 2563) 

- สถานที่ทําการทดลอง  1. สถาบันวิจัยพืชสวน 

    2. สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

    3. สํานักคุมครองพันธุพืช  

4. ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุร ี

ผลการทดลองและอภิปราย (Resultsand Discussion) 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเงาะที่ทําการศึกษา 

ในการดําเนินงานไดทําการศึกษาพันธุเงาะที่เก็บรวบรวมไว จํานวน 2 พ้ืนที่ คือ ศูนยวิจัยพืชสวน
จันทบุรีจํานวน 17 พันธุ และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 19 พันธุ ซึ่งสวนใหญจะอยูในสปชีส Nephelium 
lappaceumยกเวน ปูลาซัน (N. ramboutan-ake) เงาะปาขนสั้นลูกใหญ (N. ramboutan-ake) เงาะปา 
(Nephelium sp.) เงาะขนสั้นลูกเล็ก (N. mutabile) และคอแลน (N. hypoleucom Kurz.) สวนตัวอยางที่เปน 
Unknown ไมมีขอมูลวาเปนพันธุใด โดยลักษณะทางพฤกษศาสตรของเงาะแตละพันธุ ไดแก  

 ขนาดใบรวมและใบยอย พบวามีขนาดแตกตางกันขึ้นอยูกับพันธุและพ้ืนที่ปลูก โดยใบรวมมีความกวาง
อยูในชวง 21.0-32.9 เซนติเมตร ความยาว 21.2-35.5 เซนติเมตร จํานวนใบยอยอยูในชวง 4-9 ใบ มีความยาว
ของใบยอยอยูในชวง 3.8-8.1 เซนติเมตร และความกวางอยูในชวง 10.6-18.1 เซน็ติเมตร (ตารางที่ 1.2.2)  

ลักษณะของใบ พบวา พันธุเงาะของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีทั้งหมดมีรูปรางใบยอยแบบ Elliptic 
ในขณะที่ของศูนยวิจัยพืชสวนตรังมีหลากหลายแบบ ทั้งน้ีลักษณะ ปลายใบ ฐานใบ และ สีใบแก มีลักษณะที่
แตกตางกันไป สวนการเรียงตัวของใบมีทั้งแบบคูและสลับ(ตารางที่ 1.2.3)  

 ลักษณะผล พบวา รูปรางผลมีหลาย 3 แบบ คือ Ovoid เชน โรงเรียน พลิ้ว1 และ เงาะลูกเหลือง  
Globose เชน นํ้าตาลกรวด สีทอง และ พลิ้ว5  Oblongเชน บางย่ีขัน (ตารางที่ 1.2.4 และ 1.2.6)  

สีผลมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับพันธุ ต้ังแตสีชมพู เชน เงาะสีชมพู จนถึงแดงเขม เชน เจะมง และ สี
เหลือง เชน นํ้าตาลกรวด เปนตน (ตารางที่ 1.2.4 และ 1.2.5 และภาพที่ 1.2.1) 

 
ตารางที่ 1.2.2ขนาดใบรวม และใบยอย ของเงาะพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม ในแปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืช

สวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 

พันธุ 
ใบรวม ใบยอย ความยาว/

กวาง(ซม.) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 
ความยาว

กานใบ(ซม.) 
จํานวน 

ใบยอย(ใบ) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 

พลิ้ว1 23.7 29.3 6.4 5.5 5.9 11.8 2.0 
พลิ้ว2 24.9 29.7 5.2 5.8 5.7 13.6 2.4 
พลิ้ว3 26.0 29.1 5.5 5.5 5.4 13.0 2.4 
พลิ้ว4 22.1 31.7 6.3 6.1 5.8 12.8 2.2 
พลิ้ว5 27.0 34.2 5.9 5.8 6.7 15.0 2.2 
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พันธุ 
ใบรวม ใบยอย ความยาว/

กวาง(ซม.) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 
ความยาว

กานใบ(ซม.) 
จํานวน 

ใบยอย(ใบ) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 

พลิ้ว6 21.0 21.2 7.3 4.9 5.1 10.6 2.1 
พลิ้ว7 26.6 32.8 6.3 5.7 6.5 14.7 2.3 
พลิ้ว8 28.9 35.5 6.7 6.1 5.7 15.4 2.7 

โรงเรียน 23.3 27.1 5.7 5.1 6.3 11.1 1.8 
สีชมพู 25.1 33.6 7.0 6.1 6.1 14.0 2.3 
สีทอง 27.9 35.3 5.2 6.5 6.0 16.5 2.8 

นํ้าตาลกรวด 27.8 35.2 6.2 6.4 6.0 15.2 2.5 
บางย่ีขัน 27.2 34.8 6.1 6.2 6.1 16.2 2.7 
เจะมง 26.5 32.4 6.2 6.0 5.8 14.8 2.6 
พรวนชี 26.2 32.2 8.9 6.8 7.9 17.1 2.2 
เจะมง 25.2 30.5 6.0 7.0 6.7 14.4 2.2 
เจะมง 21.1 25.3 5.7 7.7 5.6 12.0 2.1 
เจะมง 26.9 30.6 4.7 6.4 6.1 16.1 2.6 

เงาะลูกเหลือง 24.3 24.8 7.2 4.9 6.4 14.4 2.3 
เงาะลูกเหลือง 27.8 30.5 8.1 6.4 6.9 14.5 2.1 
เงาะลูกเหลือง 27.5 26.4 5.6 5.2 7.9 15.1 1.9 
นํ้าตาลกรวด 30.8 31.1 7.0 5.9 8.1 18.1 2.2 
เงาะลูกเหลือง

ขนสั้น 
27.5 24.6 6.4 5.5 5.8 12.0 2.1 

เงาะลูกแดง 25.4 28.3 7.0 5.5 7.2 16.4 2.3 
เงาะลูกแดง 23.9 25.1 8.6 6.4 6.6 12.9 1.9 

เงาะปา 21.8 26.3 9.3 5.7 4.9 16.5 3.4 
พ้ืนเมือง 25.0 22.8 9.5 5.4 4.3 14.1 3.3 

ขนสั้นลูกใหญ 32.9 31.1 10.3 8.5 3.8 16.4 4.4 
เงาะแดง 27.5 29.2 6.8 5.6 7.5 16.6 2.2 
ลูกพรวน 27.0 27.1 6.0 5.4 6.4 15.1 2.4 

ขนสั้นลูกเล็ก 25.6 30.1 5.9 5.8 7.2 15.7 2.2 
ขนเหลือง 22.6 23.6 4.8 5.8 6.3 12.4 2.0 
คอแลน 20.8 20.1 7.0 5.3 3.9 11.8 3.1 
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ตารางที1่.2.3 ลักษณะรูปรางใบยอย ปลายใบ ฐานใบ สใีบแก และลักษณะการเรียงตัวของใบของเงาะ ในแปลง
รวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศนูยวิจัยพืชสวนตรัง 

พันธุ รูปรางใบยอย ปลายใบ ฐานใบ สีใบแก 
ลักษณะการ

เรียงตัวของใบ 
พลิ้ว1 Elliptic Acuminate Cuneate G137A คู 
พลิ้ว2 Elliptic Acute Cuneate G139A สลับ 
พลิ้ว3 Elliptic Acute Acute G137A คู 
พลิ้ว4 Elliptic Acuminate Cuneate G137A คู 
พลิ้ว5 Elliptic Acute Acute G137A คู 
พลิ้ว6 Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 
พลิ้ว7 Elliptic Acuminate Cuneate G137A คู 
พลิ้ว8 Elliptic Acute Acute G137A คู 

โรงเรียน Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 
สีชมพู Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 

นํ้าตาลกรวด Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 
สีทอง Elliptic Acute Cuneate G137A คู 
เจะมง Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 

บางย่ีขัน Elliptic Acuminate Acute G137A สลับ 
พรวนชี Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เจะมง Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เจะมง Obovate Obtuse Cuneate G136A สลับ 
เจะมง Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 

เงาะลูกเหลือง Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เงาะลูกเหลือง Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เงาะลูกเหลือง Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
นํ้าตาลกรวด Obovate Acute Cuneate G137A สลับ 

เงาะลูกเหลืองขนสั้น Obovate Acuminate Cuneate G137C สลับ 
เงาะลูกแดง Elliptic Acute Cuneate G137B สลับ 
เงาะลูกแดง Obovate Acuminate Obtuse G146A สลับ 

เงาะปา Elliptic Acute Acute G139A สลับ 
พ้ืนเมือง Lanceolate Acute Obtuse G137A สลับ 

ขนสั้นลูกใหญ Lanceolate Acute Obtuse G137A สลับ 
เงาะแดง Obovate Acuminate Acute G144A สลับ 
ลูกพรวน Obovate Acuminate Acute G137A สลับ 

ขนสั้นลูกเล็ก Obovate Acuminate Acute G144A สลับ 
ขนเหลือง Obovate Acuminate Acute G139A สลับ 
คอแลน Elliptic Acuminate obtuse G137A คู 
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หมายเหตุ:Descriptors for Rambutan ของ International Plant Genetic Resources Institute (IPGRI, 
2003) 

Elliptic: ใบรูปรี ใบมีสวนกวางที่สุดกลางใบ และสอบเขาฐานใบและปลายใบ 
Obovate: รูปไขกลับ 
Acute: ปลายใบหรือฐานใบแหลมและเรียวไปยังปลายที่แหลม 
Acuminate: ปลายใบเรียวแหลม 
Cuneate: ฐานใบรูปลิ่ม สวนของฐานใบจะเรียวและแคบเขาฐานใบแหลม 

ตารางที่ 1.2.4ลักษณะผล สีผล และลักษณะเน้ือ ของเงาะพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม ในแปลงรวบรวมพันธุ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุร ี

พันธุ 
ลักษณะผล 

รูปรางผล สีผิวผล สีโคนขน สีปลายขน สีเปลือกดานใน 

พลิ้ว1 Ovoid YO21D R47A YG150B Y4D 
พลิ้ว2 Ovoid YO21B R46B YG150B Y4D 
พลิ้ว3 Ovoid YO17C R47B YG150B Y8D 
พลิ้ว4 Ovoid YO21C R47C YG150B Y8D 
พลิ้ว5 Globose OR34C R47A YG150B Y8D 
พลิ้ว6 Ovoid Y7B R50D YG154B Y4D 
พลิ้ว7 Globose YO21B R50B YG154B Y4D 
พลิ้ว8 Ovoid YO21B R52A YG150C Y8D 

โรงเรียน Ovoid YO21A R53B YG149B Y4D 
สีชมพู Ovoid YO21C R50A R51A Y8D 
สีทอง Globose O25A R45A YG149B Y8D 

นํ้าตาลกรวด Globose Y7A Y3C Y5B Y4D 
บางย่ีขัน Oblong YO21B R50B R50A Y8D 
เจะมง Oblong O28A R53C R53C Y8D 

หมายเหตุ: Globose = กลม, Ovoid = รูปไข และ Oblong = ขอบขนาน (IPGRI, 2003) 
 ไมไดขอมูลในสวนของเงาะปูลาซันและ unknown 
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ภาพที่ 1.2.1 ผลเงาะพันธุตางๆ ปลูกในแปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ที่นํามาใชในการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 1.2.5ภาพลักษณะสัณฐานของใบ ดอก และผลเงาะ ของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 
พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 

1. พรวนชี 

 
 
 
 
 

   

2. เจะมง (1) 

 
 
 
 
 

   

3. เจะมง (2) 
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พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 
 

4. เจะมง (3) 

 
 
 
 
 

   

5. เงาะลูก
เหลือง (1) 

 
 
 
 
 

   

6. เงาะลูก
เหลือง (2) 

 
 
 
 
 
 

   

7. เงาะลูก
เหลือง (3) 

 
 
 
 
 

   

8. นํ้าตาลกรวด 

 
 
 
 
 

   

9. เงาะลูก
เหลืองขนสั้น 

 
 
 
 
 

   

10. เงาะลูก
แดง (1) 
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พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 

11. เงาะลูก
แดง (2) 

 
 
 
 
 

  ไมติดผล 

12. เงาะปา 

 
 
 
 
 
 
 

   

13. พ้ืนเมือง 
 
 

 
 
 
 
 

  
 

 

14. ขนสั้นลูก
ใหญ 

 
 
 
 
 

   

15. เงาะแดง 

 
 
 
 

 
 

 ไมติดผล 

16. ลูกพรวน 

 
 
 
 

   

17. ขนสั้นลูก
เล็ก 

 
 
 
 

  ไมติดผล 

18. ขนเหลือง 
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พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 
 
 

19. คอแลน 

 
 
 
 
 

 ไมออกดอก ไมติดผล 
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ตารางที่ 1.2.6 แสดงลักษณะสัณฐานของผล และองคประกอบตางๆ ในเงาะแตละพันธุ ที่ปลูกรวบรวมพันธุในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 
ช่ือพันธุ ลักษณะพืช 

ความสูง
ตน (m) 

ใบส ี รูปราง
ผล 

ผลส ี สีขน ขนาด
ผล 

เน้ือผล
สี 

TSS 
(oBrix) 

รสชาติ เมล็ดส ี ขนาด
เมล็ด 

ความหนา
เปลือก 

ความ
หนาเน้ือ 

1.พรวนชี 6.20 GG137A Globo
se 

YG 2B YGG 149C 8.51 ขาวใส 22.02 หวานคลาย
นํ้าตาลกรวด 

GYG 1A 1.97 0.21 0.53 

2.เจะมง 8.50 GG137A Oblon
g 

RG 46B GYG 1A 16.73 ขาวใส 16.13 หวานอม
เปรี้ยว 

GYG 1C 3.24 0.43 0.67 

3.เจะมง 8.80 GG136A Ovoid RG 45B TGG 144B 19.05 ขาวขุน 15.83 หวาน YGG 
145D 

3.69 0.43 0.68 

4.เจะมง 9.00 GG137A Globo
se 

RG 42A บริเวณโคน RG 42A 
บริเวณปลายขน YGG 

150A 

11.56 ขาวขุน 19.63 หวาน YGG 
150A 

2.83 0.32 0.53 

5.เงาะลูก
เหลือง 

8.80 GG137A Globo
se 

YOG 
14C 

YGG 150B 14.56 ขาวใส 18.35 หวาน YGG 
150D 

2.96 0.30 0.72 

6.เงาะลูก
เหลือง 

7.50 GG137A Ovoid OG34B บริเวณโคน RG 50B 
บริเวณปลายขน GG 

142A 

15.53 ขาวขุน 20.37 หวาน YGG 
12D 

3.37 0.30 0.87 

7.เงาะลูก
เหลือง 

8.70 GG137A Ovoid YG 43C YG 39B 12.57 ขาวใส 16.27 หวาน YG 11A 3.52 0.20 0.50 

8.นํ้าตาล
กรวด 

7.00 GG137A Globo
se 

RG 44C YGG 149A 12.26 ขาวขุน 15.80 หวาน YGG 
150D 

3.68 0.31 0.47 

9.เงาะลูก
เหลืองขนสั้น 

7.20 GG137C Ovoid YG 5B YG  5C 11.46 ขาวใส 16.27 หวาน YG 11A 2.33 0.24 0.54 
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10.เงาะลูก
แดง 

9.80 GG137B Globo
se 

RG 53A บริเวณโคน RG 53B 
บริเวณปลายขน RG 

47B 

14.52 ขาวขุน 19.63 หวานอม
เปรี้ยว 

GYG 1D 3.25 0.39 0.73 

11.เงาะลูก
แดง 

6.20 GG146A - -  - - - - - -   

12.เงาะปา 6.00 GG139A Ovoid RG 53A RG 53A 31.82 ขาวขุน 19.50 หวานอม
เปรี้ยว 

YGG 
150D 

4.28 1.20 1.10 

13.เงาะ
พ้ืนเมืองลูก
แดง 

28.20 GG137A Ovoid RG 45B RG 45B 23.00 ขาวขุน 17.30 เปรี้ยว YGG 
150D 

4.29 0.77 0.48 

14.เงาะปาขน
สั้นลูกใหญ 

25.50 GG137A Ovoid - - - - - - - - - - 

15.เงาะแดง 15.20 GG144A - - - - - - - - - - - 
16.เงาะลูก
พรวน 

15.80 GG137A Ovoid RG 53B YGG 149A 11.13 ขาวใส 19.08 เปรี้ยวอม
หวาน 

YGG 
150C 

2.36 0.31 0.56 

17.เงาะขนสั้น
ลูกเล็ก 

14.10 GG144A - - - - - - - - - - - 

18.เงาะลูก
เหลือง 

15.50 GG139A Globo
se 

YGG 
150C 

YGG 150B 11.40 ขาวใส 17.93 เปรี้ยวอม
หวาน 

YGG 
145D 

3.17 0.33 0.57 

19.คอแลน 22.80 GG137A - - - - - - - - - - - 
หมายเหตุ: Globose = กลม, Ovoid = รูปไข และ Oblong = ขอบขนาน (IPGRI, 2003) 
 - ไมมีขอมูลเน่ืองจากไมมีการติดผล 
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 นอกจากน้ีในการเก็บตัวอยางของเงาะแตละพันธุไดทําการจัดทําเปนพรรณไมแหง เพ่ือเก็บรักษาเช้ือพันธุ
ไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ สํานักคุมครองพันธุพืชไวทุกตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 36 ตัวอยาง 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.2.2 การเก็บตัวอยางเงาะเพ่ือจัดทําเปนพรรณไมแหง 

ผลผลิตดีเอ็นเอที่บริเวณยีนมาตรฐาน  
เมื่อทําการสกัดดีเอ็นเอ จากใบเงาะทั้ง 36พันธุ (แปลงศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี จํานวน 17 พันธุและ

ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 19 พันธุ) แลวนํามาสราง barcoding โดยใช ยีน matK1R, MatK-413,rbcL, 
rbcLA, psbA, rpoC, trnLและ ITS พบวา สามารถตรวจพบดีเอ็นเอเปาหมายของเงาะที่จําเพาะกับยีนดังกลาว
ดวยเทคนิคพีซีอาร ในสวนของยีนมาตรฐาน matK1R, MatK-413,rbcL, rbcLA, psbA, rpoC และ trnL โดยมี
ขนาดประมาณ 900, 900, 700, 600, 500, 500 และ 450 คูเบส ตามลําดับ สวนยีนมาตรฐานของ ITS ใหผลผลติ
พีซีอารที่มีแถบจํานวนมากและซอนทับกันจึงไมเหมาะสมสําหรับใชในการคัดแยกเงาะ โดยผลผลิตของเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอจากยีนมาตรฐานที่ตรวจพบของเงาะทั้งหมดปรากฏผลดังภาพที่ 1.2.3- 1.2.9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.2.3 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน MatK-1RKIM ทั้งหมด 36 
พันธุ ไดแก 1. โรงเรียน 2. สีชมพู 3. สีทอง 4. บางย่ีขัน 5. นํ้าตาลกรวด 6. เจะมง 7. เงาะขนสั้น 8. พลิ้ว1 9. 
พลิ้ว2 10. พลิ้ว3 11. พลิ้ว4 12. พลิ้ว5 13. พลิ้ว6 14. พลิ้ว7 15. พลิ้ว8 16. ปูลาซัน 17. unknown18. พรวนซ ี
19. เจะมง 20. เจะมง 21. เจะมง 22. เงาะลูกเหลือง 23. เงาะลูกเหลือง 24. เงาะลูกเหลือง 25. นํ้าตาลกรวด 26. 
เงาะลูกเหลืองขนสั้น 27. เงาะลูกแดง 28. เงาะลูกแดง 29. เงาะแดง 30. เงาะลูกพรวน 31. เงาะขนสั้นลูกเล็ก 32. 
เงาะลูกเหลือง 33. เงาะพ้ืนเมืองลูกแดง 34. เงาะปาขนสั้นลูกใหญ 35. เงาะปา 36. คอแล 
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ภาพที ่1.2.4 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน MatK-413 ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.5 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rbcL ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.6 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rbcLa ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.7 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน psbA ทั้งหมด 36 พันธุ  
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ภาพที ่1.2.8 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rpoC ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.9 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน trnL ทั้งหมด 36 พันธุ  
ผลการจัดกลุมเงาะจากการใช DNA barcode ของยีนมาตรฐาน 
 ผลผลิตของ PCR ไดทําการสงไปวิเคราะหที่หองปฏิบัติการของ First BASE (Apical Scientific Sdn 
Bhd, Malaysia) เพ่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGA7 สามารถจัดกลุมตาม บารโคดของยีนมาตรฐานจํานวน 6 ยีน ดังน้ี 
 1) ยีนมาตรฐาน MatK1R แยกความแตกตางได 2 กลุมใหญ โดยกลุมแรกมี กลุมยอย 2 กลุม คือ กลุม
ยอยที่หน่ึงประกอบดวย ขนสั้นลูกใหญ ลูกเหลือง ลูกเหลือง(4) ลูกพรวน แดง เล็กแดง เล็กแดง(2) เล็กแดง(3) 
นํ้าตาลกรวด นํ้าตาลกรวด(2) เจะมง เจะมง(2) พรวนชี พลิ้ว1 พลิ้ว3 พลิ้ว6 พลิ้ว7 พลิ้ว8 โรงเรียน สีชมพู บางย่ี
ขัน ขนสั้น กลุมยอยที่สองคือ ลูกเหลือง(2) และ พ้ืนเมืองลูกแดง โดยในกลุมลูกเหลืองพบวา ลูกเหลือง(2) มีผลสี
เหลืองออกแดง ในขณะที่ลูกเหลืองอ่ืนไมมีสีแดง สวนปูลาซัน ไมอยูในกลุม ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก ปูลาซัน เปนเงาะ
ตางชนิดคือ N. ramboutan-ake (Labill) Leenh กลุมใหญที่สอง ประกอบดวย สีทอง เจะมง(3) และพลิ้ว2 ซึ่ง
ในกลุมน้ีพบวา พลิ้ว2 เปนลูกผสมของสีทองและเจมง (ภาพที่ 1.2.10) 
 2) ยีนมาตรฐาน rbcLA พบวา เงาะเกือบทุกพันธุอยูในกลุมเดียวกัน แตมี 3 พันธุที่อยูนอกกลุม คือ 
เงาะปา เงาะขนสั้นลูกใหญ และเงาะพ้ืนเมืองลูกแดง โดยเงาะขนสั้นลูกใหญ เปนเงาะตางชนิด คือ N. 
ramboutan-ake Leenh. (ภาพที่ 1.2.11) 
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 3) ยีนมาตรฐาน rbcLสามารถจัดกลุมออกได เปน 2 กลุม คือ เงาะสวนใหญ อยูในกลุมเดียวกัน สวนอีก
กลุมประกอบดวย เงาะปา เงาะพ้ืนเมืองลูกแดง และ ขนสั้นลูกใหญ (ภาพที่ 1.2.12) 
 4) ยีนมาตรฐาน psbAสามารถจัดกลุมเปนกลุมหลักได 3 กลุม ซึ่งสวนใหญอยูในกลุมแรก กลุมที่สอง 
ประกอบดวย ขนสั้นลูกใหญ และเงาะปา กลุมที่สาม ไดแกเงาะสีทอง พลิ้ว2 และเจะมง(3) สวน unknown จัดอยู
นอกกลุม (ภาพที่ 1.2.13) 
 5) ยีนมาตรฐาน rpoCสามารถจัดกลุมได 3 กลุมหลัก ซึ่งกลุมแรกประกอบดวย โรงเรียน สีชมพู สีทอง 
บางยี่ขัน นํ้าตาลกรวด เจะมง เงาะขนสั้น พลิ้ว1-8 ปูลาซัน unknown ซึ่งเปนตัวอยางเงาะที่เก็บมาจากศูนยวิจัย
พืชสวนจันทบุรีทั้งหมด สวนลูกพรวนไมมีการจัดกลุม กลุมที่สองประกอบดวย ลูกเหลือง(3) และ นํ้าตาลกรวด(2) 
กลุมที่สามไดแก เจะมง ลูกเหลือง ลูกเหลือง(2) เงาะแดง เล็กแดง เงาะปา และขนสั้นลูกใหญ สวนพรวนชีจัดอยู
นอกกลุม (ภาพที่ 1.2.14) 
 6) ยีนมาตรฐาน trnL แยกได 3 กลุมคือ กลุมแรกคือเงาะสวนใหญ กลุมที่สองคือ พลิ้ว2 พลิ้ว3 
และเจะมง(3) กลุมที่สามประกอบดวย เงาะปา และขนสั้นลูกใหญ (ภาพที่ 1.2.15) 
 จากการใชยีนมาตรฐานจะเห็นไดวา ยีนบริเวณ rbcLArbcLpsbA และ trnL แยก ขนสั้นลูกใหญ และ
เงาะปา ออกจากเงาะพันธุอ่ืนๆ ทั้งน้ีเน่ืองจากทั้งสองพันธุเปนเงาะตางชนิด กลาวคือ เงาะขนสั้นลูกใหญN. 
rumboutan-ake Leenh) และ เงาะปา Nephelium sp.อยางไรก็ตาม เงาะที่มีสปชีสแตกตางจากพันธุอ่ืนคือ 
ขนสั้นลูกเล็ก (Nephelium mutabile) และ คอแลน (Nephelium hypoleucom Kurz.) ยังไมสามารถแยก
กลุมออกมาไดอยางชัดเจน สอดคลองกับรายงานของ เจนจิรา และคณะ (2558) ที่พบวา การใชยีนบริเวณ rcbL 
ไมสามารถศึกษาความหลากหลายของเงาะในระดับสปชีสได ซึ่ง rcbL มักนิยมในการจําแนกพืชระดับวงศ และ
หากใชรวมกับยีน matK จะทําใหสามารถจัดกลุมและพิสูจนเอกลักษณไดชัดเจนขึ้น (สุชาดา, 2553) สําหรับในพืช
อ่ืน เชน มะมวง พบวาการใชยีน rbcL และ rpoC1 ไมสามารถแยกพันธุมะมวงได (ปยดา และคณะ, 2558)  
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ภาพที่ 1.2.10 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน MatK1R ในการเปน DNA barcode ของ
เงาะ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.2.11 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rbcLA ในการเปน DNA barcode ของเงาะ  
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ภาพที่ 1.2.12 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rbcL ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที่ 1.2.13 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน psbA ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที่ 1.2.14 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rpoC ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที ่1.2.15 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน trnL ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การศึกษาโดยใช ดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเงาะ จํานวน 36 

ตัวอยางจากแปลงรวบรวมพันธุใน 2 พ้ืนที่คือ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ซึ่งมีลักษณะ
สัณฐานที่แตกตางกันทั้งในสวนของลักษณะใบ และลักษณะผล ยังไมสามารถใชในการศึกษาความหลากหลายใน
ระดับสปชีสไดอยางชัดเจน อยางไรก็ตามจากผลการทดลองจะเห็นไดวา ยีนบริเวณrbcLArbcLpsbA และ trnL 
สามารถแยก ขนสั้นลูกใหญ และเงาะปา ออกจากเงาะพันธุอ่ืนๆ ทั้งน้ีเน่ืองจากทั้งสองพันธุเปนเงาะตางชนิด 
กลาวคือ เงาะขนสั้นลูกใหญN. rumboutan-ake Leenh) และ เงาะปา Nephelium sp. แต เงาะที่มีสปชีส
แตกตางจากพันธุอ่ืนคือ ขนสั้นลูกเล็ก (N. mutabile) และ คอแลน (N. hypoleucom Kurz.) ยังไมสามารถแยก
กลุมออกมาได และยีนบริเวณ MatK1R และ psbA สามารถแยกกลุมของ สีทอง เจะมง(3) และพลิ้ว2 ซึ่งในกลุมน้ี
พบวา พลิ้ว2 เปนลูกผสมของสีทองและเจมง นอกจากน้ียังพบวา ยีนบริเวณ rpoC มีแนวโนมที่จะสามารถแยกตัว
อยางเงาะที่ปลูกจากสถานที่ตางกันได 
 ในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากใชดีเอ็นเอบารโคดอาจตองมีการพัฒนาเพ่ิมเติมเพ่ือให
สามารถศึกษาความหลากหลายไดแมนยําขึ้น โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ เชน GBS เปนตน  

 
การทดลองที่ 1.3 

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว 
DNA Barcoding and Genetic Diversity of Lotus 
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บัวเปนพืชลมลุกนอกจากมีความสวยงามใชเปนไมดอกไมประดับไดแลว ยังมีประโยชนและคุณคาทาง
สมุนไพร ซึ่งประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการผลิตบัวในระดับช้ันนําของโลกได อยางไรก็ตามการพัฒนาสายพันธุบัว
ของไทยยังขาดขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมและขอมูลชีวโมเลกุล การทดลองน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ
ศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว ผลการทดลองพบวา ไพรเมอรบารโคดสากล
ของพืช ไดแก ยีน ITS matK rpoC1และ RbcLสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดในตัวอยางบัวทั้ง 2 ชนิด คือ บัว
สาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง (Nelumbonucifera) จํานวน 34 ตัวอยาง มีขนาดแถบดีเอ็นเอบน
เจลอะกาโรสประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม แบบ ML (Maximum Likelihood) สามารถแยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยาง
บัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน โดยมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ 
RbcL อยูที่ 0.481 0.207 0.030 และ 0.082 ตามลําดับ การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือก
ช้ินสวนยีนITSและ rpoC1มาใชกับตัวอยางบัวที่เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110
ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง โดยยีน ITSมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 และยีน rpoC1มี
คา0.08 ทั้งน้ีลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI ตอไป อยางไรก็ตาม
การเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น 

 
Abstracts 

Lotus is an annual plant with a beautiful flower, can be used as an ornamental plant, 
and also has benefits of medicinal value. Thailand has high potential for lotus crop production 
at the world leading level. However, the development of Thai lotus varieties lacks genetic 
diversity and biomolecular data. This research aims to study of DNA barcode and genetic 
diversity in lotus. Results, the universal primers of a partial from ITS matK rpoC1 andRbcLgene, 
could be generated DNA product in 34 samples of both Numphaea lotus and Nelumbo 
nucifera. The DNA band size approximately 750 950 650 and 450 bp respectively. The genetic 
relationship was analyzed with the MEGAx program by generating ML (Maximum Likelihood). It 
was clearly separate the genotype of Numphaea lotus from N. nucifera. The highest genetic 
distance index of ITS matK rpoC1 andRbcL were 0.481 0.207 0.030 and 0.082 respectively. The 
ITS and rpoC1 fragments were selected to prepare the DNA barcode of 162 samples, 101 
samples of Numphaea lotus and 52 samples of Nelumbo nucifera. The ITS and rpoC1 results 
showed that highest genetic distance index at 1.08 and 0.08 respectively. All lotus nucleotide 
sequences will further registered in the NCBI database. However, the DNA barcode registration 
with voucher specimens will provide more credibility 
 

บทนํา (Introduction) 
ประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการผลิตไมดอกไมประดับจนสามารถเปนสินคาสงออกเน่ืองจากประเทศไทย

มีสภาพภูมิอากาศที่เอ้ืออํานวย ตนทุนดานการผลิตตํ่า เกษตรกรและผูปลูกเลี้ยงมีความมุงมั่นในการพัฒนาสาย
พันธุอยูตลอดเวลาบัวจึงพืชอีกชนิดหน่ึงที่ไทยสามารถผลิตไดในระดับช้ันนําของโลกนอกจากจะมีความสวยงามจน
ใชเปนไมดอกไมประดับไดแลว ยังเปนพืชที่มีประโยชนและคุณคาทางสมุนไพรดวย อยางไรก็ตามการพัฒนาสาย
พันธุบัวของไทยยังมีขอจํากัดของการผลิตอีกมาก เชน ความรูดานเทคโนโลยี การศึกษาการใชประโยชนจากสวน
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ตางๆ การพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาและเทคโนโลยีการขยายพันธุเทคโนโลยีภายหลังการเก็บเก่ียว การ
คุมครองทรัพยสินทางปญญา ตลอดจนการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของชนิดและสายพันธุ รวมถึงการ
จัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล ซึ่งเปนปญหาที่จําเปนตองไดรับการแกไข เพ่ือใหประเทศไทยไดอยูในสถานภาพผูนํา
ดานบัวของโลก 

จากความกาวหนาทางชีววิทยาโมเลกุล ทําใหเกิดเทคนิคใหมๆขึ้นมากมายที่เปนประโยชนตอการพิสูจน
ทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกตใช ในการพิสูจน
เอกลักษณทางพันธุกรรมของพืชและจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจอยางย่ิง เทคนิคทาง
ชีววิทยาโมเลกุลที่สามารถนํามาประยุกตใชอาทิเชน Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
analysis, Diagnostic Polymerase Chain Reaction (PCR), Amplified Fragment Length 
Polymorphisms (AFLP), PCR-Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) ซึ่งเทคนิค
ตางๆเหลาน้ีมีขอดีและขอจํากัดตางๆกันไป นอกจากเทคนิคขางตนแลว การทําดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) 
เปนอีกหน่ึงเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ เพราะเปนเทคนิคที่ใชในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต ซึ่งเดิมใชการจําแนก
ดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการจําแนกดวยลักษณะรูปรางมีขอจํากัดในเรื่องของรูปรางที่ใกลเคียงกันมาก
แตเปนคนละชนิด ทําใหไมสามารถจําแนกชนิดได ดีเอ็นเอบารโคดจึงเริ่มพัฒนาขึ้นจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตที่เปน
สัตวและแมลง โดยใชช้ินสวนดีเอ็นเอที่เปนสวนหน่ึงของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) ที่อยูในไมโต
คอนเดรีย ซึ่งเปนบริเวณที่มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาความผันแปรของลําดับนิวคลี
โอไทดภายในชนิดเดียวกัน จึงเหมาะในการสรางไพรเมอรจากดานปลาย 5’ ของดีเอ็นเอที่เปนบริเวณอนุรักษ 
สามารถนํามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดงายดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ตอมาจึงไดนํามา
ประยุกตใชเทคนิคดังกลาวกับพืช โดยกลุมยีนที่สนใจเปนดีเอ็นเอของพลาสติด เชน ยีนบนคลอโรพลาสจีโนม 
ไดแก maturase K (matK) rubisco L (rbcL) เปนตน ดีเอ็นเอบารโคดไดรับความสนใจมาก เพราะมี
ประสิทธิภาพ และความแมนยํา สามารถนํามาประยุกตใชในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตไดในระยะเวลาอันสั้น ชวย
ยืนยันการจําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาใหเปนไปอยางถูกตอง รวดเร็ว รวมทั้งเปนประโยชนสําหรับ
การคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตอีกดวย 

บัวเปนพืชลมลุก ลักษณะลําตนมีทั้งที่เปนเหงา ไหล หรือหัว ใบเปนใบเด่ียวเจริญขึ้นจากลําตน โดยมีกาน
ใบสงขึ้นมาเจริญที่ใตนํ้า ผิวนํ้า หรือเหนือนํ้า รูปรางของใบสวนใหญกลมมีหลายแบบ บางชนิดมีกานใบบัว บัวเปน
ราชินีแหงไมนํ้า จัดเปนพันธุไมนํ้าที่ถือเปนสัญลักษณของคุณงามความดี บัวหลวงชอบขึ้นในนํ้าจืด ออกดอกตลอด
ป ชอบนํ้าสะอาด อยูในนํ้าลึกพอสมควร จะเริ่มบานต้ังแตตอนเชา กานดอกยาวมีหนามเหมือนกานใบ ชูดอกเหนือ
นํ้า และชูสูงกวาใบเล็กนอย กลีบเลี้ยง 4-5 กลีบ สีขาวอมเขียว หรือเทาชมพู รวงงาย กลีบดอกจํานวนมากเรียง
ซอนหลายช้ัน เกสรตัวผูมีจํานวนหลายสีนักพฤกษศาสตร แบงบัวออกเปน 3 สกุลใหญคือสกุลเนลุมโบ 
(Nelumbo) หรือ ปทุมชาติสกุลนิมเฟยร (Nymphaea) หรือ อุบลชาติ และสกุลวิคตอเรีย (Victoria) หรือ บัว
วิกตอเรียในแตละสกุลสามารถจําแนกไดหลายชนิด สําหรับในประเทศไทยชนิดของบัวที่ปลูกเปนการคามี 6 ชนิด
ปทุมชาติ  

1. บัวหลวง (Lotus)อยูในสกุลปทุมชาติ ลักษณะใบชูเหนือนํ้า เจริญเติบโตโดยมี ไหลอยูใตดิน ชอนไชไป
ใตพ้ืนดิน ใบมีขนาดใหญ ดอกมีทั้งดอกซอนและไมซอน ใบและดอกชูเหนือขึ้นนํ้า ในประเทศไทยมีอยู 4 พันธุ แต
พันธุของบัวหลวงที่นิยมปลูกในปจจุบัน ไดแก พันธุฉัตรขาว ฉัตรแกว และฉัตรแดง 

2. บัวฝรั่ง (Hardy Water-Lilly)อยูในสกุลอุบลชาติยืนตน มีถิ่นกําเนิดในเขตอบอุน และเขตหนาว 
ลักษณะคลายบัวหลวง ตนออน เจริญเติบโตโดยสรางลําตน หรือเหงา เจริญตามแนวนอนใตผิวดิน ลักษณะใบมีทั้ง
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ขอบเรียบ และขอบใบจัก ดอกลอยแตะผิวนํ้า หรือชูเหนือนํ้าเล็กนอย ดอกมีหลายสี กลีบดอกซอนสวยงาม มีช่ือ
เรียกตางกันตามลักษณะสีและดอก สี ตามผูพัฒนาพันธุขึ้น 

3. บัวผัน บัวเผื่อน (Tropical Water-Lilly)อยูในสกุลอุบลชาติลมลุก ตนที่งอกจากเมล็ดจะเจริญตาม
แนวด่ิงขึ้นสูผิวดิน แลวแตกกานใบบนผิวดิน ดอกชูพนนํ้า บานในเวลาเชาหรือกลางวัน และหุบตอนเย็น ดอกมี
กลิ่นหอมมาก เปนบัวชนิดที่ขยายพันธุไดชา ผสมพันธุขามระหวางสีตางๆ ไดงาย โดยแมลงในธรรมชาติ และฝมือ
มนุษย บัวชนิดน้ีจึงเกิดสีสันตางๆ นิยมปลูกเปนไมประดับ ขยายพันธุงาย ดูแลงาย หาซื้อไดตามรานขายทั่วไป 
กระถางละ 25 - 50 บาท 

4. บัวสาย อยูในสกุลอุบลชาติ เปนบัวที่ชาวบานนิยมเก็บสายบัวมาทําอาหาร บัวชนิดน้ีมีกานใบ และกาน
ดอกยาว สามารถขึ้นอยูในระดับนํ้าลึกๆ ได พบไดทั่วไปตามหนองบึง และแหลงธรรมชาติตามชนบท มีหัวกลมๆ 
สายขนาดปลายน้ิวกอย มีขนเล็กนอย ใบมน ขอบใบจัก ดอกบานกลางคืน และหุบเวลาเชา 

5. บัวจงกลนี อยูในสกุลอุบลชาติ เปนบัวที่พบใหมในธรรมชาติคาดวาเกิดจากการแปลงพันธุในธรรมชาติ 
ใบเหมือนบัวตระกูลบัวผัน บัวเผื่อน แตดอกซอนเหมือนบัวฝรั่ง มีเหงาใตดินเจริญเติบโตในแนวด่ิง ตนออนจะเกิด
จากเหงาใตดินเจริญเติบโตขึ้นมาจากตนแม ใบลอยอยูแตะผิวนํ้า ดอกลอยแตะผิวนํ้าเล็กนอย 

6. บัวกระดง อยูในสกุลวิกตอเรีย จัดเปนบัวขนาดใหญที่สุด มีลําตนใตดินเปนหัวใหญ ใบเปนใบเด่ียวมี
ขนาดใหญประมาณ 6 ฟุต ลอยบนผิวนํ้า ใบ กานใบ กานดอก มีหนามแหลมอยูทั่ว มีดอกสีขาว และสีชมพู ดอกมี
กลิ่นหอมแรง บานตอนกลางคืน และหุบในตอนเชา เปนบัวที่ตองใชพ้ืนที่ปลูกมาก และมีปญหากอบัวหลุดลอยขึ้น
สูผิวนํ้าหากระดับนํ้าที่ปลูกมีการเปลี่ยนขึ้นอยางกะทันหัน 

ในจํานวนบัวทั้ง 6 ชนิดน้ี บัวหลวงนับเปนบัวที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจมากที่สุด และเกษตรกรปลุก
มากที่สุด โดยมีวัตถุประสงคของการปลุก 2 ประการ คือ ปลูกเพ่ือตัดดอกตูม ซึ่งนําไปใชบูชาพระ และปลูกเพ่ือ
เก็บเมล็ด ซึ่งสามารถใชประกอบอาหารทั้งคาวหวาน นอกจากน้ีสวนอ่ืนของบัวหลวงก็สามารถจําหนายและใช
ประโยชนอ่ืนๆ ได เชน ใบแหงใชทํายากันยุง มวนบุหรี่ ตมเปนยาไทยบํารุงหัวใจ แกไข และรักษาโรคตับ, ใบสด ใช
หออาหาร และไหลหรือราก สามารถนํามาเช่ือมเปนอาหารหวาน มีสรรพคุณแกรอนใน และระงับอาการทองรวง
ไดอีกดวย(ภทร, 2553) 

ดอกบัวหลวง (Nelumbo nucifera Gaerth.) หรือเรียกวา sacred หรือ Indian lotus จัดเปน 
perennial herbaceous aquatic crops มีหลากหลายพันธุมีสีขาว เหลือง ชมพูและแดง พันธุที่นิยมปลูกใน
ประเทศไทย ไดแก พันธุบุณฑริก ปทุม สัตตบุษย และสัตตบงกชนิยมนํามาบูชาพระ และปจจุบันนํามาใชในการ
ตกแตงสถานที่ในงานเลี้ยงสังสรรค งานแตงงาน หรืองานตางๆ ในโรงแรม ทําใหมีการใชดอกบัวหลวงมากขึ้น และ
มีการสงไปจําหนายในตางประเทศ เชน ออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา และญี่ปุน เปนตน แหลงปลูกดอกบัวหลวงที่
สําคัญอยูในเขตภาคกลาง ไดแก จังหวัดนนทบุรี ปทุมธานี และสุพรรณบุรี พันธุที่ปลูกสวนใหญเปนพันธุสัตตบุษย
และสัตตบงกช (วชิรญา, 2553) 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม หรือการจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของบัวในประเทศ
ไทยมีการใชเครื่องหมายโมเลกุลมาใชในการศึกษา เชน เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) และ Simple Sequence Repeat (SSR) 
เปนตน (กนกวรรณ และคณะ, 2551; Yang et al., 2013) อยางไรก็ตามเทคนิค RAPD และ AFLP มีขอจํากัด
ตรงที่หามีตัวอยางมาเพ่ิมเติมตองเริ่มการทดลองใหมทั้งหมดไมสามารถนําแถบดีเอ็นเอที่ไดในแตละครั้งมา
เปรียบเทียบกันเพ่ือจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมได สําหรับเทคนิค SSR ของ Yang และคณะน้ัน ตองทํา
การรันเจลชนิดอะคริลาไมดถึงจะมองเห็นแถบดีเอ็นเอที่หางกันเพียง 50 เบส หากนอยกวาน้ันก็ไมสามารถแยก
ความแตกตางดวยตาเปลาได จึงจําเปนตองใชเครื่องมือที่ชวยในการแยกความแตกตางในชวง 3-20 เบส ซึ่งมีราคา
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สูง บางหองปฏิบัติการไมสามารถทําได ดังน้ันการใชดีเอ็นเอบารโคดจึงเปนอีกวิธีทางเลือกที่สามารถนํามาใชศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม และการจําแนกชนิดหรือพันธุพืชได  

นักวิทยาศาสตรไดนําแนวคิดการติดฉลากบารโคดในสินคามาประยุกตใชในงานดานวิทยาศาสตร โดยนําดี
เอ็นเอ (DNA) ซึ่งเปนสารพันธุกรรม ที่แสดงลักษณะเฉพาะของแตละสิ่งมีชีวิตหรือแตละบุคคล (Individual) มา
เปนเครื่องหมายในการระบุสิ่งมีชีวิตหรือเรียกวา “ดีเอ็นเอบารโคด” (DNA barcode) เพ่ือเพ่ิมความรวดเร็วและ
ถูกตอง ในการระบุชนิด (Species) สิ่งมีชีวิตและยังชวยเพ่ิมประสิทธิภาพ การคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ ความ
หลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติ บารโคดของสิ่งมีชีวิตตองเปนสมบัติเฉพาะตัวของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ัน แตกตางจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน งายตอการใช และมีความชัดเจน ดังน้ันการทําดีเอ็นเอบารโคดจึง
เลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดที่สั้น สะดวกกับการใชงาน เหมาะสมและสามารถแสดงความแตกตางระหวางชนิดของ
สิ่งมีชีวิตสูง แตมีความตางระหวางสิ่งมีชีวิตในชนิดเดียวกันต่ํา ยีน (Gene) แรกที่นํามาใชเปนมาตรฐานเพ่ือใชเปน
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดในสัตว คือ ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน Cytochrome c Oxidase I 
(COI) ในไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางระหวางชนิดมากกวาในชนิด
เดียวกัน การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทําไดอยางตรงไปตรงมา เพราะมีการแทรกเขามาและการหลุดหาย
ของนิวคลีโอไทดนอย จึงนํายีนน้ีมาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดเพ่ือการระบุชนิดและจําแนกชนิดของ
แมลงและสัตว (พรณรงคและอรุณรัตน, 2554) ตอมาในพืชการหาบารโคดที่เปนมาตรฐานจึงเริ่มไดรับความสนใจ
มากขึ้น ซึ่งสิ่งสําคัญในการคัดเลือกบารโคดที่ไดมาตรฐาน คือ ตองเปนสวนของยีนที่มีลักษณะสั้น สามารถเพ่ิม
ปริมาณไดงาย เหมาะสําหรับทํางานตัวอยางเยอะ และวิเคราะหลําดับเบสไดงาย จากการศึกษาบารโคดในพืช
ต้ังแตป 2005-2010 มีการนํายีนจากสวนตางๆ ของพืช เชน ITS, accD, matK, ndhJ, rpoB, rpoC1, ycf, 
atpF-H, psbK-I, rbc,L rbcLa, trnH-psbAและ trnL(P6) เปนตน แตที่ไดรับความสนใจไดแกยีนจากสวนของ
นิวเคลียส ไดแก ITS และสวนที่มาจากพลาสติด (plastid) เชน matK, rpoB, rpoCI, atpF-H, psbK-I, rbcL และ 
trnH-psbA ซึ่งสามารถนําลําดับเบสมาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกชนิดของพืชที่มีความใกลเคียงกันสูงได 
(Hollingsworth et al., 2011; Ali et al., 2014) ยีนที่ถูกแนะนําใหนํามาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกพืชบก 
(land plants) ไดแก matK +rbcLเน่ืองจากมีความชัดเจน สามารถเพ่ิมปริมาณไดงานเหมาะสําหรับงานที่ตองทํา
เปนประจํา และสามารถแบงแยกกลุมไดดีกวายีน CO1 ในสัตว (Janzen, 2009) อยางไรก็ตามพืชที่มีความ
ใกลเคียงกันสูงสามารถนําเอาสวนของยีนมาตอกันไดหลายยีน เชน ITS + matK,rpoC1 + rpoB + matK, 
rpoC1 + matK + trnH-psbA, rbcL + trnH-psbA, matK + rtnH-psbA, rbcL + trnH-psbA, matK + 
atpF-H + psbK-Iและ matK + atpF-H +trnH-psbA เปนตน (Yu et al., 2011; Xu et al., 2015) 

อยางไรก็ตามถึงแมวาประเทศไทยจะมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัวไวแลวดวยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลที่หลากหลาย แตก็ยังขาดฐานขอมูลทางชีวโมเลกุลของบัว ซึ่งปจจุบันฐานขอมูล NCBI ยังไมพบ
ขอมูลดานดีเอ็นเอบารโคดของบัวหลวงในประเทศไทยมากนัก จากการคนขอมูลเดือนมิถุนายน 2559 ใน
ฐานขอมูล NCBI ของยีนrpoC1 rtnH-psbAmatK และ rbcL จากบัวหลวง พบวามีขอมูลดีเอ็นเอบารโคดจากยีน 
rpoC1 ในบัวหลวงของประเทศไทยเพียง 2 accessionno. ซึ่งมีความยาวประมาณ 551 เบสและยังไมพบดีเอ็นเอ
บารโคดในยีนอ่ืน ทั้งน้ีกรมวิชาการเกษตรเปนหนวยงานหน่ึงที่มีการศึกษาวิจัยและอนุรักษพันธุกรรมของบัว มีการ
พัฒนาและปรับปรุงพันธุบัวขึ้นมาใหม รวมถึงมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางที่เพ่ิมขึ้น จึงจําเปนตองศึกษา
ความหลากหลายทางชีวภาพ ดังน้ันการทดลองน้ีจึงไดนําเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด มาใชในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม  และจัดทําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของบัว เพ่ือใชประโยชนในการจําแนก การปรับปรุง
พันธุบัว การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และการอนุรักษพันธุกรรมของบัวในประเทศไทยตอไป 

 

65 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
อุปกรณ 

1. สารเคมีที่สําคญั ไดแก CTAB(cetyltrimethylammonium bromide), Tris-HCl, Tag DNA 
polymerase, sodium EDTA, PVP (Polyvinylpyrrolidone)}, Acetic acid และ Nacl เปนตน 

2. เครื่อง spectrophotometer (PERKIN ELMER MBA2000) 
3. เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
4. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
5. ชุดถายภาพและ UV Transilluminators (BIORAD) 
6. เครื่องตรวจสอบขนาดของช้ินสวนพีซีอาร (QIAxcel Advanced System) 
7. เครื่องตรวจสอบขนาดของช้ินสวนพีซีอาร (ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer) 
8. ตูแชแข็งอุณหภูมิตํ่า -20 องศาเซลเซียส 

วิธีการ 
1. การทดสอบประสทิธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพชืกับตัวอยางบัว 
  1.1 ตัวอยางบัว 

การเก็บตัวอยางใบบัวที่เก็บรวบรวมและอนุรักษพันธุไวของสถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนศรีสะเกษ 
จํานวน 34ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางบัวสาย 10 ตัวอยาง และบัวหลวง 24 ตัวอยาง (ตารางที่ 1.3.1)  
 

ตารางที่ 1.3.1(ตอ)ตัวอยางบัวที่ใชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 

ลําดับที ่ ชนิดบัว รหัสดีเอ็นเอ ชื่อตัวอยาง/รหัสการเก็บอนรุักษ 

1 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1001 Nyp_A011 

2 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1002 Nyp_A017 

3 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1006 Nyp_B003 

4 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1007 Nyp_A003* 

5 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1008 Nyp_A004 

6 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1009 Nyp_A005* 

7 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1010 Nym_Hb013 

8 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1011 Nym_Hb014 

9 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1017 Nym_Sp005 

10 บัวสาย (Nymphaea lotus) Nym 1020 Nym_Sp008 

11 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1021 N.lutea 

12 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1022 ปทุม1 

13 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1023 Nnu_A010 

ตารางที่ 1.3.1 ตัวอยางบัวทีใ่ชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 
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ตารางที่ 1.3.1(ตอ)ตัวอยางบัวที่ใชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 

ลําดับที ่ ชนิดบัว รหัสดีเอ็นเอ ชื่อตัวอยาง/รหัสการเก็บอนรุักษ 

14 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1025 Nnu_A005 

15 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1026 Nnu_A016 

16 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1027 Nnu_B007 

17 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1028 Nnu_B006 

18 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1029 Nnu_B003 

19 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1030 Nnu_B005 

20 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1031 Nnu_B001 

21 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1032 Nnu_C001 

22 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1033 Nnu_C002 

23 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1034 Nnu_C003 

24 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1035 Nnu_C005 

25 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1036 Nnu_D004 

26 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1037 Nnu_D005 

27 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1038 Nnu_D006 

28 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1039 Nnu_A001 

29 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1040 ลูกผสมจีน 

30 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1041 ยโสธร1 

31 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1042 Nnu_A003 

32 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1043 ขอนแกน6 

33 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1044 ลูกผสมบางพระ 3/2 

34 บัวหลวง (Nelumbo nucifera) Nu 1045 ประจวบ 29 
 
 
 
1.2 การสกัดดีเอ็นเอของบัว 

นําใบบัวจากตัวอยางบัว 34ตัวอยาง แบงเปนบัวหลวง 24 ตัวอยาง และบัวสาย 10 ตัวอยาง มาสกัด      
ดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) ดังน้ีเตรียมบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอ 
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[ประกอบดวย 20 mM sodium EDTA, และ 100 mMTris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2% (W/V) และ CTAB 

(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol นําบัฟเฟอรไปบมที่อุณหภูมิ       
60 องศาเซลเซียส กอนการใชงาน จากน้ันช่ังใบบัว 0.5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผง
แปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําหลอดบมที่            
60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (เขยาทุก 20 นาที) แลวนําหลอดออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เติม 
Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมา 10 นาที นําหลอดไป
ปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมกลับ
หลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวนใสใสหลอดใหมขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 3M NaOAC ปริมาตร 0.1 เทา และ Isopropanol ปริมาตร 0.6 เทา นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่      
-20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน    
10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้ง
ตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แลวนําไปวัดคาความเขมขน (Optical 
Density) โดยใชเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่นแสงที่ A260/A280 

1.3 ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบ 
ทําการทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว 34

ตัวอยาง แบงเปนบัวหลวง 24 ตัวอยาง และบัวสาย 10 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอรจํานวน 4 ยีนไดแก RpoC1 RbcL 
MatK และ ITS (ตารางที่ 1.3.2)  
 ตารางที่ 1.3.2ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบการทําดีเอ็นเอบารโคด 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

rpoC1F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG Paween et al., 2011 

rpoC1R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC Paween et al., 2011 

rbcL_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Paween et al., 2011 

rbcL_R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Paween et al., 2011 

matK_1F ATCCATATGGAAATCTTGGTTC Paween et al., 2011 

matK_1R GTTCTAGCACACGAAAGTCG Paween et al., 2011 

ITSu1 GGAAGKARAAGTCGTAACAAGG Cheng et al., 2016 

ITSu4 RGTTTCTTTTCCTCCGCTTA Cheng et al., 2016 

1.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR: Polymerase Chain Reaction) 
เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชนํ้ายา Green Gotaq® Flexi (Promega, USA) ดังน้ี ดีเอ็นเอ

ตนแบบ (100 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บัฟเฟอร 5X Green Gotaq® Flexi ปริมาตร        
20 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2ปริมาตร 8 ไมโครลิตร 2 mM dNTP ปริมาตร 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร forward 
(5uM) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ไพรเมอร reverse (5uM) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร Gotaq DNA polymerase (5 ยู
นิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการ
ทํางานของเครื่อง thermal cycle, Gene Amp 9700 ตามขั้นตอนดังน้ี  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวน cycles 
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Initial denaturation 94 °C 3 นาที 1 cycle 
Denaturation 94 °C 30 วินาที 

35 cycle Annealing  55 °C 30 วินาที 
Extension 72 °C 30 วินาที 
Final extension 72 °C 7 นาที 1 cycle 

1.5การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
ทําการตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 

ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 60 
นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD)  
 1.6การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
  นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 1.4มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 100 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิง้สวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 
จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
 1.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

นําตัวอยางบัว 34 ตัวอยาง วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ ทําการตรวจสอบและ
คัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบดวยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลี
โอไทดมีความยาวเทากัน จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตาม
รายงานของ Kumar et.al., 2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 

 
 
 

2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว 
2.1 ตัวอยางบัว 
ใชตัวอยางใบบัวที่เก็บรวบรวมและอนุรักษพันธุไวของสถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนศรีสะเกษ 

จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง (ตารางผนวกที่ 1) 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอของบัว 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางบัว 162ตัวอยาง ดวยวิธี CTAB ตามวิธีการในขอ 1.1 
2.3 ไพรเมอรที่ใชในการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
ใชไพรเมอรที่คดัเลือกมาจากการขั้นตอนที่ 1 จํานวน 2 ยนี ไดแก ITS และ Rpo (ตารางที่ 2) 
2.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR: Polymerase Chain Reaction) 
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร ตามวิธีการในขอ 1.4 
2.5การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
ทําการตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส ตามวิธีการในขอ 1.5 
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 2.6การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
  นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 2.4มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Invitrogen ตามวิธีการในขอ 1.6 
 2.7การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

นําตัวอยางบัว 162 ตัวอยาง วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ ทําการตรวจสอบและ
คัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบดวยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลี
โอไทดมีความยาวเทากัน จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตาม
รายงานของ Kumar et.al., 2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum Likelihood) ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 

2.8 การทําพรรณไมอางอิง 
ทําการเตรียมแผงอัดพันธุไม เชือกสําหรับผู กระดาษอัดพรรณไม ปายสําหรับผูกพันธุไม ดินสอดํา 

จากน้ันนําตัวอยางบัวจํานวน 20 สายพันธุ แบงเปน บัวสาย 10 ตัวอยาง บัวหลวง 10ตัวอยาง โดยทําการอัดพันธุ
ไมแลวผึ่งใหแหง 
เวลาและสถานที ่

- ระยะเวลาการทดลอง (เริ่มตน – สิ้นสุด)  
ระยะเวลาเริ่มตนตุลาคม 2560 สิ้นสุด   กันยายน 2563 รวม 3 ป 

- สถานที่ดําเนินการทดลอง 
หองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี 
 
 

ผลการวิจัย (Results) 
1. การทดสอบประสทิธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพชืกับตัวอยางบัว 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบบัวทั้ง 2 ชนิด ไดแก บัวสาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง 
(Nelumbonucifera) ดวยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) จํานวน 34 ตัวอยาง (ภาพที่ 
1.3.1) พบวา มีคาความเขมขน (Optical Density) ที่ความยาวคลื่นแสงที่ A260/A280 อยูในชวง 1.8 -2.0 และ
ไดปริมาณดีเอ็นเอมากกวาการสกัดดวยชุดสกัดดีเอ็นเอทางการคา สามารถแบงเก็บรักษาไดจํานวนซ้ําหลายหลอด 
ทําใหสะดวกตอการแบงเก็บและนําออกมาใช ดีเอ็นเอที่สกัดไดถูกแบงเก็บรักษาแบบระยะยาวไวที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส ในสวนของการนํามาใชในการศึกษาวิจัยถูกเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอบัวที่
ไดถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรสากลที่นิยมใชในการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดใน
พืช ไดแก RpoC1 RbcL MatK และ ITS  (Li etal., 2011; Paweenet al., 2011 และ Cheng et al., 2016) 
ซึ่งการทดลองน้ีทดสอบกับไพรเมอรจํานวน 4 คู คือ ITSu1+ITSu4 rpoC1F+rpoC1R rbcL_F+ rbcL_R rpo2 
และ matK_1F+ matK_1R จากการทดสอบเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยใชไพรเมอรดังกลาว สามารถ
เพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอในบัวทั้ง 2 ชนิด และไดผลผลิตพีซีอารที่มีแถบดีเอ็นเอเปาหมายชัดเจนจํานวนหน่ึง
แถบ (ภาพที่ 1.3.2) จึงมีความเหมาะสมตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางบัวเพ่ือการศึกษาดีเอ็นเอบารโคด
ตอไป การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร ไดผลผลิตพีซีอารหรือช้ินสวนดีเอ็นเอที่จากยีน ITS matK rpoC1
และ RbcL ขนาดประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส ตามลําดับ เมื่อนําช้ินสวนดีเอ็นเอไปทําบริสุทธ์ิดวยชุด 
PCR purification ไดแถบดีเอ็นเอเปาหมายที่บริสุทธ์ิเพียง 1 แถบ (ภาพที่ 1.3.3) ที่เหมาะสมตอการวิเคราะห
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ลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่งหากผลผลิตพีซีอารมีแถบดีเอ็นเออ่ืนๆ ปะปน จะไมสามารถทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดได ตองทําการตัดแถบดีเอ็นเอกอนการทําบริสุทธ์ิและการวิเคราะห ซึ่งเปนการเพ่ิมขั้นตอนและคาใชจายใน
การปฎิบัติงาน    

 

 
 

ภาพที่ 1.3.1ดีเอ็นเอจากใบบัวจํานวน 34 ตัวอยาง ที่สกัดโดยวิธี CTAB บนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต 
 

 
 

ภาพที่ 1.3.2 ผลผลิตพีซีอารกอนการทําบริสุทธ์ิ จากคูไพรเมอร ITSu1+ITSu4 rpoC1F+rpoC1R rbcL_F+ 
rbcL_R rpo2 และ matK_1F+ matK_1R บนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต 

 

 
 

ภาพที่ 1.3.3 แถบดีเอ็นเอจากยีน ITS, matK, rpoC1และ RbcL ที่ผานการทําบริสุทธกอนการวิเคราะหลําดับ    
นิวคลีโอไทด บนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นต 

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาการวิเคราะหทั้งดานปลาย 5’ และ 3’ ตองมีภาพโครมาโตแกรม 
(Chromatogram) ที่ชัดเจนไมมีพีคซอนทับกัน (ภาพที่ 1.3.4) จึงจะนํามาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
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(alignment) ดวยโปรแกรม Clustal Omega เพ่ือตรวจสอบและคัดเลือกสวนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการ 
โดยตัดสวนนิวคลีโอไทดดานปลาย 5’ และ 3’ ที่ไมไดคุณภาพออกไป ใหไดขนาดความยาวของนิวคลีโอไทดที่
เทากันในทุกตัวอยาง ตัวอยางการคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดของบัวสาย (Nymphaea lotus) จากยีน ITS matK 
RbcL และ rpoC1 ไดขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่ 1.3.5)  ซึ่งลําดับนิวคลี
โอไทดที่ไดเมื่อเทียบกับขนาดแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส พบวาเปอรเซ็นตความสําเร็จเมื่อทําการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน ITS matK RbcL และ rpoC1 อยูที่ 67 63 94 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับฐานขอมูล NCBI พบยีน ITSมีคลายกับ N. rubra N. nouchali และ N. 
pubescens ที่คาความเหมือน (identity) 98.61 98.21 และ 98.21 ตามลําดับ ยีน matK คลายกับ N. 
pubescensN. rubra และ N. nouchali ที่คาความเหมือน 100 98.3 และ 98 ตามลําดับ ยีน rpoC1 คลายกับ 
N. pubescensN. nouchali และ N. rubra ที่คาความเหมือน 99.68 99.5 และ 99.03 ตามลําดับ สวนยีน
rpoC1 คลายกับ N. capensisN. ampla และ N. jamesoniana ที่คาความเหมือน 99.74 99.74 และ 99.74 
ตามลําดับ 

ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากบัว 34 ตัวอยาง ถูกนําไปวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวย
โปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม (Phylogenetic tree) แบบ ML (Maximum Likelihood) ที่คา 
Bootstrap จํานวน1,000 ซ้ํา ผลการวิเคราะหพบแผนผังพันธุกรรมของยีน ITS matK rpoC1และ RbcL สามารถ
แยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยางบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 1.3.6, 1.3.7, 1.3.8 และ 1.3.9) 
โดยมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ RbcL อยูที่ 0.481 0.207 0.030 และ 
0.082 ตามลําดับ (ตารางที่ 1.3.3, 1.3.4, 1.3.5 และ 1.3.6)  
 

 
ภาพที่ 1.3.4 ภาพลักษณะ Chromatogram ที่นําลําดับนิวคลีโอไทดไปใชในการวิเคราะหความสัมพันธทาง

พันธุกรรมและการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด  
 
>ITS 
CTGGGGTCGCTTTAGCTGAACAAGAAGCCGAAGCCGCTTGCCTCAAGAGTCCCAATGGCCTTTCTCGATCAGGTGAGGCACAACTCACTGGGAAATC
CACCGCTTGTTGTGCCGCACAACTGATCGGCTTAGGCCAAGACGTTTCAACCTACGGCGTGCTTAAAAACAACACGCCGAAGGCCAGTCCTCCGCTC
TCCCTCAGCCTTGGCTCGAAAGCACAAGGGCATGGGAAGGGCGATGCAAAGCTTGACGCCCAGGCAGACGTGCCCTTGGCCGGATGGCCTTGGACGC
AACTTGCGTTCAAAAACTCGATGATTCACGGGATTCTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGTGGCGGGAGCCAAGATAT
CCGTTGCCGAGAGTCGTTATATTGGAAGGGAAGAGGGACATCCCGCCACTCTTTCGTGTGGCGGCACGCCCTCTCCTTTCGATCAAAGGTTTTCCTT
GGCACCTAGAGGTGCCGA 
>matK 
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ATGTTTTCTACACGAGCATCATAATTGGAATAGCCTTATTACTTCAAATAAATCCATTTCCATTTTTTCAAAGGAAAATCAAAGATTATTCTTGTTC
TTGTATAATTCTCATGTATATGAATGCGAATCCGTATTAGTTTTCCTTCGTAAACAATCCTCTCATTTACGGTCAATATCTTCTCTAGCCTTTCTTG
AGAGAAGACATTTTTATGGAAAAATCAAACATCTTGTAGTGACGCCTCATAATGATTCTCAAATGACCCTGCCCCTCTGGTTCTTCAAGGAACCTTT
GATGCATTATGTTAGGTATCAAGGAAAATCCATTATGGCTTCAAGGTGTACTAATTTACTGATGAAGAAATGGAAATATTACCTTGTACATTTCTGG
CAATGTCATTTTCACTTATGGTCTCAACCGGGTAGGATCCATATAAATGAATTATCCAATCATTCTTTCTATTTTCTGGGCTATCTTTCCGGTGTAC
GACTAACGCCTTGGGTGATAAGGAGTCAAATGCTAGAGAATTCATTTATGATCGATACAGCTGTTAAGAGATTCGATACAATAGTCCCAATTTTTCC
TCTGATTGGATCGTTGGT 
>RbcL 
GCTGGTGTTAAGATTACAGATTGACTTATTACACTCCTGATTATGAAACCCTTGCTACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCTGG
AGTTCCTCCTGAGGAAGCAGGAGCTGCGGTGGCTGCCGAATCTTCCACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGACTTACCAGCCTTGATCGT
TACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGCCTGTTGCTGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTACCCTTTGGACCTTTTTGAGGAAGGTT
CTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTGGAGGATCTGAGAATTCCTCCTGCTTA
TTCTAAAACTTTCCAGGGCCCACCTCATGGAATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCA
AAATTGGGGTTATCTGCAAAGAACTATGGGAGAGCGGTTTATGAGTGTCTCCGTGGTGGACTTGATTTTACCAAGGATGATGAAAACGTGAACTCCC
AACCGTTTATGCGTTGGAGAGATCGTTTCTTAT 
>RpoC1 
GTTCCGTCATTGTGGTAGGCCCTTCGCTTTCACTGCATCAATGTGGATTACCTCGAGAAATAGCAATAGAGCTTTTTCAGACATTTGTAATTCGTGG
TCTAATCAGACAACATCTTGCTTCCAACATAGGACTTGCTAAAAGTAAAATTCGGGAAAAAGAACCCATTGTATGGGAAATACTGCAAGAAGTTATG
CAGGGGCATCCTGTATTGCTAAATAGAGCACCCACTTTGCATAGATTAGGCATACAGGCGTTCCAACCTATTTTAGTGGAGGGACGAGCTATTTGTT
TACATCCATTGGTTTGTAAGGGATTCAATGCGGACTTCGATGGAGATCAAATGGCTGTTCATGTACCTTTATCTTTGGAAGCTCAAGCAGAAGCTCG
TTT  

ภาพที่ 1.3.5 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดของบัวสาย (Nymphaea lotus) จากยีน ITS matK RbcL และ rpoC1
ที่ผานการตรวจสอบและคัดเลือก มีขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส ตามลําดับ 
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ภาพที่ 1.3.6 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน ITSที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ตารางที่ 1.3.3 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน ITS ในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.7 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   
จากยีน MatKที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํ า น ว น  1,000 ซ้ํ า
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ตารางที่ 1.3.4 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน MatKในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.8 แผนผังความสมัพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน RbcLที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ตารางที่ 1.3.5 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน RbcLในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.9 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน RpoC1ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ตารางที่ 1.3.6 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน RpoC1ในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบวั 
การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่ศึกษาไวในขั้นตอนการทดสอบ

ประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง โดยขั้น
ตอนน้ีไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรมสุงสุด ไดแก ITSและ rpoC1ถึงแมช้ินสวนยีน matKจะมี
คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมที่สูงกวา แตมีขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอที่ยาวกวา ทําใหการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ประสบความสําเร็จนอยกวาช้ินสวนยีน rpoC1 ที่มีขนาดที่สั้นกวาและมีเปอรเซ็นตความสําเร็จที่ 87 เปอรเซ็นต 
เมื่อเทียบกับยีน matK มีเพียง 63 เปอรเซ็นต ดังน้ันการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของบัวจึงใชยีน ITSและ rpoC1 
ศึกษาในตัวอยางบัวที่เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 
ตัวอยาง (ตารางผนวกที่ 1.3.1) 

ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดถูกนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยยีน ITSทําการ
วิเคราะหทางดานปลาย 5’ และ 3’ สวนยีน rpoC1ทําการวิเคราะหเฉพาะดานปลาย ปลาย 5’ จากน้ันทําการ
ตรวจสอบและคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบกันทุกตัวอยางดวย
โปรแกรม Clustal Omega เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลีโอไทดมีความยาวเทากัน 
จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตามรายงานของ Kumar etal., 
2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum Likelihood) ที่คา Boot strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
พบวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITSสามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 
1.3.10) การจัดทําแผนผังพันธุกรรมมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 การทํา alignment ดวย 
ClustalW ของโปรแกรม MEGAx แสดงใหเห็นการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน (tansition 
mutation) และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกัน (transversion mutation) รายละเอียดดัง
แสดงในตารางที่ 1.3.7 ทั้งในบัวหลวง (ภาพที่ 1.3.11) และบัวสาย (ภาพที่ 1.3.12) ซึ่งบัวสายจะมีลักษณะคูเบส
แบบเพ่ิมเขามา (insertion) และขาดหายไป (deletion) ที่พบมากกวาบัวหลวง สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด
ดวยยีน rpoC1สามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงเชนกัน (ภาพที่ 1.3.13) โดยมีคาดัชนีระยะหางพันธุกรรม
สูงสุดอยูที่ 0.08 การทํา alignment ไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับคูเบสในบัวหลวง (ภาพที่ 1.3.14) แตแสดง
ใหเห็นการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตาง
ชนิดกันในบัวสาย (ภาพที่ 1.3.15) ทั้งน้ีลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล 
NCBI ตอไป อยางไรก็ตามการเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น 
การทดลองน้ีไดดําเนินงวิจัยไปควบคูการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของบัวในการทดลองอ่ืนๆ ของทาง
สถาบันวิจัยพืชสวนและพืชสวนศรีสะเกษ นอกจากน้ีการปลูกประสบกับปญหาโรคและแมลงที่ทําลายตนบัวที่เก็บ
อนุรักษไว จึงทําใหไดตัวอยางพรรณไมอางอิงเพียง 20 ตัวอยาง และมีสภาพที่ไมสมบูรณ (ภาพที่ 1.3.16) 

 
 
 
 

ตารางที่ 1.3.7รูปแบบการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทด 
รูปแบบ รายละเอียด 

Transition mutation เปนการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน ไดแก  
- เปลี่ยนจากเบส Purine เปนเบส Purine เชน เปลี่ยนเบส Adenine 

เปนเบส Guanine  
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- เปลี่ยนจากเบส Pyrimidine เปนเบส Pyrimidine เชน เปลี่ยนเบส 
Cytosine เปนเบส Thymine  

Transversion mutation เปนการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกัน ไดแก  
- เปลี่ยนจากเบส Purine เปนเบส Pyrimidine เชน เปลี่ยนเบส 

Adenine เปนเบส Thymine  
- เปลี่ยนจากเบส Pyrimidine เปนเบส Purine เชน เปลี่ยนเบส 

Cytosine เปนเบส Guanine  
แหลงที่มา: Yao et al., 2017 

 
การประยุกตใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในพืชมีประโยชนหลายดาน และไดรับความสนใจอยาง

แพรหลายในปจจุบันแตการนํามาประยุกตใชจริงยังมีปญหาและขอจํากัดหลายประการและการใชดีเอ็นเอ
มาตรฐานเพียงบริเวณเดียวไมสามารถระบุชนิดพืชไดแมนยําเทากับการใชมากกวาหน่ึงบริเวณ แมวาจะมีรายงาน
การใชดีเอ็นเอมาตรฐานบริเวณอ่ืนเพ่ิมเติมขึ้นมาแตยังไมมีบริเวณใดที่เหมาะสมกับพืชทุกกลุม ซึ่งทําใหการใช
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในพืชยังไมสมบูรณแบบพอที่จะนําไปใชไดกับพืชทุกกลุมได นอกจากน้ีขอจํากัดในการใช
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในการระบุชนิดพืช ละขอพึงระวังหลายประการโดยเฉพาะขั้นตอนการสรางฐานขอมูลดี
เอ็นเอบารโคดตองอาศัยความรูทางดานอนุกรมวิธานอยางหลีกเลี่ยงไมได ดังน้ัน การไปประยุกตใชในพืชตอง
ตระหนักถึงขอจํากัดของดีเอ็นเอบารโคด ซึ่งจะทําใหสามารถเลือกใชขอมูลไดถูกตองและนาเช่ือถือ ถึงแมวา
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดจะกาวหนามากขึ้นอยางไรก็ตามดีเอ็นเอบารโคดไมสามารถมาทดแทนศาสตรทางดาน
อนุกรมวิธาน แตสามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการระบุชนิดหรือกลุมพืชได  
 

 
 
 
 
 
 
 
 

83 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
 
ภาพที่ 1.3.10 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 162 ตัวอยาง   

จากยีน ITSที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.3.11 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITSตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 1.3.12 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITSตัวอยางบัวสายดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.13 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 162 ตัวอยาง   
จากยีน RpoC1ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.3.14 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1ตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 

 
 

 
ภาพที่ 1.3.15 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1ตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 

 

 
ภาพที่ 1.3.16 ตัวอยางบัวที่จัดทําพรรณไมอางอิง 

อภิปรายผล(Discussion) 

87 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



1. การทดลองดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว ทําใหไดขอมูลและองคความรู
หลากหลายทางพันธุกรรมของบัวหลวงและบัวสาย ใหนักปรับปรุงพันธุบัว นักศึกษา นักวิชาการ และหนวยงานที่
เก่ียวของกับการอนุรักษเช้ือพันธุกรรมบัว นําไปศึกษา จําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของบัว ไม
วาจะเปนที่สํารวจพบใหมหรือการปรับปรุงพันธุขึ้นมาใหมตอไป 

2. การประยุกตใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในบัวยังมีปญหาและขอจํากัดหลายประการซึ่งการใชดีเอ็น
เอบารโคดเพียงบริเวณเดียวไมสามารถระบุชนิดพืชไดแมนยําเทากับการใชมากกวาหน่ึงบริเวณ นอกจากน้ีขั้นตอน
การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดตองอาศัยความรูทางดานอนุกรมวิธาน ซึ่งจะทําใหสามารถเลือกใชขอมูลได
ถูกตองและนาเช่ือถือ แมวาเทคโนโลยีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพดีเอ็นเอบารโคดจะกาวหนามากขึ้น
อยางไรก็ตามยังไมสามารถมาทดแทนศาสตรทางดานอนุกรมวิธาน แตสามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการระบุ
ชนิดหรือกลุมพืชได 

3. ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI ตอไป อยางไรก็ตาม
การเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น การทดลองน้ีไดดําเนินงวิจัย
ไปควบคูการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของบัวในการทดลองอ่ืนๆ ของทางสถาบันวิจัยพืชสวนและศูนยวิจัยพืช
สวนศรีสะเกษ นอกจากน้ีการปลูกประสบกับปญหาโรคและแมลงที่ทําลายตนบัวที่เก็บอนุรักษไว จึงทําใหได
ตัวอยางพรรณไมอางอิงเพียง 20 ตัวอยาง และมีสภาพที่ไมสมบูรณ 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ(Conclusion and Suggestion) 
1. การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว 2 

ชนิด ไดแก บัวสาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง (Nelumbonucifera) จากยีน ITS matK rpoC1และ 
RbcL มีขนาดแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส ตามลําดับ เมื่อทําการ
วิเคราะหและคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพไดขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส พบวามี
เปอรเซ็นตไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพ อยูที่ 67 63 94 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ตัวอยางลําดับนิวคลี
โอไทดจากบัว 34 ตัวอยาง เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผัง
พันธุกรรม (Phylogenetic tree) แบบ ML (Maximum Likelihood) ที่คา Bootstrap จํานวน1,000 ซ้ํา พบวา 
สามารถแยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยางบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน โดยมีคาดัชนีระยะหางทาง
พันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ RbcL อยูที่ 0.481 0.207 0.030 และ 0.082 ตามลําดับ  

2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนITSและ rpoC1มาใชกับตัวอยางบัวที่
เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง โดยยีน ITS
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ สวนยีน rpoC1ทําการวิเคราะหเฉพาะดานปลาย 
ปลาย 5’ เมื่อวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ยีน ITSไดแผนผังพันธุกรรมที่มีคา
ดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการ
เปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกันซึ่งบัวสายจะมีลักษณะคูเบสแบบเพ่ิมเขามา และขาดหายไป
มากกวาบัวหลวง สําหรับยีน rpoC1สามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงเชนกัน โดยมีคาดัชนีระยะหาง
พันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 0.08 การทํา alignment ไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับคูเบสในบัวหลวง  แตแสดงใหเห็น
การเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกันใน
บัวสาย  

3. ดีเอ็นเอบารโคดของบัวสายและบัวหลวงสามารถนําไปใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของบัวไดทั่วโลกจากฐานขอมูล NCBI อีกทั้งสามารถใชเปนขอมูลในการจําแนกพันธุ ระบุชนิด และอนุรักษ
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พันธุกรรมตัวอยางบัวที่เก็บรักษาไวของกรมวิชาการเกษตร รวมถึงใชเปนแนวทางการปรับปรุงพันธุบัวใหมีความ
หลากหลายมากยิ่งขึ้น 

 
การทดลองที่ 1.4 

ดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือการระบุชนิดของพืชวงศกลวยไมที่มศีกัยภาพเปนพืชสมุนไพร 
DNA Barcode for  Identification of  Medicinal  Orchids 

 
ช่ือผูวิจัย 

บุญเรือนรัตน  เพียรงาน  อรุโณทัย ซาววาอัญชลี   แกวดวง 
Boonraunrat  Peanngan Aroonothai  Sawwa Anchalee Kaewdoung 

 
คําสําคัญ: เครื่องหมายดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอในพลาสติด กลวยไม สมุนไพร 
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บทคัดยอ 
ไดเก็บรวบรวมกลวยไมพ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพร จํานวน 40 ชนิด แลวนําไปสรางเครื่องหมาย

ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer โดยเมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาทดสอบ
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, rbcL, trnH-psbA และITS  โดย
ช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คูเบส   
ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 
900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลวนํามารวมเปนสายเดียวกันกอน
ทําการวิเคราะหจึงสามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแตละสายไปเปรียบเทียบ
กับขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวากลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความเหมือนกับ
กลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูล สามารถจําแนกชนิดได และเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic 
tree สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบ
ชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ืองตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็มเหลือง และเอ้ืองหนวด
พราหมน  กลุมที่ 2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโตใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ 
เอ้ืองสายคําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอ
ติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ 
เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่  5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิกลุมที่  6 
ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว 
 

Abstract 
40 native orchids that have potential as medicinal plants was collected from parts of 

Thailand. They were then used to create DNA barcode markers at matK, rbcL and trnH-psbA 
intergenic spacer regions.The extracted DNA was tested for DNA markers with bar code by PCR 
technique using matK, rbcL, trnH-psbA and ITS primers. The matK fragment yielded 900 base 
pair DNA bands, rbcL contained 1400 base pair DNA bands, trnH-psbA fragments yielded 900 
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base pair DNA bands, and ITS fragments yielded 900 base pair DNA bands.When these gene 
fragments were read in nucleotide sequences, and then combine them into the same line 
before analysis, so that the difference can be made. The nucleotide sequence data of each 
species was compared with the orchid data in the GenBank database using Blast program. The 
collected orchids were similar to those reported in the database.They can be classified  when 
analyzed by phylogenetic tree relationships, the collected native orchids can be grouped into 7 
groups as follows: The first group consists of Aiyaret Bai Chang, Emerald Saiyan, Centipede, 
Champa, Green Sai Nam, Black-eyed Kham, Phet Huang, Yellow Needle, and Mustard Prahman. 
The second group consisted of Lueang Chanthaboon, Aung Mok, Anchor Stone Lion, and Red 
Fan Lion. Purple Saiyan Orchid, Matchanu Orchid, Sai Khampon Orchid, Mae Moei Rose. The 
third group consists of Krabi roses. Aung Tian, Squirrel Tail, Nan Roses, Tortiles, Uang Sai Luang 
Muscular lion, Machanu Chomphu, Sai Nam Phueng and Aurangthong. The fourth group consists 
of elephants, kraals, seded needles, red needles, and purple needles. The 5th group consisted 
of the serpent, the whip, the Indra. and jasmine. The 6th group consists of Khao Phra Viharn, 
Deli Khao and the 7th group consists of a toothbrush and the maw of elephants. 
 

บทนํา (Introduction) 
กลวยไมเปนพืชที่มีความหลากหลายทั้งในดานพันธุกรรม และการนําไปใชประโยชน ที่ไดรับความนิยม

นํามาเปนสมุนไพรกวา 150 ปมาแลวในประเทศจีนและประเทศตาง ๆ ในภูมิภาคอาเซี่ยน รวมถึงประเทศไทย ที่มี
การผลิตกลวยไมตัดดอกเปนอันดับตน ๆ ของโลก จึงทําใหกลวยไมเปนไมดอกเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศ 
ปจจุบันจึงมีการนํากลวยไมมาใชประโยชนทางดานสมุนไพรมากขึ้น เน่ืองจากกลวยไมมีสารออกฤทธ์ิทางเภสัช
วิทยาตางๆเชน สารกลุม flavonoids, alkaloids, carotenoid, phytosterols, bibenzyl, phenanthreneและ 
fluorenone (Hossain, 2011; Yang et al., 2006) ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาของ
สารกลุมbibenzylโดยเฉพาะสาร moscatilin ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพหลายอยางคือฤทธ์ิตานการเจริญของหลอด
เลือด(anti-angiogenic),ฤทธ์ิตานการเจริญของเน้ืองอกหรือมะเร็ง(antitumor),ฤทธ์ิตานการอักเสบ(anti-
inflammation) และฤทธ์ิตานสารอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Liu et al., 2010; Kowitdamronget al., 2013; 
Tsaiet al., 2010)นอกจากน้ีกลวยไมยังมีสรรพคุณเปนยาสมุนไพรใชรักษาโรคได เชนกลวยไมสายพันธุ Acampe 
rigida (Buch.-Ham. Ex Sm) P.F. Hunt หรือ เอ้ืองสารภี ในตํารายาของจีน ใชใบและรากในการคลายกลามเน้ือ
และขอตอ ชวยในการไหลเวียนโลหิต บรรเทาอาการปวด รวมทั้งรักษาแผลถลอก กระดูกหักหรือกระดูกแตก ใน
ประเทศไทยใชทั้งตนเพ่ือบํารุงรางกาย จากการศึกษาทางพฤกษเคมีพบวา กลวยไมชนิดน้ีมีสารที่เปนประโยชน
หลายชนิด เชน 4-hydroxybenzoic acid ซึ่งเปนสารต้ังตนของพาราเบน (parabans) ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ัง
เช้ือจุลินทรีย Acriopsis liliifolia (J.Koenig) Seidenf. หรือ เอ้ืองนมหนู ใชรักษาอาการไข นอกจากน้ียังมีการนํา
หัว (pseudobulbs) ไปตมและนํานํ้าที่ตมมาหยอดหูเพ่ือรักษาอาการเจ็บหู Aerides odorata Lour. หรือ เอ้ือง
กุหลาบกระเปาเปด ในประเทศอินเดีย ใชผลรักษาบาดแผล ใชนาที่สกัดไดจากใบใชรักษาตุมหรือสิวในหูและจมูก 
และในรัฐโอริสสา มีการนํารากของกลวยไมชนิดน้ีมาผสมกับรากของโสก (Saracaasoca(Roxb.) Wilde) เปลือก
ของสะเดา (AzadirachtaindicaA. Juss.) และเกลือ เปนสวนผสมของตําหรับยาสมุนไพร รักษาอาการเจ็บปวด
ตามขอตอตางๆ ในเวียดนามเช่ือวา เมื่อนําเมล็ดมาโรยบนแผลจะชวยสมานแผลและรักษาโรคผิวหนังได รวมทั้งใช
ใบในการรักษาวัณโรคอีกดวย นอกจากน้ียังมีรายงานวาในเนปาลใชใบเปนสวนผสมในการทายาพอกแผลฉีกขาด
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และบริเวณที่มีอาการบอบชา Anoectochilusroxburghii(Wall.) Lindl. หรือ วานไหมนา กลวยไมชนิดน้ีมี
สรรพคุณมากมาย จนถูกขนานนามวา “King of Medicines” โดยทางภาคตะวันออกเฉียงใตของจีนและไตหวันมี
การใชกลวยไมชนิดน้ีในการรักษาโรคตับอักเสบ โรคเก่ียวกับมาม ความดันโลหิตสูง มะเร็ง วัณโรค กระตุน
สมรรถภาพทางเพศ รักษาอาการไข งูกัด และบํารุงเด็กที่เจริญเติบโตชา ในประเทศอินเดียมีการใชตนและใบเปน
สวนผสมในนํ้ามันสมุนไพร ซึ่งมีการใชกันมาอยางยาวนาน นอกจากน้ี ในเนปาลก็มีรายงานการใชรักษาอาการวัณ
โรคเชนกัน จากการศึกษาสารพฤกษเคมีพบวา มีสารประกอบมากกวา 18 ชนิด ที่สกัดไดจากกลวยไมชนิดน้ี และ
เปนที่นาสนใจวา สาร บางชนิดมีฤทธ์ิในการลดระดับนาตาลในเลือด จากการทดสอบกับหนูในหองปฏิบัติการ 
(Zhang et al., 2007) ซึ่งอาจมีการพัฒนาไปเปนยารักษาเบาหวานในอนาคต Apostasia wallichii R. Br. หรือ 
ตานขโมย ใชรากดองเหลาเพ่ือเปนยาบารุงกําลัง ในประเทศแถบมาเลเซียใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน 
Cymbidium ensifolium(L.) Sw. หรือ จุหลัน ในประเทศจีนมีการใชเพ่ือระงับอาการปวดทอง และรักษากามโรค 
ในลาว กัมพูชา และเวียดนาม มีการใชดอกในการลางตา และใชใบกระตุนการหลั่งปสสาวะ กลวยไมชนิดน้ียังไมมี
การศึกษาขอมูลทางพฤกษเคมีและเภสัชวิทยาที่ชัดเจน แตมีการรายงานวา พอลิเมอรของนํ้าตาล และกรดอะมิโน
เชิงเด่ียว เรียกวา cymbidine A ซึ่งสกัดไดจากกลวยไมในสกุลเดียวกัน (C. goeringii (Rchb.f.) Rchb.f.) มีฤทธ์ิ
ลดสภาวะความดันโลหิตตํ่าและขับปสสาวะ Dendrobium nobileLindl. หรือ เอ้ืองเกากิ่ว ในประเทศจีน ลาว 
และเวียดนาม มีการใชกลวยไมชนิดน้ีบรรเทาอาการอาหารไมยอย ลดไข และกระตุนการหลั่งนํ้าลาย และมักจะถูก
ใชบรรเทาอาการปวดที่ไมรุนแรง รวมทั้งลดความดันโลหิต จากการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาพบวา กลวยไมชนิดน้ี
มีสารกลุม phenanthrenesไดแก lusianthridinและdenbinobinซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ังการแบงเซลลและความ
เปนพิษตอเซลลมะเร็งปอด (human lung adenocarcinoma epithelial, A549), เซลลมะเร็งรังไข (human 
ovary adenocarcinoma, SK-OV-3) และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (human promyelocyticleukemia, HL-
60) ของมนุษยในสภาพปลอดเช้ือได Mycaran thespannea (Lindl.) S.C.Chen & J.J.Wood หรือ เอ้ืองพรรณี 
ในประเทศอินเดียใชในการรักษาโรคผื่นคันตามผิวหนัง กลวยไมชนิดน้ียังไมมีขอมูลทางดานพฤกษเคมีและเภสัช
วิทยาที่แนชัด แตมีการศึกษาในกลวยไมชนิดอ่ืนที่อยูในสกุลใกลเคียง เชน Eria flava Griff. พบวา มีสารประกอบ
จําพวก polyphenols ในกลุม stilbenes ซึ่งมีฤทธ์ิตอตานอนุมูลอิสระ มะเร็ง และมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียและ
ไวรัสเปนตน Nervilia aragoana Gaudich. หรือแผนดินเย็น กลวยไมดิน มีหัวใตดิน ใบพับจีบ ชอดอกต้ังตรง 
ดอกสีเขียวมีลายตาขายสีนํ้าตาลบนกลีบดอก กลีบปากสีขาว กลางกลีบมีขนและมีเสนสีนํ้าตาลบริเวณกลีบปาก
ดานขาง กระจายพันธุในญี่ปุน ภูฏาน เนปาล อินเดีย บังกลาเทศ พมา ไทย ลาว เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย 
ฟลิปปนส นิวกินี และออสเตรเลีย ในประเทศมาเลเซีย นําใบมาตมและนํานํ้าจากการตมมาด่ืมเพ่ือบํารุงสตรีหลัง
คลอด จากการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาพบวา สารสกัดจากพืชชนิดน้ีมีฤทธ์ิยับย้ังเช้ือรา Aspergillus fumigatus, 
A. niger, Cryptococcus neoformansและ Saccharomyces cerevisiae ในสภาพปลอดเช้ือ นอกจากน้ียัง
พบวามีฤทธ์ิตอตานอนุมูลอิสระอีกดวย (ฐิติพร,2561) นอกจากน้ี Rosa และ Pérez (2010) ไดรวบรวมขอมูลการ
ใชกลวยไมเปนพืชสมุนไพร โดยศึกษาดานพฤกษเคมีและสรรพคุณทางการรักษาโรคจากกลวยไมทั่วโลกจํานวน 44 
ชนิด และยังมีกลวยไมสายพันธุ Dendrobium crumenative, Eulophia campestris, Orchis latifolia, 
Vanda roxburghii และ Vanda tessellata ที่มีสรรพคุณทางยาดวย (Singh และ Duggal,2009) 

ดังน้ันจึงควรมีการศึกษา และรวบรวมไวสําหรับเปนขอมูลเพ่ือนําไปพัฒนาการผลิตสมุนไพรตอไป ในการ
เก็บรวบรวมไวแลวน้ันจะตองมีการจําแนกชนิดใหถูกตองดวยจึงใชเทคนิค ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) ซึ่ง
เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายที่พัฒนาแนวคิดจากการทําบารโคดในสินคาตาง ๆ แลวนํามาประยุกตใชในการระบุชนิด
และจําแนกสิ่งมีชีวิตเพ่ือลดความผิดพลาด มีความรวดเร็วในการจําแนกสิ่งมีชีวิตตาง ๆ โดยอาศัยหลักการวา
สิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีสารพันธุกรรมที่แสดงลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตชนิดหน่ึง ๆ แตกตางไปจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน
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และสามารถจําแนกไดทุกระยะพัฒนาการชีวิตจึงเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการจําแนกพันธุกลวยไม
สกุลสมุนไพรตาง ๆ ที่ตองการความสะดวก รวดเร็ว อางอิงตามมาตรฐานสากลไดและเมื่อพัฒนาจนกลายเปน
ลักษณะประจําพันธุแลวก็จะนําไปใชอางอิงไดตอไปในอนาคต ซึ่งจะทําใหสามารถคุมครองทรัพยากรพันธุพืชของ
ไทยไวไดและตรวจสอบการปลอมปนกรณีที่ผลิตเปนสมุนไพรไวแลว นอกจากน้ีเมื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด
น้ีใหมีความแมนยํามากขึ้น ใหเปนที่ยอมรับตามหลักนิติวิทยาศาสตร ก็ยอมมีประโยชนมากมายและสามารถ
ทดแทนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืนที่ยุงยาก และมีราคาแพงในการตรวจวิเคราะห   

งานวิจัยครั้งน้ีจึงใชเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcodes)ในการจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอ
และการจําแนกกลวยไมเพ่ือการใชเปนยาสมุนไพรไดเริ่มการทดลองโดยการคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
เก่ียวของกับสวนของคลอโรพลาสต 3 บริเวณไดแก matK, rbcL และ trnH-psbA  intergenic spacer โดย
ศึกษาในกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีสารพฤกษเคมีกลุมฟลาโวนอยด ฟแนนทรีนส และเทอรปนอยด เชน สกุลหวาย 
(Dendrobium spp.) สกุลแวนดา (Vanda spp.) สกุลกุหลาบ (Aerides) สกุลสิงโต (Bulbophyllum) และสกุล
อ่ืนๆ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวน ไมนอยกวา 40 ตัวอยาง โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือ
จากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดีเอ็นเอตนทุน (stock DNA) อีกสวนนํามาเปนดีเอ็น
เอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล 
NCBI หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิวคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการ
ระบุชนิดของพันธุกลวยไม แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไวในฐานขอมูลสากล NCBI เพ่ือเก็บ
เปนขอมูลเบ้ืองตนในการคัดเลือกสายพันธุกลวยไมที่มีศักยภาพในการนําไปใชประโยชนดานเวชสําอาง ดานเภสัช
วิทยาและเพ่ิมคุณภาพกลวยไมเชิงเภสัชอุตสาหกรรม และเก็บตัวอยางพรรณไมแหงรักษาไวในพิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพฯ ตอไป 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 

1.การรวบรวมตัวอยางกลวยไมและการสกัดดีเอ็นเอ 
 1.1 เก็บตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร ซึ่งมีรายงานพบสารพฤกษเคมี
กลุม ฟลาโวนอยด ฟแนนทรีนส และ เทอรปนอยด ของศูนยวิจัยพืชสวน และเครือขายเชน ศูนยวิจัยพืชสวน
เชียงราย ศูนยวิจัยพืชสวนศรีษะเกษ และหนวยงานภายในกรมวิชาการเกษตร  
 1.2 สกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994) หรือการใชชุดสกัดดีเอ็นเอ
สําเร็จรูป ตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอดวยเครื่องวัด Nanodrop จากน้ันเจือจางดีเอ็นเอใหได
ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับนําไปทําพีซีอาร 
2. การสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer  
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดดวยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) ปริมาตร 20 ul ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 1 ul, DreamTaq  Green Master Mix 10 ul, 
50 M Primer ดาน forward และดาน reverse อยางละ 1 ulและนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 7 ul โดยใชคูไพรเมอร
สําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดังน้ี 
บริเวณ matK คือ 5′-CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG-3′ และ 
5′-ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTT C-3′ 
บริเวณ rbcL คือ5′-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3′ และ  
5′-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3′ 
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บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer คือ5′-G TTATGCATGAACGTAATGCTC-3′ และ 
5′-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3′ 
 โปรแกรมที่ใชทํา PCR ประกอบดวยขั้นตอนตางๆ ดังน้ี pre-denaturation ที่ 94°C (1 นาที) 1 
รอบ denaturationที่ 94°C (30 วินาที) annealing 50°C (20 วินาที) และ extension ที่ 72°C (50 วินาที) เปน
จํานวน35 รอบ และ final extension ที่ 72°C (5 นาที) 1 รอบ 
3. การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด  
 3.1 สงตัวอยางยีนที่เพ่ิมปริมาณไดจากเทคนิคพีซีอารไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 3.2 นําลําดับนิวคลีโอไทดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA 6 หรือโปรแกรมอ่ืนที่คลายกัน เพ่ือ
คํานวณหาคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดแลวสงขอมูลไปเก็บไวที่ฐานขอมูล GenBank เพ่ือใหผูสนใจ
ศึกษาจากทั่วโลกเขาถึงขอมูลนําไปใชประโยชนตอไป 
4. การทดสอบการระบุชนิดของกลวยไมดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด 
 เมื่อไดเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมแลวจึงตรวจสอบการนําไปใชระบุชนิดโดยนํา
ตัวอยางกลวยไม มาสกัดดีเอ็นเอและทํา PCR ดวยบริเวณมาตรฐานเดียวกันกับตัวอยางที่ทราบชนิดแลว แลวนํา
ผลนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด 
5. การจัดทําตัวอยางอางอิง  
 จัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Vocher specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหงและ
สงเก็บรักษา ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 
6. การลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI  
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูล NCBI เพ่ือนําหมายเลข 
accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลกลวยไม 
 

ผลการวิจัย (Results) 
1. การรวบรวมตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร 

เก็บตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร ซึ่งมีรายงานพบสารพฤกษเคมีกลุม ฟลาโว
นอยด ฟแนนทรีนส และ เทอรปนอยด จากแหลงตาง ๆ จํานวน 40 ตัวอยางบันทึกช่ือ แหลงที่มา สามารถ
รวบรวมไดดังตาราง 1.4.1 

ตารางที่ 1.4.1 ตัวอยางกลวยไมที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร 
ลําดับ สายพันธุ แหลงที่มา 

1 เอ้ืองสายแสพระอินทร บุรีรัมย 
2 เข็มแสด มุกดาหาร 
3 เข็มมวง มุกดาหาร 
4 ชางกระ มุกดาหาร 
5 เอ้ืองแปรงสีฟน บุรีรัมย 
6 เอ้ืองชางนาว บุรีรัมย 
7 เอ้ืองมะล ิ จันทบุรี 
8 กุหลาบนาน มุกดาหาร 
9 ตอติเล มุกดาหาร 
10 เอ้ืองเทียน มุกดาหาร 
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11 กุหลาบกระบ่ี มุกดาหาร 
12 หางกระรอก มุกดาหาร 
13 มัจฉานุชมพู จันทบุรี 
14 เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง บุรีรัมย 
15 เข็มเหลือง มุกดาหาร 
16 เอ้ืองสายมรกต บุรีรัมย 
17 หนวดพรหม บุรีรัมย 
18 เอ้ืองจําปา บุรีรัมย 
19 ไอยเรศใบชาง มุกดาหาร 
20 เอ้ืองคําตาดํา บุรีรัมย 
21 กุหลาบแมเมย มุกดาหาร 
22 เอ้ืองสายมวง บุรีรัมย 
23 มัจฉานุ มุกดาหาร 
24 เหลืองจันทบูร ตราด 
25 เดลิไอ ขาว ตราด 
26 เอ้ืองสายนํ้าเขียว ตราด 
27 เอ้ืองสายคําปอน บุรีรัมย 
28 เอ้ืองสายนกกระจิบ บุรีรัมย 
29 สิงโตนักกลาม มุกดาหาร 
30 เขาพระวิหาร อุบลราชธานี 
31 เอ้ืองสายหลวง อุบลราชธานี 
32 สิงโตสมอหิน อุบลราชธานี 
33 แววมยุรา อุบลราชธานี 
34 เข็มแดง มุกดาหาร 
35 เพชรหึง มุกดาหาร 
36 โมก มุกดาหาร 
37 มาลัยแดง อุบลราชธานี 
38 เอ้ืองทอง อุบลราชธานี 
39 ตะขาบ อุบลราชธานี 
40 สิงโตใบพัดแดง มุกดาหาร 
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2. จัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 1.4.1 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง 
 

3. สกัดดีเอ็นเอตัวอยางกลวยไมดวยวิธี CTAB จํานวน 40 ตัวอยาง นําไปเก็บรักษาไวในอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสใชเปนตัวอยางอางอิงตอไป 
4. การสรางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL trnH-psbA  และ intergenic spacer ไดแถบดีเอ็น
เอ ดังภาพ 1.4.2 
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ไพรเมอร matK (900 bp) 

 
 

 
 

 
ไพรเมอร rbcL (1400 bp) 
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ไพรเมอร trnH-psbA (900 bp) 
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ไพรเมอรITS (900 bp) 
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ภาพที่ 1.4.2 ผลการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอารดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซสี (electropholesis) เทียบ
กับ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus M : DNA ladder 100 bp plus 
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ผลการทดสอบพีซีอารกับดีเอ็นเอตัวอยางกลวยไม จํานวน 40 ตัวอยางกับไพรเมอร matK, rbcL, trnH-
psbAและ ITSพบวา ไพรเมอร matK ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 900 bp ไพรเมอร rbcL ปรากฎแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 1400 bp  ไพรเมอร trnH-psbA ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 900bp และไพรเมอร ITS ปรากฎแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 900 bp  

จากการนําแถบดีเอ็นเอที่ไดของกลวยไมสายพันธุตาง ๆ จํานวน 40สายพันธุไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดไดขอมูลดังน้ี 

 

 

 
ภาพที่ 1.4.3 แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของกลวยไมสายพันธุตาง ๆ 
เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของสวนตาง ๆ ของกลวยไมไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล จะไดรายชื่อกลวยไมดังตารางท่ี 1.4.2 

 
 
 
 

 
 ตารางที่ 1.4.2 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ตรวจวิเคราะหไดกับฐานขอมูล GenBank 
 
ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 

1 เอ้ืองสายแสพระอินทร Dendrobium findlayanum voucher JH17-SH photosystem II 96% 
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protein D1 (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic spacer 
and rpl22 pseudogene, complete sequence; ribosomal protein 
S19 (rps19) gene, complete cds; and tRNA-His (trnH) gene, 
partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: FJ216473.1 
Length: 844 
Number of Matches: 2 

2 เข็มแสด Neofinetia xichangensis voucher Z.J. Liu 2747 plastid, complete 
genome 
Sequence ID: NC_047197.1 
Length: 146681 
Number of Matches: 2 

96% 

3 เข็มมวง Vanda miniata photosystem II protein D1 (psbA) gene, partial 
cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; and 
tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: KT581391.1 
Length: 851 
Number of Matches: 1 

99% 

4 ชางกระ Rhynchostylis gigantea psbA-rps19 intergenic spacer, partial 
sequence; ribosomal protein S19 (rps19) gene, complete cds; 
rps19-trnH intergenic spacer, complete sequence; and tRNA-His 
(trnH) gene, partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: KC693494.1 
Length: 735 
Number of Matches: 1 

95% 

5 เอ้ืองแปรงสีฟน Dendrobium crepidatum voucher Jin X.H.072 PsbA (psbA) gene, 
partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete sequence; 
and tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: KJ174252.1 
Length: 841 
Number of Matches: 2 

99% 

    
    

ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 
6 เอ้ืองชางนาว Dendrobium moschatum voucher Jin X-H 11886 psbA-trnH 

intergenic spacer, partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: KF177531.1 
Length: 742 
Number of Matches: 3 

99% 

7 เอ้ืองมะลิ Dendrobium crumenatum photosystem II protein D1 (psbA) 
gene, partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete 
sequence; and tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; 
chloroplast 

99% 
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Sequence ID: JF693815.1 
Length: 810 
Number of Matches: 2 

8 กุหลาบนาน Aerides krabiensis maturase K (matK) gene, complete cds; 
chloroplast 
Sequence ID: EF655784.2 
Length: 1679 
Number of Matches: 1 

99% 

9 ตอติเล Dendrobium tortile voucher KFBG3098D maturase K (matK) 
gene, partial cds; plastid 
Sequence ID: KY966874.1 
Length: 1147 
Number of Matches: 1 

99% 

10 เอ้ืองเทียน Thecostele sp. Chase O-373 maturase K-like (matK) gene, 
partial sequence; chloroplast gene for chloroplast product 
Sequence ID: AY368431.1 
Length: 1432 
Number of Matches: 1 

99% 

11 กุหลาบกระบี่ Coelogyne longpasiaensis trnK gene, partial intron sequence; 
and matK pseudogene, complete sequence; chloroplast genes 
for chloroplast products 
Sequence ID: AF463365.1 
Length: 1826 
Number of Matches: 1 

77% 

    
    
    

ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 
12 หางกระรอก Rhynchostylis retusa clone M4 maturase K (matk) gene, partial 

cds; chloroplast 
Sequence ID: EU558938.1 
Length: 1613 
Number of Matches: 1 

99% 

13 มัจฉานุชมพู Dendrobium thyrsiflorum chloroplast, complete genome 
Sequence ID: MN306203.1 
Length: 160123 
Number of Matches:1 

99% 

14 เอ้ืองสายน้ําผึ้ง Dendrobium cretaceum voucher KFBG2605A maturase K (matK) 
gene, partial cds; plastid 
Sequence ID: KY966818.1 
Length: 1147 
Number of Matches: 1 

99% 

15 เข็มเหลือง Vanda pumila 18S ribosomal RNA gene, partial sequence; 98% 
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internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and 
internal transcribed spacer 2, complete sequence; and 28S 
ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: EF670372.1 
Length: 992 
Number of Matches: 1 

16 เอ้ืองสายมรกต Dendrobium chrysanthum voucher NCHU-D89331201-1010 18S 
ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed 
spacer 1, 5.8S ribosomal RNA gene, and internal transcribed 
spacer 2, complete sequence; and 26S ribosomal RNA gene, 
partial sequence 
Sequence ID: HM590376.1 
Length: 885 
Number of Matches: 1 

97% 

17 หนวดพรหม Holcoglossum kimballianum 18S ribosomal RNA gene, partial 
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 
and 28S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: EF670359.1 
Length: 947 
Number of Matches: 1 

99% 

ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 
18 เอ้ืองจําปา Dendrobium fimbriatum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, 

ITS2 and 26S rRNA, partial sequence 
Sequence ID: AB593562.1 
Length: 846 
Number of Matches: 1 

99% 

19 ไอยเรศใบชาง Boesenbergia rotunda 18S ribosomal RNA gene, partial 
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 
and 26S ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: AF478726.1 
Length: 641 
Number of Matches: 1 

96% 

20 เอ้ืองคําตาดํา Dendrobium chrysotoxum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, 
ITS2 and 26S rRNA, partial sequence, bio_material: 
TBG<JPN>:118321 
Sequence ID: AB593533.1 
Length: 847 
Number of Matches: 1 

99% 

21 กุหลาบแมเมย Vandopsis lissochiloides plastid, complete genome 
Sequence ID: MN124443.1 
Length: 148866 

95% 
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Number of Matches: 1 
22 เอ้ืองสายมวง Dendrobium parishii chloroplast DNA, complete genome 

Sequence ID: LC193518.1 
Length: 151689 
Number of Matches: 1 

97% 

23 มัจฉาน ุ Dendrobium wangliangii chloroplast, complete genome 
Sequence ID: NC_052727.1 
Length: 160052 
Number of Matches: 1 

96% 

24 เหลืองจันทบูร Dendrobium flexicaule ZSY05441 chloroplast DNA, complete 
genome 
Sequence ID: LC348965.1 
Length: 152191 
Number of Matches: 1 

98% 

    
ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 

25 เดลิไอ ขาว Dendrobium ellipsophyllum voucher Jin X-H 13066 PsbA (psbA) 
gene, partial cds; psbA-trnH intergenic spacer, complete 
sequence; and tRNA-His (trnH) gene, partial sequence; 
chloroplast 
Sequence ID: KF177494.1 
Length: 821 
Number of Matches: 2 

99% 

26 เอ้ืองสายน้ําเขียว Dendrobium primulinum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, 
ITS2 and 26S rRNA, partial sequence, bio_material: 
TBG<JPN>:159445 
Sequence ID: AB593641.1 
Length: 846 
Number of Matches: 1 

99% 

27 เอ้ืองสายคําปอน Dendrobium gratiosissimum chloroplast DNA, complete 
genome 
Sequence ID: LC192958.1 
Length: 151829 
Number of Matches: 1 

97% 

28 เอ้ืองสายนกกระจิบ Dendrobium loddigesii chloroplast DNA, complete genome 
Sequence ID: LC192960.1 
Length: 152493 
Number of Matches: 1 

98% 

29 สิงโตนักกลาม Vandopsis gigantea plastid, complete genome 
Sequence ID: MN124403.1 
Length: 149130 
Number of Matches: 1 

99% 

30 เขาพระวิหาร Dendrobium primulinum isolate JH22 photosystem II protein 99% 
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D1 (psbA) gene, partial cds; psbA-trnH intergenic spacer and 
rpl22 pseudogene, complete sequence; ribosomal protein S19 
(rps19) gene, complete cds; and tRNA-His (trnH) gene, partial 
sequence; chloroplast 
Sequence ID: EU887936.1 
Length: 838 
Number of Matches: 2 

    
    

ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 
31 เอ้ืองสายหลวง Phalaenopsis pulcherrima maturase K (matK) pseudogene and 

tRNA-Lys (trnK) gene, partial sequence; chloroplast 
Sequence ID: EF079282.1 
Length: 1767 
Number of Matches: 1 

99% 

32 สิงโตสมอหิน Bulbophyllum inconspicuum chloroplast, complete genome 
Sequence ID: NC_046811.1 
Length: 149548 
Number of Matches: 1 

98% 

33 แววมยุรา Dendrobium fimbriatum chloroplast DNA, complete genome 
Sequence ID: LC193521.1 
Length: 151673 
Number of Matches: 1 

97% 

34 เข็มแดง Holcoglossum subulifolium PsbA (psbA) gene, partial cds; psbA-
rps19 intergenic spacer, complete sequence; ribosomal protein 
S19 (rps19) gene, complete cds; rps19-trnH intergenic spacer, 
complete sequence; and tRNA-His (trnH) gene, partial 
sequence; chloroplast 
Sequence ID: KC693491.1 
Length: 841 
Number of Matches: 2 

97% 

35 เพชรหึง Huperzia selago small subunit ribosomal RNA gene, partial 
sequence; internal transcribed spacer 1, 5.8S ribosomal RNA 
gene, and internal transcribed spacer 2, complete sequence; 
and large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 
Sequence ID: MT117946.1 
Length: 5956 
Number of Matches: 1 

88% 

36 โมก Phalaenopsis wilsonii chloroplast, complete genome 
Sequence ID: MT800926.1 
Length: 145445 
Number of Matches: 1 

98% 

37 มาลัยแดง Vandopsis lissochiloides plastid, complete genome 98% 
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Sequence ID: MN124443.1 
Length: 148866 
Number of Matches: 1 

ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 
38 เอ้ืองทอง Dendrobium ellipsophyllum chloroplast DNA, complete 

genome 
Sequence ID: LC193519.1 
Length: 152026 
Number of Matches: 1 

99% 

39 ตะขาบ Dendrobium parciflorum genes for 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, 
ITS2 and 26S rRNA, partial sequence, bio_material: 
TBG<JPN>:118261 
Sequence ID: AB593628.1 
Length: 863 
Number of Matches: 1 

96% 

40  สิงโตใบพัดแดง Bulbophyllum inconspicuum chloroplast, complete genome 
Sequence ID: NC_046811.1 
Length: 149548 
Number of Matches: 1 

97% 

 

 เม่ือนําชิ้นสวนท้ังสี่สวนมารวมกันแลวนําไปวิเคราะหแผนภูมิ phylogenetic tree   สามารถจัดกลุมกลวยไม
พ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี  กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ือง
ตะขาบ  เอ้ืองจําปา เอ้ืองสายนํ้าเขียว  เอ้ืองคําตาดํา เพชรหึง เข็มเหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 2 
ประกอบดวย เหลืองจันทบูร  เอ้ืองโมก  สิงโตสมอหิน  สิงโตใบพัดแดง  เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ  เอ้ืองสายคําปอน  
กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ี เอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  
สิงโตนักกลาม  มัจฉานุชมพู  เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทอง กลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง 
และ เข็มมวง กลุมที่ 5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิ กลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร  
เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว  ดังภาพที่ 1.4.4  
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ภาพที่ 1.4.4 แสดงความสัมพันธในรูปแบบ  Phylogenetic tree   จากการวิเคราะหความสัมพันธของกลวยไม
พ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรดวยโปรแกรม Mega 6

190.23389ไอยเรศใบชาง 
160.15557 เอื้องสายมรกต 
390.09883ตะขาบ 
18I0.09011 เอื้องจําปา 
260.06165 เอื้องสายน้ําเขียว 
200.10867 เอื้องคําตาดํา 
350.16374 เพชรหึง 
150.11176 เข็มเหลอืง 
17 0.04019 หนวดพรหม 
280.03392เอื้องสายนกกระจิบ 
330.04103แววมยุรา 
370.04103 มาลัยแดง 
240.05196 เหลืองจันทบูร 
360.04194โมก 
320.02372 สิงโตสมอหิน 
400.02325 สิงโตใบพัดแดง 
220.04278 เอื้องสายมวง 
230.03648 มัจฉานุ 
270.03639 เอื้องสายคําปอน 
210.05892 กุหลาบแมเมย 
110.19101 กุหลาบกระบี ่
100.07062 เอื้องเทียน 
120.02799 หางกระรอก 
80.01712กุหลาบนาน 
90.0268ตอติเล 
310.00764 เอื้องสายหลวง 
290.01961 สิงโตนักกลาม 
130.04867 มัจฉานุชมพู 
14 0.0435 เอื้องสายน้ําผึ้ง 
380.01452 เอื้องทอง 
40.15912 ชางกระ 
20.02423 เข็มแสด 
340.10471     เข็มแดง 
3 0.07038 เข็มมวง 
10.12863  เอื้องสายแสพระอินทร 
70.10735 เอื้องมะลิ 
300.11242 เขาพระวิหาร 
250.10408 เดลิไอ ขาว 
5 0.07943 เอื้องแปรงสีฟน 
6 0.10649 เอื้องชางนาว 
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อภิปรายผล (Discussion) 
ในการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือระบุชนิดของพืชวงศกลวยไมที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรน้ัน ได
เริ่มทําการเก็บรวบรวมกลวยไมสายพันธุพ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรจากภูมิภาคตาง ๆ ทั่ว
ประเทศ แตเน่ืองจากประสบปญหาการเดินทางรวบรวมตัวอยางเน่ืองจากสถานการณการระบาดของ
โรคโควิด – 19 ในชวงระยะการวิจัยทั้ง 2 ปคือ 2563 -2564 จึงสามารถเก็บตัวอยางไดจากภาคอิสาน
เปนสวนใหญคือจังหวัดขอนแกน บุรีรัมยและมุกดาหาร และในพ้ืนที่เขตภาคตะวันออกไดแกจังหวัด
จันทบุรีและจังหวัดตราด เปนตน  ในการวิจัยน้ีสามารถรวบรวมตัวอยางกลวยไมไดจํานวน 40 ชนิด 
ไดแก เอ้ืองสายแสพระอินทรเข็มแสดเข็มมวงชางกระเอ้ืองแปรงสีฟนเอ้ืองชางนาวเอ้ืองมะลิกุหลาบ
นานตอติเลเอ้ืองเทียนกุหลาบกระบ่ีหางกระรอกมัจฉานุชมพูเอ้ืองสายนํ้าผึ้งเข็มเหลืองเอ้ืองสายมรกต
หนวดพรหมเอ้ืองจําปาไอยเรศใบชางเอ้ืองคําตาดํากุหลาบแมเมยเอ้ืองสายมวงมัจฉานุเหลืองจันทบูร
เดลิไอ ขาวเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองสายคําปอนเอ้ืองสายนกกระจิบสิงโตนักกลามเขาพระวิหารเอ้ืองสาย
หลวงสิงโตสมอหินแววมยุราเข็มแดงเพชรหึงเอ้ืองโมกมาลัยแดงเอ้ืองทองตะขาบสิงโตใบพัดแดง เปน
ตน ไดรวบรวมตัวอยางไวที่สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อําเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี และ
เก็บตัวอยางแหงตลอดจนดีเอ็นเอไว 
 ในการคัดเลือกสวนของลําดับนิวคลีโอไทดไดคัดเลือกไว 4 บริเวณไดแก การสราง
เครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcLtrnH-psbA และ intergenic spacer โดยเมื่อนําดี
เอ็นเอที่สกัดไดมาทดสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, 
rbcL, trnH-psbA และITS  พบวาช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ 
rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คูเบส   ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คู
เบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ 
เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลวนํามารวมเปนสายเดียวกันกอนทําการวิเคราะหดวย โปรแกรม
วิเคราะห phylogenetic tree จึงสามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของแตละสายไปเปรียบเทียบกับขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวา
กลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความเหมือนกับกลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูล ดังแสดงในตารางที่ 1.4.2  
และเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic tree สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่
เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ีกลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ือง
ตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็มเหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 
2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโตใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ เอ้ืองสาย
คําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน 
ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 
ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่ 5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร 
และเอ้ืองมะลกิลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรง
สีฟน และเอ้ืองชางนาว 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (conclusion and Suggestion) 
จากการเก็บรวบรวมพืชวงศกลวยไมที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรจํานวน 40 ชนิดไดแก เอ้ืองสายแส
พระอินทรเข็มแสดเข็มมวงชางกระเอ้ืองแปรงสีฟนเอ้ืองชางนาวเอ้ืองมะลิกุหลาบนานตอติเลเอ้ือง
เทียนกุหลาบกระบ่ีหางกระรอกมัจฉานุชมพูเอ้ืองสายนํ้าผึ้งเข็มเหลืองเอ้ืองสายมรกตหนวดพรหมเอ้ือง

108 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



จําปาไอยเรศใบชางเอ้ืองคําตาดํากุหลาบแมเมยเอ้ืองสายมวงมัจฉานุเหลืองจันทบูรเดลิไอ ขาวเอ้ือง
สายนํ้าเขียวเอ้ืองสายคําปอนเอ้ืองสายนกกระจิบสิงโตนักกลามเขาพระวิหารเอ้ืองสายหลวงสิงโตสมอ
หินแววมยุราเข็มแดงเพชรหึงเอ้ืองโมกมาลัยแดงเอ้ืองทองตะขาบสิงโตใบพัดแดง เปนตน ไดรวบรวม
ตัวอยางไวที่สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อําเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี และเก็บตัวอยางแหง
ตลอดจนดีเอ็นเอไวในธนาคารดีเอ็นเอ และพิพิธภัณฑพืช กรมวิชาการเกษตร ไดนําไปสกัดดีเอ็นเอ
จํานวน 40 ตัวอยางและนําไปสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcLtrnH-psbA และ 
intergenic spacer ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, rbcL, trnH-psbA และITS  พบวา
ช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คู
เบส   ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ได
แถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลว
นํามารวมเปนสายเดียวกันกอนทําการวิเคราะหดวย โปรแกรมวิเคราะห phylogenetic tree จึง
สามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแตละสายไปเปรียบเทียบกับ
ขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวากลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความ
เหมือนกับกลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูลเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic tree 
สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 ประกอบดวย 
ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ืองตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็ม
เหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโต
ใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ เอ้ืองสายคําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบ
กระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ือง
สายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่ 5 
ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิกลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว 
และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว ทั้งน้ีจะไดนําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของ
กลวยไมทั้งหมดไปเก็บรวบรวมในฐานขอมูลตอไป  
 
 
 
 
 

การทดลองที่ 1.5 
ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริก 

DNA Barcoding and Genetic Diversity of Chilli 
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คําสําคัญ: พริก ดีเอ็นเอบารโคด ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
Key words : Chilli DNA barcode Genetic diversity 

 
บทคัดยอ 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกในประเทศไทยดวยวิธีดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ
ตําแหนงยีน ITS rbcLและtrnH–psbA โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของพริกที่เก็บรวบรวมเช้ือพันธุพริกจาก
แหลงตางๆ ในประเทศไทยไดจํานวน 84 ตัวอยางพันธุ ดวยวิธี PCR และนําผลผลิตPCR มาวิเคราะหหา
ลําดับนิวคลีโอไทดและนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปนเทียบความคลายคลึงกันของชนิดพริกกับฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปแกรม BLAST และวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยวิธี maximum likelihood 
และ Bayesian inference วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม (haplotype diversity) ดวยการสราง
เครือขาย haplotype รวมกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือประมาณประสิทธิภาพของดีเอ็น
บารโคด ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา สามารถจัดจําแนกพริกที่พบในประเทศไทยไดเปน 4 
ชนิด ไดแก C. annuum L. C. baccatumL.C. chinense Jacq. และ C. frutescensL. และจากการ
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่มีอัตราความสําเร็จทําที่ตํ่าเพียง 71% 
และผลการทดสอบความคลายคลึงกันของชนิดพริกกับฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนตําแหนง rbcLและ 
trnH-psbAไมสามารถระบุชนิดพริกได ขณะที่ยีนตําแหนง ITS สามารถระบุความแตกตางของ C. annuum
ออกจากพริก C. chinenseและ C. frutescens ได และจากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมและ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการสรางแผนภูมิวิวัฒนาการของยีนแตละตําแหนง พบวา ดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณยีนในคลอโรพลาสต (rbcLและ trnH-psbA) เปนตําแหนงที่ไมมีประสิทธิภาพในการเปนดี
เอ็นเอบารสําหรับใชจัดจําแนกชนิดและสายพันธุพริก โดยยีนตําแหนง rbcLไมสามารถใชในการจําแนกชนิด
ภายในกลุมพริก C. annuum C. baccatumและ C. pubescens และกลุมพริก C. chinense และ C. 
frutescensออกจากกันได และ trnH-psbA สามารถใชระบุชนิดพริก C. baccatumออกจากพริกชนิดอ่ืนๆ 
ไดเพียงชนิดเดียวเทาน้ัน ในขณะที่ยีนบริเวณนิวเครียส คือ ตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่มีประสิทธิภาพมาก
ที่สุดสําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของพริก โดยสามารถใชจัดจําแนกความแตกตางระดับชนิดและระดับ
สายพันธุของพริกในประเทศไทยได โดยเฉพาะในกลุมพริก C. annuumนอกจากตําแหนง ITSจะแสดงความ
แตกตางระหวางสายพันธุในกลุม C. annuum ไดแลวยังสามารถใชจําแนกความแตกตางในระดับชนิด
ระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens ไดอีกดวย อยางไรก็ตางตําแหนง ITSกลับไม
สามารถจัดจําแนกชนิดระหวางพริก C. chinense และ C. frutescens ออกจากกันได โดยการจัดกลุม
ความสัมพันธทางพันธุกรรมปรากฏมีความสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยาของสีกลีบดอกดวย และจาก
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกกลุม C. annuum มีคอนขางสูง พบวาสามารถแบงไดถึง 
20haplotypes และยังพบวากลุมพริกบางชางมีความแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายสูงถึง 5 
haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งจากผลการศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการ
ดีเอ็นเอบารโคดของยีนบริเวณนิวเครียสมีประสิทธิภาพที่ดีกวายีนบริเวณคลอโรพลาสต การศึกษาและ
พัฒนาไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับชนิดพืชและดีเอ็นเอบารโคดที่ใหมเหมาะสมจะชวยใหสามารถจัก
จําแนกชนิดพริกไดถูกตองแมนยํามากย่ิงขึ้น 
 

Abstracts 
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 Genetic diversity of chilli (Capsicum) in Thailand was studied by DNA barcoding 
based on ITS rbcL and trnH–psbA regions. Eighty-four of chilli samples were amplified 
via PCR method and then transferred the PCR products to DNA sequencing. These DNA 
sequences were compared to species similarity with GenBank databases by BLAST 
program. Molecular phylogeny was implemented by maximum likelihoodBayesian 
inference protocols. Haplotype diversity was analyzed by  construct the haplotype 
network. Morphological characters were used to co-analyzed in this study. The 
Capsicum species in Thailand was divided in to 4 species based on taxonomic 
characters that including as C. annuumC. baccatumC. chinense andC. frutescens.The 
ITS locus showed low late for success of DNA sequencing (71%).  Two DNA loci of rbcL 
and trnH-psbA did not used for identify chilli species, while ITS region can be separate 
the C. annuum from C. chinense andC. frutescens. The phylogenetic trees were 
constructed based on chloroplast DNA (each of rbcL and trnH-psbA trees) that showed 
as low DNA barcoding capacity for classification Capsicum into species and variety 
level. The rbcL region did not delimit species within the group of C. annuum C. 
baccatum andC. pubescens and group of C. chinense andC. frutescens, and trnH-psbA 
locus can be separate only  C. baccatum species. The nuclear DNA (ITS) showed a high 
effective for DNA barcoding of Capsicum, which can be identified into species and 
variety level of Capsicum species in Thailand, especially C. annuum group. The ITS 
region was not only revealed to the difference of variety within C. annuum group but 
also was identified between C. annuum C. baccatum andC. pubescens species. 
Although, ITS locus showed as a good DNA barcoding but did not using to separate C. 
chinense andC. frutescens species. The ITS phylogeny results that showed the 
relationship related to only a petal color. In this study, C. annuum group revealed to a 
high genetic diversity, which can be divided into 20haplotypes. In addition, C. annuum 
(Bang Chang) group showed a high genetic variation and haplotype diversity as 5 
haplotypes, which this haplotype diversity did not related to morphological characters. 
This studies indicated that DNA barcode based on nuclear DNA gene was more DNA 
barcode effective than the chloroplast DNA gene. The future study should be 
investigates and develops the plant species-specific primer and new DNA barcoding 
region for helps to ensure classify C. annuum species.   
 

บทนํา (Introduction) 

พริก (chilli, chili, chile หรือ pepper) เปนพืชในวงศ Solanaceae เชนเดียวกับมะเขือ 
ยาสูบ มันฝรั่งและพิทูเนีย โดยจัดอยูในสกุล Capsicumซึ่งในปจจุบันพบมากกวา 38 ชนิด (USDA-
ARS, 2011) แตที่นิยมนํามาเพาะปลูกน้ันมีอยู 6 ชนิด ไดแกCapsicum annuum, C. baccatum, 
C. chinense, C. frutescens, C. pubescens และC. assamicumโดยชนิดหลังเพ่ิงไดรับการระบุ
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วาเปนพริกเพาะปลูกชนิดใหมที่มีถิ่นกําเนิดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย ซึ่งพริกดังกลาวมี
ความคลายคลึงกับพริก C. chinenseและ C. frutescensเพียงแตตางกันที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(Purukayastha et al., 2012) พริกมีถิ่นกําเนิดด้ังเดิมอยูในทวีปอเมริกาใต กอนที่จะแพรกระจายไป
ยังทวีปยุโรป แอฟริกา และเอเชียตามลําดับ (Bosland, 1996) การเพาะปลูกพริกในปจจุบันมี
เปาหมายเพ่ือนํามาใชประโยชนทั้งบริโภคแบบพืชผัก ใชเปนเครื่องเทศปรุงรสอาหาร ใชในทาง
การแพทย ใชในการผลิตแกสนํ้าตา และปลูกเปนไมประดับ เปนตน พริกอุดมไปดวยพฤกษเคมี 
(phytochemical) ที่มีประโยชนตอสุขภาพ โดยมีปริมาณวิตามินซีสูงกวาสมถึง 7 เทา และยัง
ประกอบดวยสารเมแทบอไลตที่สามารถตานอนุมูลอิสระได เชน แคโรทีนอยด (โปรวิตามินเอ) กรด
แอสคอรบิก ฟลาโวนอยด และพอลิฟนอล (Nadeem et al., 2011) จึงชวยลดความเสี่ยงตอการเกิด
โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคหอบหืด เจ็บคอ ปวดหัว และเบาหวาน สําหรับพริกแดง (red pepper) 
ยังมีไลโคพีนซึ่งเช่ือวามีสมบัติในการตานทานโรคมะเร็งไดดวย (Simonne et al., 1997) นอกจากน้ี
พริกยังมีแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน ซึ่งเปนสารเมแทบอไลททุตยิภูมิในกลุมแคปไซซินอยดอัน
เปนสาเหตุของความเผ็ดในผลพริก และความเผ็ดน้ีเปนลักษณะที่ใชแยกความแตกตางระหวางพริก
เผ็ด (hot pepper) และพริกหวาน (sweet pepper) แคปไซซินสามารถใชเปนตัวยาบรรเทาความ
เจ็บปวดระหวางการบําบัดดวยวิธีทางเคมีและการฉายรังสีได (Berger et al., 1995) 

จากขอมูลขางตน จะเห็นไดวาพริกมีคุณคาทางโภชนาการสูงและเต็มไปดวยพฤกษเคมีที่มี
ประโยชนตอสุขภาพ เมื่อมองในมุมของมูลคาเชิงเศรษฐกิจของประเทศไทย รายงานของสํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตรโดยความรวมมือของกรมศุลกากร (2560) แสดงใหเห็นถึงแนวโนมของมูลคาการ
สงออกที่เพ่ิมสูงขึ้นของพริกในรูปพริกแหงในชวง 5 ปหลัง โดยในป พ.ศ. 2559 มีการสงออกพริกแหง
ปริมาณ 9,086 ตัน คิดเปนมูลคาถึง 469 ลานบาท จึงนับไดวาพริกเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของไทย 
ในการคัดเลือกและพัฒนาสายพันธุพืชใหมีศักยภาพทางเศรษฐกิจน้ันจะตองมีองคความรูเก่ียวกับพืช
ชนิดน้ันๆ เสียกอน โดยทั่วไปการเก็บขอมูลพันธุพืชจะอาศัยการบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
วิเคราะหตามลักษณะปรากฏหรือฟโนไทปของพืช อยางไรก็ตามลักษณะเหลาน้ีแปรผันตามอิทธิพล
ของสภาพแวดลอม นอกจากน้ีสายพันธุพริกในประเทศไทยมีความหลากหลายและมีความแปรปรวน
ของความเผ็ดและลักษณะทางสัณฐานวิทยาตางๆ (เชน ขนาดผล รูปราง และสี) คอนขางสูง จึงเปน
ที่มาของการเก็บขอมูลในรูปของลักษณะทางพันธุกรรมของพืช  

ปจจุบันความกาวหนาทางชีววิทยาโมเลกุล ทําใหเกิดเทคนิคใหมๆ ขึ้นมากมายที่เปน
ประโยชนตอการพิสูจนทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันการนําเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลมาประยุกตใช ในการพิสูจนเอกลักษณทางพันธุกรรมของพืชและจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล 
จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจอยางย่ิง เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลที่สามารถนํามาประยุกตใชอาทิเชน 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis Diagnostic Polymerase Chain 
Reaction (PCR) Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) PCR-Restriction 
Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) และ Inter Simple Sequence Repeats 
(ISSR) เปนตน ซึ่งเทคนิคตางๆ เหลาน้ีมีขอดีและขอจํากัดตางๆ กันไป นอกจากเทคนิคขางตนแลว 
การทําดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) เปนอีกหน่ึงเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ เพราะเปน
เทคนิคที่ใชในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต โดยในพืชนิยมใชกลุมยีนบนคลอโรพลาสและนิวเคลียส ไดแก 
maturase K (matK) rubisco L (rbcL) และ internal transcribed spacers (ITS) เปนตน ดีเอ็น
เอบารโคดไดรับความสนใจมาก เพราะมีประสิทธิภาพ และมีความแมนยํา สามารถนํามาประยุกตใช
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ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตไดในระยะเวลาอันสั้น ชวยยืนยันการจําแนกชนิดดวยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาใหเปนไปอยางถูกตอง รวดเร็ว รวมทั้งเปนประโยชนสําหรับการคนควาวิจัยดาน
วิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ การอนุรักษพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต รวมถึงเปนประโยชนใน
การคัดเลือกสายพันธุที่มีลักษณะเดนเพ่ือปลูกเปนพืชเศรษฐกิจตอในอนาคตอีกดวย 

 
 
 

การทบทวนวรรณกรรม  

 ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) เปนเทคนิคทางอนุกรมวิธานที่ใชในการระบุเอกลักษณ
ของสิ่งมีชีวิตไดอยางรวดเร็วโดยใชลําดับเบสสายสั้น (400-800 bp) ที่วางตําแหนงอยูบนดีเอ็นเอของ
สิ่งมีชีวิต โดยลําดับเบสของเครื่องหมายพันธุกรรมน้ันจะมีความแปรผันสูงและมีลักษณะเฉพาะในแต
ละสิ่งมีชีวิต (Hebert et al., 2003; Kress and Erickson, 2008) ยีนหรือตําแหนงบนดีเอ็นเอหรือที่
ใชเปนบารโคดน้ันตองผานการตกลงและยอมรับ (standardized genetic loci) ใหเปนบารโคดของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ันๆ โดยสามารถระบุชนิดหรือเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตเชนเดียวกับบารโคดที่สามารถ
ระบุชนิดสินคาได ตําแหนงที่ใชเปนบารโคดของสิ่งมีชีวิตสามารถพบในดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรีย 
คลอโรพลาสต และนิวเคลียส สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในพืชน้ัน นิยมใชตําแหนงบนดีเอ็นเอ
ที่ผานการวิจัยและยอมรับใหใชเปนบารโคดสําหรับพืชหลายตําแหนงดวยกัน ตัวอยางเชน matKrbcL 
internal transcribed spacers (ITS) psbA-trnH intergenic spacer และtrnL-trnF intergenic 
spacer เปนตน (สรวงและคณะ, 2554; Kress and Erickson, 2008) 
 การใชขอมูลทางพันธุกรรมควบคูไปกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนที่นิยมมากขึ้นในการจัด
จําแนกพืชชนิดตางๆ รวมถึงพืชกลุมพริกดวย ซึ่งไดมีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลและเทคนิคทาง
อณูวิทยาตางๆ เพ่ือชวยในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกและชวยในการระบุ
เอกลักษณสายพันธุ โดย Thul et al., (2012) ไดใชเทคนิค ISSR และ RAPD เพ่ือชวยในการจัด
จําแนกสายพันธุพริกในสกุล Capsicumจํานวน 6 ชนิด ที่ยากตอการจัดจําแนกดวยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ไดแก C. annuumC. baccatumC. chinenseC. eximiumC. frutescens และC. 
luteum โดยมีคาความแหมือนทางพันธุกรรมของวิธี ISSR และ RAPD อยูในชวง 23–88% และ11–
96% ตามลําดับ ในประเทศบังคลาเทศไดมีการจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอ และประเมินความหลากหลาย
ของเช้ือพันธุกรรมพริกจํานวน 22 ตัวอยางพันธุ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SSR จํานวน 13 
เครื่องหมาย (Hossain et al., 2014) ซึ่งพบวา SSR จํานวน 4 เครื่องหมาย (Hpms 1-41 Hpms 1-
155 Hpms 2-2และ Hpms 2-21) สามารถทําใหเกิดความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดโดยสามารถ
ตรวจวัดแอลลีลไดทั้งหมด 27 แอลลีล และมีคาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) อยู
ระหวาง 0.704-0.926 ซึ่งบงช้ีวาสายพันธุพริกเหลาน้ีมีแหลงกําเนิดที่แตกตางกันไป เมื่อสราง
แผนภาพความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางพริกแตละสายพันธุสามารถจําแนกพริกไดเปน 3 กลุม 
ซึ่งขอมูลที่ไดน้ีจะนําไปปรับปรุงลักษณะสายพันธุพริกที่สนใจได สําหรับในประเทศไทยมีการใช
เครื่องหมายโมเลกุล RAPD ในการประเมินพันธุกรรมพริก ไดแก C. annuum var. acuminatumC. 
chinensisC. frutescensและSolanum melongena(Kaewdoungdee and Tanee,2013)  
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 นอกจากน้ีการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดควบคูไปกับการประเมินทางสัณฐานวิทยาเปนที่นิยม
เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือใหไดมาซึ่งองคความรูที่ถูกตองและสมบูรณย่ิงขึ้น การคัดเลือกและการศึกษา
ประสิทธิภาพของเครื่องหมายพันธุกรรมสําหรับใชเปนบารโคดนับเปนขั้นตอนสําคัญเพ่ือใหไดมาซึ่ง
การจัดจําแนกพืชไดอยางถูกตองและแมนยําเพ่ิมมากขึ้น โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรมหลายชนิด 
ไดแก trnS-trnfMtrnL-trnTtrnH-psbAtrnF-trnLtrnD-trnTtrnCrpoBrps16 และmatKและยีนบน
นิวเคลียสwaxy introns ไดถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพของการเปนดีเอ็นเอบารโคด เพ่ือจัดจําแนก
และระบุเอกลักษณของพริกในสกุล Capsicum จํานวน 7 ชนิด ไดแก C. annuum C. baccatum 
C. chinense C. frutescens C. pubescens C. chacoense และ C. rhomboideum ที่ปลูกอยูใน
ประเทศจอรเจีย โดยพบวาดีเอ็นเอบารโคดที่ตําแหนง trnL-trnTtrnF-trnLและtrnH-psbA มีความ
แปรผันทางพันธุกรรมมากพอที่ทําใหสามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมที่มีความซับซอนของ
กลุม C. annuum complex (C. annuum C. chinenseและC. frutescens) ออกจากสายพันธุ
อ่ืนๆ ได นอกจากน้ี การเปลี่ยนแปลงแทนที่ลําดับเบสที่ตําแหนงยีน waxy ยังสามารถใชในการระบุ
ความแตกตางระหวางชนิดได โดยไดมีการเสนอใหใช trnH-psbAหรือtrnL-trnT และwaxy introns 
เปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดสําหรับประเมินสายพันธุของ C. annuum complex (C. annuum C. 
chinenseและC. frutescens)(Jarret, 2008) นอกจากน้ียีนตําแหนงpsbA-trnH เปนเพียงตําแหนง
เดียวที่มีการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดกับพริกในประเทศไทย จํานวน 3 ชนิด ไดแก C. annuum var. 
acuminatumC. chinensisและC. frutescens เพียงชนิดละ 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทาน้ัน โดยมีชวง
ความแปรผันทางพันธุกรรมประมาณ 0.23-0.26 (Kaewdoungdee and Tanee,2013)  
 จากการศึกษาที่ผานมาพบวาขอมูลในดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกยังมีอยาง
จํากัด และไมเพียงพอกับการอางอิงฐานขอมูลพันธุกรรมพริก โดยเฉพาะสายพันธุพริกในประเทศไทย 
ดังน้ันการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของพริกในประเทศไทยจะชวยใหงานดานอนุกรมวิธานและการจัด
จําแนกสายพันธุพริกมีความถูกตองสมบูรณย่ิงขึ้น ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดนอกจากจะใหประโยชน
ดานความหลากหลายทางพันธุกรรมแลว ยังสามารถระบุเอกลักษณของสายพันธุพริกไดซึ่งเปน
ประโยชนตอการจําแนกพริกที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายกันออกจากกันไดอีกดวย 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

1. การเก็บตัวอยางพริก 
 เก็บรวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพริกสายพันธุตางๆ ในประเทศไทย อยางนอย 
60 ตัวอยาง และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
 สกัดดีเอ็นเอของพริก 
 ปลูกพริกลงในกระถางที่มีวัสดุปลูก โดยใชตัวอยางพริกที่เก็บรวบรวมและอนุรักษไวจากขอ 1 
เก็บใบออนมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB หรือชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป แลวตรวจวัดคุณภาพของดีเอ็น
เอที่สกัดไดดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)และวิธีอะกาโรส เจล อิเล็กโตรโฟรี
ซิส (agarose gel electrophoresis) กอนคํานวณใหมีความเขมขนที่เหมาะสมตอการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
3. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
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 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีนในคลอโรพลาสตจํานวน 2 ยีน (matK, rbcL, และ psbA-
trnH) และยีนในนิวเคลียส 1 ยีน (ITS) รวมทั้งหมด 3 ยีน โดยใชคูไพรเมอรสําหรับยีนเหลาน้ัน และ
หาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาของคูไพรเมอรแตละคู จากน้ันตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่
เพ่ิมปริมาณไดโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
4. ทําบริสุทธ์ิช้ินสวนดีเอ็นเอ 
 นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 3 มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชชุดอุปกรณและสารเคมีสําหรับทํา
บริสุทธ์ิดีเอ็นเอ (purification kit)  
5. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 ผลผลิตพีซีอารที่ผานการทําบริสุทธ์ิแลวมาตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งควรจะไดแถบ
ดีเอ็นเอของยีนที่ตองการเพียง 1 แถบและไมมีการปนเปอนของแถบดีเอ็นเออ่ืน จากน้ันนําไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องมือและกรรมวิธีสําหรับการวิเคราะห 
6. การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพริกแตละสายพันธุ
ดวยการทํา DNA alignment ดวยโปรแกรม MEGA11 สรางวงศวานวิวัฒนาการของพริกดวยวิธี 
maximum likelihood และ Bayesian inference ดวยโปรแกรม RAxML และ MrBayes 3 
ตามลําดับ 
7. การจัดทําตัวอยางอางอิง 
 ทําการจัดเก็บตัวอยางอางอิงในรูปแบบดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -80°C ไวที่สํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี และจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Voucher 
specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหง และสงเก็บรวบรวมไวที่สํานักคุมครองพันธุพืช 
8. การลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูลของ NCBI เพ่ือนํา
หมายเลข accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลของพริก  
9. การบันทึก สรุปผล และจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล 
 บันทึกขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทด สรุปผลขอมูลดานความหลากหลายทาง
พันธุกรรม และนําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดไปจัดทําเปนฐานขอมูลตอไป 

2. นําตัวอยางใบพืชพ้ืนเมืองภาคใตมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ตามวิธีของ Cuberson 
and Crespo(2002) โดยเตรียมใบพืชประมาณ 20-50 มิลลิกรัม และ stainless steel beads ขนาด 
1 มิลลิเมตร จํานวน 10 เม็ด ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวกขนาด 2.0 มิลลิลิตร แชใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนําไปบดดวยเครื่อง Mixer MM 400 โดยความถี่ 30 เฮิรตซ 
เปนเวลา 2 นาทีหรือจนกวาตัวอยางจะละเอียด เติม CTAB extraction buffer หลอดละ 400 
ไมโครลิตรและ เติม 5% (w/v) PVPP (Polyvinyl polypyrrolidone) 100 ไมโครลิตร จากน้ันบมที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล 
(Choloroform / isoamyl alcohol) ในอัตราสวน 24 : 1ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
โดยใชเครื่องเขยาผสมสาร (vortex) ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ถาย
สวนใสที่อยูช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวกหลอดใหมเจือจางสวนใส 3 เทา ดวย CTAB 
precipitation buffer ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งให
เหลือเพียงตะกอน เติมสารละลาย 1.2 M NaCl ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอน เติม  
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RNAase buffer ความเขมขน 10 เทา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเติม RNAase A ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร (vortex) บมที่
อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมละลาย  1.2 M NaCl ปริมาตร 370 ไมโครลิตร 
จากน้ันเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล (Choloroform / isoamyl alcohol) 
ในอัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  อีกครั้งผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร ปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนใสที่อยูช้ันบนใสในหลอดไมโครเซ็น
ตริฟวกหลอดใหม เติมสารละลาย 2-โพรพานอล (isopropanol) ปริมาณ 0.6 เทา ของปริมาตรสวน
ใสในแตละหลอด (ถามีสวนใส 100 ไมโครลิตร จะเติม 2-โพรพานอล 60 ไมโครลิตร) ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้งใหเหลือ
เพียงตะกอน เติมเอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที เทสวนใสทิ้ง ทิ้งตะกอน
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมนํ้ากลั่นน่ึงฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ และ
เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอในสภาพแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส 

3. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยเตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอ
ตนแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer without MgCl2 2 ไมโครลิตร, 
25 mM MgCl21ไมโครลิตร, 2mM dNTP 1ไมโครลิตร, ไพรเมอร (20 uM) อยางละ 0.5 ไมโครลิตร 
ที่จําเพาะของยีนแตละตําแหนง ITS, rbcLและ trnH–psbA (ตารางที่ 1.5.1), Pfu DNA 
polymerase ย่ีหอ Vivantis (5 unit) 0.1 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร โดยต้ัง
โปรแกรมการทํางานของเครื่อง Simpliamp themal cycle ดังน้ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 
1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 
นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 5นาที 1 รอบ แลวตรวจสอบผลดวยวิธี
อิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต ใน 
1X TBE buffer ที่เติม SERVA DNA Stain G ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 10 มิลลิลิตร
โดยใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลด เปนเวลา 30 นาที และใชช้ินสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตรโดยใชเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV-
Transilluminator) และบันทึกภาพดวยกลองถายรูปเจล 

 
ตารางที่ 1.5.1 คูไพรเมอรสําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน ITS, rbcL และ trnH–

psbAmatK 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ ตําแหนงยีน ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

1 ITS 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG White et al., 1990 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990 

2 
 

rbcL 
rbcLa-F ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC Lavin, 2003 

rbcLa-R GTAAAATCAAGTCCACCRCG 
Kress and 

Erickson, 2007 

3 trnH–psbA 
trnHf_05 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 

Tate and 
Simpson, 2003 

psbA3'f GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al., 1997 
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   4. นําผลผลิตพีซีอารมาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด FavorPrep GEL/ PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Favorgen ดังน้ี นําพีซีอาร 50 ไมโครลิตร มาเติม FADF Buffer จํานวน 5 เทาคือ 250ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน FADFColumn นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 30 
วินาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
11,000 x g นาน 30 วินาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใส
หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร2
ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1x TBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต
เปนเวลา 30 นาที ยอมดวย SERVA DNA Stain G บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV 
Transilluminators จากน้ันสงผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณยีน 
ITS, rbcLและ trnH–psbAและ ไปหาตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
   5. นําลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบรอยละความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและ
ระบุความถูกตองของชนิดพืชในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากน้ันนํามาวิเคราะหหาความจําเพาะ
และประสิทธิภาพในความความเหมาะสมในการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการจัดจําแนกชนิดแตละ
ชนิด 
   6. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชผักพ้ืนเมือง
ภาคใตแตละชนิดดวยการทํา DNA alignment ดวยโปรแกรม MEGA 11 สรางวงศวานวิวัฒนาการ
ของพริกดวยวิธี maximum likelihood ดวยโปรแกรม RAxML หรือ MEGA 11 และวิธี Bayesian 
inference ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.1.2 เพ่ือจัดกลุมทางอนุกรมวิธานและยืนยันประสิทธิ
ของดีเอ็นเอบารโคดแตละบริเวณและวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการทํา 
haplotype diversity ดวยโปรแกรม DnaSP ver. 6.12.03 
   7. ทําการจัดเก็บตัวอยางอางอิงในรูปแบบดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -80°C ไวที่สํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี และจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Voucher 
specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหง และสงเก็บรวบรวมไวที่สํานักคุมครองพันธุพืช 
   8. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูลของ NCBI เพ่ือนํา
หมายเลข accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลของพริก  
   9. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของพริกไวในฐานขอมูล เพ่ือการ
ตรวจสอบยอนกลับและการเช่ือมโยงขอมูล ลักษณะทางพฤกษศาสตร และดีเอ็นเอของพริก 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Resultsand Discussion) 
1. การเก็บรวมรวบเช้ือพันธุและดีเอ็นเออางอิงของพริก 
 จากการเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือพันธุพริกจากภูมิภาคตางๆ ในประเทศไทย จํานวน 15 
จังหวัด ไดแก กําแพงเพชร กาญจนบุรี กาฬสินธุเชียงใหม ชลบุรี ชัยภูมิ นาน ปทุมธานี พิษณุโลก
พัทลุง ยะลา ระยอง ราชบุรี สระแกวและ สกลนคร โดยสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือพันธุพริก
และสกัดดีเอ็นเพ่ือศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและเก็บรักษาไวเปนดีเอ็นเออางอิงทั้งหมดจํานวน 84 
ตัวอยาง รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 1.5.2 
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ตารางที่ 1.5.2 แสดงรายละเอียดขอมูลดีเอ็นเอของพริก (Capsicum spp.) ที่เก็บรักษาไวในธนาคาร
เช้ือพันธุพืชและจุลินทรีย กรมวิชาการเกษตร 

ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

1 CAP1 พิจิตร 05 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
2 CAP2 พิจิตร 25-1-1-1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
3 CAP3 พิจิตร 27-2-1-1-1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
4 CAP4 พริก ศก. 13 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
5 CAP5 พริกชอ 1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
6 CAP6 พริกดอเรืองทรัพย ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
7 CAP7 พริกยอดสน #2 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
8 CAP8 พริกยอดสน #3 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
9 CAP9 พริกเหลืองน้ําสม ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
10 CAP10 พริก #1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
11 CAP11 พริกกะเหรี่ยง ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
12 CAP12 พริก #7 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
13 CAP13 พริก #8 ขาว ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
14 CAP14 พริก #8 เขียว ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
15 CAP15 พริกบางชาง 1 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
16 CAP16 พริกบางชาง 2 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
17 CAP17 พริกบางชาง 3 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
18 CAP18 พริกบางชาง 4 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
19 CAP19 พริกบางชาง 5 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
20 CAP20 พริกบางชาง 6 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
21 CAP21 พริกจินดา จ.เชียงใหม C. annuum Solanaceae 
22 CAP22 พริกเดือยไก จ.เชียงใหม C. annuum Solanaceae 
23 CAP23 พริกหยวกขาว จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
24 CAP24 พริกหนุมเขียวมัน จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
25 CAP25 พริกหนุมขาว จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
26 CAP26 พริกขี้หนูสวน จ.สกลนคร C. frutescens Solanaceae 
27 CAP27 พริกเหลือง จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
28 CAP28 พริกสรอยไก  จ.สกลนคร C. frutescens Solanaceae 
29 CAP29 พริกตุม จ.ระยอง C. annuum Solanaceae 
30 CAP30 พริกดําระยอง จ.ระยอง C. annuum Solanaceae 
31 CAP31 พริกขี้หนูหัวเรือ ศก.13 สวส.กทม. C. frutescens Solanaceae 
32 CAP32 พริกจินดา สวส. กทม. C. frutescens Solanaceae 
33 CAP33 พริกขี้หนูสวน จ.ปทุมธาน ี C. frutescens Solanaceae 
34 CAP34 พริกขี้หนูสวน กจ. 8-6-

10-1-2 
สวส.กทม. C. frutescens Solanaceae 

35 CAP35 พริกขี้หนูสวน กจ. 1 จ.ชลบุรี C. frutescens Solanaceae 
36 CAP36 พริกขี้หนูสวน จ.กําแพงเพชร C. frutescens Solanaceae 
37 CAP37 พริกขี้หนูขาว กทม. C. frutescens Solanaceae 
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

38 CAP38 พริกไสเดือน อ.เวียงสา จ.นาน C. annuum Solanaceae 
39 CAP39 พริกฟกทอง จ.ปทุมธาน ี C. annuum Solanaceae 
40 CAP40 พริกจาราปโน กทม. C. annuum Solanaceae 
41 CAP41 พริกหวานยักษ #1 กทม. C. annuum Solanaceae 
42 CAP42 พริกโจลอง กทม. C. annuum Solanaceae 
43 CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว กทม. C. annuum Solanaceae 
44 CAP44 พริกเลมอนดรอป จ.นาน C. baccatum Solanaceae 
45 CAP46 พริกบุตโจโลเกีย จ.นาน C. chinense Solanaceae 
46 CAP47 พริกเกาหลี  จ.ปทุมธาน ี C. annuum Solanaceae 
47 CAP48 พริกเสนยาว จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
48 CAP49 พริกหวานเชอรรี่ จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
49 CAP50 พริกเขาวัวยักษ จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
50 CAP51 พริกกะเหรี่ยง พัทลุง จ.พัทลุง C. frutescens Solanaceae 
51 CAP52 พริกเหลืองพัทลุง จ.พัทลุง C. frutescens Solanaceae 
52 CAP53 พริกขี้หนู จ.นาน C. frutescens Solanaceae 
53 CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร จ.นาน C. chinense Solanaceae 
54 CAP56 พริกบุตโจโลเกีย จ.นาน C. chinense Solanaceae 
55 CAP57 พริกปศาจ จ.ราชบุร ี C. chinense Solanaceae 
56 CAP58 พริกหยวก จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
57 CAP59 พริกหวานยักษ #2 กทม. C. annuum Solanaceae 
58 CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ กทม. C. annuum Solanaceae 
59 CAP61 พริกยาว กทม. C. annuum Solanaceae 
60 CAP62 พริกจินดา จ.ชัยภูมิ C. annuum Solanaceae 
61 CAP63 พริกจินดา จ.ชัยภูมิ C. annuum Solanaceae 
62 CAP64 พริกจินดา จ.ชัยภูมิ C. annuum Solanaceae 
63 CAP65 พริกจินดา จ.สระแกว C. annuum Solanaceae 
64 CAP66 พริกจินดา  จ.กาฬสินธุ C. annuum Solanaceae 
65 CAP67 พริกขี้หนูสวน ยะลา 1 จ.ยะลา C. frutescens Solanaceae 
66 CAP68 พริกขี้หนูสวน ยะลา 2 จ.ยะลา C. frutescens Solanaceae 
67 CAP69 พริกขี้หนูสวน ยะลา 3 จ.ยะลา C. frutescens Solanaceae 
68 CAP70 พริกขี้หนูสวน ยะลา 5 จ.ยะลา C. frutescens Solanaceae 
69 CAP71 พริกขี้หนูสวน ยะลา 13 จ.ยะลา C. frutescens Solanaceae 
70 CAP72 พริกกะเหรี่ยง 1 จ.กาญจนบุร ี C. frutescens Solanaceae 
71 CAP73 พริกกะเหรี่ยง 3 จ.กาญจนบุร ี C. frutescens Solanaceae 
72 CAP74 พริกกะเหรี่ยง 4 จ.กาญจนบุร ี C. frutescens Solanaceae 
73 CAP75 พริกขี้หนูขาว  จ.พิษณุโลก C. frutescens Solanaceae 
74 CAP76 พริกจินดา 2 จ.กาญจนบุร ี C. annuum Solanaceae 
75 CAP77 พริกจินดา 7 จ.กาญจนบุร ี C. annuum Solanaceae 
76 CAP78 พริกจินดา 9 จ.กาญจนบุร ี C. annuum Solanaceae 
77 CAP79 พริกจินดา 10 จ.กาญจนบุร ี C. annuum Solanaceae 
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

78 CAP80 พริกกะเหรี่ยงยาว จ.นาน C. frutescens Solanaceae 
79 CAP81 พริกชี้ฟา จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
80 CAP82 พริกชี้ฟา กทม. C. annuum Solanaceae 
81 CAP83 พริกขี้หนู จ.ปทุมธาน ี C. frutescens Solanaceae 
82 CAP84 พริกเสนยาว จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
83 CAP85 พริกชี้ฟา ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
84 CAP86 พริกขี้หนู จ.ปทุมธาน ี C. frutescens Solanaceae 

 
2. การศึกษาลักษณะทางพฤกศาสตรของพริก 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกสายพันธุที่รวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวน 
84 ตัวอยาง โดยไดศึกษาลักษณะของตน ใบ ดอก ผล ตําแหนงการติดดอกและการติดผล  พบวา
สามารถจัดจําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกในประเทศไทยไดจํานวน 4 ชนิด ไดแกC. 
annuum L. C. baccatum L. C. chinense Jacq.และ C. frutescens L. และจากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวามีลักษณะที่ปรากฏ ดังน้ี  

1. Capsicum annuumมีความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาสูงมาก โดยมีกลีบ
ดอกสีขาวหรือมวง กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 1-2 ดอกตอซอกใบ ยกเวนพริกชอ
สามารถพบไดถึง 7 ดอกตอซอกใบอับเกสรตัวผูสีเขียว เทาอมเขียว หรือ มวง กานชูดอกมีทั้งแบบต้ัง
ตรง กึ่งหอยลง หรือหอยลง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียวแหลม ขอบใบเรียบ ลําตนมีทั้งแบบมีขนและไม
มีขน ผลมีหลายขนาดมีทั้งแบบผลเรียวยาว ผลกลม ไปจนถึงผลขนาดผลใหญรูปทรงกระด่ิง สีผลออน
มีทั้ง เขียวออน เขียว เขียวเขม หรือมวงดํา สีผลแกมีสีเหลือง หรือแดง ลักษณะการติดผลมีทั้งแบบ
ต้ังขึ้นและหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.2 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.5.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. annuumA-C) ลักษณะสีดอก D-F)ลักษณะผลและสี
ผลระยะตางๆ G-I) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

A B C 

D E F 

G H I 
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2. Capsicum baccatum มีกลีบดอกสีขาวและมีแปะสีเขียวที่ใกลบริเวณฐานกลีบดอก กลีบดอกมี
จํานวน 5 กลีบดอกมีจํานวน 1 ดอกตอซอกใบ อับเกสรตัวผูสีขาว กานชูดอกต้ังตรง ใบสีเขียว รูปไข
ปลายเรียวแหลม ขอบใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลเรียวยาวตรงกลางพองออก รูปกระสวย ผลออนมีสี
เขียว ผลแกมีสีเหลือง ลักษณะการติดผลแบบหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.3 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.3ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. baccatumA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) 
ลักษณะสีผลระยะตางๆ และ D) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

3. Capsicum chinenseมีกลีบดอกสีขาวครีม กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 3-
5 ดอกตอซอกใบ อับเกสรตัวผูสีเทาอมมวง กานชูดอกแบบก่ึงหอยลง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียว
แหลม ขอบใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลมีขนาดปานกลาง รูปรางไมแนนอนสวนใหญมีลักษณะสั้นดาน
หน่ึงพองออกอีกดานหน่ึงยุบเขาไมสมมาตร ผิวผลไมเรียบ ผลออนมีสีเขียว ผลแกมีสีแดง การติดผลมี
ลักษณะหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.4 ตารางที่ 1.5.3) 
 

 
 
 

 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.4ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. chinenseA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) ลักษณะ
สีผลระยะตางๆ และ D) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

4. Capsicum frutescensมีความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาคอยขางสูง โดย
มีกลีบดอกสีเขียวอมเหลือง กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 1-2 ดอกตอซอกใบอับเกสรตัว
ผูสีเหลือง เหลืองเขียว หรือเทาอมมวง กานชูดอกแบบต้ังตรง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียวแหลม ขอบ

A B 

C D 

A B 

C D 
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ใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลมีหลายขนาดมีทั้งแบบผลขนาดเล็กเรียวสั้น หรือขนาดกลางเรียวยาว 
รูปทรงกระสวย สีผลออนมีทั้ง ขาวเขียว เขียวออน หรือเขียว สีผลแกมีสีสมแดง หรือแดง ลักษณะ
การติดผลมีทั้งแบบต้ังขึ้นและหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.5 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.5ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. frutescensA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) 
ลักษณะสีผลระยะตางๆ และ D) ผลผานตามยาวและเมล็ด 

A B 

C D 
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ตารางที่ 1.5.3 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกสายพันธุตางๆ 
 

รหัส
ตัวอยาง 

ชื่อพันธุ 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

สีกลีบดอก การติดดอก 
สีอับ 
เกสร 

สีปลาย 
เกสรตัวเมีย 

จํานวนดอก
ตอซอกใบ 

ขนตาม 
ลําตน 

รูปรางผล สีผลออน สีผลแก ทรงตน 
ความสูงตน

(cm) 

CAP1 พิจิตร 05 ขาว หอยลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP2 พิจิตร 25-1-1-1 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP3 พิจิตร 27-2-1-1-1 ขาว หอยลง ครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP4 พริก ศก. 13 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP5 พริกชอ 1 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-7 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP6 พริกดอเรืองทรัพย ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวออน แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP7 พริกยอดสน #2 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP8 พริกยอดสน #3 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP9 พริกเหลืองน้ําสม ขาว หอยลง เทาอมเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว เหลือง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP10 พริก #1 ขาว หอยลง เทาอมเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP11 พริกกะเหรี่ยง 
ขาว 

กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขีย เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP12 พริก #7 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP13 พริก #8 ขาว ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP14 พริก #8 เขียว ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP15 พริกบางชาง 1 ขาว หอยลง ครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP16 พริกบางชาง 2 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP17 พริกบางชาง 3 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP18 พริกบางชาง 4 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP19 พริกบางชาง 5 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 
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รหัส
ตัวอยาง 

ชื่อพันธุ 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

สีกลีบดอก การติดดอก 
สีอับ 
เกสร 

สีปลาย 
เกสรตัวเมีย 

จํานวนดอก
ตอซอกใบ 

ขนตาม 
ลําตน 

รูปรางผล สีผลออน สีผลแก ทรงตน 
ความสูงตน

(cm) 

CAP20 พริกบางชาง 6 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP21 พริกจินดา ขาว หอยลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP22 พริกเดือยไก 
ขาว 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
ปอม 

เขียวออน
อมเหลือง 

แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP23 พริกหยวกขาว 
ขาว 

หอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว 
เขียวออน
อมเหลือง 

แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP24 พริกหนุมเขียวมัน ขาว ก่ึงต้ัง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP25 พริกหนุมขาว 
ขาว 

หอยลง 
เทาอม
เหลือง 

เหลือง 1 
มีขนปาน

กลาง 
เรียวยาว เขียวออน แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP26 พริกขี้หนูสวน ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง ครีม เหลือง 2 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP27 พริกเหลือง ขาว ก่ึงหอยลง เทาครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว เหลือง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP28 พริกสรอยไก ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP29 พริกตุม ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน กลม เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP30 พริกดําระยอง มวง กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว มวง 1 ไมมีขน เรียวยาว มวงดํา แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP31 พริกขี้หนูหัวเรือ ศก.13 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวงเทา เหลือง 1-2 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP32 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP33 พริกขี้หนูสวน 
ขาวอม
เหลือง 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP34 พริกขี้หนูสวน กจ. 8-6-10-1-2 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP35 พริกขี้หนูสวน กจ. 1 ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เข ียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP36 พริกขี้หนูสวน 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เข ียวเหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 
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CAP37 พริกขี้หนูขาว เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว ขาวครีม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP38 พริกไสเดือน ขาว ก่ึงหอยลง เขียวเหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP39 พริกฟกทอง ขาว ก่ึงหอยลง มวงเทา เหลือง 1-2 
มีขน

เล็กนอย 
กลม เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP40 พริกจาราปโน ขาว ก่ึงหอยลง เขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน ทรงกรวย เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP41 พริกหวานยักษ #1 ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน 
ทรง

กระด่ิง 
เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP42 พริกโจลอง ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน ทรงกรวย เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP44 พริกเลมอนดรอป 
ขาวมีแปะ
เขียวที่ฐาน 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน ทรงกรวย เขียวออน เหลือง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP46 พริกบุตโจโลเกีย ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-4 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP47 พริกเกาหลี ขาว หอยลง เทามวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP48 พริกเสนยาว ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP49 พริกหวานเชอรรี่ ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน กลม เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP50 พริกเขาวัวยักษ ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP51 พริกกะเหรี่ยง ครีมเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP52 พริกเหลืองพัทลุง ครีมเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว ขาวครีม แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP53 พริกขี้หนู เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร ครีมเหลือง ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP56 พริกบุตโจโลเกีย ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 
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CAP57 พริกปศาจ ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP58 พริกหยวก ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP59 พริกหวานยักษ #2 ขาว ก่ึงหอยลง เขียวเหลือง เหลือง 1-3 ไมมีขน 
ทรง

กระด่ิง 
เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ ขาว ก่ึงหอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP61 พริกยาว ขาว หอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP62 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP63 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP64 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP65 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP66 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP67 พริกขี้หนูสวน ยะลา 1 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP68 พริกขี้หนูสวน ยะลา 2 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP69 พริกขี้หนูสวน ยะลา 3 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP70 พริกขี้หนูสวน ยะลา 5 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP71 พริกขี้หนูสวน ยะลา 13 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP72 พริกกะเหรี่ยง 1 ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง ครีม เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP73 พริกกะเหรี่ยง 3 เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 
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CAP74 พริกกะเหรี่ยง 4 เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง มวงแดง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP75 พริกขี้หนูขาว 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียวครีม แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP76 พริกจินดา 2 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP77 พริกจินดา 7 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP78 พริกจินดา 9 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP79 พริกจินดา 10 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP80 พริกกะเหรี่ยงยาว ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP81 พริกชี้ฟา ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP82 พริกชี้ฟา ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 มีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP83 พริกขี้หนู 
เขียวอม
เหลือง 

กานต้ังปลายคว่ําลง เขียวเทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง 
แตกพุม
แนบราบ 

ผลต้ัง 

CAP84 พริกเสนยาว ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 มีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP85 พริกกระเหรี่ยง เหลืองครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP86 พริกขี้หนู เขียวเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง 
แตกพุม
แนบราบ 

ผลต้ัง 
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3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของดีเอ็นเอบารโคดดวยวิธี PCR 
เมื่อทดลองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณดีเอ็นเอบารโคด ITS, rbcLและ trnH–psbA ดวย

เทคนิคพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรดังแสดงในตารางที่ 1.5.1 พบวาสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดในพืช
ทั้ง 84 ตัวอยาง ซึ่งผลิตภัณฑพีซีอารที่สามารถเพ่ิมปริมาณไดมีขนาดแตกตางกัน (ภาพที่ 1.5.6) ดังน้ี  

1. ตําแหนงยีน ITS ดวยคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 ขนาดประมาณ 800-1000 คูเบส  
2. ตําแหนงยีน rbcL ดวยคูไพรเมอร rbcLa-F กับ rbcLa-R ขนาดประมาณ 800-900 คูเบส  
3. ตําแหนงยีน trnH–psbA ดวยคูไพรเมอร trnHf_05 กับ psbA_3'f ขนาดประมาณ 600-  
   700 คูเบส 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.5.6 แสดงตัวอยางขนาดดีเอ็นเอของพริกที่เพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR จากดีเอ็นเอบารโคด
ตําแหนงตางๆ ตําแหนง ITS (มีขนาดระหวาง 800-1000 bp) rbcL ตําแหนง (มีขนาดระหวาง 800-
900 bp) และตําแหนง trnH-psbA (มีขนาดระหวาง 600-700 bp)  
3. การวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของผลติภัณฑพีซีอาร 
 จาการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากดีเอ็นเอบารโคดตําแหนง 
ITS rbcLและ trnH–psbAพบวา สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดจํานวน 228 เสน ไดแก ITS 
จํานวน 60 เสน rbcLจํานวน 84 เสน และ trnH–psbA จํานวน 84 เสน ดังแสดงในตารางที่ 1.5.4 
และเมื่อเปรียบเทียบความสําเร็จในการเพ่ิมจํานวนและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ยีน
ตําแหนง rbcL และ trnH–psbA มีโอกาสความสําเร็จมากที่สุดคิดเปน 100% สวนตําแหนง ITS มี
โอกาสความสําเร็จคิดเปน 71% (ตารางที่ 1.5.5)ซึ่งช้ีเห็นถึงแนวโนมการเปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด
ที่ดีของตําแหนง rbcL และ trnH–psbA โดยตําแหนง ITS มีโอกาสประสบความนอยกวาตําแหนง
อ่ืนๆ อาจจะเปนผลมาจากการปนเปอนของจีโนมิคดีเอ็นเอความไมจําเพาะของคูไพรเมอรกับชนิดพืช
หรือไพรเมอรสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนไดอันเน่ืองมาจากการเปนยูนิเวอรแซล
ไพรเมอร (universal primer) โดยเฉพาะตําแหนงITSเปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดที่ใชระบุชนิดไดทั้ง
พืชและรา โดยบางไพรเมอรมีการออกแบบไพรเมอรใชกับราและก็สามารถใชไดกับพืชดวย (white et 
al. 1990) บางครั้งราสามารถอาศัยอยูภายเน้ือเย่ือพืชแบบ symbiotic(Rodriguez et al., 2009) ทํา
ใหมีโอกาสงายที่ช้ินสวนดีเอ็นเอของราจะปนเปอนไดทําใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นของพืชในขั้นตอน 
PCR มีดีเอ็นเอของราปนมาดวย (Cheng et al., 2015) จึงทําใหไมสามารถอานผลลําดับนิวคลิโอไทด
ไดและอีกประการหน่ึงอาจจะมาจากความไมจําเพาะของไพรเมอรของตําแหนง ITSที่นํามาใชทําใหมี
ตําแหนงจับมากวาหน่ึงตําแหนงหรือการเกิดจากการที่มีชวงจับของไพรเมอรไดหลายชวงที่แตละชวงมี
ขนาดไมเทากันและขนาดตางกันไมมากนักจึงทําใหสามารถเพ่ิมจํานวนหรือไมสามารถมองเห็นขนาด
ของแถบดีเอ็นเอที่แตตางกันเล็กนอยได ซึ่งทําใหไมสามารถอานผลลําดับนิวคลีโอไทดไดหรือแมแตผล
ที่อานไดก็ไมมีความนาเช่ือถือเน่ืองจากรหัสสัญญาณการอานผลไมจัดเจนและมีสัญญาณอ่ืนรบกวน 

ITS 
 

rbcL 

 
trnH-psbA 
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แสดงดังภาพที่ 1.5.7 นอกจากน้ีมีรายงานวาตําแหนง ITSมีอัตราความสําเร็จในการทํา PCR คอนขาง
ตํ่าในพืชหลายกลุมโดยพบวานอยกวา 50%ในกลุมสาหราย (Saunders and Kucera 2010) และ
เฟรน (Chen et al. 2010)ประมาณ 57.6%ในพืชกลุม gymnosperms และประมาณ88.0% ในพืช
กลุม angiosperms (Li et al. 2011) ดังน้ันจากผลการทดลองช้ีใหเห็นวาควรมีการออกแบบไพร
เมอรที่ตําแหนง ITS ใหเปนดีเอ็นบารที่จําเพาะกับพืช (plant-specific primers) รวมถึงพืชในกลุม
พริกมากย่ิงขึ้นเพ่ือใหงายตอการใชประโยชนและการศึกษาตอยอดตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.5.7 แสดงตัวอยางสัญญาณการอานผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด A) อานผลลําดับนิ
วคลีโอไทดไมได B) อานผลลําดับนิวคลีโอไทดไดแตสัญญาณไมจัดเจน และ C) อานผลลําดับนิวคลีโอ
ไทดสัญญาณลําดับนิวคลีโอไทดจัดเจน 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1.5.4 แสดงตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดและตัวอยางชนิดพืชที่สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดได 

ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

ITS rbcL trnH–psbA 
1 CAP1 พิจิตร 05    

2 CAP2 พิจิตร 25-1-1-1    

3 CAP3 พิจิตร 27-2-1-1-1    

4 CAP4 พริก ศก. 13    

5 CAP5 พริกชอ 1    

6 CAP6 พริกดอเรืองทรัพย    

7 CAP7 พริกยอดสน #2    

8 CAP8 พริกยอดสน #3    

9 CAP9 พริกเหลืองน้ําสม    

A 

B 

C 
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

ITS rbcL trnH–psbA 
10 CAP10 พริก #1    

11 CAP11 พริกกะเหรี่ยง    

12 CAP12 พริก #7    

13 CAP13 พริก #8 ขาว    

14 CAP14 พริก #8 เขียว    

15 CAP15 พริกบางชาง 1    

16 CAP16 พริกบางชาง 2    

17 CAP17 พริกบางชาง 3    

18 CAP18 พริกบางชาง 4    

19 CAP19 พริกบางชาง 5    

20 CAP20 พริกบางชาง 6    

21 CAP21 พริกจินดา    

22 CAP22 พริกเดือยไก    

23 CAP23 พริกหยวกขาว    

24 CAP24 พริกหนุมเขียวมัน    

25 CAP25 พริกหนุมขาว    

26 CAP26 พริกขี้หนูสวน    

27 CAP27 พริกเหลือง    

28 CAP28 พริกสรอยไก     

29 CAP29 พริกตุม    

30 CAP30 พริกดําระยอง    

31 CAP31 พริกขี้หนูหัวเรือ ศก.13    

32 CAP32 พริกจินดา    

33 CAP33 พริกขี้หนูสวน    

34 CAP34 พริกขี้หนูสวน กจ. 8-6-10-1-2    

35 CAP35 พริกขี้หนูสวน กจ. 1    

36 CAP36 พริกขี้หนูสวน    

37 CAP37 พริกขี้หนูขาว    

38 CAP38 พริกไสเดือน    

39 CAP39 พริกฟกทอง    

40 CAP40 พริกจาราปโน    

41 CAP41 พริกหวานยักษ #1    

42 CAP42 พริกโจลอง    

43 CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว    

44 CAP44 พริกเลมอนดรอป    

45 CAP46 พริกบุตโจโลเกีย    

46 CAP47 พริกเกาหลี     

47 CAP48 พริกเสนยาว    

48 CAP49 พริกหวานเชอรรี่    

49 CAP50 พริกเขาวัวยักษ    
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

ITS rbcL trnH–psbA 
50 CAP51 พริกกะเหรี่ยง พัทลุง    

51 CAP52 พริกเหลืองพัทลุง    

52 CAP53 พริกขี้หนู    

53 CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร    

54 CAP56 พริกบุตโจโลเกีย    

55 CAP57 พริกปศาจ    

56 CAP58 พริกหยวก    

57 CAP59 พริกหวานยักษ #2    

58 CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ    

59 CAP61 พริกยาว    

60 CAP62 พริกจินดา    

61 CAP63 พริกจินดา    

62 CAP64 พริกจินดา    

63 CAP65 พริกจินดา    

64 CAP66 พริกจินดา     

65 CAP67 พริกขี้หนูสวน ยะลา 1    

66 CAP68 พริกขี้หนูสวน ยะลา 2    

67 CAP69 พริกขี้หนูสวน ยะลา 3    

68 CAP70 พริกขี้หนูสวน ยะลา 5    

69 CAP71 พริกขี้หนูสวน ยะลา 13    

70 CAP72 พริกกะเหรี่ยง 1    

71 CAP73 พริกกะเหรี่ยง 3    

72 CAP74 พริกกะเหรี่ยง 4    

73 CAP75 พริกขี้หนูขาว     

74 CAP76 พริกจินดา 2    

75 CAP77 พริกจินดา 7    

76 CAP78 พริกจินดา 9    

77 CAP79 พริกจินดา 10    

78 CAP80 พริกกะเหรี่ยงยาว    

79 CAP81 พริกชี้ฟา    

80 CAP82 พริกชี้ฟา    

81 CAP83 พริกขี้หนู    

82 CAP84 พริกเสนยาว    

83 CAP85 พริกชี้ฟา    

84 CAP86 พริกขี้หนู    

จํานวนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหได 60 84 84 

 
ตารางที่ 1.5.5 แสดงรอยละความสําเร็จของการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดแต
ละตําแหนง 

ตําแหนง จํานวนตัวอยาง จํานวนลําดับนิวคลีโอไทด ความสําเร็จในการวิเคราะห 
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ดีเอ็นเอบารโคด (เสน) (%) 
ITS 84 60 71 
rbcL 84 84 100 

trnH–psbA 84 84 100 
รวม ไดลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 228 เสน 

 
4. การวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและเปรียบเทียบความคลายคลึงกนัของลําดับนิวคลีโอไทดกับ
ฐานขอมูล GenBank ของพริก 

จากการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดบริเวณยีนตําแหนงITS rbcLและtrnH–psbAของพริกจํานวน 
84 ตัวอยาง โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดในแตละตัวอยางและคาความคลายคลึง
กันในการระบุชนิดพืช มีดังน้ี 

ตารางที่ 1.5.6ตารางเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนแตละตําแหนงของ
พริกกับฐานขอมูล GenBank  

รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP1 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP2 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP3 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP4 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP5 - - 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP6 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP7 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP8 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP9 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP10 C. annuum 97% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP11 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP12 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP13 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP14 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP15 C. annuum 97% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP16 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP17 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP18 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP19 C. annuum 97% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP20 C. annuum 96% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP21 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP22 C. annuum 97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP23 C. annuum 99% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP24 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP25 C. annuum 96% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP26 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP27 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP28 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP29 C. annuum 97% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP30 C. annuum 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP31 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP32 
C. chinense 
C. frutescens 

92% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP33 
C. chinense 
C. frutescens 

98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP34 
C. chinense 
C. frutescens 

98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP35 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP36 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP37 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP38 C. chinense 98% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP39 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP40 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP41 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP42 C. chinense 92% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP43 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP44 C. baccatum 92% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% C. baccatum 100% 

CAP46 C. chinense 97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP47 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP48 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP49 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP50 C. chinense 90% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP51 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP52 
C. chinense 
C. frutescens 

98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP53 
C. chinense 
C. frutescens 

98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP55 
C. chinense 
C. frutescens 

96% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP56 
Capsicum sp. 
'Bhut Jolokia' 

96% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP57 
Capsicum sp. 
'Bhut Jolokia' 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP58 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP59 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP60 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP61 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP62 C. annuum 97% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP63 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP64 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP65 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP66 C. annuum 92% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP67 
C. chinense 
C. frutescens 

98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP68 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP69 C. chinense 99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP70 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP71 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP72 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP73 C. frutescens 97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP74 
C. chinense 
C. frutescens 

99% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP75 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
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รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล GenBank 
ITS rbcL trnH-psbA 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

ชนิดพืช 
ความ
เหมือน 

CAP76 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP77 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP78 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP79 C. chinense 90% 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP80 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP81 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP82 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP83 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP84 - - 
C. annuum 

C. baccatum 
C. pubescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP85 C. chinense 98% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

CAP86 
C. chinense 
C. frutescens 

97% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 
C. annuum 
C. chinense 
C. frutescens 

100% 

 
จากการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล GenBank เพ่ือ

ทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในการระบุชนิดของพริกแตละชนิดพบวาดีเอ็นบารโคดที่ยีน
ตําแหนงITS rbcL และtrnH-psbA สามารถระบุในระดับสกุลของพริกไดถูกตอง คือ สกุล Capsicum
โดยตําแหนง ITS สามารถระบุชนิดของพริกได 2 ชนิด คือ C. baccatumมีความเหมือนอยูที่ 92% 
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และ C. annuumมีความเหมือนอยูที่ 92-99% ในขณะไมสามารถแยก C. chinenseและ C. 
frutescens ออกจากกันไดอยางชัดเจน โดยใหคาความเหมือนอยูที่ 90-99% สวนยีนตําแหนง rbcL 
พบวาสามารถแบงไดเปน 2 กลุม โดยแตละกลุมใหคาความเหมือน 100% ไดแก กลุมที่ 1 เมื่อ
เปรียบเทียบแลวเหมือนกับพริกชนิดC. annuum C. baccatumและC. pubescensและกลุมที่ 2 
เหมือนกับพริกชนิดC. annuum C. chinenseและ C. frutescensและที่ยีนทํา trnH-psbAพบวา
สามารถระบุพริกC. baccatum (CAP44) ได และใหคาความเหมือน 100%ในขณะที่พริกชนิดอ่ืน
น้ันไมสามารถใชยีนตําแหนงน้ีแยกความแตกตางกันได โดยทั้งหมดมีความเหมือนกับพริกC. 
annuum C. chinenseและ C. frutescensคาความเหมือนอยูที่ 100%   

ซึ่งผลจากการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดของพริกแตละตําแหนง
จะเห็นไดวาตําแหนงยีนในคลอโรพลาสต (chloroplas DNA; cpDNA) ไดแก rbcLและ trnH-psbA 
มีประสิทธิภาพในการระบุชนิดของพริกไดนอยกวายีนในนิวเคลียส (nuclear DNA; nuDNA) ไดแก 
ITSซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการที่ยีนใน cpDNA ไมมีการแลกเปลี่ยนยีนทําใหลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
อนุรักษไวสูงและเกิดการแปรผันของยีนตํ่าเมื่อเทียบกับ nuDNA (Rosario et al., 2019) ประกอบ
กับไพรเมอรของยีนแตละยีนที่นํามาใชเปนยูนิเวอรแซลไพรเมอร (universal primer) ที่ออกแบบมา
สําหรับใชกับพืชไดหลายชนิด ไมไดออกแบบไพรเมอรจําเพาะกับพืชชนิดใดชนิดหน่ึง (species-
specific primer) ดังน้ันโอกาสที่จะไมสามารถแยกความแตตางระดับชนิดไดจึงมีคอนขางสูง ดังน้ัน
ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นความจําเปนในการเลือกใชตําแหนงดีเอ็นบารโคดและคูไพรเมอรที่เหมาะสมมี
ความจําเพาะกับชนิดพืชน้ันๆจึงจําเปนที่ตองศึกษาเพ่ิมเติมกับยีนตําแหนงอ่ืนๆและออกแบบไพรเมอร
ที่มีความจําเพาะกับชนิดพริกเพ่ือจะสามารถใชเปนเครื่องมือในการระบุชนิดพริกใหถูกตองตอไป 
5. การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริก 
 จากการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยการสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic 
tree) ดวยวิธี maximum likelihood ของดีเอ็นเอบารโคดแตละตําแหนงประกอบดวยตําแหนง ITS 
จํานวน 49 เสน rbcL จํานวน 84 เสน และ trnH-psbAจํานวน 84 เสน พบวาที่ตําแหนงtrnH-psbA
สามารถแบงชนิดของพริกออกไดเปน 2 กลุม โดยกลุม I ประกอบดวย C. annuum C. chinense
และ C. frutescens และกลุมที่ II เปนกลุมของ C. baccatum สอดคลองไปกับลักษณะสัณฐาน
วิทยาของพริกC. baccatumและลําดับดีเอ็นเอที่นํามารวมวิเคราะหจากฐานขอมูล GenBank 
ในขณะที่กลุม I เปนกลุมที่มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่หลากหลายโดยผลของ phylogenetic tree 
แสดงใหเห็นวาไมสามารถใชตําแหนง trnH-psbA ในการจําแนกความแตกตางและระบุชนิดของพริก
C. annuum C. chinenseและ C. frutescens ได ยกเวนพริก C. baccatum(กลุม II) (ภาพที่ 
1.5.8)  

ยีนตําแหนง rbcL น้ันพบวาสามารถแบงแยกไดเปน 2 กลุม โดยกลุม I ประกอบไปดวย C. 
annuumC. baccatum และC. pubescens มีคา bootstrap สนับสนุนถึง 70% และกลุมที่ II 
ประกอบไปดวย C. chinenseและ C. frutescens สมาชิกในแตละกลุมมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่
หลากหลายและผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมน้ีแสดงใหเห็นวาไมสามารถใชตําแหนง 
rbcL ในการจัดจําแนกชนิดระหวาง C. annuumC. baccatum และC. pubescens ได อีกทั้งยังไม
สามารถใชจําแนกชนิดระหวาง C. chinenseและ C. frutescens ไดอีกดวย แตอยางไรก็ตามดู
เหมือนวาจะสามารถใชในการจําแนก C. annuumC. baccatum และC. pubescensออกจากกลุม
ชนิด C. chinenseและ C. frutescens เทาน้ัน (ภาพที่ 1.5.9) 
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ภาพที่ 1.5.8 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง rbcL 
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ภาพที่ 1.5.9 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง trnH-psbA 

ยีนตําแหนง ITS สามารถแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมไดเปน 3 กลุม โดยกลุม I 
ประกอบไปดวยพริก C. chinenseและ C. frutescensมีคา bootstrap และคาความเช่ือมั่นสนับสนุน 
80% และ 0.99 ตามลําดับ และยังสามารถแบงยอยออกเปน 2 กลุมยอยที่มีคามีคา bootstrap และคา
ความเช่ือมั่นสนับสนุนสูง คือ กลุมยอย 1 พริก C. frutescensCAP52 (พริกเหลืองพัทลุง) และ C. 
frutescens CAP53 (พริกขี้หนู) และกลุมยอย 2 พริก C. chinenseCAP56 (พริกบุตโจโลเกีย) และ 
CAP57 (พริกบุตโจโลเกีย) ซึ่งกลุมน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกลีบดอกสีเขียวเหลืองหรือเขียวครีม
เปนลักษณะรวมเปนลักษณะที่แตตางจากกลุมอ่ืนๆ กลุมที่ II ประกอบดวยพริกชนิด C. annuum ซึ่งมี
ความสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสีดอกที่เปนสีขาว ขาวอมมวง และสีมวง โดยในกลุม
น้ียังสามารถแบงกลุมยอยไดอีก 3 กลุมยอย มีคา bootstrap สนับสนุนมากกวา 70% ขึ้นไป ไดแก กลุม
ยอย 1 เปนกลุมที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสีผลที่หลากหลาย ไดแก ผลออนสีเขียวผลแกสีแดง C. 
annuum CAP11 (พริกช้ีฟา) ผลออนสีเขียวผลแกสีเหลือง C. annuum CAP10 (พริกเหลืองนํ้าสม) 
และ C. annuum CAP27 (พริกเหลือง) และผลออนสีมวงดําผลแกสีแดง C. annuum CAP30 (พริกดํา
ระยอง) กลุมยอย 2 คือC. annuum CAP12 (พริกช้ีฟา #7) และ C. annuum GU944973(Jaranda) 
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และกลุมยอย 3 ประกอบดวยพริก C. annuum CAP6 (พริกดอเรืองทรัพย) C. annuum CAP2 (พริก
พิจิตร 25-1-1-1) C. annuum CAP3 (พริกพิจิตร 27-2-1-1-1) C. annuum CAP23 (พริกหยวกขาว) 
และ C. annuum LC510552(Akashi) นอกจากน้ียังพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูงใน
กลุมพริกบางชาง และพริกช้ีฟา ซึ่งไมไดเกาะกลุมกันแตกลับกระจายตัวอยูภายในกลุม II และกลุมที่ III 
เปนกลุมของพริก C. baccatum ประกอบดวยพริก C. baccatumCAP44 (พริกเลมอนดรอป) และ
พริก C. baccatum ชนิดอ่ืนๆ ที่ไดนําลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล GenBank มารวมวิเคราะห มี
คา bootstrap และคาความเช่ือมั่นสนับสนุน 97% และ 1.00 ตามลําดับ และมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาสอดคลองกันมีกลีบดอกสีขาวและมีแตมสีใกลบริเวณฐานกลีบดอก (ตารางที่ 1.5.3 และภาพที่ 
1.5.10) จากผลการศึกษาช้ีใหเห็นวาตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่ดีสําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับ
พริก โดยสามารถใชจัดจําแนกพริก C. annuum และ C. baccatum ออกจากพริก C. chinenseและ 
C. frutescensในระดับชนิดได แตไมสามารถจัดจําแนกระดับสายพันธุไดอยางชัดเจน ซึ่งผลการ
วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการพบวากลุม C. annuumในประเทศไทยอาจจะมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมสูงกวาที่คาดการณไวกอนหนาน้ี ดังจะเห็นไดจากในกรณีพริกบางชางและพริกช้ีฟา (ภาพ
ที่ 1.5.10) จากผลการทดลองจะเห็นไดวายังไมมีดีเอ็นเอบารโคด (ITS rbcLและ trnH-psbA) ที่สามารถ
ใชจําแนกชนิดพริก C. chinenseและ C. frutescens ออกจากกันได ถึงแมวาอัตราความสําเร็จในเพ่ิม
จํานวนดีเอ็นเอและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง ITSจะคอยขางตํ่ากวาตําแหนงดีเอ็นเอ
บารโคดอ่ืนๆ แตผลการศึกษาช้ีใหเห็นยีนตําแหนง ITSสามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพริกที่ดี จึง
ควรมีการศึกษาตอยอดเพ่ือพัฒนาดีเอ็นบารในตําแหนงITS ใหมีความจําเพาะกับพริกมากขึ้นเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพและอัตราความสําเร็จในการใชระบุชนิดและสายพันธุได  
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ภาพที่ 1.5.10แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง ITS 

จากผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมพบวาที่ตําแหนง ITSมีความแปรผันทาง
พันธุกรรมที่สูงกวายีนตําแหนงอ่ืนๆ จึงไดนําลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนของพริกจํานวน 49 ตัวอยาง 
มาวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรม (haplotype diversity) ของพริกในประเทศไทย 
พบวาสามารถแบงไดเปน 20haplotypes (h) มีจํานวนความแปรผันของยีน 26 ตําแหนง (26 
variation sites) และคาความหลากหลายทางพันธุกรรมเทากับ 0.7908 (Hd) ซึ่งความหลากหลาย
ของแตละ haplotype แสดงในตารางที่ 1.5.7 โดยทั้ง 20 haplotypes ประกอบไปดวย 3 กลุม
ประชากรที่มีความสอดคลองกับผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการกอนหนาน้ีดวยยีน
ตําแหนง ITS (ภาพที่ 1.5.10) ไดแก กลุม I เปนกลุมของC. baccatumจํานวน 1 haplotype 
(haplotype 1) กลุม II เปนกลุมของ C. chinenseและ C. frutescens จํานวน 4 haplotypes 
(haplotype 15-17 และ 19) และกลุม III เปนกลุมของ C. annuumจํานวน 15 haplotypes 
(haplotype 2-14 18 และ 20) (ภาพที่ 1.5.11) โดยพบวาพริก C. chinenseและ C. frutescens มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมตํ่าเพียง 4 haplotypes ซึ่งสวนใหญกระจุกตัวอยูใน haplotype 15 
ในขณะที่ในกลุมของพริก C. annuumในประเทศไทยกลับมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงถึง 15 
haplotypes ซึ่งบาง haplotype มีความสอดคลองในระดับสายพันธุดวย เชน กลุมพริกพิจิตร 
(haplotype 2และ 3) พริกดอเรืองทรัพย (haplotype 4) พริกยอดสน (haplotype 5 และ 13) 
พริกเดือนไก (haplotype 10) พริกตุม (haplotype 18) และพริกหนุมเขียวมัน (haplotype 20)
และยังพบวากลุมพริกบางชาง (haplotype 6 9 11 12 และ 14) มีความแปรผันทางพันธุกรรมที่มี
ความหลากหลายสูงถึง 5 haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาอีก
ดวย (ภาพที่ 1.5.11) 

จากการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาตําแหนง ITS สามารถใชในการจัดจําแนกชนิดพริกในสกุล
Capsicumไดดีกวาตําแหนง rbcLและ trnH-psbA เน่ืองจากตําแหนง ITS เปนตําแหนงยีนที่อยูบน
นิวเครียส (nuDNA) จึงมีความแปรผันของดีเอ็นเอสูงกวายีนที่อยูในคลอโรพลาสต (cpDNA) (Rosario 
et al., 2019) ซึ่งยังสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีที่พบวาตําแหนงยีนบริเวณ        คลอโรพ
ลาสตแยกความแตตางระดับชนิดในสกุลพริก (Capsicum)ได ขณะที่พริกC. annuum และC. 
pubescens สามารถใชตําแหนง ITS ในการจัดจําแนกชนิด (Jarret, 2008; Rosario et al., 2019). 
และพริกในประเทศไทยมีทั้งที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่สูงใน
กลุมพริก C. annuumและกลุมพริก C. chinenseและ C. frutescens ที่มีความหลากหลายของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่สูงแตกลับมีความแตตางทางพันธุกรรมตํ่า ซึ่งลักษณะที่เกิดขึ้นอาจเปนผล
จากสิ่งแวดลอมเปนตัวกําหนดหรือเกิดจากการผสมแบบคัดเลือกลักษณะใหไดตามความตองการของ
เกษตรจึงทําใหลักษณะที่ปรากฏไมไดสะทอนถึงความแปรผันทางพันธุกรรมที่สอดคลองกับลักษณะที่
แสดงออกไดอยางแทจริง(Sun et al., 2014; Colonna et al., 2019)   
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ตารางที่ 1.5.7  แสดงบริเวณที่มีความแปรผนัของแตละ haplotype ของพริกในประเทศไทยที่วิเคราะหจากยีนตําแหนงITSโดยใชโปรแกรม DnaSP v. 6.12.03 
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2 G . . A . C . . C C . . C . . . . T C C . . T C T . 
3 G . . A . C . . C C . T C G . . . T C C . . T C T . 
4 G . . A . C . . C C . T C G . . . T C C . . T G T . 
5 G . . A . C . . C C . . C . . A . . C C . . T C T . 
6 G . . A . C . C C C . T C . . A . T C C . C T C T . 
7 G . . A . C . C C C G . C . . . . . C C C . T C T G 
8 G C . A . C . . C C . T C . C A . . C C . C T C T . 
9 G . . A . C . C C C . T C . . A . . C C . C T C T . 
10 G . . A . C . C C C . . C . . A . . C C . . T C T . 
11 G . . A . C . C C C . . C . . A . . C C . C T C T . 
12 G . . A . C . C C C . T C . . A A T C . . . T C T . 
13 G . . A . C . C C C . T C . . . . . C C . . T C T . 
14 G . . A . C . C C C G . C . . . . . C . . . T C T G 
15 G . . A A C . . C . . T C . . A . T C C . . T C T . 
16 G . . A A C T . C . . T C . . A . T C C . . T C T . 
17 G C . A A C . . C . . T C . . A . T C C . . T C T . 
18 G . . A . C . . C C G . C . . . . . C C . . T C T . 
19 T . . A A C T . C . . T C . . A . T C C . . T C T . 
20 G . A A . C . C C C . T C . . A . T C C . . T C T  
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ภาพที่ 1.5.11 แสดงความหลากหลายทางพันธุกรรม (haplotype diversity) ของยีนตําแหนงITS ของพริกในประเทศไทย
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6. การจัดทําพรรณไมแหงอางอิงและเก็บเมล็ดเช้ือพันธุในธนาคารเช้ือพันธุพืช  
จากน้ันไดจัดทําพรรณไมแหงอางอิงโดยไดเก็บรักษาไวที่ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BANGKOK 

HERBARIUM: BK) สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร จํานวน 84 ช้ินตัวอยางแหง โดยตัวอยางของ
ลักษณะของพรรณไมแหงอางอิง แสดงดังภาพที่ 1.5.12 และในสวนของเมล็ดเช้ือพันธุพริกไดทําการคัดเลือก
เมล็ดเช้ือพันธุที่มีชีวิตนําไปเก็บรักษาไวที่ธนาคารเช้ือพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร จํานวน 84 ตัวอยางเช้ือ
พันธุ ซึ่งรายละเอียดเช้ือพันธุพริกสอดคลองกับพรรณไมอางอิงและดีเอ็นเออางอิงดังแสดงในตารางที่ 1.5.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.5.12แสดงตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของพริกA) CAP1, B) CAP2, C) CAP3, D) CAP4, E) CAP5 

และ F) CAP6 

 

 

 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

 ดีเอ็นเอบารโคดที่ตําแหนง ITSเปนตําแหนงยีนที่สามารถจัดจําแนกความแตกตางระดับชนิดและ
ระดับสายพันธุของพริกในประเทศไทยไดเฉพาะในกลุมพริก C. annuumและสามารถแบงแยกความแตกตาง
ในระดับชนิดระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens ได แตไมสามารถระบุชนิดระหวาง
พริก C. chinense และ C. frutescens และดีเอ็นเอบารโคดบริเวณยีน rbcLไมสามารถใชในการระบุชนิด
ของพริกระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens และระหวาง C. chinense และ C. 
frutescensออกจากกันได และ trnH-psbA สามารถใชระบุชนิดไดเพียง C. baccatumเทาน้ัน และ

A B C 

D E F 
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ความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยสวนโดยสวนใหญไมสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยา ยกเวนสีของกลีบ
ดอกที่สอดคลองกับการจัดจําแนกชนิดตามความสัมพันธทางพันธุกรรม และความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของพริกกลุม C. annuum มีคอนขางสูงโดยสามารถแบงไดถึง 20haplotypes โดยกลุมพริกบางชางมีความ
แปรผันทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายสูงถึง 5 haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 
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บทคัดยอ  

ดีเอ็นเอบารโคดคือขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ของดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ช้ีเฉพาะ
สิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซึ่งปจจุบันนําเอาดีเอ็นเอบารโคดมาใชเปนเครื่องมือชวยการพิสูจนเอกลักษณของ
สิ่งมีชีวิตและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเพ่ือการปรับปรุงพันธุการประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดี
เอ็นเอมาตรฐานเพ่ือใหไดดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมตองผานเกณฑการคัดเลือก 3 ประการ ไดแก ความเปน
สากล คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด และประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกันงานวิจัยน้ีไดทํา
การประเมินลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณนิวเคลียรไรโบโซมอลและคลอโรพลาสต 10 ยีนจากการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอของมันสําปะหลัง 17 พันธุ ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรสากล 29 คูไพรเมอร แลวตรวจสอบ
คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี BlastNพบวา ไพรเมอรสากล4 ไพรเมอรของยีน rbcL,trnH-psbA, 
matKและ ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายไดทั้ง 17 พันธุ มีขนาดของช้ินดีเอ็นเอ 615, 426, 
794 และ 317 คูเบส ตามลําดับแตละลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกันกับมันสําปะหลัง (Manihot 
esculenta Crantz) บนฐานขอมูลสากล GenBank ที่ระดับความเหมือนสูง 99.05-100%ดังน้ันลําดับนิวคลี
โอไทดของยีนทั้ง 4 จึงผานเกณฑการประเมินความเปนสากล และคุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด งานวิจัยน้ี
ไดเก็บตัวอยางมันสําปะหลังจํานวน 120 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ จากแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรม
พันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยอง มาตรวจสอบลําดับนิวคลีไทดของยีน rbcL,trnH-psbA, matKและ ITS2
พบวาไพรเมอรสากล rbcL,trnH-psbA, matK และ ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยาง
จําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 100 94 และ 91 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน
กับมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) บนฐานขอมูลสากล GenBank ที่ระดับความเหมือน 
97.15-100% เมื่อพิจารณาความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทดของทั้ง 4 ยีน พบวา มี matK
และ ITS2 ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรม แตลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matKมีเพียง ระยอง 86-13 เทาน้ัน
ที่แตกตางจากพันธุอ่ืน ๆ ในขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางพันธุ
จํานวน40 ตําแหนงและจัดดีเอ็นเอบารโคดได 26 รูปแบบจึงไดนําเอาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน 
ITS2 ใชเปนขอมูลสรางความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงกลุม 6 กลุมสามารถแยกบางพันธุ/
หมายเลขพันธุออกจากกลุมไดและสามารถแยกชนิดมันสําปะหลังออกจากพืชนอกกลุมทดลอง คือ สกุล
ยางพาราไดอยางชัดเจน การเก็บตัวอยางจํานวน 50 ตัวอยาง จากแปลงปลูกมันสําปะหลังอําเภอนํ้าพองและ
อําเภอบานไผ จังหวัดขอนแกนพบวาตัวอยางที่เก็บมาจํานวน 40 ตัวอยางและ 10 ตัวอยางมีลักษณะประจํา
พันธุเดนที่ปรากฏตรงกับพันธุระยอง 72 และ เกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ นําสารสกัดดีเอ็นเอของทุก
ตัวอยางมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ITS2 และหาลําดับนิวคลีโอไทดเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลี
โอไทดจากทุกตัวอยางกับฐานขอมูลสากล GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน 100 
เปอรเซ็นตกับลําดับนิวคลีโอไทดของระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 ที่เก็บไวในฐานขอมูลสากล GenBank
ดังน้ัน ยีน ITS2จึงผานเกณฑประเมินประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกันแสดงใหเห็นวาลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน ITS2เปนบริเวณหน่ึงที่สามารถเปนดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลังไดซึ่งสามารถ
นําไปใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกพันธุมันสําปะหลังได แตควรใชรวมกับดีเอ็นเอ
บารโคดอ่ืน ๆ เพ่ือเพ่ิมความผันแปรและเหมาะสมสําหรับนําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุตอไป 
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DNA barcode is a standardized short region of DNA sequences that is specific to a 
species. DNA barcoding are useful tools in species identification and reconstruction of 
phylogenetic relationships of species for breeding program. Assessing standardizes DNA 
sequence were established to suitable DNA barcode, which would theory basis for 
screening of DNA barcode in plant, universally recoverable DNA sequence, sequence 
quality and level of species discrimination. In this study, the twenty-nine universal primers 
from ten regions of nuclear ribosomal and chloroplast DNA of seventeen cassavas were 
used for PCR amplification, BlastN was used to determine the quality of nucleotide 
sequences. The results showed that only four primer pairs of rbcL, trnH-psbAmatK and ITS2 
have been successfully yielded all PCR products of 17 cassava cultivars with the sequence 
length of 615, 426, 794 and 317 bp, respectively. All nucleotide sequences showed the 
similarity value to Manihot esculenta deposited on GenBank database at 99.05-100%. 
Therefore, the nucleotide sequences of all four genes were used to provide theoretical 
basis for universality with better amplification and success quality of sequences. One 
hundred twenty cassava cultivars/lines/ accession number were collected from Thai 
germplasm collection in Rayong Field Crops Research Center and were nucleotide 
sequences of rbcL, trnH-psbAmatK and ITS2 were determined. The results showed that the 
universal primers of rbcL, trnH-psbA, matK and ITS2 were able to achieve high success-
specific target DNA fragments by 100, 100, 94 and 91 percent, respectively. All nucleotide 
sequences showed the similarity value to Manihot esculenta deposited on GenBank 
database at 97.15-100% identity. The rbcL and trnH-psbA sequences showed no nucleotide 
variation whereas matK and ITS2 sequences presented variation position. The nucleotide 
sequence of the matK gene, only Rayong 86-13 separated from the other cultivars. The 
ITS2 sequences found the variation among cassava cultivars contain at 40 nucleotide 
positions and different patterns of nucleotide sequence were found 26 haplotypes. 
Therefore, the phylogenetic tree analysis by Neighbor-joining method from the nucleotide 
sequence of the ITS2 gene was constructed. The results showed that cassavas can be 
classified into six groups and distinguished some cassava cultivars/accession numbers and 
rubber as an outgroup. Fifty cassava samples form several crops Fifty cassava samples from 
several locations in a field, Nam Phong and Ban phai district, Khon Kaen province were 
collected. Forty and ten samples have some important characteristics accurate Rayong 72 
and Kasetsart 50, respectively. All DNA were amplified with primer of ITS2 and sequencing. 
The ITS2 nucleotide sequences were determined alignment search tool of GenBank. The 
results found that nucleotide sequences were highly similar (100 percent) to deposit 
nucleotide sequences of Rayong 72 and kasetsart 50 in to GenBank database. Therefore, 
the ITS2 gene revealed the criteria of efficiency discrimination ability. Results suggested that 
ITS2 sequences facilitates assessment one of DNA barcode as an effective tool for genetic 
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diversity and cassava cultivar identification. However, a combination with other DNA 
barcode could increase variable and information sites for a better to plane breeding 
program in the future.    

 
 
 

บทนํา (Introduction) 
มันสําปะหลัง เปนวัตถุดิบที่สําคัญในการผลิตทั้งอาหารมนุษย อาหารสัตว สิ่งอุปโภค เครื่องมือทาง

การแพทย และเปนพืชพลังงานทดแทน ซึ่งมีตลาดอุตสาหกรรมรองรับผลผลิตทางการเกษตร ภาวะการผลิต
มันสําปะหลัง ป 2564 คาดวามีพ้ืนที่เก็บเก่ียว 9.09 ลานไร ผลผลิต 29.883 ลานตัน ผลผลิตตอไร 3.29 ตัน 
เมื่อเทียบกับป 2563 พบวา พ้ืนที่เก็บเก่ียว ผลผลิตและผลผลิตตอไร เพ่ิมขึ้นรอยละ 1.91 รอยละ 3.05 และ
รอยละ 1.23 ตามลําดับ (ขอมูลเศรษฐกิจการเกษตร, 2564) การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมันสําปะหลัง ให
ไดผลผลิตตอไรสูง เกษตรกรจําเปนตองมีระบบการจัดการที่ดี ทั้งการเตรียมดินปลูก การจัดการปุยและนํ้า
อยางเหมาะสม ตรงตามความตองการของพืช การดูแล ปองกัน กําจัดวัชพืช โรคและแมลงศัตรูพืช รวมทั้ง
การเลือกใชพันธุมันสําปะหลังพันธุดีและตรงตามพันธุ มันสําปะหลังพันธุดีน้ันตองผานขั้นตอนการปรับปรุง
พันธุมากมาย การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสําคัญตอความสําเร็จและประสิทธิภาพในการ
ปรับปรุงพันธุ การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชวิธีการสังเกตและบันทึก
ขอมูลลักษณะประจําพันธุ 50 ลักษณะ แบงเปนลักษณะประจําพันธุหลังจากการเพาะปลูก หลังเพาะปลูก 6 
เดือน หลังเพาะปลูก 9 เดือน และชวงการเก็บเก่ียว (Fukuda et al., 1998) ขั้นตอนการจําแนกและระบุ
พันธุของมันสําปะหลังตามลักษณะดังกลาว ตองใชผูเช่ียวชาญเฉพาะทาง อาจพบความไมสม่ําเสมอของ
ตัวอยางเน่ืองจากสภาพแวดลอม และใชระยะเวลาในการพิสูจนนานและอาจสงผลทําใหเกิดการใชพันธุมัน
สําปะหลังที่ไมตรงตามพันธุ จึงทําใหผลผลิตตํ่า สรางความเสียหายใหเกษตรกร ปจจุบันมีการนําเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอ (DNA markers) มาใชเพ่ือการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางหลุมพืช โดยอาศัยหลักการ
ของความจําเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอ เครื่องหมายดีเอ็นเอจึงถูกนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม รวมทั้งเปนเครื่องมือชวยจําแนกหรือการตรวจสอบพันธุพืชดวย  

เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcodes) เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดหน่ึงที่นํามา
มาใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเพ่ือการปรับปรุงพันธุและเปนเครื่องมือชวยการพิสูจนเอกลักษณ
ของสิ่งมีชีวิตดีเอ็นเอบารโคดคือขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ของดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่ง
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานของพืขน้ันอยูในขั้นตอนของการทดลองหาบริเวณที่เหมาะสม 
รวมทั้งยังไมมีขอมูลทางพันธุกรรมระดับลําดับนิวคลีโอไทดของพันธุมันสําปะหลังของกรมวิชาการเกษตรดวย 
ลําดับนิวคลีโอไทดที่นํามาใชศึกษาน้ันเปนลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสต (Chloroplast 
DNA; cpDNA) เชน ยีน rbcL matK rpoC1 rpoB เปนตน และนิวเคลียรไรโบโซมอล (nuclear ribosomal 
DNA; nrDNA) เชนบริเวณระหวางยีน intergenic spacerstrnH-psbA (Hajibabaei et al., 2007; Ford et 
al., 2009) ซึ่งเช่ือถือวานาจะมีอัตราการเกิดวิวัฒนาการเพียงพอที่จะทําใหเกิดความแตกตางของลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่สามารถจําแนกสิ่งมีชีวิตชนิดใกลชิดกันออกจากกันได การใชความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของดี
เอ็นเอในคลอโรพลาสบริเวณ intergenic spacers 5´-trnS-trnG, 3´-trns-trnG และ trnT-trnL  พบวา
บริเวณดังกลาวมีความผันแปรสูงและสามารถนําไปใชในการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการระดับสป
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ชีสของ Pilosocereus aurisetus group (Cactaceae) ไดมากวาการวิเคราะหดวยการใชอนุกรมวิธาน 
(Bonatelli et al., 2013) ในการตรวจพิสูจนเอกลักษณของสมุนไพรบางชนิดเชนขิง (Zingiber officinale 
Rosc. ) เรว (Amomum uliginosum K.D.Koenig) โดยการศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอจากขอมูลลําดับนิ
วคลีโมไทดของนิวเคลียรดีเอ็นเอบริเวณ internal transcribed spaceระยอง 1 (ITS1) ที่อยูระหวางไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอชนิด 18S และ 5.8S (Jiang et al., 2006; Qiao et al., 2009) อยางไรก็ตาม การศึกษา
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของของดีเอ็นเอพืชควรใชตําแหนงดีเอ็นเอมากกวา 1 ตําแหนงรวมกันเพ่ือให
ไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองและแมนยําเพ่ิมขึ้นในการจําแนกพืชระดับชนิดสามารถทําไดดวยการนําขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอ trnH-psbA รวมกับ ITS2 ในการสรางความสัมพันธทางพันธุกรรม (Pang 
et al., 2012) การจําแนกพืช Hippophae species (Shaji) ดวยการอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาทําได
ยาก แตก็สามารถจําแนกไดทั้งระดับชนิดและชนิดยอยไดดวยการประยุกตใชลําดับนิวคลีโอไทดช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณ trnH-psbA รวมกับ ITS2(Liu et al., 2015) 

 งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานและเพ่ือใชดีเอ็นเอ
บารโคดสําหรับศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกพันธุมันสําปะหลัง เพ่ือประโยชนสําหรับ
งานวิจัยดานการปรับปรุงพันธุในอนาคต 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

อุปกรณ 
1. มันสําปะหลังและตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroup) 

1.1 พันธุมันสําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร ไดแก พันธุระยอง 1ระยอง 2 ระยอง 3
ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 86-13 ระยอง 60 ระยอง 72 และระยอง 90พันธุระยอง 
86-13 
              1.2 พันธุมันสําปะหลังที่เปนพันธุจากความรวมมือกันระหวางกรมวิชาการเกษตรและสํานักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ไดแก พันธุพิรุณ 1 และ พิรุณ 2 
              1.3 พันธุมันสําปะหลังที่ไดรับการปรับปรังพันธุจากแหลงอ่ืน ๆ ไดแก พันธุหวยบง 60 หวยบง 80 
และเกษตรศาสตร 50 
              1.4 พันธุพ้ืนเมือง ไดแก พันธุหานาที 
              1.5 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ ที่ปลูกในแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย 
ศูนยวิจัยพืชไรระยอง 
              1.6 มันสําปะหลังในแหลงปลูกที่ตางๆ ในพ้ืนที่จังหวัดขอนแกน 
              1.7 ตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroup) ใชยางพารา (Hevea brasiliensis (Kunth) Muell. 
Arg.) 

2. ชุดนํ้ายาและสารเคมีที่ใชสําหรับงานดานเครื่องหมายโมเลกุล 
3. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR 
4. เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา แบบแนวนอน 
5. กลองบันทึกภาพ 

วิธีการ 
1.การประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 
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              1.1 ตัวอยางมันสําปะหลัง 
         พันธุมันสําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 11 พันธุ ไดแก พันธุระยอง 1

ระยอง 2 ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 86-13 ระยอง 60 ระยอง 72 ระยอง 90 
พันธุมันสําปะหลังที่ เปนพันธุจากความรวมมือกันระหวางกรมวิชาการเกษตรและสํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ2 พันธุ ไดแก พันธุพิรุณ 1 และ พิรุณ 2พันธุมันสําปะหลังที่ไดรับการ
ปรับปรังพันธุจากแหลงอ่ืนๆ 3 พันธุ ไดแก พันธุหวยบง 60 หวยบง 80 และ เกษตรศาสตร 50 พันธุพ้ืนเมือง 
1 พันธุ ไดแก พันธุหานาที และตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (Outgroup)ใชยางพารา 

     1.2 การเก็บขอมูลลักษณะประจําพันธุและจัดทําพรรณไมแหง 
 บันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของพันธุที่ใชในการทดลองน้ี 
ตามคูมือการบันทึกขอมูลของกรมสงเสริมการเกษตร (2559) และจัดทําการเก็บรักษาหลักฐานอางอิงงานวิจัย
ของมันสําปะหลังในรูปตัวอยางพรรณไมแหงไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok 
Herbarium, BK) 

     1.3 การสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําใบมันสําปะหลังมาหั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ประมาณ 0.1 กรัม ใสลงในโกรงที่มีไนโตรเจนเหลว บดให
ละเอียดเปนผงแลวใชชุดนํ้ายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป (DNA extraction GF-1, vivantis)จากน้ันตรวจสอบ
คุณภาพดีเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงนําสารสกัดดีเอ็นเอมาเจือจางใหมีความเขมขน 100 ng/ul 
นํามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR บริเวณ10 ยีน ไดแก rpoC1,rbcL,matK,ITS, ITS2, trnH-
psbA,trnL-F, psbK-psbI, atpF-atpHและ rpoB ใชไพรเมอรสากล 29 คู (ตารางที่ 2.1.1) ตรวจสอบ
ผลผลิต PCR ดวยวิธี Agarose gel electrophoresis หลังจากน้ันทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ และหาลําดับนิวคลี
โอไทดดวยเครื่อง IIIumina Hiseq (illumine) ดวยเทคนิค BT-Sequencing (Barcode taq sequencing base 
on next generation sequencing) ตามกรรมวิธีของบริษัท Celemics ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 
 

ตารางที่ 2.1.1ลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสากลจํานวน 29 คูไพรเมอร ที่ใชในการเพ่ิมปริมาณดี 
                    เอ็นเอดวยเทคนิค PCR บริเวณ10 ยีน ไดแก rpoC1,rbcL,matK,ITS, ITS2, trnH-psbA, 
                    trnL-F, psbK-psbI, atpF-atpHและ rpoB 
ตําแหนงยีน ชุดไพร

เมอร 
ชื่อไพรเมอร ลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทด (5'-3') อางอิง 

rpoC1 rpoC1-A rpoC1 2F GGCAAAGAGGGAAGATTTC Malik and Babbar, 2015 
rpoC1 4R CCATAAGCATATCTTGAGTTG  
rpoC1 3R TGAGAAAACATAAGTAAACCGGC 
Fwd GGAAAAGAGGGAAGATTCCG Wang et al., 2010 
Rev CAATTAGCATATCTTGAGTTGG 

rbcL rbcL-A rbcLa for ATGTCACCACAAACAGAGACTAAA GC Levin et al., 2003 
rbcLa rev GTAAAATCAAGTCCACCCRCG Kress and Ericson, 2009 
rbcL_aR CTTCTGCTACAAATAAGAATCGAT 

CTC 
rbcLajf634R GAAACGGTCTCTCCAACGCAT Fazekas et al., 2008 

rbcL-B rbcL 1F ATGTCACCACAAACAGAAAC Bafeel et al., 2011 
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RbcL 724R TCGCATGTACCTGCAGTAGC 
rbcL-C Fwd GTAAAATCAAGTCCACCACG Wang et al., 2010 

Rev ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 
matK matK-A 3F KIM A CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG Fazekas et al., 2012 

 1R KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC 
matK-B matK-2.1F CCTATCCATCTGGAAATCTTAG Bafeel et al., 2011 
 matK-5K GTTCTAGCACAAGAAAGTCG 
matK-C matK-390F CGATCTATTCATTCAATATTC Cuenoud et al., 2002 
 matK-

1326R 
TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 

matK-D NY552F CTGGATYCAAGAAGAACGGAGA Fazekas et al., 2012 
 NY1150R GGTCTTTGAGAAGAACGGAGA 
matK-E matKPKF4 CCCTATCTATTCAYCCNGA 
 matKPKR1 CGTATCGTGCTTTTRTGYTT 
matK-F matK-xf TAATTTACGATCAATTCATTC Ford et al. 2009 
 matK-MALP ACAAGAAAGTCGAAGTAT Dunning and Savolainen, 

2010 
matK-G matK-Mu1 GTCCGTTGATGRDTTTTACTTG Wiriyakarun et al. 2013 
 matK-Mu2 TTAATGAATCCCGAATCCTG 
matK-H F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAA 

GCAAGT 
Parfitt and Badenes,1997 

 R ACTACAGATCTCATACTACCCC 
matK-I Fwd CGTACTGTACTTTTATGTTTACGAG Wang et al., 2010 
 Rev ATCCGGTCCATCTAGAAATATTGG 

TTC 
ITS ITS-A ITS 4F TCCTCCGCTTATTGATATGC Malik and Babbar, 2015 

 ITS 5R GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 
 5a fwd CCTTATCATTTAGAGGAAGGAG 
 4 rev TCCTCCGCTTATTGATATGC 
ITS-B AB101 ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTG 

TTCG 
Sun et al., 1994 

 AB102 TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCG 
TTAC 

ITS2 ITS2-A ITS-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT Chen et al., 2010 
 ITS3R GACGCTTCTCCAGACTACAAT  
ITS2-B ITS3 GCATCGATGAAGAACGCAGC White et al., 1990 
 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 

TrnH-psbA TrnH-
psbA - A 

psbA3_F 
(fwd) 

GTTATGCATGAACGTAATGCTC Sang et al. 1997 

 trnHf_05 
(rev) 

CGCGCATGGTGGATTCACAATCC' Tate and Simpson, 2003 
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 trnH2 (fwd) CGCGCATGGTGGATTCACAATCC 
 psbA (rev) CGAAGCTCCATCTACAAATGG Hamilton, 1999 
 trnH(GUG) 

(fwd) 
ACTGCCTTGATCCACTTGGC 

 psbAF (rev) GTTATGCATGAACGTAAGCTC Sang et al. 1997 
trnL-F  C CGAAATCGGTAGACGCTACG Cabelin, and Alejandro, 

2016.  F ATTTGAACTGGTGACACGAG 
psbK-psbI  Fwd TTAGCATTTGTTTGGCAAG Wang et al., 2010 

 Rev AAAGTTTGAGAGTAAGCAT Wang et al., 2010 
atpF-atpH  Fwd ACTCGCACACACTCCCTTTCC Wang et al., 2010 

 Rev GCTTTTATGGAAGCTTTAACAAT Wang et al., 2010 
rpoB  Fwd ATGCAGCGTCAAGCAGTTCC Wang et al., 2010 

 Rev TCGGATGTGAAAAGAAGTATA Wang et al., 2010 

 
 
 
              1.4 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม ClustalW2 ดวย
วิธี Multiple alignment ใหถูกตองตรงกันทุกตัวอยาง เพ่ือเปรียบเทียบใหเห็นความผันแปรทางพันธุกรรม
ของดีเอ็นเอ  

2. ศึกษาหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด 
เก็บสวนของใบออนของมันสําปะหลังทั้งหมด 120 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ ที่ปลูกในแปลง

การรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยอง นํามาสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพดีเอ็นเอดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง แลวนําสารสกัดดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
PCR โดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่คัดเลือกได ตรวจสอบผลผลิตที่ไดดวยAgarose gel 
electrophoresis เมื่อไดผลผลิตที่มีขนาดของช้ินที่ถูกตอง นํามาแยกบริสุทธ์ิ และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด 

3. การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม ClustalW2 ดวย

วิธี Multiple alignment ใหถูกตองตรงกันทุกตัวอยาง จากน้ันนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาสรางแผนภูมิ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA 6.0 (Molecular Evolution Genetics Analysis) ดวยวิธี 
Neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 

4. การทดสอบระบุพันธุมันสําปะหลัง 
  การเก็บตัวอยางมันสําปะหลังในแหลงปลูกที่ตางๆ จํานวน 50 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณมาตรฐานเก็บบันทึกขอมูลลักษณะประจําพันธุ แลวนําผลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมา
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนดีเอ็นเอมาตรฐานบนฐานขอมูลสากล GenBank เพ่ือ
ทดสอบประสิทธิภาพการนํามาใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 

การบันทึกขอมูล 
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1. บันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของพันธุที่นํามาใชในการ
ทดลองน้ี แบงเปนหลังการเพาะปลูกที่อายุ 4 เดือน 5 ลักษณะไดแก 1) สียอดออน 2) สีของใบออน 3) ขนที่
ยอดออน 4) สีกานใบ 5) รูปรางของแฉกที่อยูกลางใบกอนเก็บเกี่ยวที่อายุ 11 เดือน 4 ลักษณะไดแก 6) สีของ
ลําตน 7) การมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอกของหัว 9) สีเน้ือของหัว ซึ่งดําเนินการปฏิบัติตามคูมือการ
บันทึกขอมูลของกรมสงเสริมการเกษตร (2559) จัดทําการเก็บรักษาหลักฐานอางอิงงานวิจัยของมัน
สําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 17 พันธุ ในรูปตัวอยางพรรณไมแหงไวในพิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, BK) 

2. บันทึกขอมูลลําดับนิวคลีไทดของยีนแตละยีน และจัดสงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากมัน
สําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 17 พันธุ เก็บบันทึกไวบนระบบฐานขอมูลสากล 
GenBank 
เวลาดําเนินการทดลองระหวางเดือนตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 รวมระยะเวลา 3 ป 
สถานที่ดําเนินงานศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 
1.ผลการประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 
1.1 ลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลัง 
 การบันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบใหมั่นใจวาตัวอยางที่เก็บมาใชใน
งานวิจัยมีความถูกตองตรงตามลักษณะประจําพันธุซึ่งจากการบันทึกขอมูล พบวา 1) สียอดออน สามารถแบง
ออกไดเปน 7 สี ดังน้ี สีเขียวออน สีเขียว สีมวงอมเขียว สีมวงอมนํ้าตาล สีมวง สีเขียวอมมวง สีนํ้าตาลอม
เขียว 2) สีของใบออน สามารถแบงออกไดเปน 3 สี ดังน้ี สีเขียวออน สีเขียวอมมวง  สีมวง 3) ขนที่ยอดออน 
สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ ดังน้ี มีขน และไมมีขน 4) สีกานใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังน้ี สี
เขียวออน สีเขียวอมชมพู สีเขียวอมแดง สีแดงเขม 5) รูปรางของแฉกที่อยูกลางใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 
รูปแบบ ดังน้ี ใบหอกปลายมน ใบแหลมแบบใบหอก ใบหอก และใบหอกกลับ 6) สีของลําตน สามารถแบง
ออกไดเปน 5 สี ดังน้ี สีเขียวเงิน สีเขียวอมนํ้าตาล สีนํ้าตาลอมเหลือง สีนํ้าตาลอมสม สีนํ้าตาลออน 7) การมี
ขั้วของหัว สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ ดังน้ี มีขั้วของหัว และไมมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอก
ของหัว สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังน้ี สีนํ้าตาลออน สีขาวครีม สีนํ้าตาล สีนํ้าตาลเขม 9) สีเน้ือของหัว 
สามารถแบงออกไดเปน 3 สี ดังน้ี สีขาว สีขาวครีม และสีเหลืองออน ขอมูลลักษณะประจําพันธุของมัน
สําปะหลังแตละพันธุถูกตองตรงตามลักษณะประจําพันธุ (ตารางที่ 2.1.2) ตัวอยางเหลาน้ีไดถูกดําเนินการเก็บ
ตัวอยางพรรณไมแหงเพ่ือใชเปนพันธุไมอางอิงงานวิจัยไวที่พิพิธภัณฑพืชสิรินธร ซึ่งมีหมายเลขอางอิง 
(voucher specimen) ดังตารางที่ 2.1.3 
1.2 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จําเพาะบริเวณยีน 10 บริเวณ ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรสากล 
พบวา มีไพรเมอรเพียง 4 คู ไดแก ไพรเมอร rbcLFwd/Rev บริเวณเปาหมาย rbcL,ไพรเมอร psbA3_F/ 
trnHf_05 บริเวณเปาหมาย trnH-psbA, ไพรเมอร matK_3F_KIM_A/1R_KIM บริเวณเปาหมาย matKและ
ไพรเมอร ITS3/4 บริเวณเปาหมาย ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของมันสําปะหลังไดครบทั้ง 17 พันธุ 
โดยมีขนาดช้ินดีเอ็นเอ 615, 426 794 และ 317 คูเบส ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบความเหมือนของลําดับนิ
วคลีโอไทดจากทั้ง 4 ยีน ในฐานขอมูลสากล GenBank พบวามีความเหมือนกันกับManihot esculenta 
Crantz ที่ 100%, 99.77%, 99.87-100% และ 99.05-100% ตามลําดับยีน ซึ่งขอมูลน้ียืนยันไดวาลําดับนิ
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วคลีโอไทดที่ไดจากมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุมีความถูกตอง และแสดงใหเห็นวาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณทั้ง 4 ยีน น้ีทําไดงายดวยเทคนิค PCR  
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ตารางที่ 2.1.2ความถูกตองของมันสําปะหลัง 17 พันธุ จากลักษณะประจําพันธุ  

ชื่อตัวอยาง 

ลักษณะประจําพันธุ  

สียอดออน สีใบออน ขนยอดออน สีกานใบ 
รูปรางของแฉกที่อยู

กลาง 
สีของลําตน 

การมีขั้ว
ของหัว 

สีผิวเปลือก
ชั้นนอกของหัว 

สีเนื้อของหัว 
ความถูกตอง

ของพันธุ 

ระยอง1  มวง มวง มีขน เขียวอมแดง ใบหอกปลายมน เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง2  เขียวอมมวง เขียวอมมวง มีขน เขียวอมแดง ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน เหลืองออน ถูกตอง 

ระยอง3  เขียวออน เขียวออน มีขน เขียวอมชมพู ใบหอกปลายมน น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง5  มวงอมน้ําตาล มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก เขียวอมน้ําตาล ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง7  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมชมพู ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี ขาวนวล ขาว ถูกตอง 

ระยอง9  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมชมพู ใบหอก น้ําตาลอมเหลือง ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง11  น้ําตาลอมเขียว มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาล ขาว ถูกตอง 

ระยอง86-13  มวงอมน้ําตาล มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอกกลับ เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง60  มวงอมเขียว เขียวอมมวง มีขน เขียวอมแดง ใบแหลมแบบใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน ขาวครีม ถูกตอง 

ระยอง72  มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก เขียวเงิน มี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง90  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวออน ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

เกษตรศาสตร50  มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาล ขาว ถูกตอง 

หวยบง60  มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

หวยบง80  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

หานาที เขียว เขียวออน ไมมีขน แดงเขม ใบหอก น้ําตาลอมเขียว ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

พิรุณ1  มวงอมเขียว เขียวออน ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

พิรุณ2  เขียว เขียวออน ไมมีขน แดงเขม ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 
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ตารางที่ 2.1.3หมายเลขอางอิงพรรณไมแหง และหมายเลขเฉพาะลําดับนิวคลีโอทดของยีน matK และ  
          ITS2 ของมันสําปะหลัง 17 พันธุ 

พันธุมันสําปะหลัง หมายเลขอางอิง 
หมายเลขเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

matK ITS2 

ระยอง 1 T. Wongwarat et al. no. 01-001 MK834326 MK809337 

ระยอง 2 T. Wongwarat et al. no. 01-002 MK834327 MK809338 
ระยอง 3 T. Wongwarat et al. no. 01-003 MK834328 MK809339 
ระยอง 5 T. Wongwarat et al. no. 01-004 MK834329 MK809340 
ระยอง 7 T. Wongwarat et al. no. 01-005 MK834330 MK809341 
ระยอง 9 T. Wongwarat et al. no. 01-006 MK834331 MK809342 
ระยอง 11 T. Wongwarat et al. no. 01-007 MK834332 MK809343 
ระยอง 86-13 T. Wongwarat et al. no. 01-008 MK834333 MK809344 
ระยอง 60 T. Wongwarat et al. no. 01-009 MK834334 MK809345 
ระยอง 72 T. Wongwarat et al. no. 01-010 MK834335 MK809346 
ระยอง 90 T. Wongwarat et al. no. 01-011 MK834336 MK809347 
เกษตรศาสตร 50 T. Wongwarat et al. no. 01-012 MK834337 MK809348 
หวยบง 60 T. Wongwarat et al. no. 01-013 MK834338 MK809349 
หวยบง 80 T. Wongwarat et al. no. 01-014 MK834339 MK809350 
พิรุณ 1 T. Wongwarat et al. no. 01-015 MK834340 MK809351 
พิรุณ 2 T. Wongwarat et al. no. 01-016 MK834341 MK809352 
หานาที T. Wongwarat et al. no. 01-017 MK834342 MK809353 

 
1.3 การวิเคราะหความผนัแปรของลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณจําเพาะ 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL,trnH-psbA, matKและITS2ในมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุ 
ดวยโปรแกรม ClustalW2 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcLและ trnH-psbA ไมมีตําแหนงที่ผันแปรระหวาง
พันธุ ในขณะที่ยีน matKและITS2 มีตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดผันแปรระหวางพันธุดังตารางที่ 2.1.4 ยีน matKมี
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ผันแปรกันระหวางพันธุในรูปแบบพิวรินทรานสิชัน 1 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A561G) ทําใหเปน
เอกลักษณเฉพาะของพันธุ ระยอง 86-13 เมื่อพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีตําแหนงที่ผันแปร
ระหวางพันธุอยู 5 ตําแหนง คือ ตําแหนงที่ผันแปรแบบไพริมิดินทรานสิชัน 2 ตําแหนง (ตําแหนงที่ T97C และ 
T290C), ทรานสเวอรชัน 1 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A120C) และพิวรินทรานสิชัน 2 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A148G 
และ A249G) ซึ่งตําแหนงที่ 97 แสดงเอกลักษณจําเพาะของพันธุ ระยอง72 ตําแหนงที่ 120 แสดงเอกลักษณ
จําเพาะของพันธุ Hanatee ตําแหนงที่ 148 และ 249 แสดงเอกลักษณจําเพาะของพันธุ ระยอง3 ขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน matKและITS2 ถูกจัดเก็บไวในฐานขอมูลสากล GenBank และไดรับหมายเลขเฉพาะ 
(accession number) ดังตารางที่ 2.1.3 
 
ตารางที่ 2.1.4รูปแบบความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matKและ ITS2 

ยีน รูปแบบความผัน
แปรทางพันธุกรรม 

พันธุมันสําปะหลัง 

matK purine transitions 
(A561G) 

ระยอง 86-1 
พันธุอ่ืนๆ 
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ITS pyrimidine 
transitions (T97C) 

ระยอง 72 
พันธุอ่ืนๆ 

transversions    
(A120C) 

หานาที 
พันธุอ่ืนๆ 

purine transitions 
(A148G) 

ระยอง 3  
พันธุอ่ืนๆ 

purine transitions 
(A249G) 

ระยอง 3 
พันธุอ่ืนๆ 

pyrimidine 
transitions 
(T290C) 

ระยอง 2, ระยอง 3, ระอง 7, ระยอง 60, ระยอง 90, เกษตรศาสาตร 50, หวยบง 
60, พิรุณ 2 
พิรุณ 1, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 86-13, ระยอง 72, หวยบง 80, 
หานาที 

 
เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK และ ITS2 ของมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุ และใชลําดับ          นิ

วคลีโอไทดของยางพาราเปนตัวอยางนอกกลุมมาวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA เพ่ือสรางแผนภูมิความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมดวยวิธี neighbor-joiningโดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา พบวา แผนภูมิของลําดับนิ
วคลีโอไทดบริเวณยีน matKแสดงใหเห็นวามันสําปะหลังพันธุระยอง 86-13 ถูกแยกออกมาจากมันสําปะหลังอ่ืน 
แตไมสามารถพันธุมันสําปะหลังอีก 16 พันธุได (ภาพที่ 2.1.1A)  สวนแผนภูมิของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน 
ITS2 (ภาพที่ 2.1.1B) สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 มันสําปะหลังพันธุหานาทีซึ่งเปนพันธุพ้ืนเมือง
ที่นิยมปลูกเพ่ือรับประทานถูกแยกออกจากพันธุมันสําปะหลังอ่ืนๆ กลุมที่ 2 ประกอบดวย ระยอง 1 ระยอง 5 
ระยอง 9 ระยอง 86-13 หวยบง 80 พิรุณ 1 และ ระยอง 72 กลุมที่ 3 ประกอบดวย ระยอง 2 ระยอง 7 ระยอง 
60 ระยอง 90 เกษตรศาตร 50 หวยบง 60 พิรุณ 2 เมื่อพิจารณาภายในกลุมจะเห็นไดวาพันธุระยอง 3 และ 
ระยอง 72 ถูกแยกออกจากกลุมได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.1.1 แผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังจํานวน 17 พันธุและยางพาราเปนตัวอยาง
นอกกลุมจากลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน matKและ ITS2 วิเคราะหโดยโปรแกรม MEGA  

ดวยวิธี neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 
 

2. ผลของหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด 
 เก็บตัวอยางมันสําปะหลังจากแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยองจํานวน 
120 พันธุ เก็บใบของแตละพันธุมาสกัดดีเอ็นเอ นําสารสกัดดีเอ็นเอที่ไดใชเปนสารพันธุกรรมตนแบบในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช universal primer ที่คัดเลือกแลวจํานวน 4 คูไพรเมอร ไดแก ไพรเมอร rbcLFwd/Rev 
ไพรเมอร psbA3_F/trnHf_05 ไพรเมอร matK_3F_KIM A/1R_KIM และไพรเมอร ITS3/4 โดยมีขนาดดีเอ็นเอ 
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615, 426 794 และ 317 คูเบส ซึ่งเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนบริเวณ rbcLtrnH-psbAmatK และ ITS2 
ตามลําดับ พบวา การใชไพรเมอร rbcLFwd/Rev ของบริเวณ rbcL,ไพรเมอร psbA3_F/trnHf_05 ของบริเวณ 
trnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยางจําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่การใช
ไพรเมอร matK_3F_KIM_A/1R_KIM ของบริเวณ matKและไพรเมอร ITS3/4 ของบริเวณ ITS2 มีผลการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอสําเร็จ 94 และ 91เปอรเซ็นต ตามลําดับ ช้ินดีเอ็นเอที่สามารถเพ่ิมปริมาณได หลังจากถูกทําให
บริสุทธ์ิแลวถูกสงไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีนที่ไดมาเรียงเทียบดวย
โปรแกรม BioEdit พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน rbcLTrnH-psbAและ matK ไมมีความผันแปร
ระหวางพันธุ ในขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2 มีความผันแปรระหวางพันธุ40 ตําแหนงและไดดี

เอ็นเอบารโคด 26 รูปแบบ ดังน้ันจึงไดนําเอาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2มาใชเปนขอมูล
วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงกลุม 6 กลุม ดังภาพที่ 2.1.2 ดังน้ี  
 กลุมที่ 1 ไดแก CMR 31-37-105 และ CM 523-7  
 กลุมที่ 2 ไดแก CM 6125-117 
 กลุมที่ 3 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 3.1 ไดแก CMR 342-55 CMR 29-19-129 CMR 25-32-429Q 
   กลุมที่ 3.2 ไดแก JAVA2 
  กลุมที่ 3.3 ไดแก ระยอง 11 CMR 28-05-13 565 
 กลุมที่ 4 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 4.1 ไดแก CMR 38-66-1 
  กลุมที่ 4.2 ไดแก V1Xr21-11 SV25-21-11 CMR 31-06-103 CMR 30-115-5 
  กลุมที่ 4.3 ไดแก CMR 34-79-48 
 กลุมที่ 5 แยกออกเปน 4 กลุม ดังน้ี 
  กลุมที่ 5.1 ไดแก ระยอง 15 ระยอง 5 V2C MENTEGA CMR 25-33-134Q 
  กลุมที่ 5.2 ไดแก CMR 36-55-166 CMR 35-26-369 ระยอง 72 CMR 33-38-48 CMR 33-
35-69 CMR 34-35-54 CMR 23-117-4  
  กลุมที่ 5.3 ไดแก CMR 30-05-12 CMR 23-149-118 CMR 25-82-88 CMR 26-38-7 CMR 
28-67-76 CM 407-30 V112596 V14 29-77-5 CM125-22 MCOL1684 CMR 25-105-128Q JKxR13 
CMR29-67-21 MKU2-162 ระยอง 86-13 ระยอง 1 CR17-82 CMC125-22 CMR 35-23-76 CMR 35-21-96 
Rx5M21-21Q NANZHI CMR 34-35-36 HANATEE พิรุณ 1 CMR 24-14-367 หวยบง 80 ระยอง 9 Rx5M21-
28Q SR18-227 SPY MBRA12 
  กลุมที่ 5.4 ไดแก OP608 
 กลุมที่ 6 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 6.1 ไดแก ระยอง 3 
  กลุมที่ 6.2 ไดแก CM4049UJ 
  กลุมที่ 6.3 ไดแก ระยอง 2 38-106-22 พิรุณ 2 ระยอง 60 CM 581-2 CMR 34-44-40 CMR 
25-104-42 เกษตรศาสตร 50 OMR 23-05-3 CMR 25-105-47 MKUC 28-11-67 HP 5 CMC76xR NEP 
GLODENYELLOW OMR 38-75-52 CMR 23-07-10 หวยบง 60 ระยอง 7 ระยอง 90 CMR 23-84-8 OP705  
HP1 KASET MCOL1684 V3Xr20-15 ADIRA4 CMR 25-55-28 CMR 23-149-59 SC5 OMR 24-07-12 V25 
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MCOL22 CMR34-40-43 KM140 V1 YELLOWROOT CMR 31-42-20 CMR 25-221-384 CM3299-15 V11 
CMR 23-149-117 CMR 23-4-8 CMR 23-281-141  
 จากการสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังน้ี สามารถแยกยางพารา Hevea 
brasiliensis(KJ665775) ที่ใชเปน out group ได 

 

ภาพที่ 2.1.2 แผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังจํานวน 120 พันธุและยางพาราเปน     
        ตัวอยางนอกกลุมจากลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 วิเคราะหโดยโปรแกรม MEGA ดวยวิธี  
                        Neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 
 
3. ผลการทดสอบระบุพันธุมันสําปะหลัง 
 เก็บตัวอยางมันสําปะหลังที่อายุประมาณ 4-5 เดือนจากแหลงปลูกในพ้ืนที่อําเภอนํ้าพอง และอําเภอบาน
ไผ จังหวัดขอนแกน จํานวน 50 ตัวอยาง (unknown 01-50) การบันทึกลักษณะประจําพันธุ พบวา ลักษณะ
ปรากฏที่บันทึกขอมูลไดมีความคลายคลึงกันมาก ยกเวนสีกานใบ unknown 01-40 กานใบมีสีแดงเขม สวน 
unknown 41-50 กานใบมีสีแดง ซึ่งตรงกับลักษณะประจําพันธุระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ เก็บ
ใบออนมาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ITS3/4 พบวา สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
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เปาหมายมีผลสําเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต ลําดับนิวคลีโอไทดของ unknown 01-40 และ unknown 41-50 มี
ความเหมือนตรงกันกับหมายเลขเฉพาะ (GenBank accession number)MK809346 และ MK809348 ใน
ฐานขอมูลสากล GenBank ดังตารางที่ 2.1.5 ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลังพันธุระยอง 72และ
เกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ 

งานวิจัยน้ีไดยึดหลักเกณฑการพิจารณายีนที่สามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดที่ตองมีคุณลักษณะที่สําคัญ 3 
ประการ (ณัฐกร และคณะ, CBOL Plant Working Group, 2009) ไดแก 1) ความเปนสากล (universality) คือ 
ไพรเมอรที่ใชเปนสากล ตองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณเดียวกันในพืชอ่ืนไดดวยเทคนิค PCR งานวิจัยน้ีใช
ไพรเมอรสากลทั้งหมด 29 คู ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเของมันสําปะหลัง 17 พันธุ มีเพียงคูไพรเมอรของยีน 
rbcL,trnH-psbA, matKและITS2ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดครบทุกตัวอยาง จึงถือไดวา 4 ยีนดังกลาวผาน
เกณฑขอแรก 2) คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด (sequence quality) เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลสากล GenBank พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของมันสําปะหลัง 4 ยีน มีความเหมือนกันกับ
ยีน rbcL,trnH-psbA, matKและITS2 ของมันสําปะหลังที่ความเหมือนสูงถึง 99.05-100% ซึ่งยืนยันไดวาลําดับนิ
วคลีโอไทดที่ไดจากงานวิจัยน้ีมีความถูกตอง จึงผานเกณฑขอ 2 และ 3) ประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิด
ออกจากกัน (species discrimination) มีรายงานวิจัยยืนยันวาดีเอ็นเอบารโคดจากลําดับนิวคลีโอไทดรวมกันของ
ยีน matK และ rbcL สามารถแยกกลวยไมในระดับสกุลสิงโตกลอกตาได นอกจากน้ียังพบวาลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ trnH-psbA มีประสิทธิภาพในการใชเปนดีเอ็นเอบารืโคดในการศึกษาพืชสกุล Cymbidiumและ Piper 
(Siriplyasing et al., 2012; Sudmoon et al., 2012) มีรายงานวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน trnH-psbAเปน
สวนที่มีความแปรผันของดีเอ็นเอภายในสปชีสสูงที่สุดในพลาสมิด (Yang et al., 2012) อยางไรก็ดีมันสําปะหลังที่
นําใชในงานวิจัยน้ีเปนพืชชนิดเดียวกัน คือ M. esculenta ซึ่งมีความสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกันสูงทําให
ยากตอการจําแนกระดับพันธุ แตงานวิจัยน้ีพบวาผลการวิเคราะหของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 แสดง
แนวโนมในการแยกมันสําปะหลังไดออกเปน 6 กลุม และสามารถแยกชนิดมันสําปะหลังออกจากพืชนอกกลุม
ทดลอง คือ ยางพาราไดอยางชัดเจน ซึ่งสอดคลองกับรายงานการใชลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ cpDNA 
เปนเครื่องมือในการศึกษาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันไดงายและสะดวกมากขึ้น (Mayer and 
Soltis, 1999) และเปนทางเลือกสําหรับนักวิจัยในการใชแยกพันธุมันสําปะหลัง ซึ่งเคยมีรายงานวิจัยกอนหนาน้ีวา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน Trn-Pleและ Trn-Fไมสามารถแยกความแตกตางในระดับสายพันธุของมันสําปะหลัง
จํานวน 18 พันธุ ออกจากกันได (ยุรนันท และชูตา, 2560) ดังน้ันยีน ITS2 ที่คัดเลือกมาใชในงานวิจัยน้ีจึงผาน
เกณฑขอ 3 อยางไรก็ตามการใชลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณเดียวเพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของมัน
สําปะหลังยังคงไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ ไดมีรายงานเสนอใหมีการใชรวมกันกับบริเวณอ่ืนๆ เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการแบงกลุมใหมีความถูกตองและแมนยําสูงขึ้น และเพ่ิมประสิทธิภาพการสรางแผนภูมิ
ความสัมพันธทางพันธุกรรม 

ตารางที่ 2.1.5ลักษณะประจําพันธุที่อายุ 4-5 เดือนของตัวอยางที่เก็บมาจากแปลงปลูกของเกษตรกรและ 
               หมายเลขเฉพาะของลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลสากล GenBank ที่ตรงกับขอมูลลําดับนิวคลี 
               โอไทดของแตละตัวอยาง  

ชื่อตัวอยาง 

ลักษณะประจําพันธุ 
หมายเลขเฉพาะ

ลําดับนิวคลีโอไทด สียอดออน สีใบออน ขนยอดออน สีกานใบ 
รูปรางของแฉกที่

อยูกลาง 

unknown 1 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 
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unknown 2 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 3 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 4 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 5 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 6 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 7 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 8 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 9 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 10 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 11 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 12 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 13 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 14 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 15 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 16 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 17 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 18 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 19 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 20 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 21 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 22 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 23 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 24 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 25 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 26 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 27 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 28 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 29 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 30 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 31 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 32 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 33 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 34 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 35 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 
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unknown 36 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 37 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 38 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 39 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 40 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 41 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 42 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 43 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 44 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 45 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 46 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 47 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 48 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 49 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 50 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณยีน rbcL,trnH-psbA, matKและ ITS2สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดี

เอ็นเอเปาหมายอยางจําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 10094 และ 91เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาบริเวณของ
ดีเอ็นเอดังกลาวน้ีทําไดงายมีเปอรเซ็นตความสําเร็จสูง เมื่อพิจารณาความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอ
ไทดของทั้ง 4 ยีน พบวา ยีน matKและ ITS2 ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรม 1 และ 26 ตําแหนง ตามลําดับ เมื่อ
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2มาสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมพบวาสามารถแบงมันสําปะหลัง
ออกเปน  6 กลุม และสามารถแยกยางพารา Hevea brasiliensis(KJ665775) ที่ใชเปนตัวอยางนอกกลุม
ทดลองได การเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2จัดเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่มีประสิทธิภาพและเปน
ที่ยอมรับโดยทั่วไป เมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดดวยการนํามาใชระบุพันธุมันสําปะหลัง 
พบวาขอมูลลักษณะประจําพันธุที่ปรากฏและลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางที่เก็บมา 
(unknown) มีขอมูลตรงกันกับขอมูลมาตรฐานอางอิงบนฐานขอมูลสากล GenBank 100 เปอรเซ็นต ดังน้ัน ลําดับ
นิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2 จึงมีประสิทธิภาพสามารถใชเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดตัวหน่ึงของมันสําปะหลัง
ไดซึ่งเปนทางเลือกสําหรับนักวิจัยในการใชในการแยกพันธุมันสําปะหลังและการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมแตควรศึกษาดีเอ็นเอบารโคดอ่ืนๆ มาใชรวมดวย เพ่ือเพ่ิมความผันแปรและเหมาะสมสําหรับนําไปใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุตอไป 

 
บทสรปุและขอเสนอแนะ 
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1. ไดขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลัง เพ่ือใหนักปรับปรุงพันธุ นักอนุกรมวิธาน นักวิชาการ 
นักวิชาการเกษตร นักศึกษา และหนวยงานที่เก่ียงของกับงานทางการเกษตรดานมันสําปะหลัง นําไปใชใน
การศึกษา จําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรม รวมทั้งการระบุชนิดใหถูกตองชัดเจน 

2. ไดขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่มาจากตัวอยางที่มีลักษณะประจําพันธุที่ถูกตอง สามารถใชระบุพันธที่มี
ความสําคัญได ไดความสัมพันธทางพันธุกรรมเพ่ือใหรักอนุกรมวิธาน นักปรับปรุงพันธุ นักศึกษา นักวิชาการเกษตร 
และหนวยงานที่เกี่ยวของทางการเกษตร ไดนําไปประยุกตใชประโยชน 

 
การทดลองที่ 2.2  

การศึกษาและจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในถ่ัวเหลือง 

Study ofDNA Barcoding on Soybean 
 

จุฑามาส ฟกทองพรรณ     ออยทิน ผลพานิช    อรุโณทัย ซาววา 
ปาจรีย อินทะชุบ     ศุภลักษ สัตยสมิทสถติ 

Juthamas FakthongphanAuytin PolpanitAroonothai Sawwa 
Pajaree Inthachub   Supalak Sattayasamitsathit 

 
คําสําคัญ : ดีเอ็นเอบารโคด ถั่วเหลือง ยีน ITS, rbcL,rpocL 
Key-words:DNA barcode, Soybean,ITS gene, rbcL gene,rpocLgene 

บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcL และ rpocL กับถั่วเหลืองจํานวน  

40 สายพันธุ/พันธุ  ที่ปลูกรวบรวม ณ ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม มี วัตถุประสงคเพ่ือใช 
ดีเอ็นเอบารโคดมาในการจําแนกและจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองในประเทศไทยและจัดเก็บ
เช้ือพันธุกรรมของถั่วเหลือง เพ่ืออนุรักษและเก็บรักษาในธนาคารเช้ือพันธุพืชในสภาพ เมล็ดพันธุ โดยจําแนกความ
แตกตางของถั่วเหลืองดวยดีเอ็นเอบารโคดโดยเก็บตัวอยางเมล็ดพันธุ และตัวอยางพรรณไมแหงของถั่วเหลืองทั้ง 
40 สายพันธุ/พันธุ ณ ธนาคารเช้ือพันธุกรรมพืช และพิพิธภัณฑพืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร การทดลองน้ี
ดําเนินการศึกษาระหวาง กันยายน 2560 – ตุลาคม 2562 พบวาเมื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและวิเคราะห
ขอมูลดวยโปรแกรม Clustal Omega และ MEGA-X พบวายีน rbcL และ rpocL สามารถจําแนกถั่วเหลืองสาย
พันธุ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ ซึ่งเปนพันธุทองถิ่นของ จ.สระบุรี ที่เจริญเติบโตไดดีในเขตภาพ
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ออกจากถั่วเหลืองสายพันธุอ่ืนๆ ได ซึ่งสามารถใชเปนแหลงพันธุกรรมในการ
ปรับปรุงพันธุถั่วเหลืองผลผลิตสูงเมื่อปลูกในฤดูแลง  ขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ไมสามารถแยกสาย
พันธุถั่วเหลือง 40 สายพันธุ ออกจากกันอยางสมบูรณ แสดงวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนน้ีไมเหมาะสมสําหรับการ
จําแนกถั่วเหลือง ดังน้ันเพ่ือเพ่ิมการจําแนกสายพันธุถั่วเหลืองใหมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้นควรเลือกใชลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนงจําเพาะอ่ืน หรือควบคูกับการใชเครื่องหมายดีเอ็นเออ่ืน 
 

Abstract 
 

This study aims to identify and assess the genetic relationship of 40 soybean 
lines/cultivars using nucleotide sequences of ITS, rbcLandrpocL genes. All soybean 
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lines/cultivars are planted at Chiang Mai Field Crops Research Center, Chiang Mai province. The 
objectives of this experiments are to use DNA barcode to identify and grouping genetic relation 
of soybean in Thailand and storage the soybean genetic and vocher specimen conserving at 
Gene bank and Sirinthon museum, Department of Agriculture. The study is completed during 
September 2017- October 2019. According to analyzing data of all genes by using Clustal 
Omega and MEGA-X, ‘Khon Kaen’ variety can be identified from other soybeans when use 
rbcLorrpocL genes. ‘Khon Kaen’ soybean variety is a landrace variety which collected from 
Saraburi province, such variety is well adapted and showed high yield at Upper Northeast region 
of Thailand, especially during dry season. However, ITS gene could not be used to identify all of 
soybeans. Therefore, it is suggested that the regions other than ITS gene may be included in 
DNA sequence based identification to increase variable and informative sites for soybeans 
distinguish. 

 
บทนํา (Introduction) 

ถั่วเหลือง (Glycine max) จัดอยูในตระกูล Leguminosae สกุล Glycine สกุลยอย Soja มีการ
เพาะปลูกทั่วไป (Hymowitz, 1970) เปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ มีคุณคาทางอาหารสูง นอกจากน้ีเปนวัตถุดิบ
สําหรับอุตสาหกรรมการผลิต (Masuda and Goldsmith, 2009) เชน นมถั่วเหลือง เตาหู อาหารสัตวจากกากถั่ว
เหลือง และฟลมถนอมอาหารที่ยอยสลายได สําหรับประเทศไทย มีการเพาะปลูกถั่วเหลืองมานานกวาศตวรรษ 
โดยเฉพาะในบริเวณภาคเหนือตอนบน นิยมปลูกหลังการเก็บเก่ียวขาวในฤดูแลง และไดมีการขยายพ้ืนที่ปลูกไปยัง
บริเวณภาคเหนือตอนลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง ตามลําดับ โดยพ้ืนที่เพาะปลูกถั่วเหลือง
ประมาณ 70% อยูในพ้ืนที่ภาคเหนือ 
 การใชลักษณะสัณฐานในการจําแนกพืชน้ัน หากพืชมีความเหมือนและคลายคลึงกัน ทําใหยากตอการ
จําแนก ดังน้ันขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมหรือจีโนไทป จึงมีสวนสําคัญในการชวยจําแนกพืชใหถูกตองและแมนยํา
มากขึ้น ‘ดีเอ็นเอบารโคด’ เปนหน่ึงในเทคนิคที่ใชในการจําแนกลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตหรือแตละบุคคล โดย
ประยุกตจากแนวคิดเรื่องการติดฉลากบารโคดในสินคา ซึ่งเปนนวัตกรรมการจําแนกลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิต มี
ความถูกตองและแมนยํา ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต รวมถึงเพ่ิมประสิทธิภาพการคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ 
ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติของพืชได (พรณรงค และอรุณรัตน, 2544; 
Hebert et al., 2003) ดีเอ็นเอบารโคด เปนการนําลําดับนิวคลีโอไทดบนยีนที่เปนสวนอนุรักษในแตละชนิดของ
พืชมาใชในการจําแนก เชน ยีน rbcL (ribolose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase) เกี่ยวของกับการ
สรางเอนไซมรูบิสโก (rubisco) ทําหนาที่ตรึงคารบอนในกระบวนการสังเคราะหแสง (photosynthesis) ยีน 
rpoC1 (RNA polymerase beta subunit C1) กําหนดการสรางเอนไซมอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA 
polymerase) โดยยีนทั้งสองมีตําแหนงเฉพาะที่มีความเหมาะสมสําหรับการสรางดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือจําแนก
สิ่งมีชีวิต และยีน ITS (internal transcribed spacer region)จากสวนของนิวเคลียสน้ัน นิยมนํามาใชในการสราง
ดีเอ็นเอบารโคดในเช้ือรา(Schochet al., 2012) เปนตน การวิจัยจึงไดศึกษาและจัดทําดีเอ็นเอบารโคดโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดจากช้ินสวนยีน 3 ยีน คือITS, rbcL และ rpoC1 ในถั่วเหลือง จํานวน 40 พันธุ และเก็บตัวอยาง
แหงของถั่วเหลืองทุกพันธุไวในพิพิธภัณฑพืชสิรินธร เพ่ือศึกษาความหลากหลายของพันธุกรรมของถั่วเหลือง จัดทํา
ฐ า น ข อ มู ล ดี เ อ็ น เ อ บ า ร โ ค ด  แ ล ะ เ พ่ื อ ก า จํ า แ น ก ส า ย พั น ธุ / พั น ธุ  แ ล ะ ก า ร อ นุ รั ก ษ พั น ธุ ก ร ร ม 
ถั่วเหลือง 
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ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
 ศึกษาการสรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของถั่วเหลือง จํานวน 40 สาย
พันธุ/พันธุ ณแปลงถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหมหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืช
พิษณุโลก และกองวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืช ดําเนินการทดลอง ตุลาคม 2560 - กันยายน 2562 

 
วิธีการดําเนนิการ 
 อุปกรณ 
1. ถั่วเหลือง จาํนวน 40 สายพันธุ/พันธุ  แบงเปน 3 กลุม ไดแก กลุมถั่วเหลืองพันธุการคา 23 พันธุ  กลุม

สายพันธุดีเดน 11 สายพันธุ/พันธุ และกลุมถั่วเหลืองฝกสดพันธุการคา 6 สายพันธุ/พันธุ 
 2. ปุยเคมีและสารเคมีทีใ่ชในการดูแลแปลงปลูกถั่วเหลือง 

3. อุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช เพ่ือใชในการสกัดดีเอ็นเอ และทําพรรณไมแหงอางอิง 
4. อุปกรณในหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล เชน เครื่องช่ัง โกรงบดตัวอยาง หลอดทดลอง ชุดถายภาพ UV 

Transilluminators เปนตน 
วิธีการ 
1. สํารวจและบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา เก็บตัวอยางใบ ตน และดอกของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/

พันธุ (ตารางที่ 2.2.1) จากแปลงปลูกถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม โดยถายภาพประกอบ
ตัวอยางที่มีโครงสรางใบ ดอก และเก็บตัวอยางผลสมบูรณและตน เพ่ือนํามาทําตัวอยางพรรณไมแหงและกําหนด
ตัวอยางหมายเลข voucher specimen เพ่ือเก็บไวเปนหลักฐานอางอิงตามวิธีมาตรฐานของมาตรฐานของกลุม
วิจัยพฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร 
 2. การสกัดดีเอ็นของถั่วเหลือง นําใบถั่วเหลืองที่ตองการทดสอบมาลางดวยนํ้า เพ่ือกําจัดสิ่งปนเปอน ซับ
นํ้าใหแหง ตัดใบถั่วเหลือง 5 กรัม ใหเปนช้ินเล็กๆ บดในโกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 150 มม. สกัดดีเอ็นเอดวย
ชุดสําเร็จรูป MiniPrep DNA Extraction ของบริษัท Real Gennomics 

3. การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบความเขมขน
และความบริสุทธ์ิ ดวยการวัดปริมาณความเขมขนสารปริมาณนอยโดยแรงตึงผิว (nanodrop) ใชปริมาณดีเอ็นเอ 
2 µl/ตัวอยาง/ครั้ง วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
A260/A280 ใหคาความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเออยูในชวง 1.8-2.0 แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR และเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
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ตารางที่ 2.2.1  รายช่ือสายพันธุ/พันธุถั่วเหลืองที่ทําการศึกษาฯ 

Group Name of variety Group Name of variety 

Commercial 

variety 

อุสาหะ (10SB60) Commercial 

variety 

ราชมงคล 1 (Rajamagala 1) 

สจ.1 (SJ1) เชียงใหม 6 (Chiang Mai 6) 

สจ.2 (SJ2) ลพบุรี 84-1 (Lop Buri 84-1) 

สจ.3 (SJ3) Superior 

variety 

CM4703-10 

สจ.4 (SJ4) CM0701-27 

สจ.5 (SJ5) CM9513-3 

นครสวรรค 1 (Nakhonsawan 1) CM9512-3 

สุโขทัย 1 (Sukhothai 1) CM0701-24 

เชียงใหม 60 (Chiang Mai 60) CM0701-26 

เชียงใหม 1 (Chiang Mai 1) CM0706-14 

มข.35 (KKU.35) Tainung 4 

สุโขทัย 2 (Sukhothai 2)  William 

เชียงใหม 2 (Chiang Mai 2) IAC13 

จักรพันธ 1 (Jakapan 1) KUSL2004 

สุโขทัย 3 (Sukhothai 3) Vegetable 

soybean 

variety 

2808 

เชียงใหม 3 (Chiang Mai 3) เชียงใหม 84-2 (Chiang Mai 84-2) 

เชียงใหม 4 (Chiang Mai 4) Chama me 

ขอนแกน (Khon Kaen) NO.75 

เชียงใหม 5 (Chiang Mai 5) AGS292 

ศรีสําโรง 1 (Srisamrong 1) Kaori 
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4. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) นําดี
เอ็นเอที่ไดจากขางตนมาเพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรที่มีลําดับสากล (universal primer) ของยีน ITS, 
rbcL และ rpoC1 (ตารางที่ 2.2.2) ใชชุดนํ้ายาสําเร็จรูป One PCRTM (GeneDireX, Taiwan) โดยเติมดีเอ็นเอที่
ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.4 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และไพรเมอรแตละคูที่ใชทดสอบ 0.5 µM ในนํ้ายา Master 
Mix ที่มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปดวย Tag DNA poloymerase, PCR Buffer, dNTP, gel 
loading dyesโดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ดังน้ี  94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จํานวน 1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 54 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จํานวน 35 รอบ และที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที จํานวน 1 รอบ 

 
ตารางที่ 2.2.2 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษาฯ 

Locus Primer name Primer sequence Reference 

ITS ITS2-S2F ATGCGATACTTGGTGTGAAT Chen et al. (2010) 

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al. (1990) 

rpoC1 rpoC1_F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG Parveen et al. (2011) 

rpoCL1_R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC Parveen et al. (2011) 

rbcL rbcL – F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Parveen et al. (2011) 

rbcL – R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Parveen et al. (2011) 

 
5.การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ ตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรซีีส  

(gel electrophoresis) โดยใชผลผลิตพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นตใน 1xTBE 
buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 60 นาที ยอมดวย SYBR safe บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุด
ถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) Syngene 

6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จากตัวอยางถั่วเหลืองทั้งหมด 40 สายพันธุ/พันธุ  เพ่ิม 
ปริมาณยีนจํานวน 3 ยีน ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอแถบยีนที่ตองการเพียง 1 แถบ และไมมีการปนเปอนของแถบดี
เอ็นเออ่ืน เพ่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลโีอไทดแลวตรวจสอบความถูกตอง โดย
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GeneBank ของ NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) 

7. การวิเคราะหผล เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองแตละพันธุโดยใชโปรแกรม  
Clustal Omega และสรางแผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA-X โดย
เลือกวิธีการจัดกลุมแบบ maximum likelihood และกําหนดคา bootstrap 1,000 ซ้ํา  
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ผลการวิจัย (Results) 
1. บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  (ตารางที่ 2.2.1 และตารางผนวกที่ 

1)  เก็บตัวอยางใบ ตน ดอกของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  จากแปลงปลูกถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จ.

เชียงใหม  โดยเก็บเปนตัวอยางแหงตามหลักมาตรฐานของกลุมวิจัยพฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครอง

พันธุพืช ดังตัวอยางภาพ (ภาพที่ 2.2.1)  โดยเมล็ดพันธุถั่วเหลืองทั้งหมดจํานวน 40 สายพันธุ/พันธุ ไดอนุรักษไวที่

ธนาคารเช้ือพันธุกรรมพืช กรมวิชาการเกษตร และในทุกๆ ปเมล็ดที่เสื่อมสภาพความงอกจะถูกนํากลับมาฟนฟู

เพ่ือผลิตเช้ือพันธุกรรมรุนใหมเพ่ือนําไปอนุรักษอีกครั้ง (ดําเนินการโดย ศวร.เชียงใหม) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2.1 ตัวอยางพรรณไมแหงถั่วเหลืองที่ดําเนินการจัดทํา จํานวน 40 สายพันธุ/พันธุ  โดยเก็บ
รักษา ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ 

2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) และตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอ 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  โดยใชไพรเมอรสากลของยีน 3 ตําแหนง พบวา
สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน ITS, rbcL และ rpoc1  ไดขนาดประมาณ 400, 1,300 และ 500 คูเบส 
ตามลําดับ (ภาพที่ 2.2.2) 
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ภาพที่ 2.2.2  ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน ITS, rbcLa ของถั่วเหลือง 
สายพันธุ/พันธุตาง ๆ ตามรายช่ือในตารางที่ 2.2.1 
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ภาพที่ 2.2.3 ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ rbcL และ trnHf +psbA3 ของถั่วเหลืองสายพันธุ/
พันธุตาง ๆ  ตามรายช่ือในตารางที่ 2.2.1 
 
3. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 นําผลผลิต PCR สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcLa, rbcL,rbocL,trnHf +psbA3และนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองที่ไดไปเปรียบเทียบความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตตางๆ ใน
ฐานขอมูล GenBank โดยใช โปรแกรม Blast (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov)  
ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีน ในถั่วเหลืองแตละสายพันธุ 
4. วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลือง  

หาความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองโดยใชโปรแกรม MEGA-X การหาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง และใช Glycine Clandestina เปน out-group .ในยีน ยีน ITS, 
rbcL, , rpoCL, trnHf +psbA3 
 ยีน ITSอยูบนนิวเคลียรจีโนม (nuclear genome) น้ันเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ในถั่ว
เหลือง ทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  พบวามีขนาดประมาณ 400 คูเบส เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนITSดวย
โปรแกรม MEGA-X พบวาความแตกตางทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  เทากับ 0.00-0.20 
และเมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (ภาพที่ 2.2.4) พบวาไมสามารถจําแนกถั่วเหลืองแตละชนิดออก
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จากกันได ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ มีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก 
กลาวคือมีรูปแบบการกลายแบบทรานสเวอรชัน (transversion) จาก pyrimidine (T) เปน purine (A) .บน
ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 75 เพียงตําแหนงเดียว 
 ยีน rbcLอยูบนคลอโรพลาสตจีโนม (Chloroplast genome) เมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL โดยเลือกวิธีการ
จัดกลุมแบบ Maximum Likelihood พบวาแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมน้ัน ไมสามารถแยกความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  ออกจากกันทั้งหมด แยกไดเพียง 1 พันธุ คือ ‘ขอนแกน (Khon 
Kaen)’ (ภาพที่ 2.2.5) โดยมีคา log likelihood สูงสุดที่ -1321.38 ตามลําดับ  และพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
เปลี่ยนแปลงในยีน rbcL จํานวน 99 ตําแหนง มีการกลาย 4 รูปแบบ คือ Indel (insertion/deletion), Purine 
transition, Pyrimidine transition และ Transversion (ตารางที่ 2.2.3 ) 
 ทั้ ง น้ี ถั่ ว เ หลื อ ง พัน ธุ  ‘ขอนแก น ’  เป น พัน ธุ ที่ ไ ด จ ากการ รวบรวมจาก  อ .  พระ พุทธบาท  
จ.สระบุรี เพ่ือปรับปรุงถั่วเหลืองใหไดผลผลิตสูง โดยเนนพ้ืนที่ปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เหมาะในการปลูกฤดู
แลงที่มีการใหนํ้าชลประทาน ผลผลิตเฉลี่ย 312 กก./ไร และในฤดูแลงผลผลิตเฉลี่ยสูงถึง 356 กก./ไร  โดยไดรับ
การรับรองพันธุจากกรมวิชาการเกษตรในป 2547 (ออยทินและรัชนี, 2558) 
 จากการศึกษาครั้งน้ีพบวาถั่วเหลืองพันธุ ‘ขอนแกน’สามารถแยกออกจากถั่วเหลือง 39 พันธุ/สาย ซึ่ง
สามารถใชประโยชนจากการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในงานปรับปรุงพันธุถั่วเหลือง ในการปรับปรุงพันธุถั่วเหลือง
ผลผลิตสูงในฤดูแลงตอไป 
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ภาพที่ 2.2.4 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สรางจาก
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood  
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ภาพที่ 2.2.5 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สรางจาก
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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ตารางที่ 2.2.3 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ที่พบใน 
ถั่วเหลืองสายพันธุ/พันธุตางๆ 
Alternation Nucleotide position 
Indel 31, 47, 52, 300, 410, 411, 525 

Purine transition 15, 29, 49, 57, 72, 75, 90, 148, 217, 238, 301, 341, 383, 403, 411, 415, 
423, 429, 484, 485, 497, 499, 531, 548 

Pyrimidine 
transition 

13, 37, 53, 290, 315, 330, 357, 360, 363, 367, 379, 391, 394, 483, 517 

Transversion 8, 16, 38, 38, 39, 40, 46, 55, 64, 67, 71, 80, 87, 97, 103, 104, 111, 128, 
160, 161, 190, 223, 250, 259, 259, 262, 264, 292, 298, 302, 320, 329, 
333, 335, 349, 350, 388, 393, 398, 402, 404, 417, 422, 426, 448, 449, 
454, 463, 489, 495, 508, 518, 542 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 
ยีน rpoC1 ซึ่งเปนยีนที่อยูบนคลอโรพลาสตจีโนมเชนเดียวกับ rpcL สามารถทําการแยกความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของพันธุ ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ ออกจากถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ ไดเพียงพันธุเดียว (Figure 
5) เชนเดียวกับยีน rpcL โดยมีคา log likelihood สูงสุดที่ -1783.58 ตามลําดับ  โดยพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
เปลี่ยนแปลงในยีน rpoC1 จํานวน 100 ตําแหนง มีการกลายรูปแบบ ดังแสดงตาม Table 4 
ตารางที่ 2.2.4 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ที่พบใน 
ถั่วเหลืองสายพันธุ/พันธุตางๆ 
Alternation Nucleotide position 
Indel 4, 164, 232, 286, 304, 305, 313, 334 
Purine transition 168, 172, 184, 185, 186, 212, 215, 216, 217, 239, 258, 288, 290, 314, 316, 

337, 348, 352, 363, 364, 369 
Pyrimidine 
transition 

220, 230, 243, 251, 270, 272, 281, 296, 307, 308, 310, 321, 328, 329, 330, 
332, 339, 340 

Transversion 177, 183, 187, 193, 199, 206, 209, 211, 213, 221, 222, 223, 225, 227, 229, 
235, 236, 237, 246, 247, 252, 254, 256, 259, 260, 261, 262, 263, 265, 267, 
268, 273, 273, 277, 278, 279, 282, 292, 294, 299, 300, 315, 323, 336, 345, 
347, 350, 365, 372, 375, 376, 377, 386 

 นอกจากน้ี ยังมีการจัดเก็บเช้ือพันธุกรรมถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ ในรูปแบบของเมล็ดที่ธนาคาร
เช้ือพันธุกรรม และตัวอยางพรรณไมแหง ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ รายละเอียดดังตารางที่ 2.2.4  
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ภาพที่ 2.2.6 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สราง

จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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อภิปรายผล (Discussion) 
การสราง ดี เ อ็นเอบาร โคดมีศักยภาพในการจํ าแนกสิ่ งมี ชี วิต โดยใชการเปรียบเทียบลํา ดับ 

นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานในพืชแตละชนิด อยางไรก็ตามแมวาพันธุกรรมพืชจะมีผลโดยตรงตอลักษณะ
การแสดงออกของพืช (phenotype) สภาพแวดลอมในการเพาะปลูกก็เปนอีกปจจัยที่สําคัญมีผลตอการแสดงออก
ดวยเชนกัน การจําแนกพันธุพืชดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะเพียงบริเวณใดบริเวณหน่ึงอาจ
ไมเพียงพอตอการจําแนกพันธุพืช เน่ืองจากตําแหนงน้ันมีความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ตํ่า 
และลําดับดีเอ็นเอของตําแหนงน้ันมีขนาดเล็กมาก (genome size) เมื่อเทียบกับขนาดของจีโนมพืช มีผลทําให
ตําแหนงดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางของพืชในระดับพันธุ  (Collins and Cruickshank, 2013) 

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

1. การวิเคราะหแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA-X จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน ITS ซึ่งเปนยีนที่อยูในนิวเคลียส ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ จะเปนไดวาลําดับนิวคลีโอไทดพบความ
แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ซึ่งมีผลทําใหไมสามารถแยกพันธุถั่วเหลืองออกจากกันได เน่ืองจากขนาดของลําดับ
เบสที่สั้น เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของจีโนมพืช ดังน้ันการใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS เพ่ือประเมิน
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองน้ันยังไมมีความเหมาะสม 

2. ยีน rbcL และ rpoCL ซึ่งเปนยีนที่อยูในคลอโรพลาสต สามารถทําการแยกความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของพันธุขอนแกน ซึ่งเปนพันธุทองถิ่นของ จ.สระบุรี ออกจากถั่วเหลืองจํานวน 39 สายพันธุ/พันธุ ซึ่งสวนใหญเปน
พันธุที่ไดจากการปรับปรุงพัฒนาพันธุ 
 3. ถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ ไดจัดเก็บเช้ือพันธุกรรม ณ ธนาคารเช้ือพันธุกรรม และตัวอยางแหง
ของถั่วเหลือง ไดจัดเก็บ ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ ของกรมวิชาการเกษตร 
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กิจกรรมที่ 3 
 ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชทองถ่ิน 

Diversity and DNA Barcode of Indigenous Plants 
 

การทดลองที่ 3.1ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศลิา  
(Aquifoliaceae) 

(Diversity and DNA Barcodes of Aquifoliaceae) 
 

กาญจนา พฤษพันธอัญชลี แกวดวงธีรวุฒิ วงศวรัตน 
Kanchana Pruesapan  Anchalee Kaewdoung  Theerawut Wongwarat 

 
คําสําคญั :การจําแนก, การระบุช่ือ, ดีเอ็นเอบารโคด, ลักษณะทางสัณฐาน 

Key words : classification, DNA barcode, identification, morphological characteristic 
 

บทคัดยอ  
การศึกษาทางอนุกรมวิธานของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทยยังมีความคลุมเครือ ขอมูล

ทางสัณฐานเพียงอยางเดียวไมเพียงพอในการระบุช่ือหรือจําแนกชนิดพืชออกเปนกลุมเพ่ือใชเปนฐานขอมูลความ
หลากหลายของพืชวงศศิลาได งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดศึกษาความหลากหลายและ
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาในประเทศไทย โดยใชดีเอ็นเอบารโคด matK, rpl32-trnl, trnL-trnF
และ ITS ผลการศึกษาไดฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันความหลากหลายของชนิดพืชวงศศิลาในประเทศไทย
ทั้งสิ้น 54 ขอมูล ประกอบดวย GenBank accession หมายเลข MT114079–MT114117ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอ
ของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทยจํานวน 14 ชนิด ผลการวิเคราะหความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของพืชดวยขอมูลดีเอ็นเอชวยยืนยันความถูกตองในการระบุช่ือพืชและจําแนกพืชออกเปนกลุม 
สอดคลองกับการจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐาน 3 Subgenus (Subg) และ 5 Section (Sect.) คือ 1) Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifoliumประกอบดวย Ilex odorata และ I. pubifructa;2)Subg. Byronia มี 3 Sect. 
คือ Sect.ByroniaประกอบดวยI. cymosa, I. wallichii, Ilex sp. (1) และ Ilex sp. (2), Sect.Lioprinus
ประกอบดวยI. umbellulataและ Ilex sp. (3) และ Sect.PaltoriaประกอบดวยI. triflora; และ3)Subg. 
PrinosSect. Micrococcaประกอบดวย I. micrococca นอกจากน้ี พบการจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอไม
สอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐาน ประกอบดวยดวย I. denticulataและ I. embelioidesที่
ใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Byronia แตการจําแนกกลุมดวยขอมูลทาง
สัณฐานจัดพืชทั้งสองชนิดอยูภายใต Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium สวน I. ficoideaที่ถูกจําแนกดวย
ขอมูลทางสัณฐานกลุมเดียวกับพืชทั้งสองชนิดดังกลาวมาขางตนกลับใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิด
กับพืชใน Subg. PrinosSect. Micrococca และพบ Ilex sp. (4) จับกลุมใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. 
Aquifolium ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณนิวเคลียร แตกลับแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชทั้งใน Subg. 
Aquifolium และ Subg. Prinos ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต จึงควรศึกษาทบทวนขอมูลดีเอ็น
เอของตัวอยางพืชที่ยังไมมีความชัดเจนในการจําแนกกลุมจากงานวิจัยน้ีเพ่ิมเติมอีกครั้ง เพ่ือใหขอมูลความ
หลากหลายของชนิดพืชวงศศิลามีความสมบูรณมากขึ้น 
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Abstracts  
Taxonomic study on Aquifoliaceae in Thailand is still unclear. Morphological information 

alone is not sufficient for identification or classification of the family diversity. This study aimed 
to use DNA barcode technique to clarify the species diversity and phylogenetic relationships of 
Aquifoliaceae in Thailand. The DNA barcodes of matK, rpl32-trnl, trnL-trnF andITS were 
examined to investigate the placement of Thai species. The study resulted of 54 GenBank 
accession numbers of MT114079–MT114117 representing 14 species of Aquifoliaceae. The 
phylogenetic analysis based on DNA data has shown the congruence of species identification 
and classification based on morphology. Ten Ilex species are divided into 3 Subgenera (Subg.) 
and 5 Sections (Sect):1)Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium comprisesI. odorataandI. 
pubifructa;2)Subg. ByroniaSect.Byronia comprises I. cymosa, I. wallichii, Ilex sp. (1) andIlex sp. 
(2), Sect.Lioprinus comprises I. umbellulata andIlex sp. (3), Sect.Paltoria comprises only I. 
triflora; 3)Subg. PrinosSect. Micrococca comprises onlyI. micrococca. However, the DNA 
classification misplaced I. denticulata andI. embelioides with the member ofSubg. Byroniaand I. 
ficoidea with the member ofSubg. PrinosSect. Micrococcawhereas morphological classification 
placed them underSubg. Aquifolium Sect. Aquifolium.The DNA classification also suggested 
indistinct placement forIlex sp. (4). The species placed with members of Subg. Aquifoliumbased 
on nuclear data but placed with both members of Subg. AquifoliumandSubg. Prinosbased on 
chloroplast data. The indefinable information from the present study should be further revised 
for a complete research on diversity of Aquifoliaceae in Thailand.  

 
บทนํา (Introduction) 

พืชวงศศิลา(Aquifoliaceae) จัดเปนกลุมพืชที่มีศักยภาพสําคัญทางเศรษฐกิจ ทั้งทางการแพทยอาหาร 
สมุนไพร ไมประดับ หรือเช้ือเพลิง (Sosef et al., 1998; Chen & Feng, 1999; Gu et al., 2001; Rodd & 
Bryant, 2007; Gu et al., 2011; Li et al., 2011; Hao et al., 2013) มีการกระจายพันธุอยูในวงจํากัด และมี
สมาชิกทั่วโลกมากกวา 500 ชนิด (Galle, 1997) ในขณะที่ในประเทศไทยกลับมีรายงานพบเพียง 5 ชนิด (Craib, 
1931) และไมไดมีการบรรยายลักษณะทางพฤกษศาสตรของชนิดพืชเหลาน้ัน การศึกษาวิจัยความหลากหลายและ
อนุกรมวิธานของชนิดพืชในวงศศิลาไดเริ่มขึ้นอยางจริงจังโดย Pruesapan et al. (2014) พบจํานวนชนิดของพืช
วงศศิลามากถึง 15 ชนิด หลังจากน้ันไดตีพิมพเผยแพร Ilex pubifructa Pruesapan, S. Andrews & D.A. 
Simpson เปนพืชชนิดใหมของโลก (Pruesapan et al., 2017) อยางไรก็ดี การระบุชนิดพืชสกุล Ilex L ใน
ประเทศไทยดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยายังมีความคลุมเครือ เน่ืองจากพืชสกุล Ilexเปนพืชแยกเพศอยูตางตน 
อีกทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความผันแปรสูง โดยเฉพาะอยางย่ิงหากตัวอยางพืชที่นํามาศึกษาไมมีสวนสืบพันธุ
ที่ครบสมบูรณทั้งดอกเพศผู ดอกเพศเมีย พรอมทั้งผลและเมล็ดแลว ทําใหยากตอการระบุช่ือพืชของนัก
อนุกรมวิธาน ลักษณะทั่วไปของพืชในวงศน้ีมีความใกลเคียงกันมาก และมักพบความผิดพลาดในการระบุช่ือ
ปรากฏอยูบนช้ินตัวอยางพรรณไมอางอิงที่เก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชตางๆ เพ่ือใชศึกษาและเทียบเคียงพรรณไม
เสมอจากการจําแนกและระบุช่ือพืชโดยใชเฉพาะขอมูลสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว ภายหลังจึงมีการนําเทคนิคดี
เอ็นเอบารโคด (DNA barcode) มาชวยในการยืนยันชนิดและแสดงความใกลชิดของพืชวงศศิลาอยางแพรหลาย 
โดยใชขอมูลดีเอ็นเอทั้งบริเวณของคลอโรพลาสตและนิวเคลียรรวมกัน เชน rbcL, matK, trnL-F, psbA-trnH, 
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ITS, ETS, gapCและ nepGS(Hao et al., 2013; Setoguchi & Watanabe, 2000; Shi et al., 2016; Yang et 
al. 2018) อีกทั้งยังใชขอมูลดีเอ็นเอบารโคดเหลาน้ีในการพิสูจนความสับสนในการระบุช่ือพืชที่มีลักษณะสัณฐาน
คลายคลึงกันมากสําเร็จ เชน I. formosanaและ I. tetramera (Yang et al., 2018) รวมถึงการใชตรวจสอบ
ลูกผสมที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ เชนพบวา I. dabieshanensisเปนลูกผสมระหวาง I. cornutaกับ I. latifolia (Shi 
et al., 2016) เปนตน ซึ่งการไดทราบตนกําเนิดของชนิดพืชที่ผสมขามเหลาน้ีเปนประโยชนอยางย่ิงตองานดาน
อนุกรมวิธานพืช วิวัฒนาการ และการอนุรักษ 

งานวิจัยน้ีไดมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) ศึกษาดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาในประเทศไทย และเก็บเปน
ฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันชนิดของพืช และ 2) ศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลา 
(Aquifoliaceae) ดวยขอมูลดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบความใกลชิดของชนิดพืชที่ถูกแบงดวยขอมูลทางสัณฐาน ซึ่ง
ขอมูลดีเอ็นของชนิดพืชวงศศิลาที่ไดจากงานวิจัยน้ีจะเปนประโยชนสําคัญในการจัดทําบัญชีรายช่ือของพรรณพืชที่
ทําการศึกษาจําแนกแลว เพ่ือเปนขอมูลสนับสนุนการวางแผนการอนุรักษความหลากหลายของพืชและการนําไปใช
ประโยชนเชิงเศรษฐกิจของประเทศ 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

อุปกรณ 
1. ตัวอยางพืชที่ศึกษา 
ตัวอยางพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) สกุล Ilex L ที่ใชวิเคราะหเปน Ingroup taxa ประกอบดวย พืชที่

ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี จํานวน 19 ตัวอยาง (taxa) (ตารางที่ 3.1.1) และตัวอยางดีเอ็นเอที่มีการเก็บบันทึกไวบน
เว็บไซตของ NCBI (National Center for Biotechnology Information) ประกอบดวย ตัวอยางที่ใชวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสต จํานวน 14 taxa โดยคัดเลือกจากชนิดพืชที่มีจีโนมสมบูรณ และคัดเลือก
ศึกษาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดจาก 3 บริเวณ matK, rpl32-trnLและtrnL-trnF และตัวอยางที่ใชวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณนิวเคลียร จํานวน 22 taxa (ตารางที่ 3.1.2) โดยพืชวงศศิลาที่คัดเลือกมาเปน Ingroup taxa 
เปนตัวแทนชนิดพืชที่จัดจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) สวนตัวอยางพืชที่ใชวิเคราะหเปน 
Outgroup taxa ของบริเวณคลอโรพลาสต ประกอบดวย Helwingia himalaica(Helwingiaceae) และ 
Gonocaryum lobbianum (Cardiopteridaceae) สวน Outgrouptaxa ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ
นิวเคลียร คือ Helwingia chinensis(Helwingiaceae) และ Phyllonoma ruscifolia (Phyllonomaceae) ซึ่ง
เปนพืชที่มีความใกลชิดกับวงศ Aquifoliaceae และจัดอยูใน Order Aquifolales เชนเดียวกัน(ตารางที่ 3.1.2) 

2. วัสดุอุปกรณและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล  
2.1 วัสดุอุปกรณในหองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล เชน Micropipette ขนาด 10, 20, 200 และ 

1,000 ไมโครลิตร;Pipet Tips ขนาด 0.5-10, 1-200 และ 1,000 ไมโครลิตร; หลอดไมโครเซนติฟวส ขนาด 0.2 
และ 1.5 มิลลิลิตร, เครื่องช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง,เครื่องปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ, เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก, 
เครื่อง Incubator, เครื่องเขยา, ชุดเตรียมเจลอกาโรส, เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (Gel Electrophoresis), 
เครื่องเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอ Thermal cycler, เครื่องตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอและผลิตภัณฑดีเอ็นเอ Gel 
documentation System (Bio-Rad Laboratiries, Inc., USA), ชุดโกรงบด ฯลฯ 

2.2. สารเคมใีนการสกัดดีเอ็นเอ ไดแก ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป PureLink Plant Total DNA 
Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA), ไนโตรเจนเหลว (Liquid Nitrogen), แอลกอฮอลบริสุทธ์ิ 

2.3. สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) ไดแก 
ไพรเมอรบริเวณคลอโรพลาสต 3 คู คือ  matK, rpl32-trnL, trnL-trnF และไพรเมอรบริเวณนิวเคลียร คือ ITS 
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รายละเอียดของไพรเมอรทั้ง 4 คู แสดงไวในตารางที่ 3.1.3, ชุดนํ้ายาปฏิกิริยา Phire Plant Direct PCR Master 
Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) และนํ้ากลั่นปราศจากเอนไซม UltraPure™ DNase/RNase-Free 
Distilled Water (Life Technologies, USA) 

2.4 สารเคมีทีใ่ชในการตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอและผลผลิตดีเอ็นเอ ไดแก ผงอะกาโรส 
(Agarose powder) เปนตัวกลางในการแยกสารดวยประจุไฟฟา, 10x TBE Electrophoresis buffer, DNA 
Ladder เปนดีเอ็นเอมาตรฐานในการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอตัวอยาง, ชุดสีฟลูออเรสเซนตสําหรับยอมดีเอ็นเอ  

3. วัสดุอุปกรณและสารเคมทีี่ใชในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย 
3.1 วัสดุอุปกรณในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย เชน กรรไกรตัดกิ่ง กระดาษ

หนังสือพิมพ แผงอัดพรรณไมและเชือกมัด กระดาษลูกฟูก ฟองนํ้า ถุงพลาสติก ปายช่ือ สมุดบันทึก ดินสอดํา2B 
ตูอบแหงพรรณไมอุณหภูมิ 65-70 องศาเซลเซียส กระดาษติดผนึกพรรณไมแหง เขม็-ดายเย็บพรรณไม กระดาษ
ฉลากรายละเอียดพรรณไม Hand-len/กลอง stereo microscope 

3.2. สารเคมีในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง ไดแก นํ้ายารักษาสภาพพรรณไม 
ประกอบดวย แอลกอฮอล 70%,  สารเมอรคิวริคคลอไรด (Mercuric Chloride), ฟนอล (Phenol) 
วิธีการ 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางพืชและการเก็บรักษา 
1.1 ตัวอยางพืชที่ใชศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ 
เก็บรวบรวมช้ินสวนของใบพืชวงศศิลาเพ่ือนํามาศึกษาดีเอ็นเอจาก 2 แหลง คือ 1) เก็บรวบรวม

ตัวอยางพืชในภาคสนามจากพ้ืนที่หลายจังหวัดในประเทศไทย ไดตัวอยางพืช 13 taxa (ตารางที่ 3.1.1) ช้ินสวนใบ
ของแตละตัวอยางเก็บแยกไวในถุงพลาสติกแบบเปดปดไดและใสซิลิกาเจล (Siliga gel) ไวเพ่ือชวยดูดซับความช้ืน
และรักษาสภาพตัวอยางและ 2) ตัดช้ินใบจากตัวอยางพรรณไมแหงที่เก็บรักษาเปนพรรณไมอางอิงไวในหอพรรณ
ไม กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช (The Forest Herbarium, BKF) โดยใหมีขนาดประมาณ 1x1 
เซนติเมตร จํานวน 6 ตัวอยาง (ตารางที่ 3.1.1) 

1.2 การเก็บรักษาตัวอยางเพ่ือใชเปนหลักฐานอางอิงงานวิจัย 
นําพืชวงศศิลาที่เก็บรวบรวมไดจากภาคสนามทั้ง 13 ตัวอยาง จัดทําเปนตัวอยางพรรณไมแหง 

(Herbariumspecimen) ตามหลักการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย ต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวบรวม
ช้ินตัวอยางหมอน ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูลพืช อัดทับและอบแหง อาบนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม ติด
ผนึกพรรณไม ติดฉลากรายละเอียดพืช จนถึงขั้นตอนลงทะเบียนเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืช ไดดําเนินการตาม
กรรมวิธีตามหนังสือคูมือ The Herbarium Handbook (Bridson & Forman, 1998) และลงทะเบียนเก็บรักษา
ไวเปนตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, 
BK) 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
นําช้ินสวนใบของพืชวงศศิลามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป PureLink Plant Total 

DNA Purification Kit ตามกรรมวิธีของบริษัท แลวตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่สกัดได
ดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.0% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 
0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System และเก็บรักษาดีเอ็น
เอไวที่อุณหภูมิ -20 oC 

3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
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นําตัวอยางดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาทั้ง 19 ตัวอยาง เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยเจือจางใหมีความเขมขน 100 ng แลวเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่ตําแหนงจําเพาะบริเวณmatK, 
rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS  โดยใชชุดนํ้ายาปฏิกิริยา Phire Plant Direct PCR Master Mix ใหมีปริมาตร
รวมเทากับ 50 µl เติมสารเคมีในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงในตารางที่ 3.1.4 และนําเขาเครื่องเพ่ิม
ปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอ โดยใชสภาวะเริ่มตนในการทําปฏิกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 3.1.5 จากน้ันนําผลผลิตที่ได
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน 
Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใต
แสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System  

4. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS ไปวิเคราะหหา

ลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI3730 x 1 automated sequencer (Applied Biosystems, Forster City, CA, 
USA) using ABI BigDye terminator chemistry ตามกรรมวิธีของบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี แลวนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) แลวตรวจสอบความถูกตองของ
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดของพืชวงศศิลาที่ศึกษาไดใหม
ในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีนรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
พืชวงศศิลาซึ่งเปน Ingroup taxa และ Outgroup taxa (ตารางที่3.1.2) ที่ดาวนโหลดจากฐานขอมูลของ NCBI 
โดยใชโปรแกรม ClustalW (Thomson et al., 1994) ดวยวิธี Multiple alignment และตรวจสอบความถูกตอง
ของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

5. การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ matK, rpl32-trnL, trnL-trnF

และ ITS ในเมตริกซลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดวย
โปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Maximum Parsimony (MP) โดยกําหนดคา bootstrap 
test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985), Tree-Bisection-Regrafting (TBR) ของแตละซ้ําประกอบดวย 
10 replicatesrandom addition of sequences (Nei and Kumar, 2000) และไมเกิน 10 trees/replicate 
ถูกเก็บไว ประเมินคา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับสูง, 75-
84% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับตํ่า และ <50% เปน
คาที่ไมสนับสนุนความเช่ือมั่น โดยลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสตและบริเวณนิวเคลียรไมนํามาวิเคราะห
รวมในเมตริกซเดียวกันเพ่ือวิเคราะหหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ เน่ืองจากใชตัวแทนชนิดพืชจากกลุมที่มีการ
จําแนกไวแตกตางกัน เพ่ือเปนการเปรียบเทียบในยืนยันหรือสนับสนุนหรือช้ีใหเห็นความแตกตางของความสัมพันธ
ทางวิวัฒนาการของตัวอยางพืชวงศศิลาที่ไดจากดีเอ็นเอบารโคดจากทั้งสองบริเวณ โดยการอภิปรายความสัมพันธ
ไดพิจารณาเฉพาะจากกลุมที่มีตัวแทนพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีปรากฏอยูเปนหลัก แลวนําลําดับนิวคลี
โอไทดของพืชวงศศิลาที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีเก็บบันทึกไวในระบบฐานขอมูลของ NCBI ไดจํานวน 54 
หมายเลข คือ GenBank accession numbers MT114079 – MT114117 (ตารางที่ 3.1.1) 

เวลาและสถานที:่ เดือนตุลาคม 2560 ถึง กันยายน 2562 ณ  สํานักคุมครองพันธุพืช และสํานักวิจยั
พัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลการทดลองและอภิปราย (Resultsand discussion) 
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1) ดีเอ็นเอบารโคดและฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยนืยันชนิดพืชวงศศลิา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทย 
1.1) ดีเอ็นเอบารโคดชนิดพืชวงศศิลา 

 การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาดวยดีเอ็นเอบารโคด matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITSที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีมีจํานวน 19 ตัวอยาง พบวา matKสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 14 ตัวอยาง rpl32-trnL
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 15 ตัวอยางtrnL-trnFสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเพียง 10 ตัวอยางและ ITS 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 15 ตัวอยางดีเอ็นเอบารโคดrpl32-trnL และITS มีประสิทธิภาพสูงสุด คิดเปน 
78.9% (15 จาก 19 ตัวอยาง) รองลงมาคือ ดีเอ็นเอบารโคดmatKคิดเปน 73.7% (14 จาก 19 ตัวอยาง) และดี
เอ็นเอบารโคดtrnL-trnF มีประสิทธิภาพตํ่าสุด คิดเปน 52.6% (10 จาก 19 ตัวอยาง) อยางไรก็ดี เมื่อตรวจสอบ
สภาพตัวอยางที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ พบวาตัวอยางที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดวยดีเอ็นเอบารโคดเหลาน้ี
สวนใหญเปนตัวอยางที่ ตัดช้ินสวนใบมาจากตัวอยางพรรณไมแหงที่ เก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืช ไดแก 
I.denticulata, I. embelioides, I. ficoidea, I. odorata,I. umbellulata (1) และ Ilex sp. (4) ซึ่งดีเอ็นเอของ
ตัวอยางเหลาน้ีอาจมีสภาพถูกทําลายหรือมีตัวยับย้ังการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากกระบวนการอบแหง
ตัวอยางและการรักษาสภาพตัวอยางดวยนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม และเมื่อพิจารณาความยาวของแถบดีเอ็นเอ
ของดีเอ็นบารโคดทั้ง 4 บริเวณ พบวามีความยาวมาก ดังน้ันดีเอ็นเอที่มีสภาพถูกทําลายจึงไมอาจทําปฏิกิริยาเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ตองการไดหรือไดไมสมบูรณ สวนตัวอยางที่เก็บรักษาสภาพใบสดไวในสารดูดความช้ืนซิ
ลิกาเจล มีดีเอ็นเอที่ยังคงสภาพสมบูรณ แตก็มีบางตัวอยางที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดโดยดีเอ็นเอบารโคด 
trnL-trnF คือ I. umbellulata (2) และ Ilex sp. (1), ซึ่งอาจเกิดจากสภาวะเริ่มตนของปฏิกิริยาพอลีเมอเรสที่ไม
เหมาะสม 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดrpl32-trnL ใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดยาวที่สุด และมีขนาดแตกตางกันไปต้ังแต928-945 คูเบส ซึ่งพืชวงศศิลาที่มีขนาดนิวคลีโอไทดยาวที่สุด คือ I. 
triflora มีขนาด 945 คูเบส และพืชวงศศิลาที่มีขนาดนิวคลีโอไทดสั้นที่สุด คือ I. umbellulata (2), I. wallichii 
(1) และ I. wallichii (2)  มีขนาด 929 คูเบสยกเวน I. embelioidesที่สามารถตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดได
เพียงบางสวน มีขนาด 602 คูเบสเน่ืองจากสภาพดีเอ็นที่เสียสภาพ และ Ilex sp. (1) ที่ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทดืไดเพียง 770 คูเบสเน่ืองจากผลการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดใหผลโครมาโตแกรมชวงปลายที่ไมสามารถ
อานผลกราฟได;  ดีเอ็นเอบารโคดtrnL-trnFใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีขนาดยาวรองลงมาจากดีเอ็นเอบารโคด
rpl32-trnL โดยมีขนาดต้ังแต929-936 คูเบส โดย I. micrococca (1) และ I. micrococca (2)มีขนาดยาวที่สุด 
คือ 936 คูเบส และ I. pubifructa มีขนาดสั้นที่สุด คือ 929 คูเบส สวนตัวอยางอ่ืนๆ ที่เหลือมีขนาดนิวคลีโอไทด
เทากัน คือ 930 คูเบส;  ดีเอ็นเอบารโคด matKใหลําดับนิวคลีโอไทดยาวเปนลําดับที่สาม คือ ที่มีขนาด 855 คู
เบส; และดีเอ็นเอบารโคด ITS ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีขนาดต้ังแต714-737 คูเบส โดย Ilex sp. (1) มีขนาดยาว
ที่สุด คือ 737 คูเบส และ I. pubifructaมีขนาดสั้นที่สุด คือ 714 คูเบส 
เมื่อวิเคราะหตัวแทนพืชวงศศิลาของแตละบริเวณดีเอ็นเอที่นํามาใชรวมเปน Ingroups taxa ทั้งหมด พบตัวแทน
ของ matKจํานวน 23 taxa, rpl32-trnLจํานวน 24 taxa, trnL-trnFจํานวน 20 taxa และ ITS จํานวน 28 taxa 
(ตารางที่ 3.1.6)  

1.2 ฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันชนิดพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทย 
ลําดับนิวคลีโอไทดของพืชวงศศิลาในประเทศไทยที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ี จากตัวอยางทั้งหมด 19 

taxa ดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต matK, rpl32-trnl, trnL-trnFและบริเวณนิวเคลียร ITS 
ไดเก็บบันทึกและลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ NCBIรวมทั้งสิ้น 54 หมายเลข GenBank 
accession ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคด matKจํานวน 14 accession ไดแก GenBank 
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accession numberMT114104–MT114117  ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคด rpl32-trnlจํานวน 15 
accession ไดแก GenBank accession numberMT114089–MT114103  ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอ
บารโคด trnL-trnFจํานวน 10accession ไดแก GenBank accession numberMT114079–MT114088และ
ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคดITS จํานวน 15 accession ไดแก GenBank accession 
numberMT114118–MT114132 ซึ่งฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาที่ลงทะเบียนเก็บรักษาไวทั้งหมด
จากงานวิจัยน้ี จัดเปนชุดขอมูลดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทย ซึ่งถือเปนสวน
หน่ึงของพืชวงศศิลาที่กระจายพันธุอยูในประเทศไทย (Pruesapan et al., 2014, 2017) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ความหลากหลายของชนิดในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตที่มีมากถึง 120 ชนิด (Andrews, 2002) น้ันแสดงวา
ความหลากหลายของชนิดพืชวงศน้ีในประเทศไทยยังตกสํารวจอยูอีกมาก โดยเฉพาะอยางย่ิงเมื่อเปรียบเทียบกับ
ประเทศในภูมิภาค Indo-China ที่มีรายงานมากถึง 37 ชนิด (Tardieu-Blot, 1948) แถบ Sabah และ Salawak 
มี 30 ชนิด (Andrews, 1998; 2002) แถบ Malay Peninsula 17 ชนิด (Ridley, 1922) เปนตน 
 
ตารางที3่.1.1 ตัวอยางพรรณไมอางอิงและดีเอ็นเออางอิงของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ที่ศึกษาใหมใน
งานวิจัยน้ี 

No. Species Specimen Voucher 
GenBank Accession number 

matK rpL32-trnL trnL-trnF nrITS 

1 Ilex cymosa Blume (1) Rueangruea SR 82 (BKF) MT114104 MT114089 MT114079 MT114118 

2 Ilex cymosa Blume (2) Pruesapan KP2018-1 (BK) MT114105 MT114090 MT114080 MT114119 

3 Ilex cymosa Blume (3) Pruesapan KP2018-27 (BK) NA NA NA MT114120 

4 
Ilex denticulataWall. 
ex. Wight 

Gardner & Tippayasri ST 
1769 (BKF) 

NA NA NA MT114121 

5 
Ilex embelioides 
Hook.f. 

Takahashi & Tamura T-
63342 (BKF) 

NA MT114091 NA NA 

6 Ilex ficoidea Hemsl. Fukuoka T-63801 (BKF) NA NA NA MT114123 

7 
Ilex micrococca Maxim. 
(1) 

Meewasana et al. 
KP2018-24 (BK) 

MT114107 MT114092 MT114081 MT114124 

8 
Ilex micrococca Maxim. 
(2) 

Meewasana et al. 
KP2018-25 (BK) 

MT114108 MT114093 MT114082 MT114125 

9 
Ilex odorata Buch-
Ham. ex D. Don 

Pooma  1532 (BKF) NA MT114094 NA NA 

10 
Ilex pubifructa 
Pruesapan, S. Andrews 
& D.A. Simpson  

Pruesapan KP2017-1 (BK) MT114109 MT114095 MT114083 MT114126 

11 Ilex sp. (1) 
KaeoKoon et al. KP2018-
30 (BK) 

MT114115 MT114101 NA MT114131 

12 Ilex sp. (2) 
KaeoKoon et al. KP2018-
31 (BK) 

MT114116 MT114102 MT114087 NA 
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No. Species Specimen Voucher 
GenBank Accession number 

matK rpL32-trnL trnL-trnF nrITS 

13 Ilex sp. (3) 
Khiriwong & Pruesapan 
KP2018-32 (BK) 

MT114117 MT114103 MT114088 MT114132 

14 Ilex sp. (4) Suddee et al. 4392 (BKF) MT114106 NA NA MT114122 

15 Ilex triflora Blume Suddee 5316 (BKF) MT114110 MT114096 MT114084 MT114127 

16 
Ilex umbellulata 
(Wall.) Loes. (1) 

Pruesapan 2015-1 (BK) MT114111 MT114097 NA MT114128 

17 
Ilex umbellulata 
(Wall.) Loes. (2) 

Kertsawang 4621 (BK) MT114112 MT114098 NA MT114129 

18 Ilex wallichii Hook.f. (1) Pruesapan KP2018-13 (BK) MT114113 MT114099 MT114085 NA 

19 Ilex wallichii Hook.f. (2) Pruesapan KP2018-16 (BK) MT114114 MT114100 MT114086 MT114130 

 
ตารางที3่.1.2 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดาวโหลดจากฐานขอมูลGenBank,NCBI ของยีนบริเวณคลอโรพลาสต 
(matK, rpl32-trnL, trnL-trnF) และบริเวณนิวเคลียร (ITS) สําหรับวิเคราะหความใกลชิดของพืชวงศศิลา 

No. Species 

Chloroplast (matK, 
rpl32-trnL, trnL-trnF) 

Nuclear(ITS) 

GenBank Accession 
number 

GenBank Accession 
number 

1 
Ilex asprella (Hook. & Arn.) Champ. ex 
Benth. 

MK834323 - 

2 
Ilex corallina Franch. var. aberrans 
Hand.-Mazz. 

- KF255675 

3 Ilex cornuta Lindl. & Paxton MK335536 - 

4 Ilex delavayi Franch. KX426470 - 

5 Ilex dumosa Reissek KP016927 - 

6 Ilex ficoidea Hemsl. - KF255665 

7 Ilex ficoidea Hemsl. - KY417935 

8 
Ilex hirsuta C.J. Tseng ex S.K. Chen &Y.X. 
Feng 

- KF255668 

9 Ilex integra Thunb. MK335537 KY417948 
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No. Species 

Chloroplast (matK, 
rpl32-trnL, trnL-trnF) 

Nuclear(ITS) 

GenBank Accession 
number 

GenBank Accession 
number 

10 Ilex latifolia Thunb. KX426465 - 

11 Ilex kaushue S.Y. Hu - KY417941 

12 Ilex kwangtungensis Merr. - KY417943 

13 Ilex latifolia Thunb. - KY417933 

14 Ilex lihuaensis T.R. Dudley - KF255674 

15 Ilex longecaudata H.F. Comber - KY417934 

16 Ilex macrocarpa Oliv. - KF255671 

17 Ilex micrococca Maxim. MN830251 AH007160 

18 Ilex paraguariensis A. St.-Hil. KP016928 - 

19 Ilex polyneura (Hand.-Mazz.) S.Y. Hu KX426468 KY417937 

20 Ilex pubescens Hook. & Arn. KX426467 KF255672 

21 Ilex rotunda Thunb. - KY417951 

22 Ilex suaveolens (H. Lév.) Loes. MN830249 - 

23 Ilex szechwanensis Loes. KX426466 - 

24 Ilex triflora Blume - KY417932 

25 Ilex tsoii Merr. & Chun - FJ394718 

26 Ilex venulosa Hook. f. - KY417939 

27 Ilex viridis Champ. ex Benth. MN830250 KY417946 

28 Ilex wallichii Hook.f. - FJ394720 

29 Ilex wilsonii Loes. KX426471 FJ394722 

30 Ilex zygophylla Merr. - FJ394728 
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No. Species 

Chloroplast (matK, 
rpl32-trnL, trnL-trnF) 

Nuclear(ITS) 

GenBank Accession 
number 

GenBank Accession 
number 

31 Helwingia chinensis Batalin - AF200594 

32 
Helwingia himalaica Hook. f. & 
Thomson ex C.B. Clarke 

KX434807 - 

33 Gonocaryum lobbianum (Miers) Kurz MK390345 - 

34 
Phyllonoma ruscifolia Willd. ex Roem. & 
Schult. 

- AJ492650 

 
ตารางที่ 3.1.3  ไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

Barcode Primer name Sequence (5'-3') Source 
matK 3F_KIM CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGA Ki-Joong Kim, unpublished 
 1R_KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Ki-Joong Kim, unpublished 
rpl32-trnL rpl32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw et al., 2007 
 trnL CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw et al., 2007 
trnL-trnF c CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet et al., 1991 
 f ATITGAACTGGTGACACGAG Taberlet et al., 1991 
ITS ITS5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG White et al., 1990 
 ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White et al., 1990 

 
ตารางที่ 3.1.4  องคประกอบของสารเคมีในปฏิกริยาลูกโซพอลีเมอเรส 

Component 50 µl rxn Final concentration 

2X Phire Plant Direct PCR Master Mix 25 µl 1X 

10 µM Forward Primer 2.5 µl 0.5 µM 

10 µM Reverse Primer 2.5 µl 0.5 µM 

DNA dilution 1-1.25 µl  

H2O 18.75 µl  

ตารางที่ 3.1.5  สภาวะเริ่มตนของปฏิกริยาลูกโซพอลีเมอเรส 
Cycle Step Temperature Time Cycle(s) 

Initial Denaturation 98°C 5 minutes 1 
Denaturation 98°C 10 seconds 

35 Annealing 54°C 10 seconds 
Extension 72°C 20 seconds 
Final extension 72°C 1 minutes 1 
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Cycle Step Temperature Time Cycle(s) 
Hold 4°C ∞  
 
2) ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศลิาดวยขอมูลดีเอ็นเอ 

การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาทั้ง 5 เมตริกซ คือmatK, rpl32-trnL, 
trnL-trnF, ITS และ Combined Chloroplast (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF) พบมีความยาวของลําดับนิวคลี
โอไทดที่จัดเรียง 855, 1104, 1038, 791 และ 2997 คูเบส ตามลําดับ แสดงคุณสมบัติของการจัดเรียงในแตละ
เมตริกซ พรอมแสดงผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลที่แยกวิเคราะหของบริเวณคลอโรพ
ลาสตและบริเวณนิวเคลียร และขอมูลรวมวิเคราะหของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสตแบบ Maximum 
Parsimony ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.1.6 ใหผลความสัมพันธของชนิดพืชวงศศิลา 5 Cladogram (ภาพที่ 
3.1.1 – 3.1.5) แสดงโครงรูป (Topology) การแยกกลุมของชนิดพืชวงศศิลาสอดคลองกันเปนสวนใหญ ผล
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ Cladogram ที่ไดจากการวิเคราะหขอมูลรวมกันของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพ
ลาสต(ภาพที่ 3.1.4) และ Cladogram ขอมูลดีเอ็นเอบริเวณนิวเคลียร (ภาพที่ 3.1.5) นํามาใชในการอภิปราย
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของชนิดพืชภายในวงศศิลา และคา BPs (%BS) นํามาใชสนับสนุนความเช่ือมั่นของ
ความสัมพันธภายในกลุมพืช โดยการอภิปรายความสัมพันธของชนิดพืชยึดถือตามการจําแนกกลุมของพืชวงศศิลา
ตามหลักการจัดจําแนกของ Galle (1997) ดังแสดงไวในตารางที่ 3.1.7 
 
ตารางที่ 3.1.6 แสดงคุณสมบัติของขอมูลการจัดเรียงนิวคลีโอไทดและผลการวิเคราะหแบบ Maximum 
Parsimony  

Sequence characteristics matK rpl32-trnL trnL-trnF 
Combined 
Chloroplast 

ITS 

No. of accessions (ingroups) 30 (28) 31 (29) 26 (24) 32 (30) 39 (37) 
No. of species (ingroups) 25 (23) 26 (24) 22 (20) 27 (25) 31 (28) 
Length of sequences (bp) 855 928-945 929-936 Not determined 714-737 
Length of alignment (bp) 855 1104 1038 2997 791 
No. of variable characters 113 275 132 520 398 
No. of potential informative sites (%) 28 (3.3) 106 (9.6) 35 (3.4) 169 (5.6) 182 (23) 
Length of trees 120 316 149 589 764 
Consistency Index (CI), for 
parsimony informative sites 

0.903 0.908 0.907 0.889 0.566 

Consistency Index (CI), for all sites 0.975 0.962 0.973 0.961 0.713 
Retention Index (RI) 0.947 0.919 0.934 0.940 0.755 
 

2.1. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต 
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด matK (ภาพที่3.1.1), rpl32-trnL 

(ภาพที่3.1.2) และtrnL-trnF (ภาพที่3.1.3) ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี Maximum Parsimony แสดงใหเห็นถึง
ความสัมพันธของชนิดพืชที่ศึกษามีความสอดคลองกันเปนสวนใหญ โดยผลการวิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
ของ rpl32-trnLแสดงผลการแยกกลุมชนิดพืชไดชัดเจนกวา matKและ trnL-trnF ซึ่งสอดคลองกับคา 
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Parsimony informative (ตารางที่ 3.1. 6) ของ rpl32-trnL (9.6%) ที่มีจํานวนสูงกวา matK (3.3%) และ trnL-
trnF (3.4%) อยางไรก็ดี ผลการแยกกลุมชนิดพืชของ matK กลับใหผลชัดเจนกวา trnL-trnF แมจะมีคา 
Parsimony informative สูงกวา ทั้งน้ีอาจเปนเพราะจํานวนชนิดของพืชวงศศิลา (Ingroups) ที่ใชเปนตัวแทนการ
วิเคราะหของ matK (23 species) มีมากกวาตัวแทน Ingroups ของ trnL-trnF(20 species) ซึ่งผลการวิเคราะห
พบตัวอยางพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีปรากฏบน Cladogram ที่มีคาความเช่ือมั่นสนับสนุนการแยกกลุม
ของ matK ปรากฏอยูใน 5 Clade (ภาพที่ 3.1.1) สวน rpl32-trnLปรากฏอยูใน 4 Clade และ 2 Subclade 
(ภาพที่ 3.1.2) และ trnL-trnF ปรากฏอยูใน 2 Clade (ภาพที่ 3.1.3) โดยพบวาการจับกลุมของชนิดพืชใน 
Cladogram ของ matK, rpl32-trnLและtrnL-trnF ไมมีความขัดแยงกัน จึงไดนํามาวิเคราะหรวมกันเปนขอมูล
รวมบริเวณคลอโรพลาสต (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF) ใหผล Cladogram ที่สอดคลองกับการวิเคราะหแยก
ของแตละดีเอ็นเอบารโคด แตการแยกกลุมมีความชัดเจนมากกวา (ภาพที่ 3.1.4)  

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลรวมกันของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต 3 
บริเวณ (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF)พบการจับกลุมของตัวอยางพืชแบงออกเปน 5 กลุมหลักๆ ดังน้ี:Clade 1 
จับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่  58% BSประกอบดวยสมาชิกใน Subg.AquifoliumSect. 
Aquifoliumยกเวน I. dumosaที่ถูกจําแนกไวตางกลุม คือ Subg.Byronia Sect.Paltoriaโดยพบวา I. odorata
ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี ยืนยันการรวมกลุมตามที่ถูกจัดจําแนกไว และ I. pubifructaที่ยังไมไดถูกจําแนกกลุมก็
แสดงความใกลชิดอยางชัดเจนกับสมาชิกใน Sect.Aquifolium (I. cornuta MK335536, I. integra MK335537 
และ I. latifolia KX426465) ดวยคาความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BS; Clade 2 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 
86% BSประกอบดวยสมาชิกใน Subg.Prinos Sect. Prinoides(I. asprella MK834323) และ Sect. 
Micrococca (I. micrococca MN830251), Subg. AquifoliumSect. Pseudoaquifolium(I. wilsonii 
KX426471) และ Ilex sp. (4) ซึ่งเปนชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและยังไมถูกจัดกลุม; Clade 3 จับกลุมกัน
ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 94% BSประกอบดวยชนิดพืชที่ถูกจําแนกไวใน Subg. Byronia ทั้งหมด โดย I. trifloraที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันการการเปนสมาชิกภายใน Sect.Paltoriaเชนเดียวกับสมาชิกตัวอ่ืนๆ ( I. 
szechwanensis KX426466 และ I. viridis MN830250) ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 98% BS และยังยืนยัน
ความสัมพันธกับสมาชิกใน Sect. Lioprinus (I. suaveolens MN830249 ) ดวยความเช่ือมั่นที่สูงเชนกันถึง 94% 
BS; Clade 4 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 99% BSประกอบดวย Ilex micrococca (1)และIlex 
micrococca (2) ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และ I. polyneura KX426465 โดยยืนยันการจําแนกไวดวยกันใน 
Subg.Prinos Sect.Micrococcaและยังพบวาสมาชิกใน Subg.AquifoliumSect.Pseudoaquifolium (I. 
pubescens KX426467) จับกลุมกับ I. polyneura KX426465 ดวยความเช่ือมั่นปานกลางที่ 82% BS; Clade 
5จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BSประกอบดวยชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีทั้งหมด ซึ่งมีสมาชิกที่มี
การจําแนกกลุมแลวสวนใหญจัดอยูใน Subg. Byroniaและแยกกลุมชัดเจนออกไปใน Subclade 5.1 ซึ่ง
ประกอบดวยสมาชิกใน Sect.ByroniaคือI. cymosa (1), I. cymosa (2), I. wallichii (1) และ I. wallichii (2) 
จับกลุมอยูรวมกันกับ Ilex sp. (2) ซึ่งยังไมไดจําแนกกลุม ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 89% BSและใน Subclade 5.2 
ประกอบดวยสมาชิกใน Sect.Lioprinusคือ I. umbellulata (1) และ I. umbellulata (2) จับกลุมอยูรวมกันกับ 
Ilex sp. (3) ซึ่งยังไมไดจําแนกกลุม ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 88% BSและสมาชิกของทั้ง 2 Section แสดงความ
ใกลชิดกับ Ilex sp. (1) ซึ่งยังไมไดจําแนกดวยเชนกัน ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BS นอกจากน้ี พบการรวมกลุม
ที่ไมสอดคลองกับกลุมที่ถูกจําแนกไวของ I. embelioidesซึ่งตัวอยางน้ีแยกออกมาจากสมาชิกตัวอ่ืนใน Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifolium อยางไรก็ดี แมจะจับกลุมอยูใน Clade น้ี แตไมมีคาความเช่ือมั่นที่จะสนับสนุน
ความใกลชิดกับพืชวงศศิลาชนิดใดอยางชัดเจน  
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2.2. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบริเวณนิวเคลียร 
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด ITS ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี 

Maximum Parsimony แสดงไวใน ภาพที่3.1.5 พบการจับกลุมของตัวอยางพืชแบงออกเปน 5 กลุมหลักๆ คือ 
Clade 1 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 100% BS ประกอบดวยสมาชิกใน Subg.Byronia Sect.Paltoria (I. 
viridis KY417946, I. triflora KY417932) และพบวา I. triflora ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันการจําแนกกลุมที่
สอดคลองกับขอมูลทางสัณฐาน ยกเวน I. pubescens KF255672 ที่ถูกจําแนกไวใน 
Subg.AquifoliumSect.Pseudoaquifolium จับกลุมอยูใน Clade น้ีดวย; Clade 2 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่น
สูงที่ 97% BS ประกอบดวยสมาชิก 4 ชนิดที่ถูกจําแนกไวใน Subg.AquifoliumSect. Aquifolium โดยI. 
pubifructaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและยังไมไดถูกจําแนกจับกลุมอยูดวย และแสดงความใกลชิดกับ I. integra 
KY417948 ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 95% BS; Clade 3 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นปานกลางที่ 82% BS 
ประกอบดวยสมาชิกที่ถูกจําแนกไวใน Subg. Aquifoliumโดยมีตัวแทนใน Sect. Aquifolium (I. corallina var. 
aberrans KF255675), Sect. Lauroilex (I. venulosa KY417939) และ Sect. Pseudoaquifolium (I. 
lihuaensis KF255674, I. longecaudata KY417943 และ I.wilsonii FJ394722) และพบวา Ilex sp. (4) ที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีเปนสมาชิกใน Clade 3 ดวยโดยแสดงความใกลชิดกับ I. corallina var. aberrans 
KF255675 และ I. lihuaensis KF255674 ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 93% BS; Clade 4 จับกลุมกันดวยความ
เช่ือมั่นสูงที่ 94% BS ประกอบดวยสมาชิกตัวแทนที่ถูกจําแนกไวภายใต Subg. Prinos Sect. Micrococca (I. 
micrococca AH007160 และ I. polyneura KY417937) 2 ชนิด และพบวา I. micrococca (1) และ I. 
micrococca (2) ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันความถูกตองในการจัดกลุมตามขอมูลลักษณะทางสัณฐาน แต I. 
ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใน Clade 4 น้ีดวย ทั้งๆ ที่ถูกจําแนกไวใน Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifolium; Clade 5 จับกลุมกันดวยคาความเช่ือมั่นตํ่าที่ 74% BS โดยมีสมาชิกสวนใหญเปนตัวแทนของ 
Subg. Byroniaยกเวน I. denticulataที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและถูกจําแนกไวภายใต Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifolium ซึ่งภายใน Clade 5 น้ี ยังพบการแยกกลุมออกไปอีกเปน Subclade 5.1 ประกอบดวย
ตัวอยางที่ศึกษาใหมทั้งหมดในงานวิจัยน้ีดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 90% BS เปนสมาชิกใน Sect. Byronia (ยกเวน I. 
denticulataตามที่กลาวมาขางตน) โดย I. cymosa (1), I. cymosa (2) และ I. cymosa (3) ยืนยันความถูกตอง
ในการระบุช่ือดวยคาความเช่ือมั่นสูงที่ 96% BS สวน I. wallichii (2) แสดงความใกลชิดกับ Ilex sp. (1) และ I. 
denticulataดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 85% BS โดยพบ Ilex sp. (1) และ I. denticulataแสดงความใกลชิดกันดวย
ความเช่ือมั่นตํ่าที่ 67% BS สวนตัวแทนที่ถูกจัดไวในกลุม ‘Opposite-leaved species’ (I. zygophylla 
FJ394728) จับกลุมอยูที่ฐานของ Subclade 5.1 โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสวน Subclade 5.2 จับกลุม
กันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 99% BS ประกอบดวยสมาชิกใน Sect. Lioprinusคือ I. umbellulata (1) และ I. 
umbellulata (2) และยังพบวา Ilex sp. (3) ที่ยังไมไดจัดกลุมมีความใกลชิดกับสมาชิกใน Subclade 5.2 น้ี 
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ภาพที่ 3.1.1 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
matK ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน Clade 
ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.2 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
rpl32-trnL ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน 
Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.3 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
trnL-trnF ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน 
Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.4 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด
รวมกันของบริเวณคลอโรพลาสต (matK + rpl32-trnL + trnL-trnF) ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum 
Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัด
จําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.5 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณนิวเคลียร ITS ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
อักษรบนClade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตาราง
ที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.6ภาพแสดงลักษณะของเมล็ดของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ตามการจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐาน 
 
3) ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับความใกลชิดของชนิดพืชที่
ถูกแบงดวยขอมูลทางสัณฐานของพืช 

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาดวยขอมูลดีเอ็นเอของบริเวณคลอโรพลาสตและ
บริเวณนิวเคลียรดังที่กลาวมาขางตน แสดงผลสอดคลองกันเปนสวนใหญ ซึ่งเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการจัด
จําแนกดวยขอมูลดีเอ็นเอจากงานวิจัยน้ีกับการจัดจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) พบวาใหผลที่
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สอดคลองกันเปนสวนใหญเชนกัน เมื่อพิจารณาการจัดจําแนกพืชวงศศิลาดวยขอมูลทางสัณฐานพบวา มีการแยก
สกุลพืช Ilexออกไดเปน 3 Subgenera (Subg.) ประกอบดวย Subg. Prinos, Subg. Byroniaและ Subg. 
Aquifolium(ตารางที่ 3.1.7) ซึ่งในงานวิจัยน้ีไดคัดเลือกตัวแทนชนิดพืชของบาง Section ที่จัดจําแนกไวภายใต 3 
Subgenera ที่กลาวมาขางตน ซึ่งคาดการณจากลักษณะทางสัณฐานไววามีแนวโนมจะมีความใกลชิดกับชนิดพืชใน
กลุมเหลาน้ัน เพ่ือเปนการพิสูจนยืนยันหรือเปนแนวทางในตรวจสอบการระบุช่ือพืชสําหรับตัวอยางที่ยังเปน 
Unknown species  

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาภายใต Subg. Aquifoliumโดยมีตัวแทนชนิดพืชที่ศึกษา
ของ 3 section คือ Sect. Aquifolium, Sect. Lauroilex และ Sect. Pseudoaquifolium ซึ่งประกอบดวย
ตัวอยางพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี คือ I. odorataและ I. pubifructaปรากฏรวมอยูกับชนิดพืชที่จัดจําแนกไวใน 
Sect. Aquifolium(Clade 1 ภาพที่ 3.1.4 และ Clade 2 ภาพที่ 3.1.5) หากพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐาน
ของการจัดจําแนก (Galle, 1997) พบวาพืชทั้ง 2 ชนิดมีลักษณะเดนรวมกันกับชนิดอ่ืนๆ ในน้ี คือ พืชทั้งกลุมมีวง
กลีบดอก 4 กลีบ และมีเมล็ดแข็ง (pyrene) 4 เมล็ด ซึ่งผิวเมล็ดมีลักษณะเหี่ยวยน หรือเปนริ้ว หรือเปนหลุม หรือ
เปนรองเล็กๆ หรือเปนชองแคบ และผิวดานหลังนูนออกมา (ภาพที่ 3.1.6A-B) นอกจากน้ี ยังพบ Ilex sp. (4) ที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูกับชนิดพืชใน Subg. Aquifoliumอีกดวย (Clade 3 ภาพที่ 3.1.5) โดยปรากฏ
ชนิดพืชทั้ง Sect. Aquifolium และ Sect. Pseudoaquifolium อยูรวมกัน ซึ่งผลการวิเคราะหที่ไดสามารถใช
ทํานายตําแหนงการจัดกลุมของ Ilex sp. (4) ไดวามีความใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Aquifolium ซึ่งสอดคลอง
กับลักษณะทางสัณฐานของพืชที่ศึกษาไดจากตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Suddee et al. 4392 
(BKF)(ตารางที่ 3.1.1) อยางไรก็ดี จากรายงานของ Manen et al. (2010) ที่ไดศึกษาความสัมพันธของพืชวงศศิลา
ถึง 150 ชนิด ดวยดีเอ็นเอบารโคด 5 บริเวณ พบการจําแนกชนิดพืชเปน Section ตางๆ ภายใต Subg. 
Aquifolium น้ันยังเปน Polyphyletic  

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใต Subg. 
Byronia จํานวน 7 taxa คือI.cymosa 2 taxa, I. umbellulata 2 taxa, I. wallichii 2 taxa และ I. triflora
โดยตัวอยางทั้ง 7 taxa น้ียืนยันการจัดจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอสอดคลองกับขอมูลลักษณะทางสัณฐาน และ
ตัวอยางอีก 3 taxa คือ Ilex sp. (1), Ilex sp. (2) และ Ilex sp. (3) แสดงความใกลชิดกับชนิดพืชในกลุมน้ี ซึ่งเปน
ประโยชนในการศึกษาระบุช่ือพืชในอนาคต โดยตัวอยางเหลาน้ีมีลักษณะทางสัณฐานเดนๆ ที่เหมือนกันกับชนิดพืช
ใน Subg. Byronia คือ ใบมีขอบหยัก วงกลีบดอกมี 4 กลีบ ผลมีเมล็ดแข็ง 4 เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบหรือผิวดานหลัง
เปนริ้วแตไมเปนรองตามยาว ซึ่ง I. triflora ยืนยันการรวมกลุมกับสมาชิกพืชใน Sect.Paltoria(Clade 3 ภาพที่ 
3.1.4; Clade 1 ภาพที่ 3.1.5) ดวยลักษณะรวมที่กวามาขางตน (ภาพที่ 3.1.6I) สวน I.cymosa(1), I.cymosa(2), 
I. wallichii (1) และ I. wallichii (2) ยืนยันการรวมกลุมดวยกันภายใต Sect.Byronia (Subclade 5.1, ภาพที่ 
3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) ดวยลักษณะเดนของใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-6 กลีบ ผลมี 7-10 เมล็ด เมล็ดมีผิว
เรียบ ผิวดานหลังเปนรองกวางตามยาว 1 รอง (ภาพที่ 3.1.6G) โดยภายใน Clade ของ Sect.Byroniaน้ี ปรากฏ 
Ilex sp. (1) (Subclade 5.1 ภาพที่ 3.1.5) และ Ilex sp. (2) (Subclade 5.1 ภาพที่ 3.1.4)รวมกลุมอยูดวย ซึ่ง
เมื่อพิจารณาจากตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข KaeoKoon et al. KP2018-30 (BK) และ KaeoKoon et al. 
KP2018-31 (BK) ของพืชทั้ง 2 taxa ตามลําดับ (ตารางที่ 3.1.1) พบวาเปนช้ินตัวอยางที่ไมมีสวนสืบพันธุ (Sterile 
specimen) แตมีลักษณะของสวนก่ิงใบคลายคลึงกันกับสมาชิกชนิดอ่ืน จึงทํานายตําแหนงของการจัดกลุมของ 
Ilex sp. (1) และIlex sp. (2) วาเปนสมาชิกใน Subg. ByroniaSect.Byronia อยางไรก็ดี พบการจับกลุมของ I. 
dentiulataซึ่งเปนตัวอยางที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และถูกจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานภายใต Subg. 
AquifoliumSect. Aquifolium ปรากฏอยูกับสมาชิกของ Sect.Byronia ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูง 
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(Subclade 5.1 ภาพที่ 3.1.5) แตลักษณะทางสัณฐานกลับแตกตางจากสมาชิกของ Sect.Byronia อยางสิ้นเชิง 
ในทางกลับกัน I. dentiulata(ภาพที่ 3.1.6C) มีลักษณะทางสัณฐานคลาย I. pubifructa(ภาพที่ 3.1.6B) มาก 
ตางกันที่พืชชนิดหลังมีขนสั้นปกคลุมสวนตางๆ ของพืช จึงจําเปนตองศึกษาขอมูลดีเอ็นของ I. dentiulataซ้ําอีก
ครั้งเพ่ือยืนยันตําแหนงการจัดกลุมที่ถูกตอง นอกจากน้ี ยังพบชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีอีก คือ I. 
umbellulata (1) และ I. umbellulata (2) ที่ยืนยันการระบุช่ือเปนชนิดเดียวกันไดอยางถูกตองภายใต 
Sect.Lioprinus (Subclade 5.2 ภาพที่ 3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) มีลักษณะเดนของใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-
5 กลีบ ผลมี 7-9 เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบ ผิวดานหลังเปนรองตามยาว 2 รอง (ภาพที่ 3.1.6H) อยางไรก็ดี พบวา
ตัวแทนสมาชิกของ Subg. AquifoliumSect. Aquifolium คือ I. embelioidesซึ่งเปนชนิดพืชที่ศึกษาใหมใน
งานวิจัยน้ีปรากฏรวมอยูกับชนิดพืชใน Subg. Byronia (Clade 5 ภาพที่ 3.1.4) ดวย แตหากพิจารณาจาก
ลักษณะทางสัณฐานของพืช คือ ตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Takahashi & Tamura T-63342 (BKF) 
(ตารางที่ 3.1.1) พบวา I. embelioidesมีลักษณะทางสัณฐานคาบเก่ียวระหวาง Subg. Aquifolium กับ Subg. 
Byronia เชน ใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-5 กลีบ ผลมี 4เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบ ผิวดานหลังเปนสันตามยาว 3-4 
สัน (ภาพที่ 3.1.6D) อยางไรก็ดี การแยกกลุมที่ไมชัดเจนครั้งน้ีอาจเกิดขึ้นเน่ืองจากขอมูลดีเอ็นเอที่ไดของ I. 
embelioides ไมมีความสมบูรณเพียงพอ เพราะสามารถเพ่ิมดีเอ็นเอไดดวยดีเอ็นบารโคด rpl32-trnLเพียงบริเวณ
เดียวและดีเอ็นเอที่ไดมาก็เปนเพียงบางสวนของ sequence เทาน้ัน ดังน้ัน จึงยังไมสามารถสรุปตําแหนงการจัด
กลุมของ I. embelioidesที่ศึกษาในงานวิจัยน้ีไดชัดเจน 

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใต Subg. Prinos
จํานวน 2 taxa คือ I. micrococca (1) และ I. micrococca (2) จับกลุมอยูดวยกันกับสมาชิกใน 
Sect.Micrococca(Clade 4 ภาพที่ 3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) ยืนยันความถูกตองตามการจําแนกดวยขอมูลทาง
สัณฐานของพืช โดยสมาชิกในกลุมน้ีมีลักษณะเดนที่ก่ิงออนเปนสีแดง มี lenticel หนาแนน ขอบใบจักฟนเลื่อย 
ปลายใบยาว วงกลีบดอก 6-11 กลีบ เมล็ดแข็ง 6-8 เมล็ด ผิวดานขางเรียบ สวนผิวดานหลังเรียบเปนรองเล็ก
ตามยาว 1 รอง (ภาพที่ 3.1.6F) อยางไรก็ดี ภายใน Clade ของ Subg. Prinosพบการรวมกลุมของ I. ficoideaที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีรวมอยูดวยเชนกัน (Clade 4 ภาพที่ 3.1.5) แตพืชชนิดน้ีถูกจําแนกไวภายใต Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifoliumและมี I. ficoideaKF255665 ทีร่วมกลุมกับชนิดพืชใน Sect. Prinoides จับกลุม
เปน sister clade กับ Clade 4 (ภาพที่ 3.1.5) น้ีดวยโดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น แต I. 
ficoideaKY417935 กลับรวมกลุมอยางชัดเจนกับสมาชิกใน Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium(Clade 2 
ภาพที่ 3.1.5) ตามที่มีการจําแนกกลุมไวดวยลักษณะทางสัณฐานของพืช เมื่อตรวจสอบรายงานของ Yi et al. 
(2017) พบวาสอดคลองกับผลการวิเคราะหในงานวิจัยน้ี โดยพบ I. ficoideaKF255665 จับกลุมเปน sister 
clade กับ I. macrocarpa KF255671 สมาชิกใน Sect. Prinoides ดวยคาความเช่ือมั่นสูง (99% BSในงานวิจัย
น้ี; 100% BS ใน Yi et al., 2017) และจับกลุมเปน sister group กับสมาชิกอ่ืนใน Subg. Aquifolium Sect. 
Aquifoliumดวยคาความเช่ือมั่นที่สูงเชนกัน แตเมื่อตรวจสอบในรายงานของ Jiang et al. (2017) กลับพบวา I. 
ficoideaKY417935 ไมจับกลุมกับ I. macrocarpaAJ492689 แตจับกลุมกับสมาชิกใน Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifoliumอยางถูกตอง อีกทั้ง I. macrocarpaAJ492689 ก็จับกลุมถูกตองกับสมาชิกใน Subg. 
PrinosSect. Prinoides ดังน้ัน กรณีน้ีจึงสรุปไดวา I. ficoideaKF255665 ที่ศึกษาโดย Yi et al. (2017) อาจถูก
ระบุช่ือผิดพลาดแตไมอาจสรุปไดชัดเจนเน่ืองจากไมไดเห็นตัวอยางพรรณไมอางอิงของตัวอยางน้ัน สวน I. 
ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี พบตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Fukuoka T-63801 (BKF) (ตารางที่ 
3.1.1) มีลักษณะทางสัณฐานตามลักษณะพืชใน Sect. Aquifoliumอยางชัดเจน (ภาพที่ 3.1.6E) ดังน้ัน อาจสรุป
สาเหตุของการจับผิดกลุมของ I. ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีได 2 ประการ คือ ประการแรก มีการปนเปอน
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ในขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งในงานวิจัยน้ีไมไดมีการทําซ้ําตัวอยาง จึงไมสามารถยืนยันสถานะตัวอยางได 
และประการที่ 2 คือการผสมขามในธรรมชาติ (Natural hybridization) ซึ่งกรณีเชนน้ีไดศึกษาพบมากขึ้นในพืช
สกุล Ilex(Son et al., 2009; Shi et al., 2016) นอกจากน้ี ยังพบการรวมกลุมของ I. pubescens KX426467 
ซึ่งเปนสมาชิกใน Subg. Aquifolium Sect. Pseudoaquifolium รวมตัวอยูกับสมาชิกของ 
Sect.Micrococca(Clade 4 ภาพที่ 3.1.4) ดวย เมื่อตรวจสอบรายงานของ Yao et al. (2016) ซึ่งพบตัวอยางน้ี
จับอยูกับ I. polyneura KX426468 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสูง (100% BS) กรณีน้ี อาจเกิดจากการระบุช่ือ
พืชผิดพลาด เพราะลักษณะทางสัณฐานของ I. pubescensปรากฏเหมือนสมาชิกอ่ืนใน Subg. Aquifolium อยาง
ชัดเจน นอกจากน้ี พบการปรากฏของIlex sp. (4) จับกลุมรวมกับสมาชิกของ Subg. Prinos ทั้งสอง Section 
และมีสมาชิกของ Subg. Aquifolium Sect. Pseudoaquifolium รวมกลุมอยูดวย (Clade 2 ภาพที่ 3.1.4) 
ดังน้ัน การแยกกลุมของ Ilex sp. (4) จึงยังไมชัดเจนวาควรจําแนกไวใน Subgenus ใดไดในงานวิจัยน้ี 

 
ตารางที่ 3.1.7  แสดงตัวแทนชนิดพืชวงศศิลาที่จัดจําแนกของดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) 
เปรียบเทียบการจําแนกดวยขอมูลดีเอ็นเอในงานวิจัยน้ี โดยพิจารณาเฉพาะตัวอยางที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีเปน
หลัก 

Species 
Morphological classification 

(Galle, 1997) 
DNA classification  
(Present study) 

Ilex micrococca, Ilex polyneura Subg. PrinosSect.Micrococca(PM) - 

Ilex asprella, Ilex macrocarpa, 
Ilex tsoii 

Subg. PrinosSect. Prinoides (PP) - 

Ilex cymosa, Ilex wallichii Subg. ByroniaSect.Byronia(BB) - 

Ilex hirsuta, Ilex kwangtungensis, 
Ilex rotunda, Ilex suaveolens, 
Ilex umbellulata 

Subg. ByroniaSect.Lioprinus (BL) - 

Ilex dumosa, Ilex 
szechwanensis, Ilex triflora,  
Ilex viridis 

Subg. ByroniaSect.Paltoria(BP) - 

Ilex zygophylla 
Subg. Byronia‘Opposite-leaved 
Species’(BO) 

- 

Ilex corallina. var. aberrans,  
Ilex cornuta, Ilex delavayi, Ilex 
denticulate, Ilex embelioides 
Ilex ficoidea, Ilex integra, 
Ilex kaushue, Ilex latifolia,  
Ilex odorata, Ilex paraguariensis 

Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium 
(AA) 

1) Ilex denticulata and 2) Ilex 
embelioides placed withSubg. 
Byronia.  
3) Ilex ficoidea placed with 
Subg. Prinos Sect. Micrococca 

Ilex venulosa 
Subg. Aquifolium Sect. Lauroilex 
(AL) 

- 

Ilex lihuaensis,  
Ilex longecaudata,  

Subg. Aquifolium Sect. 
Pseudoaquifolium (AP) 

- 
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Species 
Morphological classification 

(Galle, 1997) 
DNA classification  
(Present study) 

Ilex pubescens, Ilex wilsonii 

Ilex pubifructa Unclassified 
Subg. Aquifolium Sect. 
Aquifolium 

Ilex sp. (1) Unclassified Subg. Byronia 

Ilex sp. (2) Unclassified Subg. ByroniaSect.Byronia 

Ilex sp. (3) Unclassified Subg. ByroniaSect.Lioprinus 

Ilex sp. (4) Unclassified 
Subg. Aquifolium / Subg. 
Prinos 

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การศึกษาความหลากหลายของพืชวงศศิลา(Aquifoliaceae) ในประเทศไทยดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณคลอโรพลาสต matK, rpl32-trnl, trnL-trnFและบริเวณนิวเคลียร ITS ไดฐานขอมูลดีเอ็นเอที่ลงทะเบียน
เก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National Center for Biotechnology Information เพ่ือใชในการระบุยืนยัน
ชนิดของพืชวงศศิลารวมทั้งสิ้น 54 ขอมูล ประกอบดวย GenBank accession หมายเลข MT114079–
MT114117ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทย เปนตัวแทนความ
หลากหลายของพรรณพืชวงศศิลาจํานวน 14 ชนิด โดยศึกษาพบความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชที่ระบุการ
จําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอสอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐานของพืชอยางชัดเจน แบง
ออกเปน 3 กลุมหลัก และ 5 กลุมยอย ดังน้ี กลุมที่หน่ึง คือ Subg. Aquifolium Sect. Aquifoliumประกอบดวย 
Ilex odorata และ I. pubifructa กลุมที่สอง คือ Subg. Byronia แยกเปน 3 กลุมยอย คือ Sect.Byronia
ประกอบดวยI. cymosa, I. wallichii, Ilex sp. (1) และ Ilex sp. (2); Sect.LioprinusประกอบดวยI. 
umbellulataและ Ilex sp. (3) และ Sect.PaltoriaประกอบดวยI. trifloraและกลุมที่สามคือ Subg. 
PrinosSect. Micrococcaประกอบดวย I. micrococca นอกจากน้ีพบการจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอที่ให
ขอมูลไมสอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐาน ประกอบดวยดวย I. denticulataและ I. 
embelioidesที่ใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Byronia แตการจําแนกกลุม
ดวยขอมูลทางสัณฐานจัดพืชทั้งสองชนิดอยูภายใต Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium สวน I. ficoideaที่ถูก
จําแนกดวยขอมูลทางสัณฐานกลุมเดียวกับพืชทั้งสองชนิดดังกลาวมาขางตนกลับใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดี
เอ็นเอใกลชิดกับพืชใน Subg. PrinosSect. Micrococca และพบ Ilex sp. (4) จับกลุมใกลชิดกับชนิดพืชใน 
Subg. Aquifolium ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณนิวเคลียร แตกลับแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชทั้งใน Subg. 
Aquifolium และ Subg. Prinos ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต  
การศึกษาความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาในงานวิจัยน้ี ชวยยืนยันความถูกตองในการระบุช่ือ
ตัวอยางพืชรวมถึงการจัดจําแนกพืชออกเปนกลุมๆ ดวยขอมูลทางสัณฐาน อีกทั้งยังเปนประโยชนในการจําแนก
กลุมของพืชวงศศิลาที่ยังเปน Unknown species และเปนแนวทางในการศึกษาทางอนุกรมวิธานและการระบุช่ือ
ชนิดพืชที่จะดําเนินการวิจัยตอไปในอนาคต รวมทั้งควรศึกษาทบทวนขอมูลดีเอ็นเอของตัวอยางพืชที่ยังไมมีความ
ชัดเจนในการจําแนกกลุมจากงานวิจัยน้ีเพ่ิมเติมอีกครั้ง เพ่ือใหขอมูลความหลากหลายของชนิดพืชวงศศิลามีความ
สมบูรณมากขึ้น และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางพืชวงศศิลาที่กระจายพันธุอยูทั่วประเทศเพ่ิมเติม 
เน่ืองจากความหลากหลายของชนิดพืชวงศน้ีในประเทศไทยยังตกสํารวจอยูมาก 
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การทดลองที่ 3.2ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธ 

(Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino) พันธุพื้นเมืองและลูกผสม 
(Diversity and DNA Barcodes of Native Species and Hybrids of Gynostemma pentaphyllum 

(Thunb.) Makino) 
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บทคัดยอ  

ความผันแปรทางสัณฐานวิทยาตามสภาพแวดลอมของปญจขันธ สงผลใหเกิดความไมคงที่ในการเรียกช่ือ
พืชตามหลักพฤกษอนุกรมวิธาน งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานและดีเอ็นเอบารโคด
ของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย เพ่ือตรวจสอบยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย โดยการ
เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามกรรมวิธีทางอนุกรมวิธานพืช และใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดของยีน 
accD, petD, psbBและ ycf3 เพ่ือวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยวิธี Maximum Likelihood (ML) 
ผลการศึกษา พบวา ลักษณะสัณฐานรวมและลักษณะสัณฐานที่แตกตางของปญจขันธที่ศึกษาจํานวน 20 พันธุ 
แสดงความเปนชนิดเดียวกันกับพืชสกุลปญจขันธ (Gynostemma spp.) ถึง 5 ชนิด ซึ่งสอดคลองกับผลการ
ตรวจสอบการจัดแบงกลุมพันธุปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด แผนภูมิ ML แสดงการแยกกลุมพันธุของปญจ
ขันธออกไดเปน 3 กลุม ซึ่งสอดคลองกับการแบงกลุมดวยลักษณะสัณฐานของเมล็ด พืชสกุลปญจขันธที่แสดง
ตําแหนงรวมกันบนแผนภูมิ ML และมีลักษณะทางสัณฐานเหมือนกับปญจขันธ 20 พันธุ คือ G. burmanicum, 
G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและ G. simplicifoliumซึ่งสถานะในระดับชนิด (species) ของพืช
เหลาน้ีไดรับการยอมรับในการศึกษาพรรณพฤกษชาติของประเทศจีน ในขณะที่ในเขตพรรณพฤกษชาติของไทย
และประเทศในเขต Malesiana รวมถึงอินเดีย ยอมรับเพียง G. pentaphyllumที่มีสถานะในระดับชนิด สวนอีก 
4 ชนิดใหถูกยุบรวมเปนช่ือพองอยูภายใตชนิดดังกลาว ผลการศึกษาในงานวิจัยน้ี สนับสนุนและยืนยันการยอมรับ
ช่ือชนิด G. pentaphyllumเปนช่ือที่ถูกตองและเปนปจจุบันของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย 
19 พันธุ รวมทั้งพันธุจีนที่ใชศึกษาเปรียบเทียบอีก 1 พันธุ โดยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธที่ศึกษาไดถูกบันทึกไว
บนฐานขอมูลGenBank, NCBI สําหรับใชประกอบการระบุยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย 

 
Abstracts 

Morphological diversity of Panchakhan (Thai Jiaogulan) based on its different ecotypes 
affects the stability of taxonomy nomenclature. This research aimed to study morphology and 
DNA barcodes of the native and hybrid varieties of Panchakhan to verify their botanical names. 
Comparison of morphological characteristics according to plant taxonomic methods and DNA 

202 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

barcoding techniques of accD, petD, psbB, and ycf3 genes were examined to analyze the 
evolutionary relationship with the Maximum Likelihood (ML) method. The key to species results 
showed that the common and different morphological characters of 20 varieties of Panchakhan 
shared their similarity to 5 species of the genus Gynostemma. The results corresponded to the 
phylogenetic analysis using the DNA barcode data. The ML tree showed 3 groups of Panchakhan 
corresponding to the morphological grouping of seeds. The Gynostemma spp. that showed a 
common position on the ML tree and were morphologically identical to the 20 varieties of 
Panchakhan are G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllum and G. simplicifolium. 
The status at the species level of these plants has been recognized in the botanical studies of 
China. Whereas in Thailand and Malesiana regions including India, only G. pentaphyllum has 
been recognized as a species, while the other four have been synonymized under G. 
pentaphyllum. The results of this study support and confirm the acceptance of G. 
pentaphyllum as the correct and update name for 20 native and hybrid varieties of 
Panchakhan, including one Chinese cultivar used in the comparative study. All DNA data were 
recorded on the GenBank, NCBI database for identifying Panchakan names in Thailand. 

 
บทนํา (Introduction) 

ปญจขันธ เปนไมเลื้อยเน้ือออน มีอายุหลายป มีคุณสมบัติโดดเดนชวยในการฟนฟูและตอตานริ้วรอยกอน
วัย (Mishra & Joshi, 2011) ปจจุบันเปนที่นิยมมากในการผลิตเปนชาสมุนไพร ทําใหความตองการวัตถุดิบใน
ทองตลาดเพ่ิมมากขึ้นจนเริ่มมีการปลูกกันแพรหลายในระยะ 10 ปที่ผานมา กรมวิชาการเกษตร โดยศูนยวิจัยพืช
สวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน ไดดําเนินการวิจัยสํารวจและรวบรวมปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง และนํามาพัฒนา
ปรับปรุงพันธุจนไดพันธุลูกผสมที่มีความสม่ําเสมอของพันธุ และมีคุณสมบัติโดดเดนในการใหผลผลิตและการให
สารสําคัญหลักสูง เชน สารซาโปนิน (saponins) จนไดรับการพิจารณาจากกรมวิชาการเกษตรในป พ.ศ. 2562 ให
เปนพันธุพืชรับรอง จํานวน 2 พันธุ คือ ‘ปญจขันธพันธุเชียงราย 1’ (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน 
กรมวิชาการเกษตร, 2562a) และ ‘ปญจขันธพันธุเชียงราย 2’ (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน กรม
วิชาการเกษตร, 2562b) โดยปญจขันธทั้ง 2 พันธุ เปนลูกผสมสลับพอพันธุแมพันธุกันของพันธุจีนสิบสองปนนากับ
พันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง แสดงใหเห็นวา ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองของไทยมีศักยภาพที่จะใชเปนพอพันธุแมพันธุใน
การพัฒนาปรับปรุงพันธุปญจขันธในประเทศไทยใหมีความหลากหลายของสายพันธุมากขึ้น นักวิจัย (ศศิธร วรปติ
รังสีและคณะ สังกัดศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร) ไดเก็บรวบรวมปญจขันธ
พันธุพ้ืนเมืองของไทยที่มีลักษณะโดดเดนจากพ้ืนที่ตางๆ ในจังหวัดเชียงรายจํานวน 7 พันธุ คือพันธุดอยตุง 1, พันธุ
ดอยตุง 2, พันธุเชียงของ, พันธุวาวี 1, พันธุวาวี 2, พันธุเวียงแกน 2 และพันธุเวียงแกน 4 จากจังหวัดเชียงใหม 2 
พันธุ คือ พันธุสันกําแพง และพันธุอางขาง และจากจังหวัดแพร จํานวน 1 พันธุ คือ พันธุแพร 1โดย ไดกําหนดช่ือ
ปญจขันธทั้ง 10 พันธุตามแหลงที่เก็บสํารวจพบเพ่ือใหงายตอการจดจํา และพบวาปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองทั้ง 10 
พันธุน้ี มีลักษณะทางสัณฐานที่แตกตางกัน 

ความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง สอดคลองกับรายงานการศึกษาความ
หลากหลายและอนุกรมวิธานของพืชสกุลปญจขันธ (Gynostemma Blume) ในประเทศไทยและในเขตพรรณ
พฤกษชาติ Malesiana(De Wilde and Duyfjes, 2007, 2008, 2010) ที่ไดจําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ 
คือ G. pentaphyllum (Thunb.) Makinoออกเปน 7forma ซึ่งforma ตางๆ ของพืชชนิดเดียวกันน้ีมีรูปราง
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ลักษณะแตกตางกันไปหลายรูปแบบตามสภาพแวดลอมที่พืชเหลาน้ีอาศัยอยู (ecotype) ซึ่งเปนผลจากการปรับตัว
ใหเหมาะสมกับสภาพทองถิ่นน้ันๆ เชนเดียวกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองทั้ง 10 พันธุที่มีความหลากหลายทางสัณฐาน
วิทยา เน่ืองจากเจริญเติบโตมาจากตางพ้ืนที่กัน จึงจําเปนตองมีการตรวจสอบระบุช่ือปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองของ
ไทยวามีลักษณะทางสัณฐานสอดคลองกับ forma ใด อยางไรก็ดี ในประเทศจีน ซึ่งเปนศูนยกลางของความ
หลากหลายของพืชสกุลปญจขันธ อีกทั้งเปนพ้ืนที่ที่มีการผลิตและใชประโยชนจากพืชปญจขันธมากในระดับตน
ของโลก ไดจําแนกช่ือปญจขันธแตกตางจากการจําแนกในเขตประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana 
การเปลี่ยนแปลงช่ือวิทยาศาสตรของพืชตามหลักอนุกรมวิธานที่ขัดแยงกันระหวางนักพฤกษอนุกรมวิธาน ไดสราง
ความสับสนในการเรียกช่ือปญจขันธใหถูกตองและเปนปจจุบัน โดยจากรายงานการศึกษาพืชสกุลปญจขันธใน
ประเทศจีน (Chen et al., 2011; Wu and Chen, 1983) พบวา ช่ือในระดับ forma ของ G. 
pentaphyllum(De Wilde and Duyfjes (2007)ถูกยกขึ้นมาในระดับชนิด (species) และสายพันธุ (variety)แต
ดวยลักษณะทางสัณฐานที่ใกลเคียงกันมาก ทําใหพบความคาบเก่ียวกันของขอมูลทางสัณฐานวิทยาของช่ือพืชใน
สกุลปญจขันธที่มีการรายงานการกระจายพันธุในประเทศจีน ดังน้ัน การจําแนกปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองในประเทศ
ไทยเหลาน้ีดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวอาจจะยังมีความคลุมเครือไมชัดเจน การตรวจสอบช่ือ
วิทยาศาสตรดวยวิธีการของดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) ควบคูกันไปจึงเปนเครื่องมือชวยยืนยันความถูกตอง
ของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองไดนาเช่ือถือย่ิงขึ้น โดยดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมตองมีการใชตรวจสอบขอมูลดีเอ็นเอ
ในปญจขันธสําเร็จมากอน ซึ่งมีรายงานการใช chloroplast DNA universal region ในการแยกความแตกตางใน
ระดับชนิดและระดับสายพันธุ (cultivar) ของพืชได ในการจําแนกชนิดของสกุลปญจขันธในเกาหลีใตไดใชยีน 
acetyle-CoA carboxylase beta subunit (accD), cytochrome b6/F complex subunit IV (petD), 
photosystem II 47 kDa protein (pabB) และ photpsystem I assembly protein (ycf3) (Abid et al., 
2019) ดีเอ็นเอบารโคดจากยีนเหลาน้ีจึงนาจะเหมาะสมในการตรวจสอบความแตกตางของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
ของไทย รวมถึงพันธุลูกผสมที่มีความสม่ําเสมอของพันธุแลวไดดวยเชนกัน  
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและจําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
และพันธุลูกผสม และ 2) ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง และพันธุลูกผสมที่มีคุณสมบัติ
สม่ําเสมอแลว และจัดทําเปนฐานขอมูลเพ่ือใชประกอบการระบุยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

การวิจัยน้ี เปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานและขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธ โดยเก็บรวบรวม
ตัวอยางพืชจาก ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ 
และเก็บรักษาตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปญจขันธ ที่สํานักคุมครองพันธุพืช และสํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร โดยมีระยะเวลาดําเนินงานต้ังแตเดือนตุลาคม 2562 ถึงเดือนกันยายน 
2564 

ตัวอยางพืชปญจขันธที่ใชศึกษา มีจํานวน 20 พันธุ ประกอบดวย พันธุพ้ืนเมือง จํานวน 10 พันธุ คือ ดอย
ตุง 1, ดอยตุง 2, เชียงของ, แพร 1, วาวี 2, วาวี 4, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2, สันกําแพง, และอางขาง; พันธุ
ลูกผสม จํานวน 9 สายพันธุ แยกเปน 1) สายพันธุลูกผสมที่มีลักษณะสม่ําเสมอ จํานวน 2 พันธุ คือ เชียงราย 1, 
และเชียงราย 2, และ 2) สายพันธุลูกผสมที่ลักษณะยังไมสม่ําเสมอ จํานวน 7 พันธุ คือ ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, 
ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลุกผสม 2-10 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ใชศึกษาเปนตัวเปรียบเทียบ
ความใกลชิดของพันธุลูกผสมดวยกัน และความใกลชิดกับพันธุพอพันธุแม; และพันธุจีนสิบสองปนนา เปนพันธุที่
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นําเขามาจากประเทศจีนเพ่ือเปนคูผสมพันธุ ใชศึกษาเปนตัวเปรียบเทียบความใกลชิดกับพันธุลูกผสมและพันธุ
พ้ืนเมืองของไทย 

ปญจขันธพันธุลูกผสมทั้ง 9 สายพันธุ มีเพียงพันธุเชียงราย 2 ที่มีพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงเปนพันธุแมและ
พันธุสิบสองปนนาเปนพันธุพอ พันธุอ่ืนๆ มีพันธุจีนสิบสองปนนาเปนพันธุแมและพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงเปนพันธุ
พอ 
วิธีการ 
1. ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาและจาํแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพันธุลูกผสม 

1.1ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลูกผสม 
1) ศึกษาลักษณะสัณฐานของปญจขันธ โดยตรวจสอบและบันทึกขอมูลของตัวอยางปญจขันธ

ลักษณะละ 10 ตัวอยาง หรือบางลักษณะใชตัวอยางตัวแทนเทาที่มีปรากฏ ดังน้ี 
-พิจารณาลักษณะของราก (root) ลําตน (stem) และมือพัน (tendril) 
-พิจารณาจากลักษณะของใบ (leaf) ประกอบดวยชนิดของใบ (leaf type) ลักษณะเน้ือสัมผสั 

(texture) สี (color) รูปทรง (shape) ขนาด (size) โคนใบ (leaf base) ปลายใบ (leaf apex) ขอบใบ (leaf 
margin) เสนใบ (leaf veins) ลักษณะผิวใบ (leaf ornamentation) กานใบ (petiole) 

-พิจารณาชนิดของชอดอก (inflorescence) และสิ่งปกคลุม (ornamentation) 
-พิจารณารูปแบบของดอกวาเปนแบบดอกสมบูรณเพศ(perfect flower) หรือแยกเพศ 

(dioecious/monoecious) สี (color) กลีบเลี้ยง (sepals) กลีบดอก (petals) เกสรเพศผู (stamens) เกสรเพศ
เมีย (carpels) แบบของรังไข (ovary type) 

-พิจารณาลักษณะชนิดของผล (fruit type) รูปทรง (fruit shape) ขนาด (fruit size) สิ่งปกคลุม 
(fruit ornamentation) และสี (fruit color) 

-พิจารณาลักษณะของเมล็ด (seed type) รูปทรง (seed shape) ขนาด (seed size) ผิวสมัผัส 
(seed texture) สี )seed color) จํานวนเมล็ดตอผล (seed numbers)  

2) จัดแบงกลุมปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ตามลกัษณะความเหมือนและความแตกตางของลักษณะ
ทางพฤกษศาสตรที่ศึกษาขางตน  

1.2 การตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 
พิจารณาลักษณะเฉพาะของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ที่ศึกษาในขอ 1.1 ตรวจสอบเปรียบเทียบกับลักษณะ

ทางสัณฐานของพืชสกุล Gynostemma Blume โดยใชคูมือการจัดจําแนกสกุล Gynostemmaของวงศแตง 
(Cucurbitaceae) ใน Flora of Thailand (De Wilde and Duyfjes, 2008),Flora Malesiana (De Wilde and 
Duyfjes, 2010)และ Flora of China (Chenet al., 2011) โดยตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธที่
ศึกษาตามขั้นตอน ดังน้ี 

1) ตรวจสอบลกัษณะสัณฐานที่เดนดวยรูปวิธานระบุชนิด (keyto species) 
2) เมื่อไดผลตรวจสอบระบุชนิดจากรูปวิธานแลว ตรวจสอบลักษณะสณัฐานทั้งหมดที่พิจารณาได

เปรียบเทียบกับคําอธิบายพืช (plant description) ชนิดน้ันๆ วาสอดคลองหรือมีความแตกตางกัน เพ่ือระบุยืนยัน
ช่ือวิทยาศาสตรของพืชที่ศึกษา  
 
2. ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขนัธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลกูผสมที่มีคณุสมบัติสมํ่าเสมอแลว  

2.1การสกัดดีเอ็นเอ 
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นําช้ินสวนใบของปญจขันธ 20 พันธุ ที่เก็บรวบรวมและรักษาสภาพไวใน silica gelมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช
ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป PureLink Plant Total DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 
ตามกรรมวิธีของบริษัท แลวตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอของปญจขันธที่สกัดไดดวยวิธี Electrophoresis 
ใน Agarose gel 1% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอ
ภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Azure 200 (Azure Biosystems, Inc., USA) และเก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -
20oC 

2.2การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสตดวยไพรเมอรของตําแหนงยีน accD, petD, psbBและ ycf3ที่

ออกแบบโดย Abid et al. (2019) โดยมีรายละเอียดลําดับเบสของคูไพรเมอรของแตละยีน ดังน้ี 
-accDประกอบดวยไพรเมอร accDF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือ CCCATTGAATTTCATTCGGAGGAGG 

 accDR ลําดับเบสจาก 5'->3' คือCGATGTAGGCATTGGGTTCGG 

-petD ประกอบดวยไพรเมอร petDF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGGATCTAAAGAAGAACATAGGCTGGCT 

 petDR ลําดับเบสจาก 5'->3' คือTGCTACTGGACGACGAAATGG 

-psbB ประกอบดวยไพรเมอร psbBF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGTTTATCAGAAACTTGGTCTAAAATTCCA 

 psbBF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือTCCAAGTTTTTGGAATGCCCCA 

-ycf3 ประกอบดวยไพรเมอร ycf3F ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGCAAGTTCCGATCCCGATAAAGAAAAA 

 ycf3F ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGCTTCTTCTTGGAGGTGCAATTTAGAAAT 

นําดีเอ็นเอของปญจขันธทั้ง 20 ตัวอยาง เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรส(Polymerase Chain Reaction, PCR) ในสารละลายของแตละปฏิกิริยา ใชชุดนํ้ายาปฏิกิริยาพีซีอาร Phire 
Plant Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) ปริมาตร 25 µlดีเอ็นเอตนแบบความเขมขน 
100 ng ปริมาตร 1.5 µl คูไพรเมอรความเขมขน 10 µM ขางละ 2.5 µl และเติมนํ้าใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 µl 

และเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่อง GeneAmp PCR System 
9700(Applied Biosystems, USA) ใชสภาวะเริ่มตนในการทําปฏิกิริยาในขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูออกจาก
กัน (initial denaturation) ที่ 95°C เปนเวลา 5 นาที แลวเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอใน 3 ขั้นตอน จํานวน 25 รอบ ประกอบดวย 
ขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูออกจากกัน (denaturation) ที่ 95°C เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอนการจับของไพรเมอร
กับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ที่ 58 °C เปนเวลา 30 วินาที และขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอร 
(extension) ที่ 72°C เปนเวลา 45 วินาที ตามดวยขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอรรอบสุดทาย (final 
extension) ที่ 72°C เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําผลผลิตที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที 
ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Documentation System (Bio-
Rad Laboratiries, Inc., USA) 

2.3การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ accD, petD, psbBและ ycf3 ไปวิเคราะหหาลําดับนิ

วคลีโอไทดดวยวิธี BTSeqTM (Barcode-Tagged Seq) (Celemics, Inc., Korea) ตามกรรมวิธีของบริษัท และ
ตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI (National Center for Biotechnology 
Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) แลวจึงตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวย
โปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999)  

206 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/


 

2.4 การจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกัน (alignment) ในแตละยีน  
ลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธที่นํามาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกัน (alignment) นํามาจาก 2 

แหลงขอมูล คือ ลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุที่วิเคราะหไดในขอ 2.3 และลําดับนิวคลีโอไทดของปญจ
ขันธจากตางประเทศที่มีการบันทึกเผยแพรขอมูลไวบนระบบ GenBank, NCBI จํานวน 10 ชนิด (species) จาก 
11 taxa ประกอบดวย G. burmanicum NC036141, G. caulopterum NC036135, G. compressum 
NC037179, G. laxiflorumNC036134, G. longipes NC036140, G. microspermumMZ286581, G. 
pentagynum NC036136, G. pentaphyllumKT695603, G. pentaphyllum NC029484, G. 
pubescensNC036142, G. yixingense NC053537 รวมทั้งสิ้น 31 taxa ใชเปนตัวอยางในกลุมที่ศึกษา 
(ingroups) และลําดับนิวคลีโอไทดของ 2 taxa ไดแก Coccinia grandis NC031834, Trichosanthes 
kirilowiiNC041088 ใชเปนตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroups) โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ดาวนโหลดจาก
ฐานขอมูลของ NCBI ที่นํามาใชในการจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบน้ี ไดตัดเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ 
accD, petD, psbBและ ycf3 จากจีโนมคลอโรพลาสตที่สมบูรณ นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาทั้งหมดมาจัดเรียง
ตําแหนงเปรียบเทียบในโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) ดวยวิธี Multiple alignment ของโปรแกรม 
ClustalW (Thomson et al., 1994) และตรวจสอบความถูกตองของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

2.5การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ accD, petD, psbBและ ycf3 ใน

เมตริกซลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ดวยวิธี Maximum 
Likelihood (ML) ในโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) โดยการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
ของลําดับนิวคลีโอไทดแตละยีนแยกกัน เพ่ือเปรียบเทียบใหเห็นความสัมพันธของตัวอยางในแตละชนิดดวยขอมูลดี
เอ็นเอจากทั้ง 4 ยีน หากความสัมพันธไมขัดแยงกันจึงวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอ
ไทดทั้ง 4 ยีนรวมกัน โดย Model best fit ที่เลือกมาใชในการวิเคราะหเพ่ือสราง Maximum Likelihood tree 
ไดแสดงไวในตาราง 3.2.2 โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985) ประเมิน
คา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับสูง, 75-84% เปนคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับตํ่า และ <50% เปนคาที่ไม
สนับสนุนความเช่ือมั่น  
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม เพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

1) เก็บรวบรวมช้ินตัวอยางปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ในสภาพสมบูรณ ประกอบดวยสวนลําตน ใบ 
มือพัน หรือสวนสืบพันธุ (ดอก/ผล) จัดทําเปนตัวอยางพรรณไมแหง (herbarium specimen) สําหรบัจัดทําเปน
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (herbarium voucher specimens) ตามกรรมวิธีการจัดทําพรรณไมแหง
สากลตามคูมือ The Herbarium Handbook (Bridson & Forman, 1998)  

2) สงตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธทั้ง 20 ตัวอยาง ไปอาบนํ้ายารักษาสภาพตัวอยาง ผนึกช้ิน
ตัวอยาง และลงทะเบียนเก็บรักษาตัวอยางไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, 
BK) และบันทึกขอมูลพรรณไมในระบบคอมพิวเตอร เพ่ือเปนฐานขอมูลในการตรวจสอบลักษณะทางพฤกษศาสตร 
ช่ือวิทยาศาสตร และใชอางอิงเช่ือมโยงกับฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ 

3) จัดทําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีตามขั้นตอนที่แสดงไว GenBank 
Submission Handbook (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/) โดยขอมูลดีเอ็นเอของแต
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ละยีนใหอางอิงถึงหมายเลขตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงและขอมูลพรรณไมที่ลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑ
พืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  

4) จัดสงขอมูลดีเอ็นเอลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบ GenBank, NCBI และรับหมายเลขเฉพาะของดี
เอ็นเอเพ่ือใชในการอางอิง 

 
ผลการวิจัย (Results) 

1. ลักษณะสณัฐานวิทยาและจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 
1.1ลักษณะสณัฐานวิทยาของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 

1.1.1ลักษณะสัณฐานรวมของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม 
จากผลการศึกษา พบวา ลักษณะทางสัณฐานของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม รวมทั้ง

พันธุจีนที่มีอายุการปลูก 4 เดือน มีลักษณะรวมที่เหมือนกันของราก ลําตน มือพัน ขน ใบ ชอดอก/ดอก และผล/
เมล็ด(ภาพที่ 3.2.1) ดังน้ี 
ลักษณะพืช รายละเอียดลักษณะสัณฐาน 

ราก อยูใตดินและบริเวณขอของลําตน มีสีขาวถึงนํ้าตาลออน  

ลําตน เปนเถาเลื้อย หนา 1.5-3.7 เซนติเมตร ยาว 1.3-5.20 เมตร เปนรองตามยาว ผิว

คอนขางเกลี้ยงหรือมีขนปกคลุม  

มือพัน (tendril) รูปเสนดาย (filiform) ปลายแยกเปน 2 แฉก เมื่ออายุมากขึ้นปลายแฉกจะมวนขด 

ขน (trichome) ขนแบบหลายเซล (multicellular trichome) ผนังหนา รูปกรวยหรือยืดยาวออก มีสัน

ตามขวาง ปลายแหลมมีขนาดยาวต้ังแต 100-650 ไมโครเมตร ความกวางที่ฐาน 50-

100 ไมโครเมตร 

ใบ กานใบมีขนกระจายทั่วไป กานใบยอยสั้น ใบรูปคลายตีนเปด มีใบยอย 3-7 ใบ 

(subpedately 5-7-foliolate) ใบยอยสวนใหญมีลักษณะเปนรูปรีหรือคอนไปทางรูป

ไขกลับ ใบยอยกลางมีขนาดใหญสุด ใบยอยดานนอกมีขนาดเล็กสุด ใบมีสีเขียวถึงเขียว

เขม (สีเขมจัดพบในพันธุดอยตุง 1) ใบดานบนมีขนปกคลุมกระจายทั่วไป ดานลางใบมี

ขนปกคลุมเฉพาะเสนใบ เสนใบขางละ 5-9 เสน ฐานใบรูปหัวใจ ขอบใบหยักซี่ฟน 

(dentate)สวนใหญพบเปนหยักหาง หรือพบทั้งหยักหางและถี่ในใบเดียวกันแบบไม

สมมาตร มีต่ิงหนามสั้นที่หยัก ปลายใบเรียวแหลมมีต่ิงหนามสั้น ความยาวสวนปลายใบ 

(acumen) ในแตละพันธุแตกตางกันต้ังแต 2-13 มิลลิเมตร  

ชอดอก/ดอก ดอกแยกเพศตางตน (dioecious)ชอดอกแบบชอแยกแขนง ชอดอกเพศผูยาว (2-)3-13 

เซนติเมตร มี 5-15 ชอยอย ชอดอกเพศเมียยาง 3-9.5 เซนติเมตร มี 6-11 ชอยอย 

ปกติชอดอกเพศเมียมีขนาดเล็กกวาชอดอกเพศผู ดอกมีสีขาวออกเขียว กลีบเลี้ยงและ

กลีบดอกมีอยางละ 5 กลีบ ดอกเพศผูมีเกสร 5 อัน ดอกเพศเมียมีรังไขเกินกึ่งอยูใตวง

กลีบ กานเกสรเพศเมียมี 3 อัน สวนปลายแยกเปน 2 แฉก ยกเวนพันธุลูกผสมเชียงราย 

2 ที่ไมมีการติดดอกติดผล 

ผล/เมล็ด รูปรางทรงกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5-8 มิลลิเมตร ผลออนสีเขียว เมื่อแกจัดจะมีสี

208 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

เหลือง และเปนสีดําเมื่อสุก มีขนนุมปกคลุมผิวผล มีเมล็ด 2-3 เมล็ดตอผล เมล็ดมีผิว

ขรุขระแตกตางกันในแตละพันธุ 

1.1.2ลักษณะสัณฐานทีแ่ตกตางของปญจขันธ 20 พันธุ 
จากผลการศึกษา พบวา ลักษณะสัณฐานทีแ่ยกความแตกตางของปญจขันธแตละพันธุ คือ ลักษณะใบและ

เมล็ด แยกอธิบายรายละเอียดได ดังน้ี 
1) ความแตกตางของของปญจขันธแยกดวยลักษณะของใบ 
ผลการศึกษาลักษณะใบที่แตกตางของปญจขันธ จํานวน 7 ลักษณะ คือ รูปรางวงใบ ขนาดเสน

ผานศูนยกลางวงใบ จํานวนใบ ขนาดของใบยอยกลาง ความยาวของสวนปลายใบ (acumen) และจํานวนหยักของ
ขอบใบ (ตารางที่ 3.2.1) พบวา ลักษณะที่สามารถใชแยกปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ออกจากกันได คือ 

- รูปรางวงใบ สามารถแยกปญจขันธพันธุเชียงราย 2 ที่มีรูปรางกลมออกจากปญจขันธพันธุอ่ืนๆ 
อีก 19 พันธุ ที่มีรูปรางเปนรูปไข  

- เสนผานศูนยกลางใบ สามารถแยกปญจขันธออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีเสนผานศูนยกลาง
ใบสั้น มีจํานวน 6 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสัน
กําแพง; กลุมที่ 2 เสนผานศูนยกลางใบยาวปานกลาง มีจํานวน 9 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-7, สิบสองปนนา, อางขาง
, ดอยตุง 2, เวียงแกน 1, วาวี 2, วาวี 4, เชียงของ และแพร 1; และกลุมที่ 3 มีเสนผานศูนยกลางใบยาว มีจํานวน 
5 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ดอยตุง 1, และเวียงแกน 2 

- ขนาดของใบยอยกลาง สามารถแยกปญจขันธได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีใบยอยกลางขนาดเล็ก 
มีจํานวน 6 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสันกําแพง; 
กลุมที่ 2 มีใบยอยกลางขนาดปานกลาง มีจํานวน 10 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม
จีน-พ้ืนเมือง, สิบสองปนนา, อางขาง, เวียงแกน 1, วาวี 2, วาวี 4 และเชียงของ; และกลุมที่ 3 มีใบยอยกลางขนาด
ใหญ มีจํานวน 4 พันธุ ไดแก ดอยตุง 1, ดอยตุง 2, เวียงแกน 2 และแพร 1 

- รูปรางของใบยอยกลาง แยกปญจขันธออกได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ใบยอยกลางเปนรูปรีปอม มี
จํานวน 10 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10, ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง, 
สิบสองปนนา, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2 และวาวี 2; กลุมที่ 2 ใบยอยกลางเปนรูปรี มีจํานวน 5 พันธุ ไดแกลูกผสม 
1-9, ลูกผสม 1-13, สันกําแพง, วาวี 4 และแพร 1; และกลุมที่3ใบยอยกลางเปนรูปรีขอบขนาน มีจํานวน 5 พันธุ 
ไดแก ลูกผสม 1-11, อางขาง, ดอยตุง 1, ดอยตุง 2 และเชียงของ 

สวนจํานวนใบยอย ความยาวสวนปลายใบของใบยอยกลาง และจํานวนหยักของขอบใบ เปน
ลักษณะที่มีความคาบเกี่ยวกันระหวางพันธุ ยากในการแบงกลุมความแตกตางได 

2) ความแตกตางของปญจขันธแยกดวยลักษณะเมล็ด 
ผลการศึกษาลักษณะสัณฐานของเมล็ดปญจขันธ จํานวน 6 พันธุ คือ ดอยตุง 1, เชียงราย 1, สัน

กําแพง, สิบสองปนนา, อางขาง (M-O) และลูกผสม 1-7 (ภาพที่ 3.2.2) พบวา สามารถแยกความแตกตางของ
เมล็ดปญจขันธออกไดเปน 3 กลุม คือ  

-กลุมที่ 1 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุดอยตุง 1 แสดงลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงแบน 
รูปรางสามเหลี่ยมออกกลม ขนาด 3-4 x 3-3.5 มิลลิเมตร ผิวเมล็ดเปนตุม (verrucose) ขนาดเล็ก รูปรางไม
สม่ําเสมอ ผสมกับตุมนูนเปนสันสูงขนาดใหญกระจายตัวไมสม่ําเสมอทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลางเปน
รอง ขอบเมล็ดเปนหยักย่ืนยาวออกมาทั้งสองดานชัดเจน ฐานเมล็ดรูปตัด (truncate) ปลายเมล็ดเรียวมน 
(acuminate-obtuse) ถึงมน เมล็ดมีสีนํ้าตาลออนถึงเขม (ภาพที่ 3.2.2A-C) 
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-กลุมที่ 2 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุเชียงราย 1, สิบสองปนนา, อางขาง และลูกผสม 1-7แสดง
ลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงแบน รูปรางสามเหลี่ยมถึงสามเหลี่ยมรูปหัวใจ ขนาด 2-2.5 x 2-2.5มิลลิเมตร ผิว
เมล็ดเปนตุมขนาดเล็ก รูปรางไมสม่ําเสมอ กระจายทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลางเปนรอง ขอบเมล็ดหยัก
ชัดเจนทั้งสองดาน แตไมย่ืนยาวออกมาเดนชัด บางครั้งขอบเมล็ดยกตัวนูนขึ้น พบไดในพันธุเชียงราย 1, สิบสอง
ปนนา และอางขาง ฐานเมล็ดรูปตัดถึงรูปรูปหัวใจ ปลายเมล็ดเรียวมนถึงมน เมล็ดมีสีนํ้าตาลออนถึงเขม (ภาพที่ 
3.2.2D-F, J-R) 

-กลุมที่ 3 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุสันกําแพง แสดงลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงออกกลม 
ขนาด 3 x 2.5 มิลลิเมตร ผิวเมล็ดมีตุมเล็ก กระจายตัวคอนขางสม่ําเสมอทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลาง
เปนรอง ขอบเมล็ดหยักนูนชัดเจนทั้งสองดาน แตไมย่ืนยาวออกมาเดนชัด ฐานเมล็ดรูปตัด ปลายเมล็ดมน เมล็ดมีสี
นํ้าตาลเขมถึงคล้ําดํา (ภาพที่ 3.2.2G-I) 

 
ตารางที่ 3.2.1  แสดงลักษณะสัณฐานสวนใบของปญจขันธที่มีอายุ 4 เดือน จํานวน 20 พันธุ 
ชื่อพันธุปญจขันธ วงใบ จํานวน

ใบยอย 

ใบยอยกลาง 

 รูปรางวงใบ เสนผานศูนย 

กลาง (ซม.) 

ขนาด 

(ซม.) 

ความกวาง/

ยาวของใบ 

ความยาวสวน

ปลายใบ (มม.) 

จํานวนหยัก

ขอบใบตอขาง 

เชียงราย 1 รูปไข 13 5-7 4.5x8.5** 1.889* 5.5-7.5 8-14 

เชียงราย 2 รูปวงกลม 12.5 7 4x7** 1.75* 2-2.5 8-11 

ลูกผสม 1-7 รูปไข 10** 5-7 4.5x8.5** 1.889* 7-12.5 7 

ลูกผสม 1-9 รูปไข 7* 5 3x6* 2** 3 7-11 

ลูกผสม 1-11 รูปไข 6* 5 2x4.5* 2.25*** 8 6-9 

ลูกผสม 1-13 รูปไข 6* 5 2x4* 2** 2 11 

ลูกผสม 1-19 รูปไข 6* 5 2x3.5* 1.75* 2.7-3.5 9-10 

ลูกผสม 2-10 รูปไข 5.5* 5 3x4.5* 1.5* 2-5 11 

จีน-พ้ืนเมือง รูปไข 13 5 4x7.5** 1.875* 9 9 

สิบสองปนนา รูปไข 10** 5 4.5x8** 1.778* 2-4 11 

อางขาง รูปไข 10.5** 5-7 4x8.5** 2.125*** 6.5-8 7-13 

สันกําแพง รูปไข 6* 5 2x4* 2** 2-6 7 

ดอยตุง 1 รูปไข 15 3-5 6x15*** 2.5*** 3-7 12-13 

ดอยตุง 2 รูปไข 10** 5 5x10.5*** 2.1** 3.5-5 18-20 

เวียงแกน 1 รูปไข 8** 5 4x7.5** 1.875* 7-13 4-8 

เวียงแกน 2 รูปไข 11 5-7 5x7.5*** 1.5* 2-5 5-11 

วาวี 2 รูปไข 10** 5 4x7** 1.75* 5-6 5-11 

วาวี 4 รูปไข 8** 5(-6) 3.5x7** 2** 6-9 8-12 

เชียงของ รูปไข 9** 5(-6) 3.5x7.5** 2.143*** 4-8.5 8-9 

แพร 1 รูปไข 10** 5 5x10*** 2** 1.5-2 8-18 

หมายเหตุ  

-เสนผานศูนยกลางใบ :* = สั้น (5.5-7 ซม.), ** = กลาง (8-<11 ซม.), *** = ยาว (11-15 ซม.) 
-ขนาดใบยอยกลาง: * = เล็ก (2-3 x 3.5-6 ซม.), ** = กลาง (3.5-4.5 x 7-8.5 ซม.), *** = ใหญ (5-6 x 7.5-15) 
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ชื่อพันธุปญจขันธ วงใบ จํานวน

ใบยอย 

ใบยอยกลาง 

 รูปรางวงใบ เสนผานศูนย 

กลาง (ซม.) 

ขนาด 

(ซม.) 

ความกวาง/

ยาวของใบ 

ความยาวสวน

ปลายใบ (มม.) 

จํานวนหยัก

ขอบใบตอขาง 

-อัตราความกวาง/ความยาวของใบยอยกลาง: * = รูปรีปอม (1.5-<2), ** = รูปรี (2), *** = รูปรขีอบขนาน (>2) 

 

 
ภาพที่ 3.2.1  ลักษณะสัณฐานรวมของปญจขันธ : ราก (A), ลําตน (B), ขน (C), มือพัน (D), ใบ (E), ดอกเพศผู 
(F), ดอกเพศเมีย (G) และผล (H) 

211 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

 
ภาพที่ 3.2.2  ลักษณะสัณฐานของเมล็ดปญจขันธ แสดงความแตกตางของขนาด ลักษณะพ้ืนผิวเมลด็ และ
ลักษณะดานขางเมล็ดของปญจขันธพันธุดอยตุง 1(A-C), พันธุเชียงราย 1 (D-F), พันธุสันกําแพง (G-I), พันธุสิบสอง
ปนนา (J-L), พันธุอางขาง (M-O) และพันธุลกูผสม 1-7 (P-R) 
 

1.2 การจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลูกผสม 
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รายช่ือปญจขันธในรูปวิธานระบุชนิดตามคูมือการจําแนกพืชสกุล Gynostemmaใน Flora of Thailand 
(De Wilde and Duyfjes, 2008),Flora Malesiana (De Wilde and Duyfjes, 2010)และ Flora of China 
(Chenet al., 2011) มีจํานวน 16 ชนิด ประกอบดวย G. aggregatum C.Y. Wu & S.K. Chen, G. 
burmanicum King ex Chakrav., G. cardiospermum Cogn. ex Oliv., G. caulopterum S.Z. He, G. 
compressum X.X. Chen & D.R. Liang, G. guangxiense X.X. Chen & D.H. Qin, G. intermedium W.J. 
de Wilde & Duyfjes, G. laxiflorum C.Y. Wu & S.K. Chen, G. laxum (Wall.) Cogn., G. longipes C.Y. 
Wu, G. microspermum C.Y. Wu & S.K. Chen, G. papuanum W.J. de Wilde & Duyfjes, G. 
pentagynum Z.P. Wang, G. pentaphyllum (Thunb.) Makino[ใน Flora of Thailand และ Flora 
Malesiana: forma pentaphyllum, forma dasycarpum (C.Y. Wu in C.Y. Wu & S.K. Chen) W.J. de 
Wilde & Duyfjes, forma fasciculare W.J. de Wilde & Duyfjes, forma grandiflorum W.J. de Wilde & 
Duyfjes, forma knemandrum W.J. de Wilde & Duyfjes, forma pubescens (Gagnep.) W.J. de Wilde 
& Duyfjesและ forma simplicifolium (Blume) W.J. de Wilde & Duyfjes; ใน Flora of China : var. 
pentaphyllumและ var. dasycarpum C.Y. Wu], G. simplicifolium Blume และG. yixingense (Z.P. 
Wang & Q.Z. Xie) C.Y. Wu & S.K. Chen โดยพิจารณาความเปนไปไดในการระบุช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ 
จากลักษณะสัณฐานที่เหมือนกันกับปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ตามลําดับขั้นตอน ดังน้ี  

1) ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ มีความใกลชิดกับ G. burmanicum, G. caulopterum, G. compressum, 
G. guangxiense, G. intermedium, G. laxum, G. longipes, G. papuanum, G. pentaphyllumและG. 
simplicifoliumดวยลักษณะของผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ด (dry berry) (ภาพที่ 3.2.1H) ในขณะที่ 
Gynostemmaชนิดอ่ืนๆ มีผลแบบผลแหงแตก (capsular) 

2)เมื่อพิจารณาจาก Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือ 10 ชนิด พบวาปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ มี
ดอกแยกเพศอยูตางตน (dioecious) เหมือนกับ G. burmanicum, G. caulopterum, G. compressum, G. 
intermedium, G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifoliumในขณะที่ G. 
guangxienseและ G. papuanumมีดอกแยกเพศรวมตน (monoecious)  

3) เมื่อพิจารณาจาก Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือ 8 ชนิด พบวา ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ มี
จํานวนกานเกสรเพศเมีย (style) 3 อัน (ภาพที่ 3.2.1G) เหมือนกับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, 
G. pentaphyllumและG. simplicifoliumในขณะที่ G. caulopterumและG. compressumมีกานเกสรเพศเมีย 
2 อัน สวน G. intermedium กานเกสรเพศเมีย 5 อัน  

4) เมื่อพิจารณาจากGynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิด คือ G. burmanicum, G. laxum, 
G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium พบวา ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ไมสามารถแยก
ความแตกตางของลักษณะสัณฐานออกจากกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิดได เน่ืองจากลักษณะสัณฐานมีความคาบ
เกี่ยวกัน โดยใน Flora of China ไดอธิบายลักษณะของ G. burmanicumไววาไมมีขนปกคลุมสวนผล ซึ่งจะคลาย
กับลักษณะผลของG. laxum และ G. longipesแตไมไดอธิบายลักษณะน้ีของ G. simplicifolium ไว ซึ่งลักษณะน้ี
จะคาบเกี่ยวกับ G. pentaphyllum ที่พบไดทั้งผลเกลี้ยงและมีขนปกคลุม ในขณะที่ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ 
มีแหลงที่มาจากผลที่มีขนปกคลุมทั้งหมด (ภาพที่ 3.2.1H) สวน G. simplicifolium สามารถแยกออกจากชนิดอ่ืน
ดวยลักษณะใบเด่ียว แตใน Flora of Thailand และ Flora Malesiana ไดอธิบายพืชชนิดน้ีภายใตช่ือ G. 
pentaphyllumforma simplicifolium (Blume) W.J. de Wilde & Duyfjes ไววา สามารถพบใบยอย 2-3 ใบ 
ซึ่งคาบเกี่ยวกับ G. burmanicum และ G. laxum ที่มี 3 ใบยอย และปญจขันธพันธุดอยตุงที่มี 3-5 ใบยอย (ภาพ
ที่ 3.2.1E) สวน G. longipes และG. pentaphyllumที่อธิบายใน Flora of China มี 7-9 และ 3-9 ใบยอย 
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ตามลําดับ ในขณะที่ใน Flora of Thailand และ Flora Malesiana อธิบายวา G. pentaphyllum(ยกเวน 
forma simplicifolium) มี 3-5(-7) ใบยอย ซึ่งคาบเก่ียวกับลักษณะของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ คือ พันธุ
ดอยตุง 1 มี 3 ใบยอย, พันธุเชียงราย 2 มี 7 ใบยอย, พันธุเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, อางขาง, เวียงแกน 2, วาวี 4 
และเชียงของ มี 5-7 ใบยอย สวนพันธุอ่ืนที่เหลือมี 5 ใบยอย(ตารางที่ 3.2.1) ซึ่งความคาบเก่ียวของลักษณะทาง
สัณฐานเหลาน้ี ทําใหการระบุยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ไดไมชัดเจน 

5) พิจารณาความสัมพันธของ Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิด คือ G. burmanicum, G. 
laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium สามารถอธิบายเหตุผลไดจากความนาเช่ือถือ
ของผลงานตีพิมพเผยแพรของคูมือการจําแนกพืชสกุล Gynostemma โดยจะพิจารณาการยอมรับหรือไมยอมรับ
สถานะของช่ือพืชทั้ง 5 ชนิดดังกลาว กลาวคือ  

-G. burmanicumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศ
จีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 พวกเขาไดจําแนกพืชลงในระดับ variety และต้ังช่ือ var. molle C.Y. 
Wu ขึ้นมาใหม และไดรับการยอมรับตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and 
Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึงไดยุบช่ือชนิดน้ี และ 
variety ของมันใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum forma pubescensและในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ได
ยอมรับช่ือน้ีในระดับชนิดอีกตาม Wu and Chen (1983) แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมี
ความเห็นตางวาช่ือชนิดและ variety ของมันควรใหยุบไวในระดับ variety ที่มีขนหนาแนนภายใต G. 
pentaphyllum 

- G. laxumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศจีน โดย 
Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธใน
ประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึงไดยุบช่ือชนิดน้ีใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum 
forma pentaphyllumตอมาในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ไดยอมรับช่ือน้ีอีกตาม Wu and Chen (1983) แต 
C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมีความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. 
pentaphyllumสอดคลองกับรายงานการศึกษาพืชในประเทศอินเดีย โดย Renner and Pandey ในป ค.ศ. 
2013  

- G. longipesถูกต้ังช่ือขึ้นมาใหม โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 และไดรับการยอมรับ
ตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 และ Chen et al. ในป ค.ศ. 2011 ในการศึกษาพืชสกุลปญจขันธในประเทศจีน 
แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมีความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. 
pentaphyllum 

-G. simplicifoliumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศ
จีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 และไดรับการยอมรับตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 ตอมาในป ค.ศ. 
2007 De Wilde and Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึง
ไดยุบช่ือชนิดน้ีใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum forma simplicifoliumและในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ได
ยอมรับช่ือน้ีในระดับชนิดตาม Wu and Chen (1983) แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมี
ความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. pentaphyllum 

- G. pentaphyllumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธใน
ประเทศจีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 พวกเขาไดจําแนกพืชลงในระดับ variety และต้ังช่ือ var. 
dasycarpum C.Y. Wu ขึ้นมาใหม แตในป ค.ศ. 1995 Chen ไดยกระดับ var. dasycarpumขึ้นเปนชนิด G. 
dasycarpum (C.Y. Wu et S.K. Chen) S.K. Chen และยอมรับช่ือชนิด G. pentaphyllumที่มี G. pubescens
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ถูกยุบเปนช่ือพองไว ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and Duyfjes ไดยอมรับช่ือ G. pentaphyllumโดยมี G. 
simplicifolium, G. laxum, G. pubescens, G. dasycarpum และ G. burmanicum ถูกยุบเปนช่ือพอง
ภายใตชนิดน้ี และจําแนกพืชลงในระดับ forma pentaphyllum, forma dasycarpum, forma fasciculare, 
forma grandiflorum, forma knemandrum, forma pubescens และ forma simplicifoliumแตในป ค.ศ. 
2011 Chen et al. ยอมรับ G. pentaphyllum var.pentaphyllumและ var. dasycarpumตาม Wu and 
Chen (1983) ในการศึกษาพืชในประเทศจีน  

จากความสับสนในการระบุช่ือพืชดังผลการศึกษาขางตน ดังน้ัน ในขั้นตอนน้ี จึงสรุปผลการศึกษาปญจ
ขันธทั้ง 20 พันธุในเบ้ืองตนวา มีลักษณะทางสัณฐานสอดคลองกับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, 
G. pentaphyllumและG. simplicifolium ซึ่งลักษณะสัณฐานที่ปรากฏไมสามารถแสดงความโดดเดนไดถึง
ลักษณะ forma หรือ variety ตามที่นักพฤกษอนุกรมวิธานไดจําแนกไว  
 
2. ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมที่มีคุณสมบัติสมํ่าเสมอแลว  

2.1 ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดบรเิวณคลอโรพลาสต 4 ยีน ในปญจขนัธ 20 พันธุ 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดของคลอโรพลาสตบริเวณจําเพาะของยีน accD, petD, 

psbBและ ycf3พบวา มีความจําเพาะสูงกับปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี โดยมีประสิทธิภาพในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอของยีน accD(ภาพที่ 3.2.3 A) และ psbB (ภาพที่ 3.2.3 C)ไดครบทั้ง 20 สายพันธุ คิดเปน 100% 
และมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน petD(ภาพที่ 3.2.3 B) และ ycf3(ภาพที่ 3.2.3 D) ได 19 
สายพันธุ คิดเปน 95% ซึ่งปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองแพรและเชียงของ ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดวยยีน 
petDและ ycf3 ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอในแตละยีนในภาพเจลอกาโรสดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส 
พบวา ยีน accDมีขนาดดีเอ็นเออยูระหวาง 400-500 คูเบส ยีน petDมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 700-800 คูเบส 
ยีน psbBมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 600 คูเบส และยีน ycf3มีขนาดดีเอ็นเออยูระหวาง 200-300 คูเบส เมื่อ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธที่ไดจากทั้ง 4 ยีน โดยตัดบริเวณของสวนไพรเมอรออกไป พบวา ยีน 
accDมีขนาด 393 คูเบส, ยีน petDมีขนาด 738 คูเบส,ยีน psbBมีขนาด 558 คูเบส และยีน ycf3มีขนาด 192 คู
เบส 
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ภาพที่ 3.2.3  แสดงประสิทธิภาพการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสตของปญจขันธ 20 สายพันธุ ดวยยีน accD, 
petD, psbBและ ycf3โดยมีตัวอยางปญจขันธที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดแสดงไวดวยเครื่องหมาย X 
 

2.2 ความผันแปรของลาํดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 สายพนัธุ ดวยยีนบรเิวณคลอโรพลาสต 4 ยีน 
จากผลการเรียงเทียบ (alignment) ลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีแยกแตละ

เมตริกซของยีนทั้ง 4 ตําแหนงของบริเวณคลอโรพลาสต พบวา มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธใน
รูปแบบการแทรกเพ่ิม-การหายไปของเบส (insertion-deletion หรือ indels) และการแทนที่เบส (substitutions) โดยผล
การวิเคราะหเมตริกซและอัตราการแทนที่ของปญจขันธ 20 สายพันธุ ดวยยีน accD, petD, psbB และycf3มีความ
แตกตางกัน ดังน้ี  

1) ยีน accD 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุ จํานวน 393 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 7.46, 10.09, 5 และ 10.77 ตามลําดับ สวนอัตราการ 
transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 10.77, A เปน C และ G เปน C มีคา 5, T เปน A และ C เปน A มีคา 
10.09, T เปน G และ C เปน G มีคา 7.46 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ 
G มีคา 30.28%, 32.32%, 15.01% และ 22.39% ตามลําดับ โดยไมพบการแทนที่เบสในยีน accDของปญจขันธทั้ง 20 
พันธุ 

2) ยีน petD 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 19 พันธุ จํานวน 738 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 10.29, 14.92, 4.91 และ9.84ตามลําดับ สวนอัตรา
การ transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 10.07, A เปน C และ G เปน C มีคา 5.02, T เปน A และ C เปน A 
มีคา 8.83, T เปน G และ C เปน G มีคา 6.09 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C 
และ G มีคา 29.42%, 33.55%, 16.73% และ 20.30% ตามลําดับ พบการการผันแปรที่มีการแทรกเพ่ิม-หายไป 
(insertion-deletion หรือ indels) ของลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธในยีน petDโดยมีการแทรกเพ่ิมของลําดับนิวคลีโอ
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ไทด Thiamine (T) เฉพาะในปญจขันธพันธุเชียงราย 2 ในตําแหนงที่ 53 นอกจากน้ี ยังพบการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอ
ไทดแบบ purine transition จาก A<->G ในตําแหนงที่ 576,การแทนที่แบบ pyrimidine transition จาก C<->T ใน
ตําแหนงที่ 69 และ 244 และการแทนที่แบบ transversion จาก A<->T ในตําแหนงที่ 52, จาก A<->T และ G<->T ใน
ตําแหนงที่ 576, จาก A<->C ในตําแหนงที่ 148 และ 173 

3) ยีน psbB 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุ จํานวน 558 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 32.06, 29.49, 12.06 และ26.15ตามลําดับ สวนอัตรา
การ transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 0.04, A เปน C และ G เปน C มีคา 0.02, T เปน A, T เปน G, C 
เปน A และ C เปน G มีคา 0.03 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ G มีคา 
24.78%, 33.05%, 15.24% และ 26.93% ตามลําดับ พบการแทนที่เบสแบบ purine transition จาก A<->G ใน
ตําแหนงที่ 328 และ 444 และการแทนที่แบบ pyrimidine transition จาก C<->T ในตําแหนงที่ 468 

4) ยีน ycf3 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 19 พันธุ จํานวน 192 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 6.25, 9.72, 5.9 และ11.46ตามลําดับ สวนอัตราการ 
transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 11.46, A เปน C และ G เปน C มีคา 5.9, T เปน A และ C เปน A มีคา 
9.72, T เปน G และ C เปน G มีคา 6.25 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ 
G มีคา 29.17%, 34.38%, 17.71% และ 18.75% ตามลําดับ โดยไมพบการแทนที่เบสในยีน ycf3ของปญจขันธทั้ง 19 
พันธุ 

2.3ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอบรเิวณคลอโรพลาสตของยีน 4 ยีน 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธจํานวน 20 พันธุ ดวยยีน 

accDและ psbBและจํานวน 19 พันธุ ดวยยีน petD (ไมรวมพันธุพ้ืนเมืองแพร 1) และยีน ycf3 (ไมรวมพันธุ
พ้ืนเมืองเชียงของ) โดยไดรวมพืชสกุล Gynostemmaอีก 11 taxa ที่มีขอมูลดีเอ็นเอเผยแพรออนไลนไวบนระบบ
ฐานขอมูลของ GenBank, NCBI เพ่ือชวยยืนยันความใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีกับชนิดพืชอ่ืน
ในสกุล Gynostemmaโดยไดวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอของแตละยีนแยกจากกัน และนํามาวิเคราะหรวมกัน มี
รายละเอียดผลสรุปคาวิเคราะหของยีน accD, petD, psbB, ycf3และคาวิเคราะหรวมกัน 
accD+petD+psbB+ycf3ดังแสดงในตารางที่ 3.2.2 
 
ตารางที่ 3.2.2  คาการวิเคราะห Maximum Likelihood ของลําดับนิวคลีโอไทดของ Gynostemma spp. 
Characteristics/Gene accD petD psbB ycf3 Combined data 

No. of taxa 33 32 33 32 33 

No. of sites 393 746 557 192 1905 

Model best fit T92 T92+G HKY T92 HKY+G 

Sum of branch lengths 0.047 0.110 0.047 0.111 0.078 

AICc 1466.714 3119.642 2006.654 903.636 7198.873 

BIC 1959.069 3635.650 2537.839 1332.905 7812.105 

LnL -667.014 -1495.644 -935.071 -387.138 -3531.360 

Invar n/a n/a n/a n/a n/a 
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Characteristics/Gene accD petD psbB ycf3 Combined data 

Gamma n/a 0.080 n/a n/a 0.140 

Ts/Tv 0.501 0.654 4.237 1.575 1.003 

 
1) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน accD 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน accD (ภาพที่ 

3.2.4A) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 20 พันธุ กับ Gynostemmaอีก 
11 taxa โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมีคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่น สวนปญจขันธทั้ง 20 พันธุ และ Gynostemmaอีก 10 taxa อยูรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่น
ที่ 89% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 63% BS (Clade A) และ G. pentagynum NC036136 จับกลุมกับ G. caulopterum 
NC036135 และ G. compressum NC037179 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 69% BS (Clade B)โดย 2 ชนิด
หลังจับคูกันแสดงความใกลชิดกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 70% BS 

2) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน petD 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน petD (ภาพที่ 

3.2.4B) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 19 พันธุ (ไมรวมพันธุพ้ืนเมืองแพร 1) กับ 
Gynostemmaอีก 11 taxa โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมี
คาสนับสนุนความเช่ือมั่นเชนเดียวกับในแผนภูมิของ accDสวนตัวอยางพืชที่เหลือจับกลุมดวยกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 80% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวย
คาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS (Clade A), G. caulopterum NC036135 และ G. compressum 
NC037179 จับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 98% BS (Clade B) ตัวอยางพืชที่เหลือ (ยกเวน G. 
pentagynum NC036136) จับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 90% BS (Clade C) สวน G. 
pentagynum NC036136 แสดงความเปน polytomy กับ Clade A, B และ C โดยภายใน Clade C พบการจับ
กลุมยอยแสดงความใกลชิดของตัวอยางพืชออกเปน 3 กลุมยอย (Subclade C1, C2 และ C3) อยางชัดเจน ดังน้ี 
:Subclade C1 พบ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484 และG. pentaphyllum 
KT695603 จับกลุมกันดวยดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 83% BS และทั้ง 3 ชนิดดังกลาวจับคูแสดงความ
ใกลชิดกับปญจขันธลูกผสมเชียงราย 2 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS และตัวอยางพืชทั้ง 4 ตัวอยาง 
จับคูแสดงความใกลชิดกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 62% BS;Subclade 
C2 พบการจับกลุมกันของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 1, ดอยตุง 1, วาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2 และพันธุ
ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 60% BS; และ Subclade C3 พบการจับกลุมของปญจขันธ
พันธุพ้ืนเมืองเชียงของ, วาวี 4, อางขาง, พันธุลูกผสมเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, 
ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และพันธุจีนสิบสองปนนา ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS 
นอกจากน้ี ยังพบวา G. burmanicum NC036141 และ G. pubescens NC036142 จับกลุมแสดงความใกลชิด
กับสมาชิกของ Subclade C1, C2 และ C3 ภายใน Clade C โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น 

3) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน psbB 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน psbB (ภาพที่ 

3.2.5A) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 20 พันธุ กับ Gynostemmaอีก 11 taxa 
โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น
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เชนเดียวกับในแผนภูมิของ accDและ petDสวนตัวอยางพืชที่เหลือจับกลุมดวยกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 
68% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 95% BS (Cluster A)โดยมี G. caulopterum NC036135, G. compressum NC037179 และ 
G. pentagynum NC036136 แสดงความใกลชิดกับ Cluster A และสมาชิกที่เหลือ (ซึ่งรวมกลุมกันอยูใน 
Cluster B) โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น ภายใน Cluster B พบสมาชิกจับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นที่ 62% BS โดยพบ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484, G. pentaphyllum 
KT695603, ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง และพันธุลูกผสมเชียงราย 2 แสดงความใกลชิดกับสมาชิกอ่ืนๆ ที่
เหลือ (ซึ่งจับกลุมกันเปนกลุมยอย Subcluster B1) โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นซึ่งเมื่อพิจารณาความใกลชิด
ของสมาชิกใน Subcluster B1 จะพบการรวมกลุมกันของปญจขันธที่เหลืออีก 18 พันธุ รวมอยูกับ G. 
burmanicum NC036141 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 86% BS โดยพบการจับคูแสดงความใกลชิดของปญจ
ขันธพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 2 กับพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองแยกออกมาดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS 

4) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน ycf3 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน ycf3 (ภาพที่ 

3.2.5B) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 19 พันธุ (ไมรวมพันธุพ้ืนเมือง
เชียงของ)กับ Gynostemmaอีก 11 taxa ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS ภายในกลุม พบเพียง G. 
caulopterum NC036135 และ G. compressum NC037179 จับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 64% 
BS 

5) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, 
petD, psbB และycf3 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB 
และycf3(ภาพที่ 3.2.6) ของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และพืชสกุล Gynostemmaอีก 11 taxa ที่ไดมี
การศึกษามากอน พบวา พืชสกุล Gynostemmaทั้งหมดจับกลุมยืนยันความใกลชิดกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นที่ 87% BS โดยมี G. microspermumMZ286581 แยกตัวอยูที่ฐานลางโดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น 
ภายในกลุมพบ G. laxiflorumNC036134 และ G. yixingense NC053537 จับกลุมแสดงความใกลชิดกันดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นสูงมากที่ 100% BS (Clade A) ในขณะที่ G. pentagynum NC036136 จับกลุมดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 84% BS กับ G. caulopterum NC036135 และ G. compressum NC037179 
(Clade B) โดยสมาชิก 2 ชนิดหลังจับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS สวนสมาชิกอ่ืนอีก 5 ตัวอยาง 
ของ Gynostemmaจับกลุมอยูดวยกันกับปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 75% 
BS (Clade C) โดยสมาชิกภายใน Clade C จับกลุมแสดงความใกลชิดกันไดคอนขางชัดเจน ดังน้ี : Subclade C1 
แสดงการจับกลุมดวยกันของ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484 และ G. 
pentaphyllumKT695603 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 82% BS และแสดงความใกลชิดกับปญจขันธลูกผสม
เชียงราย 2 และพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 61% BS; Subclade C2 แสดงการจับ
กลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 62% BS พบการจับกลุมกันของสมาชิกแยกออกเปน 2 กลุมยอย คือ 
Subclade C2-1 สมาชิกรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 63% BS โดยสมาชิกทั้งหมดเปนปญจขันธ
ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี จํานวน 6 พันธุ ประกอบดวย พันธุพ้ืนเมืองวาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2, ดอยตุง 1, 
ดอยตุง 2 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง โดยพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 2 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองจับคูแสดงความใกลชิดกัน
ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 67% BS สวน Subclade C2-2 สมาชิกรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นตํ่าที่ 53% BS ประกอบดวย ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองเชียงของ, วาวี 4, อางขาง, ปญจขันธลูกผสมเชียงราย 
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1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสายพันธุจีนสิบสอง
ปนนา สวนปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองแพร, G. burmanicum NC036141 และ G. pubescensNC036142 แสดง
ความใกลชิดกับสมาชิกใน Subclade C2-1 และ Subclade C2-2 ภายใน Subclade C2 โดยไมมีคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่น  
 

 
ภาพที่ 3.2.4  แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML Phylogram) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma spp. 
ดวยขอมูลดีเอ็นเอของยีน accD (A) และยีน petD (B) พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
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ภาพที่ 3.2.5แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML Phylogram) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma spp. 
ดวยขอมูลดีเอ็นเอของยีน psbB (A) และยีน ycf3 (B) พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
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ภาพที่ 3.2.6  แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML concensus tree) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma 
spp. ดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbและycf3 พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมเพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

ตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธที่ใชศึกษาลักษณะทางสัณฐานทั้ง 20 สายพันธุ ไดจัดทําเปนตัวอยาง
พรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (Herbarium voucher specimens) และเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรม
วิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, รหัสพิพิธภัณฑสากล คือ BK) โดยไดรับหมายเลขการลงทะเบียนเก็บ
รักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK number) จํานวน 20 หมายเลข คือ BK no. 071525 – BK no. 071544 
พรอมบันทึกขอมูลประกอบการศึกษาลักษณะทางพฤกษศาสตรของปญจขันธไวในฉลากรายละเอียดของตัวอยาง
พรรณไมแหง (Herbarium sheet label) แตละตัวอยาง ดังน้ี ช่ือวงศพืช (Family name) ช่ือวิทยาศาสตรของ
พืช (Botanical name) ช่ือพันธุพืช (Cultivar/Code name) ช่ือพ้ืนเมือง (Local name) สถานที่เก็บตัวอยาง 
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(Location) วันที่เก็บตัวอยาง (Collected Date) บันทึกลักษณะพืช (Notes) ช่ือผูเก็บตัวอยางและหมายเลข 
(Collector number) ซึ่งขอมูลรายละเอียดของตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธทั้ง 20 สายพันธุ ไดถูกบันทึก
ไวในในระบบฐานขอมูลพรรณไมแหงของพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพตามหมายเลขการบันทึกขอมูลในระบบ
คอมพิวเตอร (BK barcode) จํานวน 20 หมายเลข คือ BK269121–BK269140 (ตารางที่ 3.2.3) ตัวอยางพรรณ
ไมแหงอางอิงขางตนใชเปนขอมูลรายละเอียดของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธแตละพันธุและแตละยีน โดยขอมูลดี
เอ็นเอบารโคดของปญจขันธ ไดลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนฐานขอมูลGenBank ของ NCBI ประกอบดวย ลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน accDจํานวน 20 accession numbers ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน petDจํานวน 19GenBank 
accession number ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน psbBจํานวน 20 GenBank accession number และลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน ycf3จํานวน 19 GenBank accession number รวมขอมูลดีเอ็นเอบนฐานขอมูล GenBank 
ของ NCBI ทั้งสิ้น 78 ขอมูล  
 
ตารางที่ 3.2.3รายช่ือปญจขันธที่ศึกษาในงานวิจัยน้ีและรายละเอียดของตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย 
(Herbarium voucher specimens) ที่ลงทะเบียนเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  

ที่ รายชื่อปญจขนัธ 
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพพิธิภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 

หมายเลขผูเก็บตัวอยาง BK number BK barcode 

1 เชียงราย 1 (Chiang Rai 1) K. Pruesapan KP2020-1 BK no. 071525 BK269121 

2 เชียงราย2 (Chiang Rai 2) K. Pruesapan KP2020-2 BK no. 071526 BK269122 

3 สายพันธุ 1-7 (code no. 1-7) K. Pruesapan KP2020-3 BK no. 071527 BK269123 

4 สายพันธุ1-9 (code no. 1-9) K. Pruesapan KP2020-4 BK no. 071528 BK269124 

5 สายพันธุ1-11 (code no. 1-11) K. Pruesapan KP2020-5 BK no. 071529 BK269125 

6 สายพันธุ1-13 (code no. 1-13) K. Pruesapan KP2020-6 BK no. 071530 BK269126 

7 สายพันธุ1-19 (code no. 1-19) K. Pruesapan KP2020-7 BK no. 071531 BK269127 

8 สายพันธุ2-10 (code no. 2-10) K. Pruesapan KP2020-8 BK no. 071532 BK269128 

9 จีน-พ้ืนเมือง (Chinese-Local) K. Pruesapan KP2020-9 BK no. 071533 BK269129 

10 สิบสองปนนา(Sibsongpanna) K. Pruesapan KP2020-10 BK no. 071534 BK269130 

11 อางขาง (Angkhang) K. Pruesapan KP2020-11 BK no. 071534 BK269131 

12 สันกําแพง (Sankampaeng) K. Pruesapan KP2020-12 BK no. 071536 BK269132 

13 ดอยตุง1(Doi Tung 1) K. Pruesapan KP2020-13 BK no. 071537 BK269133 

14 ดอยตุง2 (Doi Tung 2) K. Pruesapan KP2020-14 BK no. 071538 BK269134 

15 เวียงแกน1 (Wiang Kaen 1) K. Pruesapan KP2020-15 BK no. 071539 BK269135 

16 เวียงแกน2 (Wiang Kaen 2) K. Pruesapan KP2020-16 BK no. 071540 BK269136 

17 วาวี2 (Wa Wi 2) K. Pruesapan KP2020-17 BK no. 071541 BK269137 

18 วาวี4 (Wa Wi 4) K. Pruesapan KP2020-18 BK no. 071542 BK269138 

19 เชียงของ (Chiang Khong) K. Pruesapan KP2020-19 BK no. 071543 BK269139 
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ที่ รายชื่อปญจขนัธ 
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพพิธิภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 

หมายเลขผูเก็บตัวอยาง BK number BK barcode 

20 แพร 1 (Phrae 1) K. Pruesapan KP2020-20 BK no. 071544 BK269140 

 
 

อภิปรายผล (Discussion) 
1. ลักษณะสณัฐานวิทยาและการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขนัธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลกูผสม 

ขอมูลลักษณะสัณฐานของปญจขันธที่ศึกษาได แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ได
คอนขางชัดเจน โดยจะพบวา ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ มีลักษณะสัณฐานรวมที่แสดงใหเห็นถึงความใกลชิดของพันธุ
ในระดับชนิดเดียวกันไดเปนอยางดี เมื่อพิจารณาลักษณะราก ลําตน และมือพัน พบวา ไมมีความแตกตางกันในแต
ละพันธุ สวนลักษณะขนที่ปกคลุมสวนตางๆ ของพืช มีรายงานวา พันธุลูกผสมเชียงราย 1, เชียงราย 2 และพันธุ
พ้ืนเมืองสันกําแพง มีขนแบบสั้นหนา สวนในพันธุจีนสิบสองปนนามีขนแบบยาวบาง (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย 
สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร, 2562a, 2562b) แตเมื่อวัดขนาดของขนภายใตกลองขยายในงานวิจัยน้ี 
กลับพบวา ขนาดความยาวและความกวางที่ฐานของขนมีความคาบเก่ียวกัน นอกจากน้ี มีรายงานวาความ
หนาแนนของขนที่ปกคลุมสวนตางๆ ของพืชใชแยกความแตกตางของ G. pentaphyllumออกจากG. 
burmanicumและ G. pubescensได (Ali and Al-Hemaid, 2010) ในรายงานไดระบุวา G. pentaphyllaมีขน
เพียง 2-3 เสน ในขณะที่ G. burmanicumและ G. pubescensมีขนจํานวนมาก แตในงานวิจัยน้ีกลับพบวา ในแต
ละพันธุของปญจขันธที่ศึกษาสามารถพบสวนของพืชที่มีขนหนาแนนและสวนที่มีผิวเกือบเกลี้ยงอยูในตนเดียวกัน 
หรือเปนพันธุ เดียวกันแตเปนคนละตนก็พบความหนาแนนของขนแตกตางกันไป ทั้ง น้ี นาจะขึ้นอยู กับ
สภาพแวดลอมและอายุของพืช และในรายงานวิจัยเดียวกันน้ี (Ali and Al-Hemaid, 2010) ไดแยกลักษณะขนใน
G. burmanicumและ G. pubescensวามีความแตกตางจากG. pentaphyllumแตเมื่อพิจารณาภาพขยายของ
ขนในรายงานวิจัยน้ี (Figure 1G= G. burmanicum, 1H = G. pentaphylla, 2A = G. pubescens)กลับพบวา
ทั้ง 3 ภาพมีลักษณะของขนเหมือนกัน และลักษณะขนเชนน้ีพบในปญจขันธทั้ง 20 พันธุที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 
อยางไรก็ดี การคนพบวาไมมีความแตกตางของลักษณะสัณฐานของขนใน G. burmanicum, G. pubescensและ
G. pentaphyllum ถือเปนขอมูลที่ชวยสนับสนุนการปรับแกไขช่ือวิทยาศาสตรที่ให G. burmanicumและ G. 
pubescensยุบเปนช่ือพองอยูภายใตG. pentaphyllum forma pubescens (Gagnep.) W.J. de Wilde & 
Duyfjes(De Wilde and Duyfjes, 2007) สําหรับลักษณะสัณฐานของใบในปญจขันธทั้ง 20 พันธุ พบวา มีความ
หลากหลายของขนาดใบ สีใบ และจํานวนใบมาก ซึ่งสอดคลองกับความหลากหลายของลักษณะใบที่พบใน G. 
pentaphyllum 14 สายพันธุ (strain) ซึ่งเก็บรวบรวมมาจาก 47 พ้ืนที่ในประเทศเกาหลีใต (Seong et al., 
1990) ในปญจขันธทั้ง 20 พันธุ พบการมีลักษณะสัณฐานรวมอยางชัดเจนของลักษณะการปกคลุมของขน รูปแบบ
การหยักของขอบใบแบบหยักซี่ฟน ลักษณะโคนใบและปลายใบ แตจํานวนเสนใบ จํานวนหยักของขอบใบ ความ
ยาวสวนปลายใบ (acumen) ความยาวกานใบ เปนลักษณะสัณฐานรวมที่มีความผันแปรคาบเกี่ยวกันสูง จึงยากตอ
การแบงกลุมพันธุดวยลักษณะเหลาน้ี สําหรับการศึกษาลักษณะสัณฐานของใบปญจขันธในงานวิจัยน้ี สามารถใช
ลักษณะของรูปรางวงใบ ขนาดของเสนผานศูนยกลางใบ ขนาดและรูปรางของใบยอยกลาง มาจัดกลุมแยกปญจ
ขันธทั้ง 20 พันธุออกจากกัน ซึ่งจะตองพิสูจนการจัดกลุมพันธุดวยขอมูลดีเอ็นเอในหัวขอถัดไปอีกครั้ง วามีความ
สอดคลองหรือขัดแยงกันอยางไร สวนลักษณะของดอกและชอดอกทั้งของเพศผูและเพศเมียน้ัน ขอมูลที่ไดเก็บ
รวบรวมมาจาก 2 แหลงประกอบกัน คือ ขอมูลจากตัวอยางพืชในแปลงปลูก จํานวน 7 พันธุ และขอมูลจากการ
สืบประวัติพันธุจากนักวิจัยผูปรับปรุงพันธุปญจขันธ เน่ืองจากปญจขันธที่ปลูกรวบรวมไวในแปลงทดลองจะมีอายุ
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อยูในแปลงปลูกประมาณ 4 เดือน กอนจะเก็บผลผลิตไปทําผลิตภัณฑชา ดวยสภาพนิเวศที่ไมเอ้ืออํานวยเชนใน
สภาพธรรมชาติ อีกทั้งชวงอายุการเก็บเก่ียวที่สั้น ทําใหปญจขันธสวนใหญไมติดดอกติดผลในชวงดําเนินงานวิจัย 
ซึ่งขอมูลที่ไดแสดงการมีลักษณะรวมกันของดอกและชอดอกทั้งเพศผูและเพศเมียเปนไปตามผลการศึกษาขางตน 
ในสวนลักษณะของผลน้ันแสดงความเหมือนกันทั้งการปกคลุมของขน ขนาด และรูปราง ในขณะที่ลักษณะของ
เมล็ดใชแยกความแตกตางของพันธุปญจขันธที่ศึกษาได  

เมื่อใชลักษณะสัณฐานของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ เปนขอมูลในตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจ
ขันธดวยคูมือการจําแนกพืชสกุล Gynostemmaแมจะพบความคลายคลึงกันกับ Gynostemma ถึง 5 ชนิด คือ 
G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium แตเมื่อตรวจสอบการ
ปรับเปลี่ยนช่ือวิทยาศาสตรในการศึกษาพรรณพฤกชาติในประเทศไทยและเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana(De 
Wilde and Duyfjes, 2007, 2008, 2010) ในประเทศอินเดีย (Renner and Pandey, 2013) และความเห็นของ 
C. Jeffrey ซึ่งเปนผูเช่ียวชาญอนุกรมวิธานของพืชวงศแตง (Cucurbitaceae) พบวา ช่ือชนิดพืชอีก 4 ชนิดถูกยุบ
เปนช่ือพอง G. pentaphyllum ตามหลักการพฤกษอนุกรมวิธาน ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ จึงแสดงความคลายคลึง
กับ G. pentaphyllum น่ันแสดงใหเห็นถึงความผันแปรของลักษณะทางสัณฐานตามสภาพแวดลอมของชนิดพืช
ในสกุล Gynostemma ซึ่งความผันแปรเหลาน้ีสงผลตอความถูกตองสมบูรณในการอธิบายพืชตามหลักทางพฤกษ
อนุกรมวิธาน หากจํานวนตัวอยางและขอมูลที่ศึกษาไมมากเพียงพอ ทําใหเกิดการต้ังช่ือพืชใหมซ้ํากับช่ือเดิมที่มีอยู
แลว จนตองมีการยุบรวมชนิดพืชดังที่กลาวมาขางตน อยางไรก็ดี การสรุปผลเชนน้ีมีความนาเช่ือถือตํ่า เน่ืองจาก
การศึกษาพรรณพฤกชาติในประเทศจีนไดยอมรับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, G. 
pentaphyllumและG. simplicifoliumอยูในระดับชนิดเหมือนกัน (Chen, 1995; Chen et al., 2011; Wu 
and Chen, 1983) ในกรณีศึกษาของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ เพ่ือระบุช่ือวิทยาศาสตรที่ถูกตองดวยลักษณะทาง
สัณฐานเพียงอยางเดียวจึงยังไมเพียงพอที่จะสรุปยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของพืชได จึงตองพิสูจนความใกลชิด
ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุกับพืชสกุลปญจขันธชนิดอ่ืนๆดวยขอมูลทางพันธุกรรมดีเอ็นเอ ดังจะกลาวในหัวขอถัดไป  
 
2. ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธเพื่อระบุยืนยนัชื่อปญจขันธใน
ประเทศไทย 

ขอมูลดีเอ็นเอที่ไดจากยีน accD, petD, psbBและ ycf3ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ที่ศึกษาไดใหมใน
งานวิจัยน้ี มีความสอดคลองกับพืชสกุล Gynostemmaที่กระจายพันธุอยูในคาบสมุทรเกาหลี (Korean 
penisula) (Abid et al., 2019) ขนาดความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมาะที่จะใชเปนดีเอ็นเอ
บารโคดในการตรวจสอบพันธุของปญจขันธไดอยางรวดเร็วและมีความแมนยํา และเพ่ือพิสูจนช่ือวิทยาศาสตร
ของปญจขันธที่ศึกษา จึงใชขอมูลดีเอ็นเอที่ไดศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธ โดยพิจารณา
แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการที่วิเคราะหไดจากขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB และycf3 
พบวา แสดงใหเห็นถึงความใกลชิดของปญจขันธไดดีกวาการวิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นแยกของแตละยีน ในการ
อภิปรายความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีจึงเลือกใชแผนภูมิความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการจากขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB และycf3(ภาพที่ 3.2.6) เพ่ือใชพิสูจนยืนยันช่ือ
วิทยาศาสตรของพืชโดยชนิดของพืชสกุล Gynostemma ที่คัดเลือกมาใชเปรียบเทียบความสัมพันธทั้ง 11 taxa 
เปนชนิดพืชที่มีการกระจายพันธุทั้งในประเทศไทย และในประเทศใกลเคียงซึ่งมีสภาพภูมิประเทศและภูมิอากาศ
คลายคลึงกับประเทศไทย ชนิดพืชของสกุล Gynostemma ที่คัดเลือกมาเหลาน้ีจึงใชเปนตัวแทนที่อาจชวยพิสูจน
ความเปนชนิดเดียวกันกับปญจขันธศึกษาใหม ทั้ง 20 พันธุ 
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จากความใกลชิดของของตัวอยางพืชที่แสดงในแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุล 
Gynostemmaแสดงใหเห็นความสอดคลองของการจําแนกกลุมชนิดของ Gynostemmaดวยลักษณะประเภท
ของผล (De Wilde and Duyfjes, 2007) จะพบวา G. microspermum, G. laxiflorum และ G. yixingense
แยกตัวอยูใกลชิดกันที่ฐานของแผนภูมิ ซึ่งสอดคลองกับการจัดจําแนกทางอนุกรมวิธาน ที่ไดจัดทั้ง 3 ชนิดน้ีไว
ดวยกันใน subgenus Trirostellumดวยลักษณะของผลแบบผลแหงแตก (capsular) (Chen, 1995) ในขณะที่ G. 
pentagynumสมาชิกอีกชนิดของ subgenus น้ี กลับจับกลุมอยูกับ G. caulopterumและ G. compressumซึ่ง
เปนสมาชิกของGynostemma subgenus Gynostemmaที่มีผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ด (dry berry) 
(Chen, 1995) โดยไมพบลักษณะทางสัณฐานอ่ืนที่เช่ือมโยงการแสดงตําแหนงผิดกลุมของ G. pentagynum แต
เมื่อพิจารณาคําอธิบายพืชของ G. pentagynum(Chen et al., 2011) พบวา อธิบายลักษณะผลของพืชชนิดน้ี
เพียงวาเปนผลออน ดังน้ัน จึงมีความเปนไดวาผลของ G. pentagynumอาจจะเปนผลแบบผลแหงมีเน้ือหลาย
เมล็ดก็ได จึงจับกลุมแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชที่อยูตางกลุมดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูงเชนน้ี (84% BS, 
Clade B) สวนสมาชิกชนิดอ่ืนของ Gynostemma subgenus Gynostemmaจับกลุมใกลชิดกับกับปญจขันธที่
ศึกษาใหมทั้ง 20 สายพันธุ (Clade C) ซึ่งพิสูจนใหเห็นวาพืชที่มีผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ดน้ีแสดงความ
ใกลชิดทางพันธุกรรมสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐาน และเมื่อพิจารณาความใกลชิดกันของตัวอยางพืชใน
กลุมน้ี พบวา G.longipesและ G. pentaphyllum 2 taxa (NC029484 และ KT695603) จับกลุมกันดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูง (82% BS, Subclade C1 )จึงย่ิงยืนยันผลการตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ
ทั้ง 20 พันธุดวยลักษณะทางสัณฐาน (ผลการทดลอง หัวขอ 1.2 จําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
และพันธุลูกผสม) วามีความสอดคลองกับลักษณะทางพันธุกรรม โดยขอมูลดีเอ็นเอแสดงใหเห็นวา ปญจขันธพันธุ
พ้ืนเมืองสันกําแพงและลูกผสมเชียงราย 2 มีความใกลชิดกับ G. longipesและ G. pentaphyllum มากกวาพันธุ
อ่ืนอีก 18 พันธุ แตเมื่อพิจารณาลักษณะสัณฐานของพืชที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี กลับไมพบลักษณะสัณฐานใดที่แสดง
ความใกลชิดของปญจขันธทั้ง 2 พันธุน้ีไดอยางชัดเจน มีเพียงความสัมพันธทางพันธุกรรมที่แสดงใหเห็นถึงความ
ใกลชิดกัน น่ันคือ ปญจขันธพันธุเชียงราย 2 เปนลูกผสมจากแมพันธุสันกําแพงกับพอพันธุสิบสองปนนา สําหรับ
ความใกลชิดกับ G. longipesกับ G. pentaphyllum ในกลุมน้ี ย่ิงพิสูจนการยุบช่ือ G. longipes ใหอยูภายใต G. 
pentaphyllum ตามความเห็นของ C. Jeffrey ผูรวมวิจัย Gynostemmaของประเทศจีน (Chen et al., 2011) 
สวนปญจขันธอีก 18 พันธุที่เหลือ จับกลุมอยูดวยกันกับ G. burmanicumและ G. pubescensจึงย่ิงพิสูจนความ
เปนช่ือพองของ Gysnostemmaทั้ง 2 taxa ที่นักพฤกษอนุกรมวิธานไดปรับปรุงแกไขใหถูกตองวา พืชทั้ง 2 ชนิด
ดังกลาวเปนช่ือที่ต้ังซ้ําซอนกับ G. pentaphyllumและเมื่อพิจารณาความใกลชิดของปญจขันธอีก 18 พันธุ จะ
พบวาไดแยกออกมาเปน 2 กลุมใหญ โดยในกลุม Subclade C2-1 พบปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง 5 พันธุ (ดอยตุง 1, 
ดอยตุง 2, วาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2) รวมกลุมกับพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง แตกลับไมพบลักษณะสัณฐานที่
แยกกลุมของทั้ง 5 พันธุมาอยูดวยกันได สวนกลุม Subclade C2-2พบปญจขันธพ้ืนเมือง 3 พันธุ (เชียงของ, วาวี 
4, อางขาง) จับกลุมกับพันธุลูกผสม 7 พันธุ (เชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, 
ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10) และพันธุจีนสิบสองปนนา ในกลุมน้ี พบความสัมพันธของพันธุเชียงราย 1, ลูกผสม 
1-7, อางขาง และสิบสองปนนาดวยลักษณะสัณฐานของเมล็ด (ภาพที่ 3.2.2D-F, J-R) แตเมล็ดของพันธุอ่ืนๆ ใน
กลุมเดียวกันไมไดศึกษาในงานวิจัยน้ี อยางไรก็ดี พบวา พันธุลูกผสมทั้ง 7 พันธุภายในกลุมน้ี มีตนแมเปนพันธุสิบ
สองปนนา และตนพอเปนพันธุสันกําแพงเหมือนกัน ลักษณะของเมล็ดที่ไดอาจจะเปนแบบเดียวกัน แตก็ไม
สามารถสรุปสมมุติฐานน้ีไดอยางมั่นใจ เพราะพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองซึ่งมีตนพอตนแมเหมือนกันกลับแยกกลุมไป
อยูกับพันธุพ้ืนเมือง (Subclade C2-1) อยางไรก็ดี จากการแยกกลุมของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ออกเปน 3 กลุม
ยอยน้ี มีความสอดคลองกับการแบงกลุมลักษณะสัณฐานของปญจขันธ 6 พันธุ (ผลการทดลอง หัวขอ 1.1.2 : 2) 
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ความแตกตางของปญจขันธแยกดวยลักษณะเมล็ด) จะพบวา มีตัวแทนของปญจขันธทั้ง 6 พันธุแยกตัวอยูใน 
Subclade C1 (พันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง) Subclade C2-1 (พันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 1) และSubclade C2-2 
(ลูกผสมเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, พันธุพ้ืนเมืองอางขาง และพันธุจีนสิบสองปนนา) แสดงแนวทางใหเห็นวา 
ลักษณะของเมล็ดสามารถใชแบงกลุมพันธุของปญจขันธได  

การแสดงตําแหนงบนแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ G. burmanicum, G. longipesและ G. 
pubescensยืนยันความใกลชิดทางพันธุกรรมกับ G. pentaphyllum และปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ซึ่งเห็นพองกับ
การยุบช่ือของทั้ง 3 ชนิดไวภายใต G. pentaphyllum (ความเห็นของ C. Jeffrey ใน Chen et al., 2011; De 
Wilde and Duyfjes, 2007) ทั้งน้ี แมไมมีขอมูลดีเอ็นเอของ G. simplicifoliumรวมในการวิเคราะหดวย แต
ความคาบเกี่ยวใกลชิดของลักษณะทางสัณฐานสามารถสนับสนุนความเปนชนิดเดียวกันกับ G. pentaphyllum ได 
นอกจากน้ี ผลการวิจัยที่ไดสนับสนุน Govaerts et al. (2021) ในการไมจําแนกช่ือระดับตํ่ากวาชนิดภายใต G. 
pentaphyllum ดังน้ัน จึงสรุปยืนยันวา G. pentaphyllumเปนช่ือวิทยาศาสตรที่ถูกตองและเปนปจจุบัน
ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ  
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมเพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

ตัวอยางพันธุปญจขันธที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี ทั้ง 20 พันธุ ไดเก็บบันทึกขอมูลเพ่ือใชเปนหลักฐานของ
งานวิจัยไวใน 2 รูปแบบเช่ือมโยงกัน โดยรูปแบบแรกเปนการเก็บบันทึกขอมูลทางพฤกษศาสตรของตัวอยางพันธุ
ปญจขันธไวในรูปแบบของตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพิพิธภัณฑระดับชาติ และรูปแบบที่สอง เปนการเก็บ
บันทึกขอมูลดีเอ็นเอของตัวอยางพันธุปญจขันธไดที่ไดจากยีน 4 ยีนไวบนฐานขอมูลของ GenBank, NCBI โดย
ขอมูลดีเอ็นเอทั้งหมดไดบันทึกความเช่ือมโยงของปญจขันธแตละพันธุเช่ือมโยงไปยังตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงที่
ลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร เพ่ือใชในการตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตร
และขอมูลทางพฤกษศาสตรของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ซึ่งขอมูลดีเอ็นเอและขอมูลเช่ือมโยงรายละเอียดทาง
พฤกษศาสตรของพืชที่ถูกเก็บไวบนระบบฐานขอมูลของ NCBI เปนประโยชนอยางมากในการใชศึกษาทาง
อนุกรมวิธาน ดังเชนที่ Renner and Pandey (2013) ใชในการจัดทําบัญชีรายช่ือของพืชวงศแตงในประเทศ
อินเดีย ซึ่งเขาสามารถใชขอมูลดีเอ็นเอเหลาน้ีมาวิเคราะหเพ่ือใชสนับสนุนการศึกษาทางสัณฐานวิทยาในยอมรับช่ือ 
ต้ังช่ือใหม หรือยุบช่ือที่มีความซ้ําซอนไดอยางนาเช่ือถือ  

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การศึกษาความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย และใช
พันธุจีนมาเปนตัวเปรียบเทียบดวย สามารถตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของพืชไดสอดคลองกับผลการ
วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ โดยช่ือที่ถูกตองและเปน
ปจจุบันของปญจขันธ คือ Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino ความหลากหลายทางสัณฐาน
วิทยา โดยเฉพาะอยางย่ิงความผันแปรของลักษณะใบที่เห็นไดอยางชัดเจนในปญจขันธุทั้ง 20 พันธุ ไมวาจะเปน
จํานวนใบ สีใบ หรือรูปรางและขนาดของใบ แตกลับไมสามารถใชแบงกลุมพันธุไดอยางชัดเจน ซึ่งสอดคลองกับ
ผลการวิจัยน้ีที่พบวา การจําแนกปญจขันธของไทยเล็กลงไปถึงระดับ forma ตามคูมือการจําแนกพรรณพฤกษชาติ
ของไทยไมสามารถใชไดจริงกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย แตตัวแทนกลุมพันธุที่แยกดวย
ขอมูลลักษณะเมล็ดกลับปรากฏสอดคลองกับการแบงกลุมพันธุดวยขอมูลดีเอ็นเอ จึงควรจะปลูกรวบรวมพันธุปญจ
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ขันธเพ่ือเก็บเกี่ยวผลผลิตเมล็ดสําหรับศึกษาความใกลชิดของพันธุปญจขันธ ซึ่งจะเปนประโยชนในการวางแผนการ
ปรับปรุงพันธุเพ่ือเพ่ิมความหลากหลายของสายพันธุปญจขันธของประเทศไทย  

 
 
 
 

บทสรปุและขอเสนอแนะ 
1. ผลการศึกษาความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชทองถิ่น  

-ไดดีเอ็นเออางอิงตัวอยางพรรณไมแหงและขอมูลลักษณะทางพฤกษศาสตรของพืชวงศศิลา จํานวน 
19 ตัวอยาง และปญจขญัธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม จํานวน 20 ตัวอยาง 

-ไดขอมูลและลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือทําดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลา จํานวน 54 ตัวอยาง 
และปญจขัญธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม จํานวน 78 ตัวอยาง ไดฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่เช่ือมโยงกับ
ลักษณะทางพฤกษศาสตร พรอมทั้งขอมูลเชิงวิชาการ ลักษณะเดน และการนําไปใชประโยชนในงานดาน
อนุกรมวิธานพืชของพืชวงศศิลา 1 ฐานขอมูล และปญจขันธ 1 ฐานขอมูล เพ่ือเปนฐานขอมูลในการวางแผนการ
อนุรักษพืช การคุมครองพันธุพืช และการพัฒนาการใชประโยชนของพืชอยางยั่งยืน 

2. ขอเสนอแนะ  
บุคลากรในสถาบันการศึกษา หนวยงานภาครัฐ หนวยงานเอกชน หรือภาคการเกษตรกร สามารถใช

ประโยชนของขอมูล ในการศึกษาขอมูลดานพฤกษศาสตรและอนุกรมวิธานพืช งานปรับปรุงพันธุพืช งานวิจัย
พัฒนาการใชประโยชนจากพืชวงศศิลา และปญจขันธ  

 
การทดลองที่ 3.3  

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายของปลาไหลเผือก 
 DNA Barcodes and Diversity of Eurycoma ssp. 

 
ช่ือผูวิจัย 

อัญชลี แกวดวงอรุโณทัย ซาววา กาญจนา พฤษพันธสมคดิ ดํานอย 
Anchalee Kaewdoung Aroonothai SawwaKanchana Pruesapan  Somkid Damnoy 

 
คําสําคัญ (Key words) 
ปลาไหลเผือก ดีเอ็นเอบารโคด 

Eurycoma ssp.DNA barcode 
บทคัดยอ (Abstracts) ไทยและอังกฤษ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดศึกษาความหลากหลายของพืชสกุลปลาไหลเผือก
ที่สํารวจรวมรวมจากพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย โดยกําหนดพ้ืนที่จังหวัดตามการแบงเขตภูมิศาสตรพืช
พรรณของประเทศไทย โดยใชดีเอ็นเอบารโคด rbcL, rpoC และ ITS ผลการศึกษาไดขอมูลดีเอ็นเอที่จะ
ลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National Center for Biotechnology Information เพ่ือใชใน
การระบุยืนยันปลาไหลเผือกรวมทั้งสิ้น82ขอมูลผลการวิเคราะหความสัมพันธพบวา ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcL
และ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใชวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกของประเทศไทยได จึง
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ใชเฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ปลาไหลเผือก พบวา ปลาไหลเผือกชนิด Eurycoma harmandiana แยกออกจากกลุมปลาไหลเผือกชนิด 
Eurycoma longifoliaJack อยางชัดเจน สวนกลุมปลาไหลเผือกชนิด Eurycoma longifoliaJack มีความ
แตกตางทางพันธุกรรมแยกกลุมอยางชัดเจนเพียง 2 กลุม และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยาง
ปลาไหลเผือกที่กระจายพันธุในเขตภูมิศาสตรพืชอีก 2 เขต เพ่ิมเติม เพ่ือความสมบูรณยิ่งขึ้นของงานวิจัย 

This study was performed to utilize DNA barcode techniques to study the diversity of 
the genus Eurycoma plant collected and surveyed from the distribution area in Thailand. By 
defining the provincial area according to the geographical zoning of the flora of Thailand using 
DNA barcode markers, rbcL, rpoC and ITS regions,  the results demonstrated the total  of 82 
Eurycoma-identifying  DNA data deposited on the NCBI. Using rbcL and rpoC DNA barcode 
regions, these markers were unable to identify the genetic diversity among Thai phlebae. To 
meet this need, we have applied DNA barcode within ITS region in analyzing the genetic 
diversity of Eurycoma.  The results have shown that there was clearly no correlation between 
Eurycoma harmandiana and Eurycoma longifolia. For the Eurycoma longifolia identification, 
there were only two distinct genetic diversity groups identified. This study suggests more survey 
and collection of Eurycoma spp. presented from two other plant geographic areas for the 
completion of the study. 

บทนํา (Introduction) 
ปลาไหลเผือก (Eurycoma spp.) จัดอยูในวงศ Simaroubaceae เปนพืชสมุนไพรที่มีถิ่นกําเนิดในเขต

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต ไดแก มาเลเซีย อินโดนีเซีย ไทย พมา และกัมพูชา (Bhat and Karim, 2010)  มี
ช่ือเรียกตางกันในภาคตางๆ ของประเทศไทย เชน กรุงบาดาล (สุราษฎรธานี) คะนาง, ชะนาง (ตราด) ตรึงบาดาล 
(ปตตานี), ไหลเผือก (ตรัง), เพียก(ภาคใต), ตุงสอ, แฮพันช้ัน (ภาคเหนือ), หยิกบอถองหรือหยิกไมถึง, เอียนดอน 
(ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ในประเทศไทยพบเพียง 2 ชนิดคือ ปลาไหลเผือก (Eurycoma longifolia Jack) และ
ปลาไหลเผือกนอย (Eurycoma harmandiana Pierre)  

รากปลาไหลเผือกและปลาไหลเผือกนอย ประกอบดวยสารสําคัญที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ เชน quassinoids, 
β-carboline alkaloids, canthin-6-one alkaloids, triterpene-type tirucallane, squalene, 
eurycolactone, eurycomalactone, laurycolactone, biphenyl neolignan และสารกลุมสเตียรอยด 
(Kanchanapoom et al., 2001; Rehman et al., 2015) รายงานการศึกษาทางดานเภสัชวิทยา แสดงใหเห็นวา
ปลาไหลเผือกมีฤทธ์ิในดานการกระตุนอารมณทางเพศในเพศชาย (Zanoil et al., 2009, Kavitha et al., 2012; 
Mohamed et al., 2015) การลดความเปนหมันในเพศชาย (Solomon et al., 2014) การตานเช้ือมาลาเรีย 
(Ridzuan et al., 2007) การลดระดับนํ้าตาลในเลือด (Husen et al., 2004) ตานการอักเสบ มีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระ (Varghese et al., 2012) ตานมะเร็งเซลล (Tee et al., 2007) การลดโรคกระดูกพรุน (Shuid et al., 
2012) ตานเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือรา (Kuo et al., 1999; Farouk and Benafri, 2007)ปจจุบันนิยมนําราก
ปลาไหลเผือกมาเปนสวนผสมของยาบํารุงกําลัง และชวยเพ่ิมสมรรถภาพทางเพศ โดยราคาจําหนายรากสูงถึง 
1,000-1,500 บาท/กิโลกรัม 

จากแนวโนมความตองการของรากปลาไหลเผือกที่เพ่ิมสูงขึ้น เพ่ือนํามาใชเปนวัตถุดิบในการพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑสมุนไพรเพ่ือสุขภาพ ซึ่งสวนใหญถูกขุดออกมาจากปาธรรมชาติ สงผลใหปริมาณตนปลาไหลเผือกในปา
ธรรมชาติลดจํานวนลงอยางรวดเร็ว อีกทั้งไมมีการปลูกทดแทน หรือปลูกเพ่ือการผลิตในเชิงการคา จึงอาจสงผลให
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สมุนไพรปลาไหลเผือกสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม ตลอดจนสงผลใหเกิดการสูญพันธุในอนาคตได 
นอกจากน้ันผลิตภัณฑที่ระบุวาเปนรากปลาไหลเผือกรอยเปอรเซ็นต กลับพบวามีการนําพืชชนิดอ่ืนมาเปน
สวนผสมเพ่ือลดตนทุน และไมสามารถตรวจสอบหรือตรวจสอบไดยาก จึงไดมีการพัฒนาเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด 
(DNA barcode) มาชวยในการจําแนกหรือแยกความแตกตางระหวางปลาไหลเผือกกับพืชชนิดอ่ืน หรือพืชที่มี
ความใกลชิดและคลายคลึงกัน  

วิจิตรา และคณะ (2559) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกในประเทศไทย จํานวน 
78 ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมาย AFLP ในการตรวจสอบ พบวาสามารถแบงปลาไหลเผือกได 5 กลุม โดยแตละกลุม
มีความสอดคลองกับพ้ืนที่ที่เก็บตัวอยาง ไดแก ภาคใต 2 กลุม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาค
ตะวันออก 

Newmaster et al. (2013) ไดศึกษาดีเอ็นเอบารโคดของพืชสมุนไพร 50 ชนิด ของอเมริกาเหนือ เพ่ือใช
เปนตัวเปรียบเทียบและตรวจสอบกับผลิตภัณฑที่วางขายอยูในทองตลาดจํานวน 44 รายการ ประกอบดวย
สมุนไพรบรรจุแคปซูล สมุนไพรอัดเม็ด และสมุนไพรบดผง ผลจากการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดตรวจสอบพบการ
ปนเปอนของสมุนไพรและสารเติมแตงอ่ืน ไมตรงกับที่ระบุในฉลากไวถึง 68 เปอรเซ็นต จากผลิตภัณฑทั้งหมด 

Bashir et al. (2016) ศึกษาการปนเปอนของผลิตภัณฑสมุนไพร ที่ระบุในฉลากวาผลิตมาจาก
ปลาไหลเผือกในประเทศมาเลเซีย โดยใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน rbcL, ITS2 
และ psbA-trnH เพ่ือตรวจสอบระบุชนิดของวัตถุดิบที่นํามาใชวาตรงกันหรือไม ผลจากการศึกษาพบวา ผลิตภัณฑ
สมุนไพรปลาไหลเผือกมีการปนเปอนของพืชชนิดอ่ืนดวย ไดแก Holoptele integrifolia, Clerodendrum 
cyrtophyllum, Aradichrachta indica, Brucia javanicaและ Ficus stenophyllaซึ่งไมตรงกับที่ระบุไวใน
ฉลาก  

ดังน้ันดีเอ็นเอบารโคดจึงใชเปนเครื่องมือในการตรวจสอบการปนเปอนของผลิตภัณฑสมุนไพรอยางมี
ประสิทธิภาพ และยังสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช จึงมีความสําคัญเปน
อยางย่ิงตองานดานการอนุรักษและใชประโยชนจากปลาไหลเผือกและพืชพรรณชนิดอ่ืนๆ ดวย การทดลองน้ีจึงมี
วัตถุประสงคเพ่ือนําเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดมาใชเพ่ือจําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรม และจัดทํา
ฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชในสกุล Eurycoma จํานวน 2 ชนิดคือ ปลาไหลเผือก (Eurycoma longifolia) 
และปลาไหลเผือกนอย (Eurycoma harmandiana)  เพ่ือใชประโยชนในการแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม 
ตรวจสอบผลิตภัณฑจากสมุนไพรปลาไหลเผือก และใชประโยชนในดานการอนุรักษพันธุกรรมของปลาไหลเผือกใน
ประเทศไทยตอไป 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางตนปลาไหลเผือกที่สํารวจรวบรวมจากพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย (ตารางที่ 3.3.2) 
2. เครื่องมือวิทยาศาสตร 

- เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (Gel Electrophoresis) 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
- เครื่องตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอและผลิตภัณฑดีเอ็นเอ (Gel documentation System) 
- เครื่อง spectrophotometer (PARKIN ELMER MBA2000) 
- เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ(SORVALL RC28C) 
- ชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 
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- ตูอบ (Memmert UF750) 
- ไมโครไปเปต ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
สารเคมีที่ใชในงานทางชีววิทยาโมเลกุล ไดแก CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 

Tris-HCl, Tag DNA polymerase, sodium EDTA, PVP (Polyvinylpyrrolidone)}, Acetic acid และ 
Nacl ฯลฯ 2. 3. 4. 5. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริง (QuantStudio5) 6. 7. ตูแชแข็ง
อุณหภูมิต า -20 องศาเซลเซียส 
3. วัสดุอุปกรณในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย เชน กรรไกรตัดก่ิง กระดาษหนังสือพิมพ 

แผงอัดพรรณไมและเชือกมัด กระดาษลูกฟูก ฟองนํ้า ถุงพลาสติก ปายช่ือ สมุดบันทึก ดินสอดํา2B กระดาษติด
ผนึกพรรณไมแหง เข็ม-ดาย 

4. สารเคมี เชน ชุดสีฟลูออเรสเซนตสําหรับยอมดีเอ็นเอ, ผงอะกาโรส, ไนโตรเจนเหลว, แอลกอฮอล, 
DNA Ladder, sodium EDTA ,Tris-HCl, NaCl, Isopropanol,RNaseA, MgCl2, dNTP, Taq DNA 
polymerase 
วิธีการ 
1. การสํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือกและการจัดทําตัวอยางอางอิง 

 1.1สํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือก 
สํารวจและเก็บรวบรวมตัวแทนตัวอยางปลาไหลเผือกในพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย โดยกําหนด

พ้ืนที่จังหวัดตามการแบงเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย (Smitinand, 1958) ซึ่งแบงออกเปน 7 เขต คือ 
1.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคเหนือ (Northern) ไดแก แมฮองสอน เชียงใหม ลําพูน ลําปาง เชียงราย นาน แพร 
อุตรดิตถ พิษณุโลก ตาก สุโขทัย กําแพงเพชร พิจิตร  และนครสวรรค 2.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ (Northeastern) ไดแก เลย หนองคาย นครพนม อุดรธานี สกลนคร และมหาสารคาม3.เขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก (Eastern) ไดแก ชัยภูมิ นครราชสีมา บุรีรัมย สุรินทร รอยเอ็ด ยโสธร 
อํานาจเจริญ ศรีสะเกด และอุบลราชธานี 4.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคกลาง (Central) ไดแก ชัยนาท สิงหบุรี 
ลพบุรี สุพรรณบุรี อางทอง อยุธยา สระบุรี นครปฐม ปทุมธานี นครนายก นนทบุรี กรุงเทพ สมุทรปราการ 
สมุทรสาคร และสมทุรสงคราม 5.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต (Southeastern)ไดแก ปราจีนบุรี 
สระแกว ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 6.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันตกเฉียงใต 
(Southwestern) ไดแก อุทัยธานี กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ และ 7.เขตภูมิศาสตรพืช
พรรณภาคใต (Peninsula) ไดแก ชุมพร ระนอง สุราษฎรธานี พังงา กระบ่ี นครศรีธรรมราช พัทลุง ตรัง สตูล 
สงขลา ปตตานี ยะลา และนราธิวาส  

1.2 การจัดทําตัวอยางอางอิง 
นําช้ินสวนจากตัวอยางที่สํารวจและรวบรวมไดมาจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (Voucher 

specimens) ต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวมรวมช้ินตัวอยาง ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูลพืชอัดทับและอบแหง
อาบนํ้ายารักาสภาพพรรณไม ติดผนึกพรรณไม ติดฉลากรายละเอียดพืชจนถึงขั้นตอนลงทะเบียนเก็บรักษาใน
พิพิธภัณฑพืช โดยไดดําเนินการตามหลักการจัดทําพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย และลงทะเบียนเก็บรักษาไวเปน
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, BK) 
 

2. ศึกษาและวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลปลาไหลเผือก 
2.1 นําตัวอยางช้ินสวนใบปลาไหลเผือกมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชวิธี CTAB เตรียม Extraction buffer [20 

mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) CTAB 
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(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol กอนใชบมที่ 60 องศาเซลเซียส ช่ัง
ใบ 5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 
5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) แลวนําตัวอยางออกมา
วางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไป
มา 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใส 750 
ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอด
ไปมา 5 นาท ีนําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม เติม 
3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดี
เอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE 100 ไมโครลิตร 
และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที ตรวจสอบความ
เขมขนของดีเอ็นเอโดยนําไปวัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให
อยูในชวง 1.8-2.0  แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดยแยกเก็บเปน 2 ชุด คือ ชุดที่ 1 
เปนดีเอ็นเอตนแบบเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20๐Cชุดที่ 2 เปนตัวอยางดีเอ็นเออางอิงงานวิจัย เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -
80๐C  

2.2เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน rbcL, rpoC1 และ ITS (ตารางที่ 1)ดวยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โดยเตรียมสวนผสมดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) จํานวน 4ไมโครลิตร 
10x PCR buffer ((NH4)2SO4) 8 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2  8 ไมโครลิตร 2mM dNTP 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร 
(10 uM) อยางละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ย่ีหอ Fermentas (0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ใน
ปฏิกิริยาทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่องthemal cycle, Gene Amp 9700 ดังน้ี 
95 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 
องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ  
 
ตารางที่ 3.3.1แสดงไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

rpoC1_1_F GGCAAAGAAGGAAGATTTCG Paween et al., 2011 

rpoC1_1_R TGAGAAAACATAAGTAAACGAGC Paween et al., 2011 

rbcL – F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Paween et al., 2011 

rbcL – R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Paween et al., 2011 

ITS1 ATCCATATGGAAATCTTGGTTC Paween et al., 2011 

ITS4 GTTCTAGCACACGAAAGTCG Paween et al., 2011 

2.3 ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ ทําการตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel 
electropholesis) ใน Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 30 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE 
บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System 
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2.4 นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลี
โอไทด แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI 
(National Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) ตรวจสอบความถูก
ตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่
ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีน โดยลําดับนิวคลีโอ
ไทดของปลาไหลเผือกจาก ITS ไดเพ่ิมเติม Ingroup taxa คือ Eurycoma longifolia หมายเลข GenBank 
accession MG64310 และ MN715379 และ Outgroup taxa ซึ่งเปนสกุลพืชในวงศ Simaroubaceae เดียวกัน
กับปลาไหลเผือก คือ Simaba cuneataA.St.-Hil.&Tul.,Quassia amara L. และ Picrasma crenata Engl. 
หมายเลข GenBank accessionMG643082, MG643114 และ MG643115 ตามลําดับที่ดาวนโหลดจาก
ฐานขอมูลของ NCBI โดยใชโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1994) ดวยวิธี Multiple alignment และ
ตรวจสอบความถูกตองของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

2.5 การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือก 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ rbcL, rpoCและ ITS ในเมตริกซ

ลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA7 
(Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) 
(Sneath and Sokal, 1973) โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985), 
วิเคราะหระยะหางทางพันธุกรรมดวย number of differences method (Nei and Kumar, 2000) และไมเกิน 
10 trees/replicate ถูกเก็บไว ประเมินคา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นระดับสูง, 75-84% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับ
ตํ่า และ <50% เปนคาที่ไมสนับสนุนความเช่ือมั่น 

เวลาและสถานที ่
- เริ่มตน 1 ตุลาคม 2561 สิ้นสุด 30 กันยายน 2563 รวม 2 ป 
- สถานที่ทําการทดลอง คือ สาํนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลการวิจัย (Results) และอภิปรายผล (Discussion) 

การสํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือก 
จากการสํารวจและรวบรวมพบวามีการกระจายพันธุเกือบทุกภูมิภาคของประเทศไทย การศึกษาในครั้งน้ี

ไดทําการสํารวจในพ้ืนที่เขตภูมิศาสตรพืชพรรณ 5 เขตทั้งหมด 18 จังหวัด รวบรวมไดทั้งหมด 63 ตัวอยาง (ตาราง
ที่ 3.3.2) จํานวน 59 ตัวอยางพบเปนปลาไหลเผือก Eurycoma longifolia Jackและมีเพียง 4 ตัวอยางเปน
ปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre 
ตารางที่ 3.3.2แสดงตัวอยางปลาไหลเผือก ที่สํารวจและเก็บรวบรวมในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย  
เขตภูมิศาสตรพืชพรรณ จังหวัด จํานวนตัวอยาง รหัสตัวอยาง 

ภาคเหนือ ลําพูน 3 ตัวอยาง AK57, AK58, AK59 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอนแกน  3 ตัวอยาง AK42, AK43, AK44 
 
 

เพชรบูรณ  
สกลนคร 
เลย 

4 ตัวอยาง 
2ตัวอยาง 
2 ตัวอยาง 

AK13, AK14, AK15, AK16 
AK60, AK61 
AK62, AK63 
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ภาคตะวันออก สุรินทร  5 ตัวอยาง AK45, AK46, AK47, AK48, AK49 
 ศรีสะเกษ  3 ตัวอยาง AK50, AK51, AK52 
 อุบลราชธานี  4 ตัวอยาง AK53, AK54, AK55, AK56 
ภาคตะวันออกเฉียงใต ปราจีนบุรี  4 ตัวอยาง AK17, AK18, AK19, AK20 
 ระยอง  

จันทบุรี 
ตราด 

1 ตัวอยาง 
3 ตัวอยาง 
4  ตัวอยาง 

AK4 
AK35, AK36, AK41 
AK37, AK38, AK39, AK40 

ภาคใต ชุมพร 7 ตัวอยาง AK9, AK10, AK11, AK12, AK32, AK33, AK34 
 ระนอง  5 ตัวอยาง AK21, AK22, AK23, AK24, AK25 
 สุราษฎรธานี  1 ตัวอยาง AK3 
 กระบ่ี  6 ตัวอยาง AK26, AK27, AK28, AK29, AK30, AK31 
 สงขลา  4 ตัวอยาง AK5, AK6, AK7, AK8 
 ยะลา  2 ตัวอยาง AK1, AK2 

รวม 18 จังหวัด 63 ตัวอยาง  
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของปลาไหลเผอืก 

1. ปลาไหลเผือก หรือปลาไหลเผือกใหญEurycoma longifolia Jack เปนไมพุมยืนตนขนาดเล็ก ตนที่
สํารวจพบในจังหวัดกระบ่ี มีความสูงมากที่สุดประมาณ 6 เมตรอยางไรก็ตามตนที่เจริญเติบโตตามธรรมชาติ
สามารถสูงไดถึง 10-15 เมตร ใบเปนใบประกอบ ยาว 20-40 เซนติเมตร ใบยอยเรียงตรงขาม รูปใบหอกแกมรูปไข
กลับหรือรูปขอบขนานแกมรูปไข ขนาดใบยอยกวาง 1.5-6 เซนติเมตร ยาว 3-10 เซนติเมตร ดอกออกเปนชอ
ขนาดใหญ ยาวไดเกือบ 1 เมตร ดอกสีแดงที่กานชอดอก แกนชอ กานดอกและผิวดานนอกของกลีบรอง กลีบดอก
มีขนชนิดที่ปลายขนมีตุมพองสีสมแดงกลีบรองกลีบดอกรูปสามเหลี่ยม ยาวประมาณ 1 มิลิเมตร กลีบดอกรูปคลาย
รูปไขหรือรูปรี กวาง 2-3 มิลิเมตร มีขนนุม ดอกตัวผูและดอกสมบูรณเพศมีเกสรตัวผูสมบูรณ 5 อัน กานชูอับเรณู
ยาวประมาณ 2 มิลลิเมตร ดอกตัวเมียมีเกสรตัวผูที่ไมสมบูรณและเล็กมาก ผลรูปรีปอม กวาง 5-12 มิลลิเมตร ยาว 
10-17 มิลลิเมตร กานผลสั้น มักอยูเปนกลุม 1-5 ผล ผลแกมีสีแดง มี 1 เมล็ด รากขนาดใหญ เน้ือในรากมีสีขาว 
(ภาพที่ 3.3.1) 

2. ปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre เปนไมพุมเล็กสูงไมเกิน 1 เมตร มีรากแกว
ขนาดใหญเพียงรากเดียวที่กิ่ง ใบเปนใบประกอบแบบขนนก ยาว 8-18 เซนติเมตร เรียงสลับ มีใบยอย 11-17 ใบ 
เรียงตรงขามรูปแถบ กวาง 3-5 มิลลิเมตร ยาว 3-7 เซนติเมตร ไมมีกานใบยอย ใบยอยเรียวแคบ ปลายใบแหลม 
ดานบนใบสีเขียวและเปนมันเรียบกวาดานลาง ชอดอกยาวไมเกิน 20 เซนติเมตร มีขนนุมกระจายอยูทุกสวนของ
ดอก กลีบรองกลีบดอก 5 กลีบ รูปสามเหลี่ยมยาว 1-1.5 มิลลิเมตร กลีบดอกรูปเรียวปลายแหลม กวาง 1-1.5 
มิลลิเมตร ยาว 3-3.5 มิลลิเมตร มีขนนุมปกคลุมที่ผิวทั้งสองดาน เกสรตัวผูมี 5 อัน กานชูอับเรณูมีขน ผลสด มี
ประมาณ 5 ผลยอย ทรงรี ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร กานผลสั้นๆ เปลือกนอกบาง(ภาพที่ 3.3.2) 
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ภาพที่ 3.3.1 แสดงลักษณะตน (ก, ข) ใบ (ค) ดอก (ง, จ, ฉ) ผลออน (ช) ผลแก (ซ) และราก(ฌ) 
ของปลาไหลเผือก Eurycoma longifolia Jack 

ก ค ข 

ฉ ง จ 

ฌ ซ ช 
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ภาพที่ 3.3.2 แสดงลักษณะตน และ ใบ ของปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre 
 
การจัดเก็บตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยของปลาไหลเผือก 

ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก ไดลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรม
วิชาการเกษตร จํานวน 43หมายเลขอางอิง (BK number) รายละเอียดหมายเลขลงทะเบียน ดังแสดงในตารางที่ 
3 เปนตัวแทนของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia และ E. harmandiana ซึ่งมีเพียง 2 ชนิดน้ี ที่มีรายงานการ
กระจายพันธุในประเทศไทย  
 
ตารางที่ 3.3.3ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก จํานวน 43 ตัวอยาง ลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
ลําดับ รหัสตัวอยาง ชื่อวิทยาศาสตร 

 
หมายเลข 
ลงทะเบียน 

1 AK1 Eurycoma longifolia Jack BK 070660 
2 AK2 Eurycoma longifolia Jack BK 070661 
3 AK4 Eurycoma longifolia Jack BK 071290 
4 AK9 Eurycoma longifolia Jack BK 071291 
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5 AK18 Eurycoma longifolia Jack BK 071292 
6 AK21 Eurycoma longifolia Jack BK 070662 
7 AK22 Eurycoma longifolia Jack BK 070663 
8 AK23 Eurycoma longifolia Jack BK 070664 
9 AK24 Eurycoma longifolia Jack BK 070665 
10 AK25 Eurycoma longifolia Jack BK 070666 
11 AK26 Eurycoma longifolia Jack BK 070667 
12 AK27 Eurycoma longifolia Jack BK 070668 
13 AK28 Eurycoma longifolia Jack BK 070669 
14 AK29 Eurycoma longifolia Jack BK 070670 
15 AK30 Eurycoma longifolia Jack BK 070671 
16 AK31 Eurycoma longifolia Jack BK 070672 
17 AK32 Eurycoma longifolia Jack BK 070673 
18 AK33 Eurycoma longifolia Jack BK 070674 
19 AK34 Eurycoma longifolia Jack BK 070675 
20 AK35 Eurycoma longifolia Jack BK 070676 
21 AK36 Eurycoma longifolia Jack BK 070677 
22 AK37 Eurycoma longifolia Jack BK 070678 
23 AK38 Eurycoma longifolia Jack BK 070679 
24 AK39 Eurycoma longifolia Jack BK 070680 
25 AK40 Eurycoma longifolia Jack BK 070681 
26 AK41 Eurycoma longifolia Jack BK 070659 
27 AK42 Eurycoma longifolia Jack BK 071293 
28 AK43 Eurycoma longifolia Jack BK 071294 
29 AK44 Eurycoma longifolia Jack BK 071295 
30 AK45 Eurycoma longifolia Jack BK 071296 
31 AK46 Eurycoma longifolia Jack BK 071297 
32 AK47 Eurycoma longifolia Jack BK 071298 
33 AK48 Eurycoma longifolia Jack BK 071299 
34 AK49 Eurycoma longifolia Jack BK 071300 
35 AK50 Eurycoma longifolia Jack BK 071301 
36 AK51 Eurycoma longifolia Jack BK 071302 
37 AK52 Eurycoma longifolia Jack BK 071303 
38 AK54 Eurycoma longifolia Jack BK 071304 
39 AK55 Eurycoma harmandiana Pierre BK 071305 
40 AK56 Eurycoma harmandiana Pierre BK 071306 
41 AK57 Eurycoma longifolia Jack BK 071307 

237 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

42 AK58 Eurycoma longifolia Jack BK 071308 
43 AK59 Eurycoma longifolia Jack BK 071309 
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ภาพที่ 3.3.3 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก E. longifoliaลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
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ภาพที่ 3.3.4 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก E. harmandianaลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
 
ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดของปลาไหลเผือก 

ผลการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดดวยบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS ในปลาไหลเผือก พบวา สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอและใหลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่มีคุณภาพแตกตางกัน ดังน้ี rbcL จํานวน 18 ตัวอยาง
, rpoC จํานวน 32 ตัวอยาง, และ ITS จํานวน 32  ตัวอยาง คิดเปน 34.61%, 61.52% และ 61.52% ตามลําดับ  

ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 696-698 คูเบส โดยปลาไหลเผือกชนิด E. 
harmandiana (AK55) มีความยาวมากที่สุด คือ 698 คูเบส ในขณะที่ปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ทั้ง 31 
ตัวอยาง มีความยาวเทากัน คือ 696 คูเบส สวนดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcL ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 
526 คูเบส โดยสามารถศึกษาปลาไหลเผือกไดทั้ง 2 ชนิด คือ E. harmandiana และ E. longifolia และดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณ rpoC ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 423 คูเบส โดยตัวอยางปลาไหลเผือกที่ศึกษาไดทั้ง 32 
ตัวอยาง มีเฉพาะตัวแทนชนิด E. longifolia รวมลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ี
รวมทั้งสิ้น 82 ตัวอยาง 

จากการตรวจสอบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rpoC ดวยการ BlastN พบวา มีเพียง
ขอมูลดีเอ็นเอของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia หมายเลข GenBank accession MH751519 (Wei et al., 
2019) ซึ่งเปนการศึกษาทั้งจีโนมพืชถูกลงทะเบียนบันทึกไวบนระบบ NCBI ดังน้ัน ขอมูลดีเอ็นเอของปลาไหลเผือก
ที่ไดจากงานวิจัยน้ีทั้ง 32 ตัวอยาง จึงเปนขอมูลใหมที่จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับการใชเปนขอมูลดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณ rpoCในการพิสูจนช่ือปลาไหลเผือกในงานดานสมุนไพร นอกจากน้ียังพบวาขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
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ของปลาไหลเผือกนอยชนิด E. harmandiana บริเวณ rbcL และ ITS ที่ไดจากงานวิจัยน้ีจํานวน 3 หมายเลข 
เปนขอมูลใหม 
 
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของปลาไหลเผือก 
 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกทั้งบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS มาจัดเรียงเปรียบเทียบ
ตําแหนงดวยโปรแกรม ClustalW พบวาเมตริกซของrbcL ทั้ง 18 ตัวอยาง มีความยาว 526 ตําแหนง โดยมีความ
หลากรูปที่เกิดจากการกลายแบบ pyrimidine transition (C<-->T) ของตัวอยางที่ตําแหนงที่ 281 (ภาพที่ 3.3.5) 
โดยพบวา ความผันแปรทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia แยกออกเปน 2 กลุม คือ กลุม
ตัวอยางที่เก็บรวบรวมจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ขอนแกน: AK42, AK43, AK44) และ
เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก(สุรินทร: AK45, AK46, AK47, AK48, AK49; ศรีสะเกษ: AK50, AK51, 
AK52; อุบลราชธานี: AK53, AK54) แสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน Cytosine (C) ในขณะที่กลุมตัวอยางจากเขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคเหนือ (ลําพูน: AK57, AK58, AK59) แสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน Thymine (T) สวน
ปลาไหลเผือกชนิด E. harmandiana ซึ่งมาจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก (อุบลราชธานี: AK55, 
AK56) กลับแสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน T เชนเดียวกับปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ที่มาจากเขตภูมิศาสตร
พืชพรรณภาคเหนือ 
 

 
ภาพที่ 3.3.5 แสดงความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดปลาไหลเผือกบริเวณ rbcL 

 
สวนเมตริกซของ rpoC ทั้ง 32 ตัวอยาง (ภาพที่ 3.3.6) เมื่อจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงดวยโปรแกรม 

ClustalW แลว พบวามีความยาว 423 ตําแหนง และไมมีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทด
ปรากฏในดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rpoC ของปลาไหลเผือกทั้ง 32 ตัวอยาง ซึ่งมีตัวแทนตัวอยางมาจากพ้ืนที่
แตกตางกัน 3 เขต คือ เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (เพชรบูรณ: AK13, AK14, AK15, 
AK16) เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต (ปราจีนบุรี: AK17, AK18, AK19, AK20; ระยอง: AK4) 
และเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต (ยะลา: AK1, AK2; สุราษฎรธานี: AK3; สงขลา: AK5, AK6, AK7, AK8; 
ชุมพร: AK9, AK10, AK11, AK12, AK32, AK33, AK34; ระนอง: AK21, AK22, AK23, AK24, AK25; กระบ่ี: 
AK26, AK28, AK30, AK31) อยางไรก็ดี ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rpoC ที่ศึกษาไดในงานวิจัยน้ี มีเฉพาะตัวแทน
ของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia จึงไมสามารถทํานายไดวามีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับ     
นิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกชนิด E. harmandiana เกิดขึ้นหรือไม 
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ภาพที่ 3.3.6 แสดงบริเวณที่ไมมีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดปลาไหลเผอืก 

บริเวณ rpoC 
 
สวนเมตริกซของ ITS ทั้ง 32 ตัวอยาง (ภาพที่ 3.3.7) เมื่อจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงดวยโปรแกรม 

ClustalW แลว พบวามีความยาว 696 ตําแหนง มีลําดับนิวคลีโอไทด 14 ตําแหนงมีความหลากรูปที่เกิดจากการ
กลาย ทําใหมีความแตกตางกันในปลาไหลเผือกแตละตัวอยางซึ่งพบการกลาย 4 รูปแบบ ไดแก Indel พบที่
ตําแหนง 135 และ 440, Purine transition พบที่ตําแหนง 145, Pyrimidine transition พบที่ตําแหนง 56, 
211, 231, 464, 594 และ 658 และ transversion พบที่ตําแหนง 457, 466, 570, 596 และ 615 (ตารางที่ 
3.3.4) ปลาไหลเผือกบริเวณบารโคด ITS ที่ศึกษาไดในงานวิจัยน้ีมีตัวแทนจาก 4 จาก 5 เขตภูมิศาสตรพืชพรรณที่
เก็บสํารวจและรวบรวมมา ขาดเพียงตัวแทนจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต ดังน้ัน ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกที่ไดจากขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS น้ี จึงเหมาะสมที่จะใชใน
การวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกตอไป  
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ภาพที่ 3.3.7 แสดงตัวอยางตําแหนงที่มีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดของ
ปลาไหลเผือกบริเวณ ITS 
ตารางที่ 3.3.4 แสดงรูปแบบการกลายที่พบในลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกบริเวณ ITS 

ตําแหนงลําดับเบส ความหลากรูปที่เกิดจากการกลาย รูปแบบการกลาย 
56 C/T Pyrimidine transition 
135 Gap, T Indel 
145 G/A Purine transition 
211 C/T Pyrimidine transition 
231 C/T Pyrimidine transition 
440 Gap, C Indel 
457 C/A transversion 
464 C/T Pyrimidine transition 
466 C/A transversion 
570 T/A transversion 
594 C/T Pyrimidine transition 
596 C/A transversion 
615 G/T transversion 
658 C/T Pyrimidine transition 

การวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพนัธทางพนัธุกรรมของปลาไหลเผอืก 
จากผลการทดลองที่ได พบวา ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcLและ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใช

วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกของประเทศไทยได จึงใชเฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือก โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด
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จํานวน 37 ตัวอยาง ประกอบดวย Ingroups จํานวน 34 ตัวอยาง เปนลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 32 
ตัวอยาง และลําดับนิวคลีโอไทดที่ดาวนโหลดจาก Genbank 2 ตัวอยาง (GenBank accession no. MN175379 
และ MG643106) และ Outgroups จํานวน 3 ตัวอยาง (รายละเอียดดังแสดงไวในสวนวิธีดําเนินการแลว)  

ลําดับนิวคลีโอไทดสุดทายใน ITS dataset มีความยาว 608 ตําแหนง แผนภูมิการแบงกลุมของ 
UPGMA bootstrap consensus ที่ไดแสดงคา branch length เฉลี่ย 163.729 โดยพบวา ปลาไหลเผือกทั้ง 34 
ตัวอยาง ใน clade Aจับกลุมกันชัดเจนดวยคา bootstrap support 100% โดยมีปลาไหลเผือกชนิด E. 
longifolia MG643109 ซึ่งเปนตัวอยางที่กระจายพันธุในจังหวัดสงขลา เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต จับกลุมอยู
ที่ฐาน แต E. longifolia MN715370 จากประเทศเวียดนามกลับจับกลุมกับปลาไหลเผือกของประเทศไทยใน 
clade B ดวยคา bootstrap support 90%  เมื่อพิจารณาเฉพาะกลุมตัวอยางใน clade B พบวา ปลาไหลเผือก
ชนิด E. harmandiana แยกออกจากกลุมปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia อยางชัดเจนสวนกลุมปลาไหลเผือก
ชนิด E. longifolia จัดกลุมอยูดวยกันใน clade C ดวยคา bootstrap support 90% โดยพบวา ปลาไหลเผือก
ชนิด E. longifolia มีความแตกตางทางพันธุกรรมแยกกลุมอยางชัดเจนเพียง 2 กลุม คือ clade D และ clade E
ซึ่งใน clade D น้ัน มีตัวแทนของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia เพียง 3 ตัวอยาง คือ จากศรีสะเกษ 1 ตัวอยาง 
(AK50) และจากสุรินทร 2 ตัวอยาง (AK48, AK 49) ซึ่งทั้ง 3 ตัวอยางน้ีกระจายพันธุอยูในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณ
ภาคตะวันออก ในขณะที่ตัวอยางจากศรีสะเกษอีก 2 ตัวอยาง (AK51, AK52) และจากสุรินทรอีก 1 ตัวอยาง 
(AK47) ไมไดแสดงความแตกตางทางพันธุกรรมแยกออกไดชัดเจนจากปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ตัวอ่ืน 
อยางไรก็ดี คา bootstrap support ใน clade D น้ีกลับตํ่าเพียง 61%  สวนใน clade E พบตัวแทนของ
ปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia จํานวน 11 ตัวอยาง จับกลุมกันดวย bootstrap support ตํ่าเชนกันที่ 65% 
โดยพบสมาชิกสวนใหญมาจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต คือ ชุมพร (AK9, AK10, AK11, AK12, AK34) 
สงขลา (AK5, AK6, AK7, AK8) และยะลา (AK2) แตที่นาสนใจคือ มีสมาชิกจากเพชรบูรณ (AK15) ซึ่งอยูในเขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือรวมอยูดวย สวนสมาชิกที่เหลือตัวอ่ืนๆ ของ clade C ไมไดแสดง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมที่แตกตางออกไป 
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ภาพที่ 3.3.8 UPGMA bootstrap consensus tree แสดงการการจัดกลุมของปลาไหลเผือกบริเวณ ITS: เสนดํา

หนาแสดง clade ของ Ingroups และ clade ที่มีคา bootstrap support มากกวา 50% 
 

สรุปผลการวิจยั และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การศึกษาความหลากหลายของปลาไหลเผือกในประเทศไทยจากตัวอยางที่สํารวจรวมรวมมาไดจากการ

แบงเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย  5 เขต ดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต rbcL, 
rpoC และบริเวณนิวเคลียร ITS ไดขอมูลดีเอ็นเอที่จะลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National 
Center for Biotechnology Information เพ่ือใชในการระบุยืนยันปลาไหลเผือกรวมทั้งสิ้น82ขอมูล โดยพบวา ดี
เอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcLและ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใชวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมได จึงใช
เฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ปลาไหลเผือกโดยพบวา สามารถแยกกลุมปลาไหลเผือก และปลาไหลเผือกนอย ออกจากกันไดอยางชัดเจน และ
สามารถแบงปลาไหลเผือกไดเปน 2 กลุม และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางปลาไหลเผือกที่กระจาย
พันธุในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณอีก 2 เขตที่เหลือเพ่ิมเติม เพ่ือความสมบูรณย่ิงขึ้นของงานวิจัย 
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การทดลองที ่3.5 

ดีเอ็นเอบารโคดเพื่อการระบชุนิดสมุนไพรเพื่อการอนรุักษ : หนอนตายหยาก 
DNA barcode for identification of Conservation of Stemona sp. 

 
ชื่อผูวิจัย 

สุกัลยา ศิริฟองนุกูล พัฒนนรี  รักษคิด 
Sukunlaya Sirifongnukul  Padnaree  Rukkid 

 
คําสําคัญ (Key words) 

คําสําคัญ (TH) หนอนตายหยาก  การอนุรักษเช้ือพันธุพืชดีเอ็นเอบารโคด 
คําสําคัญ (EN) Non-Tai-Yak, Stemona sp., Plant conservation, DNA barcode 

 
บทคัดยอ  

งานวิจัยน้ีไดศึกษาและรวบรวมพืชสกุลหนอนตายหยาก (Stemona sp.) ที่พบในประเทศไทย จาก
แหลงที่มาตางกัน 11 แหง จําแนกตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตรไดจํานวน 6 ชนิด (species) ไดแก Stemona 
curtisii Craib.,S. collinsiae Craib.,S. tuberosa Lour.,S. rupestris Inthachub., S. pierrei Gagnep. และ 
S. phyllantha Gagnep.  สามารถสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดจากพืชตัวอยางที่คัดเลือกมาไดทั้งหมด ทําการศึกษาไพร
เมอรจากดีเอ็นเอบารโคด 5 ตําแหนง ไดแก ITS5, trnL-trnF, psbA-trnH, matK และ rbcL พบวา การเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอตัวยีนทั้ง 5 ตําแหนง มีคาความสําเร็จเทากับ 71.42%, 62.85%, 88.57%, 62.85% และ 
45.71%ตามลําดับ จากผลผลิตพีซีอารที่ตําแหนงยีน trnL-trnF ใหผลผลิตเปน double-stand ทั้งหมดจึงไมนําไป
ทดสอบหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําผลผลิตพีซีอารของตําแหนงยีน ITS, psbA-trnH, matK และ rbcLไป
ทดสอบหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา การอานลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมีคาความสําเร็จรอยละ 34.28, 
37.14, 62.85 และ 45.71 ตามลําดับ ตรวจสอบภาพโครมาโตแกรมที่ตําแหนงยีน ITS พบมีความปนเปอนสูงไม
เหมาะสมสําหรับการนําไปทําดีเอ็นเอบารโคด จากน้ันจึงนําเอาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนงยีน psbA-
trnH, matK และ rbcL มาตรวจสอบความถูกตองดวยโปรแกรม BioEdit แลวทําการเปรียบเทียบคา K2P 
distance ดวยโปรแกรม MEGA7 ระหวางชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากในแตละตําแหนงยีนที่ไดขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทด พบวา ขอมูลคาเฉลี่ย K2P distance ของลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนงยีน psbA-trnH, matK และ 
rbcL มีคาเทากับ 0.009, 0.004 และ 0.007 แสดงวาพืชสกุลหนอนตายหยากแตละชนิดในแตละตําแหนงยีนมี
ความใกลชิดกันสูงมาก เมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมจากแตละยีน พบวา ยีน matK 
และ rbcL สามารถจัดทําเปนดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชในการวิจัยน้ีได โดยดีเอ็นเอบารโคด 
matK สามารถจัดจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยากได 3 ชนิด คือ S. curtisii Hook. f., S. rupestris Inthachub 
และ S. pierrei Gagnep. และดีเอ็นเอบารโคด rbcL สามารถจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยากได 2 ชนิด คือ S. 
tuberosa Lour. และ S. phyllantha Gagnep. 

 
Abstracts 

In this study, plants in genus Stemona in Thailand were collected from 11 sources, six 
species of genus Stemona were identified by morphology; S. curtisii Hook. f., S. collinsiae Craib., 
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S. tuberosa Lour., S. rupestris Inthachub, S. pierrei Gagnep. and S. phyllantha Gagnep. Genomic 
DNA was successfully extracted from every selected specimen. Five primer of DNA regions, ITS5, 
trnL-trnF, psbA-trnH, matK and rbcL were studied for DNA barcode. Upon PCR amplification, 
success rate of PCR amplification of ITS5, trnL-trnF, psbA-trnH, matK and rbcL were 71.42%, 
62.85%, 88.57%, 62.85% and45.71%, respectively. The trnL-trnF primer was eliminated due to 
double-stand of PCR product. The PCR product of ITS, psbA-trnH, matK andrbcLgene region 
were tested for nucleotide sequencing. Nucleotide sequence reading had success value of 
34.28%, 37.14%, 62.85%and 45.71%, respectively.Sequences were validated in BioEdit program 
and ITS5 region was eliminated due to high contaminated chromatogram. Kimura-2 distances 
between pairs of Stemona each region werecalculated by MEGA7. The average K2P of psbA-
trnH, matK andrbcLgene were 0.009, 0.004 and 0.007, respectively. It showed that each species 
of genus Stemona in each gene region was very closely related. When phylogenetic tree from 
each gene region were charted, it was found that the matK and rbcL genes were able to form 
the DNA barcodes of the genus Stemona used in this research. The matK was able to classified 
S. curtisii Hook. f., S. rupestris Inthachub and S. pierrei Gagnep. and the rbcL was able to 
classified S. tuberosa Lour. and S. phyllantha Gagnep. 
 

บทนํา (Introduction) 
หนอนตายหยาก (Stemona Lour.) เปนพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงที่ชาวบานรูจักและมีการนํามาใชประโยชน

อยางแพรหลายโดยเฉพาะอยางย่ิงสวนของราก โดยมีช่ือแตกตางกันไปตามทองถิ่น แตที่รูจักกันทั่วไป คือ หนอน
ตายหยากใหญ และหนอนตายหยากเล็ก (วุฒิ, 2552) ซึ่งอาจเรียกตามลักษณะของรากที่มีขนาดแตกตางกัน สาร
ออกฤทธ์ิที่ตนหนอนตายหยากสรางขึ้นมาน้ันมีสะสมอยูในสวนของรากที่มีลักษณะคลายกระสวยเกาะกันเปน
กระจุก แตเดิมชาวบานรูจักนํามาใชฆาเห็บเหาในสัตวประเภทโคกระบือ (วีระพลและคณะ, 2536) บางชนิดใชฆา
หนอนหรือใสในไหปลาราเพ่ือปองกันหนอนแมลงวัน (พนมกร, 2550) ปจจุบัน จากการสงเสริมการใชสารสกัดจาก
ธรรมชาติทดแทนสารเคมีในภาคเกษตรกรรมซึ่งหนอนตายหยากก็เปนอีกหน่ึงทางเลือกที่มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดหนอนกระทูผัก หนอนใยผัก ดวงหมัดผัก และดวงงวงขาวโพด ได (อริยาภรณ และคณะ, 2547) นอกจากน้ี 
รากหนอนตายหยากยังเปนสวนผสมในตํารับยาแผนไทยใชรักษาโรคได สารออกฤทธ์ิที่สะสมอยูในรากหนอนตายห
ยากน้ันเปนสารในกลุมอัลคาลอยด (Stemonaalkaloid) มีหลายชนิด แบงเปนสารที่มีฤทธ์ิในการกําจัดแมลง
ศัตรูพืช และจุลินทรียสาเหตุโรคพืช ไดหลายชนิด (Pilli and Ferreira de Oiveira, 2000; Yang et al., 2006; 
Lin et al., 2008) นอกจากน้ี ยังมีรายงานวา สาร 1’,2’ –didehydrostemofoline และ stemofoline จากราก
หนอนตายหยากสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม acetylcholinesterase ซึ่งเปนสาเหตุหน่ึงของการเกิด
โรคอัลไซเมอรได (Baird et al., 2009) การปลูกและขยายพันธุหนอนตายหยากในสภาพธรรมชาติตองใชเวลา
หลายป จึงจะไดหนอนตายหยากที่มีขนาดรากที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใช สงผลใหมีการขุดตนหนอนตายหยาก
ออกจากปามาขายเปนจํานวนมาก จากในอดีตที่สามารถหาไดงายและมีการกระจายพันธุทั่วประเทศ  แตใน
ปจจุบันกลับพบไดนอย การคนหาเพ่ือขุดออกมาขายตองเขาคนหาในปาลึกมากขึ้น  อยางไรก็ตาม Pajaree 
(2008) รายงานพบพืชสกุลหนอนตายหยาก 9 ชนิด (species) ไดแก Stemonaaphylla, S. burkillii Prain, S. 
cochinchinensis Gagnep., S. collinsiae Craib, S. curtisii Hook. F., S. kerrii Craib, S. phyllantha 
Gagnep., S. pierrei Gagnep. และS. tuberosaและรายงานจาก Flora of Thailand (2011) พบพืชสกุลหนอน
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ตายหยาก ในประเทศไทยทั้งหมด 11 ชนิด ไดแก Stemonaaphylla, S. burkillii, S. cochinchinensis, S. 
collinsiae, S. curtisii, S. involuta, S. kerrii, S. phyllantha, S. pierrei, S. rupestris และS. tuberosaและ
ลักษณะทางกายภาพคลายคลึงกันมาก  โดยเฉพาะสวนรากที่เปนวัตถุดิบหลักในการนํามาใชเปนสวนผสมของยา
สมุนไรเพ่ือการรักษาโรคหรือการนํามาใชเพ่ือปองกันกําจัดศัตรูพืช ซึ่งคุณสมบัติของรากพืชสกุลหนอนตายหยาก
แตละชนิดถูกนํามาใชประโยชนแตกตางกัน ดังน้ันจึงมีความจําเปนอยางย่ิงที่จะตองระมัดระวังในการนํารากของ
ชนิดพืชมาใชใหถูกตองตามวัตถุประสงค มิฉะน้ันอาจเกิดอันตรายตอผูบริโภคและ/หรือไมไดประสิทธิภาพตาม
ความตองการ 

การตรวจสอบช่ือวิทยาศาตรของหนอนตายหยากจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชจําเปนตองมี
ความรูความเช่ียวชาญ  เน่ืองจากพืชมีความคลายคลึงกันดังที่กลาวมาขางตน  อีกทั้งการตรวจสอบระบุชนิดพืช
ดวยวิธีด้ังเดิมแบบน้ีจําเปนตองอาศัยสวนประกอบของช้ินตัวอยางพืชที่สมบูรณทั้งใบ ดอก ผล ราก แตหนอน
ตายหยากที่นํามาบริโภคหรือจําหนายอยูในทองตลาดกลับอยูในรูปของผลิตภัณฑหรือเฉพาะสวนราก จึงไม
สามารถระบุช่ือวิทยาศาสตรของหนอนตายหยากเหลาน้ันได ดังน้ัน การตรวจสอบดวยเครื่องหมายโมเลกุลจึงเปน
อีกทางเลือกที่มีประสิทธิภาพ และเปนที่ยอมรับในปจจุบันในการชวยพิสูจนยืนยันชนิดของหนอนตายหยาก ซึ่ง
นอกจากจะชวยตรวจสอบการปนเปอนของชนิดหนอนตายหยากที่นํามาใชประโยชนแลว ยังเปนการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของชนิดหนอนตายหยากดวย รวมถึงสามารถจัดทําเปนฐานขอมูลชีวโมเลกุลควบคูไป
กับขอมูลทางสัญฐานวิทยา ซึ่งเปนประโยชนสําคัญในการอนุรักษเช้ือพันธุพืช และจะชวยแกปญหาการใช
ประโยชนเช้ือพันธุพืช การคุมครองทรัพยสินทางปญญาที่มีการนําเช้ือพันธุพืชไปพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาใน
อนาคต งานวิจัยเก่ียวกับการศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ (DNA) ของพืชดวยเทคนิค DNA barcode สวนใหญเปน
การศึกษาขอมูลของดีเอ็นเอในสวนของคลอโรพลาส (chloroplast) และนิวเคลียร (nuclear) รวมกัน ซึ่งใน
ปจจุบันมีชวงดีเอ็นเอที่ผานการศึกษาการใชเปนบารโคดสําหรับพืชหลายชวงดวยกันตัวอยางเชนmatK, rbcL, 
internal transcribed spacers (ITS), psbA-trnH intergenic spacer, trnL-trnF intergenic spacer เปนตน 
(วุฒิพงศ, 2554) งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาขอมูล DNA barcode ของพืชสกุลหนอนตายหยาก มาใช
ในตรวจสอบและจัดทําฐานขอมูล DNA barcode ของพืชสกุลหนอนตายหยากที่เก็บรวบรวมและอนุรักษเช้ือพันธุ
ในธนาคารเช้ือพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
ตัวอยางรายงานการศึกษาดังน้ี 

มณฑาและคณะ (2551) ศูนยความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  ได
จําแนกชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ รวมกับการจําแนก
ดวยอนุกรมวิธาน โดยพิจารณาจากใบและดอก สามารถจําแนกได 9 ชนิด คือ Stemona kerii, S. tuberosa 
Lour., S. tuberosa cf. phyllantha, S. burkillii, S. curtisii, S. collinsae Craib., S. cochichinensis 
Unknown group-1 และ Unknown group-2  

ณรีพร (2555) ศึกษาการจําแนกเพ่ือระบุชนิดพืชสกุลหนอนตายหยากจากแปลงรวมพันธุของ
มหาวิทยาลัยเชียงใหมจํานวน 44 ตัวอยาง ดวยเทคนิค AFLP รวมกับเทคนิค SCAR  พบวา สามารถจําแนก
ตัวอยางตนหนอนตายหยากไดแบงออกเปน 4 กลุม จากน้ันคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับพืชสกุลหนอน
ตายหยากชนิด S. brukillii Prain., S. curtisii Hook. f., S. tuberosa Lour. และแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในพืชสกุล
หนอนตายหยากทุกชนิด จํานวน 20 แถบ นําไปพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกุลสําหรับตรวจสอบชนิดของพืชสกุล
หนอนตายหยากดวยเทคนิค SCAR  ไดไพรเมอรจํานวน 4 คู ที่สามารถนําไปตรวจสอบชนิดของพืชสกุลหนอน
ตายหยากได 
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ณรีพร และคณะ (2558) ใชเทคนิค HAT-RAPD ในการระบุชนิดของหนอนตายหยากจากสวน
ราก เพ่ือตรวจสอบชนิดของหนอนตายหยากที่ใชเปนวัตถุดิบสําหรับการสกัดสารกําจัดศัตรูพืช คือ สาร 
stemocurtisine ซึ่งพบวามีมากที่สุดในรากของพืชสกุลหนอนตายหยากชนิด S. curtisii ซึ่งพบปญหาจากการ
จัดซื้อวัตถุดิบเน่ืองจากไมสามารถแยกความแตกตางระหวางรากของ S. curtisii กับรากของหนอนตายหยากชนิด
อ่ืนไดดวยตาเปลา เพราะมีความคลายคลึงกัน ผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาการใชเทคนิค HAT-RAPD โดยมีไพรเมอร
จํานวน 10 ไพรเมอร (จากไพรเมอรที่คัดเลือกจํานวน 20 ไพรเมอร) สามารถแสดงลายพิมพดีเอ็นเอของ S. 
curtisiiแตกตางจากหนอนตายหยากชนิดอ่ืนได 

อภิชา และสิริพร (2558) ศึกษาการสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค sequence related 
amplified polymorphism (SRAP) ของตนหนอนตายหยาก จํานวน 160 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอรจํานวน 10 คู 
เมื่อนําไปสรางภาพแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวาสามารถจัดกลุมตัวอยางได 5 กลุม ไดแก 
S. kerrii Craib, S. tuberosa Lour., S. curtisii Hook.f. และ S.burkillii Prain และกลุมตัวอยางที่ยังไมทราบ
ชนิดแตลักษณะของใบคลายกับ S. tuberosa Lour. 

 
 
 
 

การทบทวนวรรณกรรม  
ขอมูลดานพฤกษศาสตรของพืชสกุลหนอนตายหยาก 

พืชพวกหนอนตายหยากเปนพืชสกุล Stemona Lour. วงศ Stemonaceae สามารถพบได
ทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย แตจะพบมากบริเวณปาเชิงเขาไมสูงมากนักในแถบภาคกลางและภาคเหนือ  เปน
พืชใบเลี้ยงเด่ียวอายุหลายป มีลักษณะเปนทั้งแบบไมเลื้อยคลุม เลื้อยพัน ทอดนอน หรือต้ังตรง ลําตนใตดินเปน
เหงาสั้นๆ มีระบบรากเปนรากสะสมอาหาร ออกเปนกระจุกจํานวนมาก ใบเปนใบเด่ียว มีทั้งแบบเรียงสลับ แบบ
ระนาบเดียว เรียงตรงขาม หรือเรียงเปนวง แผนใบเรียบรูปรางแผนใบรี ไขแกมรี หรือไขกวาง ฐานใบรูปหัวใจ หรือ
สอบเรียว เสนใบขนาดตามยาวมีหลายเสนเห็นไดชัดขนานกับขอบใบ เจริญออกจากจุดเดียวกัน ระหวางเสนใบ
ตามยาวจะมีเสนใบยอยกั้นกลางออกมาประสานกันจนดูเปนตาสี่เหลี่ยม โคนกานใบปองดอกเปนดอกเด่ียวหรือชอ
ดอก เปนดอกสมบูรณเพศ มีกลีบรวม 4 กลีบ เกสรเพศผู 4 อัน เกสรเพศเมีย 1 อัน 2 คารเพล 1 ชอง รังไขอยู
เหนือวงกลีบรวม กานเกสรเพสเมีย 1 อัน บางชนิดผลแหงแตก 2 ขาง เมล็ดมีรูปทรงรีกวาง มีสันนูนยาวตามความ
ยาวของเมล็ดชัดเจนหรือเลือนราง กานเมล็ดยาว เมล็ดสรางปุยหุมเมล็ดชนิดพิเศษเรียกวา elaiosome  มีลักษณะ
ฉ่ํานํ้าและเปนที่สะสมไขมัน (ปาจารีย, 2551) การขยายพันธุตนหนอนตายหยากตามธรรมชาติ แบงออกเปน 2 วิธี 
(เมธี, 2544) คือ การขยายพันธุแบบอาศัยเพศ โดยการเพาะเมล็ดใหเจริญเปนตนใหม แตเน่ืองจากหนอนตายห
ยากมีการพักตัวในฤดูหนาว จึงตองใชเวลาในการเจริญเติบโตหลายป จึงจะสามารถนํารากมาใชประโยชนได และ
การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการใชกระจุกรากที่มีสวนของเหงาและตาติดอยู นําไปเก็บไวในที่อุณหภูมิตํ่า
และความช้ืนสูง ซึ่งจะชวยกระตุนใหตาเจริญขึ้นจากเหงาหรือลําตนที่หดสั้นเหนือกระจุกรากน้ัน จากน้ันจึงตัดแบง
รากตามจํานวนตาที่แตกยอดใหมเหนือกระจุกราก แยกปลูกเปนตนกลาใหมไดนอกจากน้ี มีการขยายพันธุดวย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืชชวยเพ่ิมจํานวนตนหนอนตายหยากใหไดเปนจํานวนมากในเวลาที่สั้นขึ้นเพ่ือใหได
ตนทดแทนการสูญเสียจากการขุดออกจากปาจํานวนมาก และเพ่ือเปนวัตถุดิบทดแทนการขุดตนหนอนตายหยาก
ออกจากปา (รังสฤษด์ิ, 2540; อารีย, 2541; นิตยศรี, 2551) 
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ประโยชนของพืชสกุลหนอนตายหยาก 
ตนหนอนตายหยากเปนพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงที่ ชาวบานรูจักนํามาใชประโยชนในการฆาเห็บเหา

ในสัตวประเภทโคกระบือและมีรายงานพบวาสารสกัดรากหนอนตายหยากที่ความเขมขน รอยละ 50 สามารถฆา
เห็บในระยะตัวออนและระยะตัวเต็มวัยไดสูงสุดที่รอยละ 100 และ 93.33 ตามลําดับ โดยไมพบผลขางเคียง
เน่ืองจากการแพสารสกัดดังกลาว (วีระพล และคณะ, 2536) บางชนิดใชฆาหนอน หรือใสในไหปลาราเพ่ือกําจัด
หนอนแมลงวันและแมลงศัตรูพืช (พนมกร, 2550) ในรานขายยาแผนโบราณประเทศจีนหนอนตายหยากจะถูก
เรียกช่ือวา “Pai-pu” มีสรรพคุณใชเปนยาแกไอ ยาขับลม ยาถายพยาธิลําไส สวนประเทศแถบอินโดจีนมีการนํา
รากของตนหนอนตายหยากมาใชเปนยารักษาโรคเจ็บหนาอก แกโรคผิวหนัง (Stuart, 1911) ในสวนของการทํา
การเกษตรกรรมน้ัน ไดมีการนํารากของหนอนตายหยากมาบดละเอียดแลวนําไปละลายนํ้า และนํานํ้าที่กรองไดมา
ใชในการกําจัดแมลงศัตรูพืชได เชนการใชสารสกัดจากรากตนหนอนตายหยากทําลายหนอนกระทูผักและแมลงวัน
ทอง (อํานวยและอรรณพ, 2535) การควบคุมปริมาณหนอนในแปลงปลูกพืชตระกูลกระหล่ํา (กฤตชญา, 2547) 
เปนตนและจากรายงานของ Jiyavorranant (2001) พบวา สารสกัดจากรากหนอนตายหยาก สามารถทําให
หนอนใยผักตายไดรอยละ 62.5 ที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และพบการตกคางของสารสกัดหยาบจากหนอนตายห
ยากในปริมาณเล็กนอยในชวง 24 ช่ัวโมง แตเมื่อผานไป 48 ช่ัวโมง ไมพบการตกคางของสารสกัด 

 
สารออกฤทธ์ิในรากตนหนอนตายหยาก 

จากรายงานของ Pilli et al. (2005) พืชสกุลหนอนตายหยาก (Stemona Lour.) มีสารทุติยภูมิ
ที่ออกฤทธ์ิอยูในกลุมอัลคาลอยดเรียกวา Stemonaalkaloids พบวามีมากกวา 80 ชนิด จัดแบงเปน 8 กลุมตาม
โครงสรางหลักคือ 1. กลุม stenine  2. กลุม stemoamide  3. กลุม tuberostemospironine  4. กลุม 
stemonamine  5. กลุม pavistemoline  6. กลุม stemofoline  7. กลุม stemocurtisin  8. กลุมอ่ืนๆ หรือ
เรียกวา miscellaneous group  โดยตนหนอนตายหยากแตละชนิดมีสาร Stemona alkaloids สะสมอยูในราก
แตกตางกันไป เชน Stemona tuberosaมีสารอัลคาลอยดที่สามารถระบุชนิดไดแลว 14 ชนิด เชน stenine, 
stemoamide, tuberostemonine, didehydrohuberostemonine, stemotinine, tuberostemospironine 
เปนตน นอกจากน้ี Chotikadachanarong et al. (2011) ไดรายงานผลการวิเคราะหสารใน S. curtisii Hook. f. 
พบวามี oxyprotostemonine, stemocurtisine และ stemocurtisinol ซึ่งเปนสารที่มีฤทธ์ิในการกําจัดแมลง
ศัตรูพืช ตรงกับรายงานของ เจษฎาภรณ (2554) ที่วิเคราะหสารใน S. kerriiพบสารทั้ง 3 ชนิดเชนเดียวกัน 

 
การศึกษาดานอนุกรมวิธาน และการทํา DNA barcodes  

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของพืช โดยเฉพาะขอมูลทางดานอนุกรมวิธานน้ัน เมื่อ
เทียบกับความหลากหลายของพืชในประเทศไทย โดยเฉพาะพืชสมุนไพรใชเปนยา หรือใชทดแทนสารเคมีทางการ
เกษตร ยังถือวามีจํานวนนอย และจากการเขาปาเพ่ือขุดถอนพรรณไมมาใชประโยชนเพียงแคการอยูกินและรักษา
โรคอยางพอประมาณในอดีต  ปจจุบันกลับพบวามีการขุดถอนพืชพรรณออกจากปาเปนการทําเพ่ือการคาใน
ปริมาณมากขึ้นหลายเทาตัวซึ่งรวมถึงพืชสกุลหนอนตายหยากดวยเชนกัน  ประกอบกับการขยายตัวของภาค
เกษตรกรรมที่ปลูกพืชเชิงเด่ียวมากขึ้นทําใหตนหนอนตายหยาก และพืชสมุนไพรหลายชนิด ที่ถือวาเปนวัชพืชและ
ถูกกําจัดไป ทําใหมีความพยายามที่จะอนุรักษเช้ือพันธุกรรมพืชเพ่ิมขึ้น  

การศึกษาดานอนุกรมวิธานพืชน้ัน แบงเปน  
1) การศึกษาระดับพ้ืนฐาน เชน การจําแนกโดยอาศัยหลักการจําแนกทางสัณฐานวิทยาพืช 

ลักษณะทางกายวิภาคของพืช ลักษณะละอองเรณู ลักษณะดอกและผล เปนตน จากรายงานของ Pajaree (2008) 
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เปนการศึกษาการสํารวจและจําแนกพืชวงศ Stemonaceae ในประเทศไทย สามารถสํารวจและจําแนกพืชในวงศ 
Stemonaceae ได 2 สกุล คือ Stemona Lour. (9 ชนิด)และ Stichoneuron Hook. f. (1 ชนิด) รวมทั้งหมด 
10 ชนิด (Species) ซึ่งกระจายตัวอยูในพ้ืนที่ต้ังแตความสูงระดับนํ้าทะเล จนถึงที่ระดับความสูง 1,200 เมตรจาก
ระดับนํ้าทะเล 

2) การศึกษาระดับสูง คือ การใชเทคโนโลยีขั้นสูงเพ่ือตรวจสอบและระบุชนิดของพืชไดอยาง
แมนยําและรวดเร็วโดยการใชเครื่องหมายโมเลกุลเปนเครื่องมือในการศึกษาจําแนก เชน เทคนิค Amplified 
Fragment Length Polymorphisms (AFLP)  Random Amplified polymorphic DNA (RAPD) และ Inter-
Simple Sequence Repeat (ISSR) รวมทั้งเทคโนโลยีลาสุดที่เปนที่นาสนใจสําหรับการนํามาใชศึกษา
อนุกรมวิธานพืช เพ่ือใหตรวจสอบและระบุช่ือพืชไดอยางถูกตองในระยะเวลาอันสั้น ซึ่งก็คือเทคนิค DNA 
barcodes น่ันเอง ซึ่งเปนวิธีการที่ใชหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในสวนของดีเอ็นเอ
มาตรฐาน แลวนําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแนนอนแลว 
(Casirghi et al., 2010; วุฒิพงศ, 2554) วิธีน้ี นอกจากจะสามารถตรวจสอบ พิสูจน และยืนยันการระบุชนิดของ
พืชไดอยางถูกตองและมีความนาเช่ือถือ ยังสามารถใชศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชไดดวย เชน 
การศึกษา DNA barcode เพ่ือการระบุชนิดสมุนไพรแปรรูปสกุลขี้เหล็ก (พรรษา และคณะ, 2556) พบวา บริเวณ 
trnH-psbA intergenic spacer และ rbcL สามารถระบุชนิดของพืชไดดี เมื่อนําสมุนไพรที่แปรรูปแลว จํานวน 
11 ตัวอยาง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer และ rbcL ได 7 ตัวอยาง โดย
บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer สามารถใชระบุชนิดของสมุนไพรแปรรูปไดดีที่สุดคิดเปน 71.43% เปน
ตน  

 
ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

 
อุปกรณ 
1. แผงอัดพรรณไมแหง เชือกมัด 
2. กระดาษลูกฟูก แผนฟองนํ้า สําหรับอัดพรรณไม 
3. เชือก กรรไกรตัดกิ่ง ปายช่ือ ดินสอ ถุงพลาสติก 
4. สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ และการทําพีซีอาร เชน ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป DNeasy plant kit 

(50) , Qiagen แอลกอฮอลบริสุทธ์ิชุดนํ้ายา Master Mix สําหรับทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction : PCR) นํ้ากลั่นเปนตน 

5. เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูง  
6. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
7. เครื่องวิเคราะหภาพเจล (Gel Documentation) 
8. เครื่อง Gel electrophoresis 
9. ตูแชแข็งอุณหภูมิตํ่า -20 องศาเซลเซียส 
 
วิธีการ 
1 ตัวอยางหนอนตายหยากที่ใชในการศึกษา และการเก็บรักษา 

(1)  สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางพืชหนอนตายหยากจากแหลงตางๆ มาปลูกเลี้ยงเพ่ือการอนุรักษใน
โรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช 
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(2) นําพืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่รวบรวมมาปลูกอนุรักษจัดทําตัวอยางพรรณไมแหง (Herbarium 
specimen) ตามหลักการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงเพ่ืออางอิงงานวิจัยต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวบรวมช้ินตัวอยาง 
ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูล อัดทับและอบแหง อาบนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม ติดผนึก ติดฉลาก
รายละเอียดพืช และสงลงทะเบียนเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร  

(3)  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือระบุช่ือชนิด โดยเปรียบเทียบขอมูลจากรายงานของ Pajaree 
(2008) และ Flora of Thailand (2011) 

2  การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอ และแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 

(1)  นําใบพืชสกุลหนอนตายหยากมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป (DNeasy Plant kit, 

Qiagen) วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แบงเปน 2 ชุดตอ 1 

ตัวอยาง เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ 1 ชุด และเก็บเปนตัวอยางดีเอ็นเออางอิงงานวิจัยอีก 1 ชุด  

(2) นําตัวอยางดีเอ็นเอของตนหนอนตายหยากที่สกัดไดมาทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ตําแหนงจําเพาะบริเวณ ITS,trnL-trnF, psbA-trnH, matKและ rbcL (ตารางที่ 3.4.1) มาทําการ
ทดสอบเพ่ือการคัดเลือกไพรเมอรสากลที่มีความจําเพาะสูงกับดีเอ็นเอมาตรฐานจากบริเวณคลอโรพลาสตและ
นิวเคลียร โดยใชเทคนิคการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยใชสภาวะ
เริ่มตนในการทําปฏิกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 3.4.2 จากน้ันนําผลผลิตที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไป
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.8% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 50 โวลต นาน 40 
นาที ในสารละลาย 1X TBE บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel Documentation 
System 

(3) นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดสงไปวิเคราะหาลําดับนิวคลีโอไทด (U2Bio (Thailand) Co., Ltd.) นําลําดับนิ
วคลีโอไทดที่ได ไปตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit7 โดยนําลําดับนิวคลีโอ
ไทดของพืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) การเปรียบเทียบลําดับนิ
วคลีโอไทดแตละยีนรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของพืชสกุลหนอนตายหยากซึ่งเปน Ingroup taxa และ Outgroup 
taxa ที่ไดจากฐานขอมูล GenBank (https://ncbi.nlm.nih.gov>genbank) โดยใชโปรแกรม ClustalW 
(Thompson et al., 1994) 

(4) วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยการสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) โดยใชโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Maximum Likelihood : ML 
โดยกําหนดคา bootstrap test จํานวน 1,000 ซ้ํา  

 

เวลาและสถานที่ทําการทดลอง 
เริ่ม 1 ตุลาคม 2563 สิ้นสุด 30 กันยายน 2564 รวม 2 ป 
สถานที่ทําการทดลอง สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร 

 

ตารางที่ 3.4.1 ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบการทําดีเอ็นเอบารโคด 
ตําแหนง/ยีน ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

trnL-trnF c CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG Fan et al., 2009 

trnL-trnF f ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG Fan et al., 2009 
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psbA-trnH  psbA GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C Sang et al., 1997 

psbA-trnH  trnH CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC Tate & Simpson, 2003 

ITS  ITS5 GGA AGG AGA AGT CGT AAC AAG G White et al., 1990 

ITS  ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC White et al., 1990 

matK  3F_KIM CGT ACA GTA CTT TTG TGT TTA CGA Li et al., 2011 

matK  1R_KIM ACC CAG TCC ATC TGG AAA TCT TGG TTC Li et al., 2011 

rbcL  a_f ATG TCA CCA CAA ACA GAG ACT AAA GC Kress and Erickson, 2007 

rbcL  a_r CTT CTG CTA CAA ATA AGA ATC GAT CTC Kress and Erickson, 2007 

 

ตารางที่ 3.4.2 สภาวะเริ่มตนของปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส 
สภาวะ อุณหภูมิ ระยะเวลา จํานวนรอบ 

Initial Denaturation 94°C 3นาที 1 รอบ 

Denaturation 94°C 30 วินาที 

35 รอบ Annealing 53°C 50 วินาที 

Extension 72°C 60 วินาทีs 

Final extension 72°C 10 minutes 1 รอบ 

Hold 4°C ∞  

 
ผลการวิจัย (Results) 

1. สํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากเพ่ือการศึกษาและการเก็บรกัษา 
รวบรวมตัวอยางพืชสกุลหนอนตายหยากปลูกลงกระถางเก็บอนุรักษไวในโรงเรือน ไดจํานวนทั้งสิ้น 92 

ตัวอยาง จากแหลงที่มา 11 แหง ไดแก  
1) เช้ือพันธุด้ังเดิมที่มีการอนุรักษไวในโรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช 
2) ตลาดนัดสมุนไพร บริเวณวัดพระศรีรัตนมหาธาตุ (วัดพระพุทธชินราช) จ. พิษณุโลก 
3) พ้ืนที่การเกษตร ต. กุดสินคุมใหม อ.เขาวง จ.กาฬสินธุ 
4) หาดทุงวัวแลน ต.สะพลี อ.ประทิว จ.ชุมพร 
5) พ้ืนที่สวนยางพรารา ต.แหลมสัก อ.อาวลึก จ.กระบ่ี 
6) พ้ืนที่ปาชุมชน อ.เมืองปาน จ.ลําปาง 
7) พ้ืนที่ใน ต. ทาเสา อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุร ี
8) พ้ืนที่ใน ต. หนองทะเล อ.เมืองกระบ่ี จ.กระบ่ี 
9) พ้ืนที่การเกษตร ต.ปากนํ้า อ.บางนํ้าจีด จ.ชุมพร 
10) พ้ืนที่ปาชุมชน อ.วังนํ้าเขียว จ.นครราชสีมา 
11) ตลาดขายสินคาและตนไมบริเวณ ดานชองจอม บานดานพัฒนา ต.ดาน อ.กาบเชิง จ.สุรินทร 

ทําการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเชิญนักอนุกรมวิธานซึ่งชํานาญการจําแนกพืชสกุลหนอน
ตายหยากมาทําการตรวจลักษณะตัวอยางที่รวบรวมมาได สามารถจัดจําแนกช่ือวิทยาศาสตรโดยเปรียบเทียบ
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ลักษณะทางสณัฐานวิทยาจาก Flora of Thailand (2011) และ Pajaree (2008) ได 6 ชนิด (species) (ภาพที่ 
3.4.1)  คือStemona curtisii Craib.,S. collinsiae Craib.,S. tuberosa Lour.,S. rupestris Inthachub., S. 
pierrei Gagnep. และ S. phyllantha Gagnep. 

 

 

 

ภาพที่ 3.4.1  พืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่รวบรวมปลูกอนุรักษไวในธนาคารเช้ือพันธุพืช 
หมายเลข 1-2 = Stemona curtisii Hook. f.  หมายเลข 3-4 = Stemona tuberosa Lour. 

หมายเลข 5 = Stemona collinsiae Craib.  หมายเลข 6 = Stemona rupestris Inthachub. 
หมายเลข 7 = Stemona pierrei  Gagnep.  หมายเลข 8 = Stemona phyllantha Gagnep. 

 

 

จัดทําตัวอยางพรรณไมเพ่ือจัดเก็บเปนตัวอยางอางอิง ซึ่งมีสวนประกอบใบ กิ่งกาน ลาํตน ดอก และผล 
(ถามี) จัดวางทุกสวนใหเห็นรายละเอียด กรณีถามีผล หรือดอกรวงหลุดจากตน จะใสในถุงกระดาษตางหาก วางอยู
ดวยกัน พรอมติดปายรหัส และปายขอมูลพรรณไมที่จัดเก็บ ลงทะเบียนเปนพรรณไมอางอิง (Voucher 
specimen) ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ จํานวน 40 ตัวอยาง (ตารางที่ 3.4.3, ภาพที่ 3.4.2) 
 

ตารางที่ 3.4.3 รายช่ือ แหลงที่มา และหมายเลขลงทะเบียนการเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ ของพืช
สมุนไพรหนอนตายหยากสกุล Stemonaที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 
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ที ่ หมายเลข 
(Number) 

ชื่อวทิยาศาสตร 
(Botanical Name) 

แหลงที่มา 

หมายเลขลงทะเบียน 
เก็บรักษาใน 

พิพธิภัณฑพืชกรุงเทพฯ  
(Bk number) 

1 SS1.1 Stemona tuberosa Lour. อ.เมืองปาน จ. ลําปาง 070617 

2 SS2.2 Stemona collinsiae Craib อ. ไทรโยค จ. กาญจนบรุ ี 070618 

3 SS3.1 Stemona curtisii Hook. f. อ. ประทิว จ. ชมุพร 070619 

4 SS3.2 Stemona curtisii Hook. f. อ. ประทิว จ. ชมุพร 070620 

5 SS3.3 Stemona curtisii Hook. f. อ. ประทิว จ. ชมุพร 070621 

6 SS4.1 Stemona curtisii Hook. f. อ. อาวลึก จ. กระบี่ 070622 

7 SS4.2 Stemona curtisii Hook. f. อ. อาวลึก จ. กระบี่ 070623 

8 SS4.4 Stemona curtisii Hook. f. อ. อาวลึก จ. กระบี่ 070624 

9 SS6.1 Stemona collinsiae Craib อ. เมือง จ. พิษณุโลก 070626 

10 SS6.2 Stemona collinsiae Craib อ. เมือง จ. พิษณุโลก 070627 

11 SS6.3 Stemona collinsiae Craib อ. เมือง จ. พิษณุโลก 070628 

12 SS6.5 Stemona collinsiae Craib อ. เมือง จ. พิษณุโลก 070629 

13 SS7.1 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070630 

14 SS7.2 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070631 

15 SS7.4 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070632 

16 SS7.5 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070633 

17 SS7.6 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070634 

18 SS7.7 Stemona curtisii Hook. f. อ. เมือง จ. กระบี่ 070635 

19 SS8.1 Stemona curtisii Hook. f. อ. บางน้ําจืด จ. ชุมพร 070636 

20 SS8.4 Stemona curtisii Hook. f. อ. บางน้ําจืด จ. ชุมพร 070637 

21 SS10.1 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070638 

22 SS10.2 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070639 

23 SS10.3 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070640 

24 SS10.5 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070641 

25 SS10.8 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070642 

26 SS10.15 Stemona rupestris Inthachub อ. เขาวง จ. กาฬสินธุ 070643 

27 SS0.9 Stemona curtisii Hook. f. พันธุดั้งเดิม 082334 

28 SS13.5 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082335 

29 SS13.6 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082336 

30 SS13.8 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082337 

31 SS14.1 Stemona pierrei Gagnep. อ. กาบเชิง จ. สุรินทร 082338 
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ที ่ หมายเลข 
(Number) 

ชื่อวทิยาศาสตร 
(Botanical Name) 

แหลงที่มา 

หมายเลขลงทะเบียน 
เก็บรักษาใน 

พิพธิภัณฑพืชกรุงเทพฯ  
(Bk number) 

32 SS14.7 Stemona pierrei Gagnep. อ. กาบเชิง จ. สุรินทร 082339 

33 SS14.12 Stemona pierrei Gagnep. อ. กาบเชิง จ. สุรินทร 082340 

34 SS19.1 Stemona tuberosa Lour. อ.เมืองปาน จ. ลําปาง 082341 

35 SS19.4 Stemona tuberosa Lour. อ. เมืองปาน จ. ลําปาง 082342 

36 SS19.5 Stemona tuberosa Lour. อ. เมืองปาน จ. ลําปาง 082343 

37 SS22.1 Stemona phyllantha Gagnep. อ.วังน้ําเขียว จ.นครราชสีมา 082344 

38 SS22.2 Stemona phyllantha Gagnep. อ.วังน้ําเขียว จ.นครราชสีมา 082345 

39 SS22.3 Stemona phyllantha Gagnep. อ.วังน้ําเขียว จ.นครราชสีมา 082346 

40 SS22.5 Stemona phyllantha Gagnep. อ.วังน้ําเขียว จ.นครราชสีมา 082347 

หมายเหตุ พันธุด้ังเดิม คือพันธุที่ไดรับการปลูกอนุรักษในโรงเรือนธนาคารเช้ือพันธุพืช สทช. (บางเขน) ต้ังแตอดีต 

 

ภาพที่ 3.4.2 ตัวอยางพรรณไมแหงผานกระบวนการรักษาสภาพและทําเปนพรรณไมอางอิง (Voucher 
specimen) จัดเก็บในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ  

2.  การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอ และแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
 (1) การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด 
      เลือกตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากมาสกัดดีเอ็นเอจํานวน 35 ตัวอยาง เพ่ือเปนตัวแทนหนอน
ตายหยากทั้ง 6 ชนิด (species) จากแหลงที่มา 11 แหง พบวา สามารถสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดทั้ง 35 ตัวอยาง คิด
เปนคาความสําเร็จในการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของพืชทั้งหมดรอยละ 100 (ตารางที่ 3.4.4) เมื่อทําการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (เทคนิคพีซีอาร) ใน 5 ตําแหนง ไดแก  ITS(ไพรเมอร ITS5-
ITS4),trnL-trnF, psbA-trnH, matKและ rbcL  ผลการทดลอง พบวา มีคารอยละความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารเทากับ 71.42, 62.85, 88.57, 62.85  และ 45.71 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.4.4) โดยมี
รายละเอียดดังน้ี  
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 - ไพรเมอร ITS ใหผลผลิตพีซีอารจํานวน 25 ตัวอยาง แบงเปน multi-band จํานวน 10 ตัวอยาง และ 
single-band จํานวน 15 ตัวอยางโดยมีขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 600-800 คูเบส 
 - ไพรเมอรยีน trnL-trnF ใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 22 ตัวอยาง เปน double-band ทั้งหมดโดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1200 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน psbA-trnHใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 31 ตัวอยาง ไดผลเปน multi-band จํานวน 1 
ตัวอยาง และ single-band จํานวน 30 ตัวอยางโดยมีขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1100 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน matKใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 22 ตัวอยาง ไดผลเปน single-band ทั้งหมดโดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1200 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน rbcL ใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 16 ตัวอยาง ไดผลเปน single-band ทั้งหมด โดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1000 คูเบส 
 เลือกนําผลผลิตดีเอ็นเอจากตําแหนงที่ใหผลเปน single-band เกิน 50% ไดแก ตําแหนง ITS(ไพร
เมอร ITS5-ITS4),psbA-trnH, matKและ rbcLนําไปทําใหบริสุทธ์ิและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (U2Bio 
(Thailand) Co., Ltd.) พบวา การอานลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมีคาความสําเร็จรอยละ 34.28, 37.14, 
62.85 และ 45.71 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.4.4)เมื่อตรวจสอบภาพโครมาโตแกรมของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก
การวิเคราะห พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนง ITS มีการปนเปอนหรือความไมแนนอนสูง สังเกตไดจากภาพ
โครมาโตแกรมที่มีกราฟสูงซอนทับกันอยูหลายตําแหนง ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการวิเคราะหควรมีภาพโคร
มาโตแกรมที่ชัดเจนไมมีกราฟสูงซอนทับกัน (ภาพที่ 3.4.3) ดังน้ัน จึงเลือกลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนง psbA-
trnH, matKและ rbcL ไปเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
 (2) การเปรียบเทียบวิเคราะหความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด  
 เพ่ือศึกษาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากในตําแหนง
ยีน psbA-trnHmatKและ rbcLโดยนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงยีน psbA-trnHmatKและ rbcLที่
สามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบคาความแตกตางดวยฟงชันก Kimura 2-Parameter 
model (K2P) distance ดวยโปรแกรม MEGA7 พบวา เมื่อคํานวณคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด
ระหวางชนิดพืชในสกุลหนอนตายหยากบนตําแหนงยีนทั้งสามดวย K2P distance เปรียบเทียบครั้งละ 1 คู (คา 
K2P distance มีคาสูงสุดเทากับ 1.00 หมายความวาลําดับนิวคลีโอไทดคูน้ันมีความแตกตางกัน 100 เปอรเซ็นต) 
จะไดคาเฉลี่ย K2P distance ของพืชสกุลหนอนตายหยากในตําแหนงยีน psbA-trnHmatKและ rbcL เทากับ 
0.009, 0.004 และ 0.007 ตามลําดับ (ตารางที ่3.4.5, 3.4.6 และ 3.4.7) 
 (3) การสรางแผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่อานไดบนตําแหนงยีน psbA-trnHจํานวน 13 ตัวอยาง,matKจํานวน 22 
ตัวอยาง และ rbcLจํานวน 16 ตัวอยาง ไปวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA7 สราง
แผนภูมิความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมโดยวิธีการจัดกลุมแบบ maximum likelihood (ML) 
กําหนดคา bootstrap test เทากับ 1000 รอบ (replicates) พบวา ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเชิงพันธุกรรม
ของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดตําแหนงยีน psbA-
trnHmatKและ rbcL  แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของพืชสกุลหนอนตายหยากที่
ศึกษามีความสอดคลองและคลายคลึงกันเปนสวนใหญ (ภาพที่ 3.4.4, 3.4.5 และ 3.4.6 ตามลําดับ) โดยผลการ
วิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnH  ไมสามารถจัดแบงกลุมของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชใน
การศึกษาครั้งน้ีไดอยางชัดเจน แสดงวาที่ตําแหนงยีน psbA-trnH ของพืชสกุลหนอนตายหยากมีความคลายกัน
ของลําดับนิวคลีโอไทดสูง (ภาพที่ 3.4.4)  สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcLสามารถจัดจําแนก S. tuberosaLour.ไดดวย
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คาความเช่ือมั่นในระดับตํ่ามาก (<50% BS) และยังแยก S. phyllantha Gagnep. ออกเปนอีกกลุมไดที่คาความ
เช่ือมั่นระดับตํ่าเทากับ 62% BS (ภาพที่ 3.4.6)และดีเอ็นเอบารโคด matK  สามารถจัดจําแนกกลุมของ S. 
curtisii Hook. f. ได โดยใหคาความเช่ือมั่นในระดับตํ่าเทากับ 62% BS ซึ่งจัดให  S. curtisii Hook. f. ที่ไดจาก อ.
อาวลึก จ.กระบ่ี และ อ.ทุงหวา จ.สตูล อยูในกลุมเดียวกัน และที่คาความเช่ือมั่นในระดับสูงเทากับ 87% BS ไดจัด
ให S. curtisii Hook. f. ที่ไดจาก อ.บางนํ้าจืด จ.ชุมพร และพันธุด้ังเดิม อยูในกลุมเดียวกัน นอกจากน้ี ยังสามารถ
จําแนก S. rupestrisInthachubกับ S. pierrei Gagnep.ไดที่คาความเช่ือมั่นเทากับ 63% BS และ 57% BS 
ตามลําดับ (ภาพที่ 3.4.5) 

 
 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3.4.3 ภาพลักษณะโครมาโตแกรม (Chromatogram) ที่นําลําดับนิวคลีโอไทดไปใชในการวิเคราะห

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
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ภาพที่ 3.4.4 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีนบริเวณ psbA-trnH วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum 
Likelihood กําหนดคา bootstrap test ที ่1,000 replicates 
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ภาพที่ 3.4.5 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีน matK วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum Likelihood 
กําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates 
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ภาพที่ 3.4.6 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีน rbcL วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum Likelihood 
กําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates 
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ตารางที่ 3.4.4 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และผลการอานลําดับนิวคลีโอไทดของพืชสกุล Stemona ที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 

ลาํดบั 
รหสั

ตวัอยา่ง 
ช่ือวิทยาศาสตร์ 

ผลการสกดัจี

โนมิก 

ดีเอน็เอ 

ผลการเพิ่มปริมาณพีซีอาร์ ผลการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์

ITS5 trnL psbA matK rbcL ITS5 trnL psbA matK rbcL 

1 1A-0.1 S. curtisii Hook. f.      -  na   - 

2 2A-0.9 S. curtisii Hook. f.  - - - - - - - - - - 

3 3A-0.10 S. curtisii Hook. f.  - -  - - - - - - - 

4 4A-1.1 S. tuberosa Lour.        na    

5 5A-1.2 S. tuberosa Lour.       - na -   

6 6A-2.1 S. collinsiae Craib.      -  na   - 

7 7A-2.2 S. collinsiae Craib.      - - na -  - 

8 8A-3.1 S. curtisii Hook. f.        na    

9 9A-3.2 S. curtisii Hook. f.  -   -  - na - -  

10 10A-4.1 S. curtisii Hook. f.  - - - - - - - - - - 

11 11A-4.2 S. curtisii Hook. f.  - -   - - - -  - 

12 12A-4.4 S. curtisii Hook. f.  - -  - - - -  - - 

13 13A-6.1 S. collinsiae Craib.  - -   - - - -  - 

14 14A-6.2 S. collinsiae Craib.        na -   

15 15A-6.3 S. collinsiae Craib.     -  - na  -  

16 16A-7.1 S. curtisii Hook. f.   -  - -  - - - - 

17 17A-7.4 S. curtisii Hook. f.   -  - - - -  - - 

18 18A-7.5 S. curtisii Hook. f.  - - - - - - - - - - 

19 19A-8.1 S. curtisii Hook. f.  - -   - - - -  - 

20 20A-8.4 S. curtisii Hook. f.   -   -  -   - 

21 21A-10.2 S. rupestris Inthachub.     - - - na - - - 

22 22A-10.3 S. rupestris Inthachub.       - na -   

23 23A-10.5 S. rupestris Inthachub.        na    
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ลาํดบั 
รหสั

ตวัอยา่ง 
ช่ือวิทยาศาสตร์ 

ผลการสกดัจี

โนมิก 

ดีเอน็เอ 

ผลการเพิ่มปริมาณพีซีอาร์ ผลการอ่านลาํดบันิวคลีโอไทด ์

ITS5 trnL psbA matK rbcL ITS5 trnL psbA matK rbcL 

24 24A-13.6 S. curtisii Hook. f.      -  na   - 

25 25A-13.8 S. curtisii Hook. f.  - - - - - - - - - - 

26 26A-13.10 S. curtisii Hook. f.   -  - - - - - - - 

27 27A-14.5 S. pierrei Gagnep.        na    

28 28A-14.7 S. pierrei Gagnep.       - na -   

29 29A-19.1 S. tuberosa Lour.       - na -   

30 30A-19.4 S. tuberosa Lour.       - na -   

31 31A-19.5 S. tuberosa Lour.        na    

32 32A-22.1 S. phyllantha Gagnep.        na    

33 33A-22.3 S. phyllantha Gagnep.  -     - na -   

34 34A-22.5 S. phyllantha Gagnep.       - na -   

35 35A-22.7 S. phyllantha Gagnep.     - - - na - - - 

ร้อยละความสาํเร็จ 71.42 62.85 88.57 62.85 45.71 34.28 - 37.14 62.85 45.71 

หมายเหตุ  = single-band   = double-band   = multiple-band   na = no data 
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ตารางที่ 3.4.5 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนง psbA-trnH 

ลําดับ

ที่ 

ชนิดของพืช  

(รหัสตัวอยาง) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 S.curtisii_1A-0.1             

2 S.tuberosa_4A-1.1 0.015            

3 S.collinsiae_6A-2.1 0.016 0.005           

4 S.curtisii_8A-3.1 0.001 0.014 0.015          

5 S.curtisii_12A-4.4 0.001 0.014 0.015 0.000         

6 S.collinsiae_15A-6.3 0.005 0.018 0.013 0.004 0.004        

7 S.curtisii_17A-7.4 0.013 0.002 0.003 0.012 0.012 0.016       

8 S.curtisii_20A-8.4 0.000 0.015 0.016 0.001 0.001 0.005 0.013      

9 S.rupestris_23A-10.5 0.016 0.005 0.000 0.015 0.015 0.013 0.003 0.016     

10 S.curtisii_24A-13.6 0.004 0.017 0.012 0.003 0.003 0.001 0.015 0.004 0.012    

11 S.pierrei_27A-14.5 0.016 0.005 0.000 0.015 0.015 0.013 0.003 0.016 0.000 0.012   

12 S.tuberosa_31A-19.5 0.015 0.000 0.005 0.014 0.014 0.018 0.002 0.015 0.005 0.017 0.005  

13 S.phyllantha_32A-22.1 0.018 0.003 0.002 0.017 0.017 0.015 0.005 0.018 0.002 0.014 0.002 0.003 

คาเฉลี่ย 0.009 
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       ตารางที่ 3.4.6 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนงยีน matK 

ลําดบั 
ชนิดของพืช  

(รหัสตัวอยาง) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 

1 S.curtisii_1A-0.1                      

2 S.tuberosa_4A-1.1 0.005 

                    3 S.tuberosa_5A-1.2 0.005 0.000 

                   4 S.collinsiae_6A-2.1 0.001 0.003 0.003 

                  5 S.collinsiae_7A-2.2 0.001 0.003 0.003 0.000 

                 6 S.curtisii_8A-3.1 0.001 0.003 0.003 0.000 0.000 

                7 S.curtisii_11A-4.2 0.003 0.006 0.006 0.002 0.002 0.002 

               8 S.collinsiae_13A-6.1 0.002 0.005 0.005 0.001 0.001 0.001 0.003 

              9 S.collinsiae_14A-6.2 0.002 0.005 0.005 0.001 0.001 0.001 0.003 0.000 

             10 S.curtisii_19A-8.1 0.000 0.005 0.005 0.001 0.001 0.001 0.003 0.002 0.002 

            11 S.curtisii_20A-8.4 0.000 0.005 0.005 0.001 0.001 0.001 0.003 0.002 0.002 0.000 

           12 S.rupestris_22A-10.3 0.008 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008 

          13 S.rupestris_23A-10.5 0.008 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008 0.000 

         14 S.curtisii_24A-13.6 0.003 0.006 0.006 0.002 0.002 0.002 0.000 0.003 0.003 0.003 0.003 0.009 0.009 

        15 S.pierrei_27A-14.5 0.008 0.006 0.006 0.007 0.007 0.007 0.009 0.008 0.008 0.008 0.008 0.002 0.002 0.009 

       16 S.pierrei_28A-14.7 0.007 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.008 0.007 0.007 0.007 0.007 0.001 0.001 0.008 0.001 

      17 S.tuberosa_29A-19.1 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 

     18 S.tuberosa_30A-19.4 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.000 

    19 S.tuberosa_31A-19.5 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.000 0.000 

   20 S.phyllantha_32A-22.1 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.000 0.000 0.000 

  21 S.phyllantha_33A-22.3 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 

 22 S.phyllantha_34A-22.5 0.005 0.000 0.000 0.003 0.003 0.003 0.006 0.005 0.005 0.005 0.005 0.006 0.006 0.006 0.006 0.005 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

คาเฉลี่ย 0.004 
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           ตารางที่ 3.4.7 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนงยีน rbcL 
ลําดับ ชนิดของพืช (รหัสตัวอยาง) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 

1 S.tuberosa_4A-1.1                
2 S.tuberosa_5A-1.2 0.000 

              3 S.curtisii_8A-3.1 0.002 0.002 
             4 S.curtisii_9A-3.2 0.002 0.002 0.000 

            5 S.collinsiae_14A-6.2 0.002 0.002 0.000 0.000 
           6 S.collinsiae_15A-6.3 0.002 0.002 0.000 0.000 0.000 

          7 S.rupestris_22A-10.3 0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006 
         8 S.rupestris_23A-10.5 0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000 

        9 S.pierrei_27A-14.5 0.031 0.031 0.029 0.029 0.029 0.029 0.023 0.023 
       10 S.pierrei_28A-14.7 0.008 0.008 0.006 0.006 0.006 0.006 0.000 0.000 0.023 

      11 S.tuberosa_29A-19.1 0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.008 0.008 0.031 0.008 
     12 S.tuberosa_30A-19.4 0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.008 0.008 0.031 0.008 0.000 

    13 S.tuberosa_31A-19.5 0.000 0.000 0.002 0.002 0.002 0.002 0.008 0.008 0.031 0.008 0.000 0.000 
   14 S.phyllantha_32A-22.1 0.002 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.010 0.010 0.033 0.010 0.002 0.002 0.002 

  15 S.phyllantha_33A-22.3 0.002 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.010 0.010 0.033 0.010 0.002 0.002 0.002 0.000 
 16 S.phyllantha_34A-22.5 0.002 0.002 0.004 0.004 0.004 0.004 0.010 0.010 0.033 0.010 0.002 0.002 0.002 0.000 0.000 

คาเฉล่ีย 0.007 
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อภิปรายผล (Discussion) 
 จากการศึกษาขอมูลเก่ียวกับพืชสกุลหนอนตายหยากในประเทศไทย พบวา มีรายงานจํานวนชนิด 
(species) ของพืชสกุลน้ีที่พบในประเทศไทยทั้งหมด จํานวน 11 ชนิด (Flora of Thailand, 2011) ซึ่งในงานวิจัย
น้ี ผูวิจัยสามารถรวบรวมตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากหรือพืชสกุลหนอนตายหยากน้ีไดทั้งหมด 6 ชนิด 
(species) ซึ่งปลูกอนุรักษไวในโรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ (บางเขน) 
กรมวิชาการเกษตร และไดตรวจสอบความถูกตองของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและช่ือวิทยาศาตรจาก Flora of 
Thailand (2011) และโดยนักอนุกรมวิธาน จึงสามารถจําแนกพืชสกุล Stemona บางชนิดจากลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาไดเพ่ือใชประกอบการวิเคราะหขอมูลที่ไดจากการวิจัยครั้งน้ี  
 การจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นบารโคดสําหรับพืชสกุลหนอนตายหยากในครั้งน้ี จากผลการวิเคราะหขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดจากผลผลิตพีซีอาร และสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทาง
พันธุกรรมของพืชสกุลหนอนตายหยากในการวิจัยน้ี แสดงใหเห็นวา ดีเอ็นเอบารโคด matKสามารถจําแนกและจัด
กลุมพืชสกุลหนอนตายหยากได 3 ชนิด ไดแก S. curtisiiHook. f., S. rupestris Inthachub และ S. pierrei 
Gagnep. มีคาความเช่ือมั่นเทากับ 87% BS,  62% BS และ 57% BS ตามลําดับ สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcL 
สามารถจําแนกจัดกลุม S. tuberosa Lour. และ S. phyllantha Gagnep. ไดที่คาความเช่ือมั่นเทากับ 45% BS 
และ 62% BS ตามลําดับ และดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnHน้ัน ไมสามารถจําแนกหรือจัดกลุมพืชสกุลหนอนตายห
ยากในการทดลองน้ีได จากแผนภูมิแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (ภาพที่ 3.4.4, 3.4.5 และ 
3.4.6) และความแตกตาง K2P distance ของพืชสกุลหนอนตายหยากบนตําแหนงยีน psbA-trnH, matKและ 
rbcLที่ทดลองใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับการวิจัยน้ี มีคาความแตกตางนอยมากเทากับ 0.009, 0.004 และ 
0.007 ซึ่งแสดงใหเห็นวาพืชสกุลหนอนตายหยากมีความใกลชิดกันสูงของนิวคลีโอไทดในบริเวณตําแหนงยีน 
psbA-trnH ทําใหดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnH ไมสามารถทําหนาที่เปนดีเอ็นเอบารโคดที่ดีสําหรับพืชสกุลหนอน
ตายหยากได สวนดีเอ็นเอบารโคด matKและ rbcLน้ัน ถึงแมวา จะสามารถจัดจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยากได
บางชนิด (species) แตคาความเช่ือมั่นยังอยูในระดับตํ่า และความสามารถในการจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยาก
ไดเพียงบางชนิด แสดงใหเห็นวา ไมควรใชเพียงดีเอ็นเอบารโคดเพียงยีนใดยีนหน่ึงเปนดีเอ็นเอบารโคดเพียงชนิด
เดียวได มีรายงานวิจัยยืนยันวาดีเอ็นเอบารโคดจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK รวมกันกับยีน rbcL สามารถ
แยกกลวยไมสิงโตกลอกตาไดในระดับสกุล (Siripiyasing et al., 2012) 
 หลักเกณฑการพิจารณายีนที่สามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดไดตองมีลักษณะที่สําคัญ 3 ขอ (CBOL 
Plant Working Group, 2009) ไดแก 1) ความเปนสากล คือไพรเมอรที่ใชตองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
เดียวกันในพืชอ่ืนไดดวยเทคนิคพีซีอาร 2) คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่งเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดไปตรวจ
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบนฐานขอมูลสากล NCBI ตองมีความเหมือนกัน (กรณีที่ไมเหมือนกัน 
อาจเกิดจาก data missing ได ดังน้ันตองมั่นใจในขอมูล ตรวจสอบใหชัดเจน มีแหลงอางอิง และมีขอมูลมากกวา 
1 เพ่ือความเช่ือมั่น) และ 3) ประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกัน จากงานวิจัยน้ี ดีเอ็นเอบารโคด 
psbA-trnH จึงยังไมเหมาะสําหรับการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพืชสกุลหนอนตายหยากได สวนดีเอ็นเอ
บารโคด matKสามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการตรวจสอบพืชสกุลหนอนตายหยาก S. curtisii Hook. f., S. 
rupestris Inthachub และ S. pierrei Gagnep. ได สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcL น้ัน อาจใชเปนดีเอ็นเอบารโคด
พืชสกุลหนอนตายหยากชนิด S. tuberosa Lour. และ S. phyllantha Gagnep. ได แตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม
เพ่ือความเช่ือมั่นและแมนยําในการตรวจสอบระบุชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากได 
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1. สามารถเก็บรวบรวมตัวอยางพันธุพืชสกุลหนอนตายหยากมาปลูกอนุรักษในโรงเรือนของธนาคารเช้ือ
พันธุพืช ไดจากแหลงที่มา 11 แหง จํานวน 92 ตัวอยาง และสามารถจําแนกชนิดได 6 ชนิด (species) ไดแก 
Stemona curtisii Craib.,S. collinsiae Craib.,S. tuberosa Lour.,S. rupestris Inthachub., S. pierrei 
Gagnep. และ S. phyllantha Gagnep. 

2. สามารถจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชในการวิจัยน้ีได จํานวน 2 ตําแหนง คือ 
Maturase K encoding gene (matK) และ RuBisCO large subunit encoding gene (rbcL)  

3. จากผลการศึกษาควรใชดีเอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงตําแหนงในการระบุชนิดของพืชสกุลหนอนตายห
ยากที่พบในประเทศไทย 
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บทคัดยอ 

สะตอ เปนพืชพ้ืนเมืองทางภาคใตของประเทศไทย เปนพืชผักที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจที่นิยมบริโภค
ทั่วไป นํามาปรุงอาหารไดหลายชนิดมีคุณคาทางอาหารสูงและมีคุณคาทางเภสัชวิทยางานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ
ศึกษาจัดทําดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ ที่เก็บรวมรวมจากแหลงปลูกตางๆของ
ภาคใตมาปลกูในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรบารโคดของพืช ไดแก 
rbcL,matK,ITS และTrnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร ในตัวอยางสะตอ 2 ชนิดคือ 
สะตอขาว และ สะตอดาน ไดช้ินสวนยีนที่เพ่ิมปริมาณได มีขนาดประมาณ 600 1800 700 และ 450 คูเบส 
ตามลําดับโดยพบวายีนใน matK และITSสามารถนํามาใชจัดทําดีเอ็นบารโคดในการจัดจําแนกสะตอได จึงได
คัดเลือกช้ืนสวนของยีนmatK และITSมาศึกษาในสะตอขาวในแปลงคัดเลือกพันธุ และสะตอดานเพ่ือศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ 2 ชนิดจํานวน16 ตนพบวา เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดไปวิเคราะห
ความสัมพันธดวยโปรแกรม MEGAxโดยสรางแผนผังพันธุกรรมสามารถแบงกลุมสะตอไดเปน 4 กลุมเครื่องหมายดี
เอ็นบารโคดจากบริเวณยีน matK และITSใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในระดับที่นอยมาก ซึ่ง
ระดับความแตกตางน้ี ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสะตอขาวและสะตอดานไดจึงควรนําเทคนิคอ่ืนๆเชน
เทคนิค GBS มาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอตอไป  

ABSTRACT 

Sator (Parkia speciosa Hassk) is a plant native to the south of Thailand. It is an 
economically important vegetable that is commonly consumed, can be used to cook many 
types of food. It has high nutritional value and pharmacological value. This research aims 
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toStudy of DNA barcodes and genetic correlations of sator collected from various planting sites 
in the south to be planted in the breeding plot of the Trang Horticultural Research Center. The 
results showed that the plant barcode primers, rbcL matK ITS and TrnH-psbA canamplified DNA 
fragment in the two types of sator samples, sator-khao and sator-dan by PCR technique with 
the size of about 600, 1800, 700 and 450 base pairs, respectively. The matK andITS genes could 
be used to generate a DNA barcode to classify sators. Therefore, we selected matK gene andITS 
geneto study the genetic correlation of 16 plants, sator-khao in the breeding plot and sator-dan 
plots. The nucleotide sequence was analyzed, the relationship was created by creating 
phylogenetic tree with the MEGAx program. The sators was classified into 4 groups.DNAbarcode 
markers from matK andITS gene regionsprovides a very small degree of genetic different, which 
cannot differentiate between sator-khao and sator-dan. Therefore, other techniques such as 
GBS techniques should be used in the identification of sator species.  

บทนํา 
สะตอเปนไมยืนตนผลัดใบที่มีช่ือพฤกษศาสตรวาParkia speciosa Hassk. อยูในวงศ Leguminosae หรือ 
Fabaceae เปนพืชพ้ืนเมืองทางภาคใตของประเทศไทย มาเลเซีย และอินโดนีเซีย (ปารณัฐ, 2541) สําหรับพ้ืนที่
ปลูกสะตอไดดีในประเทศไทยสวนใหญกระจายอยูในภาคใตสะตอใหผลผลิตเปนฝกและเมล็ดสําหรับรับประทาน
เปนฝกสดและแปรรูปเปนอาหารและผลิตภัณฑอาหารไดหลายอยางสะตอเปนพืชผักชนิดหน่ึงที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ ที่นิยมบริโภคทั่วไปในประเทศไทยและประเทศเพ่ือนบาน สามารถปรุงอาหารไดหลายชนิดมีคุณคาทาง
อาหารสูงและยังมีคุณคาทางเภสัชวิทยา คือ ชวยลดความดันโลหิต ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียและ
เช้ือรา ชวยลดนํ้าตาลในเลือด และชวยกระตุนการบีบตัวของลําไส (สุรียและอนันต, 2540) 

คุณคาทางโภชนาการของสะตอ เมล็ดสะตอ 100 กรัมประกอบดวย พลังงาน 130.00 กิโลแครอรี่นํ้า 
70.70 กรัมคารโบไฮเดรต 15.50 กรัมโปรตีน 8.00 กรัมไขมัน 4.00 กรัมเสนใย 0.50 กรัมเถา 1.30 กรัม 
แคลเซียม 76.00 มิลลิกรัมฟอสฟอรัส 83.00 มิลลิกรัมเหล็ก 0.70 มิลลิกรัมวิตามินเอ 9.00 I.U. วิตามินบี1 0.10 
มิลลิกรัม วิตามินบี2 0.01 มิลลิกรัม วิตามินซี 6.00 มิลลิกรัม Niacin 1.00 mg (กองโภชนาการ กรมอนามัย
,2535)สารสําคัญที่พบในเมล็ดสะตอประกอบดวย 1) กรดอะมิโน และสารประกอบไกลโคโปรตีน ไดแก 
dichrostachnic acid, djenkolic acid, thaizolidine-4-carboxylic acid, glycine, aspartic acid, 
isoleucine, serine, methionine, cysteine 2) สารประกอบซัลเฟอร ไดแก 1-2-4-5-7-8 hexathionane, 1-2-

3-5-6 pentatgiepane,  1-2-4 tetrathiepane,  trithiolane 3) สารประกอบ steroidal ไดแกβ-sitosterol, 
stigmasterol เปลือกฝกสะตอพบสารในกลุม steroidal ไดแก stigmast-4-en-3-one 

ตามตําราไทยใชเมล็ดขับลมในลําไส แกปสสาวะปวดขัดหรือกะปริบกะปรอย หรือขุนขน หรือมีเลือดไหล 
หรือเกี่ยวกับไตพิการ ที่ปสสาวะมีสีขุนขน เหลืองหรือแดง และมีอาการแนนทอง กินอาหารไมไดแพทยแผนโบราณ
เช่ือวาสะตอชวยลดนํ้าตาลในเสนเลือดได ผูที่กินสะตอเปนประจําจึงเปนการปองกันโรคเบาหวานไดดวย สรรพคุณ
สะตอ และฤทธ์ิทางเภสัชกรรม ไดแก 1) ฤทธ์ิตอการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาว สารที่ออกฤทธ์ิ คือ สารเลคติน 
ชวยกระตุนภูมิตานทานใหแกรางกาย 2) ฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเช้ือรา และแบคทีเรีย สารที่ออกฤทธ์ิ ไดแก สาร
ในกลุม polysulfides  3) ฤทธ์ิกระตุนการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดง (heamaglutination) สารที่ออกฤทธ์ิ คือ 

สารเลคติน4) ฤทธ์ิลดนํ้าตาลในเลือด โดยเฉพาะสาร β-sitosterol และstigmasterol ที่ออกฤทธ์ิลดในตาลใน
เลือดไดดี 5) ฤทธ์ิกระตุนใหลําไสบีบตัวของลําไส ชวยใหอุจจาระออนตัว และชวยกระตุนการขับถายดวย
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คุณประโยชนอันมากมายทําใหมีผูสนใจทํางานวิจัยเก่ียวกับสะตอทั้งในหนวยงานราชการและมหาวิทยาลัย กรม
วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณไดเล็งเห็นความสําคัญและทําการวิจัยและพัฒนาตอเน่ืองตลอดมา 

 ดานการปรับปรุงพันธุศูนยวิจัยพืชสวนตรัง กรมวิชาการเกษตร ไดทําวิจัยดานพันธุสะตอ สําหรับสงเสริม
เกษตรกรเปนการสรางรายไดจากทรัพยากรพืชพ้ืนเมือง คัดเลือกสะตอที่ใหผลผลิตนอกฤดูมีลักษณะเดนไดทยอย
ออกจดทะเบียน เปนพันธุแนะนําของกรมวิชาการเกษตร เชน สะตอพันธุตรัง 1  สะตอพันธุ ตง. 4 เปนตนพันธุ
สะตอ แบงได 3 พันธุ คือ 1) สะตอขาว มีลักษณะเดน คือ ฝกบิดเปนเกลียว อาจเปนฝกสั้นหรือยาว เมล็ดมีกลิ่นไม
ฉุนมาก ใหรสหวานมันหลังจากปลูก 3-5 ป จึงเริ่มติดฝก  2) สะตอดาน มีลักษณะเดน คือ ฝกจะคอนขางแบน 
และตรง ไมบิดเปนเกลียวเหมือนสะตอขาว ฝกยาว เน้ือเมล็ดมีกลิ่นคอนขางฉุน และฉุนมากกวาสะตอขาว รวมถึง
เน้ือเมล็ดมีรสเผ็ด หลังปลูกแลว 5-7 ป จึงเริ่มติดฝก 3) สะตอแตหรือสะตอปาเปนสะตอที่พบไดในปาลึก ไมนิยม
ปลูก แตเช่ือวาเปนพันธุสะตอด้ังเดิมของสะตอขาว และสะตอดาน ฝกมีลักษณะ เล็ก และสั้น เน้ือใหรสไมอรอย 
 การจําแนกลักษณะประจําพันธุของสะตอที่ไดจากการรวบรวมและจากงานวิจัยน้ัน สวนใหญจัดจําแนก
โดยประเมินจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และลักษณะทางการเกษตรตางๆ การศึกษาความหลากทางพันธุกรรม
ในระดับดีเอ็นเอของสะตอ และนํามาใชเปนขอมูล ประกอบกันจะเพ่ิมความแมนยํา ในการจัดจําแนกซึ่งดีเอ็นเอ
บารโคด เปนวิธีการทางชีวโมเลกุล ที่ไดพัฒนาขึ้นเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือกลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลา
อันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในบริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณ
เดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิดอ่ืนๆ ที่ตองการเปรียบเทียบกัน 
วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการเจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวน
ขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชนอยางมากตอนักอนุกรมวิธาน 
และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไปประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได 
ในการศึกษาครั้งน้ีไดศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสะตอเพ่ือนํามาจัดทําขอมูล DNA barcode ซึ่งมีประโยชน
ในการจัดจําแนกพันธุ เปนขอมูลประกอบการรับรองพันธุรวมทั้งประโยชนดานการปรับปรุงพันธุ การศึกษาความ
หลากหลายและการอนุรักษพันธุกรรมสะตอในประเทศไทยตอไป 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 

การหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ และการเก็บตัวอยางอางอิง  
  ขั้นตอนที่ 1  การเก็บตัวอยางสะตอและการเก็บตัวอยางอางอิง   

เก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดโดยจะเก็บตัวอยางใบสะตอที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุ
สะตอจากแหลงปลูกตางๆของภาคใตภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ (BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร บันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บตัวอยางและเลขอางอิง
ตัวอยางพืช (Voucher number)ตามมาตรฐานสากลตอไป 
 ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของสะตอ 

2.1เก็บตัวอยางใบออนของสะตอที่ปลูกรวบรวมในแปลงรวบรวมพันธุสะตอจากแหลงปลูกตางๆของ
ภาคใต ภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรังเพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  

  2.2. สกัดดีเอ็นเอจากใบสะตอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืช หรือโดยวิธี CTAB ดังน้ี 
เตรียม Extraction buffer  [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) 

CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol กอนใชบมที่ 60 องศา
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เซลเซียส นําใบสะตอ 5 กรมั บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม 
Extraction buffer 5 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) 
แลวนําตัวอยางออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 
มิลลลิิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาท ีนําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที ดูดนํ้าใส 750 ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มลิลลิิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 
ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 
1.5 มลิลิลิตรหลอดใหม เติม 3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -
20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี
เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลาย
ดวย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มลิลิกรมั/มิลลลิิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 
30 นาที นําไปวัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ใหอยูในชวง 1.8-
2.0  แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลติร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศา
เซลเซียส ตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis แลวยอมดวย Ethidium bromide ปรับความ
เขมขนของดีเอ็นเอใหได 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเพ่ือใชสําหรับปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการทดสอบหาไพร
เมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 

ขั้นตอนที่ 3. การทดสอบหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 
3.1 สังเคราะหไพรเมอรจากบริเวณยีนไดแก rbcL,matK,ITS และ TrnH-psbAดังตารางแสดงไพรเมอร  
ตารางที่3.5.1ตารางลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน rbcL,matK,ITS และ TrnH-psbA 
 ช่ือไพรเมอร ลําดับนิวคลิโอไทด ขนาด (เบส) 

1 matK-PsKt1F ATGGAGGAATTTCAAGTATATTTAGAA 27 
2 matK-PsKt1R CGCTCAAAAAGGACTCCAGA 20 
3 matK-PsKt2F TCTGGAGTCCTTTTTGAGCG 20 
4 matK-PsKt2R CAAACACCAAATCCGACCTC 20 
5 matK-PsKt3F GGAAGAAGATATTTTTTCTTTGATCTT 27 
6 matK-PsKt3R CCAAGCCGTACTTGCATTTT 20 
7 rbcL-PsKtF AGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGAC 27 
8 rbcL-PsKtR TATGACGTAAAATCAAGTCCACCA 24 
9 psbA-trnHPsKtF CTATAAATGGATAAAATTTTGGTCTTA 27 
10 psbA-trnHPsKtR TCCGCCCCTATACTATCTAAAAA 23 
11 trnl-trnHPsKt1F GACTTAATTGGATTGAGCCTTGGT 24 
12 trnl-trnHPsKt1R CGGGCCTTTTGGGGATAG 18 
13 trnl-trnHPsKt2F TTTAGAAATCGTGAGGGTTCAA 22 
14 trnl-trnHPsKt2R TTTCAGTCCTCTGCTCTACCA 21 
15 trnQ-

pbs16PsKt1F 
TATATATCATAATAAAGATTGCCCTTT 27 

16 trnQ- TTCCTTCAATATGAATGCAAATTTCT 26 
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pbs16PsKt1R 
17 ITS-P5F ccttatcayttagaggaaggag 22 
18 ITS-E4R rgtttcttttcctccgctta 20 

 
3.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
ทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสะตอ โดยใชไพรเมอร จํานวน 18 คู ดวยวิธีพีซีอาร โดยเตรียม

สวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 4 ไมโครลิตร 10x PCR 
buffer((NH4)2SO4) 8 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2  8 ไมโครลิตร 2mM dNTP 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร (10 uM) 
ตามตารางที่ 2.5.1 อยางละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 
100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังน้ี 95 องศา
เซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศา
เซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ 

3.3 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
ทําการตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 

4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 
60 นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

3.4 การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
 นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 3.2 มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit 

ย่ีหอ Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
สงผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสะตอไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง

วิเคราะหลําดับเบสอัตโนมัติ  
3.6 ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยตาเปลา โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
3.7 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยูภายใตฐานขอมูล

สากลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 
3.8 คัดเลือกไพรเมอรที่มีความจําเพาะซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอตนแบบของสะตอได เพ่ือ

นําไพรเมอรที่ไดไปใชจัดทํา DNA barcode ของกับสะตอพันธุอ่ืน ๆ ตอไป 
 
การจัดทํา DNA barcode ของสะตอ  

1. เก็บตัวอยางใบออนของสะตอ ที่ปลูกรวบรวมภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 16 พันธุ (สายตน) 
นํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืช หรือโดยวิธี CTAB ดังน้ี เตรียม Extraction buffer  
[20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) CTAB 

(cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol กอนใชบมที่ 60 องศาเซลเซียส นํา
ใบสะตอ 5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction 
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buffer 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) แลวนํา
ตัวอยางออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสม
กลับหลอดไปมา 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใส 
750 ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับ
หลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอด
ใหม เติม 3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE 100 
ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที นําไป
วัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ใหอยูในชวง 1.8-2.0  แลวเจือ
จางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis แลวยอมดวย Ethidium bromide ปรับความเขมขนของ
ดีเอ็นเอใหได 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเพ่ือใชสําหรับปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการจัดทํา DNA barcode ของ
สะตอ 

2. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร กับดีเอ็นเอของสะตอ โดยใชไพรเมอร ที่คัดเลือกได คัดเลือกไพร
เมอรที่มีความจําเพาะซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอตนแบบของสะตอได เพ่ือนําไพรเมอรที่ไดไปใชจัดทํา 
DNA barcode ของกับสะตอพันธุอ่ืน ๆ จากขอ 3.8 โดยเตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (50 
นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 4 ไมโครลิตร 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 8 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2  8 ไมโครลิตร 
2mM dNTP 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร (10 uM) ตามตารางที่ 2.5.1 อยางละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 
ย่ีหอ (0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่อง 
themal cycle, Gene Amp 9700 ดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 
นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซยีส 1 นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 7 
นาที 1 รอบ 

3. ตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 
ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer ใชแรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 60 
นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

4. ทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) โดยนําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 2 มาทําใหบริสุทธ์ิ
ดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม 
PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน 
PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash 
Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหง
อีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

5. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยสงผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสะตอไปวิเคราะหหา
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องวิเคราะหหาลําดับเบสอัตโนมัติ 

6. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยตาเปลา โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 

273 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

7. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยูภายใตฐานขอมูลสากล
ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 

8. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดีเอ็นเอโดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร ของพันธุสะตอ
ทุกพันธุที่ศึกษา 

9. วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลดีเอ็นเอที่มีการระบุช่ือที่ถูกตอง
แลวใน NCBI ดวยโปรแกรม Blast N 

10. ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดหาตําแหนงที่มีความแปรปรวน บันทึกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
สะตอแตละสายพันธุไวในฐานขอมูล 
11. บันทึกขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทด สรุปผลขอมลูดานความหลากหลายทางพันธุกรรม และนํา

ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดไปจัดทําเปนฐานขอมูลตอไป 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
การเก็บตัวอยางสะตอและการเก็บตัวอยางอางอิง   

จากการเก็บตัวอยางสะตอ ที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุสะตอจากแหลงปลกูตางๆของภาคใต ในแปลง
รวบรวมพันธุสะตอ ศุนยวิจัยพืชสวนตรัง  ต. ไมฝาด อ.สิเกา จ. ตรัง มาจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่
พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร โดยบันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บ
ตัวอยางและเลขอางอิงตัวอยางพืช (Voucher number)ตามมาตรฐานสากลไดตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของ
สะตอ จํานวน 16 ตัวอยาง ทีล่งทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (ตารางที3่.5.2) 
ตารางที ่3.5.2ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของสะตอ จํานวน 16 ตัวอยาง ลงทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร 

ลําดับที ่ รหัสตัวอยาง

(Refference) 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อพืช หมายเลขลงทะเบียน 

1 2TD1 Parkia speciosa Hassk. สะตอดาน 083046 

2 2TD2 Parkia speciosa Hassk. สะตอดาน 083037 

3 2TK1 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083054 

4 2TK2 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083043 

5 2TK3 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083056 

6 2TK4 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083052 

7 2TK5 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083048 

8 2TK6 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083050 

9 2TK7 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083045 

10 2TK8 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083053 

11 2TK9 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083051 

12 2TK10 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083044 

13 2TK11 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083047 

14 2TK13 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083049 

15 2TK14 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083055 
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16 2TK15 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083038 

 
    

 
 
 
 
 
 

   

 
 
 
 

   

 
 
 
 
 
 

   

 
ภาพที่2.5.1 ตัวอยางสะตอและการจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิง 
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ภาพที่ 2.5.2ตัวอยางพรรณไมอางอิง สะตอ ที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุ ณ ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง  ต. ไมฝาด อ.สิเกา 
จ. ตรัง นํามาลงทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร 
 
การหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 
     จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบสะตอขาวและสะตอดาน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืชนําไปวัดคา 
(O.D) โดยใชเครื่อง Biodrops ที่ความยาวคลื่น A260/A280และตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel 
electrophoresis พบวาดีเอ็นเอที่ไดมีคุณภาพและความเขมขนอยูในชวงที่เหมาะสมสามารถนําไปใชในข้ํานตอน
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได (ภาพที่ 3.5.3) เมื่อเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทํา
ปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชสําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการทดสอบหาไพร
เมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอทําใหไดดีเอ็นเอความเขมขนที่เหมาะสม จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็น
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เอสะตอดวยเทคนิคพีซีอาร  โดยใชไพรเมอรสําหรับการจัดทํา DNA barcodeของสะตอสังเคราะหไพรเมอรจาก
บริเวณยีนrbcL,matK,ITS และ TrnH-psbA,ดังตารางแสดงไพรเมอร (ตารางที่ 3.5.1)ทําใหไดช้ินสวนยีน MatK-Pskt1  
MatK-Pskt2  MatK-Pskt3 และ rbcl-Pskt มีขนาด 800 800 400  และ 600 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่3.5.4, 
3.5.5)เมื่อนําช้ินสวนดีเอ็นเอทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PCR purification ไดแถบดีเอ็นเอเปาหมายเพียง 1 แถบ ซึ่งมี
ความบริสุทธ์ิเหมาะสมในการนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพที่3.5.6) เมื่อวิเคราะหลําดับวคลีโอไทดที่ได
จากยีน rbcl ITS และ MatKทําใหได ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ท่ีผา่นการ

ตรวจสอบและคัดเลือก มีขนาดความยาว 584  653 และ1526 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่ 3.5.7) จากการทดสอบ

และคัดเลือกไพรเมอร ไดไพรเมอรที่เหมาะสําหรับใชในขั้นตอนการจัดทํา DNA barcode ของสะตอคือไพรเมอร

จากบริเวณยีน matK  และ ITS (ตารางที ่3.5.1) 
 

1 .2 .3  
ภาพที่ 3.5.3 แสดงดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบสะตอ   

3.5.3.1 ชอง 2-4  = DNA สะตอชอง 1,5 = 1 kb ,  DNA markers  
3.5.3.2 ชอง 2-5  = DNA สะตอชอง 1,6 = 1 kb ,  DNA markers   
3.5.3.3 ชอง 2-10 = DNA สะตอชอง 1,11 = 1 kb ,  DNA markers   

  

 
 
ภาพที่ 3.5.4 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอ 

แถบที่1,11 = 100 base plus ,  DNA markers แถบที ่2-10 = 2 ช้ินสวนของยีนMatK-Pskt1  3 
MatK-Pskt2 4 MatK-Pskt3 5 rbcl-Pskt  6 PSbA-trnHPsKt  7 PSbA-trnHPsKt18 PSbA-trnHPsKt 
2   9 trnQ-Pbs 1bPSKt1 และ 10 ช้ินสวนของยีน ITS-Ps5-f, ITS-E4 –R ตามลําดับ 
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ภาพที่ 3.5.5 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอพันธุตางๆแถบที่1,13 = 100 base 

plus ,  DNA markers แถบที่ 2-6 = ช้ินสวนของยีนMatK-Pskt1 แถบที่ 7-11 MatK-Pskt2และ แถบที่
12 =ช้ินสวนของยีน ITS-Ps5-f, ITS-E4 –R ตามลําดับ 

 

 
 
ภาพที่ 3.5.6 ผลผลิตพีซีอารจากการเพ่ิมปริมาณยีน ITS ที่ทําใหบริสทุธ์ิ แถบที1่,7 = 100 base plus ,  DNA 

markers แถบที่ 2-6 = ช้ินสวนของยีน ITS ในสะตอพันธตางๆ 
ตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ที่ผานการตรวจสอบและคัดเลือก  
> rbcl 

ACGTTGTAAGCTGGTGTTAAAGATTATAAATTGACTTATTATACTCCTGACTATGAAACTAAAGATG
GTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCAACCAGGAGTTCCGCCTGAAGAAGCGGGTGCCG
CGGTAGCTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGATGGGCTTACCAGTCTTGA
TCGTTACAAAGGACGATGCTACCACATCGAGCCCGTTCCTGGAGAAGAAAGTCAATTTATTGCTTAT
GTAGCTTATCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTCCATTGTGGGTA
ATGTATTTGGGTTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAGGATTTGCGAATCCCTCCTTCTTATTC
TAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCACGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAATTGAACAAATACGGCCGT
CCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCAAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATTACGGTAGAGCGGTTT
ATGAATGTCTCCGTGGTGGACTTGATTTTACGTCATACCTGTGTGAAAT 

> ITS 
TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAACTCAGCGGGTAGCCCCGCCTGACCTGGGGTCGCTTGCGGG
AGTCGGTGGCTCCGCCTCCGTGGGACGACCCGCGCACGTCCGGTCTCGAGCGCTCGTCGGTCACTC
ATCCACCGTGGATCGTGGCTGTCGTCACGTCGGGCCGTCTTTTCGGCCGGCCGGGGGCGGGGGCCC
CCGGGAGGCCATCATCCGCCGCGCCCGGGGATCGGGCGGCGGCGACGTTGCGTGACACCCAGGCA
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GACGTGCCCTCGGCCTAATGGCTTCGGGCGCAACTTGCGTTCAAAGACTCGATGGTTCACGGGATT
CTGCAATTCACACCAAGTATCGCATTTCGCTACGTTCTTCATCGATGCGAGAGCCGAGATATCCGTT
GCCGAGAGTCGTTTTGGATGCCGATGGCATTAGGCGCGGCGCTGGGTCGTCGGCGCCGTGACCGGG
CCGCCAGCGCCGTGCTTGCTTTGTTGCGCTTCCTTGGCGCCTGCGGCGCCGGGATTTGGTTCGTTT
GGGCGGGGGGGCGGC 
TCCGCGCCCTCATATCCCCCCCACGCCCGGGGCCTGTGCCAACCGGTTCGCGGGTCGCTCTTTCGG
TGGGTCATCGACAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAAC 

>MatK 
AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGT
GGAAATTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATT
TACGATCAATTCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGAT
GTACAAATACCCTACCCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATG
CCTCCTCCTTTCATTTATTAAGGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCA
AAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAAAAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGT
ATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCCGTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTG
GAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAATAGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGA
TTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCATTATGTTAGATATCAAGGAAAATCC
ATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACTATCTTATCCATTTATGGC
AATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATCCGAGCATTCATTT
TACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATGTTGGAAA
AGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTAGA
TCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATT
CATCCGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGA
TCCTCAAAAAAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGC
GCGTAAACACAAAAGTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTC
TTTACAGAGGAAGAAGATATTTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATA
TAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGATATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACA
GGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCCTTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTC
TATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATGTAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTA
CTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 

ภาพที่ 3.5.7 แสดงตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ที่ผานการตรวจสอบ
และคัดเลือก มีขนาดความยาว 584  653 และ1526 คูเบส ตามลําดับ 

 
การจัดทํา DNA barcode ของสะตอ  
 การจัดทําาดีเอ็นเอบารโคดของสะตอ จํานวน 16 ตัวอยางโดย  ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่ศึกษาไวในขัน้ตอน
การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางสะตอ ไดแก ITS และ 
matK นํามาใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสะตอ (ภาพที่ 3.5.8,3.5.9) พบวาเมือ่นําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ MatKและ 
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ITS ของสะตอ พันธุตางๆ จํานวน 32 ตัวอยางมาจัดเรียงเปรียบเทียบ พบวา MatK ของสะตอทั้ง16 พันธุ มีความ
ยาว 1526 bp. (ภาพที่ 3.5.10) พบมีการเปลียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทด G/C ของตัวอยางบริเวณตําแหนงที่ 
64 A/Gของตัวอยางบรเิวณตําแหนงที่ 192 และ 243  T/C บริเวณตําแหนงที่ 587 และ A/C บริเวณตําแหนงที่ 
899  (ตารางที่ 3.5.4) สวน ITS ของสะตอทั้ง16 พันธุ มีความยาว 714bp. (ภาพที ่3.5.12)พบมกีารเปลียนแปลง
ของลําดับนิวคลีโอไทด C/Y ของตัวอยางบริเวณตําแหนงที่ 36 98 105 110 124 291และ 374 G/R ของตัวอยาง
บริเวณตําแหนงที่ 6583 91 97 104 121 127 และ 348A/M บริเวณตําแหนงที่ 84 93 และ 288   C/M บริเวณ
ตําแหนงที่ 89 103 และ 373 A/R บริเวณตําแหนงที่ 92  และ 449  T/K บริเวณตําแหนงที ่132  A/G บริเวณ
ตําแหนงที่ 214 T/Y บริเวณตําแหนงที่ 417 443 และ 636 (ตารางที ่3.5.5) 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ MatKและ ITS ของสะตอทั้ง16 พันธุไปวิเคราะหความสัมพันธดวย
โปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม (phylogenetic tree) สามารถแบงกลุมสะตอไดเปน 4 กลุมคือ 
กลุมที1่ ประกอบดวย 2TD1 2TD2  2TK3  2TK14  2TK10 และ 2TK11กลุมที่2 ประกอบดวย  2TK7  2TK1  
2TK13  2TK15  2TK2 และ 2TK4 กลุมที3่ ประกอบดวย 2TK9  กลุมที่ 4ประกอบดวย 2TK5 2TK6 และ 2TK8  
(ภาพที่ 3.5.11 และ 3.5.13) ซึ่งในทั้ง MatKและ ITS สามารถจัดแบงกลุมไดสะตอ ไดเหมือนกัน อยางไรก็ตาม 
เครื่องหมายดีเอ็นบารโคดจากบริเวณยีน matK และITSใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในระดับที่
นอยมาก อยางไรก็ตามระดับความแตกตางน้ี ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสะตอขาวและสะตอดานได จึง
ควรนําเทคนิคอ่ืนๆ เชนเทคนิค GBSมาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอ ตอไป 
 

 
ภาพที่ 3.5.8 แสดงดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบสะตอ   

หมายเลข 1-12 = DNA สะตอ 
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ภาพที่ 3.5.9 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน MatK ขนาดประมาณ1780 คูเบส ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอ

 แถบที่1 = 100 base plus ,  DNA markers  หมายเลข1-14 = ช้ินสวนของยีนMatK- 
 

ตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน MatK ในสะตอ16 พันธุ 
>2TD1_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAGATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATCTTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TD2_MatK 
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AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAGATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATCTTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK1_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
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GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK10_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK11_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
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ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK13_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK14_MatK 

CCTCAGTTCCTTCCCTAGAACAGGACTCTAAAAAAGTTAAGTACTTAGTTTATCAATTCCTACTCTTA
CTACATGAGCATTTCATAATCCATTTCATATTTCATAATAGAAACGAATGAATTCTTTTTTTTTTTCCTCATTT
AAGGATAGTTTCCATTATCAAAGTATGATAACCTGTTATTCATGATTGACCAGATCATTGATGAAAATCAAAA
ATATCCAAACACCAAATCCGACCTCTATATAACTTCTGCAAAGTAGAAGAAGCTCTTGAGAAGATCAAAGAAA
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AAATATCTTCTTCCTCTGTAAAGAATTCTTCCAATAATTCAGAACCTAATCTTTTCAAAAAAACCCGTACAGT
ACTTTTGTGTTTACGCGCCAAAGTTTTAATACAAGAAAGCCGAAGTATATATTTGATTCGATACAAACTCTTT
TTTTTTGAGGATCCGTTGTAATAATGAGAAAGATCTCTGCATATCTGCAAAAATCGGTCAATAATATCAAAAT
CGGATGAATCGGCCCAGACCGATTTACTAATGGGATGTCCTAATACATTACAAAATTTTGCTTTAGCCAATGA
TCTAATTAGAGGAATAATTGGAATTATTGTATCAAGCTTTTTCATAATATTTTCCATTATAAATGACTTTTCCA
ACATTTGACTCCGTACCACTGAAGGATTTAGCCGCACATTTGAAAAATAGCCCAAAAAGTAAAATGAATGCT
CGGATAATTGGTTTATATGGATCTTTCCTGGTTGAGACCAAACAAAAAAATGACATTGCCATAAATGGATAAG
ATAGTATTGCCATTTTTTCATCAAAAAGGGCGTATTCTTTGAAGCCAGAATGGATTTTCCTTGATATCTAACA
TAATGAATGAAAGGGTCCTTGAAGAACCATAGGGTGGACGGAAAATCCTTATCAAAGACTTCTACAAGATGT
TCTATTTTTGCATAGAAATAGATTCGCTCAAAAAGGACTCCAGAAGATGTTAATCGTAAATAAGAAGATTTGT
TACGGAGAAAAAGAAAGATGGATTCGTATTCACATACATAAAAATTATATAGGAACAGGAAAAATCTTGGATT
ACTTTTTGAAAAAGTAGAAATCCTTTTTTTTGGAGTAATAAGACTATTCCAATTACAATACTCATAAAGAAAG
AGCCTTAATAAATGAAAGGAGGAGGCATCTTTCACCCAGTATCGAAGGGTTTGAATCAAGATTTCCAGATGG
ATAGGGTAGGGTATTTGTACATCTGACACATAATTTAAATATGGAAATCTTTCCTCAAAAAAAGGAAATATTG
AGTGAATTGATCGTAAATTATAGGATTTTATGATTTCTGCCTTCTCTAAGGAAGAGATTAATTGTAGGGAAAA
TGGAATTTCCACACTGACGGCAAGCCCCTCTGATATTATTTGAGAATACAAATTCTTGTTGTACCCCCAAAAT
GGATTTTTGTTAGAATTATTAGCAGAAATAATCAAATGATTCTGTTGATACATTCGAGTAATTAAACGTTTT 
>2TK15_MatK 

CCTCAGTTCCTTCCCTAGAACAGGACTCTAAAAAAGTTAAGTACTTAGTTTATCAATTCCTACTCTTA
CTACATGAGCATTTCATAATCCATTTCATATTTCATAATAGAAACGAATGAATTCTTTTTTTTTTTCCTCATTT
AAGGATAGTTTCCATTATCAAAGTATGATAACCTGTTATTCATGATTGACCAGATCATTGATGAAAATCAAAA
ATATCCAAACACCAAATCCGACCTCTATATAACTTCTGCAAAGTAGAAGAAGCTCTTGAGAAGATCAAAGAAA
AAATATCTTCTTCCTCTGTAAAGAATTCTTCCAATAATTCAGAACCTAATCTTTTCAAAAAAACCCGTACAGT
ACTTTTGTGTTTACGCGCCAAAGTTTTAATACAAGAAAGCCGAAGTATATATTTGATTCGATACAAACTCTTT
TTTTTTGAGGATCCGTTGTAATAATGAGAAAGATCTCTGCATATCTGCAAAAATCGGTCAATAATATCAAAAT
CGGATGAATCGGCCCAGACCGATTTACTAATGGGATGTCCTAATACATTACAAAATTTTGCTTTAGCCAATGA
TCTAATTAGAGGAATAATTGGAATTATTGTATCAAGCTTTTTCATAATATTTTCCATTATAAATGACTTTTCCA
ACATTTGACTCCGTACCACTGAAGGATTTAGCCGCACATTTGAAAAATAGCCCAAAAAGTAAAATGAATGCT
CGGATAATTGGTTTATATGGATCTTTCCTGGTTGAGACCAAACAAAAAAATGACATTGCCATAAATGGATAAG
ATAGTATTGCCATTTTTTCATCAAAAAGGGCGTATTCTTTGAAGCCAGAATGGATTTTCCTTGATATCTAACA
TAATGAATGAAAGGGTCCTTGAAGAACCATAGGGTGGACGGAAAATCCTTATCAAAGACTTCTACAAAATGT
TCTATTTTTGCATAGAAATAGATTCGCTCAAAAAGGACTCCAGAAGATGTTAATCGTAAATAAGAAGATTTGT
TACGGAGAAAAAGAAAGATGGATTCGTATTCACATACATAAAAATTATATAGGAACAGGAAAAATCTTGGATT
ACTTTTTGAAAAAGTAGAAATCCTTTTTTTTGGAGTAATAAGACTATTCCAATTACAATACTCATAAAGAAAG
AGCCTTAATAAATGAAAGGAGGAGGCATCTTTCACCCAGTATCGAAGGGTTTGAATCAAGATTTCCAGATGG
ATAGGGTAGGGTATTTGTACATCTGACACATAATTTAAATATGGAAATTTTTCCTCAAAAAAAGGAAATATTG
AGTGAATTGATCGTAAATTATAGGATTTTATGATTTCTGCCTTCTCTAAGGAAGAGATTAATTGTAGGGAAAA
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TGGAATTTCCACACTGACGGCAAGCCCCTCTGATATTATTTGAGAATACAAATTCTTGTTGTACCCCCAAAAT
GGATTTTTCTTAGAATTATTAGCAGAAATAATCAAATGATTCTGTTGATACATTCGAGTAATTAAACGTTTT 
>2TK2_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK3_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
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GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK4_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK5_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC

287 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK6_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK7_MatK 
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AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK8_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAACAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAGATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATCTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA
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GTACTGTACGGGTTTTTTTGAAAAGATTAGGTTCTGAATTATTGGAAGAATTCTTTACAGAGGAAGAAGATAT
TTTTTCTTTGATCTTCTCAAGAGCTTCTTCTACTTTGCAGAAGTTATATAGAGGTCGGATTTGGTGTTTGGAT
ATTTTTGATTTTCATCAATGATCTGGTCAATCATGAATAACAGGTTATCATACTTTGATAATGGAAACTATCC
TTAAATGAGGAAAAAAAAAAAGAATTCATTCGTTTCTATTATGAAATATGAAATGGATTATGAAATGCTCATG
TAGTAAGAGTAGGAATTGATAAACTAAGTACTTAACTTTTTTAGAGTCCTGTTCTAGGGAAGGAACTGAGG 
>2TK9_MatK 

AAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAACAGAATCATTTGATTATTTCTGCTAATAATTCTAAGAAAA
ATCCATTTTGGGGGTACAACAAGAATTTGTATTCTCAAATAATATCAGAGGGGCTTGCCGTCAGTGTGGAAA
TTCCATTTTCCCTACAATTAATCTCTTCCTTAGAGAAGGCAGAAATCATAAAATCCTATAATTTACGATCAAT
TCACTCAATATTTCCTTTTTTTGAGGAAAAATTTCCATATTTAAATTATGTGTCAGATGTACAAATACCCTAC
CCTATCCATCTGGAAATCTTGATTCAAACCCTTCGATACTGGGTGAAAGATGCCTCCTCCTTTCATTTATTAA
GGCTCTTTCTTTATGAGTATTGTAATTGGAATAGTCTTATTACTCCAAAAAAAAGGATTTCTACTTTTTCAAA
AAGTAATCCAAGATTTTTCCTGTTCCTATATAATTTTTATGTATGTGAATACGAATCCATCTTTCTTTTTCTCC
GTAACAAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGCAAAAAT
AGAACATTTTGTAGAAGTCTTTGATAAGGATTTTCCGTCCACCCTATGGTTCTTCAAGGACCCTTTCATTCAT
TATGTTAGATATCAAGGAAAATCCATTCTGGCTTCAAAGAATACGCCCTTTTTGATGAAAAAATGGCAATACT
ATCTTATCCATTTATGGCAATGTCATTTTTTTGTTTGGTCTCAACCAGGAAAGATCCATATAAACCAATTATC
CGAGCATTCATTTTACTTTTTGGGCTATTTTTCAAATGTGCGGCTAAATCCTTCAGTGGTACGGAGTCAAATG
TTGGAAAAGTCATTTATAATGGAAAATATTATGAAAAAGCTTGATACAATAATTCCAATTATTCCTCTAATTA
GATCATTGGCTAAAGCAAAATTTTGTAATGTATTAGGACATCCCATTAGTAAATCGGTCTGGGCCGATTCATC
CGATTTTGATATTATTGACCGATTTTTGCAGATATGCAGAGATCTTTCTCATTATTACAACGGATCCTCAAAA
AAAAAGAGTTTGTATCGAATCAAATATATACTTCGGCTTTCTTGTATTAAAACTTTGGCGCGTAAACACAAAA 
ภาพที่ 3.5.10แสดงตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน MatK ในสะตอ16 พันธุ 

 
ตารางที่ 3.5.2แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ MatK ตําแหนงลําดับเบส ที่ 64-
899 เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 

  
   พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

64 192 243 587 899 

Consensus  G A A T A 
2TD1 C G G T C 
2TD2 C G G T C 
2TK1 G A A T A 
2TK10 C A G C A 
2TK11 C A G C A 
2TK13 C A G C A 
2TK14 C A G C A 
2TK15 G A A T A 
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2TK2 G A A T A 
2TK3 G A A T A 
2TK4 C A G C A 
2TK5 G A A T A 
2TK6 C A G C A 
2TK7 G A A T A 
2TK8 C A G C A 
2TK9 G A A T A 

 7G,9C 14A,2G 7A,9G 9T,7C 14A,2C 
 
 

 
 

 
 

ภาพที่ 3.5.11 แผนผังความสมัพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางสะตอ จํานวน16ตัวอยาง
จากยีน MatK ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx  
 
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทดของสะตอพันธุตางๆ ของช้ินสวนยีน ITS 
>2TD1_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGCGACCCGCGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACRCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
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ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGTAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TD2_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGCGACCCGCGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACGCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGTAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TK1_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGYGACCMRYGAACYGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CACAATGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCAATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCAYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGTGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK10_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATGACCCACCGAAAGAGCGACCCGCGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAAAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGTGTCACGCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK11_ ITS 
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GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGYGACCMRYGAACYGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACG
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGTGTCACGCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGCAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK13_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTTGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGTGACCAATGAACTGGTTGGCACAAGCCCCAGGCGGGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CACAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGCAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TK14_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATGACCCACCGAAAGAGCGACCCGCGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACRCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TK15_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGCCCCACCGAAAGAGYGACCMRYGAACYGGTTGGCACARGCCCCRGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
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AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACRCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TK2_ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATAACCCACCGAAAGAGTGACCAGCGAACTGGTTGGCACAAGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CACAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCATGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGTGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK3_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATGACCCACCGAAAGAGCGACCCGCGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACRCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGTAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
>2TK4_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATAACCCACCGAAAGAGTGACCAGCGAACTGGTTGGCACAAGCCCCRGGCGKGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
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ACGTCTGCCTGGGTGTCACGCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGTAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK5_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATRMCCCAMCRRMAGARYGACCMAYGAACYGGTTGGCACARGCYCCRGGCGKGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCAYTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGYGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK6_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATAACCCAACAGCAGAACGACCCGTGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCACTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK7_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATGACCCACCGAAAGAGYGACCMRYGAACYGGTTGGCACARGCCCCRGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAMAAYGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCRATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCMYGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGTGTCACRCAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGG
GGGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTG
ACCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGYAAGCG
ACCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGA
A 
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>2TK8_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGAT
CATTGTCGATAACCCAACAGCAGAACGACCCGTGAACCGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGGGATA
TGAGGGCGCGGAGCCGCCCCCCCGCCCAAACGAACCAATCCCGGCGCCGCAGGCGCCAAGGAAGCGCAACA
AAGCAAGCACGGCGCTGGCGGCCCGGTCACGGCGCCGACGACCCAGCGCCGCGCCTAATGCCATCGGCATC
CAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGT
GTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCACTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCACACAACGTCGCCGCCGCCCGATCCCCGGGCGCGGCGGATGATGGCCTCCCGGG
GGCCCCCGCCCCCGGCCGGCCGAAAAGACGGCCCGACGTGACGACAGCCACGATCCACGGTGGATGAGTGA
CCGACGAGCGCTCGAGACCGGACGTGCGCGGGTCGTCCCACGGAGGCGGAGCCACCGACTCCCGCAAGCGA
CCCCAGGTCAGGCGGGGCTACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGAAACCCTGTGTGAA 
>2TK9_ ITS 
GACGTTGTACCTTATCAYTTAGAGGAAGGAGAAGTYGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCRGAAGGAT
CATTGTCGATGMCCCACCGAAAGAGYGACCMRYGAACYGGTTGGCACAGGCCCCGGGCGTGGGGGGG 
ภาพที ่3.5.12  ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน ITS ในสะตอพันธุตางๆจํานวน 16 
พันธุ  
 
ตารางที่ 3.5.3 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 36-92 
ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จาํนวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

36 65 83 84 89 91 92 
Consensus Position G G A C G A 

2TD1 Y R G M C G A 
2TD2 Y R G M C G A 
2TK1 Y R G M C G A 
2TK10 C G G A C G A 
2TK11 Y R G M C G A 
2TK13 T R G M C G A 
2TK14 C G G A C G A 
2TK15 Y R G C C G A 
2TK2 Y G G A C G A 
2TK3 Y R R M M R R 
2TK4 C G A A A A G 
2TK5 C G G A C G A 
2TK6 C G A A A A G 
2TK7 Y R G M C G A 
2TK8 C G A A C G A 
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2TK9 C G A A C G A 
 7C,1T,8Y 8G,8R 11G,4A,1R 8A,1C,7M 13C,2A,1M 13G,2A,1R 13A,2G,1R 

 
พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

93 97 98 103 104 105 110 
Consensus  A G C C G C C 

2TD1 A G C C G C C 
2TD2 A G C C G C C 
2TK1 A G Y M R Y Y 
2TK10 A G C C G C C 
2TK11 A G Y M R Y Y 
2TK13 A G T A A T T 
2TK14 A G C C G C C 
2TK15 A G Y M R Y Y 
2TK2 A G C C G C C 
2TK3 M R Y M A Y Y 
2TK4 C A C C G T C 
2TK5 A G Y M R Y Y 
2TK6 C A C C G T C 
2TK7 A G Y M R Y Y 
2TK8 A G T A G C T 
2TK9 A G T A G C T 

 13A,2C,1M 13G,2A,1R 7C,3T,6Y 7C,3A,6M 9G,2A,5R 7C,3T,6Y 7C,3T,6Y 
 
ตารางที่ 3.5.3(ตอ)แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลาํดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 93-
110 ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

121 124 127 132 214 288 291 
Consensus  G C G T A A C 

2TD1 G C G T A M C 
2TD2 G C G T A M C 
2TK1 G C G T A C T 
2TK10 G C G T A A Y 
2TK11 G C G T G A C 
2TK13 A C A G A C Y 
2TK14 G C G T A M Y 
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2TK15 R C R T A M Y 
2TK2 G C G T A M Y 
2TK3 R Y R K A A C 
2TK4 G C G T A A C 
2TK5 R C R T A M Y 
2TK6 G C G T A A C 
2TK7 G C G T A M Y 
2TK8 A C R K A M C 
2TK9 A C G T A C Y 

 10G,3A,3R 15C,1Y 11G,1A,4R 13T,1G,2K 15A,1G 5A,3C,8M 7C,1T,8Y 
 
ตารางที่ 3.5.3(ตอ)แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลาํดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 
121-291 ที่เกดิจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

348 373 374 417 443 449 636 
Consensus  G C C T T A T 

2TD1 R M Y T T R T 
2TD2 R M Y T T G T 
2TK1 A A Y T T A Y 
2TK10 G C C T T G Y 
2TK11 G C C T T G C 
2TK13 R M Y T T A C 
2TK14 R M Y T T R Y 
2TK15 R M Y T T R Y 
2TK2 R M Y T T R T 
2TK3 G C C Y Y A Y 
2TK4 G C C C C A Y 
2TK5 R M Y T T R Y 
2TK6 G C C C C A C 
2TK7 R C C Y T R C 
2TK8 G C Y T T G T 
2TK9 R A T T T A Y 

 6G,1A,9R 7C,2A,7M 6C,1T,9Y 12T,2C,2Y 13T,2C,1Y 6A,4G,6R 4T,4C,8Y 
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ภาพที่ 3.5.13  แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางสะตอ จํานวน 16ตัวอยาง

จากยีน ITS ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
จากการศึกษาจัดทําดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ ที่เก็บรวมรวมจากแหลง

ปลูกตางๆของภาคใตมาปลูกในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ไดพบวาไพรเมอรบารโคดของพืช 
rbcL,matK,ITS และTrnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร ในตัวอยางสะตอ 2 ชนิดคือ 
สะตอขาว และ สะตอดานโดยพบวายีนใน matK และITSสามารถนํามาใชจัดทําดีเอ็นบารโคดในการจัดจําแนก
สะตอ เมื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ 2 ชนิดจํานวน16 ตน โดยสรางแผนผังพันธุกรรมสามารถ
แบงกลุมสะตอไดเปน4กลุมแตยังไมสามารถแยกสะตอขาวและสะตอดานออกจากกันได จึงควรนําเทคนิคอ่ืนๆ เชน
เทคนิค GBS มาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอ ตอไป  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
บทสรปุและขอเสนอแนะ 

1. เก็บรวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชสวน จํานวน 5 พืช ไดแก ทุเรียน, เงาะ, บัว, 
กลวยไมสมุนไพร และพริก ไดตัวอยางพันธุพืชจํานวน 169, 36, 34, 40 และ 84 ตัวอยาง ตามลําดับ;พันธุพืชไร 
จํานวน 2 พืช ไดแก มันสําปะหลัง และถั่วเหลือง ไดตัวอยางพันธุพืชจํานวน 17 และ 40 ตัวอยาง ตามลําดับ; และ
พืชทองถิ่น จํานวน 5 พืช ไดแก พืชวงศศิลา ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ ไดตัวอยางพันธุ
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พืชจํานวน 19, 20, 63, 40 และ 16ตัวอยาง ตามลําดับ  พรอมจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของทุเรียน, เงาะ
, บัว, พริก, มันสําปะหลัง, ถั่วเหลือง, พืชวงศศิลา, ปญจขันธ, ปลาไหลเผือก, หนอนตายหยาก และสะตอ ได
จํานวน 120, 24, 20, 40, 84, 17, 73, 19, 20, 43, 40 และ 16 ตัวอยาง ตามลําดับ 

2. ยีนที่เหมาะสมสําหรับใชศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและแสดงใหเห็นความสัมพันธทางพันธุกรรมของพันธุ
ทุเรียนมี 2 ยีน คือ DuBc04และ ITS2; พันธุเงาะมี 6 ยีน คือ matK1R, rbcL, rbcLA, psbA, rpoCและtrnL;พันธุ
บัวมี 4 ยีน คือ ITS, rpoC1,matKและ rbcL; พันธุกลวยไมสมุนไพรมี 4 ยีน คือ matK, rbcL, trnH-psbA และ 
ITS; พันธุพริกมี 3 ยีน คือ ITS, rbcLและ trnH-psbA; พันธุมันสําปะหลังมี 2 ยีน คือ matK, และ ITS2; พันธุถั่ว
เหลืองมี 3 ยีน คือ ITS, rbcL และ rpocL; พืชวงศศิลามี 4 ยีน คือ matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS;พันธุ
ปญจขันธมี 4 ยีน คือ accD, petD, psbBและ ycf3; พืชสกุลปลาไหลเผือกมี rbcL, rpoC และ ITS; พืชสกุล
หนอนตายหยากมี psbA-trnH,matK และ rbcL; และพันธุสะตอมี 2 ยีน คือ matK และ ITS 

3. จัดเก็บเช้ือพันธุกรรมดีเอ็นเอได 674 ตัวอยาง คือ ทุเรียนได 145 ตัวอยาง, เงาะ 34 ตัวอยาง, บัว 162 
ตัวอยาง, กลวยไม 39 ตัวอยาง, พริก 84 ตัวอยาง, มันสําปะหลัง 17 ตัวอยาง, ถั่วเหลือง 40 ตัวอยาง, พืชวงศศิลา 
19 ตัวอยาง,พันธุปญจขันธ 20 ตัวอยาง, พืชสกุลปลาไหลเผือก 63 ตัวอยาง, พืชสกุลหนอนตายหยาก 35 ตัวอยาง 
และสะตอ 16 ตัวอยาง และเก็บรักษาเมล็ดพันธุในธนาคารเช้ือพันธุพืชได 143 ตัวอยาง ไดแก พริก 84 ตัวอยาง 
และถั่วเหลือง 59 ตัวอยาง 

4. จัดทําฐานขอมูลความหลากหลายทางชีวภาพได 424 ขอมูล ไดแก ทุเรียนได 145 ขอมูลพันธุพืช, เงาะ
ได 34 ขอมลูพันธุพืช, บัวได 34 ขอมลูพันธุพืช, กลวยไมสมุนไพรได 39 ขอมูลพันธุพืช, พริกได 71 ขอมูลพันธุพืช, 
มันสําปะหลังได17 ขอมลูพันธุพืช, ถั่วเหลืองได 40 ขอมูลพันธุพืช, พืชวงศศิลาได 14 ขอมูลชนิดพืช, ปญจขันธได 
20 ขอมูลพันธุพืช, พืชสกุลปลาไหลเผือกได 2 ขอมลูชนิดพืช, พืชสกุลหนอนตายหยากได 6 ขอมูลชนิดพืช และ
สะตอได 2 ขอมูลพันธุพืช;และฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของทุเรียนได 270 ขอมลู, เงาะได 187 ขอมูล, บัวได 
392 ขอมลู, กลวยไมสมุนไพรได 80 ขอมูล, พริกได 217 ขอมูล, มนัสําปะหลังได68 ขอมูล, ถัว่เหลืองได 120 
ขอมูล, พืชวงศศิลาได 54 ขอมูล, ปญจขันธได 78 ขอมูล, พืชสกุลปลาไหลเผือกได 82 ขอมูล, พืชสกุลหนอนตายห
ยากได 51 ขอมลู และสะตอได 64 ขอมูล 
 ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาวิจัยของโครงการวิจัยในภาพรวม การสรางดีเอ็นเอบารโคดมีศักยภาพในการจําแนก
สิ่งมีชีวิต โดยใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานในพืชแตละชนิด อยางไรก็ตามแมวา
พันธุกรรมพืชจะมีผลโดยตรงตอลักษณะการแสดงออกของพืช (phenotype) สภาพแวดลอมในการเพาะปลูกก็
เปนอีกปจจัยที่สําคัญมีผลตอการแสดงออกดวยเชนกัน การจําแนกพันธุพืชดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดของ
ตําแหนงจําเพาะเพียงบริเวณใดบริเวณหน่ึงอาจไมเพียงพอตอการจําแนกพันธุพืช เน่ืองจากตําแหนงน้ันมีความผัน
แปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ตํ่า และลําดับดีเอ็นเอของตําแหนงน้ันมีขนาดเล็กมาก (genome size) 
เมื่อเทียบกับขนาดของจีโนมพืช มีผลทําใหตําแหนงดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางของพืชในระดับพันธุได 
ดังน้ัน การเพ่ิมยีนที่มีความผันแปรสูง หรือศึกษาพืชทั้งจีโนม รวมทั้งการวิเคราะหพืชดวยเทคนิคใหมๆ จะสามารถ
ชวยยืนยันความแตกตางของพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจเหลาน้ีได 
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