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คําปรารภ (Foreword หรือ Preface) 

 โครงการความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจเปนโครงการวิจัยที่อยูภายใตแผนงานวิจัยและพัฒนาการอนุรักษและการใชประโยชนจากความ
หลากหลายทางชีวภาพของพืช และจุลินทรีย เพ่ือเพ่ิมมูลคาและพัฒนานวัตกรรมดําเนินการ 4 ป ต้ังแตป พ.ศ. 
2561-2564 ประกอบดวย 3 กิจกรรม 12 การทดลองคือ กิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืช
สวน กิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชไร และกิจกรรมความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคด
ของพืชทองถิ่น โดยเน้ือหาในรายงานเลมน้ีจะกลาวถึงที่มาของประเด็นปญหา วัตถุประสงค ขอบเขตงาน 
วิธีดําเนินการวิจัย และผลการดําเนินงานพรอมขอสรุป 

 คณะผูวิจัยหวังเปนอยางย่ิงวารายงานฉบับน้ีจะเปนประโยชนแกนักวิจัย นักวิชาการเกษตร ตลอดจน
เกษตรกร และผูสนใจโดยทั่วไป ที่จะไดศึกษาและนําไปปรับใชใหเกิดประโยชนตอไป 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจไดรับการสนับสนุนทุนวิจัยจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ ขอขอบคุณสํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร ที่ใหการสนับสนุนหองปฏิบัติการและเครื่องมือในการทดลองวิจัย 
ขอขอบคุณสํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร ที่ใหความอนุเคราะหในการเก็บรักษาตัวอยางพันธุไมแหง
อางอิง  ขอขอบคุณศูนยวิจัยสวนจันทบุรี ศูนยวิจัยสวนตรัง ศูนยวิจัยสวนศรีสะเกษ ศูนยวิจัยพืชไรระยอง 
ศูนยวิจัยพืชไรเชียงราย ศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรกระบ่ี กรมวิชาการเกษตร ที่เอ้ือเฟอตัวอยางทุเรียน เงาะ 
สะตอ บัว มันสําปะหลัง ถั่วเหลือง และปลาไหลเผือก ขอขอบคุณในความอนุเคราะหของ ดร. สมราน สุดดี, ดร. 
วรดลต แจมจํารูญ, นายวิโรจน ตันธนาภินันท, นายมีศักด์ิ แกวกูล, นางสาวจิราภรณ มีวาสนา, นางสาวนันทนภัส 
ภัทรหิรัญไตรสิน, นายสุคิด เรืองเรื่อ และเจาหนาที่ทุกทานของกรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช  ดร. 
สรายุทธ บุณยะเวชชีวิน หัวหนาโครงการวิจัยนิเวศวิทยาปาไมระยะยาว, นายพรหมพิริยะ คีรีวงศ ในการการเก็บ
ขอมูลพืชวงศศิลา  ขอขอบคุณนายวัชรพล บําเพ็ญอยู และนางแจมนภา คุมฝน ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย กรม
วิชาการเกษตร ในการเก็บขอมูลพืชปญจขันธ ขอขอบคุณผูชวยวิจัย นายฉลาด ไหวติง และนางสาวศุภรัสมิ์ พู
ลพัฒนสุวรรณ ที่ชวยดําเนินงานวิจัยทั้งในสวนของหองปฎิบัติการและภาคสนาม เปนอยางดี และสุดทาย
ขอขอบคุณนางขนิษฐา วงศวัฒนารัตน ผูเช่ียวชาญดานอนุรักษพันธุกรรม ที่ใหคําปรึกษาขอมูลวิจัยและชวยตรวจ
แกไขจนงานสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี  
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คําอธบิายสัญลักษณและคํายอ 

ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) หมายถึง ลําดับนิวคลีโอไทดขนาดสั้น ที่มีความจําเพาะกับพืชในระดับสกุลและ
ชนิด 

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

ความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) หมายถึง ความหลากหลายทางพันธุกรรมที่สิ่งมีชีวิตแตละ
ชีวิต ไดรับการถายทอดมาจากรุนพอแมและสงตอไปยังรุนตอไป เชน ลักษณะความหลากหลายของลวดลายและสี
ของหอยทาก  ลักษณะทางพันธุกรรมที่ไดรับการถายทอดน้ันผานทางยีน ที่มีอยูในสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซึ่งสงผลให
สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันอาจมีลักษณะที่คลายคลึงกันหรือแตกตางกันไปตามยีนที่ไดรับการถายทอดมา 
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บทนํา 
ความสําคัญและที่มาของโครงการวิจัย 

ประเทศไทยมีความหลากหลายของเช้ือพันธุกรรมพืชสูงระดับตนๆ ของโลก แตในยุคปจจุบัน เกษตรกร
สวนมากไดปรับเปลี่ยนวิถีการปลูกพืชโดยมุงเนนการปลูกสายพันธุการคาตามความตองการของตลาด ทําใหพันธุ
พืชที่มีการหมุนเวียนใชประโยชนในประเทศมีความหลากหลายนอยลง สายพันธุพืชที่มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุไว
มากมาย หรือแมแตพันธุพืชทองถิ่นที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจกลับถูกละเลยที่จะนํามาพัฒนาตอยอด อีกทั้งไมมี
การเก็บรักษาเช้ือพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจเหลาน้ีอยางตอเน่ืองเปนระบบ ทําใหพันธุพืชบางสายพันธุสูญ
หายไป การคุมครองสายพันธุพืชที่มีลักษณะดีและใหผลผลิตสูงยังไมครอบคลุมทําใหมีการปลอมสายพันธุ ซึ่งยาก
ในการตรวจสอบเพราะการจําแนกสายพันธุของพันธุพืชเหลาน้ันยังไมชัดเจน การตรวจสอบพันธุพืชของไทยดวย
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดซึ่งสะดวก รวดเร็ว และมีความนาเช่ือถือยังมีการศึกษานอยและเขาถึงไดยาก ในขณะที่
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพันธุกรรมพืชไทยมีความสําคัญอยางย่ิงในการใชจําแนกพันธุพืชเพ่ือสนับสนุนการบังคับ
ใชกฎหมาย การเขาถึงและการแบงปนผลประโยชนจากการใชทรัพยากรพันธุกรรมพืชของประเทศไทย ซึ่ง
สอดคลองกับยุทธศาสตรของหนวยงานในการบริหารจัดการทรัพยากรการเกษตรและสิ่งแวดลอมอยางสมดุลและ
ย่ังยืน และการสรางความเปนเลิศในการเปนศูนยกลางความหลากหลายทางชีวภาพที่เปนประโยชนในการพัฒนา
เศรษฐกิจชีวภาพ  

เทคนิคดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) เปนการใชลําดับเบสสายสั้น (400-800 คูเบส) บริเวณหน่ึงๆ ใน
จีโนมที่มีลําดับเปนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตแตละชนิดทําใหสามารถใชจําแนกสิ่งมีชีวิตตางชนิดกันออกจากกันได 
เปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุลโดยใชหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในสวนของดีเอ็น
เอมาตรฐาน (standardized DNA) แลวนําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบช่ือ
วิทยาศาสตรแลว (Casiraghi et al., 2010) วิธีน้ีนอกจากจะใชตรวจพิสูจนและยืนยันการระบุชนิดพืชไดถูกตอง
และมีความนาเช่ือถือแลว ยังสามารถศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชอีกดวย ซึ่งดีเอ็นเอของจีโนมคลอ
โรพลาสตและนิวเคลียสถูกนํามาใชอยางกวางขวางในการตรวจพิสูจนและยืนยันการระบุพืชในระดับชนิดหรือ
แมแตในระดับตํ่ากวาชนิดจนถึงระดับสายพันธุ (Kress and Erickson, 2008; Roger and Bendich, 1987; 
Ritland et al., 1993; Schaefer and Renner, 2011) สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในพืชน้ัน นิยมใชยีน
จากหลายตําแหนงดวยกันโดยสามารถคัดเลือกมาใชตามความจําเพาะของพืชที่ตองการศึกษา  

ความหลากหลายของพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยมีสูงมาก เมื่อพิจารณาลําดับความสําคัญ 
พบวา ความหลากหลายของพันธุพืชสวนที่ควรมีการศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในอันดับตนๆ ประกอบดวย 
ทุเรียน เงาะ บัว กลวยไมสมุนไพร และพริก พันธุพืชไร ประกอบดวย มันสําปะหลัง และถั่วเหลือง สวนพันธุพืช
ทองถิ่น ประกอบดวย พืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ 
โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจ
จึงไดดําเนินการโดยมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) สํารวจ รวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชสวน พันธุพืช
ไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืชขางตน; 2) ศึกษาดีเอ็นเอบารโคด และความสัมพันธทางพันธุกรรมของพันธุพืช
สวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืช; 3) จัดเก็บเช้ือพันธุกรรมของพันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืช
ทองถิ่นทั้ง 12 พืช เพ่ืออนุรักษและเก็บรักษาในธนาคารเช้ือพันธุพืชในสภาพ เมล็ดพันธุ (Seed bank) แปลงปลูก 
และธนาคารดีเอ็นเอ (DNA bank) และ 4) จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและขอมูลพรรณไมอางอิงงานวิจัยของ
พันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นทั้ง 12 พืช 
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วิธีการวิจัย 

จัดทําดีเอ็นเอบารโคดสําหรับศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
ของพืชสวน (ทุเรียน เงาะ บัว พริก กลวยไม) พืชไร (มันสําปะหลัง ถั่วเหลือง) และพืชทองถิ่น (พืชวงศศิลา ปญจ
ขันธ ปลาไหลเผือกหนอนตายหยากและสะตอ) โดยมีการจัดทําตัวอยางอางอิงงานวิจัย (Voucher specimen) 
เพ่ือเก็บรักษาไวเปนฐานขอมูลในรูปพรรณไมแหงในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพและตัวอยางดีเอ็นเออางอิงเก็บรักษาไว
ในธนาคารดีเอ็นเอของสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะนํายีน
ในสวนของคลอโรพลาสและนิวเคลียร มาใชเปนเครื่องหมายโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายและจัดกลุม
ความสัมพันธทางพันธุกรรม ศึกษาแนวทางการจําแนกชนิดหรือสายพันธุ รวมถึงทดสอบประสิทธิภาพ
ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดตอชนิดหรือสายพันธุพืช เพ่ือประโยชนในการอนุรักษการปรับปรุงพันธุ และการ
ตรวจสอบพันธุ จากน้ันนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI เพ่ือนําหมายเลข accession 
มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชตอไป 
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บทคัดยอ 

ประเทศไทยมีความหลากหลายของเช้ือพันธุกรรมพืชสูงระดับตนๆ ของโลก แตการจําแนกชนิดหรือพันธุ
ของพืชเหลาน้ันยังไมชัดเจน จึงทําใหพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยถูกละเลยในการนํามาพัฒนาตอ
ยอด โครงการวิจัยความหลากหลายทางชีวภาพและจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชที่มีศักยภาพทาง
เศรษฐกิจไดดําเนินการในป พ.ศ. 2561-2564 โดยมีวัตถุประสงคเพ่ือสํารวจและรวบรวมความหลากหลายทาง
ชีวภาพของพันธุพืชสวน พันธุพืชไร และพันธุพืชทองถิ่นของไทยและศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของพันธุพืช จัดเก็บเช้ือพันธุกรรม และจัดทําฐานขอมูลความหลากหลายทางชีวภาพและดีเอ็นเอ
บารโคดของพืช โดยศึกษาในพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจ 12 พืช ไดแก ทุเรียน เงาะ บัว กลวยไมพริก มัน
สําปะหลัง ถั่วเหลือง พืชวงศศิลา ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ โดยเก็บรวบรวมตัวอยาง
จากแปลงรวบรวมพันธุของหนวยงานสังกัดกรมวิชาการเกษตร แปลงปลูกของเกษตรกรและในพ้ืนที่ปาทั่วทุก
ภูมิภาคของประเทศไทย และใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดของยีนหลายตําแหนงบนบริเวณคลอโรพลาสตและ
นิวเคลียสเพ่ือสรางความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชทั้ง 12 กลุมพืช ดวยวิธีBayesian inference, Maximum 
Likelihood, Maximum Parsimony, Neighbor Joining และ Unweighted Pair Group Method with 
Arithmetic Mean ผลการศึกษา สามารถเก็บรวมรวมตัวอยางพันธุกรรมของพืชทั้ง 12 กลุมพืช ไวในรูปดีเอ็นเอ
อางอิงไดจํานวน 578 ตัวอยาง โดยพบวา ยีนตําแหนง ITS เหมาะสมจะใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการจําแนกกลุม
พันธุของพันธุพืชไดมากที่สุดถึง 9 กลุมพืช รองลงมา คือ rbcL, matK และ trnH-psbA ได 7, 6 และ 4 กลุมพืช 
ตามลําดับ สวน DuBc04, rpoC, rpl32-trnL, trnL-trnF, accD, petD, psbBและ ycf3 แสดงผลการจําแนกทาง
พันธุกรรมไดเฉพาะบางพืช ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากพันธุพืชทั้ง 12 กลุมพืช จํานวน 1,663 ขอมูลน้ี ถือ
เปนขอมูลพันธุกรรมใหมของพืชมีศักยภาพทางเศรษฐกิจของไทยที่ไดบันทึกไวบนระบบขอมูลสากลของ NCBI 
และสามารถสืบคนขอมูลทางพฤกษศาสตรของพืชเช่ือมโยงไปยังตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงที่เก็บรักษาไวใน
พิพิธภัณฑพืชระดับชาติ จํานวน 516 ตัวอยาง รวมถึงสามารถทดสอบเช้ือพันธุกรรมเมล็ดของพริกและถั่วเหลืองที่
เก็บรวบรวมไวในธนาคารเช้ือพันธุพืชอีก 143 ตัวอยาง ซึ่งขอมูลพันธุพืชเหลาน้ีเปนประโยชนอยางย่ิงสําหรับใช
เปรียบเทียบความแตกตางของพันธุในการวางแผนการปรับปรุงพันธุพืชของไทยตอไป โดยไดบันทึกขอมูลความ
หลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชทั้ง 12 พืชที่ไดจากการศึกษาวิจัยน้ีไว จํานวน 424 ขอมูลพืช เพ่ือเปนขอมูล
สําหรับสนับสนุนการบังคับใชกฎหมาย การเขาถึงและการแบงปนผลประโยชนจากการใชทรัพยากรพันธุกรรมพืช
ของประเทศไทยตอไป 

 
 
 
 
 
 

 
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 

ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชสวน 
Diversity and DNA Barcode of Horticultural Plants 

 
การทดลองที่ 1.1 

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมทุเรยีน 
DNA Barcode and Genetic Diversity of Durian 
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คําสําคัญ : พันธุกรรมทุเรียน  ดีเอ็นเอบารโคด  ไพรเมอรมาตรฐาน GBS 
Key words : duriangenetics,  DNA-barcode,  universal primer,  GBS 

 
บทคัดยอ 

ทุเรียนเปนไมผลเศรษฐกิจที่สําคัญของไทย และไทยเปนผูผลิตและสงออกมากที่สุดของโลก ทุเรียนใน
ประเทศไทยที่เปนพันธุการคาและพันธุพ้ืนเมืองมีความหลากหลาย ซึ่งสวนใหญอยูในชนิดของทุเรียนบาน (Durio 
zibethenus L) โดยที่ผานมา ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีไดทําการเก็บรวบรวมพันธุทุเรียนจากทั่วประเทศไว
มากกวา 400 พันธุ โดยในการทดลองน้ีมุงเนนในการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือหาความสัมพันธของทุเรียนจาก
แปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิมจํานวน 169 ตัวอยาง พบวา การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานยังไมสามารถจําแนก
ความสัมพันธของทุเรียนในชนิดเดียวกันไดอยางเดนชัด จึงไดทําการพัฒนาไพรเมอรของทุเรียนโดยเฉพาะจากการ
ใชเทคนิค GBS จนไดไพรเมอรที่นาสนใจจํานวน 4 ยีน โดยคัดเลือกไวศึกษาจํานวน 1 ยีน คือ DuBc04 
เปรียบเทียบกับ ยีนมาตรฐาน ITS2 พบวา ยีน DuBc04 สามารถแยกความแตกตางในทุเรียนไดดีกวา ITS2 
อยางไรก็ตาม รูปแบบการแยกสวนใหญยังไมสอดคลองกับการแบงกลุมตามลักษณะสัณฐาน ซึ่งมีการจําแนกไว 6 
กลุม ไดแก กลุมกบ กลุมกําปน กลุมลวง กลุมกานยาว กลุมทองยอย และกลุมเบ็ดเตล็ด ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียน
เปนพืชผสมขามตามธรรมชาติ จึงทําใหเกิดความหลากหลายทั้งทางลักษณะสัณฐานของใบและผลคอนขางมาก 
อีกทั้งการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดแยกความแตกตางของพืชที่อยูในชนิดเดียวกันยังคอนขางมีขอจํากัด ดังน้ัน
อาจตองใชดีเอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงบริเวณรวมกันเพ่ือเพ่ิมความแมนยําในการระบุชนิดพืชตอไป 

 

 
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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ดีเอ็นเอบารโคดเปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล ไดถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือ
กลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลาอันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอใน
บริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่
นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิด
อ่ืนๆ ที่ตองการเปรียบเทียบกัน วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการ
เจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวนขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชน
อยางมากตอนักอนุกรมวิธาน และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไป
ประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได เชน การศึกษาทางดานนิเวศวิทยา นิติวิทยาศาสตร และการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑทางชีวภาพ เปนตน (วุฒิพงศ, 2554) การจัดทําฐานขอมูล ดีเอ็นเอบารโคดของสิ่งมีชีวิต หรือ The 
Barcode of Life Project ไดเริ่มตนขึ้นในป ค.ศ. 2003 (Hebert et al., 2003) และไดรับการสนับสนุนตอเน่ือง
จากหนวยงานที่เกิดขึ้นจากความรวมมือจากนานาชาติไดแก 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)การตรวจขอมูลทางพันธุกรรมในระดับลําดับนิ
วคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซมมีการนํามาใชประโยชนในการจําแนกพืช
กันมากในปจจุบัน เน่ืองจาก ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต (Chloroplast DNA; cpDNA) เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน
วงแหวน มีบริเวณอนุรักษสูงในเรื่องของขนาดและโครงสราง ประกอบดวยยีน 130 ยีน มีขนาดของยีนต้ังแต 72 
ถึง 220 kb(Palmer et al., 1992; Sugiura et al., 1998) การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไมเปนไปตามกฎ
ของเมนเดล (Palmer and Stein, 1986; Petit et al., 1998) การแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบการแทนที่คู
เบส(base-pair substitution) มีอัตราในระดับกลางถึงตํ่า (Cleeg and Zurawski, 1992) ทําใหสามารถนํา
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาใชในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรและความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชได ยีนที่
อยูในคลอโรพลาสต เชน 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) เปนตน สวนดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซม (nuclear ribosomal DNA; nr DNA) เปนบริเวณที่ถูก
อนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดรวมทั้งพืช ประกอบดวยหนวยยอย 3 หนวยไดแก 18S 5.8S และ 25S ซึ่งแตละ
หนวยมีบริเวณบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่เรียกวา non-coding sequence หรือ Internal transcribed spacer 
region (ITS) ไดแก ITS1 ต้ังอยูระหวางยีน 18S และ 5.8S และ ITS2 ต้ังอยูระหวาง 5.8S และ 25S ซึ่งมีความผัน
แปรทางพันธุกรรมสูงกวาดีเอ็นเอในบริเวณอ่ืนๆของ nr DNA ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือ
ภายในสายพันธุเดียวกันได (Roger and Bendich, 1987; Ritland et al., 1993) 

กรมวิชาการเกษตรไดรวบรวมพันธุทุเรียนไวมากกวา 400 พันธุ  ในศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ 

ศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี ที่ผานมามีการใชเครื่องหมายโมเลกุลในการจําแนกพันธุพืชอยางแพรหลาย 

เชนมีการใชเครื่องมือในการศึกษาพันธุกรรมของไมผลเชน ทุเรียน ที่มีการใช ไมโครแซทเทลไลท หรือ SSR 

(Simple Sequence Repeat) ซึ่งเปนลําดับเบสที่ซ้ํากันเรียงกันอยางตอเน่ืองที่ตําแหนงหน่ึงๆ ในจีโนม  แตละชุด

ประกอบดวยลําดับเบสซ้ําสั้นๆ ไมเกิน 10 คูเบส (สุรินทร, 2552) โดยไพรเมอรของเครื่องหมายชนิดไมโครแซท

เทลไลท เพ่ือจําแนกทุเรียนไดผลดีคือ ไพรเมอร MS1AAC-19 (ปยรัษฎ และคณะ, 2552) หรือการจําแนกทุเรียน

พันธุการคา 4 พันธุ (หมอนทอง ชะนี พวงมณี และหลังลับแล) เพ่ือศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแหลง

พันธุตางๆ โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ พบวามีความสอดคลองกับรูปแบบการขยายพันธุ ที่มาจากแหลง
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ตางกัน (เตือนใจ และ ปยะศักด์ิ, 2556) แตยังไมมีการศึกษาการจําแนกโดยใช ดีเอ็นเอบารโคด ทั้งในทุเรียน โดย

วิธีการน้ีนอกจากจะสามารถช้ีเฉพาะลักษณะของสายพันธุพืชได ยังสามารถนําไปใชประโยชนเพ่ือการอนุรักษ การ

ใชเปนขอมูลแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม ตลอดจนการรักษาทรัพยากรพันธุกรรมพืชของไทย เพ่ือนําไปปรับ

ใชขยายผลตอยอดในแขนงตางๆ ไดอยางกวางขวางตอไปในอนาคต 

 วัตถุประสงค 
 สรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของทุเรียน และจัดเก็บรักษาเช้ือพันธุกรรม เพ่ืออนุรักษเก็บรักษาในธนาคาร
เช้ือพันธุกรรมพืช และธนาคารดีเอ็นเอ จากแปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิม 
 ขอบเขตการศกึษา 
 ศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) ในทุเรียนพันธุพ้ืนเมืองจากแตละกลุมพันธุ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือจากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดี
เอ็นเอตนทุน (stock DNA)อีกสวนนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิ
วคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการระบุชนิดของพันธุทุเรียน แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไว
ในฐานขอมูลสากลตอไป 

ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
- สิ่งที่ใชในการทดลอง 

- 1. ทุเรียน จํานวน 169 ตัวอยาง 
- 2. ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป  
- 3. เครื่อง Spectrophotometer 
- 4. เครื่อง Electrophoresis  
- 5. เครื่อง PCR  
- 6. เครื่องปนเหว่ียง   
- 7. สารเคมใีนการสกัดดีเอ็นเอ  และการตรวจแยกดวยเจล Electrophoresis 
- 8. เครื่องมือในหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร เชน เครื่องแกว อางและตูควบคุมอุณหภูมิ เปนตน 
- 9. อุปกรณในการบันทึกขอมูลและประมวลผล  เชน  เครื่องคอมพิวเตอร ปริ้นเตอร และแบบ

บันทึกขอมูล เปนตน  
- แบบและวิธีการทดลอง 

     กรรมวิธี        : -     
- วิธีปฏิบัติการทดลอง 

  ขั้นตอนที่ 1 การเก็บตัวอยางทุเรียนและการเก็บตัวอยางอางอิง  
 การเก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะเก็บตัวอยางใบทุเรียนจากแปลงรวบรวม

และอนุรักษพันธุทุเรียนที่  สถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ซึ่งมีการบันทึกลักษณะทาง
พฤกษศาสตร และลักษณะทางการเกษตรไวแลว และจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ 
(BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร  

  ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของทุเรยีน 
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 1. เก็บตัวอยางใบออนของสายพันธุทุเรียน ที่ปลูกภายในศูนยวิจัยพืชสวนจันทุบรี จํานวน 
169 ตัวอยาง เพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  

  2. สกัดดีเอ็นเอจากใบ ใชตัวอยาง 2 กรมันํ้าหนักสด บดดวยไนโตรเจนเหลว หลังจากน้ัน 
เติมสารบับเฟอร 5 มิลลิลติร (สารบับเฟอร ไดแก 2X CTAB : 2-Mercaptoethanol ในอัตราสวน 1: 2 
ไมโครลิตร) ผสมใหเขากัน เทใสหลอดทดลองขนาด 15 มิลลลิิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที ทําการเขยาทุกๆ 10 นาที เมื่อครบกําหนดนําสารละลายมาเติม Choloroform : Iso-Amylalcohol 
(อัตราสวน 24:1) ปริมาณ 5 มิลลิตร เขยาใหเขากัน 10 นาที หลังจากน้ันนําสารละลายไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ 
เปนเวลา 15 นาที จากน้ันดูดสารละลายใสดานบนนํามาใสหลอดใหม ปริมาณ 3 มิลลิลิตร เติม 3MNaOAC ลงไป 
300 ไมโครลิตร นําไปตกตะกอนโดยการเติมดวย Isopropanol 1.8 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการเอียงหลอด 
ไปมาอยางชาๆ นําไปแชในนํ้าแข็ง เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ เปนเวลา 15 นาที นํา
สารละลายมาเทนํ้าใสทิ้งโดยใหเหลือตะกอนไวที่ดานลางหลอด ลางตะกอนโดยการเติมเอทานอล 70% ปริมาณ 
500 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 8,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที แลวนํานํ้าใสมาเททิ้ง ทําซ้ํา 2 รอบ ปลอยให
ตะกอนแหง หลังจากน้ันนําตะกอนมาละลายดวย TE:RNase 100 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เปนระยะเวลา 30 นาที นํา DNA ที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนําไปใช 

  3. สกัดดีเอ็นเอ โดยผานชุด Kit นํา DNA ที่เก็บไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาณ 
100 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารบับเฟอร LP1 ปริมาณ 400 ไมโครลิตร และเติม 
RNaseA ปริมาณ 6 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง 10 นาที หลังจากน้ันเติมสารบับเฟอร LP2 ปริมาณ 130 
ไมโครลิตร นําไปเขยา แลวนํามาเติมสารบับเฟอร LP3 ปริมาณ 750 ไมโครลิตร นําไปเขยา หลังจากน้ันดูด
สารละลายทั้งหมดใสใน Spin Column CB3 นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 30 วินาที เทสารละลาย
ดานลางทิ้ง จากน้ันลางดีเอ็นเอที่จับอยูดานบนซิลิการครัง้ที่ 1 ดวย Washing Buffer PW1 จาํนวน 600 
ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 30 วินาที ทิ้งสารละลายดานลาง ทําซ้ํา 2 รอบ แลวนําไปปน
เหว่ียงที่ 12,000 รอบ เปนเวลา 2 นาที เพ่ือทําใหคอลัมภแหง ทําการชะ (elute) เอาจีโนมิกดีเอ็นเอออกโดยนํา 
Column CB3 มาวางบนหลอดไมโครเซนติฟวจขนาด 1.5 มิลลลิิตร แลวจึงเติม Buffer TE ปริมาณ 60 
ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที ปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบ นาน 2 นาที นํา DNA ที่ไดเก็บไวที่อุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส 

  3. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electrophoresis) 
โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใช
แรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 60 นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV 
Transilluminators (BIORAD) 

 ขั้นตอนที่ 3 วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) และประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในทเุรียน  

  1. นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริยา PCR เพ่ือศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matK  และ ITS (รวมถึง DuBC04 จากการใชเทคนิค 
GBS ในปที่ 3-4) โดยนําดีเอ็นเอทุเรียนที่สกัดไดปริมาณ 4 ไมโครลิตร มาเพ่ิมปริมาณเฉพาะสวนที่สนใจดวย
เทคนิคพีซีอาร ใชไพรเมอรทีจ่ําเพาะ ความเขมขน 2 ไมโครลิตร 10x Taq buffer dNTP mix ความเขมขน 10 
ไมโครโมล และเอนไซม Taq polymerase ความเขมขน 0.6 ไมโครลิตร การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทําดวยเครื่อง 
DNA thermal cycle ดวยระดับอุณหภูมิดังน้ี 
 ขั้นตอนที่1pre-denature  94 องศาเซลเซียล นาน5 นาที 

17 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 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 ดวยวิธี Electrophoresis ความเขมขน 1.5 เปอรเซ็นต 
  3. สกัดผลผลติ PCR ที่ตองการและทําใหบริสุทธ์ิ โดยการ ช่ัง Agarose 1.2 กรัม เติม 1X 

TBE 100 มิลลิตร คนใหละลายจนเปนเน้ือเดียวกัน เทสวนผสมทั้งหมดลงในถาด แลววางหวี ใหทางสวนบน ทิ้งไว
ใหเจลแข็งตัวดี ประมาณ 30 นาที จึงถอดหวีออก และนําเจลที่อยูในถาดไปวางบน เครื่อง Electrophoresis เท
สารละลาย 1X TBE Buffer ลงในเครื่องจนทวมแผนเจล ในการเตรียมดีเอ็นเอสําหรับ run gel โดยใช 
SafeGreen Loading Dye 8 ไมโครลิตร และสารละลายดีเอ็นเอ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน จากน้ันใส
สารละลายดีเอ็นเอ 108 ไมโครลิตร และ DNA Marker 3 ไมโครลิตร ลงบนเจล แลวเปดเครื่อง Electrophoresis 
โดยใชกระแสไฟฟา 200 โวลต นาน 30 นาที แลวตัดเจลตรงสวนที่มีแถบดีเอ็นเอที่ตองการใสหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1.5 ไมโครลิตร เติมสาร PN Buffer ปริมาณ 200 ไมโครลติร บมที่อุณหภูมิ 50 องศา
เซลเซียส จนเจลละลายหมด หลังจากเตรียมคอลัมภ เติม BL Buffer 500 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
12,000 รอบ นาน 1 นาที แลวเทนํ้าใสทิ้ง เพ่ือเปนการลางคอลัมภ แลวนําของเหลวที่ไดที่ไดใสในคอลัมภ นําไป
ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ นาน 1 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง ลางตะกอนดวยการเติม PW Buffer 600 
ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนระยะเวลา 1 นาที แลวเทสารละลายสวนใสทิ้ง ทําซ้ํา 2 ครั้ง 
หลังจากน้ันนําคอลัมภมาปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนระยะเวลา 2 นาที เพ่ือใหคอลัมภแหง ละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอดวย EB Buffer 50 ไมโครลิตร ลงในคอลัมภ แลวนําคอลัมภยายลงในหลอด microcentrifuge 
ขนาด 1.5 ไมโครลิตร นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 12,000 รอบ เปนเวลา 5 นาที จะไดดีเอ็นเอที่พรอมนําไปใช
วิเคราะหหาลําดับเบส ในขั้นตอนตอไป 

  4. สงผลผลิตดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยยีนที่สนใจ ไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง 
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. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส โดยใชโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ 
GENtle Version 1.9.4 

  6. นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast ซึ่ง
อยูภายใตฐานขอมูลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 

  7. วิเคราะหลาํดับนิวคลีโอไทด โดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรม BioEdit Version 
7.2.5 หรือ GENtle Version 1.9.4 

  8. วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดที่ได กับฐานขอมูลดีเอ็นเอของทุเรียนที่มีการ
ระบุช่ือถูกตองแลวใน NCBI ดวยโปรแกรม Blast N เพ่ือวิเคราะหการระบุชนิดของพืชดวยเปอรเซ็นตความ
ใกลเคียงของลาํดับเบส 

 9. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของทุเรียนแตละสายพันธุไวในฐานขอมูล การบันทึกขอมูล 
บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ลักษณะทางอนุกรมวิธาน ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS บันทึก
ตําแหนงที่มีความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอไทด เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

- ระยะเวลาดําเนินการ   4 ป  ต้ังแต 1 ตุลาคม 2560 ถึง 30 กันยายน 2564 
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- สถานที่ดําเนินการ 
  1. จ.จันทบุร ี แปลงรวบรวมพันธุ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีศูนยวิจัยและพัฒนาการเกษตรจังหวัด
จันทบุรี และศนูยวิจัยพัฒนาไมผลเศรษฐกิจภาคตะวันออก(หวยสะพานหิน) 
  2. จ.จันทบุร ี หองปฏิบัติการ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี 
  3. จ.ปทุมธานี หองปฏิบัติการ สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Resultsand Discussion) 
 ความหลากหลายของทุเรียนไดมีการจัดฐานขอมูลเช้ือพันธุกรรมพืชทุเรียน ของสํานักคุมครองพันธุพืช 
กรมวิชาการเกษตร(มปป.) โดยการจําแนกออกเปน 6 กลุม ไดแก กลุมกบ กลุมกําปน กลุมลวง กลุมกานยาว กลุม
ทองยอย และกลุมเบ็ดเตล็ด ซึ่งมีรายละเอียดคือ  

1 กลุมกบ มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) เปนแบบ ovate-oblong ลักษณะปลายใบ (leaf 
apex) เปนแบบ acuminate-curve ลักษณะฐานใบ (leaf base) เปนแบบ rounded-obtuse ลักษณะทรงผล
จะกระจายอยูใน 3 ลักษณะคือ กลม (rounded) กลมรี (oval) กลมแปน (oblate) มีรูปรางของหนามผล (fruit 
spine shape) มีลักษณะโคงงอ (hooked) เชน กบตาขํา กบสาวนอย กบเล็บเหย่ียว เปนตน 

2 กลุมกําปน มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ยาวเรียว (linear-oblong) ลักษณะปลายใบ 
(leaf apex) เรียวแหลม (caudate-acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) แหลม (acute)  ลักษณะทรงผล 
ทรงขอบขนาน (oblong) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) แหลมตรง (pointed) เชน กําปนตาเพล กําปน
พวง เปนตน 

3 กลุมลวง มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) รูปไขขอบขนาน ovate-oblong ลักษณะปลายใบ 
(leaf apex) เปนแบบแหลมเรียว (acuminate-acute) ลักษณะฐานใบ (leaf base) แหลม (acute) และมน 
(obtuse) ลักษณะทรงผลจะกระจายอยูใน 2 ลักษณะคือ ทรงกระบอก (cylindroidal) และ รูปรี (elliptic) 
ลักษณะหนามผลเวา (concave) เชน ชะนีกานยาว ย่ํามะหวาด ลวงทอง เปนตน 

4 กลุมกานยาว มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ปอมปลายใบ (obovate-lanceolate) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) เรียวแหลม (acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) เรียว (cuneate-acute)  
ลักษณะทรงผล รูปไขกลับ (obovate) และรูปกลม (rounded) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) นูน 
(convex) เชน กานยาวสีนาค ชมพูพาน ตนใหญ เปนตน 

5. กลุมทองยอย มีลักษณะรูปรางใบ (leaf shape) ปอมปลายใบ (obovate-lanceolate) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) เรียวแหลม (acuminate) ลักษณะฐานใบ (leaf base) มน (obtuse)  ลักษณะ
ทรงผล รูปไข (ovate) มีรูปรางหนามผล (fruit spine shape) นูนปลายแหลม (pointed-convex) เชน ฉัตรสี
ทอง นกหยิบ เปนตน 

6. กลุมเบ็ดเตล็ด ทุเรียนที่จัดอยูในกลุมน้ีมีลักษณะไมแนชัด อาจเหมือนกลุมใดกลุมหน่ึงใน 5 
กลุมแรก เชน รูปรางใบ (leaf shape) มีลักษณะปอมกลางใบ (elliptical) หรือรูปไขขอบขนาน (oval-oblong) 
ลักษณะปลายใบ (leaf apex) แหลมเรียว (acuminate-acute) หรือ cuspidate-acuminate ลักษณะฐานใบ 
(leaf base) แหลม (acute) หรือมน (obtuse)  ลักษณะทรงผลกระจาย 3 ลักษณะ คือ กลมแปน (oblate) กลม
รี (oval) และ  ทรงกระบอก (cylindroidal) หนามผล (fruit spine shape) มีลักษณะ เวาปลายแหลม 
(pointed-concave) หรือนูนปลายแหลม (pointed-convex) เชน กระดุมสีนาค ขุนทอง ทูลถวาย เน้ือเหลือง 
เปนตน 
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 ในการทดลองน้ีไดเก็บตัวอยางพันธุทุเรียนจํานวน 169 ตัวอยาง ที่มีการเก็บรวบรวมไวของศูนยวิจัยพืช
สวนจันทบุรี จํานวน 3 พ้ืนที่ ประกอบดวย แปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ศูนยวิจัยและพัฒนาการ
เกษตรจังหวัดจันทบุรี และศูนยวิจัยพัฒนาไมผลเศรษฐกิจภาคตะวันออก(หวยสะพานหิน) 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 - 2564 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
1 กบตาขํา กบ  34 ชะนีกานยาว ลวง 
2 กบสาวนอย กบ  35 ยํ่ามะหวาด ลวง 
3 กบเล็บเหย่ียว กบ  36 ลวงทอง ลวง 
4 กบเจาคุณ กบ  37 ชมพูศรี ลวง 
5 กบชายนํ้า กบ  38 ชะนี ลวง 
6 กบตาทวม กบ  39 กานยาวสีนาค กานยาว 
7 กบพิกุล กบ  40 ชมพูพาน กานยาว 
8 กบแมเฒา กบ  41 ตนใหญ กานยาว 
9 กบวัดกลวย กบ  42 ทองสุก กานยาว 
10 กบหลังวิหาร กบ  43 กานยาว กานยาว 
11 กบดํา กบ  44 ฉัตรสีทอง ทองยอย 
12 กบตาเหมย กบ  45 ทองยอยฉัตร ทองยอย 
13 กบหัวสิงห กบ  46 นกหยิบ ทองยอย 
14 กบทองเพ็ง กบ  47 ทองยอยเดิม ทองยอย 
15 กบหนาศาล กบ  48 นมสวรรค ทองยอย 
16 กบรัศม ี กบ  49 ธรณีไหว ทองยอย 
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 กําปนตาเพล กําปน  57 ตะพาบนํ้า เบ็ดเตล็ด 
25 กําปนพวง กําปน  58 ไองวงยาว เบ็ดเตล็ด 
26 ลุงเกตุ กําปน  59 อีหนัก เบ็ดเตล็ด 
27 กําปนบางสีทอง กําปน  60 ไอเมน เบ็ดเตล็ด 
28 กําปนเหลือง กําปน  61 กระเทยเน้ือขาว เบ็ดเตล็ด 
29 ชายมะไฟ กําปน  62 เมล็ดคชสาร เบ็ดเตล็ด 
30 ปนทอง กําปน  63 ชายมังคุด เบ็ดเตล็ด 
31 กําปนดํา กําปน  64 แดงรัศม ี เบ็ดเตล็ด 
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ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
32 กําปนแดง กําปน  65 กระเทยเน้ือแดง เบ็ดเตล็ด 
33 หมอนทอง กําปน  66 จอกลอย เบ็ดเตล็ด 

 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 – 2564 (ตอ) 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
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 ไอใหม เบ็ดเตล็ด  104 ชาเรียน D. mansoni Bakh. 
72 สีทอง เบ็ดเตล็ด  105 ทุเรียนนก D. griffithii Bakh.  
73 สาวชมเห็ด เบ็ดเตล็ด  106 สาวหนุย  -* 
74 สาวชมฟกทอง เบ็ดเตล็ด  107 เจาที่ - 
75 เจาเงาะ เบ็ดเตล็ด  108 นาคราช - 
76 เมล็ดลับแล เบ็ดเตล็ด  109 ไอไผ - 
77 อีลีบ เบ็ดเตล็ด  110 กลวย - 
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 เมล็ดพงษพันธุ เบ็ดเตล็ด  116 มาสะนะวาและ 3 - 
84 ทองกอน เบ็ดเตล็ด  117 สแปอิงซอรี 2 - 
85 แหลมทราย เบ็ดเตล็ด  118 นิแชนิเนาะ 1 - 
86 จระเข เบ็ดเตล็ด  119 สแปอิงซอรี 3 - 
87 ลําเจียก เบ็ดเตล็ด  120 สวาง - 
88 การะเกด เบ็ดเตล็ด  121 หอยโขง - 
89 หาลูกไมถึงผัว เบ็ดเตล็ด  122 จิ๋ว - 
90 สาลิกา เบ็ดเตล็ด  123 สมบัติ1 - 
91 ดาวกระจาย เบ็ดเตล็ด  124 ไอใจ - 
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 หัวชาง - 
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ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
97 จันทบุรี 5 ลูกผสม  130 ปาตะตาแย - 
98 จันทบุรี 6 ลูกผสม  131 ลูกเขียว - 
99 จันทบุรี 7 ลูกผสม  132 เคียวหวาน - 

 
ตารางที่ 1.1.1รายช่ือพันธุทุเรียนทั้งหมดที่เก็บตัวอยางในป 2561 – 2564 (ตอ) 

ลําดับ พันธุ กลุม  ลําดับ พันธุ กลุม 
133 ตนไมไผ -  152 แดง 7 - 
134 ดูรีคอแพะ -  153 ธารโต 4 - 
135 มานะ 1 -  154 ธารโต 5 - 
136 ฟกทองแดง -  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 ยาโกะ 1 - 
142 ดํา 4 -  161 เจริญแกวขาว - 
143 ดํา 6 -  162 เปาะมาแอ - 
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 สมโอ - 
149 ดํา 14 -  168 นอบ 1 - 
150 ดํา 15 -  169 จุฑามาศ 1 - 
151 แดง 5 -     

หมายเหตุ   - = ยังไมไดจัดกลุม 
 
การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานสําหรับทุเรียน  

ในการดําเนินการทดลอง ไดเริ่มทําการศึกษาโดยการใชไพรเมอรของดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐาน เพ่ือหา
ความสัมพันธของตัวอยางพันธุทุเรียน ซึ่งไพรเมอรที่ใชประกอบดวยยีน rbcL  matK  rpo และ ITS (ตารางที่ 
1.1.2)  
ตารางที่ 1.1.2 ไพรเมอรมาตรฐานและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลที่ใชทดสอบในทุเรียน 

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 แลวทําการเพ่ิมปริมาณดวยยีน 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=กานยาว, 16=หมอนทอง, 17=
กระดุมสีนาค, 18=ขุนทอง, 19=กําปนแดง, 20=เน้ือเหลือง, 21=ทูลถวาย, 22=อีงอน, 23=กบตาเหมย) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.2 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในทุเรียน จากการใชไพรเมอรของยีน 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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ในสวนของการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ไดทําการสกัดดีเอ็นเอของทุเรียนทั้ง 51 พันธุ ดวยวิธี CTAB 
และใชชุด kit อีกครั้งเพ่ือใหไดดีเอ็นเอที่สะอาดขึ้น ซึ่งจากการวิเคราะหดวย ไพรเมอรของ 5 ยีน ประกอบดวย 
rbcL  matK  rpo  ITS1 และ ITS2 ยังไมพบความแตกตางแตละพันธุของทุเรียน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียนที่ใช 
เปนทุเรียนที่อยูใน Durio zibethinusทั้งหมด และไพรเมอรมาตรฐานทีใ่ชยังไมเหมาะสมกับทุเรียน 
 
การใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานในการจําแนกทุเรียนตางชนิด 
 จากการที่ใชดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานกับทุเรียนชนิดเดียวกัน (ทุเรียนบาน Durio zibethinus L.) แลว
ไมสามารถหาความสัมพันธได จึงไดทดลองโดยใชทุเรียนตางชนิดจํานวน 3 พันธุ ประกอบดวย ทุเรียนขั้วติด (D. 
Graveolens Becc.) ชาเรียน (D. mansoni Bakh.) และทุเรียนนก (D. griffithii Bakh.) เปรียบเทียบกับทุเรียน
บาน จํานวน 4 พันธุ ไดแก ชะนีกานยาว กําปนพวง กบเจาคุณ และ ลวงทอง โดยใชไพรเมอรของดีเอ็นเอบารโคด
มาตรฐานจํานวน 3 ยีน คือ rcbLA  ITS2และ MatK-413 (ตาราง 1.1.3)  
ตารางที่ 1.1.3 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษาในทเุรียนตางชนิด 

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 ไดทําการสงไปวิเคราะหที่หองปฏิบัติการของ First BASE (Apical Scientific Sdn 
Bhd, Malaysia) เพ่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGA7 สามารถจัดกลุมตาม บารโคดของยีนมาตรฐานจํานวน 3 ยีน ดังน้ี 
 1) ยีนมาตรฐาน rbcLA มีการแยกทุเรียนขั้วติดออกนอกกลุม โดยในกลุมใหญพบวา กําปนพวงและลวง
ทองมีความใกลชิดกัน ถัดมาคือ ทุเรียนนก ชะนีกานยาว ชาเรียน และ กบเจาคุณ 
 2) ยีนมาตรฐาน ITS2 มีการแยก ทุเรียนนก ออกนอกกลุม โดยในกลุมใหญพบวาทุเรียนขั้วติดมีความ
ใกลชิดกับชะนีกานยาว ถัดมาคือลวงทอง ชาเรียน และ กําปนพวง ตามลําดับ 
 3) ยีนมาตรฐาน matK413 แยกความแตกตางได 2 กลุมใหญ คือ กลุมของชาเรียนและทุเรียนนก สวน
อีก 5 พันธุอยูในกลุมใหญเดียวกัน โดยทุเรียนขั้วติด คอนขางใกลชิดกับ กําปนพวง และ กบเจาคุณ  
 จากการหาความสัมพันธดวยยีนมาตรฐานจํานวน 3 ยีน พบวา มีเฉพาะ matK-413 ที่มีการแยกทุเรียน
ตางชนิดคือ ชาเรียน และ ทุเรียนนก ออกจากกลุม ทุเรียนพันธุอ่ืน ทั้งน้ีถาดูจากลักษณะสัณฐานพบวา ชาเรียน
และทุเรียนนก เปนทุเรียนที่มีดอกสีแดง ผลมีขนาดเล็ก มีเน้ือนอยแทบไมมีสวนที่บริโภคได เมื่อเปรียบเทียบกัน
ทุเรียนพันธุอ่ืนๆ รวมถึงทุเรียนขั้วติด ที่ดอกสวนใหญมีสีขาวครีม ผมมีขนาดใหญมีเน้ือใหบริโภคได ในขณะที่ยีน 
rbcLA และ ITS2 ยังไมมีการแยกทุเรียนตางชนิด ออกมาอยางชัดเจน  
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ภาพที่ 1.1.3 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน rbcLA ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตางชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.4  แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน ITS2 ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตางชนิด 
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ภาพที่ 1.1.5 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีน matK413 ในการเปน DNA barcode ของทุเรียนตาง
ชนิด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.1.6 ลักษณะผลของทุเรียนพันธุ ขั้วติด ลวงทอง ชะนีกานยาว กําปนพวง และ กบเจาคุณ 
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การพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดโดยใชเทคนิค GBS 
 จากการใชไพรเมอรมาตรฐานของดีเอ็นเอบารโคดหลายยีน แตพบวายังไมสามารถจําแนกความแตกตาง
ระหวางพันธุของทุเรียนภายในชนิดเดียวกันไดอยางชัดเจน จึงทําการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคด จากการสงตัวอยาง
วิเคราะห GBS โดยใชตัวอยางทุเรียนจํานวน 14 พันธุ ไดแก หมอนทอง ชะนี กระดุมทอง กานยาว และ จันทบุรี 
1-10 อยางไรก็ตามเมื่อทําการสงวิเคราะหพบวาสามารถวิเคราะหไดเพียง 13 ตัวอยาง จากผลการวิเคราะห พบ
จํานวนตําแหนง SNP ของทุเรียนทั้ง 13 พันธุ มีคาอยูระหวาง 568,790 ถึง 978,535 และ InDel มีคาระหวาง 
31,551-54,088 (ตารางที่ 1.1.4) โดยมี ขนาดของตําแหนง InDel ที่พบในสวนของ Coding sequence ดัง
รายละเอียดในภาพที่ 1.1.7 
ตารางที่ 1.1.4ตําแหนง 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 ขนาดของตําแหนง InDel ที่พบในสวนของ Coding sequence 
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ภาพที่ 1.1.8 แผนภูมิความสัมพันธที่ไดจากเทคนิค GBS จากการวิเคราะหทุเรียน 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 คาดัชนีความเหมือนที่ไดจากเทคนิค GBS จากการวิเคราะหทุเรียน 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 พันธุที่ใชในการวิเคราะห 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) 

กานยาวxชะนี 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลม 
 
 

 จันทบรี 10 
(C10) 

ชะนีxนกหยิบ 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลทรงร ี
 
 

จันทบรี 4 
(C4) 

กานยาวxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมรี 
 
 

 ชะนี 
(CN) 

กลุมลวง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมรี 
 
 

จันทบรี 5 
(C5) 

กานยาว OP 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลม 
 
 

 กระดุมทอง 
(KD) 

กลุมเบ็ดเตล็ด 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลมแปน 
 
 

จันทบรี 6 
(C6) 

กานยาวxหมอนทอง 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลกลมแปน 
 
 

 หมอนทอง 
(MT) 

กลุมกําปน 
อายุเก็บเกี่ยวกลาง 
ผลทรงขอบขนาน 
 
 

จันทบรี 7 
(C7) 

กานยาวxชะนี 
อายุเก็บเกี่ยวสั้น 
ผลกลมรี 
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จากแผนภูมิความสัมพันธของทุเรียนทั้ง 13 พันธุที่วิเคราะหดวย GBS พบวา พันธุจันทบุรี 9 อยูนอกกลุม 
ซึ่งลักษณะที่แตกตางจากพันธุอ่ืนคือ เปนพันธุที่มีอายุเก็บเก่ียวนานคือ 137-139 วันหลังดอกบาน สวนพันธุอ่ืนๆ 
มีอายุเก็บเกี่ยวสั้น และปานกลางคือ มีอายุเก็บเกี่ยวในชวง 87-120 วันหลังดอกบาน ซึ่งในสวนของกลุมใหญ 12 
พันธุ มีการแบงออกเปน 2 กลุมยอย คือ กลุมยอยแรกประกอบดวย จันทบุรี1 กระดุมทอง จันทบุรี7 หมอนทอง 
จันทบุรี6 จันทบุรี10 และจันทบุรี4 โดยพบวา จันทบุรี1 มีความใกลชิดกับ กระดุมทอง มากที่สุด ทั้งน้ีเน่ืองจาก 
ลักษณะผลมีรูปรางกลมและอายุเก็บเกี่ยวสั้น และจันทบุรี4 มีความสัมพันธใกลชิดกับจันทบุรี10 มากที่สุด สําหรับ
ในกลุมยอยที่ 2 ประกอบดวย จันทบุรี2 จันทบุรี3 จันทบุรี5 และชะนี โดยพบวา จันทบุรี2 และจันทบุรี5 มี
ความสัมพันธใกลชิดกัน และจันทบุรี3 ใกลชิดกับชะนี (ภาพที่ 1.1.8) 
 จากคาดัชนีความเหมือนที่ไดจากเทคนิค GBS ของทั้ง 13 พันธ พบวา  

1) จันทบุรี1 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และชะนีมากที่สุด ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทั้งจันทบุรี1
และ จันทบุรี9 มีแมเปนชะนีเหมือนกัน  

2) จันทบุรี2 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 อาจเน่ืองจากทั้งสองพันธุนอกจากมีแมเปนชะนี ยัง
มีรูปรางผลกลมรีเหมือนกัน 

3) จันทบุรี3 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี7 และจันทบุรี8 อาจเน่ืองมาจากจันทบุรี3 และ
จันทบุรี7 มีแมและพอเปน กานยาวxชะนี เหมือนกัน สวนจันทบุรี8 มีแมเปนชะนีและผลออกทรงกลมคลาย
จันทบุรี3 

4) จันทบุรี4 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด อาจเน่ืองจากมีพอเปน หมอนทอง
เหมือนกัน และผลออกทรงรี 

5) จันทบุรี5 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด  
6) จันทบุรี6 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และชะนี มากที่สุด  
7) จันทบุรี7 มีดัชนีความเหมือนกับชะนี มากที่สุด เน่ืองจากจันทบุรี7 มีพอเปนชะนี และทรงผล

กลมรีเหมือนชะนี 
8) จันทบุรี8 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 และหมอนทอง เน่ืองจากจันทบุรี8 และจันทบุรี9 

มาจากพอแมเหมือนกัน คือมีพอเปนหมอนทอง 
9) จันทบุรี9 มีดัชนีความเหมือนกับชะนีมากที่สุด เน่ืองจากชะนีเปนแมของจันทุบรี9 
10) จันทบุรี 10 มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี6 มากที่สุด 
11) ชะนี มีดัชนีความเหมือนกับจันทบุรี9 มากที่สุด เน่ืองจากชะนีเปนแมของจันทบุรี9 
12) กระดุมทอง มีดัชนีความเหมือนกับ จันทบุรี9 มากที่สุด 
13) หมอนทอง มีดัชนีความเหมือนกับ จันทบุรี9 มากที่สุด เน่ืองจากหมอนทองเปนพอของ

จันทบุรี9 
  จะเห็นไดวา จันทบุรี9 มีดัชนีความเหมือนกับพันธุอ่ืนๆ มากที่สุด แตในบางพันธุยังไมพบ
ความสัมพันธที่ชัดเจน เชน กับจันทบุรี5   

จากผลการวิเคราะห GBS จึงไดทําการพัฒนาเพ่ือสรางดีเอ็นเอบารโคด โดยมีช้ินสวนนิวเคลียรจีโนมที่
นาสนใจ จํานวน 4 ช้ิน ซึ่งไดจํานวนไพรเมอรจํานวน 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 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 100,750 -101,665 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน30 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
TGAGCAACACTACAAATCAAGTCATATTAACCAAACATATGATTTTGTAAGTAAATTTTTATATAAGGAA
TCATCCATGGTGTAAGTTACTGTTTGGACATTCTAATGCATTACAAAATGAAATATTGCAGGTGAAGCAGAT
GAGGGAGGAGTACAAGAAGCTTGATAAGGCAGAGATGGGAATATGGGAATGTTGTGAACTTCTGAATGAGG
TTGTTGATGACAGTGATCCTGATTTGGACGAACCTCAAATTCAGCATTTGCTGCAGAGCGCTGAAGCAATCA
GAAGAGACTATCCTAATGAAGACTGGTTGTACCTGACTGCTCTTATTCATGGTAAAAATAAAAACCCCTTAC
AATATTCTTTCTTTGCCTTGTTATCTTGTAATGATAAAATTACAATAATTAACTTATTGAGTTTCAATGCTTTT
CAGATCTTGGAAAAATCCTGGTTCTTCCAAAATTTGGAGAGCTACCTCAATGGGCTGTTGTTGGTAAGTATT
TGTTTCAAAAAATAAAAATAAAAAAGTTCCATATTTCCTCATATAATTTTAAGTGACAAGTTAATTTCAATAT
AACAGGTGACACATTCCCAGTTGGATGTGCTTTTGATGAGTCCAATGTTCATCACATGGTTTTTAAATCTTA
GCTTTGATCTTTAATCATTTACCAATTAAACATAATTGTGTTATATATATACGATCTTAACTCAAGATGAATT
TGCAATTCACAAATTCTGTGCTGCAGTATTTTAATGATAATCCTGACTTCAACAATCCAATTTACAACACCAA
AAATGGGATTTACTCTGAAGGGTGTGGACTAGATAATGTGCTCATGTCATGGGGGCACGATGACTATATGTA
CATGGTATACATTTGACTCGATCAATCAATCAATCCCTCCAAACTAAAGTCA 
 
ไพรเมอรที่ได 
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 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 138,606 -139,305 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน35 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
CTTAAGTCATCCTTTGATCTTCTATTCACATTGAGAATTGTCTCAATAAAATTTTCGTAAACATTATTCGC
TATGTGCATCAAATCAAGGTTATGGCATAATAAATTATATTCCTAATAAGGTAACTCAAAAAAGATACTTCTT
TTTTTCCACAACTCAAACTCATTGGGGTCATCTACTTTATCATCCTCTTCATCACTTTGAATATCAAGATCAC
CAACTTCAGTACGAGTATCACCAACTTGCGTAATATAAGGCCAAACACCTTCAAAGATGTCCCCCACTCTTT
TTCTTGATTGAGTCATTTTTTTATAAGTGAAATTAATATCTTTTAACTTTGACAAGATATTAAACCCACTAAA
AGGTAAAGCCAATCTCTTTAACTTTTTAGTTCCATTAAAAAGATATTTTTGGAATCTAAATCGATGATTATCA
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TCTAACCATCGATGATGTCCCATATAACAGAACTTCCTACCATTAGGTAACCACGTCGAACATATCTATGTA
GCACAATATGGACAAGCATAATGACCTTTTGTACTCCAATCAGATAAATTCATATAAGCAAAAAAATCATTGA
TAGTCTATAATAAAGCAGCATGCATATTGAAGTTTTTTTTTTTATGTATCATAGGTCTCAACTCCTTCCCATA
ATTGCTTTAACTCTTTAATAAGAGGTTGTAAGTTGATGTCTATATCA 
 
ไพรเมอรที่ได 
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 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 186,161 -186,658 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน 23 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
 
TAAGCAGAGGCTCAACGACTTTGAGAAACATAAACAAAGCTCCTCTAATTAGAGGCTCAACGACTTTGGA
AAAATAAATAGCTCCTCTAATTAGAGGCTCAACGACTTTAAAAAGTAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCA
ACGACTTTGGAAAAATAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCAACAACTTTGAAAATAACTAAAGCTCCTCTA
ATCAGAGGCTCAATGACTTTTGGAAAGTAAATGGCTCCTCTAATCAGAGGCTCAACGACTTTTGAAAAGTAA
ATTGCTCCTTTAAATAGAGGCACCATAACTTTGAAAAGTAAATTGCTCCTCTAAACAGAGGCACCTCAACTT
TTGAAAAGTAAATTGCTCCTCTAAATAGAGGCACCACAACTTTGAAAAATAAATTACTCCTCTAAACAGAGG
CACCACGACTTTGAAAAGTAAATTGCTCATTGACAATCATGTCCAAAGGAGTTATAGATCATGATTGA 
 
ไพรเมอรที่ได 
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 
 
ใชนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง 188,877 -189,587 มีจํานวนนิวคลีโอไทดกลายที่ใหความแตกตาง (SNPs 
Polymorphism) จํานวน 38 ตําแหนง จากทุเรียน 13 พันธุ 
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CTCTTTCCATCTTTGAGACCTTTTGTGTATTTTAAAAAAATTGTCCCCCAGTGTAGAAGGTGATCCTTGG
TTGGGGTTCTTCAGAAAAAGAAATCATAATAGGCTCAAATGGGTAATAATAAATGGTTTTTCGAATGGTAAA
AGAAAGATGGCCATTTTTCATCTCAATTGTGAATACCTTTCTTGAACATCATCTATTGAACAAAGCTCATGAA
CCTGTATAAAAGATTGCACATCTTCAAGATATATCTATTTCACCTCTGGTAACAGCTTACTTTTTTGCTCAAA
TCATCTCATCATATTATCGTGGATGAGTTCTCAAAATTAAATCTCAGAATTATTGTTATCATTGTCTAAATAT
TCATCATCTAAAATTTGAGAATGGGAATGTAAATTTATGAAAGGTAACAGAGCATGGAGTAATGGTCGAGTG
AAAGAGAAAATGTAATGAAATGCATTAACTTGCCTTTATTAAAATGATAACAAGTGAAGTCATATTGCAAAAA
GAAATCTAACATTACTCGAAAAGAAATCCTAAAATGACAAAAAAACCTTCAACCAGCCTTATCTCCATTCTTC
AAAATTGTCCCCTTATGTGATCAGGTGAAGAATCTCTATTGACATCTTACCCCTCAATTCATTGTGACTTTCC
GGACCCTTTCTAACCAATGTGTTCTTGATTGTCACTCAAAGTACTAACATCAAGTGTTG 
 
ไพรเมอรที่ได 
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’ 

จากการพัฒนาจากการใชเทคนิค GBS ซึ่งไดไพรเมอรจํานวน 4 ไพรเมอร พบวายีน DuBc04 มีศักยภาพ
ดีกวายีนอ่ืน จึงไดทําการทดสอบความเปนดีเอ็นเอบารโคดในทุเรียน รวมกับไพรเมอรมาตรฐาน ITS2-S2F ซึ่ง
ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียนที่ทําใหบริสุทธ์ิ ของทั้งสองยีน มีรายละเอียดดังภาพที่ 1.1.9 และ 1.1.10โดยผลการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum 
Likelihood) ที่คา Boot strap จํานวน 1,000 ซ้ํา ซึ่งการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 สามารถแยก
ความแตกตางไดมากกวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITS2-S2F (ภาพที่ 1.1.11 และ 1.1.12) จะเห็นไดจาก 
การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 บางสวนมีการจัดกลุมตัวอยางทุเรียนที่ใกลชิดกันภายในกลุมเดียวกัน
ได เชน กบตาโห และกบชายนํ้า ซึ่งอยูในกลุมกบ  หรือ ฉัตรสีทองและทองยอยเดิมซึ่งอยูในกลุมทองยอย หรือ 
ฟกทองแดงและกระดุมทองซึ่งอยูในกลุมเบ็ดเตล็ด นอกจากน้ียังมีการจัดกลุมใกลชิดของทุเรียนตางกลุม เชน ชาย
มังคุดที่อยูในกลุมเบ็ดเตล็ดและกบรัศมีกลุมกบ หรือ สาวชมฟกทองกลุมเบ็ดเตล็ดและกําปนดํากลุมกําปน รวมถึง
ความสัมพันธของกลุมเชน จัดกลุมอีลีบและสีทองซึ่งอยูกลุมเบ็ดเตล็ดอาจมีความสัมพันธกับกบสีนวล ที่อยูในกลุม
กบ เปนตน ในขณะที่การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITS2-S2F มีรายละเอียดการจัดกลุมนอยกวา 

นอกจากน้ีการทํา alignment ดวย ClustalW ของโปรแกรม MEGAx แสดงใหเห็นการเปลี่ยนแปลง
ลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน (tansition mutation) และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตาง
ชนิดกัน (transversion mutation) (ภาพที่ 1.1.13 และ 1.1.14)  
 จะเห็นไดวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน DuBc04 สามารถเปนแนวทางในการหาความสัมพันธ
ทุเรียนที่อยูในกลุมเบ็ดเตล็ดซึ่งยากตอการจัดกลุมและเปนทุเรียนสวนใหญ กับทุเรียนที่มีการจําแนกกลุมแลว
บางสวนได ตลอดจนอาจพัฒนาเปนแนวทางในการพิจารณาพันธุที่เปนพันธุเดียวกัน แตที่มีช่ือตางกันจากการต้ัง
ช่ือของผูปลูก เปนตน อยางไรก็ตาม การจัดทําดีเอ็นเอบารโคด ดวยยีน DuBc04 ยังไมสามารถจําแนก
ความสัมพันธไดอยางชัดเจนถูกตองตามที่ไดมีการจัดกลุมตามลักษณะสัณฐาน ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากทุเรียนเปนพืช
ผสมขามตามธรรมชาติ จึงทําใหเกิดความหลากหลายทั้งทางลักษณะสัณฐานของใบและผลคอนขางมาก อีกทั้งการ
ใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดแยกความแตกตางของพืชที่อยูในชนิดเดียวกันยังคอนขางมีขอจํากัด ดังน้ันอาจตองใชดี
เอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงบริเวณรวมกันเพ่ือเพ่ิมความแมนยําในการระบุชนิดพืชตอไป 
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ภาพที่ 1.1.9   ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียน 120 ตัวอยาง ที่ทําใหบริสุทธ์ิ กอนทําการสงวิเคราะหจากการใชไพร
เมอรของยีน DuBc04  
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ภาพที่ 1.1.10   ผลผลิตของพีซีอารของทุเรียน 150 ตัวอยาง ที่ทําใหบริสุทธ์ิ กอนทําการสงวิเคราะหจากการใช
ไพรเมอรของยีน  ITS2-S2F 
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ภาพที่ 1.1.11แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางทุเรียน จํานวน 120 
ตัวอยาง จากยีน DuBC04 ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.1.12แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางทุเรียน จํานวน 150 
ตัวอยาง จากยีน ITS2 ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.13 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน DuBC04ตัวอยางทุเรียนดวยโปรแกรม MEGAx 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.1.14 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2ตัวอยางทุเรียนดวยโปรแกรม MEGAx 

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรมาตรฐานกับตัวอยางทุเรียนซึ่งสวนใหญ
เปนทุเรียนบาน (Durio zibethinus L) ยังไมสามารถจําแนกความแตกตางได แตสามารถแยกความแตกตางของ
ทุเรียนตางชนิดได คือ การใชไพรเมอรยของยีน matK-413 มีการแยกทุเรียนตางชนิดคือ ชาเรียน (D. mansoni 
Bakh.)  และ ทุเรียนนก (D. griffithii Bakh.) ออกจากกลุม ทุเรียนพันธุอ่ืนได ดังน้ันในสวนของการหา
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ความสัมพันธของทุเรียนบาน จึงไดทําการพัฒนาดีเอ็นเอบารโคดจากการใชเทคนิค GBS และคัดเลือกไวศึกษา
จํานวน 1 ยีน คือ DuBc04 พบวามีแนวโนมในการวิเคราะหความสัมพันธไดดีกวายีนอ่ืนๆ อยางไรก็ตามอาจตองมี
การพัฒนาหรือวิเคราะหลักษณะทางสัณฐานที่มอียูเดิมใหละเอียดมากขึ้น เชน การรูปแบบพัฒนาการผล หรือการ
ตอบสนองตอสภาพแวดลอมตางๆ เปนตน เพ่ือใหสามารถหาความสัมพันธกับผลวิเคราะหทาง DNA ไดอยางมี
ประสิทธิภาพตอไป 

การทดลองที่ 1.2 
ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเงาะ 

DNA Barcode and Genetic Diversity of Rambutan 
 

ช่ือผูวิจัย 
ธีรวุฒิ  ชุตินันทกุล อรุโณทัย  ซาววา กาญจนา  พฤษพันธ อรวินทินีชูศรี  

Theerawut  ChutinanthakunAroonothai  SawwaKanchana  PruesapanOrnwintinee  Chusri 
 

คําสําคัญ : พันธุกรรมเงาะ  ดีเอ็นเอบารโคด  ไพรเมอรมาตรฐาน 
Key words : Rambutangenetics,  DNA-barcode,  universal primer 

 
บทคัดยอ  

เงาะเปนพืชที่รูจักกันอยางแพรหลายในทวีปเอเชีย ซึ่งประเทศไทยถือเปนหน่ึงในผูผลิตรายใหญใน
ภูมิภาค เงาะมีความหลากหลายโดยสวนใหญอยูในสปชีส Nephelium lappaceum L. และมีเงาะชนิดอ่ืนที่อยู
ตางสปชีส ในการศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ืออนุรักษและศึกษาความหลากหลายโดยใชดีเอ็นเอบารโคด โดยทําการ
เก็บตัวอยางเงาะจากแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืขสวนตรัง จํานวน 36 
ตัวอยาง จาก พันธุพ้ืนเมืองจํานวน 13 พันธุ ลูกผสมจํานวน 8 พันธุ และพันธุตางสปชีสจํานวน 6 ตัวอยาง 
สําหรับดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานที่ทําการศึกษามาจากตําแหนงคลอโรพลาสตจํานวน 5 ชนิด (matK,rbcL, 
psbA, rpoC and trnL) พบวาการใชยีนมาตรฐานยังไมสามารถแสดงความสัมพันธของพันธุเงาะไดอยางชัดเจน 
อยางไรก็ตามมีแนวโนมวายีน rbcLA, rbcL, และ trnL สามารถแยก เงาะขนสั้นลูกใหญ (Nephelium 
rumboutan-ake Leenh) เงาะปา (Nephelium sp.) ออกจากเงาะอ่ืนๆ ได ทั้งน้ีอาจตองมีการศึกษาตอไปใน
พัฒนายีนที่สามารถจําแนกความสัมพันธของพันธุเงาะไดดีขึ้น เพ่ือเปนฐานขอมูลทางพันธุกรรมและใชประโยชน
ในการปรับปรุงพันธุตอไป 
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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) 
ดีเอ็นเอบารโคดเปนวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุล ไดถูกพัฒนาขึ้นมาเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือ

กลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลาอันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอใน
บริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอมาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไป
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่
นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณเดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิด
อ่ืนๆ ที่ตองการเปรยีบเทียบกัน วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการ
เจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวนขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชน
อยางมากตอนักอนุกรมวิธาน และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไป
ประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได เชน การศึกษาทางดานนิเวศวิทยา นิติวิทยาศาสตร และการตรวจสอบ
ผลิตภัณฑทางชีวภาพ เปนตน (วุฒิพงศ, 2554) การจัดทําฐานขอมูล ดีเอ็นเอบารโคดของสิ่งมีชีวิต หรือ The 
Barcode of Life Project ไดเริ่มตนขึ้นในป ค.ศ. 2003 (Hebert et al., 2003) และไดรับการสนับสนุนตอเน่ือง
จากหนวยงานที่เกิดขึ้นจากความรวมมือจากนานาชาติไดแก 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)การตรวจขอมูลทางพันธุกรรมในระดับลําดับนิ
วคลีโอไทดของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตและดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซมมีการนํามาใชประโยชนในการจําแนกพืช
กันมากในปจจุบัน เน่ืองจาก ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต (Chloroplast DNA; cpDNA) เปนดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน
วงแหวน มีบริเวณอนุรักษสูงในเรื่องของขนาดและโครงสราง ประกอบดวยยีน 130 ยีน มีขนาดของยีนต้ังแต 72 
ถึง 220 kb(Palmer et al., 1992; Sugiura et al., 1998) การถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมไมเปนไปตามกฎ
ของเมนเดล (Palmer and Stein, 1986; Petit et al., 1998) การแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบการแทนที่คู
เบส(base-pair substitution) มีอัตราในระดับกลางถึงตํ่า (Cleeg and Zurawski, 1992) ทําใหสามารถนํา
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาใชในการศึกษาพันธุศาสตรประชากรและความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชได ยีนที่
อยูในคลอโรพลาสต เชน maturaseK (matK), trnH-psbA intergenic spacer, ribulose-1,5-bisphosphate 

39 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL)atpF-atpH spacer, rpoB, rpoC1และ psbK-psbl spacer 
(CBOL., 2009) เปนตน สวนดีเอ็นเอในนิวเคลียรไรโบโซม (nuclear ribosomal DNA; nr DNA) เปนบริเวณที่ถูก
อนุรักษไวในสิ่งมีชีวิตแตละชนิดรวมทั้งพืช ประกอบดวยหนวยยอย 3 หนวยไดแก 18S 5.8S และ 25S ซึ่งแตละ
หนวยมีบริเวณบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดที่เรียกวา non-coding sequence หรือ Internal transcribed spacer 
region (ITS) ไดแก ITS1 ต้ังอยูระหวางยีน 18S และ 5.8S และ ITS2 ต้ังอยูระหวาง 5.8S และ 25S ซึ่งมีความผัน
แปรทางพันธุกรรมสูงกวาดีเอ็นเอในบริเวณอ่ืนๆของ nr DNA ทําใหสามารถแยกความแตกตางระหวางสายพันธุหรือ
ภายในสายพันธุเดียวกันได (Roger and Bendich, 1987; Ritland et al., 1993) 

เงาะ (Nephelium lappaceum) เปนพืชในวงศ Sapindaceae เปนไมผลขนาดกลาง ลําตนเปน

พุม ใบเรียงสลับ มีใบยอย ผลมีขนที่เปลือก พันธุการคาที่นิยม ไดแก โรงเรียน สีชมพู สีทอง เปนตนกรมวิชาการ

เกษตรไดรวบรวมพันธุเงาะไวหลากหลายสายพันธุ ในศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ที่ผานมา

มีการใชเครื่องหมายโมเลกุลในการจําแนกพันธุพืชอยางแพรหลาย เชนมีการใชเครื่องมือในการศึกษาพันธุกรรม

ของไมผลเชน ทุเรียน ที่มีการใช ไมโครแซทเทลไลท หรือ SSR (Simple Sequence Repeat) ซึ่งเปนลําดับเบสที่

ซ้ํากันเรียงกันอยางตอเน่ืองที่ตําแหนงหน่ึงๆ ในจีโนม  แตละชุดประกอบดวยลําดับเบสซ้ําสั้นๆ ไมเกิน 10 คูเบส 

(สุรินทร, 2552)โดยไพรเมอรของเครื่องหมายชนิดไมโครแซทเทลไลท เพ่ือจําแนกทุเรียนไดผลดีคือ ไพรเมอร 

MS1AAC-19 (ปยรัษฎ และคณะ, 2552) หรือการจําแนกทุเรียนพันธุการคา 4 พันธุ (หมอนทอง ชะนี พวงมณี 

และหลังลับแล) เพ่ือศึกษาความแปรปรวนทางพันธุกรรมจากแหลงพันธุตางๆ โดยการวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ

พบวามีความสอดคลองกับรูปแบบการขยายพันธุ ที่มาจากแหลงตางกัน (เตือนใจ และ ปยะศักด์ิ, 2556) แตยังไม

มีการศึกษาการจําแนกโดยใช ดีเอ็นเอบารโคด โดยเฉพาะในเงาะที่ยังมีการศึกษาทางดานน้ีคอนขางนอย โดย

วิธีการน้ีนอกจากจะสามารถช้ีเฉพาะลักษณะของสายพันธุพืชได ยังสามารถนําไปใชประโยชนเพ่ือการอนุรักษ การ

ใชเปนขอมูลแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม ตลอดจนการรักษาทรัพยากรพันธุกรรมพืชของไทย เพ่ือนําไปปรับ

ใชขยายผลตอยอดในแขนงตางๆ ไดอยางกวางขวางตอไปในอนาคต 

 วัตถุประสงค 
 สรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของเงาะ และจัดเก็บรักษาเช้ือพันธุกรรม เพ่ืออนุรักษเก็บรักษาในธนาคารเช้ือ
พันธุกรรมพืช และธนาคารดีเอ็นเอ จากแปลงรวบรวมพันธุที่มีอยูเดิม 
 ขอบเขตการศกึษา 
 ศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal international 
transcribed spacer (ITS) ในเงาะ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ
ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือจากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดีเอ็นเอ
ตนทุน (stock DNA)อีกสวนนํามาเปนดีเอ็นเอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase 
chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบ
กับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิ
วคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการระบุชนิดของพันธุเงาะ แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไวใน
ฐานขอมูลสากลตอไป 

ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
- วัสดุ อุปกรณ    
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 1. ตนเงาะพันธุตางๆ ที่ปลูกรวบรวมไวในแปลงของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และ ศูนยวิจัยพืชสวน
ตรัง ประกอบดวย โรงเรียน สีชมพู สีทอง บางย่ีขัน นํ้าตาลกรวดเจะมง เงาะขนสั้น พลิ้ว 1-8 ปูลาซนั พรวนชี 
เงาะลูกเหลือง ลูกเหลืองขนสั้น เงาะลูกแดง เงาะปา เงาะพ้ืนเมือง ขนสั้นลูกใหญ ลูกพรวน ขนสั้นลกูเล็ก ขน
เหลือง คอแลน  
 2. วัสดุในการเก็บตัวอยางเพ่ือจัดทําพรรณไมอางอิง  
 3. ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป  
 4. เครื่อง Spectrophotometer 
 5. เครื่อง Electrophoresis  
 6. เครื่อง PCR  
 7. เครื่องปนเหว่ียง   
 8. สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ   
 9. เครื่องมือในหองปฏิบัติการวิทยาศาสตร เชน เครื่องแกว อางและตูควบคุมอุณหภูมิ เปนตน 
 10. อุปกรณในการบันทึกขอมูลและประมวลผล เชน เครื่องคอมพิวเตอร ปริ้นเตอร และแบบบันทึก
ขอมูล เปนตน 

- วิธีการ  

 ขั้นตอนที่ 1 การเก็บตัวอยางเงาะและการเก็บตัวอยางอางอิง  
 การเก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดจะเก็บตัวอยางใบเงาะจากแปลงรวบรวม ศูนยวิจัย
พืชสวนจันทบุรี  และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จัดทําความสัมพันธของขอมูลลักษณะทางพฤกษศาสตรที่มีอยูกับ 
ภาพถาย และจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการ
เกษตร บันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บตัวอยางและเลขอางอิงตัวอยางพืช (Voucher number) ตาม
มาตรฐานสากลตอไป 
 ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของเงาะ 
  1. เก็บตัวอยางใบออนของสายพันธุเงาะ ที่ปลูกภายในศูนยวิจัยพืชสวนจันทุบรีและศูนยวิจัยพืช
สวนตรังเพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  
  2. สกัดดีเอ็นเอจากใบ โดยใชสารละลาย CTAB เก็บรักษาดีเอ็นเอที่ -20oC จนกวาจะนําไปใช 
  3. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electrophoresis)  
 ขั้นตอนที่ 3วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสและ nuclear ribosomal 
international transcribed spacer (ITS) และประเมินประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในเงาะ 
  1. นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกริยา PCR เพ่ือศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC และ trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ ITS 
ตารางที่ 1.2.1 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษา 

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. เมื่อไดสภาวะที่เหมาะสมแลว ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของคลอโรพลาสบริเวณ rbcL, 
matKpsbArpoC  trnL และบริเวณ ITS โดยใชไพรเมอรมาตรฐาน ดวยเทคนิค PCR ความเขมขน 2 ไมโครลิตร 
10x Taq buffer dNTP mix ความเขมขน 10 ไมโครโมล และเอนไซม Taq polymerase ความเขมขน 0.6 
ไมโครลิตร การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอทําดวยเครื่อง DNA thermal cycle ดวยระดับอุณหภูมิดังน้ี 
 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 ดวยวิธี Electrophoresis 
  4. สกัดผลผลิต PCR ที่ตองการและทําใหบรสิทุธ์ิ ดวยชุดสกัดและทําใหบรสิุทธ์ิสําเร็จรูป 
  5. สงผลผลิตดีเอ็นเอจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอ
โรพลาส และบริเวณ ITS ไปหาลําดับเบสดวยเครื่อง 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. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับเบส โดยใชโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ GENtle 
Version 1.9.4 
  7. นําลําดับเบสที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยู
ภายใตฐานขอมูลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 
  8. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ 
ITS โดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรม BioEdit Version 7.2.5 หรือ GENtle Version 1.9.4 
  9.  วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดบริเวณ rbcL, matKpsbArpoC  trnLของคลอ
โรพลาส และบริเวณ ITS กับฐานขอมูลดีเอ็นเอของทุเรียนที่มีการระบุช่ือถูกตองแลวใน NCBI ดวยโปรแกรม 
Blast N เพ่ือวิเคราะหการระบุชนิดของพืชดวยเปอรเซ็นตความใกลเคียงของลําดับเบส 
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  10. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของเงาะแตละสายพันธุไวในฐานขอมลู การบันทึกขอมูล บันทึก
ลักษณะทางสณัฐานวิทยา ลักษณะทางอนุกรมวิธาน ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ rbcL, 
matKpsbArpoC  trnLของคลอโรพลาส และบริเวณ ITS บันทึกตําแหนงที่มีความแปรปรวนของลําดับนิวคลีโอ
ไทด เก็บขอมลูลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูล 

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

- สถานที่ทําการทดลอง  1. สถาบันวิจัยพืชสวน 

    2. สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

    3. สํานักคุมครองพันธุพืช  

4. ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุร ี

ผลการทดลองและอภิปราย (Resultsand Discussion) 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของเงาะที่ทําการศึกษา 

ในการดําเนินงานไดทําการศึกษาพันธุเงาะที่เก็บรวบรวมไว จํานวน 2 พ้ืนที่ คือ ศูนยวิจัยพืชสวน
จันทบุรีจํานวน 17 พันธุ และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 19 พันธุ ซึ่งสวนใหญจะอยูในสปชีส Nephelium 
lappaceumยกเวน ปูลาซัน (N. ramboutan-ake) เงาะปาขนสั้นลูกใหญ (N. ramboutan-ake) เงาะปา 
(Nephelium sp.) เงาะขนสั้นลูกเล็ก (N. mutabile) และคอแลน (N. hypoleucom Kurz.) สวนตัวอยางที่เปน 
Unknown ไมมีขอมูลวาเปนพันธุใด โดยลักษณะทางพฤกษศาสตรของเงาะแตละพันธุ ไดแก  

 ขนาดใบรวมและใบยอย พบวามีขนาดแตกตางกันขึ้นอยูกับพันธุและพ้ืนที่ปลูก โดยใบรวมมีความกวาง
อยูในชวง 21.0-32.9 เซนติเมตร ความยาว 21.2-35.5 เซนติเมตร จํานวนใบยอยอยูในชวง 4-9 ใบ มีความยาว
ของใบยอยอยูในชวง 3.8-8.1 เซนติเมตร และความกวางอยูในชวง 10.6-18.1 เซน็ติเมตร (ตารางที่ 1.2.2)  

ลักษณะของใบ พบวา พันธุเงาะของศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรีทั้งหมดมีรูปรางใบยอยแบบ Elliptic 
ในขณะที่ของศูนยวิจัยพืชสวนตรังมีหลากหลายแบบ ทั้งน้ีลักษณะ ปลายใบ ฐานใบ และ สีใบแก มีลักษณะที่
แตกตางกันไป สวนการเรียงตัวของใบมีทั้งแบบคูและสลับ(ตารางที่ 1.2.3)  

 ลักษณะผล พบวา รูปรางผลมีหลาย 3 แบบ คือ Ovoid เชน โรงเรียน พลิ้ว1 และ เงาะลูกเหลือง  
Globose เชน นํ้าตาลกรวด สีทอง และ พลิ้ว5  Oblongเชน บางย่ีขัน (ตารางที่ 1.2.4 และ 1.2.6)  

สีผลมีความแตกตางกันขึ้นอยูกับพันธุ ต้ังแตสีชมพู เชน เงาะสีชมพู จนถึงแดงเขม เชน เจะมง และ สี
เหลือง เชน นํ้าตาลกรวด เปนตน (ตารางที่ 1.2.4 และ 1.2.5 และภาพที่ 1.2.1) 

 
ตารางที่ 1.2.2ขนาดใบรวม และใบยอย ของเงาะพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม ในแปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืช

สวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 

พันธุ 
ใบรวม ใบยอย ความยาว/

กวาง(ซม.) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 
ความยาว

กานใบ(ซม.) 
จํานวน 

ใบยอย(ใบ) 
ความกวาง 

(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 ใบยอย ความยาว/

กวาง(ซม.) 
ความกวาง 

(ซม.) 
ความยาว 

(ซม.) 
ความยาว

กานใบ(ซม.) 
จํานวน 

ใบยอย(ใบ) 
ความกวาง 

(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 
เจะมง 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 
เจะมง 25.2 30.5 6.0 7.0 6.7 14.4 2.2 
เจะมง 21.1 25.3 5.7 7.7 5.6 12.0 2.1 
เจะมง 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 

เงาะปา 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 ลักษณะรูปรางใบยอย ปลายใบ ฐานใบ สใีบแก และลักษณะการเรียงตัวของใบของเงาะ ในแปลง
รวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศนูยวิจัยพืชสวนตรัง 

พันธุ รูปรางใบยอย 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 
เจะมง Elliptic Acuminate Cuneate G137A สลับ 

บางย่ีขัน Elliptic Acuminate Acute G137A สลับ 
พรวนชี Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เจะมง Obovate Acuminate Cuneate G137A สลับ 
เจะมง Obovate Obtuse Cuneate G136A สลับ 
เจะมง 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 

เงาะปา 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 ใบมีสวนกวางที่สุดกลางใบ และสอบเขาฐานใบและปลายใบ 
Obovate: รูปไขกลับ 
Acute: ปลายใบหรือฐานใบแหลมและเรียวไปยังปลายที่แหลม 
Acuminate: ปลายใบเรียวแหลม 
Cuneate: ฐานใบรูปลิ่ม สวนของฐานใบจะเรียวและแคบเขาฐานใบแหลม 

ตารางที่ 1.2.4ลักษณะผล สีผล และลักษณะเน้ือ ของเงาะพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม ในแปลงรวบรวมพันธุ
ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุร ี

พันธุ 
ลักษณะผล 

รูปรางผล สีผิวผล สีโคนขน สีปลายขน สีเปลือกดานใน 

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 
เจะมง Oblong O28A R53C R53C Y8D 

หมายเหตุ: Globose = กลม, Ovoid = รูปไข และ Oblong = ขอบขนาน (IPGRI, 2003) 
 ไมไดขอมูลในสวนของเงาะปูลาซันและ unknown 
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ภาพที่ 1.2.1 ผลเงาะพันธุตางๆ ปลูกในแปลงรวบรวมพันธุศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี ที่นํามาใชในการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตารางที่ 1.2.5ภาพลักษณะสัณฐานของใบ ดอก และผลเงาะ ของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 
พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 

1. พรวนชี 

 
 
 
 
 

   

2. เจะมง (1) 

 
 
 
 
 

   

3. เจะมง (2) 
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พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 
 

4. เจะมง (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 ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 

11. เงาะลูก
แดง (2) 

 
 
 
 
 

  ไมติดผล 

12. เงาะปา 

 
 
 
 
 
 
 

   

13. พ้ืนเมือง 
 
 

 
 
 
 
 

  
 

 

14. ขนสั้นลูก
ใหญ 

 
 
 
 
 

   

15. เงาะแดง 

 
 
 
 

 
 

 ไมติดผล 

16. ลูกพรวน 

 
 
 
 

   

17. ขนสั้นลูก
เล็ก 

 
 
 
 

  ไมติดผล 

18. ขนเหลือง 
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พันธุ ใบรวม ใบยอย ลักษณะดอก ลักษณะผล 
 
 
 

19. คอแลน 

 
 
 
 
 

 ไมออกดอก ไมติดผล 
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ตารางที่ 1.2.6 แสดงลักษณะสัณฐานของผล และองคประกอบตางๆ ในเงาะแตละพันธุ ที่ปลูกรวบรวมพันธุในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง 
ช่ือพันธุ ลักษณะพืช 

ความสูง
ตน (m) 

ใบส ี รูปราง
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 หวานคลาย
นํ้าตาลกรวด 

GYG 1A 1.97 0.21 0.53 

2.เจะมง 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.เจะมง 8.80 GG136A Ovoid RG 45B TGG 144B 19.05 ขาวขุน 15.83 หวาน YGG 
145D 

3.69 0.43 0.68 

4.เจะมง 9.00 GG137A Globo
se 

RG 42A บริเวณโคน RG 42A 
บริเวณปลายขน YGG 

150A 

11.56 ขาวขุน 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 ขาวขุน 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 ขาวขุน 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 ขาวขุน 19.63 หวานอม
เปรี้ยว 

GYG 1D 3.25 0.39 0.73 

11.เงาะลูก
แดง 

6.20 GG146A - -  - - - - - -   

12.เงาะปา 6.00 GG139A Ovoid RG 53A RG 53A 31.82 ขาวขุน 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 ขาวขุน 17.30 เปรี้ยว YGG 
150D 

4.29 0.77 0.48 

14.เงาะปาขน
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) 
 - ไมมีขอมูลเน่ืองจากไมมีการติดผล 
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 นอกจากน้ีในการเก็บตัวอยางของเงาะแตละพันธุไดทําการจัดทําเปนพรรณไมแหง เพ่ือเก็บรักษาเช้ือพันธุ
ไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ สํานักคุมครองพันธุพืชไวทุกตัวอยาง รวมทั้งสิ้น 36 ตัวอยาง 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.2.2 การเก็บตัวอยางเงาะเพ่ือจัดทําเปนพรรณไมแหง 

ผลผลิตดีเอ็นเอที่บริเวณยีนมาตรฐาน  
เมื่อทําการสกัดดีเอ็นเอ จากใบเงาะทั้ง 36พันธุ (แปลงศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี จํานวน 17 พันธุและ

ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 19 พันธุ) แลวนํามาสราง barcoding โดยใช ยีน matK1R, MatK-413,rbcL, 
rbcLA, psbA, rpoC, trnLและ ITS พบวา สามารถตรวจพบดีเอ็นเอเปาหมายของเงาะที่จําเพาะกับยีนดังกลาว
ดวยเทคนิคพีซีอาร ในสวนของยีนมาตรฐาน matK1R, MatK-413,rbcL, rbcLA, psbA, rpoC และ trnL โดยมี
ขนาดประมาณ 900, 900, 700, 600, 500, 500 และ 450 คูเบส ตามลําดับ สวนยีนมาตรฐานของ ITS ใหผลผลติ
พีซีอารที่มีแถบจํานวนมากและซอนทับกันจึงไมเหมาะสมสําหรับใชในการคัดแยกเงาะ โดยผลผลิตของเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอจากยีนมาตรฐานที่ตรวจพบของเงาะทั้งหมดปรากฏผลดังภาพที่ 1.2.3- 1.2.9  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.2.3 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน MatK-1RKIM ทั้งหมด 36 
พันธุ ไดแก 1. โรงเรียน 2. สีชมพู 3. สีทอง 4. บางย่ีขัน 5. นํ้าตาลกรวด 6. เจะมง 7. เงาะขนสั้น 8. พลิ้ว1 9. 
พลิ้ว2 10. พลิ้ว3 11. พลิ้ว4 12. พลิ้ว5 13. พลิ้ว6 14. พลิ้ว7 15. พลิ้ว8 16. ปูลาซัน 17. unknown18. พรวนซ ี
19. เจะมง 20. เจะมง 21. เจะมง 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. เงาะปาขนสั้นลูกใหญ 35. เงาะปา 36. คอแล 
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ภาพที ่1.2.4 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน MatK-413 ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.5 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rbcL ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.6 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rbcLa ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.7 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน psbA ทั้งหมด 36 พันธุ  
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ภาพที ่1.2.8 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน rpoC ทั้งหมด 36 พันธุ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.2.9 แถบดีเอ็นเอจากผลผลิตของพีซีอารในเงาะ จากการใชไพรเมอรของยีน trnL ทั้งหมด 36 พันธุ  
ผลการจัดกลุมเงาะจากการใช DNA barcode ของยีนมาตรฐาน 
 ผลผลิตของ PCR ไดทําการสงไปวิเคราะหที่หองปฏิบัติการของ First BASE (Apical Scientific Sdn 
Bhd, Malaysia) เพ่ือวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด และเมื่อนํามาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGA7 สามารถจัดกลุมตาม บารโคดของยีนมาตรฐานจํานวน 6 ยีน ดังน้ี 
 1) ยีนมาตรฐาน MatK1R แยกความแตกตางได 2 กลุมใหญ โดยกลุมแรกมี กลุมยอย 2 กลุม คือ กลุม
ยอยที่หน่ึงประกอบดวย ขนสั้นลูกใหญ ลูกเหลือง ลูกเหลือง(4) ลูกพรวน แดง เล็กแดง เล็กแดง(2) เล็กแดง(3) 
นํ้าตาลกรวด นํ้าตาลกรวด(2) เจะมง เจะมง(2) พรวนชี พลิ้ว1 พลิ้ว3 พลิ้ว6 พลิ้ว7 พลิ้ว8 โรงเรียน สีชมพู บางย่ี
ขัน ขนสั้น กลุมยอยที่สองคือ ลูกเหลือง(2) และ พ้ืนเมืองลูกแดง โดยในกลุมลูกเหลืองพบวา ลูกเหลือง(2) มีผลสี
เหลืองออกแดง ในขณะที่ลูกเหลืองอ่ืนไมมีสีแดง สวนปูลาซัน ไมอยูในกลุม ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก ปูลาซัน เปนเงาะ
ตางชนิดคือ N. ramboutan-ake (Labill) Leenh กลุมใหญที่สอง ประกอบดวย สีทอง เจะมง(3) และพลิ้ว2 ซึ่ง
ในกลุมน้ีพบวา พลิ้ว2 เปนลูกผสมของสีทองและเจมง (ภาพที่ 1.2.10) 
 2) ยีนมาตรฐาน rbcLA พบวา เงาะเกือบทุกพันธุอยูในกลุมเดียวกัน แตมี 3 พันธุที่อยูนอกกลุม คือ 
เงาะปา เงาะขนสั้นลูกใหญ และเงาะพ้ืนเมืองลูกแดง โดยเงาะขนสั้นลูกใหญ เปนเงาะตางชนิด คือ N. 
ramboutan-ake Leenh. (ภาพที่ 1.2.11) 
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 3) ยีนมาตรฐาน rbcLสามารถจัดกลุมออกได เปน 2 กลุม คือ เงาะสวนใหญ อยูในกลุมเดียวกัน สวนอีก
กลุมประกอบดวย เงาะปา เงาะพ้ืนเมืองลูกแดง และ ขนสั้นลูกใหญ (ภาพที่ 1.2.12) 
 4) ยีนมาตรฐาน psbAสามารถจัดกลุมเปนกลุมหลักได 3 กลุม ซึ่งสวนใหญอยูในกลุมแรก กลุมที่สอง 
ประกอบดวย ขนสั้นลูกใหญ และเงาะปา กลุมที่สาม ไดแกเงาะสีทอง พลิ้ว2 และเจะมง(3) สวน unknown จัดอยู
นอกกลุม (ภาพที่ 1.2.13) 
 5) ยีนมาตรฐาน rpoCสามารถจัดกลุมได 3 กลุมหลัก ซึ่งกลุมแรกประกอบดวย โรงเรียน สีชมพู สีทอง 
บางยี่ขัน นํ้าตาลกรวด เจะมง เงาะขนสั้น พลิ้ว1-8 ปูลาซัน unknown ซึ่งเปนตัวอยางเงาะที่เก็บมาจากศูนยวิจัย
พืชสวนจันทบุรีทั้งหมด สวนลูกพรวนไมมีการจัดกลุม กลุมที่สองประกอบดวย ลูกเหลือง(3) และ นํ้าตาลกรวด(2) 
กลุมที่สามไดแก เจะมง ลูกเหลือง ลูกเหลือง(2) เงาะแดง เล็กแดง เงาะปา และขนสั้นลูกใหญ สวนพรวนชีจัดอยู
นอกกลุม (ภาพที่ 1.2.14) 
 6) ยีนมาตรฐาน trnL แยกได 3 กลุมคือ กลุมแรกคือเงาะสวนใหญ กลุมที่สองคือ พลิ้ว2 พลิ้ว3 
และเจะมง(3) กลุมที่สามประกอบดวย เงาะปา และขนสั้นลูกใหญ (ภาพที่ 1.2.15) 
 จากการใชยีนมาตรฐานจะเห็นไดวา ยีนบริเวณ rbcLArbcLpsbA และ trnL แยก ขนสั้นลูกใหญ และ
เงาะปา ออกจากเงาะพันธุอ่ืนๆ ทั้งน้ีเน่ืองจากทั้งสองพันธุเปนเงาะตางชนิด กลาวคือ เงาะขนสั้นลูกใหญN. 
rumboutan-ake Leenh) และ เงาะปา Nephelium sp.อยางไรก็ตาม เงาะที่มีสปชีสแตกตางจากพันธุอ่ืนคือ 
ขนสั้นลูกเล็ก (Nephelium mutabile) และ คอแลน (Nephelium hypoleucom Kurz.) ยังไมสามารถแยก
กลุมออกมาไดอยางชัดเจน สอดคลองกับรายงานของ เจนจิรา และคณะ (2558) ที่พบวา การใชยีนบริเวณ rcbL 
ไมสามารถศึกษาความหลากหลายของเงาะในระดับสปชีสได ซึ่ง rcbL มักนิยมในการจําแนกพืชระดับวงศ และ
หากใชรวมกับยีน matK จะทําใหสามารถจัดกลุมและพิสูจนเอกลักษณไดชัดเจนขึ้น (สุชาดา, 2553) สําหรับในพืช
อ่ืน เชน มะมวง พบวาการใชยีน rbcL และ rpoC1 ไมสามารถแยกพันธุมะมวงได (ปยดา และคณะ, 2558)  
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ภาพที่ 1.2.10 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน MatK1R ในการเปน DNA barcode ของ
เงาะ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.2.11 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rbcLA ในการเปน DNA barcode ของเงาะ  
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ภาพที่ 1.2.12 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rbcL ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที่ 1.2.13 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน psbA ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที่ 1.2.14 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน rpoC ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
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ภาพที ่1.2.15 แผนภูมิพันธุกรรมแสดงความสัมพันธของยีนมาตรฐาน trnL ในการเปน DNA barcode ของเงาะ 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การศึกษาโดยใช ดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐานในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเงาะ จํานวน 36 

ตัวอยางจากแปลงรวบรวมพันธุใน 2 พ้ืนที่คือ ศูนยวิจัยพืชสวนจันทบุรี และศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ซึ่งมีลักษณะ
สัณฐานที่แตกตางกันทั้งในสวนของลักษณะใบ และลักษณะผล ยังไมสามารถใชในการศึกษาความหลากหลายใน
ระดับสปชีสไดอยางชัดเจน อยางไรก็ตามจากผลการทดลองจะเห็นไดวา ยีนบริเวณrbcLArbcLpsbA และ trnL 
สามารถแยก ขนสั้นลูกใหญ และเงาะปา ออกจากเงาะพันธุอ่ืนๆ ทั้งน้ีเน่ืองจากทั้งสองพันธุเปนเงาะตางชนิด 
กลาวคือ เงาะขนสั้นลูกใหญN. rumboutan-ake Leenh) และ เงาะปา Nephelium sp. แต เงาะที่มีสปชีส
แตกตางจากพันธุอ่ืนคือ ขนสั้นลูกเล็ก (N. mutabile) และ คอแลน (N. hypoleucom Kurz.) ยังไมสามารถแยก
กลุมออกมาได และยีนบริเวณ MatK1R และ psbA สามารถแยกกลุมของ สีทอง เจะมง(3) และพลิ้ว2 ซึ่งในกลุมน้ี
พบวา พลิ้ว2 เปนลูกผสมของสีทองและเจมง นอกจากน้ียังพบวา ยีนบริเวณ rpoC มีแนวโนมที่จะสามารถแยกตัว
อยางเงาะที่ปลูกจากสถานที่ตางกันได 
 ในการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมจากใชดีเอ็นเอบารโคดอาจตองมีการพัฒนาเพ่ิมเติมเพ่ือให
สามารถศึกษาความหลากหลายไดแมนยําขึ้น โดยใชเทคนิคทางโมเลกุลอ่ืนๆ เชน GBS เปนตน  

 
การทดลองที่ 1.3 

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว 
DNA Barcoding and Genetic Diversity of Lotus 

 
คณะผูวิจัย 

อรุโณทัย ซาววาอรรถพล รุกขพันธอัญชลี แกวดวงสุดใจ ลอเจริญกาญจนา พฤษพันธ  สุภาภรณ สาชาติ
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Key words : Nelumbo nucifera,  Nymphaea sp.,DNA barcode 

 
บทคัดยอ 

61 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



บัวเปนพืชลมลุกนอกจากมีความสวยงามใชเปนไมดอกไมประดับไดแลว ยังมีประโยชนและคุณคาทาง
สมุนไพร ซึ่งประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการผลิตบัวในระดับช้ันนําของโลกได อยางไรก็ตามการพัฒนาสายพันธุบัว
ของไทยยังขาดขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมและขอมูลชีวโมเลกุล การทดลองน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ
ศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว ผลการทดลองพบวา ไพรเมอรบารโคดสากล
ของพืช ไดแก ยีน ITS matK rpoC1และ RbcLสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดในตัวอยางบัวทั้ง 2 ชนิด คือ บัว
สาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง (Nelumbonucifera) จํานวน 34 ตัวอยาง มีขนาดแถบดีเอ็นเอบน
เจลอะกาโรสประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม 
MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม แบบ ML (Maximum Likelihood) สามารถแยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยาง
บัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน โดยมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ 
RbcL อยูที่ 0.481 0.207 0.030 และ 0.082 ตามลําดับ การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือก
ช้ินสวนยีนITSและ rpoC1มาใชกับตัวอยางบัวที่เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110
ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง โดยยีน ITSมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 และยีน rpoC1มี
คา0.08 ทั้งน้ีลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI ตอไป อยางไรก็ตาม
การเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น 

 
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) 
ประเทศไทยมีศักยภาพสูงในการผลิตไมดอกไมประดับจนสามารถเปนสินคาสงออกเน่ืองจากประเทศไทย

มีสภาพภูมิอากาศที่เอ้ืออํานวย ตนทุนดานการผลิตตํ่า เกษตรกรและผูปลูกเลี้ยงมีความมุงมั่นในการพัฒนาสาย
พันธุอยูตลอดเวลาบัวจึงพืชอีกชนิดหน่ึงที่ไทยสามารถผลิตไดในระดับช้ันนําของโลกนอกจากจะมีความสวยงามจน
ใชเปนไมดอกไมประดับไดแลว ยังเปนพืชที่มีประโยชนและคุณคาทางสมุนไพรดวย อยางไรก็ตามการพัฒนาสาย
พันธุบัวของไทยยังมีขอจํากัดของการผลิตอีกมาก เชน ความรูดานเทคโนโลยี การศึกษาการใชประโยชนจากสวน
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ตางๆ การพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาและเทคโนโลยีการขยายพันธุเทคโนโลยีภายหลังการเก็บเก่ียว การ
คุมครองทรัพยสินทางปญญา ตลอดจนการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของชนิดและสายพันธุ รวมถึงการ
จัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล ซึ่งเปนปญหาที่จําเปนตองไดรับการแกไข เพ่ือใหประเทศไทยไดอยูในสถานภาพผูนํา
ดานบัวของโลก 

จากความกาวหนาทางชีววิทยาโมเลกุล ทําใหเกิดเทคนิคใหมๆขึ้นมากมายที่เปนประโยชนตอการพิสูจน
ทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันการนําเทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลมาประยุกตใช ในการพิสูจน
เอกลักษณทางพันธุกรรมของพืชและจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจอยางย่ิง เทคนิคทาง
ชีววิทยาโมเลกุลที่สามารถนํามาประยุกตใชอาทิเชน Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 
analysis, Diagnostic Polymerase Chain Reaction (PCR), Amplified Fragment Length 
Polymorphisms (AFLP), PCR-Restriction Fragment Length Polymorphisms (PCR-RFLP) ซึ่งเทคนิค
ตางๆเหลาน้ีมีขอดีและขอจํากัดตางๆกันไป นอกจากเทคนิคขางตนแลว การทําดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) 
เปนอีกหน่ึงเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ เพราะเปนเทคนิคที่ใชในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต ซึ่งเดิมใชการจําแนก
ดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยา และการจําแนกดวยลักษณะรูปรางมีขอจํากัดในเรื่องของรูปรางที่ใกลเคียงกันมาก
แตเปนคนละชนิด ทําใหไมสามารถจําแนกชนิดได ดีเอ็นเอบารโคดจึงเริ่มพัฒนาขึ้นจากการจําแนกสิ่งมีชีวิตที่เปน
สัตวและแมลง โดยใชช้ินสวนดีเอ็นเอที่เปนสวนหน่ึงของยีน Cytochrome oxidase subunit I (COI) ที่อยูในไมโต
คอนเดรีย ซึ่งเปนบริเวณที่มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงกวาความผันแปรของลําดับนิวคลี
โอไทดภายในชนิดเดียวกัน จึงเหมาะในการสรางไพรเมอรจากดานปลาย 5’ ของดีเอ็นเอที่เปนบริเวณอนุรักษ 
สามารถนํามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดงายดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ตอมาจึงไดนํามา
ประยุกตใชเทคนิคดังกลาวกับพืช โดยกลุมยีนที่สนใจเปนดีเอ็นเอของพลาสติด เชน ยีนบนคลอโรพลาสจีโนม 
ไดแก maturase K (matK) rubisco L (rbcL) เปนตน ดีเอ็นเอบารโคดไดรับความสนใจมาก เพราะมี
ประสิทธิภาพ และความแมนยํา สามารถนํามาประยุกตใชในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตไดในระยะเวลาอันสั้น ชวย
ยืนยันการจําแนกชนิดดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาใหเปนไปอยางถูกตอง รวดเร็ว รวมทั้งเปนประโยชนสําหรับ
การคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตอีกดวย 

บัวเปนพืชลมลุก ลักษณะลําตนมีทั้งที่เปนเหงา ไหล หรือหัว ใบเปนใบเด่ียวเจริญขึ้นจากลําตน โดยมีกาน
ใบสงขึ้นมาเจริญที่ใตนํ้า ผิวนํ้า หรือเหนือนํ้า รูปรางของใบสวนใหญกลมมีหลายแบบ บางชนิดมีกานใบบัว บัวเปน
ราชินีแหงไมนํ้า จัดเปนพันธุไมนํ้าที่ถือเปนสัญลักษณของคุณงามความดี บัวหลวงชอบขึ้นในนํ้าจืด ออกดอกตลอด
ป ชอบนํ้าสะอาด อยูในนํ้าลึกพอสมควร จะเริ่มบานต้ังแตตอนเชา กานดอกยาวมีหนามเหมือนกานใบ ชูดอกเหนือ
นํ้า และชูสูงกวาใบเล็กนอย กลีบเลี้ยง 4-5 กลีบ สีขาวอมเขียว หรือเทาชมพู รวงงาย กลีบดอกจํานวนมากเรียง
ซอนหลายช้ัน เกสรตัวผูมีจํานวนหลายสีนักพฤกษศาสตร แบงบัวออกเปน 3 สกุลใหญคือสกุลเนลุมโบ 
(Nelumbo) หรือ ปทุมชาติสกุลนิมเฟยร (Nymphaea) หรือ อุบลชาติ และสกุลวิคตอเรีย (Victoria) หรือ บัว
วิกตอเรียในแตละสกุลสามารถจําแนกไดหลายชนิด สําหรับในประเทศไทยชนิดของบัวที่ปลูกเปนการคามี 6 ชนิด
ปทุมชาติ  

1. บัวหลวง (Lotus)อยูในสกุลปทุมชาติ ลักษณะใบชูเหนือนํ้า เจริญเติบโตโดยมี ไหลอยูใตดิน ชอนไชไป
ใตพ้ืนดิน ใบมีขนาดใหญ ดอกมีทั้งดอกซอนและไมซอน ใบและดอกชูเหนือขึ้นนํ้า ในประเทศไทยมีอยู 4 พันธุ แต
พันธุของบัวหลวงที่นิยมปลูกในปจจุบัน ไดแก พันธุฉัตรขาว ฉัตรแกว และฉัตรแดง 

2. บัวฝรั่ง (Hardy Water-Lilly)อยูในสกุลอุบลชาติยืนตน มีถิ่นกําเนิดในเขตอบอุน และเขตหนาว 
ลักษณะคลายบัวหลวง ตนออน เจริญเติบโตโดยสรางลําตน หรือเหงา เจริญตามแนวนอนใตผิวดิน ลักษณะใบมีทั้ง
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ขอบเรียบ และขอบใบจัก ดอกลอยแตะผิวนํ้า หรือชูเหนือนํ้าเล็กนอย ดอกมีหลายสี กลีบดอกซอนสวยงาม มีช่ือ
เรียกตางกันตามลักษณะสีและดอก สี ตามผูพัฒนาพันธุขึ้น 

3. บัวผัน บัวเผื่อน (Tropical Water-Lilly)อยูในสกุลอุบลชาติลมลุก ตนที่งอกจากเมล็ดจะเจริญตาม
แนวด่ิงขึ้นสูผิวดิน แลวแตกกานใบบนผิวดิน ดอกชูพนนํ้า บานในเวลาเชาหรือกลางวัน และหุบตอนเย็น ดอกมี
กลิ่นหอมมาก เปนบัวชนิดที่ขยายพันธุไดชา ผสมพันธุขามระหวางสีตางๆ ไดงาย โดยแมลงในธรรมชาติ และฝมือ
มนุษย บัวชนิดน้ีจึงเกิดสีสันตางๆ นิยมปลูกเปนไมประดับ ขยายพันธุงาย ดูแลงาย หาซื้อไดตามรานขายทั่วไป 
กระถางละ 25 - 50 บาท 

4. บัวสาย อยูในสกุลอุบลชาติ เปนบัวที่ชาวบานนิยมเก็บสายบัวมาทําอาหาร บัวชนิดน้ีมีกานใบ และกาน
ดอกยาว สามารถขึ้นอยูในระดับนํ้าลึกๆ ได พบไดทั่วไปตามหนองบึง และแหลงธรรมชาติตามชนบท มีหัวกลมๆ 
สายขนาดปลายน้ิวกอย มีขนเล็กนอย ใบมน ขอบใบจัก ดอกบานกลางคืน และหุบเวลาเชา 

5. บัวจงกลนี อยูในสกุลอุบลชาติ เปนบัวที่พบใหมในธรรมชาติคาดวาเกิดจากการแปลงพันธุในธรรมชาติ 
ใบเหมือนบัวตระกูลบัวผัน บัวเผื่อน แตดอกซอนเหมือนบัวฝรั่ง มีเหงาใตดินเจริญเติบโตในแนวด่ิง ตนออนจะเกิด
จากเหงาใตดินเจริญเติบโตขึ้นมาจากตนแม ใบลอยอยูแตะผิวนํ้า ดอกลอยแตะผิวนํ้าเล็กนอย 

6. บัวกระดง อยูในสกุลวิกตอเรีย จัดเปนบัวขนาดใหญที่สุด มีลําตนใตดินเปนหัวใหญ ใบเปนใบเด่ียวมี
ขนาดใหญประมาณ 6 ฟุต ลอยบนผิวนํ้า ใบ กานใบ กานดอก มีหนามแหลมอยูทั่ว มีดอกสีขาว และสีชมพู ดอกมี
กลิ่นหอมแรง บานตอนกลางคืน และหุบในตอนเชา เปนบัวที่ตองใชพ้ืนที่ปลูกมาก และมีปญหากอบัวหลุดลอยขึ้น
สูผิวนํ้าหากระดับนํ้าที่ปลูกมีการเปลี่ยนขึ้นอยางกะทันหัน 

ในจํานวนบัวทั้ง 6 ชนิดน้ี บัวหลวงนับเปนบัวที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจมากที่สุด และเกษตรกรปลุก
มากที่สุด โดยมีวัตถุประสงคของการปลุก 2 ประการ คือ ปลูกเพ่ือตัดดอกตูม ซึ่งนําไปใชบูชาพระ และปลูกเพ่ือ
เก็บเมล็ด ซึ่งสามารถใชประกอบอาหารทั้งคาวหวาน นอกจากน้ีสวนอ่ืนของบัวหลวงก็สามารถจําหนายและใช
ประโยชนอ่ืนๆ ได เชน ใบแหงใชทํายากันยุง มวนบุหรี่ ตมเปนยาไทยบํารุงหัวใจ แกไข และรักษาโรคตับ, ใบสด ใช
หออาหาร และไหลหรือราก สามารถนํามาเช่ือมเปนอาหารหวาน มีสรรพคุณแกรอนใน และระงับอาการทองรวง
ไดอีกดวย(ภทร, 2553) 

ดอกบัวหลวง (Nelumbo nucifera Gaerth.) หรือเรียกวา sacred หรือ Indian lotus จัดเปน 
perennial herbaceous aquatic crops มีหลากหลายพันธุมีสีขาว เหลือง ชมพูและแดง พันธุที่นิยมปลูกใน
ประเทศไทย ไดแก พันธุบุณฑริก ปทุม สัตตบุษย และสัตตบงกชนิยมนํามาบูชาพระ และปจจุบันนํามาใชในการ
ตกแตงสถานที่ในงานเลี้ยงสังสรรค งานแตงงาน หรืองานตางๆ ในโรงแรม ทําใหมีการใชดอกบัวหลวงมากขึ้น และ
มีการสงไปจําหนายในตางประเทศ เชน ออสเตรเลีย สหรัฐอเมริกา และญี่ปุน เปนตน แหลงปลูกดอกบัวหลวงที่
สําคัญอยูในเขตภาคกลาง ไดแก จังหวัดนนทบุรี ปทุมธานี และสุพรรณบุรี พันธุที่ปลูกสวนใหญเปนพันธุสัตตบุษย
และสัตตบงกช (วชิรญา, 2553) 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม หรือการจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของบัวในประเทศ
ไทยมีการใชเครื่องหมายโมเลกุลมาใชในการศึกษา เชน เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA 
(RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphisms (AFLP) และ Simple Sequence Repeat (SSR) 
เปนตน (กนกวรรณ และคณะ, 2551; Yang et al., 2013) อยางไรก็ตามเทคนิค RAPD และ AFLP มีขอจํากัด
ตรงที่หามีตัวอยางมาเพ่ิมเติมตองเริ่มการทดลองใหมทั้งหมดไมสามารถนําแถบดีเอ็นเอที่ไดในแตละครั้งมา
เปรียบเทียบกันเพ่ือจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมได สําหรับเทคนิค SSR ของ Yang และคณะน้ัน ตองทํา
การรันเจลชนิดอะคริลาไมดถึงจะมองเห็นแถบดีเอ็นเอที่หางกันเพียง 50 เบส หากนอยกวาน้ันก็ไมสามารถแยก
ความแตกตางดวยตาเปลาได จึงจําเปนตองใชเครื่องมือที่ชวยในการแยกความแตกตางในชวง 3-20 เบส ซึ่งมีราคา
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สูง บางหองปฏิบัติการไมสามารถทําได ดังน้ันการใชดีเอ็นเอบารโคดจึงเปนอีกวิธีทางเลือกที่สามารถนํามาใชศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม และการจําแนกชนิดหรือพันธุพืชได  

นักวิทยาศาสตรไดนําแนวคิดการติดฉลากบารโคดในสินคามาประยุกตใชในงานดานวิทยาศาสตร โดยนําดี
เอ็นเอ (DNA) ซึ่งเปนสารพันธุกรรม ที่แสดงลักษณะเฉพาะของแตละสิ่งมีชีวิตหรือแตละบุคคล (Individual) มา
เปนเครื่องหมายในการระบุสิ่งมีชีวิตหรือเรียกวา “ดีเอ็นเอบารโคด” (DNA barcode) เพ่ือเพ่ิมความรวดเร็วและ
ถูกตอง ในการระบุชนิด (Species) สิ่งมีชีวิตและยังชวยเพ่ิมประสิทธิภาพ การคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ ความ
หลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติ บารโคดของสิ่งมีชีวิตตองเปนสมบัติเฉพาะตัวของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ัน แตกตางจากสิ่งมีชีวิตอ่ืน งายตอการใช และมีความชัดเจน ดังน้ันการทําดีเอ็นเอบารโคดจึง
เลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดที่สั้น สะดวกกับการใชงาน เหมาะสมและสามารถแสดงความแตกตางระหวางชนิดของ
สิ่งมีชีวิตสูง แตมีความตางระหวางสิ่งมีชีวิตในชนิดเดียวกันต่ํา ยีน (Gene) แรกที่นํามาใชเปนมาตรฐานเพ่ือใชเปน
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดในสัตว คือ ลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนของยีน Cytochrome c Oxidase I 
(COI) ในไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดมีความแตกตางระหวางชนิดมากกวาในชนิด
เดียวกัน การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดทําไดอยางตรงไปตรงมา เพราะมีการแทรกเขามาและการหลุดหาย
ของนิวคลีโอไทดนอย จึงนํายีนน้ีมาใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดเพ่ือการระบุชนิดและจําแนกชนิดของ
แมลงและสัตว (พรณรงคและอรุณรัตน, 2554) ตอมาในพืชการหาบารโคดที่เปนมาตรฐานจึงเริ่มไดรับความสนใจ
มากขึ้น ซึ่งสิ่งสําคัญในการคัดเลือกบารโคดที่ไดมาตรฐาน คือ ตองเปนสวนของยีนที่มีลักษณะสั้น สามารถเพ่ิม
ปริมาณไดงาย เหมาะสําหรับทํางานตัวอยางเยอะ และวิเคราะหลําดับเบสไดงาย จากการศึกษาบารโคดในพืช
ต้ังแตป 2005-2010 มีการนํายีนจากสวนตางๆ ของพืช เชน ITS, accD, matK, ndhJ, rpoB, rpoC1, ycf, 
atpF-H, psbK-I, rbc,L rbcLa, trnH-psbAและ trnL(P6) เปนตน แตที่ไดรับความสนใจไดแกยีนจากสวนของ
นิวเคลียส ไดแก ITS และสวนที่มาจากพลาสติด (plastid) เชน matK, rpoB, rpoCI, atpF-H, psbK-I, rbcL และ 
trnH-psbA ซึ่งสามารถนําลําดับเบสมาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกชนิดของพืชที่มีความใกลเคียงกันสูงได 
(Hollingsworth et al., 2011; Ali et al., 2014) ยีนที่ถูกแนะนําใหนํามาตอกันเพ่ือใชในการจําแนกพืชบก 
(land plants) ไดแก matK +rbcLเน่ืองจากมีความชัดเจน สามารถเพ่ิมปริมาณไดงานเหมาะสําหรับงานที่ตองทํา
เปนประจํา และสามารถแบงแยกกลุมไดดีกวายีน CO1 ในสัตว (Janzen, 2009) อยางไรก็ตามพืชที่มีความ
ใกลเคียงกันสูงสามารถนําเอาสวนของยีนมาตอกันไดหลายยีน เชน 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 เปนตน (Yu et al., 2011; Xu et al., 2015) 

อยางไรก็ตามถึงแมวาประเทศไทยจะมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัวไวแลวดวยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลที่หลากหลาย แตก็ยังขาดฐานขอมูลทางชีวโมเลกุลของบัว ซึ่งปจจุบันฐานขอมูล NCBI ยังไมพบ
ขอมูลดานดีเอ็นเอบารโคดของบัวหลวงในประเทศไทยมากนัก จากการคนขอมูลเดือนมิถุนายน 2559 ใน
ฐานขอมูล NCBI ของยีนrpoC1 rtnH-psbAmatK และ rbcL จากบัวหลวง พบวามีขอมูลดีเอ็นเอบารโคดจากยีน 
rpoC1 ในบัวหลวงของประเทศไทยเพียง 2 accessionno. ซึ่งมีความยาวประมาณ 551 เบสและยังไมพบดีเอ็นเอ
บารโคดในยีนอ่ืน ทั้งน้ีกรมวิชาการเกษตรเปนหนวยงานหน่ึงที่มีการศึกษาวิจัยและอนุรักษพันธุกรรมของบัว มีการ
พัฒนาและปรับปรุงพันธุบัวขึ้นมาใหม รวมถึงมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางที่เพ่ิมขึ้น จึงจําเปนตองศึกษา
ความหลากหลายทางชีวภาพ ดังน้ันการทดลองน้ีจึงไดนําเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด มาใชในการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม  และจัดทําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของบัว เพ่ือใชประโยชนในการจําแนก การปรับปรุง
พันธุบัว การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และการอนุรักษพันธุกรรมของบัวในประเทศไทยตอไป 
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ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
อุปกรณ 

1. สารเคมีที่สําคญั ไดแก CTAB(cetyltrimethylammonium bromide), Tris-HCl, Tag DNA 
polymerase, sodium EDTA, PVP (Polyvinylpyrrolidone)}, Acetic acid และ Nacl เปนตน 

2. เครื่อง spectrophotometer (PERKIN ELMER MBA2000) 
3. เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
4. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
5. ชุดถายภาพและ UV Transilluminators (BIORAD) 
6. เครื่องตรวจสอบขนาดของช้ินสวนพีซีอาร (QIAxcel Advanced System) 
7. เครื่องตรวจสอบขนาดของช้ินสวนพีซีอาร (ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer) 
8. ตูแชแข็งอุณหภูมิตํ่า -20 องศาเซลเซียส 

วิธีการ 
1. การทดสอบประสทิธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพชืกับตัวอยางบัว 
  1.1 ตัวอยางบัว 

การเก็บตัวอยางใบบัวที่เก็บรวบรวมและอนุรักษพันธุไวของสถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนศรีสะเกษ 
จํานวน 34ตัวอยาง แบงเปนตัวอยางบัวสาย 10 ตัวอยาง และบัวหลวง 24 ตัวอยาง (ตารางที่ 1.3.1)  
 

ตารางที่ 1.3.1(ตอ)ตัวอยางบัวที่ใชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 

ลําดับที ่ ชนิดบัว รหัสดีเอ็นเอ ชื่อตัวอยาง/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 ตัวอยางบัวทีใ่ชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 
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ตารางที่ 1.3.1(ตอ)ตัวอยางบัวที่ใชทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากล 

ลําดับที ่ ชนิดบัว รหัสดีเอ็นเอ ชื่อตัวอยาง/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 ขอนแกน6 

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

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

นําใบบัวจากตัวอยางบัว 34ตัวอยาง แบงเปนบัวหลวง 24 ตัวอยาง และบัวสาย 10 ตัวอยาง มาสกัด      
ดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) ดังน้ีเตรียมบัฟเฟอรสําหรับสกัดดีเอ็นเอ 
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[ประกอบดวย 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 นําบัฟเฟอรไปบมที่อุณหภูมิ       
60 องศาเซลเซียส กอนการใชงาน จากน้ันช่ังใบบัว 0.5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผง
แปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําหลอดบมที่            
60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (เขยาทุก 20 นาที) แลวนําหลอดออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที เติม 
Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ผสมโดยการกลับหลอดไปมา 10 นาที นําหลอดไป
ปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสปริมาตร 750 ไมโครลิตร ใสใน
หลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ผสมกลับ
หลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดสวนใสใสหลอดใหมขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม 3M NaOAC ปริมาตร 0.1 เทา และ Isopropanol ปริมาตร 0.6 เทา นําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่      
-20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แลวนําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน    
10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้ง
ตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวยบัฟเฟอร TE ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แลวนําไปวัดคาความเขมขน (Optical 
Density) โดยใชเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่นแสงที่ A260/A280 

1.3 ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบ 
ทําการทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว 34

ตัวอยาง แบงเปนบัวหลวง 24 ตัวอยาง และบัวสาย 10 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอรจํานวน 4 ยีนไดแก RpoC1 RbcL 
MatK และ ITS (ตารางที่ 1.3.2)  
 ตารางที่ 1.3.2ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบการทําดีเอ็นเอบารโคด 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

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 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR: Polymerase Chain Reaction) 
เตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารโดยใชนํ้ายา Green Gotaq® Flexi (Promega, USA) ดังน้ี ดีเอ็นเอ

ตนแบบ (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
นิตตอไมโครลิตร) ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาปริมาตรทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการ
ทํางานของเครื่อง thermal cycle, Gene Amp 9700 ตามขั้นตอนดังน้ี  

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จํานวน cycles 

68 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



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 ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 

ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลตเปนเวลา 60 
นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD)  
 1.6การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
  นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 1.4มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 100 
ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิง้สวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg 
นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม 
จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
 1.7 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

นําตัวอยางบัว 34 ตัวอยาง วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ ทําการตรวจสอบและ
คัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบดวยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลี
โอไทดมีความยาวเทากัน จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตาม
รายงานของ Kumar et.al., 2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 

 
 
 

2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว 
2.1 ตัวอยางบัว 
ใชตัวอยางใบบัวที่เก็บรวบรวมและอนุรักษพันธุไวของสถาบันวิจัยพืชสวน ณ ศูนยวิจัยพืชสวนศรีสะเกษ 

จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง (ตารางผนวกที่ 1) 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอของบัว 
ทําการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางบัว 162ตัวอยาง ดวยวิธี CTAB ตามวิธีการในขอ 1.1 
2.3 ไพรเมอรที่ใชในการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
ใชไพรเมอรที่คดัเลือกมาจากการขั้นตอนที่ 1 จํานวน 2 ยนี ไดแก ITS และ Rpo (ตารางที่ 2) 
2.4 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร (PCR: Polymerase Chain Reaction) 
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร ตามวิธีการในขอ 1.4 
2.5การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 
ทําการตรวจสอบผล PCR ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส ตามวิธีการในขอ 1.5 
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 2.6การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
  นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 2.4มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Invitrogen ตามวิธีการในขอ 1.6 
 2.7การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

นําตัวอยางบัว 162 ตัวอยาง วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ ทําการตรวจสอบและ
คัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบดวยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลี
โอไทดมีความยาวเทากัน จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตาม
รายงานของ Kumar et.al., 2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum Likelihood) ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 

2.8 การทําพรรณไมอางอิง 
ทําการเตรียมแผงอัดพันธุไม เชือกสําหรับผู กระดาษอัดพรรณไม ปายสําหรับผูกพันธุไม ดินสอดํา 

จากน้ันนําตัวอยางบัวจํานวน 20 สายพันธุ แบงเปน บัวสาย 10 ตัวอยาง บัวหลวง 10ตัวอยาง โดยทําการอัดพันธุ
ไมแลวผึ่งใหแหง 
เวลาและสถานที ่

- ระยะเวลาการทดลอง (เริ่มตน – สิ้นสุด)  
ระยะเวลาเริ่มตนตุลาคม 2560 สิ้นสุด   กันยายน 2563 รวม 3 ป 

- สถานที่ดําเนินการทดลอง 
หองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี 
 
 

ผลการวิจัย (Results) 
1. การทดสอบประสทิธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพชืกับตัวอยางบัว 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบบัวทั้ง 2 ชนิด ไดแก บัวสาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง 
(Nelumbonucifera) ดวยวิธี CTAB ตามรายงานของอรุโณทัยและคณะ (2552) จํานวน 34 ตัวอยาง (ภาพที่ 
1.3.1) พบวา มีคาความเขมขน (Optical Density) ที่ความยาวคลื่นแสงที่ A260/A280 อยูในชวง 1.8 -2.0 และ
ไดปริมาณดีเอ็นเอมากกวาการสกัดดวยชุดสกัดดีเอ็นเอทางการคา สามารถแบงเก็บรักษาไดจํานวนซ้ําหลายหลอด 
ทําใหสะดวกตอการแบงเก็บและนําออกมาใช ดีเอ็นเอที่สกัดไดถูกแบงเก็บรักษาแบบระยะยาวไวที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส ในสวนของการนํามาใชในการศึกษาวิจัยถูกเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ดีเอ็นเอบัวที่
ไดถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรสากลที่นิยมใชในการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดใน
พืช ไดแก RpoC1 RbcL MatK และ ITS  (Li etal., 2011; Paweenet al., 2011 และ Cheng et al., 2016) 
ซึ่งการทดลองน้ีทดสอบกับไพรเมอรจํานวน 4 คู คือ ITSu1+ITSu4 rpoC1F+rpoC1R rbcL_F+ rbcL_R rpo2 
และ matK_1F+ matK_1R จากการทดสอบเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยใชไพรเมอรดังกลาว สามารถ
เพ่ิมปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอในบัวทั้ง 2 ชนิด และไดผลผลิตพีซีอารที่มีแถบดีเอ็นเอเปาหมายชัดเจนจํานวนหน่ึง
แถบ (ภาพที่ 1.3.2) จึงมีความเหมาะสมตอการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอยางบัวเพ่ือการศึกษาดีเอ็นเอบารโคด
ตอไป การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร ไดผลผลิตพีซีอารหรือช้ินสวนดีเอ็นเอที่จากยีน ITS matK rpoC1
และ RbcL ขนาดประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส ตามลําดับ เมื่อนําช้ินสวนดีเอ็นเอไปทําบริสุทธ์ิดวยชุด 
PCR purification ไดแถบดีเอ็นเอเปาหมายที่บริสุทธ์ิเพียง 1 แถบ (ภาพที่ 1.3.3) ที่เหมาะสมตอการวิเคราะห
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ลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่งหากผลผลิตพีซีอารมีแถบดีเอ็นเออ่ืนๆ ปะปน จะไมสามารถทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดได ตองทําการตัดแถบดีเอ็นเอกอนการทําบริสุทธ์ิและการวิเคราะห ซึ่งเปนการเพ่ิมขั้นตอนและคาใชจายใน
การปฎิบัติงาน    

 

 
 

ภาพที่ 1.3.1ดีเอ็นเอจากใบบัวจํานวน 34 ตัวอยาง ที่สกัดโดยวิธี CTAB บนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต 
 

 
 

ภาพที่ 1.3.2 ผลผลิตพีซีอารกอนการทําบริสุทธ์ิ จากคูไพรเมอร ITSu1+ITSu4 rpoC1F+rpoC1R rbcL_F+ 
rbcL_R rpo2 และ matK_1F+ matK_1R บนเจลอะกาโรส 1 เปอรเซ็นต 

 

 
 

ภาพที่ 1.3.3 แถบดีเอ็นเอจากยีน ITS, matK, rpoC1และ RbcL ที่ผานการทําบริสุทธกอนการวิเคราะหลําดับ    
นิวคลีโอไทด บนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นต 

ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาการวิเคราะหทั้งดานปลาย 5’ และ 3’ ตองมีภาพโครมาโตแกรม 
(Chromatogram) ที่ชัดเจนไมมีพีคซอนทับกัน (ภาพที่ 1.3.4) จึงจะนํามาเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด 
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(alignment) ดวยโปรแกรม Clustal Omega เพ่ือตรวจสอบและคัดเลือกสวนของลําดับนิวคลีโอไทดที่ตองการ 
โดยตัดสวนนิวคลีโอไทดดานปลาย 5’ และ 3’ ที่ไมไดคุณภาพออกไป ใหไดขนาดความยาวของนิวคลีโอไทดที่
เทากันในทุกตัวอยาง ตัวอยางการคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดของบัวสาย (Nymphaea lotus) จากยีน ITS matK 
RbcL และ rpoC1 ไดขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่ 1.3.5)  ซึ่งลําดับนิวคลี
โอไทดที่ไดเมื่อเทียบกับขนาดแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรส พบวาเปอรเซ็นตความสําเร็จเมื่อทําการวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน ITS matK RbcL และ rpoC1 อยูที่ 67 63 94 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ การ
เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดกับฐานขอมูล NCBI พบยีน ITSมีคลายกับ N. rubra N. nouchali และ N. 
pubescens ที่คาความเหมือน (identity) 98.61 98.21 และ 98.21 ตามลําดับ ยีน matK คลายกับ N. 
pubescensN. rubra และ N. nouchali ที่คาความเหมือน 100 98.3 และ 98 ตามลําดับ ยีน rpoC1 คลายกับ 
N. pubescensN. nouchali และ N. rubra ที่คาความเหมือน 99.68 99.5 และ 99.03 ตามลําดับ สวนยีน
rpoC1 คลายกับ N. capensisN. ampla และ N. jamesoniana ที่คาความเหมือน 99.74 99.74 และ 99.74 
ตามลําดับ 

ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากบัว 34 ตัวอยาง ถูกนําไปวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวย
โปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม (Phylogenetic tree) แบบ ML (Maximum Likelihood) ที่คา 
Bootstrap จํานวน1,000 ซ้ํา ผลการวิเคราะหพบแผนผังพันธุกรรมของยีน ITS matK rpoC1และ RbcL สามารถ
แยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยางบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 1.3.6, 1.3.7, 1.3.8 และ 1.3.9) 
โดยมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ RbcL อยูที่ 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 ที่นําลําดับนิวคลีโอไทดไปใชในการวิเคราะหความสัมพันธทาง

พันธุกรรมและการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด  
 
>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 ตัวอยางลําดับนิวคลีโอไทดของบัวสาย (Nymphaea lotus) จากยีน ITS matK RbcL และ rpoC1
ที่ผานการตรวจสอบและคัดเลือก มีขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส ตามลําดับ 
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ภาพที่ 1.3.6 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน ITSที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ตารางที่ 1.3.3 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน ITS ในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.7 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   
จากยีน MatKที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํ า น ว น  1,000 ซ้ํ า
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ตารางที่ 1.3.4 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน MatKในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 

 
 

77 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 
ภาพที่ 1.3.8 แผนผังความสมัพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน RbcLที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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 Nu RbcL 1026
 Nu RbcL 1025
 Nu RbcL 1023
 Nu RbcL 1022

 Nu RbcL 1021
 Nym RbcL 1002

 Nym RbcL 1006
 Nym RbcL 1001

 Nym RbcL 1010
 Nym RbcL 1020

 Nym RbcL 1007
 Nym RbcL 1008
 Nym RbcL 1009
 Nym RbcL 1011
 Nym RbcL 1017

97

63

66

100

60

0.0050

บัวหลวง 

บัวสาย 
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ตารางที่ 1.3.5 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน RbcLในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.9 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง   

จากยีน RpoC1ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 

 
 
 
 

 Nu RpoC1 1033
 Nu RpoC1 1034
 Nu RpoC1 1032
 Nu RpoC1 1031
 Nu RpoC1 1030
 Nu RpoC1 1029
 Nu RpoC1 1028
 Nu RpoC1 1027
 Nu RpoC1 1026
 Nu RpoC1 1025
 Nu RpoC1 1023
 Nu RpoC1 1022
 Nu RpoC1 1021
 Nu RpoC1 1035
 Nu RpoC1 1036
 Nu RpoC1 1037
 Nu RpoC1 1038
 Nu RpoC1 1039
 Nu RpoC1 1041
 Nu RpoC1 1042
 Nu RpoC1 1043
 Nu RpoC1 1044
 Nu RpoC1 1045

 Nu RpoC1 1040
 Nym RpoC1 1001
 Nym RpoC1 1002

 Nym RpoC1 1006
 Nym RpoC1 1007
 Nym RpoC1 1008
 Nym RpoC1 1009
 Nym RpoC1 1010
 Nym RpoC1 1011
 Nym RpoC1 1017
 Nym RpoC1 1020

65

100

100

0.010

บัวหลวง 

บัวสาย 

80 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



ตารางที่ 1.3.6 คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรม (Pairwise distances) ของยีน RpoC1ในบัวจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
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2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบวั 
การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่ศึกษาไวในขั้นตอนการทดสอบ

ประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว จํานวน 34 ตัวอยาง โดยขั้น
ตอนน้ีไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่มีคาระยะหางทางพันธุกรรมสุงสุด ไดแก ITSและ rpoC1ถึงแมช้ินสวนยีน matKจะมี
คาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมที่สูงกวา แตมีขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอที่ยาวกวา ทําใหการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
ประสบความสําเร็จนอยกวาช้ินสวนยีน rpoC1 ที่มีขนาดที่สั้นกวาและมีเปอรเซ็นตความสําเร็จที่ 87 เปอรเซ็นต 
เมื่อเทียบกับยีน matK มีเพียง 63 เปอรเซ็นต ดังน้ันการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของบัวจึงใชยีน ITSและ rpoC1 
ศึกษาในตัวอยางบัวที่เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 
ตัวอยาง (ตารางผนวกที่ 1.3.1) 

ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดถูกนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยยีน ITSทําการ
วิเคราะหทางดานปลาย 5’ และ 3’ สวนยีน rpoC1ทําการวิเคราะหเฉพาะดานปลาย ปลาย 5’ จากน้ันทําการ
ตรวจสอบและคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีภาพโครมาโตแกรมที่สมบูรณ มาเปรียบเทียบกันทุกตัวอยางดวย
โปรแกรม Clustal Omega เพ่ือตัดลําดับนิวคลีโอไทดที่ไมเหมาะสม และไดลําดับนิวคลีโอไทดมีความยาวเทากัน 
จากน้ันนําไปวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ตามรายงานของ Kumar etal., 
2018 โดยสรางแผนผังพันธุกรรมดวยวิธี ML (Maximum Likelihood) ที่คา Boot strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
พบวา การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดดวยยีน ITSสามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน (ภาพที่ 
1.3.10) การจัดทําแผนผังพันธุกรรมมีคาดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 การทํา alignment ดวย 
ClustalW ของโปรแกรม MEGAx แสดงใหเห็นการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน (tansition 
mutation) และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกัน (transversion mutation) รายละเอียดดัง
แสดงในตารางที่ 1.3.7 ทั้งในบัวหลวง (ภาพที่ 1.3.11) และบัวสาย (ภาพที่ 1.3.12) ซึ่งบัวสายจะมีลักษณะคูเบส
แบบเพ่ิมเขามา (insertion) และขาดหายไป (deletion) ที่พบมากกวาบัวหลวง สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคด
ดวยยีน rpoC1สามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงเชนกัน (ภาพที่ 1.3.13) โดยมีคาดัชนีระยะหางพันธุกรรม
สูงสุดอยูที่ 0.08 การทํา alignment ไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับคูเบสในบัวหลวง (ภาพที่ 1.3.14) แตแสดง
ใหเห็นการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตาง
ชนิดกันในบัวสาย (ภาพที่ 1.3.15) ทั้งน้ีลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล 
NCBI ตอไป อยางไรก็ตามการเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น 
การทดลองน้ีไดดําเนินงวิจัยไปควบคูการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของบัวในการทดลองอ่ืนๆ ของทาง
สถาบันวิจัยพืชสวนและพืชสวนศรีสะเกษ นอกจากน้ีการปลูกประสบกับปญหาโรคและแมลงที่ทําลายตนบัวที่เก็บ
อนุรักษไว จึงทําใหไดตัวอยางพรรณไมอางอิงเพียง 20 ตัวอยาง และมีสภาพที่ไมสมบูรณ (ภาพที่ 1.3.16) 

 
 
 
 

ตารางที่ 1.3.7รูปแบบการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอไทด 
รูปแบบ รายละเอียด 

Transition mutation เปนการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน ไดแก  
- เปลี่ยนจากเบส Purine เปนเบส Purine เชน เปลี่ยนเบส Adenine 

เปนเบส Guanine  

82 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



- เปลี่ยนจากเบส Pyrimidine เปนเบส Pyrimidine เชน เปลี่ยนเบส 
Cytosine เปนเบส Thymine  

Transversion mutation เปนการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกัน ไดแก  
- เปลี่ยนจากเบส Purine เปนเบส Pyrimidine เชน เปลี่ยนเบส 

Adenine เปนเบส Thymine  
- เปลี่ยนจากเบส Pyrimidine เปนเบส Purine เชน เปลี่ยนเบส 

Cytosine เปนเบส Guanine  
แหลงที่มา: Yao et al., 2017 

 
การประยุกตใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในพืชมีประโยชนหลายดาน และไดรับความสนใจอยาง

แพรหลายในปจจุบันแตการนํามาประยุกตใชจริงยังมีปญหาและขอจํากัดหลายประการและการใชดีเอ็นเอ
มาตรฐานเพียงบริเวณเดียวไมสามารถระบุชนิดพืชไดแมนยําเทากับการใชมากกวาหน่ึงบริเวณ แมวาจะมีรายงาน
การใชดีเอ็นเอมาตรฐานบริเวณอ่ืนเพ่ิมเติมขึ้นมาแตยังไมมีบริเวณใดที่เหมาะสมกับพืชทุกกลุม ซึ่งทําใหการใช
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในพืชยังไมสมบูรณแบบพอที่จะนําไปใชไดกับพืชทุกกลุมได นอกจากน้ีขอจํากัดในการใช
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในการระบุชนิดพืช ละขอพึงระวังหลายประการโดยเฉพาะขั้นตอนการสรางฐานขอมูลดี
เอ็นเอบารโคดตองอาศัยความรูทางดานอนุกรมวิธานอยางหลีกเลี่ยงไมได ดังน้ัน การไปประยุกตใชในพืชตอง
ตระหนักถึงขอจํากัดของดีเอ็นเอบารโคด ซึ่งจะทําใหสามารถเลือกใชขอมูลไดถูกตองและนาเช่ือถือ ถึงแมวา
เทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดจะกาวหนามากขึ้นอยางไรก็ตามดีเอ็นเอบารโคดไมสามารถมาทดแทนศาสตรทางดาน
อนุกรมวิธาน แตสามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการระบุชนิดหรือกลุมพืชได  
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ภาพที่ 1.3.10 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 162 ตัวอยาง   

จากยีน ITSที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot strap 
จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.3.11 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITSตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 1.3.12 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITSตัวอยางบัวสายดวยโปรแกรม MEGAx 
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ภาพที่ 1.3.13 แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางบัว จํานวน 162 ตัวอยาง   
จากยีน RpoC1ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx โดยวิธี Maximum Likelihood ที่คา Boot 
strap จํานวน 1,000 ซ้ํา 
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ภาพที่ 1.3.14 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1ตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 

 
 

 
ภาพที่ 1.3.15 การเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1ตัวอยางบัวหลวงดวยโปรแกรม MEGAx 

 

 
ภาพที่ 1.3.16 ตัวอยางบัวที่จัดทําพรรณไมอางอิง 

อภิปรายผล(Discussion) 
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1. การทดลองดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของบัว ทําใหไดขอมูลและองคความรู
หลากหลายทางพันธุกรรมของบัวหลวงและบัวสาย ใหนักปรับปรุงพันธุบัว นักศึกษา นักวิชาการ และหนวยงานที่
เก่ียวของกับการอนุรักษเช้ือพันธุกรรมบัว นําไปศึกษา จําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของบัว ไม
วาจะเปนที่สํารวจพบใหมหรือการปรับปรุงพันธุขึ้นมาใหมตอไป 

2. การประยุกตใชเทคโนโลยีดีเอ็นเอบารโคดในบัวยังมีปญหาและขอจํากัดหลายประการซึ่งการใชดีเอ็น
เอบารโคดเพียงบริเวณเดียวไมสามารถระบุชนิดพืชไดแมนยําเทากับการใชมากกวาหน่ึงบริเวณ นอกจากน้ีขั้นตอน
การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดตองอาศัยความรูทางดานอนุกรมวิธาน ซึ่งจะทําใหสามารถเลือกใชขอมูลได
ถูกตองและนาเช่ือถือ แมวาเทคโนโลยีสํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพดีเอ็นเอบารโคดจะกาวหนามากขึ้น
อยางไรก็ตามยังไมสามารถมาทดแทนศาสตรทางดานอนุกรมวิธาน แตสามารถนํามาใชเปนขอมูลประกอบการระบุ
ชนิดหรือกลุมพืชได 

3. ลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางบัวทั้งหมดจะนําไปลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI ตอไป อยางไรก็ตาม
การเก็บตัวอยางพรรณไมอางอิงรวมกับการลงทะเบียนจะชวยความนาเช่ือถือมากขึ้น การทดลองน้ีไดดําเนินงวิจัย
ไปควบคูการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของบัวในการทดลองอ่ืนๆ ของทางสถาบันวิจัยพืชสวนและศูนยวิจัยพืช
สวนศรีสะเกษ นอกจากน้ีการปลูกประสบกับปญหาโรคและแมลงที่ทําลายตนบัวที่เก็บอนุรักษไว จึงทําใหได
ตัวอยางพรรณไมอางอิงเพียง 20 ตัวอยาง และมีสภาพที่ไมสมบูรณ 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ(Conclusion and Suggestion) 
1. การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางบัว 2 

ชนิด ไดแก บัวสาย (Nymphaea lotus)และ บัวหลวง (Nelumbonucifera) จากยีน ITS matK rpoC1และ 
RbcL มีขนาดแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกาโรสประมาณ 750950 650 และ 450 คูเบส ตามลําดับ เมื่อทําการ
วิเคราะหและคัดเลือกลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพไดขนาดความยาว 503 600 615 และ 391 คูเบส พบวามี
เปอรเซ็นตไดลําดับนิวคลีโอไทดที่มีคุณภาพ อยูที่ 67 63 94 และ 87 เปอรเซ็นต ตามลําดับ ตัวอยางลําดับนิวคลี
โอไทดจากบัว 34 ตัวอยาง เมื่อวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผัง
พันธุกรรม (Phylogenetic tree) แบบ ML (Maximum Likelihood) ที่คา Bootstrap จํานวน1,000 ซ้ํา พบวา 
สามารถแยกกลุมพันธุกรรมของตัวอยางบัวสายออกจากบัวหลวงไดอยางชัดเจน โดยมีคาดัชนีระยะหางทาง
พันธุกรรมสูงสุดจากยีน ITS matK rpoC1และ RbcL อยูที่ 0.481 0.207 0.030 และ 0.082 ตามลําดับ  

2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางบัว ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนITSและ rpoC1มาใชกับตัวอยางบัวที่
เก็บอนุรักษไวทั้งหมด จํานวน 162ตัวอยาง แบงเปน บัวหลวง 110ตัวอยาง และบัวสาย 52 ตัวอยาง โดยยีน ITS
ทําการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดทางดานปลาย 5’ และ 3’ สวนยีน rpoC1ทําการวิเคราะหเฉพาะดานปลาย 
ปลาย 5’ เมื่อวิเคราะหความความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGAx ยีน ITSไดแผนผังพันธุกรรมที่มีคา
ดัชนีระยะหางทางพันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 1.08 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการ
เปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกันซึ่งบัวสายจะมีลักษณะคูเบสแบบเพ่ิมเขามา และขาดหายไป
มากกวาบัวหลวง สําหรับยีน rpoC1สามารถแยกกลุมบัวสายออกจากบัวหลวงเชนกัน โดยมีคาดัชนีระยะหาง
พันธุกรรมสูงสุดอยูที่ 0.08 การทํา alignment ไมพบการเปลี่ยนแปลงของลําดับคูเบสในบัวหลวง  แตแสดงใหเห็น
การเปลี่ยนแปลงลําดับคูเบสในดีเอ็นเอประเภทเดียวกัน และการเปลี่ยนแปลงลําคับคูเบสในดีเอ็นเอตางชนิดกันใน
บัวสาย  

3. ดีเอ็นเอบารโคดของบัวสายและบัวหลวงสามารถนําไปใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของบัวไดทั่วโลกจากฐานขอมูล NCBI อีกทั้งสามารถใชเปนขอมูลในการจําแนกพันธุ ระบุชนิด และอนุรักษ
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พันธุกรรมตัวอยางบัวที่เก็บรักษาไวของกรมวิชาการเกษตร รวมถึงใชเปนแนวทางการปรับปรุงพันธุบัวใหมีความ
หลากหลายมากยิ่งขึ้น 

 
การทดลองที่ 1.4 

ดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือการระบุชนิดของพืชวงศกลวยไมที่มศีกัยภาพเปนพืชสมุนไพร 
DNA Barcode for  Identification of  Medicinal  Orchids 

 
ช่ือผูวิจัย 

บุญเรือนรัตน  เพียรงาน  อรุโณทัย ซาววาอัญชลี   แกวดวง 
Boonraunrat  Peanngan Aroonothai  Sawwa Anchalee Kaewdoung 

 
คําสําคัญ: เครื่องหมายดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอในพลาสติด กลวยไม สมุนไพร 

Key words : DNA barcode, Choroplast, , Orchids , Orchidaceae, Medicinal orchids 
 

บทคัดยอ 
ไดเก็บรวบรวมกลวยไมพ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพร จํานวน 40 ชนิด แลวนําไปสรางเครื่องหมาย

ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer โดยเมื่อนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาทดสอบ
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, rbcL, trnH-psbA และITS  โดย
ช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คูเบส   
ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 
900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลวนํามารวมเปนสายเดียวกันกอน
ทําการวิเคราะหจึงสามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแตละสายไปเปรียบเทียบ
กับขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวากลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความเหมือนกับ
กลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูล สามารถจําแนกชนิดได และเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic 
tree สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบ
ชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ืองตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็มเหลือง และเอ้ืองหนวด
พราหมน  กลุมที่ 2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโตใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ 
เอ้ืองสายคําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอ
ติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ 
เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่  5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิกลุมที่  6 
ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว 
 

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) 
กลวยไมเปนพืชที่มีความหลากหลายทั้งในดานพันธุกรรม และการนําไปใชประโยชน ที่ไดรับความนิยม

นํามาเปนสมุนไพรกวา 150 ปมาแลวในประเทศจีนและประเทศตาง ๆ ในภูมิภาคอาเซี่ยน รวมถึงประเทศไทย ที่มี
การผลิตกลวยไมตัดดอกเปนอันดับตน ๆ ของโลก จึงทําใหกลวยไมเปนไมดอกเศรษฐกิจที่สําคัญของประเทศ 
ปจจุบันจึงมีการนํากลวยไมมาใชประโยชนทางดานสมุนไพรมากขึ้น เน่ืองจากกลวยไมมีสารออกฤทธ์ิทางเภสัช
วิทยาตางๆเชน สารกลุม flavonoids, alkaloids, carotenoid, phytosterols, bibenzyl, phenanthreneและ 
fluorenone (Hossain, 2011; Yang et al., 2006) ซึ่งสอดคลองกับรายงานการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาของ
สารกลุมbibenzylโดยเฉพาะสาร moscatilin ที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพหลายอยางคือฤทธ์ิตานการเจริญของหลอด
เลือด(anti-angiogenic),ฤทธ์ิตานการเจริญของเน้ืองอกหรือมะเร็ง(antitumor),ฤทธ์ิตานการอักเสบ(anti-
inflammation) และฤทธ์ิตานสารอนุมูลอิสระ (antioxidant) (Liu et al., 2010; Kowitdamronget al., 2013; 
Tsaiet al., 2010)นอกจากน้ีกลวยไมยังมีสรรพคุณเปนยาสมุนไพรใชรักษาโรคได เชนกลวยไมสายพันธุ Acampe 
rigida (Buch.-Ham. Ex Sm) P.F. Hunt หรือ เอ้ืองสารภี ในตํารายาของจีน ใชใบและรากในการคลายกลามเน้ือ
และขอตอ ชวยในการไหลเวียนโลหิต บรรเทาอาการปวด รวมทั้งรักษาแผลถลอก กระดูกหักหรือกระดูกแตก ใน
ประเทศไทยใชทั้งตนเพ่ือบํารุงรางกาย จากการศึกษาทางพฤกษเคมีพบวา กลวยไมชนิดน้ีมีสารที่เปนประโยชน
หลายชนิด เชน 4-hydroxybenzoic acid ซึ่งเปนสารต้ังตนของพาราเบน (parabans) ที่มีฤทธ์ิในการยับย้ัง
เช้ือจุลินทรีย Acriopsis liliifolia (J.Koenig) Seidenf. หรือ เอ้ืองนมหนู ใชรักษาอาการไข นอกจากน้ียังมีการนํา
หัว (pseudobulbs) ไปตมและนํานํ้าที่ตมมาหยอดหูเพ่ือรักษาอาการเจ็บหู Aerides odorata Lour. หรือ เอ้ือง
กุหลาบกระเปาเปด ในประเทศอินเดีย ใชผลรักษาบาดแผล ใชนาที่สกัดไดจากใบใชรักษาตุมหรือสิวในหูและจมูก 
และในรัฐโอริสสา มีการนํารากของกลวยไมชนิดน้ีมาผสมกับรากของโสก (Saracaasoca(Roxb.) Wilde) เปลือก
ของสะเดา (AzadirachtaindicaA. Juss.) และเกลือ เปนสวนผสมของตําหรับยาสมุนไพร รักษาอาการเจ็บปวด
ตามขอตอตางๆ ในเวียดนามเช่ือวา เมื่อนําเมล็ดมาโรยบนแผลจะชวยสมานแผลและรักษาโรคผิวหนังได รวมทั้งใช
ใบในการรักษาวัณโรคอีกดวย นอกจากน้ียังมีรายงานวาในเนปาลใชใบเปนสวนผสมในการทายาพอกแผลฉีกขาด
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และบริเวณที่มีอาการบอบชา Anoectochilusroxburghii(Wall.) Lindl. หรือ วานไหมนา กลวยไมชนิดน้ีมี
สรรพคุณมากมาย จนถูกขนานนามวา “King of Medicines” โดยทางภาคตะวันออกเฉียงใตของจีนและไตหวันมี
การใชกลวยไมชนิดน้ีในการรักษาโรคตับอักเสบ โรคเก่ียวกับมาม ความดันโลหิตสูง มะเร็ง วัณโรค กระตุน
สมรรถภาพทางเพศ รักษาอาการไข งูกัด และบํารุงเด็กที่เจริญเติบโตชา ในประเทศอินเดียมีการใชตนและใบเปน
สวนผสมในนํ้ามันสมุนไพร ซึ่งมีการใชกันมาอยางยาวนาน นอกจากน้ี ในเนปาลก็มีรายงานการใชรักษาอาการวัณ
โรคเชนกัน จากการศึกษาสารพฤกษเคมีพบวา มีสารประกอบมากกวา 18 ชนิด ที่สกัดไดจากกลวยไมชนิดน้ี และ
เปนที่นาสนใจวา สาร บางชนิดมีฤทธ์ิในการลดระดับนาตาลในเลือด จากการทดสอบกับหนูในหองปฏิบัติการ 
(Zhang et al., 2007) ซึ่งอาจมีการพัฒนาไปเปนยารักษาเบาหวานในอนาคต Apostasia wallichii R. Br. หรือ 
ตานขโมย ใชรากดองเหลาเพ่ือเปนยาบารุงกําลัง ในประเทศแถบมาเลเซียใชเปนยารักษาโรคเบาหวาน 
Cymbidium ensifolium(L.) Sw. หรือ จุหลัน ในประเทศจีนมีการใชเพ่ือระงับอาการปวดทอง และรักษากามโรค 
ในลาว กัมพูชา และเวียดนาม มีการใชดอกในการลางตา และใชใบกระตุนการหลั่งปสสาวะ กลวยไมชนิดน้ียังไมมี
การศึกษาขอมูลทางพฤกษเคมีและเภสัชวิทยาที่ชัดเจน แตมีการรายงานวา พอลิเมอรของนํ้าตาล และกรดอะมิโน
เชิงเด่ียว เรียกวา cymbidine A ซึ่งสกัดไดจากกลวยไมในสกุลเดียวกัน (C. goeringii (Rchb.f.) Rchb.f.) มีฤทธ์ิ
ลดสภาวะความดันโลหิตตํ่าและขับปสสาวะ Dendrobium nobileLindl. หรือ เอ้ืองเกากิ่ว ในประเทศจีน ลาว 
และเวียดนาม มีการใชกลวยไมชนิดน้ีบรรเทาอาการอาหารไมยอย ลดไข และกระตุนการหลั่งนํ้าลาย และมักจะถูก
ใชบรรเทาอาการปวดที่ไมรุนแรง รวมทั้งลดความดันโลหิต จากการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาพบวา กลวยไมชนิดน้ี
มีสารกลุม phenanthrenesไดแก lusianthridinและdenbinobinซึ่งมีฤทธ์ิในการยับย้ังการแบงเซลลและความ
เปนพิษตอเซลลมะเร็งปอด (human lung adenocarcinoma epithelial, A549), เซลลมะเร็งรังไข (human 
ovary adenocarcinoma, SK-OV-3) และเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว (human promyelocyticleukemia, HL-
60) ของมนุษยในสภาพปลอดเช้ือได Mycaran thespannea (Lindl.) S.C.Chen & J.J.Wood หรือ เอ้ืองพรรณี 
ในประเทศอินเดียใชในการรักษาโรคผื่นคันตามผิวหนัง กลวยไมชนิดน้ียังไมมีขอมูลทางดานพฤกษเคมีและเภสัช
วิทยาที่แนชัด แตมีการศึกษาในกลวยไมชนิดอ่ืนที่อยูในสกุลใกลเคียง เชน Eria flava Griff. พบวา มีสารประกอบ
จําพวก polyphenols ในกลุม stilbenes ซึ่งมีฤทธ์ิตอตานอนุมูลอิสระ มะเร็ง และมีฤทธ์ิตานเช้ือแบคทีเรียและ
ไวรัสเปนตน Nervilia aragoana Gaudich. หรือแผนดินเย็น กลวยไมดิน มีหัวใตดิน ใบพับจีบ ชอดอกต้ังตรง 
ดอกสีเขียวมีลายตาขายสีนํ้าตาลบนกลีบดอก กลีบปากสีขาว กลางกลีบมีขนและมีเสนสีนํ้าตาลบริเวณกลีบปาก
ดานขาง กระจายพันธุในญี่ปุน ภูฏาน เนปาล อินเดีย บังกลาเทศ พมา ไทย ลาว เวียดนาม มาเลเซีย อินโดนีเซีย 
ฟลิปปนส นิวกินี และออสเตรเลีย ในประเทศมาเลเซีย นําใบมาตมและนํานํ้าจากการตมมาด่ืมเพ่ือบํารุงสตรีหลัง
คลอด จากการศึกษาทางดานเภสัชวิทยาพบวา สารสกัดจากพืชชนิดน้ีมีฤทธ์ิยับย้ังเช้ือรา Aspergillus fumigatus, 
A. niger, Cryptococcus neoformansและ Saccharomyces cerevisiae ในสภาพปลอดเช้ือ นอกจากน้ียัง
พบวามีฤทธ์ิตอตานอนุมูลอิสระอีกดวย (ฐิติพร,2561) นอกจากน้ี Rosa และ Pérez (2010) ไดรวบรวมขอมูลการ
ใชกลวยไมเปนพืชสมุนไพร โดยศึกษาดานพฤกษเคมีและสรรพคุณทางการรักษาโรคจากกลวยไมทั่วโลกจํานวน 44 
ชนิด และยังมีกลวยไมสายพันธุ Dendrobium crumenative, Eulophia campestris, Orchis latifolia, 
Vanda roxburghii และ Vanda tessellata ที่มีสรรพคุณทางยาดวย (Singh และ Duggal,2009) 

ดังน้ันจึงควรมีการศึกษา และรวบรวมไวสําหรับเปนขอมูลเพ่ือนําไปพัฒนาการผลิตสมุนไพรตอไป ในการ
เก็บรวบรวมไวแลวน้ันจะตองมีการจําแนกชนิดใหถูกตองดวยจึงใชเทคนิค ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) ซึ่ง
เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายที่พัฒนาแนวคิดจากการทําบารโคดในสินคาตาง ๆ แลวนํามาประยุกตใชในการระบุชนิด
และจําแนกสิ่งมีชีวิตเพ่ือลดความผิดพลาด มีความรวดเร็วในการจําแนกสิ่งมีชีวิตตาง ๆ โดยอาศัยหลักการวา
สิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีสารพันธุกรรมที่แสดงลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตชนิดหน่ึง ๆ แตกตางไปจากสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืน
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และสามารถจําแนกไดทุกระยะพัฒนาการชีวิตจึงเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมในการจําแนกพันธุกลวยไม
สกุลสมุนไพรตาง ๆ ที่ตองการความสะดวก รวดเร็ว อางอิงตามมาตรฐานสากลไดและเมื่อพัฒนาจนกลายเปน
ลักษณะประจําพันธุแลวก็จะนําไปใชอางอิงไดตอไปในอนาคต ซึ่งจะทําใหสามารถคุมครองทรัพยากรพันธุพืชของ
ไทยไวไดและตรวจสอบการปลอมปนกรณีที่ผลิตเปนสมุนไพรไวแลว นอกจากน้ีเมื่อพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด
น้ีใหมีความแมนยํามากขึ้น ใหเปนที่ยอมรับตามหลักนิติวิทยาศาสตร ก็ยอมมีประโยชนมากมายและสามารถ
ทดแทนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืนที่ยุงยาก และมีราคาแพงในการตรวจวิเคราะห   

งานวิจัยครั้งน้ีจึงใชเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcodes)ในการจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอ
และการจําแนกกลวยไมเพ่ือการใชเปนยาสมุนไพรไดเริ่มการทดลองโดยการคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
เก่ียวของกับสวนของคลอโรพลาสต 3 บริเวณไดแก matK, rbcL และ trnH-psbA  intergenic spacer โดย
ศึกษาในกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีสารพฤกษเคมีกลุมฟลาโวนอยด ฟแนนทรีนส และเทอรปนอยด เชน สกุลหวาย 
(Dendrobium spp.) สกุลแวนดา (Vanda spp.) สกุลกุหลาบ (Aerides) สกุลสิงโต (Bulbophyllum) และสกุล
อ่ืนๆ ที่เก็บรวบรวมไวในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวน ไมนอยกวา 40 ตัวอยาง โดยเก็บตัวอยางเน้ือเย่ือ
จากใบมาสกัดดีเอ็นเอ บางสวนของดีเอ็นเอจะเก็บไวเพ่ือเปนดีเอ็นเอตนทุน (stock DNA) อีกสวนนํามาเปนดีเอ็น
เอตนแบบ เพ่ือสรางดีเอ็นเอมาตรฐานดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) และนํามาศึกษาและ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด ตรวจสอบความถูกตองโดยเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูลสากล 
NCBI หรือฐานขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐาน จากน้ันทําการประเมินคุณภาพลําดับนิวคลีโอไทด โดยวิเคราะหรวมกับการ
ระบุชนิดของพันธุกลวยไม แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดและมีความถูกตองไวในฐานขอมูลสากล NCBI เพ่ือเก็บ
เปนขอมูลเบ้ืองตนในการคัดเลือกสายพันธุกลวยไมที่มีศักยภาพในการนําไปใชประโยชนดานเวชสําอาง ดานเภสัช
วิทยาและเพ่ิมคุณภาพกลวยไมเชิงเภสัชอุตสาหกรรม และเก็บตัวอยางพรรณไมแหงรักษาไวในพิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพฯ ตอไป 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 

1.การรวบรวมตัวอยางกลวยไมและการสกัดดีเอ็นเอ 
 1.1 เก็บตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร ซึ่งมีรายงานพบสารพฤกษเคมี
กลุม ฟลาโวนอยด ฟแนนทรีนส และ เทอรปนอยด ของศูนยวิจัยพืชสวน และเครือขายเชน ศูนยวิจัยพืชสวน
เชียงราย ศูนยวิจัยพืชสวนศรีษะเกษ และหนวยงานภายในกรมวิชาการเกษตร  
 1.2 สกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994) หรือการใชชุดสกัดดีเอ็นเอ
สําเร็จรูป ตรวจสอบปริมาณและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอดวยเครื่องวัด Nanodrop จากน้ันเจือจางดีเอ็นเอใหได
ความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับนําไปทําพีซีอาร 
2. การสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL และ trnH-psbA intergenic spacer  
 นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคดดวยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) ปริมาตร 20 ul ประกอบดวย ดีเอ็นเอตนแบบ 1 ul, DreamTaq  Green Master Mix 10 ul, 
50 M Primer ดาน forward และดาน reverse อยางละ 1 ulและนํ้ากลั่นปลอดเช้ือ 7 ul โดยใชคูไพรเมอร
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′ 
 โปรแกรมที่ใชทํา PCR ประกอบดวยขั้นตอนตางๆ 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) เปน
จํานวน35 รอบ และ final extension ที่ 72°C (5 นาที) 1 รอบ 
3. การวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด  
 3.1 สงตัวอยางยีนที่เพ่ิมปริมาณไดจากเทคนิคพีซีอารไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 3.2 นําลําดับนิวคลีโอไทดมาวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA 6 หรือโปรแกรมอ่ืนที่คลายกัน เพ่ือ
คํานวณหาคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดแลวสงขอมูลไปเก็บไวที่ฐานขอมูล GenBank เพ่ือใหผูสนใจ
ศึกษาจากทั่วโลกเขาถึงขอมูลนําไปใชประโยชนตอไป 
4. การทดสอบการระบุชนิดของกลวยไมดวยเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด 
 เมื่อไดเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมแลวจึงตรวจสอบการนําไปใชระบุชนิดโดยนํา
ตัวอยางกลวยไม มาสกัดดีเอ็นเอและทํา PCR ดวยบริเวณมาตรฐานเดียวกันกับตัวอยางที่ทราบชนิดแลว แลวนํา
ผลนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอไทด 
5. การจัดทําตัวอยางอางอิง  
 จัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Vocher specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหงและ
สงเก็บรักษา ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 
6. การลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI  
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูล NCBI เพ่ือนําหมายเลข 
accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลกลวยไม 
 

ผลการวิจัย (Results) 
1. การรวบรวมตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร 

เก็บตัวอยางกลวยไมสกุลตางๆ ที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร ซึ่งมีรายงานพบสารพฤกษเคมีกลุม ฟลาโว
นอยด ฟแนนทรีนส และ เทอรปนอยด จากแหลงตาง ๆ จํานวน 40 ตัวอยางบันทึกช่ือ แหลงที่มา สามารถ
รวบรวมไดดังตาราง 1.4.1 

ตารางที่ 1.4.1 ตัวอยางกลวยไมที่มีรายงานเปนพืชสมุนไพร 
ลําดับ สายพันธุ แหลงที่มา 

1 เอ้ืองสายแสพระอินทร บุรีรัมย 
2 เข็มแสด มุกดาหาร 
3 เข็มมวง มุกดาหาร 
4 ชางกระ มุกดาหาร 
5 เอ้ืองแปรงสีฟน บุรีรัมย 
6 เอ้ืองชางนาว บุรีรัมย 
7 เอ้ืองมะล ิ จันทบุรี 
8 กุหลาบนาน 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 ไอยเรศใบชาง มุกดาหาร 
20 เอ้ืองคําตาดํา บุรีรัมย 
21 กุหลาบแมเมย มุกดาหาร 
22 เอ้ืองสายมวง บุรีรัมย 
23 มัจฉานุ มุกดาหาร 
24 เหลืองจันทบูร ตราด 
25 เดลิไอ ขาว ตราด 
26 เอ้ืองสายนํ้าเขียว ตราด 
27 เอ้ืองสายคําปอน บุรีรัมย 
28 เอ้ืองสายนกกระจิบ บุรีรัมย 
29 สิงโตนักกลาม 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. จัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 1.4.1 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง 
 

3. สกัดดีเอ็นเอตัวอยางกลวยไมดวยวิธี CTAB จํานวน 40 ตัวอยาง นําไปเก็บรักษาไวในอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสใชเปนตัวอยางอางอิงตอไป 
4. การสรางเคร่ืองหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcL trnH-psbA  และ intergenic spacer ไดแถบดีเอ็น
เอ ดังภาพ 1.4.2 
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ไพรเมอร matK (900 bp) 

 
 

 
 

 
ไพรเมอร rbcL (1400 bp) 
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ไพรเมอร trnH-psbA (900 bp) 
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ไพรเมอรITS (900 bp) 
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ภาพที่ 1.4.2 ผลการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาพีซีอารดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซสี (electropholesis) เทียบ
กับ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus M : DNA ladder 100 bp plus 

 
 

99 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



ผลการทดสอบพีซีอารกับดีเอ็นเอตัวอยางกลวยไม จํานวน 40 ตัวอยางกับไพรเมอร matK, rbcL, trnH-
psbAและ ITSพบวา ไพรเมอร matK ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 900 bp ไพรเมอร rbcL ปรากฎแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 1400 bp  ไพรเมอร trnH-psbA ปรากฎแถบดีเอ็นเอขนาด 900bp และไพรเมอร ITS ปรากฎแถบดีเอ็นเอ
ขนาด 900 bp  

จากการนําแถบดีเอ็นเอที่ไดของกลวยไมสายพันธุตาง ๆ จํานวน 40สายพันธุไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดไดขอมูลดังน้ี 

 

 

 
ภาพที่ 1.4.3 แสดงผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของกลวยไมสายพันธุตาง ๆ 
เม่ือนําลําดับนิวคลีโอไทดของสวนตาง ๆ ของกลวยไมไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล จะไดรายชื่อกลวยไมดังตารางท่ี 1.4.2 

 
 
 
 

 
 ตารางที่ 1.4.2 แสดงผลการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดที่ตรวจวิเคราะหไดกับฐานขอมูล GenBank 
 
ลําดับ สายพันธุ ชื่อวิทยาศาสตร Identities 

1 เอ้ืองสายแสพระอินทร 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 เข็มมวง 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 ชางกระ 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 เอ้ืองแปรงสีฟน 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 เอ้ืองชางนาว 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 กุหลาบนาน 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 ไอยเรศใบชาง 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 กุหลาบแมเมย Vandopsis lissochiloides plastid, complete genome 
Sequence ID: MN124443.1 
Length: 148866 

95% 
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Number of Matches: 1 
22 เอ้ืองสายมวง 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 สิงโตนักกลาม 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% 

104 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



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% 

 

 เม่ือนําชิ้นสวนท้ังสี่สวนมารวมกันแลวนําไปวิเคราะหแผนภูมิ phylogenetic tree   สามารถจัดกลุมกลวยไม
พ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี  กลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ือง
ตะขาบ  เอ้ืองจําปา เอ้ืองสายนํ้าเขียว  เอ้ืองคําตาดํา เพชรหึง เข็มเหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 2 
ประกอบดวย เหลืองจันทบูร  เอ้ืองโมก  สิงโตสมอหิน  สิงโตใบพัดแดง  เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ  เอ้ืองสายคําปอน  
กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ี เอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  
สิงโตนักกลาม  มัจฉานุชมพู  เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทอง กลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง 
และ เข็มมวง กลุมที่ 5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิ กลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร  
เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว  ดังภาพที่ 1.4.4  
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ภาพที่ 1.4.4 แสดงความสัมพันธในรูปแบบ  Phylogenetic tree   จากการวิเคราะหความสัมพันธของกลวยไม
พ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรดวยโปรแกรม Mega 6

190.23389ไอยเรศใบชาง 
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 เอื้องสายมวง 
230.03648 มัจฉานุ 
270.03639 เอื้องสายคําปอน 
210.05892 กุหลาบแมเมย 
110.19101 กุหลาบกระบี ่
100.07062 เอื้องเทียน 
120.02799 หางกระรอก 
80.01712กุหลาบนาน 
90.0268ตอติเล 
310.00764 เอื้องสายหลวง 
290.01961 สิงโตนักกลาม 
130.04867 มัจฉานุชมพู 
14 0.0435 เอื้องสายน้ําผึ้ง 
380.01452 เอื้องทอง 
40.15912 ชางกระ 
20.02423 เข็มแสด 
340.10471     เข็มแดง 
3 0.07038 เข็มมวง 
10.12863  เอื้องสายแสพระอินทร 
70.10735 เอื้องมะลิ 
300.11242 เขาพระวิหาร 
250.10408 เดลิไอ ขาว 
5 0.07943 เอื้องแปรงสีฟน 
6 0.10649 เอื้องชางนาว 
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อภิปรายผล (Discussion) 
ในการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือระบุชนิดของพืชวงศกลวยไมที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรน้ัน ได
เริ่มทําการเก็บรวบรวมกลวยไมสายพันธุพ้ืนเมืองที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรจากภูมิภาคตาง ๆ ทั่ว
ประเทศ แตเน่ืองจากประสบปญหาการเดินทางรวบรวมตัวอยางเน่ืองจากสถานการณการระบาดของ
โรคโควิด – 19 ในชวงระยะการวิจัยทั้ง 2 ปคือ 2563 -2564 จึงสามารถเก็บตัวอยางไดจากภาคอิสาน
เปนสวนใหญคือจังหวัดขอนแกน บุรีรัมยและมุกดาหาร และในพ้ืนที่เขตภาคตะวันออกไดแกจังหวัด
จันทบุรีและจังหวัดตราด เปนตน  ในการวิจัยน้ีสามารถรวบรวมตัวอยางกลวยไมไดจํานวน 40 ชนิด 
ไดแก เอ้ืองสายแสพระอินทรเข็มแสดเข็มมวงชางกระเอ้ืองแปรงสีฟนเอ้ืองชางนาวเอ้ืองมะลิกุหลาบ
นานตอติเลเอ้ืองเทียนกุหลาบกระบ่ีหางกระรอกมัจฉานุชมพูเอ้ืองสายนํ้าผึ้งเข็มเหลืองเอ้ืองสายมรกต
หนวดพรหมเอ้ืองจําปาไอยเรศใบชางเอ้ืองคําตาดํากุหลาบแมเมยเอ้ืองสายมวงมัจฉานุเหลืองจันทบูร
เดลิไอ ขาวเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองสายคําปอนเอ้ืองสายนกกระจิบสิงโตนักกลามเขาพระวิหารเอ้ืองสาย
หลวงสิงโตสมอหินแววมยุราเข็มแดงเพชรหึงเอ้ืองโมกมาลัยแดงเอ้ืองทองตะขาบสิงโตใบพัดแดง เปน
ตน ไดรวบรวมตัวอยางไวที่สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อําเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี และ
เก็บตัวอยางแหงตลอดจนดีเอ็นเอไว 
 ในการคัดเลือกสวนของลําดับนิวคลีโอไทดไดคัดเลือกไว 4 บริเวณไดแก การสราง
เครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcLtrnH-psbA และ intergenic spacer โดยเมื่อนําดี
เอ็นเอที่สกัดไดมาทดสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบบารโคด ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, 
rbcL, trnH-psbA และITS  พบวาช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ 
rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คูเบส   ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คู
เบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ 
เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลวนํามารวมเปนสายเดียวกันกอนทําการวิเคราะหดวย โปรแกรม
วิเคราะห phylogenetic tree จึงสามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของแตละสายไปเปรียบเทียบกับขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวา
กลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความเหมือนกับกลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูล ดังแสดงในตารางที่ 1.4.2  
และเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic tree สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่
เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ีกลุมที่ 1 ประกอบดวย ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ือง
ตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็มเหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 
2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโตใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ เอ้ืองสาย
คําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบกระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน 
ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ืองสายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 
ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่ 5 ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร 
และเอ้ืองมะลกิลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรง
สีฟน และเอ้ืองชางนาว 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (conclusion and Suggestion) 
จากการเก็บรวบรวมพืชวงศกลวยไมที่มีศักยภาพเปนพืชสมุนไพรจํานวน 40 ชนิดไดแก เอ้ืองสายแส
พระอินทรเข็มแสดเข็มมวงชางกระเอ้ืองแปรงสีฟนเอ้ืองชางนาวเอ้ืองมะลิกุหลาบนานตอติเลเอ้ือง
เทียนกุหลาบกระบ่ีหางกระรอกมัจฉานุชมพูเอ้ืองสายนํ้าผึ้งเข็มเหลืองเอ้ืองสายมรกตหนวดพรหมเอ้ือง
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จําปาไอยเรศใบชางเอ้ืองคําตาดํากุหลาบแมเมยเอ้ืองสายมวงมัจฉานุเหลืองจันทบูรเดลิไอ ขาวเอ้ือง
สายนํ้าเขียวเอ้ืองสายคําปอนเอ้ืองสายนกกระจิบสิงโตนักกลามเขาพระวิหารเอ้ืองสายหลวงสิงโตสมอ
หินแววมยุราเข็มแดงเพชรหึงเอ้ืองโมกมาลัยแดงเอ้ืองทองตะขาบสิงโตใบพัดแดง เปนตน ไดรวบรวม
ตัวอยางไวที่สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ อําเภอธัญบุรี จังหวัดปทุมธานี และเก็บตัวอยางแหง
ตลอดจนดีเอ็นเอไวในธนาคารดีเอ็นเอ และพิพิธภัณฑพืช กรมวิชาการเกษตร ไดนําไปสกัดดีเอ็นเอ
จํานวน 40 ตัวอยางและนําไปสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ matK, rbcLtrnH-psbA และ 
intergenic spacer ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอร matK, rbcL, trnH-psbA และITS  พบวา
ช้ินสวนบริเวณยีน matK ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส บริเวณ rbcLไดแถบดีเอ็นเอขนาด1400 คู
เบส   ช้ินสวนบริเวณยีน trnH-psbA ไดแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส และช้ินสวนบริเวณยีน ITS ได
แถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบส เชนกัน  เมื่อนําช้ินสวนยีนตาง ๆ เหลาน้ีไปอานลําดับนิวคลีโอไทด แลว
นํามารวมเปนสายเดียวกันกอนทําการวิเคราะหดวย โปรแกรมวิเคราะห phylogenetic tree จึง
สามารถใหความแตกตางได  ทั้งน้ีไดนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของแตละสายไปเปรียบเทียบกับ
ขอมูลกลวยไมในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Blast พบวากลวยไมที่เก็บรวบรวมไวมีความ
เหมือนกับกลวยไมที่มีรายงานในฐานขอมูลเมื่อนําไปวิเคราะหความสัมพันธแบบ phylogenetic tree 
สามารถจัดกลุมกลวยไมพ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไดออกเปน 7 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 ประกอบดวย 
ไอยเรศใบชาง  เอ้ืองสายมรกต เอ้ืองตะขาบเอ้ืองจําปาเอ้ืองสายนํ้าเขียวเอ้ืองคําตาดําเพชรหึงเข็ม
เหลือง และเอ้ืองหนวดพราหมน  กลุมที่ 2 ประกอบดวย เหลืองจันทบูรเอ้ืองโมกสิงโตสมอหิน สิงโต
ใบพัดแดง เอ้ืองสายมวง มัจฉานุ เอ้ืองสายคําปอน  กุหลาบแมเมย  กลุมที่ 3 ประกอบดวย กุหลาบ
กระบ่ีเอ้ืองเทียน หางกระรอก กุหลาบนาน ตอติเล เอ้ืองสายหลวง  สิงโตนักกลาม มัจฉานุชมพู เอ้ือง
สายนํ้าผึ้ง และ เอ้ืองทองกลุมที่ 4 ประกอบดวย ชางกระ เข็มแสด เข็มแดง และ เข็มมวงกลุมที่ 5 
ประกอบดวย เอ้ืองสายแสพระอินทร และเอ้ืองมะลิกลุมที่ 6 ประกอบดวย เขาพระวิหาร เดลิไอขาว 
และกลุมที่ 7 ประกอบดวย เอ้ืองแปรงสีฟน และเอ้ืองชางนาว ทั้งน้ีจะไดนําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของ
กลวยไมทั้งหมดไปเก็บรวบรวมในฐานขอมูลตอไป  
 
 
 
 
 

การทดลองที่ 1.5 
ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริก 

DNA Barcoding and Genetic Diversity of Chilli 
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คําสําคัญ: พริก ดีเอ็นเอบารโคด ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
Key words : Chilli DNA barcode Genetic diversity 

 
บทคัดยอ 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกในประเทศไทยดวยวิธีดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ
ตําแหนงยีน ITS rbcLและtrnH–psbA โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของพริกที่เก็บรวบรวมเช้ือพันธุพริกจาก
แหลงตางๆ ในประเทศไทยไดจํานวน 84 ตัวอยางพันธุ ดวยวิธี PCR และนําผลผลิตPCR มาวิเคราะหหา
ลําดับนิวคลีโอไทดและนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปนเทียบความคลายคลึงกันของชนิดพริกกับฐานขอมูล 
GenBank ดวยโปแกรม BLAST และวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยวิธี maximum likelihood 
และ Bayesian inference วิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม (haplotype diversity) ดวยการสราง
เครือขาย haplotype รวมกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือประมาณประสิทธิภาพของดีเอ็น
บารโคด ผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา พบวา สามารถจัดจําแนกพริกที่พบในประเทศไทยไดเปน 4 
ชนิด ไดแก C. annuum L. C. baccatumL.C. chinense Jacq. และ C. frutescensL. และจากการ
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่มีอัตราความสําเร็จทําที่ตํ่าเพียง 71% 
และผลการทดสอบความคลายคลึงกันของชนิดพริกกับฐานขอมูล GenBank พบวา ยีนตําแหนง rbcLและ 
trnH-psbAไมสามารถระบุชนิดพริกได ขณะที่ยีนตําแหนง ITS สามารถระบุความแตกตางของ C. annuum
ออกจากพริก C. chinenseและ C. frutescens ได และจากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมและ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการสรางแผนภูมิวิวัฒนาการของยีนแตละตําแหนง พบวา ดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณยีนในคลอโรพลาสต (rbcLและ trnH-psbA) เปนตําแหนงที่ไมมีประสิทธิภาพในการเปนดี
เอ็นเอบารสําหรับใชจัดจําแนกชนิดและสายพันธุพริก โดยยีนตําแหนง rbcLไมสามารถใชในการจําแนกชนิด
ภายในกลุมพริก C. annuum C. baccatumและ C. pubescens และกลุมพริก C. chinense และ C. 
frutescensออกจากกันได และ trnH-psbA สามารถใชระบุชนิดพริก C. baccatumออกจากพริกชนิดอ่ืนๆ 
ไดเพียงชนิดเดียวเทาน้ัน ในขณะที่ยีนบริเวณนิวเครียส คือ ตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่มีประสิทธิภาพมาก
ที่สุดสําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของพริก โดยสามารถใชจัดจําแนกความแตกตางระดับชนิดและระดับ
สายพันธุของพริกในประเทศไทยได โดยเฉพาะในกลุมพริก C. annuumนอกจากตําแหนง ITSจะแสดงความ
แตกตางระหวางสายพันธุในกลุม C. annuum ไดแลวยังสามารถใชจําแนกความแตกตางในระดับชนิด
ระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens ไดอีกดวย อยางไรก็ตางตําแหนง ITSกลับไม
สามารถจัดจําแนกชนิดระหวางพริก C. chinense และ C. frutescens ออกจากกันได โดยการจัดกลุม
ความสัมพันธทางพันธุกรรมปรากฏมีความสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยาของสีกลีบดอกดวย และจาก
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกกลุม C. annuum มีคอนขางสูง พบวาสามารถแบงไดถึง 
20haplotypes และยังพบวากลุมพริกบางชางมีความแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายสูงถึง 5 
haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ซึ่งจากผลการศึกษาน้ีช้ีใหเห็นวาการ
ดีเอ็นเอบารโคดของยีนบริเวณนิวเครียสมีประสิทธิภาพที่ดีกวายีนบริเวณคลอโรพลาสต การศึกษาและ
พัฒนาไพรเมอรที่มีความจําเพาะกับชนิดพืชและดีเอ็นเอบารโคดที่ใหมเหมาะสมจะชวยใหสามารถจัก
จําแนกชนิดพริกไดถูกตองแมนยํามากย่ิงขึ้น 
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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) เปนพืชในวงศ Solanaceae เชนเดียวกับมะเขือ 
ยาสูบ มันฝรั่งและพิทูเนีย โดยจัดอยูในสกุล Capsicumซึ่งในปจจุบันพบมากกวา 38 ชนิด (USDA-
ARS, 2011) แตที่นิยมนํามาเพาะปลูกน้ันมีอยู 6 ชนิด ไดแกCapsicum annuum, C. baccatum, 
C. chinense, C. frutescens, C. pubescens และC. assamicumโดยชนิดหลังเพ่ิงไดรับการระบุ
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วาเปนพริกเพาะปลูกชนิดใหมที่มีถิ่นกําเนิดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของอินเดีย ซึ่งพริกดังกลาวมี
ความคลายคลึงกับพริก C. chinenseและ C. frutescensเพียงแตตางกันที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
(Purukayastha et al., 2012) พริกมีถิ่นกําเนิดด้ังเดิมอยูในทวีปอเมริกาใต กอนที่จะแพรกระจายไป
ยังทวีปยุโรป แอฟริกา และเอเชียตามลําดับ (Bosland, 1996) การเพาะปลูกพริกในปจจุบันมี
เปาหมายเพ่ือนํามาใชประโยชนทั้งบริโภคแบบพืชผัก ใชเปนเครื่องเทศปรุงรสอาหาร ใชในทาง
การแพทย ใชในการผลิตแกสนํ้าตา และปลูกเปนไมประดับ เปนตน พริกอุดมไปดวยพฤกษเคมี 
(phytochemical) ที่มีประโยชนตอสุขภาพ โดยมีปริมาณวิตามินซีสูงกวาสมถึง 7 เทา และยัง
ประกอบดวยสารเมแทบอไลตที่สามารถตานอนุมูลอิสระได เชน แคโรทีนอยด (โปรวิตามินเอ) กรด
แอสคอรบิก ฟลาโวนอยด และพอลิฟนอล (Nadeem et al., 2011) จึงชวยลดความเสี่ยงตอการเกิด
โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคหอบหืด เจ็บคอ ปวดหัว และเบาหวาน สําหรับพริกแดง (red pepper) 
ยังมีไลโคพีนซึ่งเช่ือวามีสมบัติในการตานทานโรคมะเร็งไดดวย (Simonne et al., 1997) นอกจากน้ี
พริกยังมีแคปไซซินและไดไฮโดรแคปไซซิน ซึ่งเปนสารเมแทบอไลททุตยิภูมิในกลุมแคปไซซินอยดอัน
เปนสาเหตุของความเผ็ดในผลพริก และความเผ็ดน้ีเปนลักษณะที่ใชแยกความแตกตางระหวางพริก
เผ็ด (hot pepper) และพริกหวาน (sweet pepper) แคปไซซินสามารถใชเปนตัวยาบรรเทาความ
เจ็บปวดระหวางการบําบัดดวยวิธีทางเคมีและการฉายรังสีได (Berger et al., 1995) 

จากขอมูลขางตน จะเห็นไดวาพริกมีคุณคาทางโภชนาการสูงและเต็มไปดวยพฤกษเคมีที่มี
ประโยชนตอสุขภาพ เมื่อมองในมุมของมูลคาเชิงเศรษฐกิจของประเทศไทย รายงานของสํานักงาน
เศรษฐกิจการเกษตรโดยความรวมมือของกรมศุลกากร (2560) แสดงใหเห็นถึงแนวโนมของมูลคาการ
สงออกที่เพ่ิมสูงขึ้นของพริกในรูปพริกแหงในชวง 5 ปหลัง โดยในป พ.ศ. 2559 มีการสงออกพริกแหง
ปริมาณ 9,086 ตัน คิดเปนมูลคาถึง 469 ลานบาท จึงนับไดวาพริกเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญของไทย 
ในการคัดเลือกและพัฒนาสายพันธุพืชใหมีศักยภาพทางเศรษฐกิจน้ันจะตองมีองคความรูเก่ียวกับพืช
ชนิดน้ันๆ เสียกอน โดยทั่วไปการเก็บขอมูลพันธุพืชจะอาศัยการบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ
วิเคราะหตามลักษณะปรากฏหรือฟโนไทปของพืช อยางไรก็ตามลักษณะเหลาน้ีแปรผันตามอิทธิพล
ของสภาพแวดลอม นอกจากน้ีสายพันธุพริกในประเทศไทยมีความหลากหลายและมีความแปรปรวน
ของความเผ็ดและลักษณะทางสัณฐานวิทยาตางๆ (เชน ขนาดผล รูปราง และสี) คอนขางสูง จึงเปน
ที่มาของการเก็บขอมูลในรูปของลักษณะทางพันธุกรรมของพืช  

ปจจุบันความกาวหนาทางชีววิทยาโมเลกุล ทําใหเกิดเทคนิคใหมๆ ขึ้นมากมายที่เปน
ประโยชนตอการพิสูจนทราบหรือพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ดังน้ันการนําเทคนิคทางชีววิทยา
โมเลกุลมาประยุกตใช ในการพิสูจนเอกลักษณทางพันธุกรรมของพืชและจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล 
จึงเปนทางเลือกที่นาสนใจอยางย่ิง เทคนิคทางชีววิทยาโมเลกุลที่สามารถนํามาประยุกตใชอาทิเชน 
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) เปนตน ซึ่งเทคนิคตางๆ เหลาน้ีมีขอดีและขอจํากัดตางๆ กันไป นอกจากเทคนิคขางตนแลว 
การทําดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) เปนอีกหน่ึงเทคนิคที่กําลังไดรับความสนใจ เพราะเปน
เทคนิคที่ใชในการจําแนกชนิดสิ่งมีชีวิต โดยในพืชนิยมใชกลุมยีนบนคลอโรพลาสและนิวเคลียส ไดแก 
maturase K (matK) rubisco L (rbcL) และ internal transcribed spacers (ITS) เปนตน ดีเอ็น
เอบารโคดไดรับความสนใจมาก เพราะมีประสิทธิภาพ และมีความแมนยํา สามารถนํามาประยุกตใช
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ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตไดในระยะเวลาอันสั้น ชวยยืนยันการจําแนกชนิดดวยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาใหเปนไปอยางถูกตอง รวดเร็ว รวมทั้งเปนประโยชนสําหรับการคนควาวิจัยดาน
วิวัฒนาการ ความหลากหลายทางชีวภาพ การอนุรักษพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต รวมถึงเปนประโยชนใน
การคัดเลือกสายพันธุที่มีลักษณะเดนเพ่ือปลูกเปนพืชเศรษฐกิจตอในอนาคตอีกดวย 

 
 
 

การทบทวนวรรณกรรม  

 ดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcoding) เปนเทคนิคทางอนุกรมวิธานที่ใชในการระบุเอกลักษณ
ของสิ่งมีชีวิตไดอยางรวดเร็วโดยใชลําดับเบสสายสั้น (400-800 bp) ที่วางตําแหนงอยูบนดีเอ็นเอของ
สิ่งมีชีวิต โดยลําดับเบสของเครื่องหมายพันธุกรรมน้ันจะมีความแปรผันสูงและมีลักษณะเฉพาะในแต
ละสิ่งมีชีวิต (Hebert et al., 2003; Kress and Erickson, 2008) ยีนหรือตําแหนงบนดีเอ็นเอหรือที่
ใชเปนบารโคดน้ันตองผานการตกลงและยอมรับ (standardized genetic loci) ใหเปนบารโคดของ
สิ่งมีชีวิตชนิดน้ันๆ โดยสามารถระบุชนิดหรือเอกลักษณของสิ่งมีชีวิตเชนเดียวกับบารโคดที่สามารถ
ระบุชนิดสินคาได ตําแหนงที่ใชเปนบารโคดของสิ่งมีชีวิตสามารถพบในดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรีย 
คลอโรพลาสต และนิวเคลียส สําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในพืชน้ัน นิยมใชตําแหนงบนดีเอ็นเอ
ที่ผานการวิจัยและยอมรับใหใชเปนบารโคดสําหรับพืชหลายตําแหนงดวยกัน ตัวอยางเชน matKrbcL 
internal transcribed spacers (ITS) psbA-trnH intergenic spacer และtrnL-trnF intergenic 
spacer เปนตน (สรวงและคณะ, 2554; Kress and Erickson, 2008) 
 การใชขอมูลทางพันธุกรรมควบคูไปกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนที่นิยมมากขึ้นในการจัด
จําแนกพืชชนิดตางๆ รวมถึงพืชกลุมพริกดวย ซึ่งไดมีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลและเทคนิคทาง
อณูวิทยาตางๆ เพ่ือชวยในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกและชวยในการระบุ
เอกลักษณสายพันธุ โดย Thul et al., (2012) ไดใชเทคนิค ISSR และ RAPD เพ่ือชวยในการจัด
จําแนกสายพันธุพริกในสกุล Capsicumจํานวน 6 ชนิด ที่ยากตอการจัดจําแนกดวยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา ไดแก C. annuumC. baccatumC. chinenseC. eximiumC. frutescens และC. 
luteum โดยมีคาความแหมือนทางพันธุกรรมของวิธี ISSR และ RAPD อยูในชวง 23–88% และ11–
96% ตามลําดับ ในประเทศบังคลาเทศไดมีการจัดทําลายพิมพดีเอ็นเอ และประเมินความหลากหลาย
ของเช้ือพันธุกรรมพริกจํานวน 22 ตัวอยางพันธุ โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SSR จํานวน 13 
เครื่องหมาย (Hossain et al., 2014) ซึ่งพบวา SSR จํานวน 4 เครื่องหมาย (Hpms 1-41 Hpms 1-
155 Hpms 2-2และ Hpms 2-21) สามารถทําใหเกิดความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดโดยสามารถ
ตรวจวัดแอลลีลไดทั้งหมด 27 แอลลีล และมีคาระยะหางทางพันธุกรรม (genetic distance) อยู
ระหวาง 0.704-0.926 ซึ่งบงช้ีวาสายพันธุพริกเหลาน้ีมีแหลงกําเนิดที่แตกตางกันไป เมื่อสราง
แผนภาพความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางพริกแตละสายพันธุสามารถจําแนกพริกไดเปน 3 กลุม 
ซึ่งขอมูลที่ไดน้ีจะนําไปปรับปรุงลักษณะสายพันธุพริกที่สนใจได สําหรับในประเทศไทยมีการใช
เครื่องหมายโมเลกุล RAPD ในการประเมินพันธุกรรมพริก ไดแก C. annuum var. acuminatumC. 
chinensisC. frutescensและSolanum melongena(Kaewdoungdee and Tanee,2013)  
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 นอกจากน้ีการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดควบคูไปกับการประเมินทางสัณฐานวิทยาเปนที่นิยม
เพ่ิมมากขึ้นเพ่ือใหไดมาซึ่งองคความรูที่ถูกตองและสมบูรณย่ิงขึ้น การคัดเลือกและการศึกษา
ประสิทธิภาพของเครื่องหมายพันธุกรรมสําหรับใชเปนบารโคดนับเปนขั้นตอนสําคัญเพ่ือใหไดมาซึ่ง
การจัดจําแนกพืชไดอยางถูกตองและแมนยําเพ่ิมมากขึ้น โดยเครื่องหมายทางพันธุกรรมหลายชนิด 
ไดแก trnS-trnfMtrnL-trnTtrnH-psbAtrnF-trnLtrnD-trnTtrnCrpoBrps16 และmatKและยีนบน
นิวเคลียสwaxy introns ไดถูกนํามาทดสอบประสิทธิภาพของการเปนดีเอ็นเอบารโคด เพ่ือจัดจําแนก
และระบุเอกลักษณของพริกในสกุล Capsicum จํานวน 7 ชนิด ไดแก C. annuum C. baccatum 
C. chinense C. frutescens C. pubescens C. chacoense และ C. rhomboideum ที่ปลูกอยูใน
ประเทศจอรเจีย โดยพบวาดีเอ็นเอบารโคดที่ตําแหนง trnL-trnTtrnF-trnLและtrnH-psbA มีความ
แปรผันทางพันธุกรรมมากพอที่ทําใหสามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมที่มีความซับซอนของ
กลุม C. annuum complex (C. annuum C. chinenseและC. frutescens) ออกจากสายพันธุ
อ่ืนๆ ได นอกจากน้ี การเปลี่ยนแปลงแทนที่ลําดับเบสที่ตําแหนงยีน waxy ยังสามารถใชในการระบุ
ความแตกตางระหวางชนิดได โดยไดมีการเสนอใหใช trnH-psbAหรือtrnL-trnT และwaxy introns 
เปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดสําหรับประเมินสายพันธุของ C. annuum complex (C. annuum C. 
chinenseและC. frutescens)(Jarret, 2008) นอกจากน้ียีนตําแหนงpsbA-trnH เปนเพียงตําแหนง
เดียวที่มีการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดกับพริกในประเทศไทย จํานวน 3 ชนิด ไดแก C. annuum var. 
acuminatumC. chinensisและC. frutescens เพียงชนิดละ 1 ลําดับนิวคลีโอไทดเทาน้ัน โดยมีชวง
ความแปรผันทางพันธุกรรมประมาณ 0.23-0.26 (Kaewdoungdee and Tanee,2013)  
 จากการศึกษาที่ผานมาพบวาขอมูลในดานความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริกยังมีอยาง
จํากัด และไมเพียงพอกับการอางอิงฐานขอมูลพันธุกรรมพริก โดยเฉพาะสายพันธุพริกในประเทศไทย 
ดังน้ันการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของพริกในประเทศไทยจะชวยใหงานดานอนุกรมวิธานและการจัด
จําแนกสายพันธุพริกมีความถูกตองสมบูรณย่ิงขึ้น ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดนอกจากจะใหประโยชน
ดานความหลากหลายทางพันธุกรรมแลว ยังสามารถระบุเอกลักษณของสายพันธุพริกไดซึ่งเปน
ประโยชนตอการจําแนกพริกที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คลายกันออกจากกันไดอีกดวย 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

1. การเก็บตัวอยางพริก 
 เก็บรวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพริกสายพันธุตางๆ ในประเทศไทย อยางนอย 
60 ตัวอยาง และศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
2. การจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
 สกัดดีเอ็นเอของพริก 
 ปลูกพริกลงในกระถางที่มีวัสดุปลูก โดยใชตัวอยางพริกที่เก็บรวบรวมและอนุรักษไวจากขอ 1 
เก็บใบออนมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB หรือชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป แลวตรวจวัดคุณภาพของดีเอ็น
เอที่สกัดไดดวยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer)และวิธีอะกาโรส เจล อิเล็กโตรโฟรี
ซิส (agarose gel electrophoresis) กอนคํานวณใหมีความเขมขนที่เหมาะสมตอการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอโดยวิธีปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
3. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
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 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีนในคลอโรพลาสตจํานวน 2 ยีน (matK, rbcL, และ psbA-
trnH) และยีนในนิวเคลียส 1 ยีน (ITS) รวมทั้งหมด 3 ยีน โดยใชคูไพรเมอรสําหรับยีนเหลาน้ัน และ
หาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาของคูไพรเมอรแตละคู จากน้ันตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่
เพ่ิมปริมาณไดโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส (electrophoresis) 
4. ทําบริสุทธ์ิช้ินสวนดีเอ็นเอ 
 นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 3 มาทําใหบริสุทธ์ิโดยใชชุดอุปกรณและสารเคมีสําหรับทํา
บริสุทธ์ิดีเอ็นเอ (purification kit)  
5. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 ผลผลิตพีซีอารที่ผานการทําบริสุทธ์ิแลวมาตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ซึ่งควรจะไดแถบ
ดีเอ็นเอของยีนที่ตองการเพียง 1 แถบและไมมีการปนเปอนของแถบดีเอ็นเออ่ืน จากน้ันนําไป
วิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องมือและกรรมวิธีสําหรับการวิเคราะห 
6. การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพริกแตละสายพันธุ
ดวยการทํา DNA alignment ดวยโปรแกรม MEGA11 สรางวงศวานวิวัฒนาการของพริกดวยวิธี 
maximum likelihood และ Bayesian inference ดวยโปรแกรม RAxML และ MrBayes 3 
ตามลําดับ 
7. การจัดทําตัวอยางอางอิง 
 ทําการจัดเก็บตัวอยางอางอิงในรูปแบบดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -80°C ไวที่สํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี และจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Voucher 
specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหง และสงเก็บรวบรวมไวที่สํานักคุมครองพันธุพืช 
8. การลงทะเบียนในฐานขอมูล NCBI 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูลของ NCBI เพ่ือนํา
หมายเลข accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลของพริก  
9. การบันทึก สรุปผล และจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุล 
 บันทึกขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทด สรุปผลขอมูลดานความหลากหลายทาง
พันธุกรรม และนําขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดไปจัดทําเปนฐานขอมูลตอไป 

2. นําตัวอยางใบพืชพ้ืนเมืองภาคใตมาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธี CTAB ตามวิธีของ Cuberson 
and Crespo(2002) โดยเตรียมใบพืชประมาณ 20-50 มิลลิกรัม และ stainless steel beads ขนาด 
1 มิลลิเมตร จํานวน 10 เม็ด ใสลงในหลอดไมโครเซนตริฟวกขนาด 2.0 มิลลิลิตร แชใน
ไนโตรเจนเหลว เปนเวลา 1 นาที จากน้ันนําไปบดดวยเครื่อง Mixer MM 400 โดยความถี่ 30 เฮิรตซ 
เปนเวลา 2 นาทีหรือจนกวาตัวอยางจะละเอียด เติม CTAB extraction buffer หลอดละ 400 
ไมโครลิตรและ เติม 5% (w/v) PVPP (Polyvinyl polypyrrolidone) 100 ไมโครลิตร จากน้ันบมที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล 
(Choloroform / isoamyl alcohol) ในอัตราสวน 24 : 1ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน
โดยใชเครื่องเขยาผสมสาร (vortex) ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ถาย
สวนใสที่อยูช้ันบนใสในหลอดไมโครเซนตริฟวกหลอดใหมเจือจางสวนใส 3 เทา ดวย CTAB 
precipitation buffer ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งให
เหลือเพียงตะกอน เติมสารละลาย 1.2 M NaCl ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอน เติม  
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RNAase buffer ความเขมขน 10 เทา ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเติม RNAase A ความเขมขน 10 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร (vortex) บมที่
อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เติมละลาย  1.2 M NaCl ปริมาตร 370 ไมโครลิตร 
จากน้ันเติมสารละลายคลอโรฟอรม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล (Choloroform / isoamyl alcohol) 
ในอัตราสวน 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร  อีกครั้งผสมใหเขากันโดยใชเครื่องเขยาผสมสาร ปน
เหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ถายสวนใสที่อยูช้ันบนใสในหลอดไมโครเซ็น
ตริฟวกหลอดใหม เติมสารละลาย 2-โพรพานอล (isopropanol) ปริมาณ 0.6 เทา ของปริมาตรสวน
ใสในแตละหลอด (ถามีสวนใส 100 ไมโครลิตร จะเติม 2-โพรพานอล 60 ไมโครลิตร) ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เทสวนใสทิ้งใหเหลือ
เพียงตะกอน เติมเอทานอลความเขมขน 70 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่
ความเร็ว 13,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที เทสวนใสทิ้ง ทิ้งตะกอน
ใหแหงที่อุณหภูมิหอง เติมนํ้ากลั่นน่ึงฆาเช้ือ ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ และ
เก็บรักษาสารละลายดีเอ็นเอในสภาพแชแข็ง -80 องศาเซลเซียส 

3. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยเตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอ
ตนแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer without MgCl2 2 ไมโครลิตร, 
25 mM MgCl21ไมโครลิตร, 2mM dNTP 1ไมโครลิตร, ไพรเมอร (20 uM) อยางละ 0.5 ไมโครลิตร 
ที่จําเพาะของยีนแตละตําแหนง ITS, rbcLและ trnH–psbA (ตารางที่ 1.5.1), Pfu DNA 
polymerase ย่ีหอ Vivantis (5 unit) 0.1 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร โดยต้ัง
โปรแกรมการทํางานของเครื่อง Simpliamp themal cycle ดังน้ี 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จํานวน 
1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 
นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 5นาที 1 รอบ แลวตรวจสอบผลดวยวิธี
อิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยการแยกช้ินสวนดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต ใน 
1X TBE buffer ที่เติม SERVA DNA Stain G ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตรตออะกาโรสเจล 10 มิลลิลิตร
โดยใชกระแสไฟฟาความตางศักย 100 โวลด เปนเวลา 30 นาที และใชช้ินสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน
ขนาด 100 bp + 1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดช้ินสวนดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นภายใตแสง
อัลตราไวโอเลตความยาวคลื่น 312 นาโนเมตรโดยใชเครื่องกําเนิดแสงอัลตราไวโอเลต (UV-
Transilluminator) และบันทึกภาพดวยกลองถายรูปเจล 

 
ตารางที่ 1.5.1 คูไพรเมอรสําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน ITS, rbcL และ trnH–

psbAmatK 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลําดับ ตําแหนงยีน ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

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. นําผลผลิตพีซีอารมาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด FavorPrep GEL/ PCR Purification Kit ย่ีหอ 
Favorgen ดังน้ี นําพีซีอาร 50 ไมโครลิตร มาเติม FADF Buffer จํานวน 5 เทาคือ 250ไมโครลิตร 
ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน FADFColumn นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 11,000 x g นาน 30 
วินาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร750 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
11,000 x g นาน 30 วินาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใส
หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 40 
ไมโครลิตร ตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร2
ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1x TBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต
เปนเวลา 30 นาที ยอมดวย SERVA DNA Stain G บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV 
Transilluminators จากน้ันสงผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณยีน 
ITS, rbcLและ trnH–psbAและ ไปหาตรวจวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
   5. นําลําดับนิวคลีโอไทดไปเปรียบเทียบรอยละความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดและ
ระบุความถูกตองของชนิดพืชในฐานขอมูล GenBank ดวยโปรแกรม Basic Local Alignment 
Search Tool (BLAST)(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากน้ันนํามาวิเคราะหหาความจําเพาะ
และประสิทธิภาพในความความเหมาะสมในการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการจัดจําแนกชนิดแตละ
ชนิด 
   6. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชผักพ้ืนเมือง
ภาคใตแตละชนิดดวยการทํา DNA alignment ดวยโปรแกรม MEGA 11 สรางวงศวานวิวัฒนาการ
ของพริกดวยวิธี maximum likelihood ดวยโปรแกรม RAxML หรือ MEGA 11 และวิธี Bayesian 
inference ดวยโปรแกรม MrBayes version 3.1.2 เพ่ือจัดกลุมทางอนุกรมวิธานและยืนยันประสิทธิ
ของดีเอ็นเอบารโคดแตละบริเวณและวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการทํา 
haplotype diversity ดวยโปรแกรม DnaSP ver. 6.12.03 
   7. ทําการจัดเก็บตัวอยางอางอิงในรูปแบบดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ -80°C ไวที่สํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ จังหวัดปทุมธานี และจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิงงานวิจัย (Voucher 
specimen) ตามวิธีการจัดทําพรรณไมแหง และสงเก็บรวบรวมไวที่สํานักคุมครองพันธุพืช 
   8. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปลงทะเบียนดีเอ็นเอบารโคดในฐานขอมูลของ NCBI เพ่ือนํา
หมายเลข accession มาประกอบในการจัดทําฐานขอมูลชีวโมเลกุลของพริก  
   9. เก็บขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของพริกไวในฐานขอมูล เพ่ือการ
ตรวจสอบยอนกลับและการเช่ือมโยงขอมูล ลักษณะทางพฤกษศาสตร และดีเอ็นเอของพริก 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Resultsand Discussion) 
1. การเก็บรวมรวบเช้ือพันธุและดีเอ็นเออางอิงของพริก 
 จากการเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือพันธุพริกจากภูมิภาคตางๆ ในประเทศไทย จํานวน 15 
จังหวัด ไดแก กําแพงเพชร กาญจนบุรี กาฬสินธุเชียงใหม ชลบุรี ชัยภูมิ นาน ปทุมธานี พิษณุโลก
พัทลุง ยะลา ระยอง ราชบุรี สระแกวและ สกลนคร โดยสามารถเก็บรวบรวมตัวอยางเช้ือพันธุพริก
และสกัดดีเอ็นเพ่ือศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและเก็บรักษาไวเปนดีเอ็นเออางอิงทั้งหมดจํานวน 84 
ตัวอยาง รายละเอียดดังแสดงในตารางที่ 1.5.2 
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ตารางที่ 1.5.2 แสดงรายละเอียดขอมูลดีเอ็นเอของพริก (Capsicum spp.) ที่เก็บรักษาไวในธนาคาร
เช้ือพันธุพืชและจุลินทรีย กรมวิชาการเกษตร 

ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

1 CAP1 พิจิตร 05 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
2 CAP2 พิจิตร 25-1-1-1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
3 CAP3 พิจิตร 27-2-1-1-1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
4 CAP4 พริก ศก. 13 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
5 CAP5 พริกชอ 1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
6 CAP6 พริกดอเรืองทรัพย ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
7 CAP7 พริกยอดสน #2 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
8 CAP8 พริกยอดสน #3 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
9 CAP9 พริกเหลืองน้ําสม ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
10 CAP10 พริก #1 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
11 CAP11 พริกกะเหรี่ยง ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
12 CAP12 พริก #7 ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
13 CAP13 พริก #8 ขาว ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
14 CAP14 พริก #8 เขียว ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
15 CAP15 พริกบางชาง 1 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
16 CAP16 พริกบางชาง 2 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
17 CAP17 พริกบางชาง 3 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
18 CAP18 พริกบางชาง 4 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
19 CAP19 พริกบางชาง 5 จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
20 CAP20 พริกบางชาง 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 พริกหนุมเขียวมัน จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
25 CAP25 พริกหนุมขาว จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
26 CAP26 พริกขี้หนูสวน จ.สกลนคร C. frutescens Solanaceae 
27 CAP27 พริกเหลือง จ.สกลนคร C. annuum Solanaceae 
28 CAP28 พริกสรอยไก  จ.สกลนคร C. frutescens Solanaceae 
29 CAP29 พริกตุม 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 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

38 CAP38 พริกไสเดือน อ.เวียงสา จ.นาน C. annuum Solanaceae 
39 CAP39 พริกฟกทอง จ.ปทุมธาน ี C. annuum Solanaceae 
40 CAP40 พริกจาราปโน กทม. C. annuum Solanaceae 
41 CAP41 พริกหวานยักษ #1 กทม. C. annuum Solanaceae 
42 CAP42 พริกโจลอง กทม. C. annuum Solanaceae 
43 CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว กทม. C. annuum Solanaceae 
44 CAP44 พริกเลมอนดรอป จ.นาน C. baccatum Solanaceae 
45 CAP46 พริกบุตโจโลเกีย จ.นาน C. chinense Solanaceae 
46 CAP47 พริกเกาหลี  จ.ปทุมธาน ี C. annuum Solanaceae 
47 CAP48 พริกเสนยาว จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
48 CAP49 พริกหวานเชอรรี่ 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.นาน C. frutescens Solanaceae 
53 CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร จ.นาน C. chinense Solanaceae 
54 CAP56 พริกบุตโจโลเกีย จ.นาน C. chinense Solanaceae 
55 CAP57 พริกปศาจ จ.ราชบุร ี C. chinense Solanaceae 
56 CAP58 พริกหยวก จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
57 CAP59 พริกหวานยักษ #2 กทม. C. annuum Solanaceae 
58 CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ 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.สระแกว 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 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางองิ 

ชนิดพืช แหลงทีเ่ก็บ ชื่อวิทยาศาสตร วงศพืช 

78 CAP80 พริกกะเหรี่ยงยาว จ.นาน C. frutescens Solanaceae 
79 CAP81 พริกชี้ฟา จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
80 CAP82 พริกชี้ฟา กทม. C. annuum Solanaceae 
81 CAP83 พริกขี้หนู จ.ปทุมธาน ี C. frutescens Solanaceae 
82 CAP84 พริกเสนยาว จ.ราชบุร ี C. annuum Solanaceae 
83 CAP85 พริกชี้ฟา ศวพ.นานจ.นาน C. annuum Solanaceae 
84 CAP86 พริกขี้หนู จ.ปทุมธาน ี C. frutescens Solanaceae 

 
2. การศึกษาลักษณะทางพฤกศาสตรของพริก 

จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกสายพันธุที่รวบรวมจากแหลงตางๆ จํานวน 
84 ตัวอยาง โดยไดศึกษาลักษณะของตน ใบ ดอก ผล ตําแหนงการติดดอกและการติดผล  พบวา
สามารถจัดจําแนกตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกในประเทศไทยไดจํานวน 4 ชนิด ไดแกC. 
annuum L. C. baccatum L. C. chinense Jacq.และ C. frutescens L. และจากการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวามีลักษณะที่ปรากฏ ดังน้ี  

1. Capsicum annuumมีความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาสูงมาก โดยมีกลีบ
ดอกสีขาวหรือมวง กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 1-2 ดอกตอซอกใบ ยกเวนพริกชอ
สามารถพบไดถึง 7 ดอกตอซอกใบอับเกสรตัวผูสีเขียว เทาอมเขียว หรือ มวง กานชูดอกมีทั้งแบบต้ัง
ตรง กึ่งหอยลง หรือหอยลง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียวแหลม ขอบใบเรียบ ลําตนมีทั้งแบบมีขนและไม
มีขน ผลมีหลายขนาดมีทั้งแบบผลเรียวยาว ผลกลม ไปจนถึงผลขนาดผลใหญรูปทรงกระด่ิง สีผลออน
มีทั้ง เขียวออน เขียว เขียวเขม หรือมวงดํา สีผลแกมีสีเหลือง หรือแดง ลักษณะการติดผลมีทั้งแบบ
ต้ังขึ้นและหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.2 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.5.2 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. annuumA-C) ลักษณะสีดอก D-F)ลักษณะผลและสี
ผลระยะตางๆ G-I) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

A B C 

D E F 

G H I 
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2. Capsicum baccatum มีกลีบดอกสีขาวและมีแปะสีเขียวที่ใกลบริเวณฐานกลีบดอก กลีบดอกมี
จํานวน 5 กลีบดอกมีจํานวน 1 ดอกตอซอกใบ อับเกสรตัวผูสีขาว กานชูดอกต้ังตรง ใบสีเขียว รูปไข
ปลายเรียวแหลม ขอบใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลเรียวยาวตรงกลางพองออก รูปกระสวย ผลออนมีสี
เขียว ผลแกมีสีเหลือง ลักษณะการติดผลแบบหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.3 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.3ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. baccatumA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) 
ลักษณะสีผลระยะตางๆ และ D) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

3. Capsicum chinenseมีกลีบดอกสีขาวครีม กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 3-
5 ดอกตอซอกใบ อับเกสรตัวผูสีเทาอมมวง กานชูดอกแบบก่ึงหอยลง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียว
แหลม ขอบใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลมีขนาดปานกลาง รูปรางไมแนนอนสวนใหญมีลักษณะสั้นดาน
หน่ึงพองออกอีกดานหน่ึงยุบเขาไมสมมาตร ผิวผลไมเรียบ ผลออนมีสีเขียว ผลแกมีสีแดง การติดผลมี
ลักษณะหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.4 ตารางที่ 1.5.3) 
 

 
 
 

 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.4ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. chinenseA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) ลักษณะ
สีผลระยะตางๆ และ D) ผลผาตามยาวและเมล็ด 

4. Capsicum frutescensมีความหลากหลายของลักษณะทางสัณฐานวิทยาคอยขางสูง โดย
มีกลีบดอกสีเขียวอมเหลือง กลีบดอกมีจํานวน 5-6 กลีบ ดอกมีจํานวน 1-2 ดอกตอซอกใบอับเกสรตัว
ผูสีเหลือง เหลืองเขียว หรือเทาอมมวง กานชูดอกแบบต้ังตรง ใบสีเขียว รูปไขปลายเรียวแหลม ขอบ
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C D 

A B 
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ใบเรียบ ลําตนไมมีขน ผลมีหลายขนาดมีทั้งแบบผลขนาดเล็กเรียวสั้น หรือขนาดกลางเรียวยาว 
รูปทรงกระสวย สีผลออนมีทั้ง ขาวเขียว เขียวออน หรือเขียว สีผลแกมีสีสมแดง หรือแดง ลักษณะ
การติดผลมีทั้งแบบต้ังขึ้นและหอยลง เมล็ดมีสีขาวครีม (ภาพที่ 1.5.5 ตารางที่ 1.5.3) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1.5.5ลักษณะสัณฐานวิทยาของพริก C. frutescensA) ลักษณะใบ B) ลักษณะดอก C) 
ลักษณะสีผลระยะตางๆ และ D) ผลผานตามยาวและเมล็ด 

A B 

C D 
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ตารางที่ 1.5.3 แสดงลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพริกสายพันธุตางๆ 
 

รหัส
ตัวอยาง 

ชื่อพันธุ 
ลักษณะสัณฐานวิทยา 

สีกลีบดอก การติดดอก 
สีอับ 
เกสร 

สีปลาย 
เกสรตัวเมีย 

จํานวนดอก
ตอซอกใบ 

ขนตาม 
ลําตน 

รูปรางผล สีผลออน สีผลแก ทรงตน 
ความสูงตน

(cm) 

CAP1 พิจิตร 05 ขาว หอยลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP2 พิจิตร 25-1-1-1 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP3 พิจิตร 27-2-1-1-1 ขาว หอยลง ครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP4 พริก ศก. 13 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP5 พริกชอ 1 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-7 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP6 พริกดอเรืองทรัพย ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวออน แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP7 พริกยอดสน #2 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP8 พริกยอดสน #3 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1-3 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP9 พริกเหลืองน้ําสม ขาว หอยลง เทาอมเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว เหลือง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP10 พริก #1 ขาว หอยลง เทาอมเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP11 พริกกะเหรี่ยง 
ขาว 

กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขีย เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP12 พริก #7 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP13 พริก #8 ขาว ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP14 พริก #8 เขียว ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP15 พริกบางชาง 1 ขาว หอยลง ครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP16 พริกบางชาง 2 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP17 พริกบางชาง 3 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP18 พริกบางชาง 4 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP19 พริกบางชาง 5 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 
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CAP20 พริกบางชาง 6 ขาว หอยลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP21 พริกจินดา ขาว หอยลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP22 พริกเดือยไก 
ขาว 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
ปอม 

เขียวออน
อมเหลือง 

แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP23 พริกหยวกขาว 
ขาว 

หอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว 
เขียวออน
อมเหลือง 

แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP24 พริกหนุมเขียวมัน ขาว ก่ึงต้ัง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP25 พริกหนุมขาว 
ขาว 

หอยลง 
เทาอม
เหลือง 

เหลือง 1 
มีขนปาน

กลาง 
เรียวยาว เขียวออน แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP26 พริกขี้หนูสวน ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง ครีม เหลือง 2 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP27 พริกเหลือง ขาว ก่ึงหอยลง เทาครีม เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว เหลือง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP28 พริกสรอยไก ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP29 พริกตุม ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน กลม เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP30 พริกดําระยอง มวง กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมเขียว มวง 1 ไมมีขน เรียวยาว มวงดํา แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP31 พริกขี้หนูหัวเรือ ศก.13 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวงเทา เหลือง 1-2 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP32 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทาอมมวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP33 พริกขี้หนูสวน 
ขาวอม
เหลือง 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

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

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP35 พริกขี้หนูสวน กจ. 1 ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เข ียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP36 พริกขี้หนูสวน 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เข ียวเหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 
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CAP37 พริกขี้หนูขาว เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว ขาวครีม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP38 พริกไสเดือน ขาว ก่ึงหอยลง เขียวเหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP39 พริกฟกทอง ขาว ก่ึงหอยลง มวงเทา เหลือง 1-2 
มีขน

เล็กนอย 
กลม เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP40 พริกจาราปโน ขาว ก่ึงหอยลง เขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน ทรงกรวย เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP41 พริกหวานยักษ #1 ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน 
ทรง

กระด่ิง 
เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP42 พริกโจลอง ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน ทรงกรวย เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP44 พริกเลมอนดรอป 
ขาวมีแปะ
เขียวที่ฐาน 

กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน ทรงกรวย เขียวออน เหลือง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP46 พริกบุตโจโลเกีย ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-4 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP47 พริกเกาหลี ขาว หอยลง เทามวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP48 พริกเสนยาว ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP49 พริกหวานเชอรรี่ ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน กลม เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP50 พริกเขาวัวยักษ ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP51 พริกกะเหรี่ยง ครีมเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP52 พริกเหลืองพัทลุง ครีมเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว ขาวครีม แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP53 พริกขี้หนู เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร ครีมเหลือง ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP56 พริกบุตโจโลเกีย ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 
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CAP57 พริกปศาจ ครีม ก่ึงหอยลง เทามวง เหลือง 3-5 ไมมีขน 
รูปทรงไม
แนนอน 

เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP58 พริกหยวก ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP59 พริกหวานยักษ #2 ขาว ก่ึงหอยลง เขียวเหลือง เหลือง 1-3 ไมมีขน 
ทรง

กระด่ิง 
เขียว แดง แตกพุม ผลหอยลง 

CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ ขาว ก่ึงหอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP61 พริกยาว ขาว หอยลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP62 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP63 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP64 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP65 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP66 พริกจินดา ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP67 พริกขี้หนูสวน ยะลา 1 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP68 พริกขี้หนูสวน ยะลา 2 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP69 พริกขี้หนูสวน ยะลา 3 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP70 พริกขี้หนูสวน ยะลา 5 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP71 พริกขี้หนูสวน ยะลา 13 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง แตกพุม ผลต้ัง 

CAP72 พริกกะเหรี่ยง 1 ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง ครีม เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP73 พริกกะเหรี่ยง 3 เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 
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ตอซอกใบ 

ขนตาม 
ลําตน 

รูปรางผล สีผลออน สีผลแก ทรงตน 
ความสูงตน

(cm) 

CAP74 พริกกะเหรี่ยง 4 เขียวครีม กานต้ังปลายคว่ําลง มวงแดง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียวออน แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP75 พริกขี้หนูขาว 
เหลืองอม

เขียว 
กานต้ังปลายคว่ําลง เหลือง เหลือง 1-2 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียวครีม แดงสม ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP76 พริกจินดา 2 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง มวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP77 พริกจินดา 7 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP78 พริกจินดา 9 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP79 พริกจินดา 10 ขาว กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 
มีขน

เล็กนอย 
เรียวยาว เขียวเขม แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP80 พริกกะเหรี่ยงยาว ครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP81 พริกชี้ฟา ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP82 พริกชี้ฟา ขาว หอยลง มวง เหลือง 1 มีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP83 พริกขี้หนู 
เขียวอม
เหลือง 

กานต้ังปลายคว่ําลง เขียวเทา เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง 
แตกพุม
แนบราบ 

ผลต้ัง 

CAP84 พริกเสนยาว ขาว ก่ึงหอยลง มวง เหลือง 1 มีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลหอยลง 

CAP85 พริกกระเหรี่ยง เหลืองครีม กานต้ังปลายคว่ําลง เทามวง เหลือง 1 ไมมีขน เรียวยาว เขียว แดง ต้ังตรง ผลต้ัง 

CAP86 พริกขี้หนู เขียวเหลือง กานต้ังปลายคว่ําลง เทาเขียว เหลือง 1 ไมมีขน เรียวเล็ก เขียว แดง 
แตกพุม
แนบราบ 

ผลต้ัง 
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3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของดีเอ็นเอบารโคดดวยวิธี PCR 
เมื่อทดลองเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณดีเอ็นเอบารโคด ITS, rbcLและ trnH–psbA ดวย

เทคนิคพีซีอารโดยใชคูไพรเมอรดังแสดงในตารางที่ 1.5.1 พบวาสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดในพืช
ทั้ง 84 ตัวอยาง ซึ่งผลิตภัณฑพีซีอารที่สามารถเพ่ิมปริมาณไดมีขนาดแตกตางกัน (ภาพที่ 1.5.6) ดังน้ี  

1. ตําแหนงยีน ITS ดวยคูไพรเมอร ITS1 กับ ITS4 ขนาดประมาณ 800-1000 คูเบส  
2. ตําแหนงยีน rbcL ดวยคูไพรเมอร rbcLa-F กับ rbcLa-R ขนาดประมาณ 800-900 คูเบส  
3. ตําแหนงยีน trnH–psbA ดวยคูไพรเมอร trnHf_05 กับ psbA_3'f ขนาดประมาณ 600-  
   700 คูเบส 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.5.6 แสดงตัวอยางขนาดดีเอ็นเอของพริกที่เพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR จากดีเอ็นเอบารโคด
ตําแหนงตางๆ ตําแหนง ITS (มีขนาดระหวาง 800-1000 bp) rbcL ตําแหนง (มีขนาดระหวาง 800-
900 bp) และตําแหนง trnH-psbA (มีขนาดระหวาง 600-700 bp)  
3. การวิเคราะหลําดับนิวคลโีอไทดของผลติภัณฑพีซีอาร 
 จาการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากดีเอ็นเอบารโคดตําแหนง 
ITS rbcLและ trnH–psbAพบวา สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดจํานวน 228 เสน ไดแก ITS 
จํานวน 60 เสน rbcLจํานวน 84 เสน และ trnH–psbA จํานวน 84 เสน ดังแสดงในตารางที่ 1.5.4 
และเมื่อเปรียบเทียบความสําเร็จในการเพ่ิมจํานวนและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด พบวา ยีน
ตําแหนง rbcL และ trnH–psbA มีโอกาสความสําเร็จมากที่สุดคิดเปน 100% สวนตําแหนง ITS มี
โอกาสความสําเร็จคิดเปน 71% (ตารางที่ 1.5.5)ซึ่งช้ีเห็นถึงแนวโนมการเปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด
ที่ดีของตําแหนง rbcL และ trnH–psbA โดยตําแหนง ITS มีโอกาสประสบความนอยกวาตําแหนง
อ่ืนๆ อาจจะเปนผลมาจากการปนเปอนของจีโนมิคดีเอ็นเอความไมจําเพาะของคูไพรเมอรกับชนิดพืช
หรือไพรเมอรสามารถเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนไดอันเน่ืองมาจากการเปนยูนิเวอรแซล
ไพรเมอร (universal primer) โดยเฉพาะตําแหนงITSเปนตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดที่ใชระบุชนิดไดทั้ง
พืชและรา โดยบางไพรเมอรมีการออกแบบไพรเมอรใชกับราและก็สามารถใชไดกับพืชดวย (white et 
al. 1990) บางครั้งราสามารถอาศัยอยูภายเน้ือเย่ือพืชแบบ symbiotic(Rodriguez et al., 2009) ทํา
ใหมีโอกาสงายที่ช้ินสวนดีเอ็นเอของราจะปนเปอนไดทําใหการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นของพืชในขั้นตอน 
PCR มีดีเอ็นเอของราปนมาดวย (Cheng et al., 2015) จึงทําใหไมสามารถอานผลลําดับนิวคลิโอไทด
ไดและอีกประการหน่ึงอาจจะมาจากความไมจําเพาะของไพรเมอรของตําแหนง ITSที่นํามาใชทําใหมี
ตําแหนงจับมากวาหน่ึงตําแหนงหรือการเกิดจากการที่มีชวงจับของไพรเมอรไดหลายชวงที่แตละชวงมี
ขนาดไมเทากันและขนาดตางกันไมมากนักจึงทําใหสามารถเพ่ิมจํานวนหรือไมสามารถมองเห็นขนาด
ของแถบดีเอ็นเอที่แตตางกันเล็กนอยได ซึ่งทําใหไมสามารถอานผลลําดับนิวคลีโอไทดไดหรือแมแตผล
ที่อานไดก็ไมมีความนาเช่ือถือเน่ืองจากรหัสสัญญาณการอานผลไมจัดเจนและมีสัญญาณอ่ืนรบกวน 

ITS 
 

rbcL 

 
trnH-psbA 
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แสดงดังภาพที่ 1.5.7 นอกจากน้ีมีรายงานวาตําแหนง ITSมีอัตราความสําเร็จในการทํา PCR คอนขาง
ตํ่าในพืชหลายกลุมโดยพบวานอยกวา 50%ในกลุมสาหราย (Saunders and Kucera 2010) และ
เฟรน (Chen et al. 2010)ประมาณ 57.6%ในพืชกลุม gymnosperms และประมาณ88.0% ในพืช
กลุม angiosperms (Li et al. 2011) ดังน้ันจากผลการทดลองช้ีใหเห็นวาควรมีการออกแบบไพร
เมอรที่ตําแหนง ITS ใหเปนดีเอ็นบารที่จําเพาะกับพืช (plant-specific primers) รวมถึงพืชในกลุม
พริกมากย่ิงขึ้นเพ่ือใหงายตอการใชประโยชนและการศึกษาตอยอดตอไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1.5.7 แสดงตัวอยางสัญญาณการอานผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด A) อานผลลําดับนิ
วคลีโอไทดไมได B) อานผลลําดับนิวคลีโอไทดไดแตสัญญาณไมจัดเจน และ C) อานผลลําดับนิวคลีโอ
ไทดสัญญาณลําดับนิวคลีโอไทดจัดเจน 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 1.5.4 แสดงตําแหนงดีเอ็นเอบารโคดและตัวอยางชนิดพืชที่สามารถวิเคราะหลําดับนิวคลีโอ
ไทดได 

ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

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 พริกชอ 1    

6 CAP6 พริกดอเรืองทรัพย    

7 CAP7 พริกยอดสน #2    

8 CAP8 พริกยอดสน #3    

9 CAP9 พริกเหลืองน้ําสม    

A 

B 

C 
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

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 พริกบางชาง 1    

16 CAP16 พริกบางชาง 2    

17 CAP17 พริกบางชาง 3    

18 CAP18 พริกบางชาง 4    

19 CAP19 พริกบางชาง 5    

20 CAP20 พริกบางชาง 6    

21 CAP21 พริกจินดา    

22 CAP22 พริกเดือยไก    

23 CAP23 พริกหยวกขาว    

24 CAP24 พริกหนุมเขียวมัน    

25 CAP25 พริกหนุมขาว    

26 CAP26 พริกขี้หนูสวน    

27 CAP27 พริกเหลือง    

28 CAP28 พริกสรอยไก     

29 CAP29 พริกตุม    

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 พริกไสเดือน    

39 CAP39 พริกฟกทอง    

40 CAP40 พริกจาราปโน    

41 CAP41 พริกหวานยักษ #1    

42 CAP42 พริกโจลอง    

43 CAP43 พริกยักษพันธุเขาวัว    

44 CAP44 พริกเลมอนดรอป    

45 CAP46 พริกบุตโจโลเกีย    

46 CAP47 พริกเกาหลี     

47 CAP48 พริกเสนยาว    

48 CAP49 พริกหวานเชอรรี่    

49 CAP50 พริกเขาวัวยักษ    
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ลําดับ 
รหัสตัวอยาง 
ดีเอ็นเออางอิง 

ชนิดพืช 
บริเวณตําแหนงดีเอ็นเอบารโคด 

ITS rbcL trnH–psbA 
50 CAP51 พริกกะเหรี่ยง พัทลุง    

51 CAP52 พริกเหลืองพัทลุง    

52 CAP53 พริกขี้หนู    

53 CAP55 พริกแคโรไลนา รีพเปอร    

54 CAP56 พริกบุตโจโลเกีย    

55 CAP57 พริกปศาจ    

56 CAP58 พริกหยวก    

57 CAP59 พริกหวานยักษ #2    

58 CAP60 พริกหนุมยักษเขาแพะ    

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 พริกชี้ฟา    

80 CAP82 พริกชี้ฟา    

81 CAP83 พริกขี้หนู    

82 CAP84 พริกเสนยาว    

83 CAP85 พริกชี้ฟา    

84 CAP86 พริกขี้หนู    

จํานวนลําดับนิวคลีโอไทดท่ีวิเคราะหได 60 84 84 

 
ตารางที่ 1.5.5 แสดงรอยละความสําเร็จของการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดแต
ละตําแหนง 

ตําแหนง จํานวนตัวอยาง จํานวนลําดับนิวคลีโอไทด ความสําเร็จในการวิเคราะห 
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ดีเอ็นเอบารโคด (เสน) (%) 
ITS 84 60 71 
rbcL 84 84 100 

trnH–psbA 84 84 100 
รวม ไดลําดับนิวคลีโอไทดจํานวน 228 เสน 

 
4. การวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและเปรียบเทียบความคลายคลึงกนัของลําดับนิวคลีโอไทดกับ
ฐานขอมูล GenBank ของพริก 

จากการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดบริเวณยีนตําแหนงITS rbcLและtrnH–psbAของพริกจํานวน 
84 ตัวอยาง โดยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดในแตละตัวอยางและคาความคลายคลึง
กันในการระบุชนิดพืช มีดังน้ี 

ตารางที่ 1.5.6ตารางเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดจากยีนแตละตําแหนงของ
พริกกับฐานขอมูล GenBank  

รหัส
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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
ตัวอยาง 

เปรียบเทียบกบัฐานขอมูล 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% 

 
จากการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดกับฐานขอมูล GenBank เพ่ือ

ทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดในการระบุชนิดของพริกแตละชนิดพบวาดีเอ็นบารโคดที่ยีน
ตําแหนงITS rbcL และtrnH-psbA สามารถระบุในระดับสกุลของพริกไดถูกตอง คือ สกุล Capsicum
โดยตําแหนง ITS สามารถระบุชนิดของพริกได 2 ชนิด คือ C. baccatumมีความเหมือนอยูที่ 92% 
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และ C. annuumมีความเหมือนอยูที่ 92-99% ในขณะไมสามารถแยก C. chinenseและ C. 
frutescens ออกจากกันไดอยางชัดเจน โดยใหคาความเหมือนอยูที่ 90-99% สวนยีนตําแหนง rbcL 
พบวาสามารถแบงไดเปน 2 กลุม โดยแตละกลุมใหคาความเหมือน 100% ไดแก กลุมที่ 1 เมื่อ
เปรียบเทียบแลวเหมือนกับพริกชนิดC. annuum C. baccatumและC. pubescensและกลุมที่ 2 
เหมือนกับพริกชนิดC. annuum C. chinenseและ C. frutescensและที่ยีนทํา trnH-psbAพบวา
สามารถระบุพริกC. baccatum (CAP44) ได และใหคาความเหมือน 100%ในขณะที่พริกชนิดอ่ืน
น้ันไมสามารถใชยีนตําแหนงน้ีแยกความแตกตางกันได โดยทั้งหมดมีความเหมือนกับพริกC. 
annuum C. chinenseและ C. frutescensคาความเหมือนอยูที่ 100%   

ซึ่งผลจากการเปรียบเทียบความคลายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทดของพริกแตละตําแหนง
จะเห็นไดวาตําแหนงยีนในคลอโรพลาสต (chloroplas DNA; cpDNA) ไดแก rbcLและ trnH-psbA 
มีประสิทธิภาพในการระบุชนิดของพริกไดนอยกวายีนในนิวเคลียส (nuclear DNA; nuDNA) ไดแก 
ITSซึ่งอาจจะเปนผลมาจากการที่ยีนใน cpDNA ไมมีการแลกเปลี่ยนยีนทําใหลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
อนุรักษไวสูงและเกิดการแปรผันของยีนตํ่าเมื่อเทียบกับ nuDNA (Rosario et al., 2019) ประกอบ
กับไพรเมอรของยีนแตละยีนที่นํามาใชเปนยูนิเวอรแซลไพรเมอร (universal primer) ที่ออกแบบมา
สําหรับใชกับพืชไดหลายชนิด ไมไดออกแบบไพรเมอรจําเพาะกับพืชชนิดใดชนิดหน่ึง (species-
specific primer) ดังน้ันโอกาสที่จะไมสามารถแยกความแตตางระดับชนิดไดจึงมีคอนขางสูง ดังน้ัน
ผลการทดลองน้ีช้ีใหเห็นความจําเปนในการเลือกใชตําแหนงดีเอ็นบารโคดและคูไพรเมอรที่เหมาะสมมี
ความจําเพาะกับชนิดพืชน้ันๆจึงจําเปนที่ตองศึกษาเพ่ิมเติมกับยีนตําแหนงอ่ืนๆและออกแบบไพรเมอร
ที่มีความจําเพาะกับชนิดพริกเพ่ือจะสามารถใชเปนเครื่องมือในการระบุชนิดพริกใหถูกตองตอไป 
5. การวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพริก 
 จากการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยการสรางแผนภูมิตนไม (phylogenetic 
tree) ดวยวิธี maximum likelihood ของดีเอ็นเอบารโคดแตละตําแหนงประกอบดวยตําแหนง ITS 
จํานวน 49 เสน rbcL จํานวน 84 เสน และ trnH-psbAจํานวน 84 เสน พบวาที่ตําแหนงtrnH-psbA
สามารถแบงชนิดของพริกออกไดเปน 2 กลุม โดยกลุม I ประกอบดวย C. annuum C. chinense
และ C. frutescens และกลุมที่ II เปนกลุมของ C. baccatum สอดคลองไปกับลักษณะสัณฐาน
วิทยาของพริกC. baccatumและลําดับดีเอ็นเอที่นํามารวมวิเคราะหจากฐานขอมูล GenBank 
ในขณะที่กลุม I เปนกลุมที่มีลักษณะสัณฐานวิทยาที่หลากหลายโดยผลของ phylogenetic tree 
แสดงใหเห็นวาไมสามารถใชตําแหนง trnH-psbA ในการจําแนกความแตกตางและระบุชนิดของพริก
C. annuum C. chinenseและ C. frutescens ได ยกเวนพริก C. baccatum(กลุม II) (ภาพที่ 
1.5.8)  

ยีนตําแหนง rbcL น้ันพบวาสามารถแบงแยกไดเปน 2 กลุม โดยกลุม I ประกอบไปดวย C. 
annuumC. baccatum และC. pubescens มีคา bootstrap สนับสนุนถึง 70% และกลุมที่ II 
ประกอบไปดวย C. chinenseและ C. frutescens สมาชิกในแตละกลุมมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่
หลากหลายและผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมน้ีแสดงใหเห็นวาไมสามารถใชตําแหนง 
rbcL ในการจัดจําแนกชนิดระหวาง C. annuumC. baccatum และC. pubescens ได อีกทั้งยังไม
สามารถใชจําแนกชนิดระหวาง C. chinenseและ C. frutescens ไดอีกดวย แตอยางไรก็ตามดู
เหมือนวาจะสามารถใชในการจําแนก C. annuumC. baccatum และC. pubescensออกจากกลุม
ชนิด C. chinenseและ C. frutescens เทาน้ัน (ภาพที่ 1.5.9) 
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ภาพที่ 1.5.8 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง rbcL 
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ภาพที่ 1.5.9 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง trnH-psbA 

ยีนตําแหนง ITS สามารถแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมไดเปน 3 กลุม โดยกลุม I 
ประกอบไปดวยพริก C. chinenseและ C. frutescensมีคา bootstrap และคาความเช่ือมั่นสนับสนุน 
80% และ 0.99 ตามลําดับ และยังสามารถแบงยอยออกเปน 2 กลุมยอยที่มีคามีคา bootstrap และคา
ความเช่ือมั่นสนับสนุนสูง คือ กลุมยอย 1 พริก C. frutescensCAP52 (พริกเหลืองพัทลุง) และ C. 
frutescens CAP53 (พริกขี้หนู) และกลุมยอย 2 พริก C. chinenseCAP56 (พริกบุตโจโลเกีย) และ 
CAP57 (พริกบุตโจโลเกีย) ซึ่งกลุมน้ีมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของกลีบดอกสีเขียวเหลืองหรือเขียวครีม
เปนลักษณะรวมเปนลักษณะที่แตตางจากกลุมอ่ืนๆ กลุมที่ II ประกอบดวยพริกชนิด C. annuum ซึ่งมี
ความสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสีดอกที่เปนสีขาว ขาวอมมวง และสีมวง โดยในกลุม
น้ียังสามารถแบงกลุมยอยไดอีก 3 กลุมยอย มีคา bootstrap สนับสนุนมากกวา 70% ขึ้นไป ไดแก กลุม
ยอย 1 เปนกลุมที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสีผลที่หลากหลาย ไดแก ผลออนสีเขียวผลแกสีแดง C. 
annuum CAP11 (พริกช้ีฟา) ผลออนสีเขียวผลแกสีเหลือง C. annuum CAP10 (พริกเหลืองนํ้าสม) 
และ C. annuum CAP27 (พริกเหลือง) และผลออนสีมวงดําผลแกสีแดง C. annuum CAP30 (พริกดํา
ระยอง) กลุมยอย 2 คือC. annuum CAP12 (พริกช้ีฟา #7) และ C. annuum GU944973(Jaranda) 
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และกลุมยอย 3 ประกอบดวยพริก 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) นอกจากน้ียังพบวาความหลากหลายทางพันธุกรรมคอนขางสูงใน
กลุมพริกบางชาง และพริกช้ีฟา ซึ่งไมไดเกาะกลุมกันแตกลับกระจายตัวอยูภายในกลุม II และกลุมที่ III 
เปนกลุมของพริก C. baccatum ประกอบดวยพริก C. baccatumCAP44 (พริกเลมอนดรอป) และ
พริก C. baccatum ชนิดอ่ืนๆ ที่ไดนําลําดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล GenBank มารวมวิเคราะห มี
คา bootstrap และคาความเช่ือมั่นสนับสนุน 97% และ 1.00 ตามลําดับ และมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาสอดคลองกันมีกลีบดอกสีขาวและมีแตมสีใกลบริเวณฐานกลีบดอก (ตารางที่ 1.5.3 และภาพที่ 
1.5.10) จากผลการศึกษาช้ีใหเห็นวาตําแหนง ITSเปนตําแหนงที่ดีสําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับ
พริก โดยสามารถใชจัดจําแนกพริก C. annuum และ C. baccatum ออกจากพริก C. chinenseและ 
C. frutescensในระดับชนิดได แตไมสามารถจัดจําแนกระดับสายพันธุไดอยางชัดเจน ซึ่งผลการ
วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการพบวากลุม C. annuumในประเทศไทยอาจจะมีความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมสูงกวาที่คาดการณไวกอนหนาน้ี ดังจะเห็นไดจากในกรณีพริกบางชางและพริกช้ีฟา (ภาพ
ที่ 1.5.10) จากผลการทดลองจะเห็นไดวายังไมมีดีเอ็นเอบารโคด (ITS rbcLและ trnH-psbA) ที่สามารถ
ใชจําแนกชนิดพริก C. chinenseและ C. frutescens ออกจากกันได ถึงแมวาอัตราความสําเร็จในเพ่ิม
จํานวนดีเอ็นเอและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดที่ตําแหนง ITSจะคอยขางตํ่ากวาตําแหนงดีเอ็นเอ
บารโคดอ่ืนๆ แตผลการศึกษาช้ีใหเห็นยีนตําแหนง ITSสามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพริกที่ดี จึง
ควรมีการศึกษาตอยอดเพ่ือพัฒนาดีเอ็นบารในตําแหนงITS ใหมีความจําเพาะกับพริกมากขึ้นเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพและอัตราความสําเร็จในการใชระบุชนิดและสายพันธุได  
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ภาพที่ 1.5.10แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพริกในประเทศไทยที่สรางจากลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนง ITS 

จากผลการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมพบวาที่ตําแหนง ITSมีความแปรผันทาง
พันธุกรรมที่สูงกวายีนตําแหนงอ่ืนๆ จึงไดนําลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนของพริกจํานวน 49 ตัวอยาง 
มาวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธุกรรม (haplotype diversity) ของพริกในประเทศไทย 
พบวาสามารถแบงไดเปน 20haplotypes (h) มีจํานวนความแปรผันของยีน 26 ตําแหนง (26 
variation sites) และคาความหลากหลายทางพันธุกรรมเทากับ 0.7908 (Hd) ซึ่งความหลากหลาย
ของแตละ haplotype แสดงในตารางที่ 1.5.7 โดยทั้ง 20 haplotypes ประกอบไปดวย 3 กลุม
ประชากรที่มีความสอดคลองกับผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการกอนหนาน้ีดวยยีน
ตําแหนง ITS (ภาพที่ 1.5.10) ไดแก กลุม I เปนกลุมของC. baccatumจํานวน 1 haplotype 
(haplotype 1) กลุม II เปนกลุมของ C. chinenseและ C. frutescens จํานวน 4 haplotypes 
(haplotype 15-17 และ 19) และกลุม III เปนกลุมของ C. annuumจํานวน 15 haplotypes 
(haplotype 2-14 18 และ 20) (ภาพที่ 1.5.11) โดยพบวาพริก C. chinenseและ C. frutescens มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมตํ่าเพียง 4 haplotypes ซึ่งสวนใหญกระจุกตัวอยูใน haplotype 15 
ในขณะที่ในกลุมของพริก C. annuumในประเทศไทยกลับมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงถึง 15 
haplotypes ซึ่งบาง haplotype มีความสอดคลองในระดับสายพันธุดวย เชน กลุมพริกพิจิตร 
(haplotype 2และ 3) พริกดอเรืองทรัพย (haplotype 4) พริกยอดสน (haplotype 5 และ 13) 
พริกเดือนไก (haplotype 10) พริกตุม (haplotype 18) และพริกหนุมเขียวมัน (haplotype 20)
และยังพบวากลุมพริกบางชาง (haplotype 6 9 11 12 และ 14) มีความแปรผันทางพันธุกรรมที่มี
ความหลากหลายสูงถึง 5 haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาอีก
ดวย (ภาพที่ 1.5.11) 

จากการศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาตําแหนง ITS สามารถใชในการจัดจําแนกชนิดพริกในสกุล
Capsicumไดดีกวาตําแหนง rbcLและ trnH-psbA เน่ืองจากตําแหนง ITS เปนตําแหนงยีนที่อยูบน
นิวเครียส (nuDNA) จึงมีความแปรผันของดีเอ็นเอสูงกวายีนที่อยูในคลอโรพลาสต (cpDNA) (Rosario 
et al., 2019) ซึ่งยังสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีที่พบวาตําแหนงยีนบริเวณ        คลอโรพ
ลาสตแยกความแตตางระดับชนิดในสกุลพริก (Capsicum)ได ขณะที่พริกC. annuum และC. 
pubescens สามารถใชตําแหนง ITS ในการจัดจําแนกชนิด (Jarret, 2008; Rosario et al., 2019). 
และพริกในประเทศไทยมีทั้งที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมและลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่สูงใน
กลุมพริก C. annuumและกลุมพริก C. chinenseและ C. frutescens ที่มีความหลากหลายของ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่สูงแตกลับมีความแตตางทางพันธุกรรมตํ่า ซึ่งลักษณะที่เกิดขึ้นอาจเปนผล
จากสิ่งแวดลอมเปนตัวกําหนดหรือเกิดจากการผสมแบบคัดเลือกลักษณะใหไดตามความตองการของ
เกษตรจึงทําใหลักษณะที่ปรากฏไมไดสะทอนถึงความแปรผันทางพันธุกรรมที่สอดคลองกับลักษณะที่
แสดงออกไดอยางแทจริง(Sun et al., 2014; Colonna et al., 2019)   
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ตารางที่ 1.5.7  แสดงบริเวณที่มีความแปรผนัของแตละ haplotype ของพริกในประเทศไทยที่วิเคราะหจากยีนตําแหนงITSโดยใชโปรแกรม DnaSP v. 6.12.03 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Haplotype 
Variation sites 

12
7 

13
0 

13
1 

13
9 

15
8 

16
9 

17
2 

18
5 

18
8 

19
2 

19
4 

20
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24
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26
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28
0 

30
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31
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32
0 

32
2 

32
4 

32
6 

33
6 

35
4 

36
2 

1 C A T G G G C T T T A C T C T G C C T T T T C T C C 
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) ของยีนตําแหนงITS ของพริกในประเทศไทย
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6. การจัดทําพรรณไมแหงอางอิงและเก็บเมล็ดเช้ือพันธุในธนาคารเช้ือพันธุพืช  
จากน้ันไดจัดทําพรรณไมแหงอางอิงโดยไดเก็บรักษาไวที่ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BANGKOK 

HERBARIUM: BK) สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร จํานวน 84 ช้ินตัวอยางแหง โดยตัวอยางของ
ลักษณะของพรรณไมแหงอางอิง แสดงดังภาพที่ 1.5.12 และในสวนของเมล็ดเช้ือพันธุพริกไดทําการคัดเลือก
เมล็ดเช้ือพันธุที่มีชีวิตนําไปเก็บรักษาไวที่ธนาคารเช้ือพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร จํานวน 84 ตัวอยางเช้ือ
พันธุ ซึ่งรายละเอียดเช้ือพันธุพริกสอดคลองกับพรรณไมอางอิงและดีเอ็นเออางอิงดังแสดงในตารางที่ 1.5.2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 1.5.12แสดงตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของพริกA) CAP1, B) CAP2, C) CAP3, D) CAP4, E) CAP5 

และ F) CAP6 

 

 

 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

 ดีเอ็นเอบารโคดที่ตําแหนง ITSเปนตําแหนงยีนที่สามารถจัดจําแนกความแตกตางระดับชนิดและ
ระดับสายพันธุของพริกในประเทศไทยไดเฉพาะในกลุมพริก C. annuumและสามารถแบงแยกความแตกตาง
ในระดับชนิดระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens ได แตไมสามารถระบุชนิดระหวาง
พริก C. chinense และ C. frutescens และดีเอ็นเอบารโคดบริเวณยีน rbcLไมสามารถใชในการระบุชนิด
ของพริกระหวาง C. annuum C. baccatumและ C. pubescens และระหวาง C. chinense และ C. 
frutescensออกจากกันได และ trnH-psbA สามารถใชระบุชนิดไดเพียง C. baccatumเทาน้ัน และ
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ความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยสวนโดยสวนใหญไมสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยา ยกเวนสีของกลีบ
ดอกที่สอดคลองกับการจัดจําแนกชนิดตามความสัมพันธทางพันธุกรรม และความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของพริกกลุม C. annuum มีคอนขางสูงโดยสามารถแบงไดถึง 20haplotypes โดยกลุมพริกบางชางมีความ
แปรผันทางพันธุกรรมที่มีความหลากหลายสูงถึง 5 haplotypes โดยความแปรผันน้ันไมขึ้นกับลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา 
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ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชไร 
Diversity and DNA Barcode of Acronomic Crops 

การทดลองที่ 2.1 
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บทคัดยอ  

ดีเอ็นเอบารโคดคือขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ของดีเอ็นเอมาตรฐาน ที่ช้ีเฉพาะ
สิ่งมีชีวิตแตละชนิด ซึ่งปจจุบันนําเอาดีเอ็นเอบารโคดมาใชเปนเครื่องมือชวยการพิสูจนเอกลักษณของ
สิ่งมีชีวิตและศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเพ่ือการปรับปรุงพันธุการประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดี
เอ็นเอมาตรฐานเพ่ือใหไดดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมตองผานเกณฑการคัดเลือก 3 ประการ ไดแก ความเปน
สากล คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด และประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกันงานวิจัยน้ีไดทํา
การประเมินลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณนิวเคลียรไรโบโซมอลและคลอโรพลาสต 10 ยีนจากการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอของมันสําปะหลัง 17 พันธุ ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรสากล 29 คูไพรเมอร แลวตรวจสอบ
คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี BlastNพบวา ไพรเมอรสากล4 ไพรเมอรของยีน rbcL,trnH-psbA, 
matKและ ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายไดทั้ง 17 พันธุ มีขนาดของช้ินดีเอ็นเอ 615, 426, 
794 และ 317 คูเบส ตามลําดับแตละลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกันกับมันสําปะหลัง (Manihot 
esculenta Crantz) บนฐานขอมูลสากล GenBank ที่ระดับความเหมือนสูง 99.05-100%ดังน้ันลําดับนิวคลี
โอไทดของยีนทั้ง 4 จึงผานเกณฑการประเมินความเปนสากล และคุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด งานวิจัยน้ี
ไดเก็บตัวอยางมันสําปะหลังจํานวน 120 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ จากแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรม
พันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยอง มาตรวจสอบลําดับนิวคลีไทดของยีน rbcL,trnH-psbA, matKและ ITS2
พบวาไพรเมอรสากล rbcL,trnH-psbA, matK และ ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยาง
จําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 100 94 และ 91 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน
กับมันสําปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) บนฐานขอมูลสากล GenBank ที่ระดับความเหมือน 
97.15-100% เมื่อพิจารณาความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทดของทั้ง 4 ยีน พบวา มี matK
และ ITS2 ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรม แตลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matKมีเพียง ระยอง 86-13 เทาน้ัน
ที่แตกตางจากพันธุอ่ืน ๆ ในขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางพันธุ
จํานวน40 ตําแหนงและจัดดีเอ็นเอบารโคดได 26 รูปแบบจึงไดนําเอาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน 
ITS2 ใชเปนขอมูลสรางความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงกลุม 6 กลุมสามารถแยกบางพันธุ/
หมายเลขพันธุออกจากกลุมไดและสามารถแยกชนิดมันสําปะหลังออกจากพืชนอกกลุมทดลอง คือ สกุล
ยางพาราไดอยางชัดเจน การเก็บตัวอยางจํานวน 50 ตัวอยาง จากแปลงปลูกมันสําปะหลังอําเภอนํ้าพองและ
อําเภอบานไผ จังหวัดขอนแกนพบวาตัวอยางที่เก็บมาจํานวน 40 ตัวอยางและ 10 ตัวอยางมีลักษณะประจํา
พันธุเดนที่ปรากฏตรงกับพันธุระยอง 72 และ เกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ นําสารสกัดดีเอ็นเอของทุก
ตัวอยางมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ITS2 และหาลําดับนิวคลีโอไทดเมื่อเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลี
โอไทดจากทุกตัวอยางกับฐานขอมูลสากล GenBank พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน 100 
เปอรเซ็นตกับลําดับนิวคลีโอไทดของระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 ที่เก็บไวในฐานขอมูลสากล GenBank
ดังน้ัน ยีน ITS2จึงผานเกณฑประเมินประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกันแสดงใหเห็นวาลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีน ITS2เปนบริเวณหน่ึงที่สามารถเปนดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลังไดซึ่งสามารถ
นําไปใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกพันธุมันสําปะหลังได แตควรใชรวมกับดีเอ็นเอ
บารโคดอ่ืน ๆ เพ่ือเพ่ิมความผันแปรและเหมาะสมสําหรับนําไปใชประโยชนในการปรับปรุงพันธุตอไป 
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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 เปนวัตถุดิบที่สําคัญในการผลิตทั้งอาหารมนุษย อาหารสัตว สิ่งอุปโภค เครื่องมือทาง

การแพทย และเปนพืชพลังงานทดแทน ซึ่งมีตลาดอุตสาหกรรมรองรับผลผลิตทางการเกษตร ภาวะการผลิต
มันสําปะหลัง ป 2564 คาดวามีพ้ืนที่เก็บเก่ียว 9.09 ลานไร ผลผลิต 29.883 ลานตัน ผลผลิตตอไร 3.29 ตัน 
เมื่อเทียบกับป 2563 พบวา พ้ืนที่เก็บเก่ียว ผลผลิตและผลผลิตตอไร เพ่ิมขึ้นรอยละ 1.91 รอยละ 3.05 และ
รอยละ 1.23 ตามลําดับ (ขอมูลเศรษฐกิจการเกษตร, 2564) การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตมันสําปะหลัง ให
ไดผลผลิตตอไรสูง เกษตรกรจําเปนตองมีระบบการจัดการที่ดี ทั้งการเตรียมดินปลูก การจัดการปุยและนํ้า
อยางเหมาะสม ตรงตามความตองการของพืช การดูแล ปองกัน กําจัดวัชพืช โรคและแมลงศัตรูพืช รวมทั้ง
การเลือกใชพันธุมันสําปะหลังพันธุดีและตรงตามพันธุ มันสําปะหลังพันธุดีน้ันตองผานขั้นตอนการปรับปรุง
พันธุมากมาย การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมมีความสําคัญตอความสําเร็จและประสิทธิภาพในการ
ปรับปรุงพันธุ การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชวิธีการสังเกตและบันทึก
ขอมูลลักษณะประจําพันธุ 50 ลักษณะ แบงเปนลักษณะประจําพันธุหลังจากการเพาะปลูก หลังเพาะปลูก 6 
เดือน หลังเพาะปลูก 9 เดือน และชวงการเก็บเก่ียว (Fukuda et al., 1998) ขั้นตอนการจําแนกและระบุ
พันธุของมันสําปะหลังตามลักษณะดังกลาว ตองใชผูเช่ียวชาญเฉพาะทาง อาจพบความไมสม่ําเสมอของ
ตัวอยางเน่ืองจากสภาพแวดลอม และใชระยะเวลาในการพิสูจนนานและอาจสงผลทําใหเกิดการใชพันธุมัน
สําปะหลังที่ไมตรงตามพันธุ จึงทําใหผลผลิตตํ่า สรางความเสียหายใหเกษตรกร ปจจุบันมีการนําเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอ (DNA markers) มาใชเพ่ือการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางหลุมพืช โดยอาศัยหลักการ
ของความจําเพาะเจาะจงของดีเอ็นเอ เครื่องหมายดีเอ็นเอจึงถูกนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม รวมทั้งเปนเครื่องมือชวยจําแนกหรือการตรวจสอบพันธุพืชดวย  

เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcodes) เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดหน่ึงที่นํามา
มาใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมเพ่ือการปรับปรุงพันธุและเปนเครื่องมือชวยการพิสูจนเอกลักษณ
ของสิ่งมีชีวิตดีเอ็นเอบารโคดคือขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอขนาดสั้นๆ ของดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึ่ง
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานของพืขน้ันอยูในขั้นตอนของการทดลองหาบริเวณที่เหมาะสม 
รวมทั้งยังไมมีขอมูลทางพันธุกรรมระดับลําดับนิวคลีโอไทดของพันธุมันสําปะหลังของกรมวิชาการเกษตรดวย 
ลําดับนิวคลีโอไทดที่นํามาใชศึกษาน้ันเปนลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสต (Chloroplast 
DNA; cpDNA) เชน ยีน rbcL matK rpoC1 rpoB เปนตน และนิวเคลียรไรโบโซมอล (nuclear ribosomal 
DNA; nrDNA) เชนบริเวณระหวางยีน intergenic spacerstrnH-psbA (Hajibabaei et al., 2007; Ford et 
al., 2009) ซึ่งเช่ือถือวานาจะมีอัตราการเกิดวิวัฒนาการเพียงพอที่จะทําใหเกิดความแตกตางของลําดับนิวคลีโอ
ไทดที่สามารถจําแนกสิ่งมีชีวิตชนิดใกลชิดกันออกจากกันได การใชความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของดี
เอ็นเอในคลอโรพลาสบริเวณ intergenic spacers 5´-trnS-trnG, 3´-trns-trnG และ trnT-trnL  พบวา
บริเวณดังกลาวมีความผันแปรสูงและสามารถนําไปใชในการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการระดับสป
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ชีสของ Pilosocereus aurisetus group (Cactaceae) ไดมากวาการวิเคราะหดวยการใชอนุกรมวิธาน 
(Bonatelli et al., 2013) ในการตรวจพิสูจนเอกลักษณของสมุนไพรบางชนิดเชนขิง (Zingiber officinale 
Rosc. ) เรว (Amomum uliginosum K.D.Koenig) โดยการศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอจากขอมูลลําดับนิ
วคลีโมไทดของนิวเคลียรดีเอ็นเอบริเวณ internal transcribed spaceระยอง 1 (ITS1) ที่อยูระหวางไรโบโซ
มอลดีเอ็นเอชนิด 18S และ 5.8S (Jiang et al., 2006; Qiao et al., 2009) อยางไรก็ตาม การศึกษา
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของของดีเอ็นเอพืชควรใชตําแหนงดีเอ็นเอมากกวา 1 ตําแหนงรวมกันเพ่ือให
ไดผลการวิเคราะหที่ถูกตองและแมนยําเพ่ิมขึ้นในการจําแนกพืชระดับชนิดสามารถทําไดดวยการนําขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดของช้ินดีเอ็นเอ trnH-psbA รวมกับ ITS2 ในการสรางความสัมพันธทางพันธุกรรม (Pang 
et al., 2012) การจําแนกพืช Hippophae species (Shaji) ดวยการอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาทําได
ยาก แตก็สามารถจําแนกไดทั้งระดับชนิดและชนิดยอยไดดวยการประยุกตใชลําดับนิวคลีโอไทดช้ินดีเอ็นเอ
บริเวณ trnH-psbA รวมกับ ITS2(Liu et al., 2015) 

 งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานและเพ่ือใชดีเอ็นเอ
บารโคดสําหรับศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกพันธุมันสําปะหลัง เพ่ือประโยชนสําหรับ
งานวิจัยดานการปรับปรุงพันธุในอนาคต 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

อุปกรณ 
1. มันสําปะหลังและตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroup) 

1.1 พันธุมันสําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร ไดแก พันธุระยอง 1ระยอง 2 ระยอง 3
ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 86-13 ระยอง 60 ระยอง 72 และระยอง 90พันธุระยอง 
86-13 
              1.2 พันธุมันสําปะหลังที่เปนพันธุจากความรวมมือกันระหวางกรมวิชาการเกษตรและสํานักงาน
พัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ ไดแก พันธุพิรุณ 1 และ พิรุณ 2 
              1.3 พันธุมันสําปะหลังที่ไดรับการปรับปรังพันธุจากแหลงอ่ืน ๆ ไดแก พันธุหวยบง 60 หวยบง 80 
และเกษตรศาสตร 50 
              1.4 พันธุพ้ืนเมือง ไดแก พันธุหานาที 
              1.5 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ ที่ปลูกในแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย 
ศูนยวิจัยพืชไรระยอง 
              1.6 มันสําปะหลังในแหลงปลูกที่ตางๆ ในพ้ืนที่จังหวัดขอนแกน 
              1.7 ตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroup) ใชยางพารา (Hevea brasiliensis (Kunth) Muell. 
Arg.) 

2. ชุดนํ้ายาและสารเคมีที่ใชสําหรับงานดานเครื่องหมายโมเลกุล 
3. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมดวยเทคนิค PCR 
4. เครื่องแยกขนาดดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา แบบแนวนอน 
5. กลองบันทึกภาพ 

วิธีการ 
1.การประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 
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              1.1 ตัวอยางมันสําปะหลัง 
         พันธุมันสําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 11 พันธุ ไดแก พันธุระยอง 1

ระยอง 2 ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 86-13 ระยอง 60 ระยอง 72 ระยอง 90 
พันธุมันสําปะหลังที่ เปนพันธุจากความรวมมือกันระหวางกรมวิชาการเกษตรและสํานักงานพัฒนา
วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ2 พันธุ ไดแก พันธุพิรุณ 1 และ พิรุณ 2พันธุมันสําปะหลังที่ไดรับการ
ปรับปรังพันธุจากแหลงอ่ืนๆ 3 พันธุ ไดแก พันธุหวยบง 60 หวยบง 80 และ เกษตรศาสตร 50 พันธุพ้ืนเมือง 
1 พันธุ ไดแก พันธุหานาที และตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (Outgroup)ใชยางพารา 

     1.2 การเก็บขอมูลลักษณะประจําพันธุและจัดทําพรรณไมแหง 
 บันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของพันธุที่ใชในการทดลองน้ี 
ตามคูมือการบันทึกขอมูลของกรมสงเสริมการเกษตร (2559) และจัดทําการเก็บรักษาหลักฐานอางอิงงานวิจัย
ของมันสําปะหลังในรูปตัวอยางพรรณไมแหงไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok 
Herbarium, BK) 

     1.3 การสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําใบมันสําปะหลังมาหั่นเปนช้ินเล็ก ๆ ประมาณ 0.1 กรัม ใสลงในโกรงที่มีไนโตรเจนเหลว บดให
ละเอียดเปนผงแลวใชชุดนํ้ายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป (DNA extraction GF-1, vivantis)จากน้ันตรวจสอบ
คุณภาพดีเอ็นเอดวยการวัดคาการดูดกลืนแสงนําสารสกัดดีเอ็นเอมาเจือจางใหมีความเขมขน 100 ng/ul 
นํามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR บริเวณ10 ยีน ไดแก rpoC1,rbcL,matK,ITS, ITS2, trnH-
psbA,trnL-F, psbK-psbI, atpF-atpHและ rpoB ใชไพรเมอรสากล 29 คู (ตารางที่ 2.1.1) ตรวจสอบ
ผลผลิต PCR ดวยวิธี Agarose gel electrophoresis หลังจากน้ันทําดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ และหาลําดับนิวคลี
โอไทดดวยเครื่อง IIIumina Hiseq (illumine) ดวยเทคนิค BT-Sequencing (Barcode taq sequencing base 
on next generation sequencing) ตามกรรมวิธีของบริษัท Celemics ประเทศสาธารณรัฐเกาหลี 
 

ตารางที่ 2.1.1ลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทดของไพรเมอรสากลจํานวน 29 คูไพรเมอร ที่ใชในการเพ่ิมปริมาณดี 
                    เอ็นเอดวยเทคนิค PCR บริเวณ10 ยีน ไดแก rpoC1,rbcL,matK,ITS, ITS2, trnH-psbA, 
                    trnL-F, psbK-psbI, atpF-atpHและ rpoB 
ตําแหนงยีน ชุดไพร

เมอร 
ชื่อไพรเมอร ลําดับโอลิโกนิวคลีโอไทด (5'-3') อางอิง 

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 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
 นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม ClustalW2 ดวย
วิธี Multiple alignment ใหถูกตองตรงกันทุกตัวอยาง เพ่ือเปรียบเทียบใหเห็นความผันแปรทางพันธุกรรม
ของดีเอ็นเอ  

2. ศึกษาหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด 
เก็บสวนของใบออนของมันสําปะหลังทั้งหมด 120 พันธุ/สายพันธุ/หมายเลขพันธุ ที่ปลูกในแปลง

การรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยอง นํามาสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพดีเอ็นเอดวยเครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง แลวนําสารสกัดดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค 
PCR โดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่คัดเลือกได ตรวจสอบผลผลิตที่ไดดวยAgarose gel 
electrophoresis เมื่อไดผลผลิตที่มีขนาดของช้ินที่ถูกตอง นํามาแยกบริสุทธ์ิ และสงหาลําดับนิวคลีโอไทด 

3. การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม 
นําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม ClustalW2 ดวย

วิธี Multiple alignment ใหถูกตองตรงกันทุกตัวอยาง จากน้ันนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดมาสรางแผนภูมิ
ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA 6.0 (Molecular Evolution Genetics Analysis) ดวยวิธี 
Neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 

4. การทดสอบระบุพันธุมันสําปะหลัง 
  การเก็บตัวอยางมันสําปะหลังในแหลงปลูกที่ตางๆ จํานวน 50 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณมาตรฐานเก็บบันทึกขอมูลลักษณะประจําพันธุ แลวนําผลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมา
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ใชเปนดีเอ็นเอมาตรฐานบนฐานขอมูลสากล GenBank เพ่ือ
ทดสอบประสิทธิภาพการนํามาใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 

การบันทึกขอมูล 
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1. บันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของพันธุที่นํามาใชในการ
ทดลองน้ี แบงเปนหลังการเพาะปลูกที่อายุ 4 เดือน 5 ลักษณะไดแก 1) สียอดออน 2) สีของใบออน 3) ขนที่
ยอดออน 4) สีกานใบ 5) รูปรางของแฉกที่อยูกลางใบกอนเก็บเกี่ยวที่อายุ 11 เดือน 4 ลักษณะไดแก 6) สีของ
ลําตน 7) การมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอกของหัว 9) สีเน้ือของหัว ซึ่งดําเนินการปฏิบัติตามคูมือการ
บันทึกขอมูลของกรมสงเสริมการเกษตร (2559) จัดทําการเก็บรักษาหลักฐานอางอิงงานวิจัยของมัน
สําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 17 พันธุ ในรูปตัวอยางพรรณไมแหงไวในพิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, BK) 

2. บันทึกขอมูลลําดับนิวคลีไทดของยีนแตละยีน และจัดสงลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากมัน
สําปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร 17 พันธุ เก็บบันทึกไวบนระบบฐานขอมูลสากล 
GenBank 
เวลาดําเนินการทดลองระหวางเดือนตุลาคม 2561 - กันยายน 2563 รวมระยะเวลา 3 ป 
สถานที่ดําเนินงานศูนยวิจัยพืชไรขอนแกน 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล (Results and Discussion) 
1.ผลการประเมินลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 
1.1 ลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลัง 
 การบันทึกลักษณะประจําพันธุของมันสําปะหลังเพ่ือตรวจสอบใหมั่นใจวาตัวอยางที่เก็บมาใชใน
งานวิจัยมีความถูกตองตรงตามลักษณะประจําพันธุซึ่งจากการบันทึกขอมูล พบวา 1) สียอดออน สามารถแบง
ออกไดเปน 7 สี ดังน้ี สีเขียวออน สีเขียว สีมวงอมเขียว สีมวงอมนํ้าตาล สีมวง สีเขียวอมมวง สีนํ้าตาลอม
เขียว 2) สีของใบออน สามารถแบงออกไดเปน 3 สี ดังน้ี สีเขียวออน สีเขียวอมมวง  สีมวง 3) ขนที่ยอดออน 
สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ ดังน้ี มีขน และไมมีขน 4) สีกานใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังน้ี สี
เขียวออน สีเขียวอมชมพู สีเขียวอมแดง สีแดงเขม 5) รูปรางของแฉกที่อยูกลางใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 
รูปแบบ ดังน้ี ใบหอกปลายมน ใบแหลมแบบใบหอก ใบหอก และใบหอกกลับ 6) สีของลําตน สามารถแบง
ออกไดเปน 5 สี ดังน้ี สีเขียวเงิน สีเขียวอมนํ้าตาล สีนํ้าตาลอมเหลือง สีนํ้าตาลอมสม สีนํ้าตาลออน 7) การมี
ขั้วของหัว สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ ดังน้ี มีขั้วของหัว และไมมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอก
ของหัว สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังน้ี สีนํ้าตาลออน สีขาวครีม สีนํ้าตาล สีนํ้าตาลเขม 9) สีเน้ือของหัว 
สามารถแบงออกไดเปน 3 สี ดังน้ี สีขาว สีขาวครีม และสีเหลืองออน ขอมูลลักษณะประจําพันธุของมัน
สําปะหลังแตละพันธุถูกตองตรงตามลักษณะประจําพันธุ (ตารางที่ 2.1.2) ตัวอยางเหลาน้ีไดถูกดําเนินการเก็บ
ตัวอยางพรรณไมแหงเพ่ือใชเปนพันธุไมอางอิงงานวิจัยไวที่พิพิธภัณฑพืชสิรินธร ซึ่งมีหมายเลขอางอิง 
(voucher specimen) ดังตารางที่ 2.1.3 
1.2 การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอที่จําเพาะบริเวณยีน 10 บริเวณ ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรสากล 
พบวา มีไพรเมอรเพียง 4 คู ไดแก ไพรเมอร rbcLFwd/Rev บริเวณเปาหมาย rbcL,ไพรเมอร psbA3_F/ 
trnHf_05 บริเวณเปาหมาย trnH-psbA, ไพรเมอร matK_3F_KIM_A/1R_KIM บริเวณเปาหมาย matKและ
ไพรเมอร ITS3/4 บริเวณเปาหมาย ITS2 สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของมันสําปะหลังไดครบทั้ง 17 พันธุ 
โดยมีขนาดช้ินดีเอ็นเอ 615, 426 794 และ 317 คูเบส ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบความเหมือนของลําดับนิ
วคลีโอไทดจากทั้ง 4 ยีน ในฐานขอมูลสากล GenBank พบวามีความเหมือนกันกับManihot esculenta 
Crantz ที่ 100%, 99.77%, 99.87-100% และ 99.05-100% ตามลําดับยีน ซึ่งขอมูลน้ียืนยันไดวาลําดับนิ
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วคลีโอไทดที่ไดจากมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุมีความถูกตอง และแสดงใหเห็นวาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณทั้ง 4 ยีน น้ีทําไดงายดวยเทคนิค PCR  
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ตารางที่ 2.1.2ความถูกตองของมันสําปะหลัง 17 พันธุ จากลักษณะประจําพันธุ  

ชื่อตัวอยาง 

ลักษณะประจําพันธุ  

สียอดออน สีใบออน ขนยอดออน สีกานใบ 
รูปรางของแฉกที่อยู

กลาง 
สีของลําตน 

การมีขั้ว
ของหัว 

สีผิวเปลือก
ชั้นนอกของหัว 

สีเนื้อของหัว 
ความถูกตอง

ของพันธุ 

ระยอง1  มวง มวง มีขน เขียวอมแดง ใบหอกปลายมน เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง2  เขียวอมมวง เขียวอมมวง มีขน เขียวอมแดง ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน เหลืองออน ถูกตอง 

ระยอง3  เขียวออน เขียวออน มีขน เขียวอมชมพู ใบหอกปลายมน น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง5  มวงอมน้ําตาล มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก เขียวอมน้ําตาล ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง7  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมชมพู ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี ขาวนวล ขาว ถูกตอง 

ระยอง9  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมชมพู ใบหอก น้ําตาลอมเหลือง ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง11  น้ําตาลอมเขียว มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาล ขาว ถูกตอง 

ระยอง86-13  มวงอมน้ําตาล มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอกกลับ เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง60  มวงอมเขียว เขียวอมมวง มีขน เขียวอมแดง ใบแหลมแบบใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลออน ขาวครีม ถูกตอง 

ระยอง72  มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก เขียวเงิน มี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

ระยอง90  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวออน ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

เกษตรศาสตร50  มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาล ขาว ถูกตอง 

หวยบง60  มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

หวยบง80  เขียวออน เขียวออน ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลออน ขาว ถูกตอง 

หานาที เขียว เขียวออน ไมมีขน แดงเขม ใบหอก น้ําตาลอมเขียว ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

พิรุณ1  มวงอมเขียว เขียวออน ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก เขียวเงิน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 

พิรุณ2  เขียว เขียวออน ไมมีขน แดงเขม ใบหอก น้ําตาลออน ไมมี น้ําตาลเขม ขาว ถูกตอง 
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ตารางที่ 2.1.3หมายเลขอางอิงพรรณไมแหง และหมายเลขเฉพาะลําดับนิวคลีโอทดของยีน matK และ  
          ITS2 ของมันสําปะหลัง 17 พันธุ 

พันธุมันสําปะหลัง หมายเลขอางอิง 
หมายเลขเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 

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 
หวยบง 60 T. Wongwarat et al. no. 01-013 MK834338 MK809349 
หวยบง 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 
หานาที T. Wongwarat et al. no. 01-017 MK834342 MK809353 

 
1.3 การวิเคราะหความผนัแปรของลาํดับนิวคลีโอไทดบริเวณจําเพาะ 

เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL,trnH-psbA, matKและITS2ในมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุ 
ดวยโปรแกรม ClustalW2 พบวามีลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcLและ trnH-psbA ไมมีตําแหนงที่ผันแปรระหวาง
พันธุ ในขณะที่ยีน matKและITS2 มีตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดผันแปรระหวางพันธุดังตารางที่ 2.1.4 ยีน matKมี
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ผันแปรกันระหวางพันธุในรูปแบบพิวรินทรานสิชัน 1 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A561G) ทําใหเปน
เอกลักษณเฉพาะของพันธุ ระยอง 86-13 เมื่อพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีตําแหนงที่ผันแปร
ระหวางพันธุอยู 5 ตําแหนง คือ ตําแหนงที่ผันแปรแบบไพริมิดินทรานสิชัน 2 ตําแหนง (ตําแหนงที่ T97C และ 
T290C), ทรานสเวอรชัน 1 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A120C) และพิวรินทรานสิชัน 2 ตําแหนง (ตําแหนงที่ A148G 
และ A249G) ซึ่งตําแหนงที่ 97 แสดงเอกลักษณจําเพาะของพันธุ ระยอง72 ตําแหนงที่ 120 แสดงเอกลักษณ
จําเพาะของพันธุ Hanatee ตําแหนงที่ 148 และ 249 แสดงเอกลักษณจําเพาะของพันธุ ระยอง3 ขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน matKและITS2 ถูกจัดเก็บไวในฐานขอมูลสากล GenBank และไดรับหมายเลขเฉพาะ 
(accession number) ดังตารางที่ 2.1.3 
 
ตารางที่ 2.1.4รูปแบบความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matKและ ITS2 

ยีน รูปแบบความผัน
แปรทางพันธุกรรม 

พันธุมันสําปะหลัง 

matK purine transitions 
(A561G) 

ระยอง 86-1 
พันธุอ่ืนๆ 
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ITS pyrimidine 
transitions (T97C) 

ระยอง 72 
พันธุอ่ืนๆ 

transversions    
(A120C) 

หานาที 
พันธุอ่ืนๆ 

purine transitions 
(A148G) 

ระยอง 3  
พันธุอ่ืนๆ 

purine transitions 
(A249G) 

ระยอง 3 
พันธุอ่ืนๆ 

pyrimidine 
transitions 
(T290C) 

ระยอง 2, ระยอง 3, ระอง 7, ระยอง 60, ระยอง 90, เกษตรศาสาตร 50, หวยบง 
60, พิรุณ 2 
พิรุณ 1, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 86-13, ระยอง 72, หวยบง 80, 
หานาที 

 
เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK และ ITS2 ของมันสําปะหลังทั้ง 17 พันธุ และใชลําดับ          นิ

วคลีโอไทดของยางพาราเปนตัวอยางนอกกลุมมาวิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA เพ่ือสรางแผนภูมิความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมดวยวิธี neighbor-joiningโดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา พบวา แผนภูมิของลําดับนิ
วคลีโอไทดบริเวณยีน matKแสดงใหเห็นวามันสําปะหลังพันธุระยอง 86-13 ถูกแยกออกมาจากมันสําปะหลังอ่ืน 
แตไมสามารถพันธุมันสําปะหลังอีก 16 พันธุได (ภาพที่ 2.1.1A)  สวนแผนภูมิของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน 
ITS2 (ภาพที่ 2.1.1B) สามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม ดังน้ี กลุมที่ 1 มันสําปะหลังพันธุหานาทีซึ่งเปนพันธุพ้ืนเมือง
ที่นิยมปลูกเพ่ือรับประทานถูกแยกออกจากพันธุมันสําปะหลังอ่ืนๆ กลุมที่ 2 ประกอบดวย ระยอง 1 ระยอง 5 
ระยอง 9 ระยอง 86-13 หวยบง 80 พิรุณ 1 และ ระยอง 72 กลุมที่ 3 ประกอบดวย ระยอง 2 ระยอง 7 ระยอง 
60 ระยอง 90 เกษตรศาตร 50 หวยบง 60 พิรุณ 2 เมื่อพิจารณาภายในกลุมจะเห็นไดวาพันธุระยอง 3 และ 
ระยอง 72 ถูกแยกออกจากกลุมได 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2.1.1 แผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังจํานวน 17 พันธุและยางพาราเปนตัวอยาง
นอกกลุมจากลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน matKและ ITS2 วิเคราะหโดยโปรแกรม MEGA  

ดวยวิธี neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 
 

2. ผลของหลากหลายทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด 
 เก็บตัวอยางมันสําปะหลังจากแปลงการรักษาเช้ือพันธุกรรมแปลงพันธุไทย ศูนยวิจัยพืชไรระยองจํานวน 
120 พันธุ เก็บใบของแตละพันธุมาสกัดดีเอ็นเอ นําสารสกัดดีเอ็นเอที่ไดใชเปนสารพันธุกรรมตนแบบในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช universal primer ที่คัดเลือกแลวจํานวน 4 คูไพรเมอร ไดแก 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 คูเบส ซึ่งเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนบริเวณ rbcLtrnH-psbAmatK และ ITS2 
ตามลําดับ พบวา การใชไพรเมอร rbcLFwd/Rev ของบริเวณ rbcL,ไพรเมอร psbA3_F/trnHf_05 ของบริเวณ 
trnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยางจําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต ในขณะที่การใช
ไพรเมอร matK_3F_KIM_A/1R_KIM ของบริเวณ matKและไพรเมอร ITS3/4 ของบริเวณ ITS2 มีผลการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอสําเร็จ 94 และ 91เปอรเซ็นต ตามลําดับ ช้ินดีเอ็นเอที่สามารถเพ่ิมปริมาณได หลังจากถูกทําให
บริสุทธ์ิแลวถูกสงไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีนที่ไดมาเรียงเทียบดวย
โปรแกรม BioEdit พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน rbcLTrnH-psbAและ matK ไมมีความผันแปร
ระหวางพันธุ ในขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2 มีความผันแปรระหวางพันธุ40 ตําแหนงและไดดี

เอ็นเอบารโคด 26 รูปแบบ ดังน้ันจึงไดนําเอาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2มาใชเปนขอมูล
วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวา สามารถแบงกลุม 6 กลุม ดังภาพที่ 2.1.2 ดังน้ี  
 กลุมที่ 1 ไดแก CMR 31-37-105 และ CM 523-7  
 กลุมที่ 2 ไดแก CM 6125-117 
 กลุมที่ 3 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 3.1 ไดแก CMR 342-55 CMR 29-19-129 CMR 25-32-429Q 
   กลุมที่ 3.2 ไดแก JAVA2 
  กลุมที่ 3.3 ไดแก ระยอง 11 CMR 28-05-13 565 
 กลุมที่ 4 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 4.1 ไดแก CMR 38-66-1 
  กลุมที่ 4.2 ไดแก V1Xr21-11 SV25-21-11 CMR 31-06-103 CMR 30-115-5 
  กลุมที่ 4.3 ไดแก CMR 34-79-48 
 กลุมที่ 5 แยกออกเปน 4 กลุม ดังน้ี 
  กลุมที่ 5.1 ไดแก ระยอง 15 ระยอง 5 V2C MENTEGA CMR 25-33-134Q 
  กลุมที่ 5.2 ไดแก 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  
  กลุมที่ 5.3 ไดแก 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 หวยบง 80 ระยอง 9 Rx5M21-
28Q SR18-227 SPY MBRA12 
  กลุมที่ 5.4 ไดแก OP608 
 กลุมที่ 6 แยกออกเปน 3 กลุม ดังน้ี 
   กลุมที่ 6.1 ไดแก ระยอง 3 
  กลุมที่ 6.2 ไดแก CM4049UJ 
  กลุมที่ 6.3 ไดแก 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 หวยบง 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  
 จากการสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังน้ี สามารถแยกยางพารา Hevea 
brasiliensis(KJ665775) ที่ใชเปน out group ได 

 

ภาพที่ 2.1.2 แผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรมของมันสําปะหลังจํานวน 120 พันธุและยางพาราเปน     
        ตัวอยางนอกกลุมจากลาํดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 วิเคราะหโดยโปรแกรม MEGA ดวยวิธี  
                        Neighbor-joining โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ํา 
 
3. ผลการทดสอบระบุพันธุมันสําปะหลัง 
 เก็บตัวอยางมันสําปะหลังที่อายุประมาณ 4-5 เดือนจากแหลงปลูกในพ้ืนที่อําเภอนํ้าพอง และอําเภอบาน
ไผ จังหวัดขอนแกน จํานวน 50 ตัวอยาง (unknown 01-50) การบันทึกลักษณะประจําพันธุ พบวา ลักษณะ
ปรากฏที่บันทึกขอมูลไดมีความคลายคลึงกันมาก ยกเวนสีกานใบ unknown 01-40 กานใบมีสีแดงเขม สวน 
unknown 41-50 กานใบมีสีแดง ซึ่งตรงกับลักษณะประจําพันธุระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ เก็บ
ใบออนมาสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ITS3/4 พบวา สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
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เปาหมายมีผลสําเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต ลําดับนิวคลีโอไทดของ unknown 01-40 และ unknown 41-50 มี
ความเหมือนตรงกันกับหมายเลขเฉพาะ (GenBank accession number)MK809346 และ MK809348 ใน
ฐานขอมูลสากล GenBank ดังตารางที่ 2.1.5 ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลังพันธุระยอง 72และ
เกษตรศาสตร 50 ตามลําดับ 

งานวิจัยน้ีไดยึดหลักเกณฑการพิจารณายีนที่สามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดที่ตองมีคุณลักษณะที่สําคัญ 3 
ประการ (ณัฐกร และคณะ, CBOL Plant Working Group, 2009) ไดแก 1) ความเปนสากล (universality) คือ 
ไพรเมอรที่ใชเปนสากล ตองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณเดียวกันในพืชอ่ืนไดดวยเทคนิค PCR งานวิจัยน้ีใช
ไพรเมอรสากลทั้งหมด 29 คู ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเของมันสําปะหลัง 17 พันธุ มีเพียงคูไพรเมอรของยีน 
rbcL,trnH-psbA, matKและITS2ที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดครบทุกตัวอยาง จึงถือไดวา 4 ยีนดังกลาวผาน
เกณฑขอแรก 2) คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด (sequence quality) เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบ
เปรียบเทียบกับฐานขอมูลสากล GenBank พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของมันสําปะหลัง 4 ยีน มีความเหมือนกันกับ
ยีน rbcL,trnH-psbA, matKและITS2 ของมันสําปะหลังที่ความเหมือนสูงถึง 99.05-100% ซึ่งยืนยันไดวาลําดับนิ
วคลีโอไทดที่ไดจากงานวิจัยน้ีมีความถูกตอง จึงผานเกณฑขอ 2 และ 3) ประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิด
ออกจากกัน (species discrimination) มีรายงานวิจัยยืนยันวาดีเอ็นเอบารโคดจากลําดับนิวคลีโอไทดรวมกันของ
ยีน matK และ rbcL สามารถแยกกลวยไมในระดับสกุลสิงโตกลอกตาได นอกจากน้ียังพบวาลําดับนิวคลีโอไทด
บริเวณ trnH-psbA มีประสิทธิภาพในการใชเปนดีเอ็นเอบารืโคดในการศึกษาพืชสกุล Cymbidiumและ Piper 
(Siriplyasing et al., 2012; Sudmoon et al., 2012) มีรายงานวาลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน trnH-psbAเปน
สวนที่มีความแปรผันของดีเอ็นเอภายในสปชีสสูงที่สุดในพลาสมิด (Yang et al., 2012) อยางไรก็ดีมันสําปะหลังที่
นําใชในงานวิจัยน้ีเปนพืชชนิดเดียวกัน คือ M. esculenta ซึ่งมีความสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกันสูงทําให
ยากตอการจําแนกระดับพันธุ แตงานวิจัยน้ีพบวาผลการวิเคราะหของลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 แสดง
แนวโนมในการแยกมันสําปะหลังไดออกเปน 6 กลุม และสามารถแยกชนิดมันสําปะหลังออกจากพืชนอกกลุม
ทดลอง คือ ยางพาราไดอยางชัดเจน ซึ่งสอดคลองกับรายงานการใชลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS และ cpDNA 
เปนเครื่องมือในการศึกษาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันไดงายและสะดวกมากขึ้น (Mayer and 
Soltis, 1999) และเปนทางเลือกสําหรับนักวิจัยในการใชแยกพันธุมันสําปะหลัง ซึ่งเคยมีรายงานวิจัยกอนหนาน้ีวา
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณยีน Trn-Pleและ Trn-Fไมสามารถแยกความแตกตางในระดับสายพันธุของมันสําปะหลัง
จํานวน 18 พันธุ ออกจากกันได (ยุรนันท และชูตา, 2560) ดังน้ันยีน ITS2 ที่คัดเลือกมาใชในงานวิจัยน้ีจึงผาน
เกณฑขอ 3 อยางไรก็ตามการใชลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณเดียวเพ่ือศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของมัน
สําปะหลังยังคงไมมีประสิทธิภาพเพียงพอ ไดมีรายงานเสนอใหมีการใชรวมกันกับบริเวณอ่ืนๆ เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพในการแบงกลุมใหมีความถูกตองและแมนยําสูงขึ้น และเพ่ิมประสิทธิภาพการสรางแผนภูมิ
ความสัมพันธทางพันธุกรรม 

ตารางที่ 2.1.5ลักษณะประจําพันธุที่อายุ 4-5 เดือนของตัวอยางที่เก็บมาจากแปลงปลูกของเกษตรกรและ 
               หมายเลขเฉพาะของลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลสากล GenBank ที่ตรงกับขอมูลลําดับนิวคลี 
               โอไทดของแตละตัวอยาง  

ชื่อตัวอยาง 

ลักษณะประจําพันธุ 
หมายเลขเฉพาะ

ลําดับนิวคลีโอไทด สียอดออน สีใบออน ขนยอดออน สีกานใบ 
รูปรางของแฉกที่

อยูกลาง 

unknown 1 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 
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unknown 2 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 3 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 4 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 5 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 6 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 7 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 8 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 9 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 10 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 11 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 12 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 13 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 14 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 15 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 16 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 17 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 18 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 19 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 20 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 21 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 22 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 23 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 24 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 25 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 26 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 27 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 28 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 29 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 30 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 31 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 32 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 33 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 34 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 35 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 
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unknown 36 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 37 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 38 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 39 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 40 มวง มวง ไมมีขน แดงเขม ใบหอก MK809346 

unknown 41 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 42 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 43 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 44 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 45 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 46 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 47 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 48 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 49 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

unknown 50 มวง มวง ไมมีขน เขียวอมแดง ใบหอก MK809348 

 

 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายบริเวณยีน rbcL,trnH-psbA, matKและ ITS2สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดี

เอ็นเอเปาหมายอยางจําเพาะมีผลสําเร็จสูง 100 10094 และ 91เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงใหเห็นวาบริเวณของ
ดีเอ็นเอดังกลาวน้ีทําไดงายมีเปอรเซ็นตความสําเร็จสูง เมื่อพิจารณาความผันแปรทางพันธุกรรมของลําดับนิวคลีโอ
ไทดของทั้ง 4 ยีน พบวา ยีน matKและ ITS2 ที่มีความผันแปรทางพันธุกรรม 1 และ 26 ตําแหนง ตามลําดับ เมื่อ
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2มาสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมพบวาสามารถแบงมันสําปะหลัง
ออกเปน  6 กลุม และสามารถแยกยางพารา Hevea brasiliensis(KJ665775) ที่ใชเปนตัวอยางนอกกลุม
ทดลองได การเลือกใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2จัดเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดที่มีประสิทธิภาพและเปน
ที่ยอมรับโดยทั่วไป เมื่อทําการทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดดวยการนํามาใชระบุพันธุมันสําปะหลัง 
พบวาขอมูลลักษณะประจําพันธุที่ปรากฏและลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดของตัวอยางที่เก็บมา 
(unknown) มีขอมูลตรงกันกับขอมูลมาตรฐานอางอิงบนฐานขอมูลสากล GenBank 100 เปอรเซ็นต ดังน้ัน ลําดับ
นิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2 จึงมีประสิทธิภาพสามารถใชเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดตัวหน่ึงของมันสําปะหลัง
ไดซึ่งเปนทางเลือกสําหรับนักวิจัยในการใชในการแยกพันธุมันสําปะหลังและการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมแตควรศึกษาดีเอ็นเอบารโคดอ่ืนๆ มาใชรวมดวย เพ่ือเพ่ิมความผันแปรและเหมาะสมสําหรับนําไปใช
ประโยชนในการปรับปรุงพันธุตอไป 

 
บทสรปุและขอเสนอแนะ 
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1. ไดขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสําปะหลัง เพ่ือใหนักปรับปรุงพันธุ นักอนุกรมวิธาน นักวิชาการ 
นักวิชาการเกษตร นักศึกษา และหนวยงานที่เก่ียงของกับงานทางการเกษตรดานมันสําปะหลัง นําไปใชใน
การศึกษา จําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรม รวมทั้งการระบุชนิดใหถูกตองชัดเจน 

2. ไดขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่มาจากตัวอยางที่มีลักษณะประจําพันธุที่ถูกตอง สามารถใชระบุพันธที่มี
ความสําคัญได ไดความสัมพันธทางพันธุกรรมเพ่ือใหรักอนุกรมวิธาน นักปรับปรุงพันธุ นักศึกษา นักวิชาการเกษตร 
และหนวยงานที่เกี่ยวของทางการเกษตร ไดนําไปประยุกตใชประโยชน 

 
การทดลองที่ 2.2  

การศึกษาและจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในถ่ัวเหลือง 

Study ofDNA Barcoding on Soybean 
 

จุฑามาส ฟกทองพรรณ     ออยทิน ผลพานิช    อรุโณทัย ซาววา 
ปาจรีย อินทะชุบ     ศุภลักษ สัตยสมิทสถติ 

Juthamas FakthongphanAuytin PolpanitAroonothai Sawwa 
Pajaree Inthachub   Supalak Sattayasamitsathit 

 
คําสําคัญ : ดีเอ็นเอบารโคด ถั่วเหลือง ยีน ITS, rbcL,rpocL 
Key-words:DNA barcode, Soybean,ITS gene, rbcL gene,rpocLgene 

บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีศึกษาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcL และ rpocL กับถั่วเหลืองจํานวน  

40 สายพันธุ/พันธุ  ที่ปลูกรวบรวม ณ ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม มี วัตถุประสงคเพ่ือใช 
ดีเอ็นเอบารโคดมาในการจําแนกและจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองในประเทศไทยและจัดเก็บ
เช้ือพันธุกรรมของถั่วเหลือง เพ่ืออนุรักษและเก็บรักษาในธนาคารเช้ือพันธุพืชในสภาพ เมล็ดพันธุ โดยจําแนกความ
แตกตางของถั่วเหลืองดวยดีเอ็นเอบารโคดโดยเก็บตัวอยางเมล็ดพันธุ และตัวอยางพรรณไมแหงของถั่วเหลืองทั้ง 
40 สายพันธุ/พันธุ ณ ธนาคารเช้ือพันธุกรรมพืช และพิพิธภัณฑพืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร การทดลองน้ี
ดําเนินการศึกษาระหวาง กันยายน 2560 – ตุลาคม 2562 พบวาเมื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดและวิเคราะห
ขอมูลดวยโปรแกรม Clustal Omega และ MEGA-X พบวายีน rbcL และ rpocL สามารถจําแนกถั่วเหลืองสาย
พันธุ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ ซึ่งเปนพันธุทองถิ่นของ จ.สระบุรี ที่เจริญเติบโตไดดีในเขตภาพ
ตะวันออกเฉียงเหนือตอนบน ออกจากถั่วเหลืองสายพันธุอ่ืนๆ ได ซึ่งสามารถใชเปนแหลงพันธุกรรมในการ
ปรับปรุงพันธุถั่วเหลืองผลผลิตสูงเมื่อปลูกในฤดูแลง  ขณะที่ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ไมสามารถแยกสาย
พันธุถั่วเหลือง 40 สายพันธุ ออกจากกันอยางสมบูรณ แสดงวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีนน้ีไมเหมาะสมสําหรับการ
จําแนกถั่วเหลือง ดังน้ันเพ่ือเพ่ิมการจําแนกสายพันธุถั่วเหลืองใหมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้นควรเลือกใชลําดับนิวคลีโอ
ไทดของตําแหนงจําเพาะอ่ืน หรือควบคูกับการใชเครื่องหมายดีเอ็นเออ่ืน 
 

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) จัดอยูในตระกูล Leguminosae สกุล Glycine สกุลยอย Soja มีการ
เพาะปลูกทั่วไป (Hymowitz, 1970) เปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ มีคุณคาทางอาหารสูง นอกจากน้ีเปนวัตถุดิบ
สําหรับอุตสาหกรรมการผลิต (Masuda and Goldsmith, 2009) เชน นมถั่วเหลือง เตาหู อาหารสัตวจากกากถั่ว
เหลือง และฟลมถนอมอาหารที่ยอยสลายได สําหรับประเทศไทย มีการเพาะปลูกถั่วเหลืองมานานกวาศตวรรษ 
โดยเฉพาะในบริเวณภาคเหนือตอนบน นิยมปลูกหลังการเก็บเก่ียวขาวในฤดูแลง และไดมีการขยายพ้ืนที่ปลูกไปยัง
บริเวณภาคเหนือตอนลาง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลาง ตามลําดับ โดยพ้ืนที่เพาะปลูกถั่วเหลือง
ประมาณ 70% อยูในพ้ืนที่ภาคเหนือ 
 การใชลักษณะสัณฐานในการจําแนกพืชน้ัน หากพืชมีความเหมือนและคลายคลึงกัน ทําใหยากตอการ
จําแนก ดังน้ันขอมูลลักษณะทางพันธุกรรมหรือจีโนไทป จึงมีสวนสําคัญในการชวยจําแนกพืชใหถูกตองและแมนยํา
มากขึ้น ‘ดีเอ็นเอบารโคด’ เปนหน่ึงในเทคนิคที่ใชในการจําแนกลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิตหรือแตละบุคคล โดย
ประยุกตจากแนวคิดเรื่องการติดฉลากบารโคดในสินคา ซึ่งเปนนวัตกรรมการจําแนกลักษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิต มี
ความถูกตองและแมนยํา ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต รวมถึงเพ่ิมประสิทธิภาพการคนควาวิจัยดานวิวัฒนาการ 
ความหลากหลายทางชีวภาพ รวมถึงการอนุรักษทรัพยากรธรรมชาติของพืชได (พรณรงค และอรุณรัตน, 2544; 
Hebert et al., 2003) ดีเอ็นเอบารโคด เปนการนําลําดับนิวคลีโอไทดบนยีนที่เปนสวนอนุรักษในแตละชนิดของ
พืชมาใชในการจําแนก เชน ยีน rbcL (ribolose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase) เกี่ยวของกับการ
สรางเอนไซมรูบิสโก (rubisco) ทําหนาที่ตรึงคารบอนในกระบวนการสังเคราะหแสง (photosynthesis) ยีน 
rpoC1 (RNA polymerase beta subunit C1) กําหนดการสรางเอนไซมอารเอ็นเอพอลิเมอเรส (RNA 
polymerase) โดยยีนทั้งสองมีตําแหนงเฉพาะที่มีความเหมาะสมสําหรับการสรางดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือจําแนก
สิ่งมีชีวิต และยีน ITS (internal transcribed spacer region)จากสวนของนิวเคลียสน้ัน นิยมนํามาใชในการสราง
ดีเอ็นเอบารโคดในเช้ือรา(Schochet al., 2012) เปนตน การวิจัยจึงไดศึกษาและจัดทําดีเอ็นเอบารโคดโดยใช
ลําดับนิวคลีโอไทดจากช้ินสวนยีน 3 ยีน คือITS, rbcL และ rpoC1 ในถั่วเหลือง จํานวน 40 พันธุ และเก็บตัวอยาง
แหงของถั่วเหลืองทุกพันธุไวในพิพิธภัณฑพืชสิรินธร 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) 
 ศึกษาการสรางขอมูลดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของถั่วเหลือง จํานวน 40 สาย
พันธุ/พันธุ ณแปลงถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหมหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล ศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืช
พิษณุโลก และกองวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืช ดําเนินการทดลอง ตุลาคม 2560 - กันยายน 2562 

 
วิธีการดําเนนิการ 
 อุปกรณ 
1. ถั่วเหลือง จาํนวน 40 สายพันธุ/พันธุ  แบงเปน 3 กลุม ไดแก กลุมถั่วเหลืองพันธุการคา 23 พันธุ  กลุม

สายพันธุดีเดน 11 สายพันธุ/พันธุ และกลุมถั่วเหลืองฝกสดพันธุการคา 6 สายพันธุ/พันธุ 
 2. ปุยเคมีและสารเคมีทีใ่ชในการดูแลแปลงปลูกถั่วเหลือง 

3. อุปกรณในการเก็บตัวอยางพืช เพ่ือใชในการสกัดดีเอ็นเอ และทําพรรณไมแหงอางอิง 
4. อุปกรณในหองปฏิบัติการชีวโมเลกุล เชน เครื่องช่ัง โกรงบดตัวอยาง หลอดทดลอง ชุดถายภาพ UV 

Transilluminators เปนตน 
วิธีการ 
1. สํารวจและบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา เก็บตัวอยางใบ ตน และดอกของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/

พันธุ (ตารางที่ 2.2.1) จากแปลงปลูกถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จังหวัดเชียงใหม โดยถายภาพประกอบ
ตัวอยางที่มีโครงสรางใบ ดอก และเก็บตัวอยางผลสมบูรณและตน เพ่ือนํามาทําตัวอยางพรรณไมแหงและกําหนด
ตัวอยางหมายเลข voucher specimen เพ่ือเก็บไวเปนหลักฐานอางอิงตามวิธีมาตรฐานของมาตรฐานของกลุม
วิจัยพฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร 
 2. การสกัดดีเอ็นของถั่วเหลือง นําใบถั่วเหลืองที่ตองการทดสอบมาลางดวยนํ้า เพ่ือกําจัดสิ่งปนเปอน ซับ
นํ้าใหแหง ตัดใบถั่วเหลือง 5 กรัม ใหเปนช้ินเล็กๆ บดในโกรงขนาดเสนผานศูนยกลาง 150 มม. สกัดดีเอ็นเอดวย
ชุดสําเร็จรูป MiniPrep DNA Extraction ของบริษัท Real Gennomics 

3. การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ นําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบความเขมขน
และความบริสุทธ์ิ ดวยการวัดปริมาณความเขมขนสารปริมาณนอยโดยแรงตึงผิว (nanodrop) ใชปริมาณดีเอ็นเอ 
2 µl/ตัวอยาง/ครั้ง วัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
A260/A280 ใหคาความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเออยูในชวง 1.8-2.0 แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR และเก็บรักษาดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 

167 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

ตารางที่ 2.2.1  รายช่ือสายพันธุ/พันธุถั่วเหลืองที่ทําการศึกษาฯ 

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 

ขอนแกน (Khon Kaen) NO.75 

เชียงใหม 5 (Chiang Mai 5) AGS292 

ศรีสําโรง 1 (Srisamrong 1) Kaori 
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4. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) นําดี
เอ็นเอที่ไดจากขางตนมาเพ่ิมปริมาณดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรที่มีลําดับสากล (universal primer) ของยีน ITS, 
rbcL และ rpoC1 (ตารางที่ 2.2.2) ใชชุดนํ้ายาสําเร็จรูป One PCRTM (GeneDireX, Taiwan) โดยเติมดีเอ็นเอที่
ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.4 นาโนกรัม/ไมโครลิตร และไพรเมอรแตละคูที่ใชทดสอบ 0.5 µM ในนํ้ายา Master 
Mix ที่มีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบไปดวย Tag DNA poloymerase, PCR Buffer, dNTP, gel 
loading dyesโดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ดังน้ี  94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จํานวน 1 รอบ ตามดวย 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 ไพรเมอรและลําดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุลทีใ่ชในการศึกษาฯ 

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 ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรซีีส  

(gel electrophoresis) โดยใชผลผลิตพีซีอาร 4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1 เปอรเซ็นตใน 1xTBE 
buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 60 นาที ยอมดวย SYBR safe บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุด
ถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) Syngene 

6. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด จากตัวอยางถั่วเหลืองทั้งหมด 40 สายพันธุ/พันธุ  เพ่ิม 
ปริมาณยีนจํานวน 3 ยีน ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอแถบยีนที่ตองการเพียง 1 แถบ และไมมีการปนเปอนของแถบดี
เอ็นเออ่ืน เพ่ือนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อไดขอมูลลําดับนิวคลโีอไทดแลวตรวจสอบความถูกตอง โดย
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลของ GeneBank ของ NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) 

7. การวิเคราะหผล เปรียบเทยีบลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองแตละพันธุโดยใชโปรแกรม  
Clustal Omega และสรางแผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรม (phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA-X โดย
เลือกวิธีการจัดกลุมแบบ maximum likelihood และกําหนดคา bootstrap 1,000 ซ้ํา  
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ผลการวิจัย (Results) 
1. บันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยา ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  (ตารางที่ 2.2.1 และตารางผนวกที่ 

1)  เก็บตัวอยางใบ ตน ดอกของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  จากแปลงปลูกถั่วเหลือง ศูนยวิจัยพืชไรเชียงใหม จ.

เชียงใหม  โดยเก็บเปนตัวอยางแหงตามหลักมาตรฐานของกลุมวิจัยพฤกษศาสตรและพิพิธภัณฑ สํานักคุมครอง

พันธุพืช ดังตัวอยางภาพ (ภาพที่ 2.2.1)  โดยเมล็ดพันธุถั่วเหลืองทั้งหมดจํานวน 40 สายพันธุ/พันธุ ไดอนุรักษไวที่

ธนาคารเช้ือพันธุกรรมพืช กรมวิชาการเกษตร และในทุกๆ ปเมล็ดที่เสื่อมสภาพความงอกจะถูกนํากลับมาฟนฟู

เพ่ือผลิตเช้ือพันธุกรรมรุนใหมเพ่ือนําไปอนุรักษอีกครั้ง (ดําเนินการโดย ศวร.เชียงใหม) 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.2.1 ตัวอยางพรรณไมแหงถั่วเหลืองที่ดําเนินการจัดทํา จํานวน 40 สายพันธุ/พันธุ  โดยเก็บ
รักษา ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ 

2. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, PCR) และตรวจสอบ
แถบดีเอ็นเอ 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  โดยใชไพรเมอรสากลของยีน 3 ตําแหนง พบวา
สามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของยีน ITS, rbcL และ rpoc1  ไดขนาดประมาณ 400, 1,300 และ 500 คูเบส 
ตามลําดับ (ภาพที่ 2.2.2) 
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ภาพที่ 2.2.2  ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน ITS, rbcLa ของถั่วเหลือง 
สายพันธุ/พันธุตาง ๆ ตามรายช่ือในตารางที่ 2.2.1 
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ภาพที่ 2.2.3 ตัวอยางการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของ rbcL และ trnHf +psbA3 ของถั่วเหลืองสายพันธุ/
พันธุตาง ๆ  ตามรายช่ือในตารางที่ 2.2.1 
 
3. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 

 นําผลผลิต PCR สงวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS, rbcLa, rbcL,rbocL,trnHf +psbA3และนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองที่ไดไปเปรียบเทียบความคลายคลึงกับลําดับนิวคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตตางๆ ใน
ฐานขอมูล GenBank โดยใช โปรแกรม Blast (NCBI; www.ncbi.nlm.nih.gov)  
ทําการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีน ในถั่วเหลืองแตละสายพันธุ 
4. วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลือง  

หาความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองโดยใชโปรแกรม MEGA-X การหาความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง และใช Glycine Clandestina เปน out-group .ในยีน ยีน ITS, 
rbcL, , rpoCL, trnHf +psbA3 
 ยีน ITSอยูบนนิวเคลียรจีโนม (nuclear genome) น้ันเมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ในถั่ว
เหลือง ทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  พบวามีขนาดประมาณ 400 คูเบส เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีนITSดวย
โปรแกรม MEGA-X พบวาความแตกตางทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  เทากับ 0.00-0.20 
และเมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (ภาพที่ 2.2.4) พบวาไมสามารถจําแนกถั่วเหลืองแตละชนิดออก
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จากกันได ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากลําดับนิวคลีโอไทดของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ มีการเปลี่ยนแปลงนอยมาก 
กลาวคือมีรูปแบบการกลายแบบทรานสเวอรชัน (transversion) จาก pyrimidine (T) เปน purine (A) .บน
ตําแหนงนิวคลีโอไทดที่ 75 เพียงตําแหนงเดียว 
 ยีน rbcLอยูบนคลอโรพลาสตจีโนม (Chloroplast genome) เมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธทาง
พันธุกรรมของถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ  จากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL โดยเลือกวิธีการ
จัดกลุมแบบ Maximum Likelihood พบวาแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมน้ัน ไมสามารถแยกความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ  ออกจากกันทั้งหมด แยกไดเพียง 1 พันธุ คือ ‘ขอนแกน (Khon 
Kaen)’ (ภาพที่ 2.2.5) โดยมีคา log likelihood สูงสุดที่ -1321.38 ตามลําดับ  และพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
เปลี่ยนแปลงในยีน rbcL จํานวน 99 ตําแหนง 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 เพ่ือปรับปรุงถั่วเหลืองใหไดผลผลิตสูง โดยเนนพ้ืนที่ปลูกภาคตะวันออกเฉียงเหนือ เหมาะในการปลูกฤดู
แลงที่มีการใหนํ้าชลประทาน ผลผลิตเฉลี่ย 312 กก./ไร และในฤดูแลงผลผลิตเฉลี่ยสูงถึง 356 กก./ไร  โดยไดรับ
การรับรองพันธุจากกรมวิชาการเกษตรในป 2547 (ออยทินและรัชนี, 2558) 
 จากการศึกษาครั้งน้ีพบวาถั่วเหลืองพันธุ ‘ขอนแกน’สามารถแยกออกจากถั่วเหลือง 39 พันธุ/สาย ซึ่ง
สามารถใชประโยชนจากการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดในงานปรับปรุงพันธุถั่วเหลือง ในการปรับปรุงพันธุถั่วเหลือง
ผลผลิตสูงในฤดูแลงตอไป 
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ภาพที่ 2.2.4 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สรางจาก
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood  
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ภาพที่ 2.2.5 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สรางจาก
ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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ตารางที่ 2.2.3 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rbcL ที่พบใน 
ถั่วเหลืองสายพันธุ/พันธุตางๆ 
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 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 
ยีน rpoC1 ซึ่งเปนยีนที่อยูบนคลอโรพลาสตจีโนมเชนเดียวกับ rpcL สามารถทําการแยกความสัมพันธทาง

พันธุกรรมของพันธุ ‘ขอนแกน (Khon Kaen)’ ออกจากถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ ไดเพียงพันธุเดียว (Figure 
5) เชนเดียวกับยีน rpcL โดยมีคา log likelihood สูงสุดที่ -1783.58 ตามลําดับ  โดยพบลําดับนิวคลีโอไทดมีการ
เปลี่ยนแปลงในยีน rpoC1 จํานวน 100 ตําแหนง มีการกลายรูปแบบ ดังแสดงตาม Table 4 
ตารางที่ 2.2.4 รูปแบบของการเปลี่ยนแปลงและตําแหนงของนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ที่พบใน 
ถั่วเหลืองสายพันธุ/พันธุตางๆ 
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 และตัวอยางพรรณไมแหง ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ รายละเอียดดังตารางที่ 2.2.4  
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ภาพที่ 2.2.6 แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ ที่สราง

จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoC1 ซึ่งวิเคราะหดวยการจัดกลุมแบบ maximum likelihood 
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อภิปรายผล (Discussion) 
การสราง ดี เ อ็นเอบาร โคดมีศักยภาพในการจํ าแนกสิ่ งมี ชี วิต โดยใชการเปรียบเทียบลํา ดับ 

นิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานในพืชแตละชนิด อยางไรก็ตามแมวาพันธุกรรมพืชจะมีผลโดยตรงตอลักษณะ
การแสดงออกของพืช (phenotype) สภาพแวดลอมในการเพาะปลูกก็เปนอีกปจจัยที่สําคัญมีผลตอการแสดงออก
ดวยเชนกัน การจําแนกพันธุพืชดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะเพียงบริเวณใดบริเวณหน่ึงอาจ
ไมเพียงพอตอการจําแนกพันธุพืช เน่ืองจากตําแหนงน้ันมีความผันแปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ตํ่า 
และลําดับดีเอ็นเอของตําแหนงน้ันมีขนาดเล็กมาก (genome size) เมื่อเทียบกับขนาดของจีโนมพืช มีผลทําให
ตําแหนงดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางของพืชในระดับพันธุ  (Collins and Cruickshank, 2013) 

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

1. การวิเคราะหแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA-X จากขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีน ITS ซึ่งเปนยีนที่อยูในนิวเคลียส ของถั่วเหลือง 40 สายพันธุ/พันธุ จะเปนไดวาลําดับนิวคลีโอไทดพบความ
แตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ซึ่งมีผลทําใหไมสามารถแยกพันธุถั่วเหลืองออกจากกันได เน่ืองจากขนาดของลําดับ
เบสที่สั้น เมื่อเปรียบเทียบกับขนาดของจีโนมพืช ดังน้ันการใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS เพ่ือประเมิน
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองน้ันยังไมมีความเหมาะสม 

2. ยีน rbcL และ rpoCL ซึ่งเปนยีนที่อยูในคลอโรพลาสต สามารถทําการแยกความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของพันธุขอนแกน ซึ่งเปนพันธุทองถิ่นของ จ.สระบุรี ออกจากถั่วเหลืองจํานวน 39 สายพันธุ/พันธุ ซึ่งสวนใหญเปน
พันธุที่ไดจากการปรับปรุงพัฒนาพันธุ 
 3. ถั่วเหลืองทั้ง 40 สายพันธุ/พันธุ ไดจัดเก็บเช้ือพันธุกรรม ณ ธนาคารเช้ือพันธุกรรม และตัวอยางแหง
ของถั่วเหลือง ไดจัดเก็บ ณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ ของกรมวิชาการเกษตร 
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กิจกรรมที่ 3 
 ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชทองถ่ิน 

Diversity and DNA Barcode of Indigenous Plants 
 

การทดลองที่ 3.1ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศลิา  
(Aquifoliaceae) 

(Diversity and DNA Barcodes of Aquifoliaceae) 
 

กาญจนา พฤษพันธอัญชลี แกวดวงธีรวุฒิ วงศวรัตน 
Kanchana Pruesapan  Anchalee Kaewdoung  Theerawut Wongwarat 

 
คําสําคญั :การจําแนก, การระบุช่ือ, ดีเอ็นเอบารโคด, ลักษณะทางสัณฐาน 

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

บทคัดยอ  
การศึกษาทางอนุกรมวิธานของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทยยังมีความคลุมเครือ ขอมูล

ทางสัณฐานเพียงอยางเดียวไมเพียงพอในการระบุช่ือหรือจําแนกชนิดพืชออกเปนกลุมเพ่ือใชเปนฐานขอมูลความ
หลากหลายของพืชวงศศิลาได งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดศึกษาความหลากหลายและ
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาในประเทศไทย โดยใชดีเอ็นเอบารโคด matK, rpl32-trnl, trnL-trnF
และ ITS ผลการศึกษาไดฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันความหลากหลายของชนิดพืชวงศศิลาในประเทศไทย
ทั้งสิ้น 54 ขอมูล ประกอบดวย GenBank accession หมายเลข MT114079–MT114117ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอ
ของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทยจํานวน 14 ชนิด ผลการวิเคราะหความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของพืชดวยขอมูลดีเอ็นเอชวยยืนยันความถูกตองในการระบุช่ือพืชและจําแนกพืชออกเปนกลุม 
สอดคลองกับการจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐาน 3 Subgenus (Subg) และ 5 Section (Sect.) คือ 1) Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifoliumประกอบดวย Ilex odorata และ I. pubifructa;2)Subg. Byronia มี 3 Sect. 
คือ Sect.ByroniaประกอบดวยI. cymosa, I. wallichii, Ilex sp. (1) และ Ilex sp. (2), Sect.Lioprinus
ประกอบดวยI. umbellulataและ Ilex sp. (3) และ Sect.PaltoriaประกอบดวยI. triflora; และ3)Subg. 
PrinosSect. Micrococcaประกอบดวย I. micrococca นอกจากน้ี พบการจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอไม
สอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐาน ประกอบดวยดวย I. denticulataและ I. embelioidesที่
ใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Byronia แตการจําแนกกลุมดวยขอมูลทาง
สัณฐานจัดพืชทั้งสองชนิดอยูภายใต Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium สวน I. ficoideaที่ถูกจําแนกดวย
ขอมูลทางสัณฐานกลุมเดียวกับพืชทั้งสองชนิดดังกลาวมาขางตนกลับใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิด
กับพืชใน Subg. PrinosSect. Micrococca และพบ Ilex sp. (4) จับกลุมใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. 
Aquifolium ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณนิวเคลียร แตกลับแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชทั้งใน Subg. 
Aquifolium และ Subg. Prinos ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต จึงควรศึกษาทบทวนขอมูลดีเอ็น
เอของตัวอยางพืชที่ยังไมมีความชัดเจนในการจําแนกกลุมจากงานวิจัยน้ีเพ่ิมเติมอีกครั้ง เพ่ือใหขอมูลความ
หลากหลายของชนิดพืชวงศศิลามีความสมบูรณมากขึ้น 
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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) 

พืชวงศศิลา(Aquifoliaceae) จัดเปนกลุมพืชที่มีศักยภาพสําคัญทางเศรษฐกิจ ทั้งทางการแพทยอาหาร 
สมุนไพร ไมประดับ 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) มีการกระจายพันธุอยูในวงจํากัด และมี
สมาชิกทั่วโลกมากกวา 500 ชนิด (Galle, 1997) ในขณะที่ในประเทศไทยกลับมีรายงานพบเพียง 5 ชนิด (Craib, 
1931) และไมไดมีการบรรยายลักษณะทางพฤกษศาสตรของชนิดพืชเหลาน้ัน การศึกษาวิจัยความหลากหลายและ
อนุกรมวิธานของชนิดพืชในวงศศิลาไดเริ่มขึ้นอยางจริงจังโดย Pruesapan et al. (2014) พบจํานวนชนิดของพืช
วงศศิลามากถึง 15 ชนิด หลังจากน้ันไดตีพิมพเผยแพร Ilex pubifructa Pruesapan, S. Andrews & D.A. 
Simpson เปนพืชชนิดใหมของโลก (Pruesapan et al., 2017) อยางไรก็ดี การระบุชนิดพืชสกุล Ilex L ใน
ประเทศไทยดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยายังมีความคลุมเครือ เน่ืองจากพืชสกุล Ilexเปนพืชแยกเพศอยูตางตน 
อีกทั้งลักษณะทางสัณฐานวิทยามีความผันแปรสูง โดยเฉพาะอยางย่ิงหากตัวอยางพืชที่นํามาศึกษาไมมีสวนสืบพันธุ
ที่ครบสมบูรณทั้งดอกเพศผู ดอกเพศเมีย พรอมทั้งผลและเมล็ดแลว ทําใหยากตอการระบุช่ือพืชของนัก
อนุกรมวิธาน ลักษณะทั่วไปของพืชในวงศน้ีมีความใกลเคียงกันมาก และมักพบความผิดพลาดในการระบุช่ือ
ปรากฏอยูบนช้ินตัวอยางพรรณไมอางอิงที่เก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชตางๆ เพ่ือใชศึกษาและเทียบเคียงพรรณไม
เสมอจากการจําแนกและระบุช่ือพืชโดยใชเฉพาะขอมูลสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว ภายหลังจึงมีการนําเทคนิคดี
เอ็นเอบารโคด (DNA barcode) มาชวยในการยืนยันชนิดและแสดงความใกลชิดของพืชวงศศิลาอยางแพรหลาย 
โดยใชขอมูลดีเอ็นเอทั้งบริเวณของคลอโรพลาสตและนิวเคลียรรวมกัน เชน 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) อีกทั้งยังใชขอมูลดีเอ็นเอบารโคดเหลาน้ีในการพิสูจนความสับสนในการระบุช่ือพืชที่มีลักษณะสัณฐาน
คลายคลึงกันมากสําเร็จ เชน I. formosanaและ I. tetramera (Yang et al., 2018) รวมถึงการใชตรวจสอบ
ลูกผสมที่เกิดขึ้นในธรรมชาติ เชนพบวา I. dabieshanensisเปนลูกผสมระหวาง I. cornutaกับ I. latifolia (Shi 
et al., 2016) เปนตน ซึ่งการไดทราบตนกําเนิดของชนิดพืชที่ผสมขามเหลาน้ีเปนประโยชนอยางย่ิงตองานดาน
อนุกรมวิธานพืช วิวัฒนาการ และการอนุรักษ 

งานวิจัยน้ีไดมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) ศึกษาดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาในประเทศไทย และเก็บเปน
ฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันชนิดของพืช และ 2) ศึกษาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลา 
(Aquifoliaceae) ดวยขอมูลดีเอ็นเอ และเปรียบเทียบความใกลชิดของชนิดพืชที่ถูกแบงดวยขอมูลทางสัณฐาน ซึ่ง
ขอมูลดีเอ็นของชนิดพืชวงศศิลาที่ไดจากงานวิจัยน้ีจะเปนประโยชนสําคัญในการจัดทําบัญชีรายช่ือของพรรณพืชที่
ทําการศึกษาจําแนกแลว เพ่ือเปนขอมูลสนับสนุนการวางแผนการอนุรักษความหลากหลายของพืชและการนําไปใช
ประโยชนเชิงเศรษฐกิจของประเทศ 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

อุปกรณ 
1. ตัวอยางพืชที่ศึกษา 
ตัวอยางพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) สกุล Ilex L ที่ใชวิเคราะหเปน Ingroup taxa ประกอบดวย พืชที่

ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี จํานวน 19 ตัวอยาง (taxa) (ตารางที่ 3.1.1) และตัวอยางดีเอ็นเอที่มีการเก็บบันทึกไวบน
เว็บไซตของ NCBI (National Center for Biotechnology Information) ประกอบดวย ตัวอยางที่ใชวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสต จํานวน 14 taxa โดยคัดเลือกจากชนิดพืชที่มีจีโนมสมบูรณ และคัดเลือก
ศึกษาเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดจาก 3 บริเวณ matK, rpl32-trnLและtrnL-trnF และตัวอยางที่ใชวิเคราะหลําดับ
นิวคลีโอไทดบริเวณนิวเคลียร จํานวน 22 taxa (ตารางที่ 3.1.2) โดยพืชวงศศิลาที่คัดเลือกมาเปน Ingroup taxa 
เปนตัวแทนชนิดพืชที่จัดจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) สวนตัวอยางพืชที่ใชวิเคราะหเปน 
Outgroup taxa ของบริเวณคลอโรพลาสต ประกอบดวย Helwingia himalaica(Helwingiaceae) และ 
Gonocaryum lobbianum (Cardiopteridaceae) สวน Outgrouptaxa ของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ
นิวเคลียร คือ Helwingia chinensis(Helwingiaceae) และ Phyllonoma ruscifolia (Phyllonomaceae) ซึ่ง
เปนพืชที่มีความใกลชิดกับวงศ Aquifoliaceae และจัดอยูใน Order Aquifolales เชนเดียวกัน(ตารางที่ 3.1.2) 

2. วัสดุอุปกรณและสารเคมีที่ใชในหองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล  
2.1 วัสดุอุปกรณในหองปฏิบัติการดานชีวโมเลกุล เชน Micropipette ขนาด 10, 20, 200 และ 

1,000 ไมโครลิตร;Pipet Tips ขนาด 0.5-10, 1-200 และ 1,000 ไมโครลิตร; หลอดไมโครเซนติฟวส ขนาด 0.2 
และ 1.5 มิลลิลิตร, เครื่องช่ังทศนิยม 3 ตําแหนง,เครื่องปนเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ, เครื่องปนเหว่ียงขนาดเล็ก, 
เครื่อง Incubator, เครื่องเขยา, ชุดเตรียมเจลอกาโรส, เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (Gel Electrophoresis), 
เครื่องเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอ Thermal cycler, เครื่องตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอและผลิตภัณฑดีเอ็นเอ Gel 
documentation System (Bio-Rad Laboratiries, Inc., USA), ชุดโกรงบด ฯลฯ 

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

2.3. สารเคมีทีใ่ชในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) ไดแก 
ไพรเมอรบริเวณคลอโรพลาสต 3 คู คือ  matK, rpl32-trnL, trnL-trnF และไพรเมอรบริเวณนิวเคลียร คือ ITS 
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รายละเอียดของไพรเมอรทั้ง 4 คู แสดงไวในตารางที่ 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 สารเคมีทีใ่ชในการตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอและผลผลิตดีเอ็นเอ ไดแก ผงอะกาโรส 
(Agarose powder) เปนตัวกลางในการแยกสารดวยประจุไฟฟา, 10x TBE Electrophoresis buffer, DNA 
Ladder เปนดีเอ็นเอมาตรฐานในการตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอตัวอยาง, ชุดสีฟลูออเรสเซนตสําหรับยอมดีเอ็นเอ  

3. วัสดุอุปกรณและสารเคมทีี่ใชในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย 
3.1 วัสดุอุปกรณในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย เชน กรรไกรตัดกิ่ง กระดาษ

หนังสือพิมพ แผงอัดพรรณไมและเชือกมัด กระดาษลูกฟูก ฟองนํ้า ถุงพลาสติก ปายช่ือ สมุดบันทึก ดินสอดํา2B 
ตูอบแหงพรรณไมอุณหภูมิ 65-70 องศาเซลเซียส กระดาษติดผนึกพรรณไมแหง เขม็-ดายเย็บพรรณไม กระดาษ
ฉลากรายละเอียดพรรณไม Hand-len/กลอง stereo microscope 

3.2. สารเคมีในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิง ไดแก นํ้ายารักษาสภาพพรรณไม 
ประกอบดวย แอลกอฮอล 70%,  สารเมอรคิวริคคลอไรด (Mercuric Chloride), ฟนอล (Phenol) 
วิธีการ 

1. การเก็บรวบรวมตัวอยางพืชและการเก็บรักษา 
1.1 ตัวอยางพืชที่ใชศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ 
เก็บรวบรวมช้ินสวนของใบพืชวงศศิลาเพ่ือนํามาศึกษาดีเอ็นเอจาก 2 แหลง คือ 1) เก็บรวบรวม

ตัวอยางพืชในภาคสนามจากพ้ืนที่หลายจังหวัดในประเทศไทย ไดตัวอยางพืช 13 taxa (ตารางที่ 3.1.1) ช้ินสวนใบ
ของแตละตัวอยางเก็บแยกไวในถุงพลาสติกแบบเปดปดไดและใสซิลิกาเจล (Siliga gel) ไวเพ่ือชวยดูดซับความช้ืน
และรักษาสภาพตัวอยางและ 2) ตัดช้ินใบจากตัวอยางพรรณไมแหงที่เก็บรักษาเปนพรรณไมอางอิงไวในหอพรรณ
ไม กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช (The Forest Herbarium, BKF) โดยใหมีขนาดประมาณ 1x1 
เซนติเมตร จํานวน 6 ตัวอยาง (ตารางที่ 3.1.1) 

1.2 การเก็บรักษาตัวอยางเพ่ือใชเปนหลักฐานอางอิงงานวิจัย 
นําพืชวงศศิลาที่เก็บรวบรวมไดจากภาคสนามทั้ง 13 ตัวอยาง จัดทําเปนตัวอยางพรรณไมแหง 

(Herbariumspecimen) ตามหลักการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย ต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวบรวม
ช้ินตัวอยางหมอน ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูลพืช อัดทับและอบแหง อาบนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม ติด
ผนึกพรรณไม ติดฉลากรายละเอียดพืช จนถึงขั้นตอนลงทะเบียนเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืช ไดดําเนินการตาม
กรรมวิธีตามหนังสือคูมือ The Herbarium Handbook (Bridson & Forman, 1998) และลงทะเบียนเก็บรักษา
ไวเปนตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, 
BK) 

2. การสกัดดีเอ็นเอ 
นําช้ินสวนใบของพืชวงศศิลามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป PureLink Plant Total 

DNA Purification Kit ตามกรรมวิธีของบริษัท แลวตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่สกัดได
ดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.0% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 
0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System และเก็บรักษาดีเอ็น
เอไวที่อุณหภูมิ -20 oC 

3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
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นําตัวอยางดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาทั้ง 19 ตัวอยาง เปนดีเอ็นเอตนแบบในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพ่ือเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ โดยเจือจางใหมีความเขมขน 100 ng แลวเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอที่ตําแหนงจําเพาะบริเวณmatK, 
rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS  โดยใชชุดนํ้ายาปฏิกิริยา Phire Plant Direct PCR Master Mix ใหมีปริมาตร
รวมเทากับ 50 µl เติมสารเคมีในการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ดังแสดงในตารางที่ 3.1.4 และนําเขาเครื่องเพ่ิม
ปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอ โดยใชสภาวะเริ่มตนในการทําปฏิกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 3.1.5 จากน้ันนําผลผลิตที่ได
จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน 
Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใต
แสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System  

4. การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS ไปวิเคราะหหา

ลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI3730 x 1 automated sequencer (Applied Biosystems, Forster City, CA, 
USA) using ABI BigDye terminator chemistry ตามกรรมวิธีของบริษัท Macrogen ประเทศเกาหลี แลวนํา
ลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) แลวตรวจสอบความถูกตองของ
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดของพืชวงศศิลาที่ศึกษาไดใหม
ในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีนรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
พืชวงศศิลาซึ่งเปน Ingroup taxa และ Outgroup taxa (ตารางที่3.1.2) ที่ดาวนโหลดจากฐานขอมูลของ NCBI 
โดยใชโปรแกรม ClustalW (Thomson et al., 1994) ดวยวิธี Multiple alignment และตรวจสอบความถูกตอง
ของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

5. การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ matK, rpl32-trnL, trnL-trnF

และ ITS ในเมตริกซลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดวย
โปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Maximum Parsimony (MP) โดยกําหนดคา bootstrap 
test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985), Tree-Bisection-Regrafting (TBR) ของแตละซ้ําประกอบดวย 
10 replicatesrandom addition of sequences (Nei and Kumar, 2000) และไมเกิน 10 trees/replicate 
ถูกเก็บไว ประเมินคา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับสูง, 75-
84% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับตํ่า และ <50% เปน
คาที่ไมสนับสนุนความเช่ือมั่น โดยลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณคลอโรพลาสตและบริเวณนิวเคลียรไมนํามาวิเคราะห
รวมในเมตริกซเดียวกันเพ่ือวิเคราะหหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ เน่ืองจากใชตัวแทนชนิดพืชจากกลุมที่มีการ
จําแนกไวแตกตางกัน เพ่ือเปนการเปรียบเทียบในยืนยันหรือสนับสนุนหรือช้ีใหเห็นความแตกตางของความสัมพันธ
ทางวิวัฒนาการของตัวอยางพืชวงศศิลาที่ไดจากดีเอ็นเอบารโคดจากทั้งสองบริเวณ โดยการอภิปรายความสัมพันธ
ไดพิจารณาเฉพาะจากกลุมที่มีตัวแทนพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีปรากฏอยูเปนหลัก แลวนําลําดับนิวคลี
โอไทดของพืชวงศศิลาที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีเก็บบันทึกไวในระบบฐานขอมูลของ NCBI ไดจํานวน 54 
หมายเลข คือ GenBank accession numbers MT114079 – MT114117 (ตารางที่ 3.1.1) 

เวลาและสถานที:่ เดือนตุลาคม 2560 ถึง กันยายน 2562 ณ  สํานักคุมครองพันธุพืช และสํานักวิจยั
พัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลการทดลองและอภิปราย (Resultsand discussion) 
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1) ดีเอ็นเอบารโคดและฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยนืยันชนิดพืชวงศศลิา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทย 
1.1) ดีเอ็นเอบารโคดชนิดพืชวงศศิลา 

 การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาดวยดีเอ็นเอบารโคด matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITSที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีมีจํานวน 19 ตัวอยาง พบวา matKสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 14 ตัวอยาง rpl32-trnL
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 15 ตัวอยางtrnL-trnFสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดเพียง 10 ตัวอยางและ ITS 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได 15 ตัวอยางดีเอ็นเอบารโคดrpl32-trnL และITS มีประสิทธิภาพสูงสุด คิดเปน 
78.9% (15 จาก 19 ตัวอยาง) รองลงมาคือ ดีเอ็นเอบารโคดmatKคิดเปน 73.7% (14 จาก 19 ตัวอยาง) และดี
เอ็นเอบารโคดtrnL-trnF มีประสิทธิภาพตํ่าสุด คิดเปน 52.6% (10 จาก 19 ตัวอยาง) อยางไรก็ดี เมื่อตรวจสอบ
สภาพตัวอยางที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ พบวาตัวอยางที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดวยดีเอ็นเอบารโคดเหลาน้ี
สวนใหญเปนตัวอยางที่ ตัดช้ินสวนใบมาจากตัวอยางพรรณไมแหงที่ เก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืช ไดแก 
I.denticulata, I. embelioides, I. ficoidea, I. odorata,I. umbellulata (1) และ Ilex sp. (4) ซึ่งดีเอ็นเอของ
ตัวอยางเหลาน้ีอาจมีสภาพถูกทําลายหรือมีตัวยับย้ังการทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากกระบวนการอบแหง
ตัวอยางและการรักษาสภาพตัวอยางดวยนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม และเมื่อพิจารณาความยาวของแถบดีเอ็นเอ
ของดีเอ็นบารโคดทั้ง 4 บริเวณ พบวามีความยาวมาก ดังน้ันดีเอ็นเอที่มีสภาพถูกทําลายจึงไมอาจทําปฏิกิริยาเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณที่ตองการไดหรือไดไมสมบูรณ สวนตัวอยางที่เก็บรักษาสภาพใบสดไวในสารดูดความช้ืนซิ
ลิกาเจล มีดีเอ็นเอที่ยังคงสภาพสมบูรณ แตก็มีบางตัวอยางที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดโดยดีเอ็นเอบารโคด 
trnL-trnF คือ I. umbellulata (2) และ Ilex sp. (1), ซึ่งอาจเกิดจากสภาวะเริ่มตนของปฏิกิริยาพอลีเมอเรสที่ไม
เหมาะสม 

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดrpl32-trnL ใหลําดับนิวคลีโอ
ไทดยาวที่สุด และมีขนาดแตกตางกันไปต้ังแต928-945 คูเบส ซึ่งพืชวงศศิลาที่มีขนาดนิวคลีโอไทดยาวที่สุด คือ I. 
triflora มีขนาด 945 คูเบส และพืชวงศศิลาที่มีขนาดนิวคลีโอไทดสั้นที่สุด คือ I. umbellulata (2), I. wallichii 
(1) และ I. wallichii (2)  มีขนาด 929 คูเบสยกเวน I. embelioidesที่สามารถตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดได
เพียงบางสวน มีขนาด 602 คูเบสเน่ืองจากสภาพดีเอ็นที่เสียสภาพ และ Ilex sp. (1) ที่ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทดืไดเพียง 770 คูเบสเน่ืองจากผลการวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดใหผลโครมาโตแกรมชวงปลายที่ไมสามารถ
อานผลกราฟได;  ดีเอ็นเอบารโคดtrnL-trnFใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีขนาดยาวรองลงมาจากดีเอ็นเอบารโคด
rpl32-trnL โดยมีขนาดต้ังแต929-936 คูเบส โดย I. micrococca (1) และ I. micrococca (2)มีขนาดยาวที่สุด 
คือ 936 คูเบส และ I. pubifructa มีขนาดสั้นที่สุด คือ 929 คูเบส สวนตัวอยางอ่ืนๆ ที่เหลือมีขนาดนิวคลีโอไทด
เทากัน คือ 930 คูเบส;  ดีเอ็นเอบารโคด matKใหลําดับนิวคลีโอไทดยาวเปนลําดับที่สาม คือ ที่มีขนาด 855 คู
เบส; และดีเอ็นเอบารโคด ITS ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่มีขนาดต้ังแต714-737 คูเบส โดย Ilex sp. (1) มีขนาดยาว
ที่สุด คือ 737 คูเบส และ I. pubifructaมีขนาดสั้นที่สุด คือ 714 คูเบส 
เมื่อวิเคราะหตัวแทนพืชวงศศิลาของแตละบริเวณดีเอ็นเอที่นํามาใชรวมเปน 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 ฐานขอมูลดีเอ็นเอในการระบุยืนยันชนิดพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ในประเทศไทย 
ลําดับนิวคลีโอไทดของพืชวงศศิลาในประเทศไทยที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ี จากตัวอยางทั้งหมด 19 

taxa ดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต matK, rpl32-trnl, trnL-trnFและบริเวณนิวเคลียร ITS 
ไดเก็บบันทึกและลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ NCBIรวมทั้งสิ้น 54 หมายเลข GenBank 
accession ประกอบดวยลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคด matKจํานวน 14 accession ไดแก GenBank 

184 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

accession numberMT114104–MT114117  ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคด rpl32-trnlจํานวน 15 
accession ไดแก GenBank accession numberMT114089–MT114103  ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอ
บารโคด trnL-trnFจํานวน 10accession ไดแก GenBank accession numberMT114079–MT114088และ
ลําดับนิวคลีโอไทดจากดีเอ็นเอบารโคดITS จํานวน 15 accession ไดแก GenBank accession 
numberMT114118–MT114132 ซึ่งฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาที่ลงทะเบียนเก็บรักษาไวทั้งหมด
จากงานวิจัยน้ี จัดเปนชุดขอมูลดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทย ซึ่งถือเปนสวน
หน่ึงของพืชวงศศิลาที่กระจายพันธุอยูในประเทศไทย (Pruesapan et al., 2014, 2017) เมื่อเปรียบเทียบกับ
ความหลากหลายของชนิดในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใตที่มีมากถึง 120 ชนิด (Andrews, 2002) น้ันแสดงวา
ความหลากหลายของชนิดพืชวงศน้ีในประเทศไทยยังตกสํารวจอยูอีกมาก โดยเฉพาะอยางย่ิงเมื่อเปรียบเทียบกับ
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) เปนตน 
 
ตารางที3่.1.1 ตัวอยางพรรณไมอางอิงและดีเอ็นเออางอิงของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ที่ศึกษาใหมใน
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 ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดดาวโหลดจากฐานขอมูลGenBank,NCBI ของยีนบริเวณคลอโรพลาสต 
(matK, rpl32-trnL, trnL-trnF) และบริเวณนิวเคลียร (ITS) สําหรับวิเคราะหความใกลชิดของพืชวงศศิลา 

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  ไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

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  องคประกอบของสารเคมีในปฏิกริยาลูกโซพอลีเมอเรส 

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  สภาวะเริ่มตนของปฏิกริยาลูกโซพอลีเมอเรส 
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) ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศลิาดวยขอมูลดีเอ็นเอ 

การจัดเรียงลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาทั้ง 5 เมตริกซ คือmatK, rpl32-trnL, 
trnL-trnF, ITS และ Combined Chloroplast (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF) พบมีความยาวของลําดับนิวคลี
โอไทดที่จัดเรียง 855, 1104, 1038, 791 และ 2997 คูเบส ตามลําดับ แสดงคุณสมบัติของการจัดเรียงในแตละ
เมตริกซ พรอมแสดงผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลที่แยกวิเคราะหของบริเวณคลอโรพ
ลาสตและบริเวณนิวเคลียร และขอมูลรวมวิเคราะหของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสตแบบ Maximum 
Parsimony ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.1.6 ใหผลความสัมพันธของชนิดพืชวงศศิลา 5 Cladogram (ภาพที่ 
3.1.1 – 3.1.5) แสดงโครงรูป (Topology) การแยกกลุมของชนิดพืชวงศศิลาสอดคลองกันเปนสวนใหญ ผล
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ Cladogram ที่ไดจากการวิเคราะหขอมูลรวมกันของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพ
ลาสต(ภาพที่ 3.1.4) และ Cladogram ขอมูลดีเอ็นเอบริเวณนิวเคลียร (ภาพที่ 3.1.5) นํามาใชในการอภิปราย
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของชนิดพืชภายในวงศศิลา และคา BPs (%BS) นํามาใชสนับสนุนความเช่ือมั่นของ
ความสัมพันธภายในกลุมพืช โดยการอภิปรายความสัมพันธของชนิดพืชยึดถือตามการจําแนกกลุมของพืชวงศศิลา
ตามหลักการจัดจําแนกของ Galle (1997) ดังแสดงไวในตารางที่ 3.1.7 
 
ตารางที่ 3.1.6 แสดงคุณสมบัติของขอมูลการจัดเรียงนิวคลีโอไทดและผลการวิเคราะหแบบ 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. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต 
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด matK (ภาพที่3.1.1), rpl32-trnL 

(ภาพที่3.1.2) และtrnL-trnF (ภาพที่3.1.3) ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี Maximum Parsimony แสดงใหเห็นถึง
ความสัมพันธของชนิดพืชที่ศึกษามีความสอดคลองกันเปนสวนใหญ โดยผลการวิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
ของ rpl32-trnLแสดงผลการแยกกลุมชนิดพืชไดชัดเจนกวา matKและ trnL-trnF ซึ่งสอดคลองกับคา 
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Parsimony informative (ตารางที่ 3.1. 6) ของ rpl32-trnL (9.6%) ที่มีจํานวนสูงกวา matK (3.3%) และ trnL-
trnF (3.4%) อยางไรก็ดี ผลการแยกกลุมชนิดพืชของ matK กลับใหผลชัดเจนกวา trnL-trnF แมจะมีคา 
Parsimony informative สูงกวา ทั้งน้ีอาจเปนเพราะจํานวนชนิดของพืชวงศศิลา (Ingroups) ที่ใชเปนตัวแทนการ
วิเคราะหของ matK (23 species) มีมากกวาตัวแทน Ingroups ของ trnL-trnF(20 species) ซึ่งผลการวิเคราะห
พบตัวอยางพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีปรากฏบน Cladogram ที่มีคาความเช่ือมั่นสนับสนุนการแยกกลุม
ของ matK ปรากฏอยูใน 5 Clade (ภาพที่ 3.1.1) สวน rpl32-trnLปรากฏอยูใน 4 Clade และ 2 Subclade 
(ภาพที่ 3.1.2) และ trnL-trnF ปรากฏอยูใน 2 Clade (ภาพที่ 3.1.3) โดยพบวาการจับกลุมของชนิดพืชใน 
Cladogram ของ matK, rpl32-trnLและtrnL-trnF ไมมีความขัดแยงกัน จึงไดนํามาวิเคราะหรวมกันเปนขอมูล
รวมบริเวณคลอโรพลาสต (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF) ใหผล Cladogram ที่สอดคลองกับการวิเคราะหแยก
ของแตละดีเอ็นเอบารโคด แตการแยกกลุมมีความชัดเจนมากกวา (ภาพที่ 3.1.4)  

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลรวมกันของดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต 3 
บริเวณ (matK+rpl32-trnL+trnL-trnF)พบการจับกลุมของตัวอยางพืชแบงออกเปน 5 กลุมหลักๆ ดังน้ี:Clade 1 
จับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่  58% BSประกอบดวยสมาชิกใน Subg.AquifoliumSect. 
Aquifoliumยกเวน I. dumosaที่ถูกจําแนกไวตางกลุม คือ Subg.Byronia Sect.Paltoriaโดยพบวา I. odorata
ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี ยืนยันการรวมกลุมตามที่ถูกจัดจําแนกไว และ I. pubifructaที่ยังไมไดถูกจําแนกกลุมก็
แสดงความใกลชิดอยางชัดเจนกับสมาชิกใน Sect.Aquifolium (I. cornuta MK335536, I. integra MK335537 
และ I. latifolia KX426465) ดวยคาความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BS; Clade 2 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 
86% BSประกอบดวยสมาชิกใน Subg.Prinos Sect. Prinoides(I. asprella MK834323) และ Sect. 
Micrococca (I. micrococca MN830251), Subg. AquifoliumSect. Pseudoaquifolium(I. wilsonii 
KX426471) และ Ilex sp. (4) ซึ่งเปนชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและยังไมถูกจัดกลุม; Clade 3 จับกลุมกัน
ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 94% BSประกอบดวยชนิดพืชที่ถูกจําแนกไวใน Subg. Byronia ทั้งหมด โดย I. trifloraที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันการการเปนสมาชิกภายใน Sect.Paltoriaเชนเดียวกับสมาชิกตัวอ่ืนๆ ( I. 
szechwanensis KX426466 และ I. viridis MN830250) ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 98% BS และยังยืนยัน
ความสัมพันธกับสมาชิกใน Sect. Lioprinus (I. suaveolens MN830249 ) ดวยความเช่ือมั่นที่สูงเชนกันถึง 94% 
BS; Clade 4 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 99% BSประกอบดวย Ilex micrococca (1)และIlex 
micrococca (2) ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และ I. polyneura KX426465 โดยยืนยันการจําแนกไวดวยกันใน 
Subg.Prinos Sect.Micrococcaและยังพบวาสมาชิกใน Subg.AquifoliumSect.Pseudoaquifolium (I. 
pubescens KX426467) จับกลุมกับ I. polyneura KX426465 ดวยความเช่ือมั่นปานกลางที่ 82% BS; Clade 
5จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BSประกอบดวยชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีทั้งหมด ซึ่งมีสมาชิกที่มี
การจําแนกกลุมแลวสวนใหญจัดอยูใน Subg. Byroniaและแยกกลุมชัดเจนออกไปใน Subclade 5.1 ซึ่ง
ประกอบดวยสมาชิกใน Sect.ByroniaคือI. cymosa (1), I. cymosa (2), I. wallichii (1) และ I. wallichii (2) 
จับกลุมอยูรวมกันกับ Ilex sp. (2) ซึ่งยังไมไดจําแนกกลุม ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 89% BSและใน Subclade 5.2 
ประกอบดวยสมาชิกใน Sect.Lioprinusคือ I. umbellulata (1) และ I. umbellulata (2) จับกลุมอยูรวมกันกับ 
Ilex sp. (3) ซึ่งยังไมไดจําแนกกลุม ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 88% BSและสมาชิกของทั้ง 2 Section แสดงความ
ใกลชิดกับ Ilex sp. (1) ซึ่งยังไมไดจําแนกดวยเชนกัน ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 95% BS นอกจากน้ี พบการรวมกลุม
ที่ไมสอดคลองกับกลุมที่ถูกจําแนกไวของ I. embelioidesซึ่งตัวอยางน้ีแยกออกมาจากสมาชิกตัวอ่ืนใน Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifolium อยางไรก็ดี แมจะจับกลุมอยูใน Clade น้ี แตไมมีคาความเช่ือมั่นที่จะสนับสนุน
ความใกลชิดกับพืชวงศศิลาชนิดใดอยางชัดเจน  

190 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

2.2. ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบริเวณนิวเคลียร 
ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด ITS ที่ไดจากการวิเคราะหดวยวิธี 

Maximum Parsimony แสดงไวใน ภาพที่3.1.5 พบการจับกลุมของตัวอยางพืชแบงออกเปน 5 กลุมหลักๆ คือ 
Clade 1 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 100% BS ประกอบดวยสมาชิกใน Subg.Byronia Sect.Paltoria (I. 
viridis KY417946, I. triflora KY417932) และพบวา I. triflora ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันการจําแนกกลุมที่
สอดคลองกับขอมูลทางสัณฐาน ยกเวน I. pubescens KF255672 ที่ถูกจําแนกไวใน 
Subg.AquifoliumSect.Pseudoaquifolium จับกลุมอยูใน Clade น้ีดวย; Clade 2 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่น
สูงที่ 97% BS ประกอบดวยสมาชิก 4 ชนิดที่ถูกจําแนกไวใน Subg.AquifoliumSect. Aquifolium โดยI. 
pubifructaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและยังไมไดถูกจําแนกจับกลุมอยูดวย และแสดงความใกลชิดกับ I. integra 
KY417948 ดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 95% BS; Clade 3 จับกลุมกันดวยความเช่ือมั่นปานกลางที่ 82% BS 
ประกอบดวยสมาชิกที่ถูกจําแนกไวใน 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) และพบวา Ilex sp. (4) ที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีเปนสมาชิกใน Clade 3 ดวยโดยแสดงความใกลชิดกับ I. corallina var. aberrans 
KF255675 และ I. lihuaensis KF255674 ดวยความเช่ือมั่นสูงถึง 93% BS; Clade 4 จับกลุมกันดวยความ
เช่ือมั่นสูงที่ 94% BS ประกอบดวยสมาชิกตัวแทนที่ถูกจําแนกไวภายใต Subg. Prinos Sect. Micrococca (I. 
micrococca AH007160 และ I. polyneura KY417937) 2 ชนิด และพบวา I. micrococca (1) และ I. 
micrococca (2) ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ียืนยันความถูกตองในการจัดกลุมตามขอมูลลักษณะทางสัณฐาน แต I. 
ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใน Clade 4 น้ีดวย ทั้งๆ ที่ถูกจําแนกไวใน Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifolium; Clade 5 จับกลุมกันดวยคาความเช่ือมั่นตํ่าที่ 74% BS โดยมีสมาชิกสวนใหญเปนตัวแทนของ 
Subg. Byroniaยกเวน I. denticulataที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีและถูกจําแนกไวภายใต Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifolium ซึ่งภายใน Clade 5 น้ี ยังพบการแยกกลุมออกไปอีกเปน Subclade 5.1 ประกอบดวย
ตัวอยางที่ศึกษาใหมทั้งหมดในงานวิจัยน้ีดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 90% BS เปนสมาชิกใน Sect. Byronia (ยกเวน I. 
denticulataตามที่กลาวมาขางตน) โดย I. cymosa (1), I. cymosa (2) และ I. cymosa (3) ยืนยันความถูกตอง
ในการระบุช่ือดวยคาความเช่ือมั่นสูงที่ 96% BS สวน I. wallichii (2) แสดงความใกลชิดกับ Ilex sp. (1) และ I. 
denticulataดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 85% BS โดยพบ Ilex sp. (1) และ I. denticulataแสดงความใกลชิดกันดวย
ความเช่ือมั่นตํ่าที่ 67% BS สวนตัวแทนที่ถูกจัดไวในกลุม ‘Opposite-leaved species’ (I. zygophylla 
FJ394728) จับกลุมอยูที่ฐานของ Subclade 5.1 โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสวน Subclade 5.2 จับกลุม
กันดวยความเช่ือมั่นสูงที่ 99% BS ประกอบดวยสมาชิกใน Sect. Lioprinusคือ I. umbellulata (1) และ I. 
umbellulata (2) และยังพบวา Ilex sp. (3) ที่ยังไมไดจัดกลุมมีความใกลชิดกับสมาชิกใน Subclade 5.2 น้ี 
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ภาพที่ 3.1.1 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
matK ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน Clade 
ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.2 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
rpl32-trnL ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน 
Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.3 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด 
trnL-trnF ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน 
Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.4 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด
รวมกันของบริเวณคลอโรพลาสต (matK + rpl32-trnL + trnL-trnF) ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum 
Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) อักษรบน Clade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัด
จําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตารางที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.5 แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาที่ไดจากการวิเคราะหดวยดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณนิวเคลียร ITS ดวยวิธีจัดกลุมแบบ Maximum Parsimony พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
อักษรบนClade ของแตละ taxa แสดงกลุมพืชที่จัดจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานโดยเทียบเคียงช่ือไดจากตาราง
ที่ 3.1.7 
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ภาพที่ 3.1.6ภาพแสดงลักษณะของเมล็ดของพืชวงศศิลา (Aquifoliaceae) ตามการจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐาน 
 
3) ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศศิลาดวยขอมูลดีเอ็นเอเปรียบเทียบกับความใกลชิดของชนิดพืชที่
ถูกแบงดวยขอมูลทางสัณฐานของพืช 

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาดวยขอมูลดีเอ็นเอของบริเวณคลอโรพลาสตและ
บริเวณนิวเคลียรดังที่กลาวมาขางตน แสดงผลสอดคลองกันเปนสวนใหญ ซึ่งเมื่อพิจารณาเปรียบเทียบการจัด
จําแนกดวยขอมูลดีเอ็นเอจากงานวิจัยน้ีกับการจัดจําแนกดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) พบวาใหผลที่

197 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

สอดคลองกันเปนสวนใหญเชนกัน เมื่อพิจารณาการจัดจําแนกพืชวงศศิลาดวยขอมูลทางสัณฐานพบวา มีการแยก
สกุลพืช Ilexออกไดเปน 3 Subgenera (Subg.) ประกอบดวย Subg. Prinos, Subg. Byroniaและ Subg. 
Aquifolium(ตารางที่ 3.1.7) ซึ่งในงานวิจัยน้ีไดคัดเลือกตัวแทนชนิดพืชของบาง Section ที่จัดจําแนกไวภายใต 3 
Subgenera ที่กลาวมาขางตน ซึ่งคาดการณจากลักษณะทางสัณฐานไววามีแนวโนมจะมีความใกลชิดกับชนิดพืชใน
กลุมเหลาน้ัน เพ่ือเปนการพิสูจนยืนยันหรือเปนแนวทางในตรวจสอบการระบุช่ือพืชสําหรับตัวอยางที่ยังเปน 
Unknown species  

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาภายใต Subg. Aquifoliumโดยมีตัวแทนชนิดพืชที่ศึกษา
ของ 3 section คือ Sect. Aquifolium, Sect. Lauroilex และ Sect. Pseudoaquifolium ซึ่งประกอบดวย
ตัวอยางพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี คือ I. odorataและ I. pubifructaปรากฏรวมอยูกับชนิดพืชที่จัดจําแนกไวใน 
Sect. Aquifolium(Clade 1 ภาพที่ 3.1.4 และ Clade 2 ภาพที่ 3.1.5) หากพิจารณาจากลักษณะทางสัณฐาน
ของการจัดจําแนก (Galle, 1997) พบวาพืชทั้ง 2 ชนิดมีลักษณะเดนรวมกันกับชนิดอ่ืนๆ ในน้ี คือ พืชทั้งกลุมมีวง
กลีบดอก 4 กลีบ และมีเมล็ดแข็ง (pyrene) 4 เมล็ด ซึ่งผิวเมล็ดมีลักษณะเหี่ยวยน หรือเปนริ้ว หรือเปนหลุม หรือ
เปนรองเล็กๆ หรือเปนชองแคบ และผิวดานหลังนูนออกมา (ภาพที่ 3.1.6A-B) นอกจากน้ี ยังพบ Ilex sp. (4) ที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูกับชนิดพืชใน Subg. Aquifoliumอีกดวย (Clade 3 ภาพที่ 3.1.5) โดยปรากฏ
ชนิดพืชทั้ง Sect. Aquifolium และ Sect. Pseudoaquifolium อยูรวมกัน ซึ่งผลการวิเคราะหที่ไดสามารถใช
ทํานายตําแหนงการจัดกลุมของ Ilex sp. (4) ไดวามีความใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Aquifolium ซึ่งสอดคลอง
กับลักษณะทางสัณฐานของพืชที่ศึกษาไดจากตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Suddee et al. 4392 
(BKF)(ตารางที่ 3.1.1) อยางไรก็ดี จากรายงานของ Manen et al. (2010) ที่ไดศึกษาความสัมพันธของพืชวงศศิลา
ถึง 150 ชนิด ดวยดีเอ็นเอบารโคด 5 บริเวณ พบการจําแนกชนิดพืชเปน Section ตางๆ ภายใต Subg. 
Aquifolium น้ันยังเปน Polyphyletic  

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใต Subg. 
Byronia จํานวน 7 taxa คือI.cymosa 2 taxa, I. umbellulata 2 taxa, I. wallichii 2 taxa และ I. triflora
โดยตัวอยางทั้ง 7 taxa น้ียืนยันการจัดจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอสอดคลองกับขอมูลลักษณะทางสัณฐาน และ
ตัวอยางอีก 3 taxa คือ Ilex sp. (1), Ilex sp. (2) และ Ilex sp. (3) แสดงความใกลชิดกับชนิดพืชในกลุมน้ี ซึ่งเปน
ประโยชนในการศึกษาระบุช่ือพืชในอนาคต โดยตัวอยางเหลาน้ีมีลักษณะทางสัณฐานเดนๆ ที่เหมือนกันกับชนิดพืช
ใน Subg. Byronia คือ ใบมีขอบหยัก วงกลีบดอกมี 4 กลีบ ผลมีเมล็ดแข็ง 4 เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบหรือผิวดานหลัง
เปนริ้วแตไมเปนรองตามยาว ซึ่ง I. triflora ยืนยันการรวมกลุมกับสมาชิกพืชใน Sect.Paltoria(Clade 3 ภาพที่ 
3.1.4; Clade 1 ภาพที่ 3.1.5) ดวยลักษณะรวมที่กวามาขางตน (ภาพที่ 3.1.6I) สวน I.cymosa(1), I.cymosa(2), 
I. wallichii (1) และ I. wallichii (2) ยืนยันการรวมกลุมดวยกันภายใต Sect.Byronia (Subclade 5.1, ภาพที่ 
3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) ดวยลักษณะเดนของใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-6 กลีบ ผลมี 7-10 เมล็ด เมล็ดมีผิว
เรียบ ผิวดานหลังเปนรองกวางตามยาว 1 รอง (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)รวมกลุมอยูดวย ซึ่ง
เมื่อพิจารณาจากตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข KaeoKoon et al. KP2018-30 (BK) และ KaeoKoon et al. 
KP2018-31 (BK) ของพืชทั้ง 2 taxa ตามลําดับ (ตารางที่ 3.1.1) พบวาเปนช้ินตัวอยางที่ไมมีสวนสืบพันธุ (Sterile 
specimen) แตมีลักษณะของสวนก่ิงใบคลายคลึงกันกับสมาชิกชนิดอ่ืน จึงทํานายตําแหนงของการจัดกลุมของ 
Ilex sp. (1) และIlex sp. (2) วาเปนสมาชิกใน Subg. ByroniaSect.Byronia อยางไรก็ดี พบการจับกลุมของ I. 
dentiulataซึ่งเปนตัวอยางที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และถูกจําแนกไวดวยขอมูลทางสัณฐานภายใต Subg. 
AquifoliumSect. Aquifolium ปรากฏอยูกับสมาชิกของ Sect.Byronia ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูง 
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(Subclade 5.1 ภาพที่ 3.1.5) แตลักษณะทางสัณฐานกลับแตกตางจากสมาชิกของ Sect.Byronia อยางสิ้นเชิง 
ในทางกลับกัน I. dentiulata(ภาพที่ 3.1.6C) มีลักษณะทางสัณฐานคลาย I. pubifructa(ภาพที่ 3.1.6B) มาก 
ตางกันที่พืชชนิดหลังมีขนสั้นปกคลุมสวนตางๆ ของพืช จึงจําเปนตองศึกษาขอมูลดีเอ็นของ I. dentiulataซ้ําอีก
ครั้งเพ่ือยืนยันตําแหนงการจัดกลุมที่ถูกตอง นอกจากน้ี ยังพบชนิดพืชที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีอีก คือ I. 
umbellulata (1) และ I. umbellulata (2) ที่ยืนยันการระบุช่ือเปนชนิดเดียวกันไดอยางถูกตองภายใต 
Sect.Lioprinus (Subclade 5.2 ภาพที่ 3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) มีลักษณะเดนของใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-
5 กลีบ ผลมี 7-9 เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบ ผิวดานหลังเปนรองตามยาว 2 รอง (ภาพที่ 3.1.6H) อยางไรก็ดี พบวา
ตัวแทนสมาชิกของ Subg. AquifoliumSect. Aquifolium คือ I. embelioidesซึ่งเปนชนิดพืชที่ศึกษาใหมใน
งานวิจัยน้ีปรากฏรวมอยูกับชนิดพืชใน Subg. Byronia (Clade 5 ภาพที่ 3.1.4) ดวย แตหากพิจารณาจาก
ลักษณะทางสัณฐานของพืช คือ ตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Takahashi & Tamura T-63342 (BKF) 
(ตารางที่ 3.1.1) พบวา I. embelioidesมีลักษณะทางสัณฐานคาบเก่ียวระหวาง Subg. Aquifolium กับ Subg. 
Byronia เชน ใบมีขอบเรียบ วงกลีบดอก 4-5 กลีบ ผลมี 4เมล็ด ผิวเมล็ดเรียบ ผิวดานหลังเปนสันตามยาว 3-4 
สัน (ภาพที่ 3.1.6D) อยางไรก็ดี การแยกกลุมที่ไมชัดเจนครั้งน้ีอาจเกิดขึ้นเน่ืองจากขอมูลดีเอ็นเอที่ไดของ I. 
embelioides ไมมีความสมบูรณเพียงพอ เพราะสามารถเพ่ิมดีเอ็นเอไดดวยดีเอ็นบารโคด rpl32-trnLเพียงบริเวณ
เดียวและดีเอ็นเอที่ไดมาก็เปนเพียงบางสวนของ sequence เทาน้ัน ดังน้ัน จึงยังไมสามารถสรุปตําแหนงการจัด
กลุมของ I. embelioidesที่ศึกษาในงานวิจัยน้ีไดชัดเจน 

ผลการวิเคราะหพบการจําแนกชนิดพืชวงศศิลาที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีจับกลุมอยูภายใต Subg. Prinos
จํานวน 2 taxa คือ I. micrococca (1) และ I. micrococca (2) จับกลุมอยูดวยกันกับสมาชิกใน 
Sect.Micrococca(Clade 4 ภาพที่ 3.1.4 และภาพที่ 3.1.5) ยืนยันความถูกตองตามการจําแนกดวยขอมูลทาง
สัณฐานของพืช โดยสมาชิกในกลุมน้ีมีลักษณะเดนที่ก่ิงออนเปนสีแดง มี lenticel หนาแนน ขอบใบจักฟนเลื่อย 
ปลายใบยาว วงกลีบดอก 6-11 กลีบ เมล็ดแข็ง 6-8 เมล็ด ผิวดานขางเรียบ สวนผิวดานหลังเรียบเปนรองเล็ก
ตามยาว 1 รอง (ภาพที่ 3.1.6F) อยางไรก็ดี ภายใน Clade ของ Subg. Prinosพบการรวมกลุมของ I. ficoideaที่
ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีรวมอยูดวยเชนกัน (Clade 4 ภาพที่ 3.1.5) แตพืชชนิดน้ีถูกจําแนกไวภายใต Subg. 
Aquifolium Sect. Aquifoliumและมี I. ficoideaKF255665 ทีร่วมกลุมกับชนิดพืชใน Sect. Prinoides จับกลุม
เปน sister clade กับ Clade 4 (ภาพที่ 3.1.5) น้ีดวยโดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น แต I. 
ficoideaKY417935 กลับรวมกลุมอยางชัดเจนกับสมาชิกใน Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium(Clade 2 
ภาพที่ 3.1.5) ตามที่มีการจําแนกกลุมไวดวยลักษณะทางสัณฐานของพืช เมื่อตรวจสอบรายงานของ Yi et al. 
(2017) พบวาสอดคลองกับผลการวิเคราะหในงานวิจัยน้ี โดยพบ I. ficoideaKF255665 จับกลุมเปน sister 
clade กับ I. macrocarpa KF255671 สมาชิกใน Sect. Prinoides ดวยคาความเช่ือมั่นสูง (99% BSในงานวิจัย
น้ี; 100% BS ใน Yi et al., 2017) และจับกลุมเปน sister group กับสมาชิกอ่ืนใน Subg. Aquifolium Sect. 
Aquifoliumดวยคาความเช่ือมั่นที่สูงเชนกัน แตเมื่อตรวจสอบในรายงานของ Jiang et al. (2017) กลับพบวา I. 
ficoideaKY417935 ไมจับกลุมกับ I. macrocarpaAJ492689 แตจับกลุมกับสมาชิกใน Subg. Aquifolium 
Sect. Aquifoliumอยางถูกตอง อีกทั้ง I. macrocarpaAJ492689 ก็จับกลุมถูกตองกับสมาชิกใน Subg. 
PrinosSect. Prinoides ดังน้ัน กรณีน้ีจึงสรุปไดวา I. ficoideaKF255665 ที่ศึกษาโดย Yi et al. (2017) อาจถูก
ระบุช่ือผิดพลาดแตไมอาจสรุปไดชัดเจนเน่ืองจากไมไดเห็นตัวอยางพรรณไมอางอิงของตัวอยางน้ัน สวน I. 
ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี พบตัวอยางพรรณไมอางอิงหมายเลข Fukuoka T-63801 (BKF) (ตารางที่ 
3.1.1) มีลักษณะทางสัณฐานตามลักษณะพืชใน Sect. Aquifoliumอยางชัดเจน (ภาพที่ 3.1.6E) ดังน้ัน อาจสรุป
สาเหตุของการจับผิดกลุมของ I. ficoideaที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีได 2 ประการ คือ ประการแรก มีการปนเปอน
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ในขั้นตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งในงานวิจัยน้ีไมไดมีการทําซ้ําตัวอยาง จึงไมสามารถยืนยันสถานะตัวอยางได 
และประการที่ 2 คือการผสมขามในธรรมชาติ (Natural hybridization) ซึ่งกรณีเชนน้ีไดศึกษาพบมากขึ้นในพืช
สกุล Ilex(Son et al., 2009; Shi et al., 2016) นอกจากน้ี ยังพบการรวมกลุมของ I. pubescens KX426467 
ซึ่งเปนสมาชิกใน Subg. Aquifolium Sect. Pseudoaquifolium รวมตัวอยูกับสมาชิกของ 
Sect.Micrococca(Clade 4 ภาพที่ 3.1.4) ดวย เมื่อตรวจสอบรายงานของ Yao et al. (2016) ซึ่งพบตัวอยางน้ี
จับอยูกับ I. polyneura KX426468 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นสูง (100% BS) กรณีน้ี อาจเกิดจากการระบุช่ือ
พืชผิดพลาด เพราะลักษณะทางสัณฐานของ I. pubescensปรากฏเหมือนสมาชิกอ่ืนใน Subg. Aquifolium อยาง
ชัดเจน นอกจากน้ี พบการปรากฏของIlex sp. (4) จับกลุมรวมกับสมาชิกของ Subg. Prinos ทั้งสอง Section 
และมีสมาชิกของ Subg. Aquifolium Sect. Pseudoaquifolium รวมกลุมอยูดวย (Clade 2 ภาพที่ 3.1.4) 
ดังน้ัน การแยกกลุมของ Ilex sp. (4) จึงยังไมชัดเจนวาควรจําแนกไวใน Subgenus ใดไดในงานวิจัยน้ี 

 
ตารางที่ 3.1.7  แสดงตัวแทนชนิดพืชวงศศิลาที่จัดจําแนกของดวยขอมูลทางสัณฐานโดย Galle (1997) 
เปรียบเทียบการจําแนกดวยขอมูลดีเอ็นเอในงานวิจัยน้ี โดยพิจารณาเฉพาะตัวอยางที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีเปน
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 และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การศึกษาความหลากหลายของพืชวงศศิลา(Aquifoliaceae) ในประเทศไทยดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณคลอโรพลาสต matK, rpl32-trnl, trnL-trnFและบริเวณนิวเคลียร ITS ไดฐานขอมูลดีเอ็นเอที่ลงทะเบียน
เก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National Center for Biotechnology Information เพ่ือใชในการระบุยืนยัน
ชนิดของพืชวงศศิลารวมทั้งสิ้น 54 ขอมูล ประกอบดวย GenBank accession หมายเลข MT114079–
MT114117ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอของพืชวงศศิลาที่มีการศึกษาเปนครั้งแรกในประเทศไทย เปนตัวแทนความ
หลากหลายของพรรณพืชวงศศิลาจํานวน 14 ชนิด โดยศึกษาพบความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชที่ระบุการ
จําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอสอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐานของพืชอยางชัดเจน แบง
ออกเปน 3 กลุมหลัก และ 5 กลุมยอย ดังน้ี กลุมที่หน่ึง คือ Subg. Aquifolium Sect. Aquifoliumประกอบดวย 
Ilex odorata และ I. pubifructa กลุมที่สอง คือ Subg. Byronia แยกเปน 3 กลุมยอย คือ Sect.Byronia
ประกอบดวยI. cymosa, I. wallichii, Ilex sp. (1) และ Ilex sp. (2); Sect.LioprinusประกอบดวยI. 
umbellulataและ Ilex sp. (3) และ Sect.PaltoriaประกอบดวยI. trifloraและกลุมที่สามคือ Subg. 
PrinosSect. Micrococcaประกอบดวย I. micrococca นอกจากน้ีพบการจําแนกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอที่ให
ขอมูลไมสอดคลองกับการจําแนกกลุมดวยขอมูลทางสัณฐาน ประกอบดวยดวย I. denticulataและ I. 
embelioidesที่ใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดีเอ็นเอใกลชิดกับชนิดพืชใน Subg. Byronia แตการจําแนกกลุม
ดวยขอมูลทางสัณฐานจัดพืชทั้งสองชนิดอยูภายใต Subg. Aquifolium Sect. Aquifolium สวน I. ficoideaที่ถูก
จําแนกดวยขอมูลทางสัณฐานกลุมเดียวกับพืชทั้งสองชนิดดังกลาวมาขางตนกลับใหผลการแยกกลุมดวยขอมูลดี
เอ็นเอใกลชิดกับพืชใน Subg. PrinosSect. Micrococca และพบ Ilex sp. (4) จับกลุมใกลชิดกับชนิดพืชใน 
Subg. Aquifolium ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณนิวเคลียร แตกลับแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชทั้งใน Subg. 
Aquifolium และ Subg. Prinos ดวยขอมูลดีเอ็นบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต  
การศึกษาความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลาในงานวิจัยน้ี ชวยยืนยันความถูกตองในการระบุช่ือ
ตัวอยางพืชรวมถึงการจัดจําแนกพืชออกเปนกลุมๆ ดวยขอมูลทางสัณฐาน อีกทั้งยังเปนประโยชนในการจําแนก
กลุมของพืชวงศศิลาที่ยังเปน Unknown species และเปนแนวทางในการศึกษาทางอนุกรมวิธานและการระบุช่ือ
ชนิดพืชที่จะดําเนินการวิจัยตอไปในอนาคต รวมทั้งควรศึกษาทบทวนขอมูลดีเอ็นเอของตัวอยางพืชที่ยังไมมีความ
ชัดเจนในการจําแนกกลุมจากงานวิจัยน้ีเพ่ิมเติมอีกครั้ง เพ่ือใหขอมูลความหลากหลายของชนิดพืชวงศศิลามีความ
สมบูรณมากขึ้น และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางพืชวงศศิลาที่กระจายพันธุอยูทั่วประเทศเพ่ิมเติม 
เน่ืองจากความหลากหลายของชนิดพืชวงศน้ีในประเทศไทยยังตกสํารวจอยูมาก 
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การทดลองที่ 3.2ความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธ 

(Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino) พันธุพื้นเมืองและลูกผสม 
(Diversity and DNA Barcodes of Native Species and Hybrids of Gynostemma pentaphyllum 

(Thunb.) Makino) 
 

ชื่อผูวิจัย 
กาญจนา พฤษพันธ  ศศิธร วรปติรังสี  นางอัญชลี แกวดวง  นายธีรวุฒิ ชุตินันทกุล 

Kanchana Pruesapan   Sasitorn Vorapitirangsi   Anchalee Kaewdoung   Theerawut 
Chutinanthakun    

 
คําสําคญั :เจียวกูหลาน  แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ  ยีนคลอโรพลาสต  สายพันธุไทย 
Key words : Jiaogulan, Phylogenetic tree, Chloroplast gene, Thai variety 

 
บทคัดยอ  

ความผันแปรทางสัณฐานวิทยาตามสภาพแวดลอมของปญจขันธ สงผลใหเกิดความไมคงที่ในการเรียกช่ือ
พืชตามหลักพฤกษอนุกรมวิธาน งานวิจัยน้ีมีจุดประสงคเพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานและดีเอ็นเอบารโคด
ของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย เพ่ือตรวจสอบยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย โดยการ
เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามกรรมวิธีทางอนุกรมวิธานพืช และใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดของยีน 
accD, petD, psbBและ ycf3 เพ่ือวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยวิธี Maximum Likelihood (ML) 
ผลการศึกษา พบวา ลักษณะสัณฐานรวมและลักษณะสัณฐานที่แตกตางของปญจขันธที่ศึกษาจํานวน 20 พันธุ 
แสดงความเปนชนิดเดียวกันกับพืชสกุลปญจขันธ (Gynostemma spp.) ถึง 5 ชนิด ซึ่งสอดคลองกับผลการ
ตรวจสอบการจัดแบงกลุมพันธุปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด แผนภูมิ ML แสดงการแยกกลุมพันธุของปญจ
ขันธออกไดเปน 3 กลุม ซึ่งสอดคลองกับการแบงกลุมดวยลักษณะสัณฐานของเมล็ด พืชสกุลปญจขันธที่แสดง
ตําแหนงรวมกันบนแผนภูมิ ML และมีลักษณะทางสัณฐานเหมือนกับปญจขันธ 20 พันธุ คือ G. burmanicum, 
G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและ G. simplicifoliumซึ่งสถานะในระดับชนิด (species) ของพืช
เหลาน้ีไดรับการยอมรับในการศึกษาพรรณพฤกษชาติของประเทศจีน ในขณะที่ในเขตพรรณพฤกษชาติของไทย
และประเทศในเขต Malesiana รวมถึงอินเดีย ยอมรับเพียง G. pentaphyllumที่มีสถานะในระดับชนิด สวนอีก 
4 ชนิดใหถูกยุบรวมเปนช่ือพองอยูภายใตชนิดดังกลาว ผลการศึกษาในงานวิจัยน้ี สนับสนุนและยืนยันการยอมรับ
ช่ือชนิด G. pentaphyllumเปนช่ือที่ถูกตองและเปนปจจุบันของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย 
19 พันธุ รวมทั้งพันธุจีนที่ใชศึกษาเปรียบเทียบอีก 1 พันธุ โดยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธที่ศึกษาไดถูกบันทึกไว
บนฐานขอมูลGenBank, NCBI สําหรับใชประกอบการระบุยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย 

 
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) 

ปญจขันธ เปนไมเลื้อยเน้ือออน มีอายุหลายป มีคุณสมบัติโดดเดนชวยในการฟนฟูและตอตานริ้วรอยกอน
วัย (Mishra & Joshi, 2011) ปจจุบันเปนที่นิยมมากในการผลิตเปนชาสมุนไพร ทําใหความตองการวัตถุดิบใน
ทองตลาดเพ่ิมมากขึ้นจนเริ่มมีการปลูกกันแพรหลายในระยะ 10 ปที่ผานมา กรมวิชาการเกษตร โดยศูนยวิจัยพืช
สวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน ไดดําเนินการวิจัยสํารวจและรวบรวมปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง และนํามาพัฒนา
ปรับปรุงพันธุจนไดพันธุลูกผสมที่มีความสม่ําเสมอของพันธุ และมีคุณสมบัติโดดเดนในการใหผลผลิตและการให
สารสําคัญหลักสูง เชน สารซาโปนิน (saponins) จนไดรับการพิจารณาจากกรมวิชาการเกษตรในป พ.ศ. 2562 ให
เปนพันธุพืชรับรอง จํานวน 2 พันธุ คือ ‘ปญจขันธพันธุเชียงราย 1’ (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน 
กรมวิชาการเกษตร, 2562a) และ ‘ปญจขันธพันธุเชียงราย 2’ (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน กรม
วิชาการเกษตร, 2562b) โดยปญจขันธทั้ง 2 พันธุ เปนลูกผสมสลับพอพันธุแมพันธุกันของพันธุจีนสิบสองปนนากับ
พันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง แสดงใหเห็นวา ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองของไทยมีศักยภาพที่จะใชเปนพอพันธุแมพันธุใน
การพัฒนาปรับปรุงพันธุปญจขันธในประเทศไทยใหมีความหลากหลายของสายพันธุมากขึ้น นักวิจัย (ศศิธร วรปติ
รังสีและคณะ สังกัดศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร) ไดเก็บรวบรวมปญจขันธ
พันธุพ้ืนเมืองของไทยที่มีลักษณะโดดเดนจากพ้ืนที่ตางๆ ในจังหวัดเชียงรายจํานวน 7 พันธุ คือพันธุดอยตุง 1, พันธุ
ดอยตุง 2, พันธุเชียงของ, พันธุวาวี 1, พันธุวาวี 2, พันธุเวียงแกน 2 และพันธุเวียงแกน 4 จากจังหวัดเชียงใหม 2 
พันธุ คือ พันธุสันกําแพง และพันธุอางขาง และจากจังหวัดแพร จํานวน 1 พันธุ คือ พันธุแพร 1โดย ไดกําหนดช่ือ
ปญจขันธทั้ง 10 พันธุตามแหลงที่เก็บสํารวจพบเพ่ือใหงายตอการจดจํา และพบวาปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองทั้ง 10 
พันธุน้ี มีลักษณะทางสัณฐานที่แตกตางกัน 

ความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง สอดคลองกับรายงานการศึกษาความ
หลากหลายและอนุกรมวิธานของพืชสกุลปญจขันธ (Gynostemma Blume) ในประเทศไทยและในเขตพรรณ
พฤกษชาติ Malesiana(De Wilde and Duyfjes, 2007, 2008, 2010) ที่ไดจําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ 
คือ G. pentaphyllum (Thunb.) Makinoออกเปน 7forma ซึ่งforma ตางๆ ของพืชชนิดเดียวกันน้ีมีรูปราง

203 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

ลักษณะแตกตางกันไปหลายรูปแบบตามสภาพแวดลอมที่พืชเหลาน้ีอาศัยอยู (ecotype) ซึ่งเปนผลจากการปรับตัว
ใหเหมาะสมกับสภาพทองถิ่นน้ันๆ เชนเดียวกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองทั้ง 10 พันธุที่มีความหลากหลายทางสัณฐาน
วิทยา เน่ืองจากเจริญเติบโตมาจากตางพ้ืนที่กัน จึงจําเปนตองมีการตรวจสอบระบุช่ือปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองของ
ไทยวามีลักษณะทางสัณฐานสอดคลองกับ forma ใด อยางไรก็ดี ในประเทศจีน ซึ่งเปนศูนยกลางของความ
หลากหลายของพืชสกุลปญจขันธ อีกทั้งเปนพ้ืนที่ที่มีการผลิตและใชประโยชนจากพืชปญจขันธมากในระดับตน
ของโลก ไดจําแนกช่ือปญจขันธแตกตางจากการจําแนกในเขตประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana 
การเปลี่ยนแปลงช่ือวิทยาศาสตรของพืชตามหลักอนุกรมวิธานที่ขัดแยงกันระหวางนักพฤกษอนุกรมวิธาน ไดสราง
ความสับสนในการเรียกช่ือปญจขันธใหถูกตองและเปนปจจุบัน โดยจากรายงานการศึกษาพืชสกุลปญจขันธใน
ประเทศจีน (Chen et al., 2011; Wu and Chen, 1983) พบวา ช่ือในระดับ forma ของ G. 
pentaphyllum(De Wilde and Duyfjes (2007)ถูกยกขึ้นมาในระดับชนิด (species) และสายพันธุ (variety)แต
ดวยลักษณะทางสัณฐานที่ใกลเคียงกันมาก ทําใหพบความคาบเก่ียวกันของขอมูลทางสัณฐานวิทยาของช่ือพืชใน
สกุลปญจขันธที่มีการรายงานการกระจายพันธุในประเทศจีน ดังน้ัน การจําแนกปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองในประเทศ
ไทยเหลาน้ีดวยลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียวอาจจะยังมีความคลุมเครือไมชัดเจน การตรวจสอบช่ือ
วิทยาศาสตรดวยวิธีการของดีเอ็นเอบารโคด (DNA barcode) ควบคูกันไปจึงเปนเครื่องมือชวยยืนยันความถูกตอง
ของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองไดนาเช่ือถือย่ิงขึ้น โดยดีเอ็นเอบารโคดที่เหมาะสมตองมีการใชตรวจสอบขอมูลดีเอ็นเอ
ในปญจขันธสําเร็จมากอน ซึ่งมีรายงานการใช chloroplast DNA universal region ในการแยกความแตกตางใน
ระดับชนิดและระดับสายพันธุ (cultivar) ของพืชได ในการจําแนกชนิดของสกุลปญจขันธในเกาหลีใตไดใชยีน 
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) ดีเอ็นเอบารโคดจากยีนเหลาน้ีจึงนาจะเหมาะสมในการตรวจสอบความแตกตางของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
ของไทย รวมถึงพันธุลูกผสมที่มีความสม่ําเสมอของพันธุแลวไดดวยเชนกัน  
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ 1) ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาและจําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
และพันธุลูกผสม และ 2) ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง และพันธุลูกผสมที่มีคุณสมบัติ
สม่ําเสมอแลว และจัดทําเปนฐานขอมูลเพ่ือใชประกอบการระบุยืนยันช่ือปญจขันธในประเทศไทย 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

การวิจัยน้ี เปนการศึกษาลักษณะทางสัณฐานและขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธ โดยเก็บรวบรวม
ตัวอยางพืชจาก ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย สถาบันวิจัยพืชสวน ศึกษาลักษณะทางสัณฐาน ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ 
และเก็บรักษาตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปญจขันธ ที่สํานักคุมครองพันธุพืช และสํานักวิจัยพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร โดยมีระยะเวลาดําเนินงานต้ังแตเดือนตุลาคม 2562 ถึงเดือนกันยายน 
2564 

ตัวอยางพืชปญจขันธที่ใชศึกษา มีจํานวน 20 พันธุ ประกอบดวย พันธุพ้ืนเมือง จํานวน 10 พันธุ คือ ดอย
ตุง 1, ดอยตุง 2, เชียงของ, แพร 1, วาวี 2, วาวี 4, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2, สันกําแพง, และอางขาง; พันธุ
ลูกผสม จํานวน 9 สายพันธุ แยกเปน 1) สายพันธุลูกผสมที่มีลักษณะสม่ําเสมอ จํานวน 2 พันธุ คือ เชียงราย 1, 
และเชียงราย 2, และ 2) สายพันธุลูกผสมที่ลักษณะยังไมสม่ําเสมอ จํานวน 7 พันธุ คือ ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, 
ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลุกผสม 2-10 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ใชศึกษาเปนตัวเปรียบเทียบ
ความใกลชิดของพันธุลูกผสมดวยกัน และความใกลชิดกับพันธุพอพันธุแม; และพันธุจีนสิบสองปนนา เปนพันธุที่
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นําเขามาจากประเทศจีนเพ่ือเปนคูผสมพันธุ ใชศึกษาเปนตัวเปรียบเทียบความใกลชิดกับพันธุลูกผสมและพันธุ
พ้ืนเมืองของไทย 

ปญจขันธพันธุลูกผสมทั้ง 9 สายพันธุ มีเพียงพันธุเชียงราย 2 ที่มีพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงเปนพันธุแมและ
พันธุสิบสองปนนาเปนพันธุพอ พันธุอ่ืนๆ มีพันธุจีนสิบสองปนนาเปนพันธุแมและพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงเปนพันธุ
พอ 
วิธีการ 
1. ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาและจาํแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพันธุลูกผสม 

1.1ศึกษาลักษณะสณัฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลูกผสม 
1) ศึกษาลักษณะสัณฐานของปญจขันธ โดยตรวจสอบและบันทึกขอมูลของตัวอยางปญจขันธ

ลักษณะละ 10 ตัวอยาง หรือบางลักษณะใชตัวอยางตัวแทนเทาที่มีปรากฏ ดังน้ี 
-พิจารณาลักษณะของราก (root) ลําตน (stem) และมือพัน (tendril) 
-พิจารณาจากลักษณะของใบ (leaf) ประกอบดวยชนิดของใบ (leaf type) ลักษณะเน้ือสัมผสั 

(texture) สี (color) รูปทรง (shape) ขนาด (size) โคนใบ (leaf base) ปลายใบ (leaf apex) ขอบใบ (leaf 
margin) เสนใบ (leaf veins) ลักษณะผิวใบ (leaf ornamentation) กานใบ (petiole) 

-พิจารณาชนิดของชอดอก (inflorescence) และสิ่งปกคลุม (ornamentation) 
-พิจารณารูปแบบของดอกวาเปนแบบดอกสมบูรณเพศ(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) จํานวนเมล็ดตอผล (seed numbers)  

2) จัดแบงกลุมปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ตามลกัษณะความเหมือนและความแตกตางของลักษณะ
ทางพฤกษศาสตรที่ศึกษาขางตน  

1.2 การตรวจสอบชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 
พิจารณาลักษณะเฉพาะของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ที่ศึกษาในขอ 1.1 ตรวจสอบเปรียบเทียบกับลักษณะ

ทางสัณฐานของพืชสกุล Gynostemma Blume โดยใชคูมือการจัดจําแนกสกุล Gynostemmaของวงศแตง 
(Cucurbitaceae) ใน Flora of Thailand (De Wilde and Duyfjes, 2008),Flora Malesiana (De Wilde and 
Duyfjes, 2010)และ Flora of China (Chenet al., 2011) โดยตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธที่
ศึกษาตามขั้นตอน ดังน้ี 

1) ตรวจสอบลกัษณะสัณฐานที่เดนดวยรูปวิธานระบุชนิด (keyto species) 
2) เมื่อไดผลตรวจสอบระบุชนิดจากรูปวิธานแลว ตรวจสอบลักษณะสณัฐานทั้งหมดที่พิจารณาได

เปรียบเทียบกับคําอธิบายพืช (plant description) ชนิดน้ันๆ วาสอดคลองหรือมีความแตกตางกัน เพ่ือระบุยืนยัน
ช่ือวิทยาศาสตรของพืชที่ศึกษา  
 
2. ศึกษาขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขนัธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลกูผสมที่มีคณุสมบัติสมํ่าเสมอแลว  

2.1การสกัดดีเอ็นเอ 
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นําช้ินสวนใบของปญจขันธ 20 พันธุ ที่เก็บรวบรวมและรักษาสภาพไวใน silica gelมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช
ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป PureLink Plant Total DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) 
ตามกรรมวิธีของบริษัท แลวตรวจสอบความเขมขนของดีเอ็นเอของปญจขันธที่สกัดไดดวยวิธี Electrophoresis 
ใน Agarose gel 1% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอ
ภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Azure 200 (Azure Biosystems, Inc., USA) และเก็บรักษาดีเอ็นเอไวที่อุณหภูมิ -
20oC 

2.2การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสตดวยไพรเมอรของตําแหนงยีน accD, petD, psbBและ ycf3ที่

ออกแบบโดย Abid et al. (2019) โดยมีรายละเอียดลําดับเบสของคูไพรเมอรของแตละยีน ดังน้ี 
-accDประกอบดวยไพรเมอร accDF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือ CCCATTGAATTTCATTCGGAGGAGG 

 accDR ลําดับเบสจาก 5'->3' คือCGATGTAGGCATTGGGTTCGG 

-petD ประกอบดวยไพรเมอร petDF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGGATCTAAAGAAGAACATAGGCTGGCT 

 petDR ลําดับเบสจาก 5'->3' คือTGCTACTGGACGACGAAATGG 

-psbB ประกอบดวยไพรเมอร psbBF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGTTTATCAGAAACTTGGTCTAAAATTCCA 

 psbBF ลําดับเบสจาก 5'->3' คือTCCAAGTTTTTGGAATGCCCCA 

-ycf3 ประกอบดวยไพรเมอร ycf3F ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGCAAGTTCCGATCCCGATAAAGAAAAA 

 ycf3F ลําดับเบสจาก 5'->3' คือGCTTCTTCTTGGAGGTGCAATTTAGAAAT 

นําดีเอ็นเอของปญจขันธทั้ง 20 ตัวอยาง เปนดีเอ็นเอตนแบบในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอ
เรส(Polymerase Chain Reaction, PCR) ในสารละลายของแตละปฏิกิริยา ใชชุดนํ้ายาปฏิกิริยาพีซีอาร Phire 
Plant Direct PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, USA) ปริมาตร 25 µlดีเอ็นเอตนแบบความเขมขน 
100 ng ปริมาตร 1.5 µl คูไพรเมอรความเขมขน 10 µM ขางละ 2.5 µl และเติมนํ้าใหมีปริมาตรรวมเทากับ 50 µl 

และเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑดีเอ็นเอในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสดวยเครื่อง GeneAmp PCR System 
9700(Applied Biosystems, USA) ใชสภาวะเริ่มตนในการทําปฏิกิริยาในขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูออกจาก
กัน (initial denaturation) ที่ 95°C เปนเวลา 5 นาที แลวเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอใน 3 ขั้นตอน จํานวน 25 รอบ ประกอบดวย 
ขั้นตอนการแยกสายดีเอ็นเอเกลียวคูออกจากกัน (denaturation) ที่ 95°C เปนเวลา 30 วินาที ขั้นตอนการจับของไพรเมอร
กับดีเอ็นเอแมแบบ (annealing) ที่ 58 °C เปนเวลา 30 วินาที และขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอร 
(extension) ที่ 72°C เปนเวลา 45 วินาที ตามดวยขั้นตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมตอจากไพรเมอรรอบสุดทาย (final 
extension) ที่ 72°C เปนเวลา 10 นาที จากน้ันนําผลผลิตที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส
ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 15 นาที 
ในสารละลาย 0.5X TBE บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV ดวยเครื่อง Gel Documentation System (Bio-
Rad Laboratiries, Inc., USA) 

2.3การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ accD, petD, psbBและ ycf3 ไปวิเคราะหหาลําดับนิ

วคลีโอไทดดวยวิธี BTSeqTM (Barcode-Tagged Seq) (Celemics, Inc., Korea) ตามกรรมวิธีของบริษัท และ
ตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI (National Center for Biotechnology 
Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) แลวจึงตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวย
โปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999)  
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2.4 การจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกัน (alignment) ในแตละยีน  
ลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธที่นํามาจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกัน (alignment) นํามาจาก 2 

แหลงขอมูล คือ ลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุที่วิเคราะหไดในขอ 2.3 และลําดับนิวคลีโอไทดของปญจ
ขันธจากตางประเทศที่มีการบันทึกเผยแพรขอมูลไวบนระบบ GenBank, NCBI จํานวน 10 ชนิด (species) จาก 
11 taxa ประกอบดวย 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 ใชเปนตัวอยางในกลุมที่ศึกษา 
(ingroups) และลําดับนิวคลีโอไทดของ 2 taxa ไดแก Coccinia grandis NC031834, Trichosanthes 
kirilowiiNC041088 ใชเปนตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroups) โดยลําดับนิวคลีโอไทดที่ดาวนโหลดจาก
ฐานขอมูลของ NCBI ที่นํามาใชในการจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบน้ี ไดตัดเฉพาะลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณ 
accD, petD, psbBและ ycf3 จากจีโนมคลอโรพลาสตที่สมบูรณ นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาทั้งหมดมาจัดเรียง
ตําแหนงเปรียบเทียบในโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) ดวยวิธี Multiple alignment ของโปรแกรม 
ClustalW (Thomson et al., 1994) และตรวจสอบความถูกตองของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

2.5การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอ 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ accD, petD, psbBและ ycf3 ใน

เมตริกซลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ดวยวิธี Maximum 
Likelihood (ML) ในโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) โดยการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการ
ของลําดับนิวคลีโอไทดแตละยีนแยกกัน เพ่ือเปรียบเทียบใหเห็นความสัมพันธของตัวอยางในแตละชนิดดวยขอมูลดี
เอ็นเอจากทั้ง 4 ยีน หากความสัมพันธไมขัดแยงกันจึงวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอ
ไทดทั้ง 4 ยีนรวมกัน โดย Model best fit ที่เลือกมาใชในการวิเคราะหเพ่ือสราง Maximum Likelihood tree 
ไดแสดงไวในตาราง 3.2.2 โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985) ประเมิน
คา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับสูง, 75-84% เปนคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับตํ่า และ <50% เปนคาที่ไม
สนับสนุนความเช่ือมั่น  
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม เพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

1) เก็บรวบรวมช้ินตัวอยางปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ในสภาพสมบูรณ ประกอบดวยสวนลําตน ใบ 
มือพัน หรือสวนสืบพันธุ (ดอก/ผล) จัดทําเปนตัวอยางพรรณไมแหง (herbarium specimen) สําหรบัจัดทําเปน
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (herbarium voucher specimens) ตามกรรมวิธีการจัดทําพรรณไมแหง
สากลตามคูมือ The Herbarium Handbook (Bridson & Forman, 1998)  

2) สงตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธทั้ง 20 ตัวอยาง ไปอาบนํ้ายารักษาสภาพตัวอยาง ผนึกช้ิน
ตัวอยาง และลงทะเบียนเก็บรักษาตัวอยางไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, 
BK) และบันทึกขอมูลพรรณไมในระบบคอมพิวเตอร เพ่ือเปนฐานขอมูลในการตรวจสอบลักษณะทางพฤกษศาสตร 
ช่ือวิทยาศาสตร และใชอางอิงเช่ือมโยงกับฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ 

3) จัดทําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีตามขั้นตอนที่แสดงไว GenBank 
Submission Handbook (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/tbl2asn2/) โดยขอมูลดีเอ็นเอของแต
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ละยีนใหอางอิงถึงหมายเลขตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงและขอมูลพรรณไมที่ลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑ
พืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  

4) จัดสงขอมูลดีเอ็นเอลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบ GenBank, NCBI และรับหมายเลขเฉพาะของดี
เอ็นเอเพ่ือใชในการอางอิง 

 
ผลการวิจัย (Results) 

1. ลักษณะสณัฐานวิทยาและจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 
1.1ลักษณะสณัฐานวิทยาของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสม 

1.1.1ลักษณะสัณฐานรวมของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม 
จากผลการศึกษา พบวา ลักษณะทางสัณฐานของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม รวมทั้ง

พันธุจีนที่มีอายุการปลูก 4 เดือน มีลักษณะรวมที่เหมือนกันของราก ลําตน มือพัน ขน ใบ ชอดอก/ดอก และผล/
เมล็ด(ภาพที่ 3.2.1) ดังน้ี 
ลักษณะพืช รายละเอียดลักษณะสัณฐาน 

ราก อยูใตดินและบริเวณขอของลําตน มีสีขาวถึงนํ้าตาลออน  

ลําตน เปนเถาเลื้อย หนา 1.5-3.7 เซนติเมตร ยาว 1.3-5.20 เมตร เปนรองตามยาว ผิว

คอนขางเกลี้ยงหรือมีขนปกคลุม  

มือพัน (tendril) รูปเสนดาย (filiform) ปลายแยกเปน 2 แฉก เมื่ออายุมากขึ้นปลายแฉกจะมวนขด 

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

ตามขวาง ปลายแหลมมีขนาดยาวต้ังแต 100-650 ไมโครเมตร ความกวางที่ฐาน 50-

100 ไมโครเมตร 

ใบ กานใบมีขนกระจายทั่วไป กานใบยอยสั้น ใบรูปคลายตีนเปด มีใบยอย 3-7 ใบ 

(subpedately 5-7-foliolate) ใบยอยสวนใหญมีลักษณะเปนรูปรีหรือคอนไปทางรูป

ไขกลับ ใบยอยกลางมีขนาดใหญสุด ใบยอยดานนอกมีขนาดเล็กสุด ใบมีสีเขียวถึงเขียว

เขม (สีเขมจัดพบในพันธุดอยตุง 1) ใบดานบนมีขนปกคลุมกระจายทั่วไป ดานลางใบมี

ขนปกคลุมเฉพาะเสนใบ เสนใบขางละ 5-9 เสน ฐานใบรูปหัวใจ ขอบใบหยักซี่ฟน 

(dentate)สวนใหญพบเปนหยักหาง หรือพบทั้งหยักหางและถี่ในใบเดียวกันแบบไม

สมมาตร มีต่ิงหนามสั้นที่หยัก ปลายใบเรียวแหลมมีต่ิงหนามสั้น ความยาวสวนปลายใบ 

(acumen) ในแตละพันธุแตกตางกันต้ังแต 2-13 มิลลิเมตร  

ชอดอก/ดอก ดอกแยกเพศตางตน (dioecious)ชอดอกแบบชอแยกแขนง ชอดอกเพศผูยาว (2-)3-13 

เซนติเมตร มี 5-15 ชอยอย ชอดอกเพศเมียยาง 3-9.5 เซนติเมตร มี 6-11 ชอยอย 

ปกติชอดอกเพศเมียมีขนาดเล็กกวาชอดอกเพศผู ดอกมีสีขาวออกเขียว กลีบเลี้ยงและ

กลีบดอกมีอยางละ 5 กลีบ ดอกเพศผูมีเกสร 5 อัน ดอกเพศเมียมีรังไขเกินกึ่งอยูใตวง

กลีบ กานเกสรเพศเมียมี 3 อัน สวนปลายแยกเปน 2 แฉก ยกเวนพันธุลูกผสมเชียงราย 

2 ที่ไมมีการติดดอกติดผล 

ผล/เมล็ด รูปรางทรงกลม ขนาดเสนผานศูนยกลาง 5-8 มิลลิเมตร ผลออนสีเขียว เมื่อแกจัดจะมีสี
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เหลือง และเปนสีดําเมื่อสุก มีขนนุมปกคลุมผิวผล มีเมล็ด 2-3 เมล็ดตอผล เมล็ดมีผิว

ขรุขระแตกตางกันในแตละพันธุ 

1.1.2ลักษณะสัณฐานทีแ่ตกตางของปญจขันธ 20 พันธุ 
จากผลการศึกษา พบวา ลักษณะสัณฐานทีแ่ยกความแตกตางของปญจขันธแตละพันธุ คือ ลักษณะใบและ

เมล็ด แยกอธิบายรายละเอียดได ดังน้ี 
1) ความแตกตางของของปญจขันธแยกดวยลักษณะของใบ 
ผลการศึกษาลักษณะใบที่แตกตางของปญจขันธ จํานวน 7 ลักษณะ คือ รูปรางวงใบ ขนาดเสน

ผานศูนยกลางวงใบ จํานวนใบ ขนาดของใบยอยกลาง ความยาวของสวนปลายใบ (acumen) และจํานวนหยักของ
ขอบใบ (ตารางที่ 3.2.1) พบวา ลักษณะที่สามารถใชแยกปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ออกจากกันได คือ 

- รูปรางวงใบ สามารถแยกปญจขันธพันธุเชียงราย 2 ที่มีรูปรางกลมออกจากปญจขันธพันธุอ่ืนๆ 
อีก 19 พันธุ ที่มีรูปรางเปนรูปไข  

- เสนผานศูนยกลางใบ สามารถแยกปญจขันธออกเปน 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีเสนผานศูนยกลาง
ใบสั้น มีจํานวน 6 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสัน
กําแพง; กลุมที่ 2 เสนผานศูนยกลางใบยาวปานกลาง มีจํานวน 9 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-7, สิบสองปนนา, อางขาง
, ดอยตุง 2, เวียงแกน 1, วาวี 2, วาวี 4, เชียงของ และแพร 1; และกลุมที่ 3 มีเสนผานศูนยกลางใบยาว มีจํานวน 
5 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ดอยตุง 1, และเวียงแกน 2 

- ขนาดของใบยอยกลาง สามารถแยกปญจขันธได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 มีใบยอยกลางขนาดเล็ก 
มีจํานวน 6 พันธุ ไดแก ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสันกําแพง; 
กลุมที่ 2 มีใบยอยกลางขนาดปานกลาง มีจํานวน 10 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม
จีน-พ้ืนเมือง, สิบสองปนนา, อางขาง, เวียงแกน 1, วาวี 2, วาวี 4 และเชียงของ; และกลุมที่ 3 มีใบยอยกลางขนาด
ใหญ มีจํานวน 4 พันธุ ไดแก ดอยตุง 1, ดอยตุง 2, เวียงแกน 2 และแพร 1 

- รูปรางของใบยอยกลาง แยกปญจขันธออกได 3 กลุม คือ กลุมที่ 1 ใบยอยกลางเปนรูปรีปอม มี
จํานวน 10 พันธุ ไดแก เชียงราย 1, เชียงราย 2, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10, ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง, 
สิบสองปนนา, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2 และวาวี 2; กลุมที่ 2 ใบยอยกลางเปนรูปรี มีจํานวน 5 พันธุ ไดแกลูกผสม 
1-9, ลูกผสม 1-13, สันกําแพง, วาวี 4 และแพร 1; และกลุมที่3ใบยอยกลางเปนรูปรีขอบขนาน มีจํานวน 5 พันธุ 
ไดแก ลูกผสม 1-11, อางขาง, ดอยตุง 1, ดอยตุง 2 และเชียงของ 

สวนจํานวนใบยอย ความยาวสวนปลายใบของใบยอยกลาง และจํานวนหยักของขอบใบ เปน
ลักษณะที่มีความคาบเกี่ยวกันระหวางพันธุ ยากในการแบงกลุมความแตกตางได 

2) ความแตกตางของปญจขันธแยกดวยลักษณะเมล็ด 
ผลการศึกษาลักษณะสัณฐานของเมล็ดปญจขันธ จํานวน 6 พันธุ คือ ดอยตุง 1, เชียงราย 1, สัน

กําแพง, สิบสองปนนา, อางขาง (M-O) และลูกผสม 1-7 (ภาพที่ 3.2.2) พบวา สามารถแยกความแตกตางของ
เมล็ดปญจขันธออกไดเปน 3 กลุม คือ  

-กลุมที่ 1 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุดอยตุง 1 แสดงลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงแบน 
รูปรางสามเหลี่ยมออกกลม ขนาด 3-4 x 3-3.5 มิลลิเมตร ผิวเมล็ดเปนตุม (verrucose) ขนาดเล็ก รูปรางไม
สม่ําเสมอ ผสมกับตุมนูนเปนสันสูงขนาดใหญกระจายตัวไมสม่ําเสมอทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลางเปน
รอง ขอบเมล็ดเปนหยักย่ืนยาวออกมาทั้งสองดานชัดเจน ฐานเมล็ดรูปตัด (truncate) ปลายเมล็ดเรียวมน 
(acuminate-obtuse) ถึงมน เมล็ดมีสีนํ้าตาลออนถึงเขม (ภาพที่ 3.2.2A-C) 
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-กลุมที่ 2 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุเชียงราย 1, สิบสองปนนา, อางขาง และลูกผสม 1-7แสดง
ลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงแบน รูปรางสามเหลี่ยมถึงสามเหลี่ยมรูปหัวใจ ขนาด 2-2.5 x 2-2.5มิลลิเมตร ผิว
เมล็ดเปนตุมขนาดเล็ก รูปรางไมสม่ําเสมอ กระจายทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลางเปนรอง ขอบเมล็ดหยัก
ชัดเจนทั้งสองดาน แตไมย่ืนยาวออกมาเดนชัด บางครั้งขอบเมล็ดยกตัวนูนขึ้น พบไดในพันธุเชียงราย 1, สิบสอง
ปนนา และอางขาง ฐานเมล็ดรูปตัดถึงรูปรูปหัวใจ ปลายเมล็ดเรียวมนถึงมน เมล็ดมีสีนํ้าตาลออนถึงเขม (ภาพที่ 
3.2.2D-F, J-R) 

-กลุมที่ 3 ประกอบดวย ปญจขันธพันธุสันกําแพง แสดงลักษณะสัณฐาน ดังน้ี เมล็ดทรงออกกลม 
ขนาด 3 x 2.5 มิลลิเมตร ผิวเมล็ดมีตุมเล็ก กระจายตัวคอนขางสม่ําเสมอทั่วเมล็ด ดานขางเมล็ดกวาง ตรงกลาง
เปนรอง ขอบเมล็ดหยักนูนชัดเจนทั้งสองดาน แตไมย่ืนยาวออกมาเดนชัด ฐานเมล็ดรูปตัด ปลายเมล็ดมน เมล็ดมีสี
นํ้าตาลเขมถึงคล้ําดํา (ภาพที่ 3.2.2G-I) 

 
ตารางที่ 3.2.1  แสดงลักษณะสัณฐานสวนใบของปญจขันธที่มีอายุ 4 เดือน จํานวน 20 พันธุ 
ชื่อพันธุปญจขันธ วงใบ จํานวน

ใบยอย 

ใบยอยกลาง 

 รูปรางวงใบ เสนผานศูนย 

กลาง (ซม.) 

ขนาด 

(ซม.) 

ความกวาง/

ยาวของใบ 

ความยาวสวน

ปลายใบ (มม.) 

จํานวนหยัก

ขอบใบตอขาง 

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 

สิบสองปนนา รูปไข 10** 5 4.5x8** 1.778* 2-4 11 

อางขาง 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 

เวียงแกน 1 รูปไข 8** 5 4x7.5** 1.875* 7-13 4-8 

เวียงแกน 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  

-เสนผานศูนยกลางใบ :* = สั้น (5.5-7 ซม.), ** = กลาง (8-<11 ซม.), *** = ยาว (11-15 ซม.) 
-ขนาดใบยอยกลาง: * = 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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ชื่อพันธุปญจขันธ วงใบ จํานวน

ใบยอย 

ใบยอยกลาง 

 รูปรางวงใบ เสนผานศูนย 

กลาง (ซม.) 

ขนาด 

(ซม.) 

ความกวาง/

ยาวของใบ 

ความยาวสวน

ปลายใบ (มม.) 

จํานวนหยัก

ขอบใบตอขาง 

-อัตราความกวาง/ความยาวของใบยอยกลาง: * = รูปรีปอม (1.5-<2), ** = รูปรี (2), *** = รูปรขีอบขนาน (>2) 

 

 
ภาพที่ 3.2.1  ลักษณะสัณฐานรวมของปญจขันธ : ราก (A), ลําตน (B), ขน (C), มือพัน (D), ใบ (E), ดอกเพศผู 
(F), ดอกเพศเมีย (G) และผล (H) 
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ภาพที่ 3.2.2  ลักษณะสัณฐานของเมล็ดปญจขันธ แสดงความแตกตางของขนาด ลักษณะพ้ืนผิวเมลด็ และ
ลักษณะดานขางเมล็ดของปญจขันธพันธุดอยตุง 1(A-C), พันธุเชียงราย 1 (D-F), พันธุสันกําแพง (G-I), พันธุสิบสอง
ปนนา (J-L), พันธุอางขาง (M-O) และพันธุลกูผสม 1-7 (P-R) 
 

1.2 การจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลูกผสม 
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รายช่ือปญจขันธในรูปวิธานระบุชนิดตามคูมือการจําแนกพืชสกุล 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 ประกอบดวย 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 โดยพิจารณาความเปนไปไดในการระบุช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ 
จากลักษณะสัณฐานที่เหมือนกันกับปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ตามลําดับขั้นตอน ดังน้ี  

1) ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ มีความใกลชิดกับ G. burmanicum, G. caulopterum, G. compressum, 
G. guangxiense, G. intermedium, G. laxum, G. longipes, G. papuanum, G. pentaphyllumและG. 
simplicifoliumดวยลักษณะของผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ด (dry berry) (ภาพที่ 3.2.1H) ในขณะที่ 
Gynostemmaชนิดอ่ืนๆ มีผลแบบผลแหงแตก (capsular) 

2)เมื่อพิจารณาจาก Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือ 10 ชนิด พบวาปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ มี
ดอกแยกเพศอยูตางตน (dioecious) เหมือนกับ G. burmanicum, G. caulopterum, G. compressum, G. 
intermedium, G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifoliumในขณะที่ G. 
guangxienseและ G. papuanumมีดอกแยกเพศรวมตน (monoecious)  

3) เมื่อพิจารณาจาก Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือ 8 ชนิด พบวา ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ มี
จํานวนกานเกสรเพศเมีย (style) 3 อัน (ภาพที่ 3.2.1G) เหมือนกับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, 
G. pentaphyllumและG. simplicifoliumในขณะที่ G. caulopterumและG. compressumมีกานเกสรเพศเมีย 
2 อัน สวน G. intermedium กานเกสรเพศเมีย 5 อัน  

4) เมื่อพิจารณาจากGynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิด คือ G. burmanicum, G. laxum, 
G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium พบวา ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ไมสามารถแยก
ความแตกตางของลักษณะสัณฐานออกจากกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิดได เน่ืองจากลักษณะสัณฐานมีความคาบ
เกี่ยวกัน โดยใน Flora of China ไดอธิบายลักษณะของ G. burmanicumไววาไมมีขนปกคลุมสวนผล ซึ่งจะคลาย
กับลักษณะผลของG. laxum และ G. longipesแตไมไดอธิบายลักษณะน้ีของ G. simplicifolium ไว ซึ่งลักษณะน้ี
จะคาบเกี่ยวกับ G. pentaphyllum ที่พบไดทั้งผลเกลี้ยงและมีขนปกคลุม ในขณะที่ปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ 
มีแหลงที่มาจากผลที่มีขนปกคลุมทั้งหมด (ภาพที่ 3.2.1H) สวน G. simplicifolium สามารถแยกออกจากชนิดอ่ืน
ดวยลักษณะใบเด่ียว แตใน Flora of Thailand และ Flora Malesiana ไดอธิบายพืชชนิดน้ีภายใตช่ือ G. 
pentaphyllumforma simplicifolium (Blume) W.J. de Wilde & Duyfjes ไววา สามารถพบใบยอย 2-3 ใบ 
ซึ่งคาบเกี่ยวกับ G. burmanicum และ G. laxum ที่มี 3 ใบยอย และปญจขันธพันธุดอยตุงที่มี 3-5 ใบยอย (ภาพ
ที่ 3.2.1E) สวน G. longipes และG. pentaphyllumที่อธิบายใน Flora of China มี 7-9 และ 3-9 ใบยอย 
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ตามลําดับ ในขณะที่ใน Flora of Thailand และ Flora Malesiana อธิบายวา G. pentaphyllum(ยกเวน 
forma simplicifolium) มี 3-5(-7) ใบยอย ซึ่งคาบเก่ียวกับลักษณะของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ คือ พันธุ
ดอยตุง 1 มี 3 ใบยอย, พันธุเชียงราย 2 มี 7 ใบยอย, พันธุเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, อางขาง, เวียงแกน 2, วาวี 4 
และเชียงของ มี 5-7 ใบยอย สวนพันธุอ่ืนที่เหลือมี 5 ใบยอย(ตารางที่ 3.2.1) ซึ่งความคาบเก่ียวของลักษณะทาง
สัณฐานเหลาน้ี ทําใหการระบุยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธที่ศึกษาทั้ง 20 พันธุ ไดไมชัดเจน 

5) พิจารณาความสัมพันธของ Gynostemmaกลุมใกลชิดที่เหลือทั้ง 5 ชนิด คือ G. burmanicum, G. 
laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium สามารถอธิบายเหตุผลไดจากความนาเช่ือถือ
ของผลงานตีพิมพเผยแพรของคูมือการจําแนกพืชสกุล Gynostemma โดยจะพิจารณาการยอมรับหรือไมยอมรับ
สถานะของช่ือพืชทั้ง 5 ชนิดดังกลาว กลาวคือ  

-G. burmanicumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศ
จีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 พวกเขาไดจําแนกพืชลงในระดับ variety และต้ังช่ือ var. molle C.Y. 
Wu ขึ้นมาใหม และไดรับการยอมรับตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and 
Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึงไดยุบช่ือชนิดน้ี และ 
variety ของมันใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum forma pubescensและในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ได
ยอมรับช่ือน้ีในระดับชนิดอีกตาม Wu and Chen (1983) แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมี
ความเห็นตางวาช่ือชนิดและ variety ของมันควรใหยุบไวในระดับ variety ที่มีขนหนาแนนภายใต G. 
pentaphyllum 

- G. laxumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศจีน โดย 
Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธใน
ประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึงไดยุบช่ือชนิดน้ีใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum 
forma pentaphyllumตอมาในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ไดยอมรับช่ือน้ีอีกตาม Wu and Chen (1983) แต 
C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมีความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. 
pentaphyllumสอดคลองกับรายงานการศึกษาพืชในประเทศอินเดีย โดย Renner and Pandey ในป ค.ศ. 
2013  

- G. longipesถูกต้ังช่ือขึ้นมาใหม โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 และไดรับการยอมรับ
ตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 และ Chen et al. ในป ค.ศ. 2011 ในการศึกษาพืชสกุลปญจขันธในประเทศจีน 
แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมีความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. 
pentaphyllum 

-G. simplicifoliumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศ
จีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 และไดรับการยอมรับตอมาโดย Chen ในป ค.ศ. 1995 ตอมาในป ค.ศ. 
2007 De Wilde and Duyfjes ไดศึกษาสกุลปญจขันธในประเทศไทยและในเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana จึง
ไดยุบช่ือชนิดน้ีใหอยูภายใตช่ือ G. pentaphyllum forma simplicifoliumและในป ค.ศ. 2011 Chen et al. ได
ยอมรับช่ือน้ีในระดับชนิดตาม Wu and Chen (1983) แต C. Jeffrey ซึ่งเปนหน่ึงในนักวิจัยชุดเดียวกัน กลับมี
ความเห็นตางใหช่ือชนิดน้ีเปนช่ือพองภายใต G. pentaphyllum 

- G. pentaphyllumเปนช่ือที่ไดรับการยอมรับในระดับชนิดในการศึกษาสกุลปญจขันธใน
ประเทศจีน โดย Wu and Chen ในป ค.ศ. 1983 พวกเขาไดจําแนกพืชลงในระดับ variety และต้ังช่ือ var. 
dasycarpum C.Y. Wu ขึ้นมาใหม แตในป ค.ศ. 1995 Chen ไดยกระดับ var. dasycarpumขึ้นเปนชนิด G. 
dasycarpum (C.Y. Wu et S.K. Chen) S.K. Chen และยอมรับช่ือชนิด G. pentaphyllumที่มี G. pubescens
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ถูกยุบเปนช่ือพองไว ตอมาในป ค.ศ. 2007 De Wilde and Duyfjes ไดยอมรับช่ือ G. pentaphyllumโดยมี G. 
simplicifolium, G. laxum, G. pubescens, G. dasycarpum และ G. burmanicum ถูกยุบเปนช่ือพอง
ภายใตชนิดน้ี และจําแนกพืชลงในระดับ forma pentaphyllum, forma dasycarpum, forma fasciculare, 
forma grandiflorum, forma knemandrum, forma pubescens และ forma simplicifoliumแตในป ค.ศ. 
2011 Chen et al. ยอมรับ G. pentaphyllum var.pentaphyllumและ var. dasycarpumตาม Wu and 
Chen (1983) ในการศึกษาพืชในประเทศจีน  

จากความสับสนในการระบุช่ือพืชดังผลการศึกษาขางตน ดังน้ัน ในขั้นตอนน้ี จึงสรุปผลการศึกษาปญจ
ขันธทั้ง 20 พันธุในเบ้ืองตนวา มีลักษณะทางสัณฐานสอดคลองกับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, 
G. pentaphyllumและG. simplicifolium ซึ่งลักษณะสัณฐานที่ปรากฏไมสามารถแสดงความโดดเดนไดถึง
ลักษณะ forma หรือ variety ตามที่นักพฤกษอนุกรมวิธานไดจําแนกไว  
 
2. ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขนัธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมที่มีคุณสมบัติสมํ่าเสมอแลว  

2.1 ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดบรเิวณคลอโรพลาสต 4 ยีน ในปญจขนัธ 20 พันธุ 
ผลการศึกษาประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบารโคดของคลอโรพลาสตบริเวณจําเพาะของยีน accD, petD, 

psbBและ ycf3พบวา มีความจําเพาะสูงกับปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี โดยมีประสิทธิภาพในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอของยีน accD(ภาพที่ 3.2.3 A) และ psbB (ภาพที่ 3.2.3 C)ไดครบทั้ง 20 สายพันธุ คิดเปน 100% 
และมีประสิทธิภาพในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน petD(ภาพที่ 3.2.3 B) และ ycf3(ภาพที่ 3.2.3 D) ได 19 
สายพันธุ คิดเปน 95% ซึ่งปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองแพรและเชียงของ ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดดวยยีน 
petDและ ycf3 ตามลําดับ เมื่อตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอในแตละยีนในภาพเจลอกาโรสดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซีส 
พบวา ยีน accDมีขนาดดีเอ็นเออยูระหวาง 400-500 คูเบส ยีน petDมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 700-800 คูเบส 
ยีน psbBมีขนาดดีเอ็นเอประมาณ 600 คูเบส และยีน ycf3มีขนาดดีเอ็นเออยูระหวาง 200-300 คูเบส เมื่อ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธที่ไดจากทั้ง 4 ยีน โดยตัดบริเวณของสวนไพรเมอรออกไป พบวา ยีน 
accDมีขนาด 393 คูเบส, ยีน petDมีขนาด 738 คูเบส,ยีน psbBมีขนาด 558 คูเบส และยีน ycf3มีขนาด 192 คู
เบส 
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ภาพที่ 3.2.3  แสดงประสิทธิภาพการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสตของปญจขันธ 20 สายพันธุ ดวยยีน accD, 
petD, psbBและ ycf3โดยมีตัวอยางปญจขันธที่ไมสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดแสดงไวดวยเครื่องหมาย X 
 

2.2 ความผันแปรของลาํดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 สายพนัธุ ดวยยีนบรเิวณคลอโรพลาสต 4 ยีน 
จากผลการเรียงเทียบ (alignment) ลําดับนิวคลีโอไทดเฉพาะของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีแยกแตละ

เมตริกซของยีนทั้ง 4 ตําแหนงของบริเวณคลอโรพลาสต พบวา มีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธใน
รูปแบบการแทรกเพ่ิม-การหายไปของเบส (insertion-deletion หรือ indels) และการแทนที่เบส (substitutions) โดยผล
การวิเคราะหเมตริกซและอัตราการแทนที่ของปญจขันธ 20 สายพันธุ ดวยยีน accD, petD, psbB และycf3มีความ
แตกตางกัน ดังน้ี  

1) ยีน accD 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุ จํานวน 393 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 7.46, 10.09, 5 และ 10.77 ตามลําดับ สวนอัตราการ 
transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 10.77, A เปน C และ G เปน C มีคา 5, T เปน A และ C เปน A มีคา 
10.09, T เปน G และ C เปน G มีคา 7.46 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ 
G มีคา 30.28%, 32.32%, 15.01% และ 22.39% ตามลําดับ โดยไมพบการแทนที่เบสในยีน accDของปญจขันธทั้ง 20 
พันธุ 

2) ยีน petD 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 19 พันธุ จํานวน 738 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 10.29, 14.92, 4.91 และ9.84ตามลําดับ สวนอัตรา
การ transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 10.07, A เปน C และ G เปน C มีคา 5.02, T เปน A และ C เปน A 
มีคา 8.83, T เปน G และ C เปน G มีคา 6.09 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C 
และ G มีคา 29.42%, 33.55%, 16.73% และ 20.30% ตามลําดับ พบการการผันแปรที่มีการแทรกเพ่ิม-หายไป 
(insertion-deletion หรือ indels) ของลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธในยีน petDโดยมีการแทรกเพ่ิมของลําดับนิวคลีโอ
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ไทด Thiamine (T) เฉพาะในปญจขันธพันธุเชียงราย 2 ในตําแหนงที่ 53 นอกจากน้ี ยังพบการแทนที่ของลําดับนิวคลีโอ
ไทดแบบ purine transition จาก A<->G ในตําแหนงที่ 576,การแทนที่แบบ pyrimidine transition จาก C<->T ใน
ตําแหนงที่ 69 และ 244 และการแทนที่แบบ transversion จาก A<->T ในตําแหนงที่ 52, จาก A<->T และ G<->T ใน
ตําแหนงที่ 576, จาก A<->C ในตําแหนงที่ 148 และ 173 

3) ยีน psbB 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 20 พันธุ จํานวน 558 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 32.06, 29.49, 12.06 และ26.15ตามลําดับ สวนอัตรา
การ transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 0.04, A เปน C และ G เปน C มีคา 0.02, T เปน A, T เปน G, C 
เปน A และ C เปน G มีคา 0.03 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ G มีคา 
24.78%, 33.05%, 15.24% และ 26.93% ตามลําดับ พบการแทนที่เบสแบบ purine transition จาก A<->G ใน
ตําแหนงที่ 328 และ 444 และการแทนที่แบบ pyrimidine transition จาก C<->T ในตําแหนงที่ 468 

4) ยีน ycf3 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของปญจขันธ 19 พันธุ จํานวน 192 ตําแหนง พบวา อัตราการ 

transition จาก A เปน G, G เปน A, T เปน C และ C เปน T มีคา 6.25, 9.72, 5.9 และ11.46ตามลําดับ สวนอัตราการ 
transversion จาก A เปน T และ G เปน T มีคา 11.46, A เปน C และ G เปน C มีคา 5.9, T เปน A และ C เปน A มีคา 
9.72, T เปน G และ C เปน G มีคา 6.25 คาความถี่ของลําดับนิวคลีโอไทด (Nucleotide frequency) ของ A, T, C และ 
G มีคา 29.17%, 34.38%, 17.71% และ 18.75% ตามลําดับ โดยไมพบการแทนที่เบสในยีน ycf3ของปญจขันธทั้ง 19 
พันธุ 

2.3ความสัมพนัธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอบรเิวณคลอโรพลาสตของยีน 4 ยีน 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธจํานวน 20 พันธุ ดวยยีน 

accDและ psbBและจํานวน 19 พันธุ ดวยยีน petD (ไมรวมพันธุพ้ืนเมืองแพร 1) และยีน ycf3 (ไมรวมพันธุ
พ้ืนเมืองเชียงของ) โดยไดรวมพืชสกุล Gynostemmaอีก 11 taxa ที่มีขอมูลดีเอ็นเอเผยแพรออนไลนไวบนระบบ
ฐานขอมูลของ GenBank, NCBI เพ่ือชวยยืนยันความใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ีกับชนิดพืชอ่ืน
ในสกุล Gynostemmaโดยไดวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอของแตละยีนแยกจากกัน และนํามาวิเคราะหรวมกัน มี
รายละเอียดผลสรุปคาวิเคราะหของยีน accD, petD, psbB, ycf3และคาวิเคราะหรวมกัน 
accD+petD+psbB+ycf3ดังแสดงในตารางที่ 3.2.2 
 
ตารางที่ 3.2.2  คาการวิเคราะห Maximum Likelihood ของลําดับนิวคลีโอไทดของ 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) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน accD 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน accD (ภาพที่ 

3.2.4A) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 20 พันธุ กับ Gynostemmaอีก 
11 taxa โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมีคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่น สวนปญจขันธทั้ง 20 พันธุ และ Gynostemmaอีก 10 taxa อยูรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่น
ที่ 89% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 63% BS (Clade A) และ G. pentagynum NC036136 จับกลุมกับ G. caulopterum 
NC036135 และ G. compressum NC037179 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 69% BS (Clade B)โดย 2 ชนิด
หลังจับคูกันแสดงความใกลชิดกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 70% BS 

2) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน petD 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน petD (ภาพที่ 

3.2.4B) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 19 พันธุ (ไมรวมพันธุพ้ืนเมืองแพร 1) กับ 
Gynostemmaอีก 11 taxa โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมี
คาสนับสนุนความเช่ือมั่นเชนเดียวกับในแผนภูมิของ accDสวนตัวอยางพืชที่เหลือจับกลุมดวยกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 80% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวย
คาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS (Clade A), G. caulopterum NC036135 และ G. compressum 
NC037179 จับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 98% BS (Clade B) ตัวอยางพืชที่เหลือ (ยกเวน G. 
pentagynum NC036136) จับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 90% BS (Clade C) สวน G. 
pentagynum NC036136 แสดงความเปน polytomy กับ Clade A, B และ C โดยภายใน Clade C พบการจับ
กลุมยอยแสดงความใกลชิดของตัวอยางพืชออกเปน 3 กลุมยอย (Subclade C1, C2 และ C3) อยางชัดเจน ดังน้ี 
:Subclade C1 พบ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484 และG. pentaphyllum 
KT695603 จับกลุมกันดวยดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 83% BS และทั้ง 3 ชนิดดังกลาวจับคูแสดงความ
ใกลชิดกับปญจขันธลูกผสมเชียงราย 2 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS และตัวอยางพืชทั้ง 4 ตัวอยาง 
จับคูแสดงความใกลชิดกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 62% BS;Subclade 
C2 พบการจับกลุมกันของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 1, ดอยตุง 1, วาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2 และพันธุ
ลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 60% BS; และ Subclade C3 พบการจับกลุมของปญจขันธ
พันธุพ้ืนเมืองเชียงของ, วาวี 4, อางขาง, พันธุลูกผสมเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, 
ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และพันธุจีนสิบสองปนนา ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS 
นอกจากน้ี ยังพบวา G. burmanicum NC036141 และ G. pubescens NC036142 จับกลุมแสดงความใกลชิด
กับสมาชิกของ Subclade C1, C2 และ C3 ภายใน Clade C โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น 

3) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน psbB 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน psbB (ภาพที่ 

3.2.5A) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 20 พันธุ กับ Gynostemmaอีก 11 taxa 
โดยมี G. microspermum MZ 286581 แยกตัวอยูที่ฐานของ phylogram โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น
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เชนเดียวกับในแผนภูมิของ accDและ petDสวนตัวอยางพืชที่เหลือจับกลุมดวยกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 
68% BS ภายในกลุมพบ G. laxiflorum NC036134 กับ G. yixingense NC053537 จับคูกันดวยคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่นที่ 95% BS (Cluster A)โดยมี G. caulopterum NC036135, G. compressum NC037179 และ 
G. pentagynum NC036136 แสดงความใกลชิดกับ Cluster A และสมาชิกที่เหลือ (ซึ่งรวมกลุมกันอยูใน 
Cluster B) โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น ภายใน Cluster B พบสมาชิกจับกลุมกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นที่ 62% BS โดยพบ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484, G. pentaphyllum 
KT695603, ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง และพันธุลูกผสมเชียงราย 2 แสดงความใกลชิดกับสมาชิกอ่ืนๆ ที่
เหลือ (ซึ่งจับกลุมกันเปนกลุมยอย Subcluster B1) โดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่นซึ่งเมื่อพิจารณาความใกลชิด
ของสมาชิกใน Subcluster B1 จะพบการรวมกลุมกันของปญจขันธที่เหลืออีก 18 พันธุ รวมอยูกับ G. 
burmanicum NC036141 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 86% BS โดยพบการจับคูแสดงความใกลชิดของปญจ
ขันธพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 2 กับพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองแยกออกมาดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 61% BS 

4) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยยีน ycf3 
ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธดวยยีน ycf3 (ภาพที่ 

3.2.5B) แสดงใหเห็นความสัมพันธที่ใกลชิดกันมากของปญจขันธที่ศึกษาใหมทั้ง 19 พันธุ (ไมรวมพันธุพ้ืนเมือง
เชียงของ)กับ Gynostemmaอีก 11 taxa ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS ภายในกลุม พบเพียง G. 
caulopterum NC036135 และ G. compressum NC037179 จับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 64% 
BS 

5) แผนภูมแิสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, 
petD, psbB และycf3 

ผลการวิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB 
และycf3(ภาพที่ 3.2.6) ของปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี และพืชสกุล Gynostemmaอีก 11 taxa ที่ไดมี
การศึกษามากอน พบวา พืชสกุล Gynostemmaทั้งหมดจับกลุมยืนยันความใกลชิดกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นที่ 87% BS โดยมี G. microspermumMZ286581 แยกตัวอยูที่ฐานลางโดยไมมีคาสนับสนุนความเช่ือมั่น 
ภายในกลุมพบ G. laxiflorumNC036134 และ G. yixingense NC053537 จับกลุมแสดงความใกลชิดกันดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นสูงมากที่ 100% BS (Clade A) ในขณะที่ G. pentagynum NC036136 จับกลุมดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 84% BS กับ G. caulopterum NC036135 และ G. compressum NC037179 
(Clade B) โดยสมาชิก 2 ชนิดหลังจับคูกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 99% BS สวนสมาชิกอ่ืนอีก 5 ตัวอยาง 
ของ Gynostemmaจับกลุมอยูดวยกันกับปญจขันธที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 75% 
BS (Clade C) โดยสมาชิกภายใน Clade C จับกลุมแสดงความใกลชิดกันไดคอนขางชัดเจน ดังน้ี : Subclade C1 
แสดงการจับกลุมดวยกันของ G. longipes NC036140, G. pentaphyllum NC029484 และ G. 
pentaphyllumKT695603 ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 82% BS และแสดงความใกลชิดกับปญจขันธลูกผสม
เชียงราย 2 และพันธุพ้ืนเมืองสันกําแพงดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 61% BS; Subclade C2 แสดงการจับ
กลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่ 62% BS พบการจับกลุมกันของสมาชิกแยกออกเปน 2 กลุมยอย คือ 
Subclade C2-1 สมาชิกรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 63% BS โดยสมาชิกทั้งหมดเปนปญจขันธ
ที่ศึกษาใหมในงานวิจัยน้ี จํานวน 6 พันธุ ประกอบดวย พันธุพ้ืนเมืองวาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2, ดอยตุง 1, 
ดอยตุง 2 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง โดยพันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 2 และลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองจับคูแสดงความใกลชิดกัน
ดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นตํ่าที่ 67% BS สวน Subclade C2-2 สมาชิกรวมกลุมกันดวยคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นตํ่าที่ 53% BS ประกอบดวย ปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองเชียงของ, วาวี 4, อางขาง, ปญจขันธลูกผสมเชียงราย 
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1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10 และสายพันธุจีนสิบสอง
ปนนา สวนปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองแพร, G. burmanicum NC036141 และ G. pubescensNC036142 แสดง
ความใกลชิดกับสมาชิกใน Subclade C2-1 และ Subclade C2-2 ภายใน Subclade C2 โดยไมมีคาสนับสนุน
ความเช่ือมั่น  
 

 
ภาพที่ 3.2.4  แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML Phylogram) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma spp. 
ดวยขอมูลดีเอ็นเอของยีน accD (A) และยีน petD (B) พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
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ภาพที่ 3.2.5แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML Phylogram) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma spp. 
ดวยขอมูลดีเอ็นเอของยีน psbB (A) และยีน ycf3 (B) พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
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ภาพที่ 3.2.6  แผนภูมิ Maximum Likelihood (ML concensus tree) แสดงความสัมพันธของ Gynostemma 
spp. ดวยขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbและycf3 พรอมคา Bootstrap Percentages (%BS) 
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมเพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

ตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธที่ใชศึกษาลักษณะทางสัณฐานทั้ง 20 สายพันธุ ไดจัดทําเปนตัวอยาง
พรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (Herbarium voucher specimens) และเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรม
วิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, รหัสพิพิธภัณฑสากล คือ BK) โดยไดรับหมายเลขการลงทะเบียนเก็บ
รักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK number) จํานวน 20 หมายเลข คือ BK no. 071525 – BK no. 071544 
พรอมบันทึกขอมูลประกอบการศึกษาลักษณะทางพฤกษศาสตรของปญจขันธไวในฉลากรายละเอียดของตัวอยาง
พรรณไมแหง (Herbarium sheet label) แตละตัวอยาง ดังน้ี ช่ือวงศพืช (Family name) ช่ือวิทยาศาสตรของ
พืช (Botanical name) ช่ือพันธุพืช (Cultivar/Code name) ช่ือพ้ืนเมือง (Local name) สถานที่เก็บตัวอยาง 
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(Location) วันที่เก็บตัวอยาง (Collected Date) บันทึกลักษณะพืช (Notes) ช่ือผูเก็บตัวอยางและหมายเลข 
(Collector number) ซึ่งขอมูลรายละเอียดของตัวอยางพรรณไมแหงของปญจขันธทั้ง 20 สายพันธุ ไดถูกบันทึก
ไวในในระบบฐานขอมูลพรรณไมแหงของพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพตามหมายเลขการบันทึกขอมูลในระบบ
คอมพิวเตอร (BK barcode) จํานวน 20 หมายเลข คือ BK269121–BK269140 (ตารางที่ 3.2.3) ตัวอยางพรรณ
ไมแหงอางอิงขางตนใชเปนขอมูลรายละเอียดของขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธแตละพันธุและแตละยีน โดยขอมูลดี
เอ็นเอบารโคดของปญจขันธ ไดลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนฐานขอมูลGenBank ของ NCBI ประกอบดวย ลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน accDจํานวน 20 accession numbers ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน petDจํานวน 19GenBank 
accession number ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน psbBจํานวน 20 GenBank accession number และลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน ycf3จํานวน 19 GenBank accession number รวมขอมูลดีเอ็นเอบนฐานขอมูล GenBank 
ของ NCBI ทั้งสิ้น 78 ขอมูล  
 
ตารางที่ 3.2.3รายช่ือปญจขันธที่ศึกษาในงานวิจัยน้ีและรายละเอียดของตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย 
(Herbarium voucher specimens) ที่ลงทะเบียนเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  

ที่ รายชื่อปญจขนัธ 
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพพิธิภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 

หมายเลขผูเก็บตัวอยาง 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 สายพันธุ1-9 (code no. 1-9) K. Pruesapan KP2020-4 BK no. 071528 BK269124 

5 สายพันธุ1-11 (code no. 1-11) K. Pruesapan KP2020-5 BK no. 071529 BK269125 

6 สายพันธุ1-13 (code no. 1-13) K. Pruesapan KP2020-6 BK no. 071530 BK269126 

7 สายพันธุ1-19 (code no. 1-19) K. Pruesapan KP2020-7 BK no. 071531 BK269127 

8 สายพันธุ2-10 (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 สิบสองปนนา(Sibsongpanna) K. Pruesapan KP2020-10 BK no. 071534 BK269130 

11 อางขาง (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 เวียงแกน1 (Wiang Kaen 1) K. Pruesapan KP2020-15 BK no. 071539 BK269135 

16 เวียงแกน2 (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 รายชื่อปญจขนัธ 
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพพิธิภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) 

หมายเลขผูเก็บตัวอยาง BK number BK barcode 

20 แพร 1 (Phrae 1) K. Pruesapan KP2020-20 BK no. 071544 BK269140 

 
 

อภิปรายผล (Discussion) 
1. ลักษณะสณัฐานวิทยาและการจําแนกชื่อวิทยาศาสตรของปญจขนัธพันธุพืน้เมืองและพนัธุลกูผสม 

ขอมูลลักษณะสัณฐานของปญจขันธที่ศึกษาได แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ได
คอนขางชัดเจน โดยจะพบวา ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ มีลักษณะสัณฐานรวมที่แสดงใหเห็นถึงความใกลชิดของพันธุ
ในระดับชนิดเดียวกันไดเปนอยางดี เมื่อพิจารณาลักษณะราก ลําตน และมือพัน พบวา ไมมีความแตกตางกันในแต
ละพันธุ สวนลักษณะขนที่ปกคลุมสวนตางๆ ของพืช มีรายงานวา พันธุลูกผสมเชียงราย 1, เชียงราย 2 และพันธุ
พ้ืนเมืองสันกําแพง มีขนแบบสั้นหนา สวนในพันธุจีนสิบสองปนนามีขนแบบยาวบาง (ศูนยวิจัยพืชสวนเชียงราย 
สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร, 2562a, 2562b) แตเมื่อวัดขนาดของขนภายใตกลองขยายในงานวิจัยน้ี 
กลับพบวา ขนาดความยาวและความกวางที่ฐานของขนมีความคาบเก่ียวกัน นอกจากน้ี มีรายงานวาความ
หนาแนนของขนที่ปกคลุมสวนตางๆ ของพืชใชแยกความแตกตางของ G. pentaphyllumออกจากG. 
burmanicumและ G. pubescensได (Ali and Al-Hemaid, 2010) ในรายงานไดระบุวา G. pentaphyllaมีขน
เพียง 2-3 เสน ในขณะที่ G. burmanicumและ G. pubescensมีขนจํานวนมาก แตในงานวิจัยน้ีกลับพบวา ในแต
ละพันธุของปญจขันธที่ศึกษาสามารถพบสวนของพืชที่มีขนหนาแนนและสวนที่มีผิวเกือบเกลี้ยงอยูในตนเดียวกัน 
หรือเปนพันธุ เดียวกันแตเปนคนละตนก็พบความหนาแนนของขนแตกตางกันไป ทั้ง น้ี นาจะขึ้นอยู กับ
สภาพแวดลอมและอายุของพืช และในรายงานวิจัยเดียวกันน้ี (Ali and Al-Hemaid, 2010) ไดแยกลักษณะขนใน
G. burmanicumและ G. pubescensวามีความแตกตางจากG. pentaphyllumแตเมื่อพิจารณาภาพขยายของ
ขนในรายงานวิจัยน้ี (Figure 1G= G. burmanicum, 1H = G. pentaphylla, 2A = G. pubescens)กลับพบวา
ทั้ง 3 ภาพมีลักษณะของขนเหมือนกัน และลักษณะขนเชนน้ีพบในปญจขันธทั้ง 20 พันธุที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 
อยางไรก็ดี การคนพบวาไมมีความแตกตางของลักษณะสัณฐานของขนใน G. burmanicum, G. pubescensและ
G. pentaphyllum ถือเปนขอมูลที่ชวยสนับสนุนการปรับแกไขช่ือวิทยาศาสตรที่ให G. burmanicumและ G. 
pubescensยุบเปนช่ือพองอยูภายใตG. pentaphyllum forma pubescens (Gagnep.) W.J. de Wilde & 
Duyfjes(De Wilde and Duyfjes, 2007) สําหรับลักษณะสัณฐานของใบในปญจขันธทั้ง 20 พันธุ พบวา มีความ
หลากหลายของขนาดใบ สีใบ และจํานวนใบมาก ซึ่งสอดคลองกับความหลากหลายของลักษณะใบที่พบใน G. 
pentaphyllum 14 สายพันธุ (strain) ซึ่งเก็บรวบรวมมาจาก 47 พ้ืนที่ในประเทศเกาหลีใต (Seong et al., 
1990) ในปญจขันธทั้ง 20 พันธุ พบการมีลักษณะสัณฐานรวมอยางชัดเจนของลักษณะการปกคลุมของขน รูปแบบ
การหยักของขอบใบแบบหยักซี่ฟน ลักษณะโคนใบและปลายใบ แตจํานวนเสนใบ จํานวนหยักของขอบใบ ความ
ยาวสวนปลายใบ (acumen) ความยาวกานใบ เปนลักษณะสัณฐานรวมที่มีความผันแปรคาบเกี่ยวกันสูง จึงยากตอ
การแบงกลุมพันธุดวยลักษณะเหลาน้ี สําหรับการศึกษาลักษณะสัณฐานของใบปญจขันธในงานวิจัยน้ี สามารถใช
ลักษณะของรูปรางวงใบ ขนาดของเสนผานศูนยกลางใบ ขนาดและรูปรางของใบยอยกลาง มาจัดกลุมแยกปญจ
ขันธทั้ง 20 พันธุออกจากกัน ซึ่งจะตองพิสูจนการจัดกลุมพันธุดวยขอมูลดีเอ็นเอในหัวขอถัดไปอีกครั้ง วามีความ
สอดคลองหรือขัดแยงกันอยางไร สวนลักษณะของดอกและชอดอกทั้งของเพศผูและเพศเมียน้ัน ขอมูลที่ไดเก็บ
รวบรวมมาจาก 2 แหลงประกอบกัน คือ ขอมูลจากตัวอยางพืชในแปลงปลูก จํานวน 7 พันธุ และขอมูลจากการ
สืบประวัติพันธุจากนักวิจัยผูปรับปรุงพันธุปญจขันธ เน่ืองจากปญจขันธที่ปลูกรวบรวมไวในแปลงทดลองจะมีอายุ
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อยูในแปลงปลูกประมาณ 4 เดือน กอนจะเก็บผลผลิตไปทําผลิตภัณฑชา ดวยสภาพนิเวศที่ไมเอ้ืออํานวยเชนใน
สภาพธรรมชาติ อีกทั้งชวงอายุการเก็บเก่ียวที่สั้น ทําใหปญจขันธสวนใหญไมติดดอกติดผลในชวงดําเนินงานวิจัย 
ซึ่งขอมูลที่ไดแสดงการมีลักษณะรวมกันของดอกและชอดอกทั้งเพศผูและเพศเมียเปนไปตามผลการศึกษาขางตน 
ในสวนลักษณะของผลน้ันแสดงความเหมือนกันทั้งการปกคลุมของขน ขนาด และรูปราง ในขณะที่ลักษณะของ
เมล็ดใชแยกความแตกตางของพันธุปญจขันธที่ศึกษาได  

เมื่อใชลักษณะสัณฐานของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ เปนขอมูลในตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของปญจ
ขันธดวยคูมือการจําแนกพืชสกุล Gynostemmaแมจะพบความคลายคลึงกันกับ Gynostemma ถึง 5 ชนิด คือ 
G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, G. pentaphyllumและG. simplicifolium แตเมื่อตรวจสอบการ
ปรับเปลี่ยนช่ือวิทยาศาสตรในการศึกษาพรรณพฤกชาติในประเทศไทยและเขตพรรณพฤกษชาติ Malesiana(De 
Wilde and Duyfjes, 2007, 2008, 2010) ในประเทศอินเดีย (Renner and Pandey, 2013) และความเห็นของ 
C. Jeffrey ซึ่งเปนผูเช่ียวชาญอนุกรมวิธานของพืชวงศแตง (Cucurbitaceae) พบวา ช่ือชนิดพืชอีก 4 ชนิดถูกยุบ
เปนช่ือพอง G. pentaphyllum ตามหลักการพฤกษอนุกรมวิธาน ปญจขันธทั้ง 20 พันธุ จึงแสดงความคลายคลึง
กับ G. pentaphyllum น่ันแสดงใหเห็นถึงความผันแปรของลักษณะทางสัณฐานตามสภาพแวดลอมของชนิดพืช
ในสกุล Gynostemma ซึ่งความผันแปรเหลาน้ีสงผลตอความถูกตองสมบูรณในการอธิบายพืชตามหลักทางพฤกษ
อนุกรมวิธาน หากจํานวนตัวอยางและขอมูลที่ศึกษาไมมากเพียงพอ ทําใหเกิดการต้ังช่ือพืชใหมซ้ํากับช่ือเดิมที่มีอยู
แลว จนตองมีการยุบรวมชนิดพืชดังที่กลาวมาขางตน อยางไรก็ดี การสรุปผลเชนน้ีมีความนาเช่ือถือตํ่า เน่ืองจาก
การศึกษาพรรณพฤกชาติในประเทศจีนไดยอมรับ G. burmanicum, G. laxum, G. longipes, G. 
pentaphyllumและG. simplicifoliumอยูในระดับชนิดเหมือนกัน (Chen, 1995; Chen et al., 2011; Wu 
and Chen, 1983) ในกรณีศึกษาของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ เพ่ือระบุช่ือวิทยาศาสตรที่ถูกตองดวยลักษณะทาง
สัณฐานเพียงอยางเดียวจึงยังไมเพียงพอที่จะสรุปยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของพืชได จึงตองพิสูจนความใกลชิด
ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุกับพืชสกุลปญจขันธชนิดอ่ืนๆดวยขอมูลทางพันธุกรรมดีเอ็นเอ ดังจะกลาวในหัวขอถัดไป  
 
2. ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธเพื่อระบุยืนยนัชื่อปญจขันธใน
ประเทศไทย 

ขอมูลดีเอ็นเอที่ไดจากยีน accD, petD, psbBและ ycf3ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ที่ศึกษาไดใหมใน
งานวิจัยน้ี มีความสอดคลองกับพืชสกุล Gynostemmaที่กระจายพันธุอยูในคาบสมุทรเกาหลี (Korean 
penisula) (Abid et al., 2019) ขนาดความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความเหมาะที่จะใชเปนดีเอ็นเอ
บารโคดในการตรวจสอบพันธุของปญจขันธไดอยางรวดเร็วและมีความแมนยํา และเพ่ือพิสูจนช่ือวิทยาศาสตร
ของปญจขันธที่ศึกษา จึงใชขอมูลดีเอ็นเอที่ไดศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธ โดยพิจารณา
แผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการที่วิเคราะหไดจากขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB และycf3 
พบวา แสดงใหเห็นถึงความใกลชิดของปญจขันธไดดีกวาการวิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นแยกของแตละยีน ในการ
อภิปรายความสัมพันธทางวิวัฒนาการของปญจขันธที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีจึงเลือกใชแผนภูมิความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการจากขอมูลดีเอ็นเอรวมของยีน accD, petD, psbB และycf3(ภาพที่ 3.2.6) เพ่ือใชพิสูจนยืนยันช่ือ
วิทยาศาสตรของพืชโดยชนิดของพืชสกุล Gynostemma ที่คัดเลือกมาใชเปรียบเทียบความสัมพันธทั้ง 11 taxa 
เปนชนิดพืชที่มีการกระจายพันธุทั้งในประเทศไทย และในประเทศใกลเคียงซึ่งมีสภาพภูมิประเทศและภูมิอากาศ
คลายคลึงกับประเทศไทย ชนิดพืชของสกุล Gynostemma ที่คัดเลือกมาเหลาน้ีจึงใชเปนตัวแทนที่อาจชวยพิสูจน
ความเปนชนิดเดียวกันกับปญจขันธศึกษาใหม ทั้ง 20 พันธุ 
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จากความใกลชิดของของตัวอยางพืชที่แสดงในแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุล 
Gynostemmaแสดงใหเห็นความสอดคลองของการจําแนกกลุมชนิดของ Gynostemmaดวยลักษณะประเภท
ของผล (De Wilde and Duyfjes, 2007) จะพบวา G. microspermum, G. laxiflorum และ G. yixingense
แยกตัวอยูใกลชิดกันที่ฐานของแผนภูมิ ซึ่งสอดคลองกับการจัดจําแนกทางอนุกรมวิธาน ที่ไดจัดทั้ง 3 ชนิดน้ีไว
ดวยกันใน subgenus Trirostellumดวยลักษณะของผลแบบผลแหงแตก (capsular) (Chen, 1995) ในขณะที่ G. 
pentagynumสมาชิกอีกชนิดของ subgenus น้ี กลับจับกลุมอยูกับ G. caulopterumและ G. compressumซึ่ง
เปนสมาชิกของGynostemma subgenus Gynostemmaที่มีผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ด (dry berry) 
(Chen, 1995) โดยไมพบลักษณะทางสัณฐานอ่ืนที่เช่ือมโยงการแสดงตําแหนงผิดกลุมของ G. pentagynum แต
เมื่อพิจารณาคําอธิบายพืชของ G. pentagynum(Chen et al., 2011) พบวา อธิบายลักษณะผลของพืชชนิดน้ี
เพียงวาเปนผลออน ดังน้ัน จึงมีความเปนไดวาผลของ G. pentagynumอาจจะเปนผลแบบผลแหงมีเน้ือหลาย
เมล็ดก็ได จึงจับกลุมแสดงความใกลชิดกับชนิดพืชที่อยูตางกลุมดวยคาสนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูงเชนน้ี (84% BS, 
Clade B) สวนสมาชิกชนิดอ่ืนของ Gynostemma subgenus Gynostemmaจับกลุมใกลชิดกับกับปญจขันธที่
ศึกษาใหมทั้ง 20 สายพันธุ (Clade C) ซึ่งพิสูจนใหเห็นวาพืชที่มีผลแบบผลแหงมีเน้ือหลายเมล็ดน้ีแสดงความ
ใกลชิดทางพันธุกรรมสอดคลองกันกับลักษณะทางสัณฐาน และเมื่อพิจารณาความใกลชิดกันของตัวอยางพืชใน
กลุมน้ี พบวา G.longipesและ G. pentaphyllum 2 taxa (NC029484 และ KT695603) จับกลุมกันดวยคา
สนับสนุนความเช่ือมั่นที่สูง (82% BS, Subclade C1 )จึงย่ิงยืนยันผลการตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธ
ทั้ง 20 พันธุดวยลักษณะทางสัณฐาน (ผลการทดลอง หัวขอ 1.2 จําแนกช่ือวิทยาศาสตรของปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง
และพันธุลูกผสม) วามีความสอดคลองกับลักษณะทางพันธุกรรม โดยขอมูลดีเอ็นเอแสดงใหเห็นวา ปญจขันธพันธุ
พ้ืนเมืองสันกําแพงและลูกผสมเชียงราย 2 มีความใกลชิดกับ G. longipesและ G. pentaphyllum มากกวาพันธุ
อ่ืนอีก 18 พันธุ แตเมื่อพิจารณาลักษณะสัณฐานของพืชที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี กลับไมพบลักษณะสัณฐานใดที่แสดง
ความใกลชิดของปญจขันธทั้ง 2 พันธุน้ีไดอยางชัดเจน มีเพียงความสัมพันธทางพันธุกรรมที่แสดงใหเห็นถึงความ
ใกลชิดกัน น่ันคือ ปญจขันธพันธุเชียงราย 2 เปนลูกผสมจากแมพันธุสันกําแพงกับพอพันธุสิบสองปนนา สําหรับ
ความใกลชิดกับ G. longipesกับ G. pentaphyllum ในกลุมน้ี ย่ิงพิสูจนการยุบช่ือ G. longipes ใหอยูภายใต G. 
pentaphyllum ตามความเห็นของ C. Jeffrey ผูรวมวิจัย Gynostemmaของประเทศจีน (Chen et al., 2011) 
สวนปญจขันธอีก 18 พันธุที่เหลือ จับกลุมอยูดวยกันกับ G. burmanicumและ G. pubescensจึงย่ิงพิสูจนความ
เปนช่ือพองของ Gysnostemmaทั้ง 2 taxa ที่นักพฤกษอนุกรมวิธานไดปรับปรุงแกไขใหถูกตองวา พืชทั้ง 2 ชนิด
ดังกลาวเปนช่ือที่ต้ังซ้ําซอนกับ G. pentaphyllumและเมื่อพิจารณาความใกลชิดของปญจขันธอีก 18 พันธุ จะ
พบวาไดแยกออกมาเปน 2 กลุมใหญ โดยในกลุม Subclade C2-1 พบปญจขันธพันธุพ้ืนเมือง 5 พันธุ (ดอยตุง 1, 
ดอยตุง 2, วาวี 2, เวียงแกน 1, เวียงแกน 2) รวมกลุมกับพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมือง แตกลับไมพบลักษณะสัณฐานที่
แยกกลุมของทั้ง 5 พันธุมาอยูดวยกันได สวนกลุม Subclade C2-2พบปญจขันธพ้ืนเมือง 3 พันธุ (เชียงของ, วาวี 
4, อางขาง) จับกลุมกับพันธุลูกผสม 7 พันธุ (เชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, ลูกผสม 1-9, ลูกผสม 1-11, ลูกผสม 1-13, 
ลูกผสม 1-19, ลูกผสม 2-10) และพันธุจีนสิบสองปนนา ในกลุมน้ี พบความสัมพันธของพันธุเชียงราย 1, ลูกผสม 
1-7, อางขาง และสิบสองปนนาดวยลักษณะสัณฐานของเมล็ด (ภาพที่ 3.2.2D-F, J-R) แตเมล็ดของพันธุอ่ืนๆ ใน
กลุมเดียวกันไมไดศึกษาในงานวิจัยน้ี อยางไรก็ดี พบวา พันธุลูกผสมทั้ง 7 พันธุภายในกลุมน้ี มีตนแมเปนพันธุสิบ
สองปนนา และตนพอเปนพันธุสันกําแพงเหมือนกัน ลักษณะของเมล็ดที่ไดอาจจะเปนแบบเดียวกัน แตก็ไม
สามารถสรุปสมมุติฐานน้ีไดอยางมั่นใจ เพราะพันธุลูกผสมจีน-พ้ืนเมืองซึ่งมีตนพอตนแมเหมือนกันกลับแยกกลุมไป
อยูกับพันธุพ้ืนเมือง (Subclade C2-1) อยางไรก็ดี จากการแยกกลุมของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ออกเปน 3 กลุม
ยอยน้ี มีความสอดคลองกับการแบงกลุมลักษณะสัณฐานของปญจขันธ 6 พันธุ (ผลการทดลอง หัวขอ 1.1.2 : 2) 
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ความแตกตางของปญจขันธแยกดวยลักษณะเมล็ด) จะพบวา มีตัวแทนของปญจขันธทั้ง 6 พันธุแยกตัวอยูใน 
Subclade C1 (พันธุพ้ืนเมืองสันกําแพง) Subclade C2-1 (พันธุพ้ืนเมืองดอยตุง 1) และSubclade C2-2 
(ลูกผสมเชียงราย 1, ลูกผสม 1-7, พันธุพ้ืนเมืองอางขาง และพันธุจีนสิบสองปนนา) แสดงแนวทางใหเห็นวา 
ลักษณะของเมล็ดสามารถใชแบงกลุมพันธุของปญจขันธได  

การแสดงตําแหนงบนแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการของ G. burmanicum, G. longipesและ G. 
pubescensยืนยันความใกลชิดทางพันธุกรรมกับ G. pentaphyllum และปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ซึ่งเห็นพองกับ
การยุบช่ือของทั้ง 3 ชนิดไวภายใต G. pentaphyllum (ความเห็นของ C. Jeffrey ใน Chen et al., 2011; De 
Wilde and Duyfjes, 2007) ทั้งน้ี แมไมมีขอมูลดีเอ็นเอของ G. simplicifoliumรวมในการวิเคราะหดวย แต
ความคาบเกี่ยวใกลชิดของลักษณะทางสัณฐานสามารถสนับสนุนความเปนชนิดเดียวกันกับ G. pentaphyllum ได 
นอกจากน้ี ผลการวิจัยที่ไดสนับสนุน Govaerts et al. (2021) ในการไมจําแนกช่ือระดับตํ่ากวาชนิดภายใต G. 
pentaphyllum ดังน้ัน จึงสรุปยืนยันวา G. pentaphyllumเปนช่ือวิทยาศาสตรที่ถูกตองและเปนปจจุบัน
ของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ  
 
3. จัดทําฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของปญจขันธพนัธุพื้นเมืองและพันธุลูกผสมเพื่อใชประกอบการระบุยืนยนั
ชื่อปญจขนัธในประเทศไทย 

ตัวอยางพันธุปญจขันธที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี ทั้ง 20 พันธุ ไดเก็บบันทึกขอมูลเพ่ือใชเปนหลักฐานของ
งานวิจัยไวใน 2 รูปแบบเช่ือมโยงกัน โดยรูปแบบแรกเปนการเก็บบันทึกขอมูลทางพฤกษศาสตรของตัวอยางพันธุ
ปญจขันธไวในรูปแบบของตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงในพิพิธภัณฑระดับชาติ และรูปแบบที่สอง เปนการเก็บ
บันทึกขอมูลดีเอ็นเอของตัวอยางพันธุปญจขันธไดที่ไดจากยีน 4 ยีนไวบนฐานขอมูลของ GenBank, NCBI โดย
ขอมูลดีเอ็นเอทั้งหมดไดบันทึกความเช่ือมโยงของปญจขันธแตละพันธุเช่ือมโยงไปยังตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงที่
ลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร เพ่ือใชในการตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตร
และขอมูลทางพฤกษศาสตรของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ ซึ่งขอมูลดีเอ็นเอและขอมูลเช่ือมโยงรายละเอียดทาง
พฤกษศาสตรของพืชที่ถูกเก็บไวบนระบบฐานขอมูลของ NCBI เปนประโยชนอยางมากในการใชศึกษาทาง
อนุกรมวิธาน ดังเชนที่ Renner and Pandey (2013) ใชในการจัดทําบัญชีรายช่ือของพืชวงศแตงในประเทศ
อินเดีย ซึ่งเขาสามารถใชขอมูลดีเอ็นเอเหลาน้ีมาวิเคราะหเพ่ือใชสนับสนุนการศึกษาทางสัณฐานวิทยาในยอมรับช่ือ 
ต้ังช่ือใหม หรือยุบช่ือที่มีความซ้ําซอนไดอยางนาเช่ือถือ  

 
สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การศึกษาความหลากหลายทางสัณฐานวิทยาของปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย และใช
พันธุจีนมาเปนตัวเปรียบเทียบดวย สามารถตรวจสอบยืนยันช่ือวิทยาศาสตรของพืชไดสอดคลองกับผลการ
วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการดวยขอมูลดีเอ็นเอของปญจขันธทั้ง 20 พันธุ โดยช่ือที่ถูกตองและเปน
ปจจุบันของปญจขันธ คือ Gynostemma pentaphyllum (Thunb.) Makino ความหลากหลายทางสัณฐาน
วิทยา โดยเฉพาะอยางย่ิงความผันแปรของลักษณะใบที่เห็นไดอยางชัดเจนในปญจขันธุทั้ง 20 พันธุ ไมวาจะเปน
จํานวนใบ สีใบ หรือรูปรางและขนาดของใบ แตกลับไมสามารถใชแบงกลุมพันธุไดอยางชัดเจน ซึ่งสอดคลองกับ
ผลการวิจัยน้ีที่พบวา การจําแนกปญจขันธของไทยเล็กลงไปถึงระดับ forma ตามคูมือการจําแนกพรรณพฤกษชาติ
ของไทยไมสามารถใชไดจริงกับปญจขันธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสมของไทย แตตัวแทนกลุมพันธุที่แยกดวย
ขอมูลลักษณะเมล็ดกลับปรากฏสอดคลองกับการแบงกลุมพันธุดวยขอมูลดีเอ็นเอ จึงควรจะปลูกรวบรวมพันธุปญจ
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ขันธเพ่ือเก็บเกี่ยวผลผลิตเมล็ดสําหรับศึกษาความใกลชิดของพันธุปญจขันธ ซึ่งจะเปนประโยชนในการวางแผนการ
ปรับปรุงพันธุเพ่ือเพ่ิมความหลากหลายของสายพันธุปญจขันธของประเทศไทย  

 
 
 
 

บทสรปุและขอเสนอแนะ 
1. ผลการศึกษาความหลากหลายและดีเอ็นเอบารโคดของพืชทองถิ่น  

-ไดดีเอ็นเออางอิงตัวอยางพรรณไมแหงและขอมูลลักษณะทางพฤกษศาสตรของพืชวงศศิลา จํานวน 
19 ตัวอยาง และปญจขญัธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม จํานวน 20 ตัวอยาง 

-ไดขอมูลและลําดับนิวคลีโอไทด เพ่ือทําดีเอ็นเอบารโคดของพืชวงศศิลา จํานวน 54 ตัวอยาง 
และปญจขัญธพันธุพ้ืนเมืองและพันธุลูกผสม จํานวน 78 ตัวอยาง ไดฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่เช่ือมโยงกับ
ลักษณะทางพฤกษศาสตร พรอมทั้งขอมูลเชิงวิชาการ ลักษณะเดน และการนําไปใชประโยชนในงานดาน
อนุกรมวิธานพืชของพืชวงศศิลา 1 ฐานขอมูล และปญจขันธ 1 ฐานขอมูล เพ่ือเปนฐานขอมูลในการวางแผนการ
อนุรักษพืช การคุมครองพันธุพืช และการพัฒนาการใชประโยชนของพืชอยางยั่งยืน 

2. ขอเสนอแนะ  
บุคลากรในสถาบันการศึกษา หนวยงานภาครัฐ หนวยงานเอกชน หรือภาคการเกษตรกร สามารถใช

ประโยชนของขอมูล ในการศึกษาขอมูลดานพฤกษศาสตรและอนุกรมวิธานพืช งานปรับปรุงพันธุพืช งานวิจัย
พัฒนาการใชประโยชนจากพืชวงศศิลา และปญจขันธ  

 
การทดลองที่ 3.3  

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายของปลาไหลเผือก 
 DNA Barcodes and Diversity of Eurycoma ssp. 

 
ช่ือผูวิจัย 

อัญชลี แกวดวงอรุโณทัย ซาววา กาญจนา พฤษพันธสมคดิ ดํานอย 
Anchalee Kaewdoung Aroonothai SawwaKanchana Pruesapan  Somkid Damnoy 

 
คําสําคัญ (Key words) 
ปลาไหลเผือก ดีเอ็นเอบารโคด 

Eurycoma ssp.DNA barcode 
บทคัดยอ (Abstracts) ไทยและอังกฤษ 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดศึกษาความหลากหลายของพืชสกุลปลาไหลเผือก
ที่สํารวจรวมรวมจากพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย โดยกําหนดพ้ืนที่จังหวัดตามการแบงเขตภูมิศาสตรพืช
พรรณของประเทศไทย โดยใชดีเอ็นเอบารโคด rbcL, rpoC และ ITS ผลการศึกษาไดขอมูลดีเอ็นเอที่จะ
ลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National Center for Biotechnology Information เพ่ือใชใน
การระบุยืนยันปลาไหลเผือกรวมทั้งสิ้น82ขอมูลผลการวิเคราะหความสัมพันธพบวา ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcL
และ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใชวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกของประเทศไทยได จึง
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ใชเฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ปลาไหลเผือก พบวา ปลาไหลเผือกชนิด Eurycoma harmandiana แยกออกจากกลุมปลาไหลเผือกชนิด 
Eurycoma longifoliaJack อยางชัดเจน สวนกลุมปลาไหลเผือกชนิด Eurycoma longifoliaJack มีความ
แตกตางทางพันธุกรรมแยกกลุมอยางชัดเจนเพียง 2 กลุม และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยาง
ปลาไหลเผือกที่กระจายพันธุในเขตภูมิศาสตรพืชอีก 2 เขต เพ่ิมเติม เพ่ือความสมบูรณยิ่งขึ้นของงานวิจัย 

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.) จัดอยูในวงศ Simaroubaceae เปนพืชสมุนไพรที่มีถิ่นกําเนิดในเขต

ภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต ไดแก มาเลเซีย อินโดนีเซีย ไทย พมา และกัมพูชา (Bhat and Karim, 2010)  มี
ช่ือเรียกตางกันในภาคตางๆ ของประเทศไทย เชน กรุงบาดาล (สุราษฎรธานี) คะนาง, ชะนาง (ตราด) ตรึงบาดาล 
(ปตตานี), ไหลเผือก (ตรัง), เพียก(ภาคใต), ตุงสอ, แฮพันช้ัน (ภาคเหนือ), หยิกบอถองหรือหยิกไมถึง, เอียนดอน 
(ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ) ในประเทศไทยพบเพียง 2 ชนิดคือ ปลาไหลเผือก (Eurycoma longifolia Jack) และ
ปลาไหลเผือกนอย (Eurycoma harmandiana Pierre)  

รากปลาไหลเผือกและปลาไหลเผือกนอย ประกอบดวยสารสําคัญที่มีฤทธ์ิทางชีวภาพ เชน quassinoids, 
β-carboline alkaloids, canthin-6-one alkaloids, triterpene-type tirucallane, squalene, 
eurycolactone, eurycomalactone, laurycolactone, biphenyl neolignan และสารกลุมสเตียรอยด 
(Kanchanapoom et al., 2001; Rehman et al., 2015) รายงานการศึกษาทางดานเภสัชวิทยา แสดงใหเห็นวา
ปลาไหลเผือกมีฤทธ์ิในดานการกระตุนอารมณทางเพศในเพศชาย (Zanoil et al., 2009, Kavitha et al., 2012; 
Mohamed et al., 2015) การลดความเปนหมันในเพศชาย (Solomon et al., 2014) การตานเช้ือมาลาเรีย 
(Ridzuan et al., 2007) การลดระดับนํ้าตาลในเลือด (Husen et al., 2004) ตานการอักเสบ มีฤทธ์ิตานอนุมูล
อิสระ (Varghese et al., 2012) ตานมะเร็งเซลล (Tee et al., 2007) การลดโรคกระดูกพรุน (Shuid et al., 
2012) ตานเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือรา (Kuo et al., 1999; Farouk and Benafri, 2007)ปจจุบันนิยมนําราก
ปลาไหลเผือกมาเปนสวนผสมของยาบํารุงกําลัง และชวยเพ่ิมสมรรถภาพทางเพศ โดยราคาจําหนายรากสูงถึง 
1,000-1,500 บาท/กิโลกรัม 

จากแนวโนมความตองการของรากปลาไหลเผือกที่เพ่ิมสูงขึ้น เพ่ือนํามาใชเปนวัตถุดิบในการพัฒนาเปน
ผลิตภัณฑสมุนไพรเพ่ือสุขภาพ ซึ่งสวนใหญถูกขุดออกมาจากปาธรรมชาติ สงผลใหปริมาณตนปลาไหลเผือกในปา
ธรรมชาติลดจํานวนลงอยางรวดเร็ว อีกทั้งไมมีการปลูกทดแทน หรือปลูกเพ่ือการผลิตในเชิงการคา จึงอาจสงผลให
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สมุนไพรปลาไหลเผือกสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม ตลอดจนสงผลใหเกิดการสูญพันธุในอนาคตได 
นอกจากน้ันผลิตภัณฑที่ระบุวาเปนรากปลาไหลเผือกรอยเปอรเซ็นต กลับพบวามีการนําพืชชนิดอ่ืนมาเปน
สวนผสมเพ่ือลดตนทุน และไมสามารถตรวจสอบหรือตรวจสอบไดยาก จึงไดมีการพัฒนาเทคนิคดีเอ็นเอบารโคด 
(DNA barcode) มาชวยในการจําแนกหรือแยกความแตกตางระหวางปลาไหลเผือกกับพืชชนิดอ่ืน หรือพืชที่มี
ความใกลชิดและคลายคลึงกัน  

วิจิตรา และคณะ (2559) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกในประเทศไทย จํานวน 
78 ตัวอยาง โดยใชเครื่องหมาย AFLP ในการตรวจสอบ พบวาสามารถแบงปลาไหลเผือกได 5 กลุม โดยแตละกลุม
มีความสอดคลองกับพ้ืนที่ที่เก็บตัวอยาง ไดแก ภาคใต 2 กลุม ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาคเหนือ และภาค
ตะวันออก 

Newmaster et al. (2013) ไดศึกษาดีเอ็นเอบารโคดของพืชสมุนไพร 50 ชนิด ของอเมริกาเหนือ เพ่ือใช
เปนตัวเปรียบเทียบและตรวจสอบกับผลิตภัณฑที่วางขายอยูในทองตลาดจํานวน 44 รายการ ประกอบดวย
สมุนไพรบรรจุแคปซูล สมุนไพรอัดเม็ด และสมุนไพรบดผง ผลจากการใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดตรวจสอบพบการ
ปนเปอนของสมุนไพรและสารเติมแตงอ่ืน ไมตรงกับที่ระบุในฉลากไวถึง 68 เปอรเซ็นต จากผลิตภัณฑทั้งหมด 

Bashir et al. (2016) ศึกษาการปนเปอนของผลิตภัณฑสมุนไพร ที่ระบุในฉลากวาผลิตมาจาก
ปลาไหลเผือกในประเทศมาเลเซีย โดยใชเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน rbcL, ITS2 
และ psbA-trnH เพ่ือตรวจสอบระบุชนิดของวัตถุดิบที่นํามาใชวาตรงกันหรือไม ผลจากการศึกษาพบวา ผลิตภัณฑ
สมุนไพรปลาไหลเผือกมีการปนเปอนของพืชชนิดอ่ืนดวย ไดแก Holoptele integrifolia, Clerodendrum 
cyrtophyllum, Aradichrachta indica, Brucia javanicaและ Ficus stenophyllaซึ่งไมตรงกับที่ระบุไวใน
ฉลาก  

ดังน้ันดีเอ็นเอบารโคดจึงใชเปนเครื่องมือในการตรวจสอบการปนเปอนของผลิตภัณฑสมุนไพรอยางมี
ประสิทธิภาพ และยังสามารถนํามาใชเปนเครื่องมือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช จึงมีความสําคัญเปน
อยางย่ิงตองานดานการอนุรักษและใชประโยชนจากปลาไหลเผือกและพืชพรรณชนิดอ่ืนๆ ดวย การทดลองน้ีจึงมี
วัตถุประสงคเพ่ือนําเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดมาใชเพ่ือจําแนก และจัดกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรม และจัดทํา
ฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชในสกุล Eurycoma จํานวน 2 ชนิดคือ ปลาไหลเผือก (Eurycoma longifolia) 
และปลาไหลเผือกนอย (Eurycoma harmandiana)  เพ่ือใชประโยชนในการแสดงความเปนเจาของพันธุกรรม 
ตรวจสอบผลิตภัณฑจากสมุนไพรปลาไหลเผือก และใชประโยชนในดานการอนุรักษพันธุกรรมของปลาไหลเผือกใน
ประเทศไทยตอไป 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 
อุปกรณ 

1. ตัวอยางตนปลาไหลเผือกที่สํารวจรวบรวมจากพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย (ตารางที่ 3.3.2) 
2. เครื่องมือวิทยาศาสตร 

- เครื่องแยกดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟา (Gel Electrophoresis) 
- เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
- เครื่องตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอและผลิตภัณฑดีเอ็นเอ (Gel documentation System) 
- เครื่อง spectrophotometer (PARKIN ELMER MBA2000) 
- เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ(SORVALL RC28C) 
- ชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 
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- ตูอบ (Memmert UF750) 
- ไมโครไปเปต ขนาด 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
สารเคมีที่ใชในงานทางชีววิทยาโมเลกุล ไดแก 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. ตูแชแข็ง
อุณหภูมิต า -20 องศาเซลเซียส 
3. วัสดุอุปกรณในการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย เชน กรรไกรตัดก่ิง กระดาษหนังสือพิมพ 

แผงอัดพรรณไมและเชือกมัด กระดาษลูกฟูก ฟองนํ้า ถุงพลาสติก ปายช่ือ สมุดบันทึก ดินสอดํา2B กระดาษติด
ผนึกพรรณไมแหง เข็ม-ดาย 

4. สารเคมี เชน ชุดสีฟลูออเรสเซนตสําหรับยอมดีเอ็นเอ, ผงอะกาโรส, ไนโตรเจนเหลว, แอลกอฮอล, 
DNA Ladder, sodium EDTA ,Tris-HCl, NaCl, Isopropanol,RNaseA, MgCl2, dNTP, Taq DNA 
polymerase 
วิธีการ 
1. การสํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือกและการจัดทําตัวอยางอางอิง 

 1.1สํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือก 
สํารวจและเก็บรวบรวมตัวแทนตัวอยางปลาไหลเผือกในพ้ืนที่การกระจายพันธุในประเทศไทย โดยกําหนด

พ้ืนที่จังหวัดตามการแบงเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย (Smitinand, 1958) ซึ่งแบงออกเปน 7 เขต คือ 
1.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคเหนือ (Northern) ไดแก แมฮองสอน เชียงใหม ลําพูน ลําปาง เชียงราย นาน แพร 
อุตรดิตถ พิษณุโลก ตาก สุโขทัย กําแพงเพชร พิจิตร  และนครสวรรค 2.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ (Northeastern) ไดแก เลย หนองคาย นครพนม อุดรธานี สกลนคร และมหาสารคาม3.เขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก (Eastern) ไดแก ชัยภูมิ นครราชสีมา บุรีรัมย สุรินทร รอยเอ็ด ยโสธร 
อํานาจเจริญ ศรีสะเกด และอุบลราชธานี 4.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคกลาง (Central) ไดแก ชัยนาท สิงหบุรี 
ลพบุรี สุพรรณบุรี อางทอง อยุธยา สระบุรี นครปฐม ปทุมธานี นครนายก นนทบุรี กรุงเทพ สมุทรปราการ 
สมุทรสาคร และสมทุรสงคราม 5.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต (Southeastern)ไดแก ปราจีนบุรี 
สระแกว ฉะเชิงเทรา ชลบุรี ระยอง จันทบุรี และตราด 6.เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันตกเฉียงใต 
(Southwestern) ไดแก อุทัยธานี กาญจนบุรี ราชบุรี เพชรบุรี และประจวบคีรีขันธ และ 7.เขตภูมิศาสตรพืช
พรรณภาคใต (Peninsula) ไดแก ชุมพร ระนอง สุราษฎรธานี พังงา กระบ่ี นครศรีธรรมราช พัทลุง ตรัง สตูล 
สงขลา ปตตานี ยะลา และนราธิวาส  

1.2 การจัดทําตัวอยางอางอิง 
นําช้ินสวนจากตัวอยางที่สํารวจและรวบรวมไดมาจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย (Voucher 

specimens) ต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวมรวมช้ินตัวอยาง ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูลพืชอัดทับและอบแหง
อาบนํ้ายารักาสภาพพรรณไม ติดผนึกพรรณไม ติดฉลากรายละเอียดพืชจนถึงขั้นตอนลงทะเบียนเก็บรักษาใน
พิพิธภัณฑพืช โดยไดดําเนินการตามหลักการจัดทําพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัย และลงทะเบียนเก็บรักษาไวเปน
ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok Herbarium, BK) 
 

2. ศึกษาและวิเคราะหขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลปลาไหลเผือก 
2.1 นําตัวอยางช้ินสวนใบปลาไหลเผือกมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชวิธี 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 กอนใชบมที่ 60 องศาเซลเซียส ช่ัง
ใบ 5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 
5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) แลวนําตัวอยางออกมา
วางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไป
มา 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใส 750 
ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอด
ไปมา 5 นาท ีนําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม เติม 
3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดี
เอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE 100 ไมโครลิตร 
และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที ตรวจสอบความ
เขมขนของดีเอ็นเอโดยนําไปวัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ให
อยูในชวง 1.8-2.0  แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร โดยแยกเก็บเปน 2 ชุด คือ ชุดที่ 1 
เปนดีเอ็นเอตนแบบเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20๐Cชุดที่ 2 เปนตัวอยางดีเอ็นเออางอิงงานวิจัย เก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -
80๐C  

2.2เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนของยีน rbcL, rpoC1 และ ITS (ตารางที่ 1)ดวยเทคนิค Polymerase 
Chain Reaction (PCR) โดยเตรียมสวนผสมดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) จํานวน 4ไมโครลิตร 
10x PCR buffer ((NH4)2SO4) 8 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2  8 ไมโครลิตร 2mM dNTP 8 ไมโครลิตร ไพรเมอร 
(10 uM) อยางละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase ย่ีหอ Fermentas (0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ใน
ปฏิกิริยาทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่องthemal cycle, Gene Amp 9700 ดังน้ี 
95 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 55 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 
องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 35 รอบ จากน้ันต้ังที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ  
 
ตารางที่ 3.3.1แสดงไพรเมอรสําหรับใชในปฏิกริยาการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

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 ดวยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel 
electropholesis) ใน Agarose gel 1.5% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 100 โวลต นาน 30 นาที ในสารละลาย 0.5X TBE 
บันทึกภาพดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel documentation System 
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2.4 นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS ไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลี
โอไทด แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปตรวจสอบความปนเปอนดวยโปรแกรม BlastN บนฐานขอมูลของ NCBI 
(National Center for Biotechnology Information https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ) ตรวจสอบความถูก
ตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit 7 (Hall, 1999) แลวนําลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่
ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) เปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของแตละยีน โดยลําดับนิวคลีโอ
ไทดของปลาไหลเผือกจาก ITS ไดเพ่ิมเติม Ingroup taxa คือ Eurycoma longifolia หมายเลข GenBank 
accession MG64310 และ MN715379 และ Outgroup taxa ซึ่งเปนสกุลพืชในวงศ Simaroubaceae เดียวกัน
กับปลาไหลเผือก คือ Simaba cuneataA.St.-Hil.&Tul.,Quassia amara L. และ Picrasma crenata Engl. 
หมายเลข GenBank accessionMG643082, MG643114 และ MG643115 ตามลําดับที่ดาวนโหลดจาก
ฐานขอมูลของ NCBI โดยใชโปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1994) ดวยวิธี Multiple alignment และ
ตรวจสอบความถูกตองของการจัดเรียงดวยตาเปลาอีกครั้ง 

2.5 การสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือก 
นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงจําเพาะบริเวณ rbcL, rpoCและ ITS ในเมตริกซ

ลําดับนิวคลีโอไทด ไปสรางแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) ดวยโปรแกรม MEGA7 
(Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean (UPGMA) 
(Sneath and Sokal, 1973) โดยกําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates (Felsenstein, 1985), 
วิเคราะหระยะหางทางพันธุกรรมดวย number of differences method (Nei and Kumar, 2000) และไมเกิน 
10 trees/replicate ถูกเก็บไว ประเมินคา Bootstrap Percentages (BPs) ที่ 85-100% เปนคาสนับสนุนความ
เช่ือมั่นระดับสูง, 75-84% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับกลาง, 50-74% เปนคาสนับสนุนความเช่ือมั่นระดับ
ตํ่า และ <50% เปนคาที่ไมสนับสนุนความเช่ือมั่น 

เวลาและสถานที ่
- เริ่มตน 1 ตุลาคม 2561 สิ้นสุด 30 กันยายน 2563 รวม 2 ป 
- สถานที่ทําการทดลอง คือ สาํนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 

 
ผลการวิจัย (Results) และอภิปรายผล (Discussion) 

การสํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสกุลปลาไหลเผือก 
จากการสํารวจและรวบรวมพบวามีการกระจายพันธุเกือบทุกภูมิภาคของประเทศไทย การศึกษาในครั้งน้ี

ไดทําการสํารวจในพ้ืนที่เขตภูมิศาสตรพืชพรรณ 5 เขตทั้งหมด 18 จังหวัด รวบรวมไดทั้งหมด 63 ตัวอยาง (ตาราง
ที่ 3.3.2) จํานวน 59 ตัวอยางพบเปนปลาไหลเผือก Eurycoma longifolia Jackและมีเพียง 4 ตัวอยางเปน
ปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre 
ตารางที่ 3.3.2แสดงตัวอยางปลาไหลเผือก ที่สํารวจและเก็บรวบรวมในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย  
เขตภูมิศาสตรพืชพรรณ จังหวัด จํานวนตัวอยาง รหัสตัวอยาง 

ภาคเหนือ ลําพูน 3 ตัวอยาง AK57, AK58, AK59 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ขอนแกน  3 ตัวอยาง AK42, AK43, AK44 
 
 

เพชรบูรณ  
สกลนคร 
เลย 

4 ตัวอยาง 
2ตัวอยาง 
2 ตัวอยาง 

AK13, AK14, AK15, AK16 
AK60, AK61 
AK62, AK63 
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ภาคตะวันออก สุรินทร  5 ตัวอยาง AK45, AK46, AK47, AK48, AK49 
 ศรีสะเกษ  3 ตัวอยาง AK50, AK51, AK52 
 อุบลราชธานี  4 ตัวอยาง AK53, AK54, AK55, AK56 
ภาคตะวันออกเฉียงใต ปราจีนบุรี  4 ตัวอยาง AK17, AK18, AK19, AK20 
 ระยอง  

จันทบุรี 
ตราด 

1 ตัวอยาง 
3 ตัวอยาง 
4  ตัวอยาง 

AK4 
AK35, AK36, AK41 
AK37, AK38, AK39, AK40 

ภาคใต ชุมพร 7 ตัวอยาง AK9, AK10, AK11, AK12, AK32, AK33, AK34 
 ระนอง  5 ตัวอยาง AK21, AK22, AK23, AK24, AK25 
 สุราษฎรธานี  1 ตัวอยาง AK3 
 กระบ่ี  6 ตัวอยาง AK26, AK27, AK28, AK29, AK30, AK31 
 สงขลา  4 ตัวอยาง AK5, AK6, AK7, AK8 
 ยะลา  2 ตัวอยาง AK1, AK2 

รวม 18 จังหวัด 63 ตัวอยาง  
 
ลักษณะทางพฤกษศาสตรของปลาไหลเผอืก 

1. ปลาไหลเผือก หรือปลาไหลเผือกใหญEurycoma longifolia Jack เปนไมพุมยืนตนขนาดเล็ก ตนที่
สํารวจพบในจังหวัดกระบ่ี มีความสูงมากที่สุดประมาณ 6 เมตรอยางไรก็ตามตนที่เจริญเติบโตตามธรรมชาติ
สามารถสูงไดถึง 10-15 เมตร ใบเปนใบประกอบ ยาว 20-40 เซนติเมตร ใบยอยเรียงตรงขาม รูปใบหอกแกมรูปไข
กลับหรือรูปขอบขนานแกมรูปไข ขนาดใบยอยกวาง 1.5-6 เซนติเมตร ยาว 3-10 เซนติเมตร ดอกออกเปนชอ
ขนาดใหญ ยาวไดเกือบ 1 เมตร ดอกสีแดงที่กานชอดอก แกนชอ กานดอกและผิวดานนอกของกลีบรอง กลีบดอก
มีขนชนิดที่ปลายขนมีตุมพองสีสมแดงกลีบรองกลีบดอกรูปสามเหลี่ยม ยาวประมาณ 1 มิลิเมตร กลีบดอกรูปคลาย
รูปไขหรือรูปรี กวาง 2-3 มิลิเมตร มีขนนุม ดอกตัวผูและดอกสมบูรณเพศมีเกสรตัวผูสมบูรณ 5 อัน กานชูอับเรณู
ยาวประมาณ 2 มิลลิเมตร ดอกตัวเมียมีเกสรตัวผูที่ไมสมบูรณและเล็กมาก ผลรูปรีปอม กวาง 5-12 มิลลิเมตร ยาว 
10-17 มิลลิเมตร กานผลสั้น มักอยูเปนกลุม 1-5 ผล ผลแกมีสีแดง มี 1 เมล็ด รากขนาดใหญ เน้ือในรากมีสีขาว 
(ภาพที่ 3.3.1) 

2. ปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre เปนไมพุมเล็กสูงไมเกิน 1 เมตร มีรากแกว
ขนาดใหญเพียงรากเดียวที่กิ่ง ใบเปนใบประกอบแบบขนนก ยาว 8-18 เซนติเมตร เรียงสลับ มีใบยอย 11-17 ใบ 
เรียงตรงขามรูปแถบ กวาง 3-5 มิลลิเมตร ยาว 3-7 เซนติเมตร ไมมีกานใบยอย ใบยอยเรียวแคบ ปลายใบแหลม 
ดานบนใบสีเขียวและเปนมันเรียบกวาดานลาง ชอดอกยาวไมเกิน 20 เซนติเมตร มีขนนุมกระจายอยูทุกสวนของ
ดอก กลีบรองกลีบดอก 5 กลีบ รูปสามเหลี่ยมยาว 1-1.5 มิลลิเมตร กลีบดอกรูปเรียวปลายแหลม กวาง 1-1.5 
มิลลิเมตร ยาว 3-3.5 มิลลิเมตร มีขนนุมปกคลุมที่ผิวทั้งสองดาน เกสรตัวผูมี 5 อัน กานชูอับเรณูมีขน ผลสด มี
ประมาณ 5 ผลยอย ทรงรี ยาวประมาณ 1 เซนติเมตร กานผลสั้นๆ เปลือกนอกบาง(ภาพที่ 3.3.2) 
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ภาพที่ 3.3.1 แสดงลักษณะตน (ก, ข) ใบ (ค) ดอก (ง, จ, ฉ) ผลออน (ช) ผลแก (ซ) และราก(ฌ) 
ของปลาไหลเผือก Eurycoma longifolia Jack 

ก ค ข 

ฉ ง จ 

ฌ ซ ช 

235 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

ภาพที่ 3.3.2 แสดงลักษณะตน และ ใบ ของปลาไหลเผือกนอย Eurycoma harmandiana Pierre 
 
การจัดเก็บตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงงานวิจัยของปลาไหลเผือก 

ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก ไดลงทะเบียนเก็บรักษาไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรม
วิชาการเกษตร จํานวน 43หมายเลขอางอิง (BK number) รายละเอียดหมายเลขลงทะเบียน ดังแสดงในตารางที่ 
3 เปนตัวแทนของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia และ E. harmandiana ซึ่งมีเพียง 2 ชนิดน้ี ที่มีรายงานการ
กระจายพันธุในประเทศไทย  
 
ตารางที่ 3.3.3ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก จํานวน 43 ตัวอยาง ลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
ลําดับ รหัสตัวอยาง 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 
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42 AK58 Eurycoma longifolia Jack BK 071308 
43 AK59 Eurycoma longifolia Jack BK 071309 
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ภาพที่ 3.3.3 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก E. longifoliaลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
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ภาพที่ 3.3.4 ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของปลาไหลเผือก E. harmandianaลงทะเบียนเก็บรักษาไว 

ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร  
 
ความจําเพาะของดีเอ็นเอบารโคดของปลาไหลเผือก 

ผลการศึกษาดีเอ็นเอบารโคดดวยบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS ในปลาไหลเผือก พบวา สามารถเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอและใหลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่มีคุณภาพแตกตางกัน ดังน้ี rbcL จํานวน 18 ตัวอยาง
, rpoC จํานวน 32 ตัวอยาง, และ ITS จํานวน 32  ตัวอยาง คิดเปน 34.61%, 61.52% และ 61.52% ตามลําดับ  

ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 696-698 คูเบส โดยปลาไหลเผือกชนิด E. 
harmandiana (AK55) มีความยาวมากที่สุด คือ 698 คูเบส ในขณะที่ปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ทั้ง 31 
ตัวอยาง มีความยาวเทากัน คือ 696 คูเบส สวนดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcL ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 
526 คูเบส โดยสามารถศึกษาปลาไหลเผือกไดทั้ง 2 ชนิด คือ E. harmandiana และ E. longifolia และดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณ rpoC ใหลําดับนิวคลีโอไทดที่ความยาว 423 คูเบส โดยตัวอยางปลาไหลเผือกที่ศึกษาไดทั้ง 32 
ตัวอยาง มีเฉพาะตัวแทนชนิด E. longifolia รวมลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ี
รวมทั้งสิ้น 82 ตัวอยาง 

จากการตรวจสอบความเหมือนของลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ rpoC ดวยการ BlastN พบวา มีเพียง
ขอมูลดีเอ็นเอของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia หมายเลข GenBank accession MH751519 (Wei et al., 
2019) ซึ่งเปนการศึกษาทั้งจีโนมพืชถูกลงทะเบียนบันทึกไวบนระบบ NCBI ดังน้ัน ขอมูลดีเอ็นเอของปลาไหลเผือก
ที่ไดจากงานวิจัยน้ีทั้ง 32 ตัวอยาง จึงเปนขอมูลใหมที่จะเปนประโยชนอยางมากสําหรับการใชเปนขอมูลดีเอ็นเอ
บารโคดบริเวณ rpoCในการพิสูจนช่ือปลาไหลเผือกในงานดานสมุนไพร นอกจากน้ียังพบวาขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
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ของปลาไหลเผือกนอยชนิด E. harmandiana บริเวณ rbcL และ ITS ที่ไดจากงานวิจัยน้ีจํานวน 3 หมายเลข 
เปนขอมูลใหม 
 
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของปลาไหลเผือก 
 เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกทั้งบริเวณ rbcL, rpoC, และ ITS มาจัดเรียงเปรียบเทียบ
ตําแหนงดวยโปรแกรม ClustalW พบวาเมตริกซของrbcL ทั้ง 18 ตัวอยาง มีความยาว 526 ตําแหนง โดยมีความ
หลากรูปที่เกิดจากการกลายแบบ pyrimidine transition (C<-->T) ของตัวอยางที่ตําแหนงที่ 281 (ภาพที่ 3.3.5) 
โดยพบวา ความผันแปรทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia แยกออกเปน 2 กลุม คือ กลุม
ตัวอยางที่เก็บรวบรวมจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (ขอนแกน: AK42, AK43, AK44) และ
เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก(สุรินทร: AK45, AK46, AK47, AK48, AK49; ศรีสะเกษ: AK50, AK51, 
AK52; อุบลราชธานี: AK53, AK54) แสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน Cytosine (C) ในขณะที่กลุมตัวอยางจากเขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคเหนือ (ลําพูน: AK57, AK58, AK59) แสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน Thymine (T) สวน
ปลาไหลเผือกชนิด E. harmandiana ซึ่งมาจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออก (อุบลราชธานี: AK55, 
AK56) กลับแสดงลําดับนิวคลีโอไทดเปน T เชนเดียวกับปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ที่มาจากเขตภูมิศาสตร
พืชพรรณภาคเหนือ 
 

 
ภาพที่ 3.3.5 แสดงความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดปลาไหลเผือกบริเวณ rbcL 

 
สวนเมตริกซของ rpoC ทั้ง 32 ตัวอยาง (ภาพที่ 3.3.6) เมื่อจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงดวยโปรแกรม 

ClustalW แลว พบวามีความยาว 423 ตําแหนง และไมมีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทด
ปรากฏในดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rpoC ของปลาไหลเผือกทั้ง 32 ตัวอยาง ซึ่งมีตัวแทนตัวอยางมาจากพ้ืนที่
แตกตางกัน 3 เขต คือ เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (เพชรบูรณ: AK13, AK14, AK15, 
AK16) เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต (ปราจีนบุรี: AK17, AK18, AK19, AK20; ระยอง: AK4) 
และเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต (ยะลา: AK1, AK2; สุราษฎรธานี: 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) อยางไรก็ดี ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rpoC ที่ศึกษาไดในงานวิจัยน้ี มีเฉพาะตัวแทน
ของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia จึงไมสามารถทํานายไดวามีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับ     
นิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกชนิด E. harmandiana เกิดขึ้นหรือไม 
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ภาพที่ 3.3.6 แสดงบริเวณที่ไมมีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดปลาไหลเผอืก 

บริเวณ rpoC 
 
สวนเมตริกซของ ITS ทั้ง 32 ตัวอยาง (ภาพที่ 3.3.7) เมื่อจัดเรียงเปรียบเทียบตําแหนงดวยโปรแกรม 

ClustalW แลว พบวามีความยาว 696 ตําแหนง มีลําดับนิวคลีโอไทด 14 ตําแหนงมีความหลากรูปที่เกิดจากการ
กลาย ทําใหมีความแตกตางกันในปลาไหลเผือกแตละตัวอยางซึ่งพบการกลาย 4 รูปแบบ ไดแก Indel พบที่
ตําแหนง 135 และ 440, Purine transition พบที่ตําแหนง 145, Pyrimidine transition พบที่ตําแหนง 56, 
211, 231, 464, 594 และ 658 และ transversion พบที่ตําแหนง 457, 466, 570, 596 และ 615 (ตารางที่ 
3.3.4) ปลาไหลเผือกบริเวณบารโคด ITS ที่ศึกษาไดในงานวิจัยน้ีมีตัวแทนจาก 4 จาก 5 เขตภูมิศาสตรพืชพรรณที่
เก็บสํารวจและรวบรวมมา ขาดเพียงตัวแทนจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงใต ดังน้ัน ความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกที่ไดจากขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS น้ี จึงเหมาะสมที่จะใชใน
การวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกตอไป  
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ภาพที่ 3.3.7 แสดงตัวอยางตําแหนงที่มีความหลากรูปที่เกิดจากการกลายของลําดับนิวคลีโอไทดของ
ปลาไหลเผือกบริเวณ ITS 
ตารางที่ 3.3.4 แสดงรูปแบบการกลายที่พบในลําดับนิวคลีโอไทดของปลาไหลเผือกบริเวณ ITS 

ตําแหนงลําดับเบส 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 

การวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพนัธทางพนัธุกรรมของปลาไหลเผอืก 
จากผลการทดลองที่ได พบวา ดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcLและ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใช

วิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือกของประเทศไทยได จึงใชเฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
บริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของปลาไหลเผือก โดยมีลําดับนิวคลีโอไทด
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จํานวน 37 ตัวอยาง ประกอบดวย Ingroups จํานวน 34 ตัวอยาง เปนลําดับนิวคลีโอไทดที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 32 
ตัวอยาง และลําดับนิวคลีโอไทดที่ดาวนโหลดจาก Genbank 2 ตัวอยาง (GenBank accession no. MN175379 
และ MG643106) และ Outgroups จํานวน 3 ตัวอยาง (รายละเอียดดังแสดงไวในสวนวิธีดําเนินการแลว)  

ลําดับนิวคลีโอไทดสุดทายใน ITS dataset มีความยาว 608 ตําแหนง แผนภูมิการแบงกลุมของ 
UPGMA bootstrap consensus ที่ไดแสดงคา branch length เฉลี่ย 163.729 โดยพบวา ปลาไหลเผือกทั้ง 34 
ตัวอยาง ใน clade Aจับกลุมกันชัดเจนดวยคา bootstrap support 100% โดยมีปลาไหลเผือกชนิด E. 
longifolia MG643109 ซึ่งเปนตัวอยางที่กระจายพันธุในจังหวัดสงขลา เขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต จับกลุมอยู
ที่ฐาน แต E. longifolia MN715370 จากประเทศเวียดนามกลับจับกลุมกับปลาไหลเผือกของประเทศไทยใน 
clade B ดวยคา bootstrap support 90%  เมื่อพิจารณาเฉพาะกลุมตัวอยางใน clade B พบวา ปลาไหลเผือก
ชนิด E. harmandiana แยกออกจากกลุมปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia อยางชัดเจนสวนกลุมปลาไหลเผือก
ชนิด E. longifolia จัดกลุมอยูดวยกันใน clade C ดวยคา bootstrap support 90% โดยพบวา ปลาไหลเผือก
ชนิด E. longifolia มีความแตกตางทางพันธุกรรมแยกกลุมอยางชัดเจนเพียง 2 กลุม คือ clade D และ clade E
ซึ่งใน clade D น้ัน มีตัวแทนของปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia เพียง 3 ตัวอยาง คือ จากศรีสะเกษ 1 ตัวอยาง 
(AK50) และจากสุรินทร 2 ตัวอยาง (AK48, AK 49) ซึ่งทั้ง 3 ตัวอยางน้ีกระจายพันธุอยูในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณ
ภาคตะวันออก ในขณะที่ตัวอยางจากศรีสะเกษอีก 2 ตัวอยาง (AK51, AK52) และจากสุรินทรอีก 1 ตัวอยาง 
(AK47) ไมไดแสดงความแตกตางทางพันธุกรรมแยกออกไดชัดเจนจากปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia ตัวอ่ืน 
อยางไรก็ดี คา bootstrap support ใน clade D น้ีกลับตํ่าเพียง 61%  สวนใน clade E พบตัวแทนของ
ปลาไหลเผือกชนิด E. longifolia จํานวน 11 ตัวอยาง จับกลุมกันดวย bootstrap support ตํ่าเชนกันที่ 65% 
โดยพบสมาชิกสวนใหญมาจากเขตภูมิศาสตรพืชพรรณภาคใต คือ ชุมพร (AK9, AK10, AK11, AK12, AK34) 
สงขลา (AK5, AK6, AK7, AK8) และยะลา (AK2) แตที่นาสนใจคือ มีสมาชิกจากเพชรบูรณ (AK15) ซึ่งอยูในเขต
ภูมิศาสตรพืชพรรณภาคตะวันออกเฉียงเหนือรวมอยูดวย สวนสมาชิกที่เหลือตัวอ่ืนๆ ของ clade C ไมไดแสดง
ความสัมพันธทางพันธุกรรมที่แตกตางออกไป 
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ภาพที่ 3.3.8 UPGMA bootstrap consensus tree แสดงการการจัดกลุมของปลาไหลเผือกบริเวณ ITS: เสนดํา

หนาแสดง clade ของ Ingroups และ clade ที่มีคา bootstrap support มากกวา 50% 
 

สรุปผลการวิจยั และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
การศึกษาความหลากหลายของปลาไหลเผือกในประเทศไทยจากตัวอยางที่สํารวจรวมรวมมาไดจากการ

แบงเขตภูมิศาสตรพืชพรรณของประเทศไทย  5 เขต ดวยเทคนิคดีเอ็นเอบารโคดบริเวณคลอโรพลาสต rbcL, 
rpoC และบริเวณนิวเคลียร ITS ไดขอมูลดีเอ็นเอที่จะลงทะเบียนเก็บรักษาไวบนระบบออนไลนของ National 
Center for Biotechnology Information เพ่ือใชในการระบุยืนยันปลาไหลเผือกรวมทั้งสิ้น82ขอมูล โดยพบวา ดี
เอ็นเอบารโคดบริเวณ rbcLและ rpoC ไมมีตัวแทนที่สามารถใชวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมได จึงใช
เฉพาะขอมูลดีเอ็นเอบารโคดบริเวณ ITS ในการวิเคราะหการแบงกลุมความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
ปลาไหลเผือกโดยพบวา สามารถแยกกลุมปลาไหลเผือก และปลาไหลเผือกนอย ออกจากกันไดอยางชัดเจน และ
สามารถแบงปลาไหลเผือกไดเปน 2 กลุม และควรมีการสํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางปลาไหลเผือกที่กระจาย
พันธุในเขตภูมิศาสตรพืชพรรณอีก 2 เขตที่เหลือเพ่ิมเติม เพ่ือความสมบูรณย่ิงขึ้นของงานวิจัย 
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การทดลองที ่3.5 

ดีเอ็นเอบารโคดเพื่อการระบชุนิดสมุนไพรเพื่อการอนรุักษ : หนอนตายหยาก 
DNA barcode for identification of Conservation of Stemona sp. 

 
ชื่อผูวิจัย 

สุกัลยา ศิริฟองนุกูล พัฒนนรี  รักษคิด 
Sukunlaya Sirifongnukul  Padnaree  Rukkid 

 
คําสําคัญ (Key words) 

คําสําคัญ (TH) หนอนตายหยาก  การอนุรักษเช้ือพันธุพืชดีเอ็นเอบารโคด 
คําสําคัญ (EN) Non-Tai-Yak, Stemona sp., Plant conservation, DNA barcode 

 
บทคัดยอ  

งานวิจัยน้ีไดศึกษาและรวบรวมพืชสกุลหนอนตายหยาก (Stemona sp.) ที่พบในประเทศไทย จาก
แหลงที่มาตางกัน 11 แหง จําแนกตรวจสอบช่ือวิทยาศาสตรไดจํานวน 6 ชนิด (species) ไดแก Stemona 
curtisii Craib.,S. collinsiae Craib.,S. tuberosa Lour.,S. rupestris Inthachub., S. pierrei Gagnep. และ 
S. phyllantha Gagnep.  สามารถสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดจากพืชตัวอยางที่คัดเลือกมาไดทั้งหมด ทําการศึกษาไพร
เมอรจากดีเอ็นเอบารโคด 5 ตําแหนง ไดแก ITS5, trnL-trnF, psbA-trnH, matK และ rbcL พบวา การเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอตัวยีนทั้ง 5 ตําแหนง มีคาความสําเร็จเทากับ 71.42%, 62.85%, 88.57%, 62.85% และ 
45.71%ตามลําดับ จากผลผลิตพีซีอารที่ตําแหนงยีน trnL-trnF ใหผลผลิตเปน double-stand ทั้งหมดจึงไมนําไป
ทดสอบหาลําดับนิวคลีโอไทด เมื่อนําผลผลิตพีซีอารของตําแหนงยีน ITS, psbA-trnH, matK และ rbcLไป
ทดสอบหาลําดับนิวคลีโอไทด พบวา การอานลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมีคาความสําเร็จรอยละ 34.28, 
37.14, 62.85 และ 45.71 ตามลําดับ ตรวจสอบภาพโครมาโตแกรมที่ตําแหนงยีน ITS พบมีความปนเปอนสูงไม
เหมาะสมสําหรับการนําไปทําดีเอ็นเอบารโคด จากน้ันจึงนําเอาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนงยีน psbA-
trnH, matK และ rbcL มาตรวจสอบความถูกตองดวยโปรแกรม BioEdit แลวทําการเปรียบเทียบคา K2P 
distance ดวยโปรแกรม MEGA7 ระหวางชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากในแตละตําแหนงยีนที่ไดขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทด พบวา ขอมูลคาเฉลี่ย K2P distance ของลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนงยีน psbA-trnH, matK และ 
rbcL มีคาเทากับ 0.009, 0.004 และ 0.007 แสดงวาพืชสกุลหนอนตายหยากแตละชนิดในแตละตําแหนงยีนมี
ความใกลชิดกันสูงมาก เมื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมจากแตละยีน พบวา ยีน matK 
และ rbcL สามารถจัดทําเปนดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชในการวิจัยน้ีได โดยดีเอ็นเอบารโคด 
matK สามารถจัดจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยากได 3 ชนิด คือ S. curtisii Hook. f., S. rupestris Inthachub 
และ S. pierrei Gagnep. และดีเอ็นเอบารโคด 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.) เปนพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงที่ชาวบานรูจักและมีการนํามาใชประโยชน

อยางแพรหลายโดยเฉพาะอยางย่ิงสวนของราก โดยมีช่ือแตกตางกันไปตามทองถิ่น แตที่รูจักกันทั่วไป คือ หนอน
ตายหยากใหญ และหนอนตายหยากเล็ก (วุฒิ, 2552) ซึ่งอาจเรียกตามลักษณะของรากที่มีขนาดแตกตางกัน สาร
ออกฤทธ์ิที่ตนหนอนตายหยากสรางขึ้นมาน้ันมีสะสมอยูในสวนของรากที่มีลักษณะคลายกระสวยเกาะกันเปน
กระจุก แตเดิมชาวบานรูจักนํามาใชฆาเห็บเหาในสัตวประเภทโคกระบือ (วีระพลและคณะ, 2536) บางชนิดใชฆา
หนอนหรือใสในไหปลาราเพ่ือปองกันหนอนแมลงวัน (พนมกร, 2550) ปจจุบัน จากการสงเสริมการใชสารสกัดจาก
ธรรมชาติทดแทนสารเคมีในภาคเกษตรกรรมซึ่งหนอนตายหยากก็เปนอีกหน่ึงทางเลือกที่มีประสิทธิภาพในการ
กําจัดหนอนกระทูผัก หนอนใยผัก ดวงหมัดผัก และดวงงวงขาวโพด ได (อริยาภรณ และคณะ, 2547) นอกจากน้ี 
รากหนอนตายหยากยังเปนสวนผสมในตํารับยาแผนไทยใชรักษาโรคได สารออกฤทธ์ิที่สะสมอยูในรากหนอนตายห
ยากน้ันเปนสารในกลุมอัลคาลอยด (Stemonaalkaloid) มีหลายชนิด แบงเปนสารที่มีฤทธ์ิในการกําจัดแมลง
ศัตรูพืช และจุลินทรียสาเหตุโรคพืช ไดหลายชนิด (Pilli and Ferreira de Oiveira, 2000; Yang et al., 2006; 
Lin et al., 2008) นอกจากน้ี ยังมีรายงานวา สาร 1’,2’ –didehydrostemofoline และ stemofoline จากราก
หนอนตายหยากสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม acetylcholinesterase ซึ่งเปนสาเหตุหน่ึงของการเกิด
โรคอัลไซเมอรได (Baird et al., 2009) การปลูกและขยายพันธุหนอนตายหยากในสภาพธรรมชาติตองใชเวลา
หลายป จึงจะไดหนอนตายหยากที่มีขนาดรากที่เหมาะสมสําหรับการนํามาใช สงผลใหมีการขุดตนหนอนตายหยาก
ออกจากปามาขายเปนจํานวนมาก จากในอดีตที่สามารถหาไดงายและมีการกระจายพันธุทั่วประเทศ  แตใน
ปจจุบันกลับพบไดนอย การคนหาเพ่ือขุดออกมาขายตองเขาคนหาในปาลึกมากขึ้น  อยางไรก็ตาม Pajaree 
(2008) รายงานพบพืชสกุลหนอนตายหยาก 9 ชนิด (species) ไดแก 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 ไดแก Stemonaaphylla, S. burkillii, S. cochinchinensis, S. 
collinsiae, S. curtisii, S. involuta, S. kerrii, S. phyllantha, S. pierrei, S. rupestris และS. tuberosaและ
ลักษณะทางกายภาพคลายคลึงกันมาก  โดยเฉพาะสวนรากที่เปนวัตถุดิบหลักในการนํามาใชเปนสวนผสมของยา
สมุนไรเพ่ือการรักษาโรคหรือการนํามาใชเพ่ือปองกันกําจัดศัตรูพืช ซึ่งคุณสมบัติของรากพืชสกุลหนอนตายหยาก
แตละชนิดถูกนํามาใชประโยชนแตกตางกัน ดังน้ันจึงมีความจําเปนอยางย่ิงที่จะตองระมัดระวังในการนํารากของ
ชนิดพืชมาใชใหถูกตองตามวัตถุประสงค มิฉะน้ันอาจเกิดอันตรายตอผูบริโภคและ/หรือไมไดประสิทธิภาพตาม
ความตองการ 

การตรวจสอบช่ือวิทยาศาตรของหนอนตายหยากจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชจําเปนตองมี
ความรูความเช่ียวชาญ  เน่ืองจากพืชมีความคลายคลึงกันดังที่กลาวมาขางตน  อีกทั้งการตรวจสอบระบุชนิดพืช
ดวยวิธีด้ังเดิมแบบน้ีจําเปนตองอาศัยสวนประกอบของช้ินตัวอยางพืชที่สมบูรณทั้งใบ ดอก ผล ราก แตหนอน
ตายหยากที่นํามาบริโภคหรือจําหนายอยูในทองตลาดกลับอยูในรูปของผลิตภัณฑหรือเฉพาะสวนราก จึงไม
สามารถระบุช่ือวิทยาศาสตรของหนอนตายหยากเหลาน้ันได ดังน้ัน การตรวจสอบดวยเครื่องหมายโมเลกุลจึงเปน
อีกทางเลือกที่มีประสิทธิภาพ และเปนที่ยอมรับในปจจุบันในการชวยพิสูจนยืนยันชนิดของหนอนตายหยาก ซึ่ง
นอกจากจะชวยตรวจสอบการปนเปอนของชนิดหนอนตายหยากที่นํามาใชประโยชนแลว ยังเปนการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของชนิดหนอนตายหยากดวย รวมถึงสามารถจัดทําเปนฐานขอมูลชีวโมเลกุลควบคูไป
กับขอมูลทางสัญฐานวิทยา ซึ่งเปนประโยชนสําคัญในการอนุรักษเช้ือพันธุพืช และจะชวยแกปญหาการใช
ประโยชนเช้ือพันธุพืช การคุมครองทรัพยสินทางปญญาที่มีการนําเช้ือพันธุพืชไปพัฒนาผลิตภัณฑเพ่ือเพ่ิมมูลคาใน
อนาคต งานวิจัยเก่ียวกับการศึกษาขอมูลดีเอ็นเอ (DNA) ของพืชดวยเทคนิค DNA barcode สวนใหญเปน
การศึกษาขอมูลของดีเอ็นเอในสวนของคลอโรพลาส (chloroplast) และนิวเคลียร (nuclear) รวมกัน ซึ่งใน
ปจจุบันมีชวงดีเอ็นเอที่ผานการศึกษาการใชเปนบารโคดสําหรับพืชหลายชวงดวยกันตัวอยางเชนmatK, rbcL, 
internal transcribed spacers (ITS), psbA-trnH intergenic spacer, trnL-trnF intergenic spacer เปนตน 
(วุฒิพงศ, 2554) งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาขอมูล DNA barcode ของพืชสกุลหนอนตายหยาก มาใช
ในตรวจสอบและจัดทําฐานขอมูล DNA barcode ของพืชสกุลหนอนตายหยากที่เก็บรวบรวมและอนุรักษเช้ือพันธุ
ในธนาคารเช้ือพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร 

 
ตัวอยางรายงานการศึกษาดังน้ี 

มณฑาและคณะ (2551) ศูนยความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  ได
จําแนกชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอ รวมกับการจําแนก
ดวยอนุกรมวิธาน 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) ศึกษาการจําแนกเพ่ือระบุชนิดพืชสกุลหนอนตายหยากจากแปลงรวมพันธุของ
มหาวิทยาลัยเชียงใหมจํานวน 44 ตัวอยาง ดวยเทคนิค AFLP รวมกับเทคนิค SCAR  พบวา สามารถจําแนก
ตัวอยางตนหนอนตายหยากไดแบงออกเปน 4 กลุม จากน้ันคัดเลือกแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับพืชสกุลหนอน
ตายหยากชนิด S. brukillii Prain., S. curtisii Hook. f., S. tuberosa Lour. และแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในพืชสกุล
หนอนตายหยากทุกชนิด จํานวน 20 แถบ นําไปพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกุลสําหรับตรวจสอบชนิดของพืชสกุล
หนอนตายหยากดวยเทคนิค SCAR  ไดไพรเมอรจํานวน 4 คู ที่สามารถนําไปตรวจสอบชนิดของพืชสกุลหนอน
ตายหยากได 

248 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

ณรีพร และคณะ (2558) ใชเทคนิค HAT-RAPD ในการระบุชนิดของหนอนตายหยากจากสวน
ราก เพ่ือตรวจสอบชนิดของหนอนตายหยากที่ใชเปนวัตถุดิบสําหรับการสกัดสารกําจัดศัตรูพืช คือ สาร 
stemocurtisine ซึ่งพบวามีมากที่สุดในรากของพืชสกุลหนอนตายหยากชนิด S. curtisii ซึ่งพบปญหาจากการ
จัดซื้อวัตถุดิบเน่ืองจากไมสามารถแยกความแตกตางระหวางรากของ S. curtisii กับรากของหนอนตายหยากชนิด
อ่ืนไดดวยตาเปลา เพราะมีความคลายคลึงกัน ผลการวิจัยแสดงใหเห็นวาการใชเทคนิค HAT-RAPD โดยมีไพรเมอร
จํานวน 10 ไพรเมอร (จากไพรเมอรที่คัดเลือกจํานวน 20 ไพรเมอร) สามารถแสดงลายพิมพดีเอ็นเอของ S. 
curtisiiแตกตางจากหนอนตายหยากชนิดอ่ืนได 

อภิชา และสิริพร (2558) ศึกษาการสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค sequence related 
amplified polymorphism (SRAP) ของตนหนอนตายหยาก จํานวน 160 ตัวอยาง โดยใชไพรเมอรจํานวน 10 คู 
เมื่อนําไปสรางภาพแผนภูมิตนไมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวาสามารถจัดกลุมตัวอยางได 5 กลุม ไดแก 
S. kerrii Craib, S. tuberosa Lour., S. curtisii Hook.f. และ S.burkillii Prain และกลุมตัวอยางที่ยังไมทราบ
ชนิดแตลักษณะของใบคลายกับ S. tuberosa Lour. 

 
 
 
 

การทบทวนวรรณกรรม  
ขอมูลดานพฤกษศาสตรของพืชสกุลหนอนตายหยาก 

พืชพวกหนอนตายหยากเปนพืชสกุล Stemona Lour. วงศ Stemonaceae สามารถพบได
ทั่วไปทุกภาคของประเทศไทย แตจะพบมากบริเวณปาเชิงเขาไมสูงมากนักในแถบภาคกลางและภาคเหนือ  เปน
พืชใบเลี้ยงเด่ียวอายุหลายป มีลักษณะเปนทั้งแบบไมเลื้อยคลุม เลื้อยพัน ทอดนอน หรือต้ังตรง ลําตนใตดินเปน
เหงาสั้นๆ มีระบบรากเปนรากสะสมอาหาร ออกเปนกระจุกจํานวนมาก ใบเปนใบเด่ียว มีทั้งแบบเรียงสลับ แบบ
ระนาบเดียว เรียงตรงขาม หรือเรียงเปนวง แผนใบเรียบรูปรางแผนใบรี ไขแกมรี หรือไขกวาง ฐานใบรูปหัวใจ หรือ
สอบเรียว เสนใบขนาดตามยาวมีหลายเสนเห็นไดชัดขนานกับขอบใบ เจริญออกจากจุดเดียวกัน ระหวางเสนใบ
ตามยาวจะมีเสนใบยอยกั้นกลางออกมาประสานกันจนดูเปนตาสี่เหลี่ยม โคนกานใบปองดอกเปนดอกเด่ียวหรือชอ
ดอก เปนดอกสมบูรณเพศ มีกลีบรวม 4 กลีบ เกสรเพศผู 4 อัน เกสรเพศเมีย 1 อัน 2 คารเพล 1 ชอง รังไขอยู
เหนือวงกลีบรวม กานเกสรเพสเมีย 1 อัน บางชนิดผลแหงแตก 2 ขาง เมล็ดมีรูปทรงรีกวาง มีสันนูนยาวตามความ
ยาวของเมล็ดชัดเจนหรือเลือนราง กานเมล็ดยาว เมล็ดสรางปุยหุมเมล็ดชนิดพิเศษเรียกวา elaiosome  มีลักษณะ
ฉ่ํานํ้าและเปนที่สะสมไขมัน (ปาจารีย, 2551) การขยายพันธุตนหนอนตายหยากตามธรรมชาติ แบงออกเปน 2 วิธี 
(เมธี, 2544) คือ การขยายพันธุแบบอาศัยเพศ โดยการเพาะเมล็ดใหเจริญเปนตนใหม แตเน่ืองจากหนอนตายห
ยากมีการพักตัวในฤดูหนาว จึงตองใชเวลาในการเจริญเติบโตหลายป จึงจะสามารถนํารากมาใชประโยชนได และ
การขยายพันธุแบบไมอาศัยเพศ โดยการใชกระจุกรากที่มีสวนของเหงาและตาติดอยู นําไปเก็บไวในที่อุณหภูมิตํ่า
และความช้ืนสูง ซึ่งจะชวยกระตุนใหตาเจริญขึ้นจากเหงาหรือลําตนที่หดสั้นเหนือกระจุกรากน้ัน จากน้ันจึงตัดแบง
รากตามจํานวนตาที่แตกยอดใหมเหนือกระจุกราก แยกปลูกเปนตนกลาใหมไดนอกจากน้ี มีการขยายพันธุดวย
เทคนิคการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืชชวยเพ่ิมจํานวนตนหนอนตายหยากใหไดเปนจํานวนมากในเวลาที่สั้นขึ้นเพ่ือใหได
ตนทดแทนการสูญเสียจากการขุดออกจากปาจํานวนมาก และเพ่ือเปนวัตถุดิบทดแทนการขุดตนหนอนตายหยาก
ออกจากปา (รังสฤษด์ิ, 2540; อารีย, 2541; นิตยศรี, 2551) 
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ประโยชนของพืชสกุลหนอนตายหยาก 
ตนหนอนตายหยากเปนพืชสมุนไพรชนิดหน่ึงที่ ชาวบานรูจักนํามาใชประโยชนในการฆาเห็บเหา

ในสัตวประเภทโคกระบือและมีรายงานพบวาสารสกัดรากหนอนตายหยากที่ความเขมขน รอยละ 50 สามารถฆา
เห็บในระยะตัวออนและระยะตัวเต็มวัยไดสูงสุดที่รอยละ 100 และ 93.33 ตามลําดับ โดยไมพบผลขางเคียง
เน่ืองจากการแพสารสกัดดังกลาว (วีระพล และคณะ, 2536) บางชนิดใชฆาหนอน หรือใสในไหปลาราเพ่ือกําจัด
หนอนแมลงวันและแมลงศัตรูพืช (พนมกร, 2550) ในรานขายยาแผนโบราณประเทศจีนหนอนตายหยากจะถูก
เรียกช่ือวา “Pai-pu” มีสรรพคุณใชเปนยาแกไอ ยาขับลม ยาถายพยาธิลําไส สวนประเทศแถบอินโดจีนมีการนํา
รากของตนหนอนตายหยากมาใชเปนยารักษาโรคเจ็บหนาอก แกโรคผิวหนัง (Stuart, 1911) ในสวนของการทํา
การเกษตรกรรมน้ัน ไดมีการนํารากของหนอนตายหยากมาบดละเอียดแลวนําไปละลายนํ้า และนํานํ้าที่กรองไดมา
ใชในการกําจัดแมลงศัตรูพืชได เชนการใชสารสกัดจากรากตนหนอนตายหยากทําลายหนอนกระทูผักและแมลงวัน
ทอง (อํานวยและอรรณพ, 2535) การควบคุมปริมาณหนอนในแปลงปลูกพืชตระกูลกระหล่ํา (กฤตชญา, 2547) 
เปนตนและจากรายงานของ Jiyavorranant (2001) พบวา สารสกัดจากรากหนอนตายหยาก สามารถทําให
หนอนใยผักตายไดรอยละ 62.5 ที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และพบการตกคางของสารสกัดหยาบจากหนอนตายห
ยากในปริมาณเล็กนอยในชวง 24 ช่ัวโมง แตเมื่อผานไป 48 ช่ัวโมง ไมพบการตกคางของสารสกัด 

 
สารออกฤทธ์ิในรากตนหนอนตายหยาก 

จากรายงานของ Pilli et al. (2005) พืชสกุลหนอนตายหยาก (Stemona Lour.) มีสารทุติยภูมิ
ที่ออกฤทธ์ิอยูในกลุมอัลคาลอยดเรียกวา Stemonaalkaloids พบวามีมากกวา 80 ชนิด จัดแบงเปน 8 กลุมตาม
โครงสรางหลักคือ 1. กลุม stenine  2. กลุม stemoamide  3. กลุม tuberostemospironine  4. กลุม 
stemonamine  5. กลุม pavistemoline  6. กลุม stemofoline  7. กลุม stemocurtisin  8. กลุมอ่ืนๆ หรือ
เรียกวา miscellaneous group  โดยตนหนอนตายหยากแตละชนิดมีสาร Stemona alkaloids สะสมอยูในราก
แตกตางกันไป เชน Stemona tuberosaมีสารอัลคาลอยดที่สามารถระบุชนิดไดแลว 14 ชนิด เชน stenine, 
stemoamide, tuberostemonine, didehydrohuberostemonine, stemotinine, tuberostemospironine 
เปนตน นอกจากน้ี Chotikadachanarong et al. (2011) ไดรายงานผลการวิเคราะหสารใน S. curtisii Hook. f. 
พบวามี oxyprotostemonine, stemocurtisine และ stemocurtisinol ซึ่งเปนสารที่มีฤทธ์ิในการกําจัดแมลง
ศัตรูพืช ตรงกับรายงานของ เจษฎาภรณ (2554) ที่วิเคราะหสารใน S. kerriiพบสารทั้ง 3 ชนิดเชนเดียวกัน 

 
การศึกษาดานอนุกรมวิธาน และการทํา DNA barcodes  

การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพของพืช โดยเฉพาะขอมูลทางดานอนุกรมวิธานน้ัน เมื่อ
เทียบกับความหลากหลายของพืชในประเทศไทย โดยเฉพาะพืชสมุนไพรใชเปนยา หรือใชทดแทนสารเคมีทางการ
เกษตร ยังถือวามีจํานวนนอย และจากการเขาปาเพ่ือขุดถอนพรรณไมมาใชประโยชนเพียงแคการอยูกินและรักษา
โรคอยางพอประมาณในอดีต  ปจจุบันกลับพบวามีการขุดถอนพืชพรรณออกจากปาเปนการทําเพ่ือการคาใน
ปริมาณมากขึ้นหลายเทาตัวซึ่งรวมถึงพืชสกุลหนอนตายหยากดวยเชนกัน  ประกอบกับการขยายตัวของภาค
เกษตรกรรมที่ปลูกพืชเชิงเด่ียวมากขึ้นทําใหตนหนอนตายหยาก และพืชสมุนไพรหลายชนิด ที่ถือวาเปนวัชพืชและ
ถูกกําจัดไป ทําใหมีความพยายามที่จะอนุรักษเช้ือพันธุกรรมพืชเพ่ิมขึ้น  

การศึกษาดานอนุกรมวิธานพืชน้ัน แบงเปน  
1) การศึกษาระดับพ้ืนฐาน เชน การจําแนกโดยอาศัยหลักการจําแนกทางสัณฐานวิทยาพืช 

ลักษณะทางกายวิภาคของพืช ลักษณะละอองเรณู ลักษณะดอกและผล เปนตน จากรายงานของ Pajaree (2008) 
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เปนการศึกษาการสํารวจและจําแนกพืชวงศ Stemonaceae ในประเทศไทย สามารถสํารวจและจําแนกพืชในวงศ 
Stemonaceae ได 2 สกุล คือ Stemona Lour. (9 ชนิด)และ Stichoneuron Hook. f. (1 ชนิด) รวมทั้งหมด 
10 ชนิด (Species) ซึ่งกระจายตัวอยูในพ้ืนที่ต้ังแตความสูงระดับนํ้าทะเล จนถึงที่ระดับความสูง 1,200 เมตรจาก
ระดับนํ้าทะเล 

2) การศึกษาระดับสูง คือ การใชเทคโนโลยีขั้นสูงเพ่ือตรวจสอบและระบุชนิดของพืชไดอยาง
แมนยําและรวดเร็วโดยการใชเครื่องหมายโมเลกุลเปนเครื่องมือในการศึกษาจําแนก เชน เทคนิค Amplified 
Fragment Length Polymorphisms (AFLP)  Random Amplified polymorphic DNA (RAPD) และ Inter-
Simple Sequence Repeat (ISSR) รวมทั้งเทคโนโลยีลาสุดที่เปนที่นาสนใจสําหรับการนํามาใชศึกษา
อนุกรมวิธานพืช เพ่ือใหตรวจสอบและระบุช่ือพืชไดอยางถูกตองในระยะเวลาอันสั้น ซึ่งก็คือเทคนิค DNA 
barcodes น่ันเอง ซึ่งเปนวิธีการที่ใชหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในสวนของดีเอ็นเอ
มาตรฐาน แลวนําขอมูลที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแนนอนแลว 
(Casirghi et al., 2010; วุฒิพงศ, 2554) วิธีน้ี นอกจากจะสามารถตรวจสอบ พิสูจน และยืนยันการระบุชนิดของ
พืชไดอยางถูกตองและมีความนาเช่ือถือ ยังสามารถใชศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชไดดวย เชน 
การศึกษา DNA barcode เพ่ือการระบุชนิดสมุนไพรแปรรูปสกุลขี้เหล็ก (พรรษา และคณะ, 2556) พบวา บริเวณ 
trnH-psbA intergenic spacer และ rbcL สามารถระบุชนิดของพืชไดดี เมื่อนําสมุนไพรที่แปรรูปแลว จํานวน 
11 ตัวอยาง สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ trnH-psbA intergenic spacer และ rbcL ได 7 ตัวอยาง โดย
บริเวณ trnH-psbA intergenic spacer สามารถใชระบุชนิดของสมุนไพรแปรรูปไดดีที่สุดคิดเปน 71.43% เปน
ตน  

 
ระเบียบวิธีการวิจัย(Research Methodology) 

 
อุปกรณ 
1. แผงอัดพรรณไมแหง เชือกมัด 
2. กระดาษลูกฟูก แผนฟองนํ้า สําหรับอัดพรรณไม 
3. เชือก กรรไกรตัดกิ่ง ปายช่ือ ดินสอ ถุงพลาสติก 
4. สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ และการทําพีซีอาร เชน ชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป DNeasy plant kit 

(50) , Qiagen แอลกอฮอลบริสุทธ์ิชุดนํ้ายา Master Mix สําหรับทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
(Polymerase Chain Reaction : PCR) นํ้ากลั่นเปนตน 

5. เครื่องหมุนเหว่ียงตะกอนความเร็วสูง  
6. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
7. เครื่องวิเคราะหภาพเจล (Gel Documentation) 
8. เครื่อง Gel electrophoresis 
9. ตูแชแข็งอุณหภูมิตํ่า -20 องศาเซลเซียส 
 
วิธีการ 
1 ตัวอยางหนอนตายหยากที่ใชในการศึกษา และการเก็บรักษา 

(1)  สํารวจและเก็บรวบรวมตัวอยางพืชหนอนตายหยากจากแหลงตางๆ มาปลูกเลี้ยงเพ่ือการอนุรักษใน
โรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช 

251 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

(2) นําพืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่รวบรวมมาปลูกอนุรักษจัดทําตัวอยางพรรณไมแหง (Herbarium 
specimen) ตามหลักการจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงเพ่ืออางอิงงานวิจัยต้ังแตขั้นตอนการเก็บรวบรวมช้ินตัวอยาง 
ติดปายหมายเลขพันธุ บันทึกขอมูล อัดทับและอบแหง อาบนํ้ายารักษาสภาพพรรณไม ติดผนึก ติดฉลาก
รายละเอียดพืช และสงลงทะเบียนเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร  

(3)  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพ่ือระบุช่ือชนิด โดยเปรียบเทียบขอมูลจากรายงานของ Pajaree 
(2008) และ Flora of Thailand (2011) 

2  การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอ และแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 

(1)  นําใบพืชสกุลหนอนตายหยากมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป (DNeasy Plant kit, 

Qiagen) วัดคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แบงเปน 2 ชุดตอ 1 

ตัวอยาง เพ่ือใชเปนดีเอ็นเอตนแบบ 1 ชุด และเก็บเปนตัวอยางดีเอ็นเออางอิงงานวิจัยอีก 1 ชุด  

(2) นําตัวอยางดีเอ็นเอของตนหนอนตายหยากที่สกัดไดมาทําปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสเพ่ือเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอที่ตําแหนงจําเพาะบริเวณ ITS,trnL-trnF, psbA-trnH, matKและ rbcL (ตารางที่ 3.4.1) มาทําการ
ทดสอบเพ่ือการคัดเลือกไพรเมอรสากลที่มีความจําเพาะสูงกับดีเอ็นเอมาตรฐานจากบริเวณคลอโรพลาสตและ
นิวเคลียร โดยใชเทคนิคการทําปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction: PCR) โดยใชสภาวะ
เริ่มตนในการทําปฏิกิริยา ดังแสดงในตารางที่ 3.4.2 จากน้ันนําผลผลิตที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไป
ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยวิธี Electrophoresis ใน Agarose gel 1.8% ใชแรงเคลื่อนไฟฟา 50 โวลต นาน 40 
นาที ในสารละลาย 1X TBE บันทึกภาพแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV โดยใชเครื่อง Gel Documentation 
System 

(3) นําผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดสงไปวิเคราะหาลําดับนิวคลีโอไทด (U2Bio (Thailand) Co., Ltd.) นําลําดับนิ
วคลีโอไทดที่ได ไปตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยโปรแกรม BioEdit7 โดยนําลําดับนิวคลีโอ
ไทดของพืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่ศึกษาไดใหมในงานวิจัยน้ีไปจัดเรียง (Alignment) การเปรียบเทียบลําดับนิ
วคลีโอไทดแตละยีนรวมกับลําดับนิวคลีโอไทดของพืชสกุลหนอนตายหยากซึ่งเปน Ingroup taxa และ Outgroup 
taxa ที่ไดจากฐานขอมูล GenBank (https://ncbi.nlm.nih.gov>genbank) โดยใชโปรแกรม ClustalW 
(Thompson et al., 1994) 

(4) วิเคราะหความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยการสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
(Phylogenetic tree) โดยใชโปรแกรม MEGA7 (Kumar et al., 2016) ดวยวิธี Maximum Likelihood : ML 
โดยกําหนดคา 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 ไพรเมอรที่ใชในการทดสอบการทําดีเอ็นเอบารโคด 
ตําแหนง/ยีน ชื่อไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด (5’-3’) เอกสารอางอิง 

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 สภาวะเริ่มตนของปฏิกิริยาลูกโซพอลีเมอเรส 
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. สํารวจและรวบรวมตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากเพ่ือการศึกษาและการเก็บรกัษา 
รวบรวมตัวอยางพืชสกุลหนอนตายหยากปลูกลงกระถางเก็บอนุรักษไวในโรงเรือน ไดจํานวนทั้งสิ้น 92 

ตัวอยาง จากแหลงที่มา 11 แหง ไดแก  
1) เช้ือพันธุด้ังเดิมที่มีการอนุรักษไวในโรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช 
2) ตลาดนัดสมุนไพร บริเวณวัดพระศรีรัตนมหาธาตุ (วัดพระพุทธชินราช) จ. พิษณุโลก 
3) พ้ืนที่การเกษตร ต. กุดสินคุมใหม อ.เขาวง จ.กาฬสินธุ 
4) หาดทุงวัวแลน ต.สะพลี อ.ประทิว จ.ชุมพร 
5) พ้ืนที่สวนยางพรารา ต.แหลมสัก อ.อาวลึก จ.กระบ่ี 
6) พ้ืนที่ปาชุมชน อ.เมืองปาน จ.ลําปาง 
7) พ้ืนที่ใน ต. ทาเสา อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุร ี
8) พ้ืนที่ใน ต. หนองทะเล อ.เมืองกระบ่ี จ.กระบ่ี 
9) พ้ืนที่การเกษตร ต.ปากนํ้า อ.บางนํ้าจีด จ.ชุมพร 
10) พ้ืนที่ปาชุมชน อ.วังนํ้าเขียว จ.นครราชสีมา 
11) ตลาดขายสินคาและตนไมบริเวณ ดานชองจอม บานดานพัฒนา ต.ดาน อ.กาบเชิง จ.สุรินทร 

ทําการตรวจสอบลักษณะทางสัณฐานวิทยา และเชิญนักอนุกรมวิธานซึ่งชํานาญการจําแนกพืชสกุลหนอน
ตายหยากมาทําการตรวจลักษณะตัวอยางที่รวบรวมมาได สามารถจัดจําแนกช่ือวิทยาศาสตรโดยเปรียบเทียบ
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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  พืชสมุนไพรหนอนตายหยากที่รวบรวมปลูกอนุรักษไวในธนาคารเช้ือพันธุพืช 
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. 

 

 

จัดทําตัวอยางพรรณไมเพ่ือจัดเก็บเปนตัวอยางอางอิง ซึ่งมีสวนประกอบใบ กิ่งกาน ลาํตน ดอก และผล 
(ถามี) จัดวางทุกสวนใหเห็นรายละเอียด กรณีถามีผล หรือดอกรวงหลุดจากตน จะใสในถุงกระดาษตางหาก วางอยู
ดวยกัน พรอมติดปายรหัส และปายขอมูลพรรณไมที่จัดเก็บ ลงทะเบียนเปนพรรณไมอางอิง (Voucher 
specimen) ในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ จํานวน 40 ตัวอยาง (ตารางที่ 3.4.3, ภาพที่ 3.4.2) 
 

ตารางที่ 3.4.3 รายช่ือ แหลงที่มา และหมายเลขลงทะเบียนการเก็บรักษาในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ ของพืช
สมุนไพรหนอนตายหยากสกุล Stemonaที่ศึกษาในงานวิจัยน้ี 
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ที ่ หมายเลข 
(Number) 

ชื่อวทิยาศาสตร 
(Botanical Name) 

แหลงที่มา 

หมายเลขลงทะเบียน 
เก็บรักษาใน 

พิพธิภัณฑพืชกรุงเทพฯ  
(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. อาวลึก จ. กระบี่ 070622 

7 SS4.2 Stemona curtisii Hook. f. อ. อาวลึก จ. กระบี่ 070623 

8 SS4.4 Stemona curtisii Hook. f. อ. อาวลึก 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. พันธุดั้งเดิม 082334 

28 SS13.5 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082335 

29 SS13.6 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082336 

30 SS13.8 Stemona curtisii Hook. f. อ. ทุงหวา จ. สตูล 082337 

31 SS14.1 Stemona pierrei Gagnep. อ. กาบเชิง จ. สุรินทร 082338 
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ที ่ หมายเลข 
(Number) 

ชื่อวทิยาศาสตร 
(Botanical Name) 

แหลงที่มา 

หมายเลขลงทะเบียน 
เก็บรักษาใน 

พิพธิภัณฑพืชกรุงเทพฯ  
(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 พันธุด้ังเดิม คือพันธุที่ไดรับการปลูกอนุรักษในโรงเรือนธนาคารเช้ือพันธุพืช สทช. (บางเขน) ต้ังแตอดีต 

 

ภาพที่ 3.4.2 ตัวอยางพรรณไมแหงผานกระบวนการรักษาสภาพและทําเปนพรรณไมอางอิง (Voucher 
specimen) จัดเก็บในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพฯ  

2.  การสรางฐานขอมูลดีเอ็นเอ และแผนภูมิความสัมพันธทางวิวัฒนาการ 
 (1) การตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด 
      เลือกตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากมาสกัดดีเอ็นเอจํานวน 35 ตัวอยาง เพ่ือเปนตัวแทนหนอน
ตายหยากทั้ง 6 ชนิด (species) จากแหลงที่มา 11 แหง พบวา สามารถสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอไดทั้ง 35 ตัวอยาง คิด
เปนคาความสําเร็จในการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอของพืชทั้งหมดรอยละ 100 (ตารางที่ 3.4.4) เมื่อทําการเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส (เทคนิคพีซีอาร) ใน 5 ตําแหนง ไดแก  ITS(ไพรเมอร ITS5-
ITS4),trnL-trnF, psbA-trnH, matKและ rbcL  ผลการทดลอง พบวา มีคารอยละความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอารเทากับ 71.42, 62.85, 88.57, 62.85  และ 45.71 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.4.4) โดยมี
รายละเอียดดังน้ี  
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 - ไพรเมอร ITS ใหผลผลิตพีซีอารจํานวน 25 ตัวอยาง แบงเปน multi-band จํานวน 10 ตัวอยาง และ 
single-band จํานวน 15 ตัวอยางโดยมีขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 600-800 คูเบส 
 - ไพรเมอรยีน trnL-trnF ใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 22 ตัวอยาง เปน double-band ทั้งหมดโดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1200 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน psbA-trnHใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 31 ตัวอยาง ไดผลเปน multi-band จํานวน 1 
ตัวอยาง และ single-band จํานวน 30 ตัวอยางโดยมีขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1100 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน matKใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 22 ตัวอยาง ไดผลเปน single-band ทั้งหมดโดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1200 คูเบส 
 - ไพรเมอร ยีน rbcL ใหผลผลิตพีซีอาร จํานวน 16 ตัวอยาง ไดผลเปน single-band ทั้งหมด โดยมี
ขนาดดีเอ็นเออยูในชวง 900-1000 คูเบส 
 เลือกนําผลผลิตดีเอ็นเอจากตําแหนงที่ใหผลเปน single-band เกิน 50% ไดแก ตําแหนง ITS(ไพร
เมอร ITS5-ITS4),psbA-trnH, matKและ rbcLนําไปทําใหบริสุทธ์ิและวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทด (U2Bio 
(Thailand) Co., Ltd.) พบวา การอานลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมีคาความสําเร็จรอยละ 34.28, 37.14, 
62.85 และ 45.71 ตามลําดับ (ตารางที่ 3.4.4)เมื่อตรวจสอบภาพโครมาโตแกรมของลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจาก
การวิเคราะห พบวา ลําดับนิวคลีโอไทดจากตําแหนง ITS มีการปนเปอนหรือความไมแนนอนสูง สังเกตไดจากภาพ
โครมาโตแกรมที่มีกราฟสูงซอนทับกันอยูหลายตําแหนง ซึ่งลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากการวิเคราะหควรมีภาพโคร
มาโตแกรมที่ชัดเจนไมมีกราฟสูงซอนทับกัน (ภาพที่ 3.4.3) ดังน้ัน จึงเลือกลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนง psbA-
trnH, matKและ rbcL ไปเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดตอไป 
 (2) การเปรียบเทียบวิเคราะหความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด  
 เพ่ือศึกษาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากในตําแหนง
ยีน psbA-trnHmatKและ rbcLโดยนําขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดในตําแหนงยีน psbA-trnHmatKและ rbcLที่
สามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดไดมาวิเคราะหเปรียบเทียบคาความแตกตางดวยฟงชันก Kimura 2-Parameter 
model (K2P) distance ดวยโปรแกรม MEGA7 พบวา เมื่อคํานวณคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด
ระหวางชนิดพืชในสกุลหนอนตายหยากบนตําแหนงยีนทั้งสามดวย K2P distance เปรียบเทียบครั้งละ 1 คู (คา 
K2P distance มีคาสูงสุดเทากับ 1.00 หมายความวาลําดับนิวคลีโอไทดคูน้ันมีความแตกตางกัน 100 เปอรเซ็นต) 
จะไดคาเฉลี่ย K2P distance ของพืชสกุลหนอนตายหยากในตําแหนงยีน psbA-trnHmatKและ rbcL เทากับ 
0.009, 0.004 และ 0.007 ตามลําดับ (ตารางที ่3.4.5, 3.4.6 และ 3.4.7) 
 (3) การสรางแผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) 
 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่อานไดบนตําแหนงยีน psbA-trnHจํานวน 13 ตัวอยาง,matKจํานวน 22 
ตัวอยาง และ rbcLจํานวน 16 ตัวอยาง ไปวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA7 สราง
แผนภูมิความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมโดยวิธีการจัดกลุมแบบ maximum likelihood (ML) 
กําหนดคา bootstrap test เทากับ 1000 รอบ (replicates) พบวา ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการเชิงพันธุกรรม
ของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ไดจากการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอบารโคดตําแหนงยีน psbA-
trnHmatKและ rbcL  แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรมของพืชสกุลหนอนตายหยากที่
ศึกษามีความสอดคลองและคลายคลึงกันเปนสวนใหญ (ภาพที่ 3.4.4, 3.4.5 และ 3.4.6 ตามลําดับ) โดยผลการ
วิเคราะหดวยขอมูลดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnH  ไมสามารถจัดแบงกลุมของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชใน
การศึกษาครั้งน้ีไดอยางชัดเจน แสดงวาที่ตําแหนงยีน psbA-trnH ของพืชสกุลหนอนตายหยากมีความคลายกัน
ของลําดับนิวคลีโอไทดสูง (ภาพที่ 3.4.4)  สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcLสามารถจัดจําแนก S. tuberosaLour.ไดดวย
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คาความเช่ือมั่นในระดับตํ่ามาก (<50% BS) และยังแยก S. phyllantha Gagnep. ออกเปนอีกกลุมไดที่คาความ
เช่ือมั่นระดับตํ่าเทากับ 62% BS (ภาพที่ 3.4.6)และดีเอ็นเอบารโคด matK  สามารถจัดจําแนกกลุมของ S. 
curtisii Hook. f. ได โดยใหคาความเช่ือมั่นในระดับตํ่าเทากับ 62% BS ซึ่งจัดให  S. curtisii Hook. f. ที่ไดจาก อ.
อาวลึก จ.กระบ่ี และ อ.ทุงหวา จ.สตูล อยูในกลุมเดียวกัน และที่คาความเช่ือมั่นในระดับสูงเทากับ 87% BS ไดจัด
ให S. curtisii Hook. f. ที่ไดจาก อ.บางนํ้าจืด จ.ชุมพร และพันธุด้ังเดิม อยูในกลุมเดียวกัน นอกจากน้ี ยังสามารถ
จําแนก S. rupestrisInthachubกับ S. pierrei Gagnep.ไดที่คาความเช่ือมั่นเทากับ 63% BS และ 57% BS 
ตามลําดับ (ภาพที่ 3.4.5) 

 
 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3.4.3 ภาพลักษณะโครมาโตแกรม (Chromatogram) ที่นําลําดับนิวคลีโอไทดไปใชในการวิเคราะห

ความสัมพันธทางพันธุกรรมและจัดทําดีเอ็นเอบารโคด 
 

  

258 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

 

 
ภาพที่ 3.4.4 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีนบริเวณ psbA-trnH วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum 
Likelihood กําหนดคา bootstrap test ที ่1,000 replicates 
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ภาพที่ 3.4.5 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีน matK วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum Likelihood 
กําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates 
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ภาพที่ 3.4.6 แผนภูมิความสมัพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางพืชสมุนไพร

หนอนตายหยาก จากยีน rbcL วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGA7 ดวยวิธี Maximum Likelihood 
กําหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 replicates 
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ตารางที่ 3.4.4 ผลการสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส และผลการอานลําดับนิวคลีโอไทดของพืชสกุล 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 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนง psbA-trnH 

ลําดับ

ที่ 

ชนิดของพืช  

(รหัสตัวอยาง) 
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 

คาเฉลี่ย 0.009 
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       ตารางที่ 3.4.6 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนงยีน matK 

ลําดบั 
ชนิดของพืช  

(รหัสตัวอยาง) 
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 

คาเฉลี่ย 0.004 
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           ตารางที่ 3.4.7 คาความแตกตาง Kimura-2Paremeter (K2P) distance ระหวางชนิดของพืชสกุล Stemona ในตําแหนงยีน rbcL 
ลําดับ ชนิดของพืช (รหัสตัวอยาง) 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 

คาเฉล่ีย 0.007 
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อภิปรายผล (Discussion) 
 จากการศึกษาขอมูลเก่ียวกับพืชสกุลหนอนตายหยากในประเทศไทย พบวา มีรายงานจํานวนชนิด 
(species) ของพืชสกุลน้ีที่พบในประเทศไทยทั้งหมด จํานวน 11 ชนิด (Flora of Thailand, 2011) ซึ่งในงานวิจัย
น้ี ผูวิจัยสามารถรวบรวมตัวอยางพืชสมุนไพรหนอนตายหยากหรือพืชสกุลหนอนตายหยากน้ีไดทั้งหมด 6 ชนิด 
(species) ซึ่งปลูกอนุรักษไวในโรงเรือนของธนาคารเช้ือพันธุพืช สํานักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ (บางเขน) 
กรมวิชาการเกษตร และไดตรวจสอบความถูกตองของลักษณะทางสัณฐานวิทยาและช่ือวิทยาศาตรจาก Flora of 
Thailand (2011) และโดยนักอนุกรมวิธาน จึงสามารถจําแนกพืชสกุล Stemona บางชนิดจากลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาไดเพ่ือใชประกอบการวิเคราะหขอมูลที่ไดจากการวิจัยครั้งน้ี  
 การจัดทําฐานขอมูลดีเอ็นบารโคดสําหรับพืชสกุลหนอนตายหยากในครั้งน้ี จากผลการวิเคราะหขอมูล
ลําดับนิวคลีโอไทดที่วิเคราะหไดจากผลผลิตพีซีอาร และสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทาง
พันธุกรรมของพืชสกุลหนอนตายหยากในการวิจัยน้ี แสดงใหเห็นวา ดีเอ็นเอบารโคด matKสามารถจําแนกและจัด
กลุมพืชสกุลหนอนตายหยากได 3 ชนิด ไดแก S. curtisiiHook. f., S. rupestris Inthachub และ S. pierrei 
Gagnep. มีคาความเช่ือมั่นเทากับ 87% BS,  62% BS และ 57% BS ตามลําดับ สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcL 
สามารถจําแนกจัดกลุม S. tuberosa Lour. และ S. phyllantha Gagnep. ไดที่คาความเช่ือมั่นเทากับ 45% BS 
และ 62% BS ตามลําดับ และดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnHน้ัน ไมสามารถจําแนกหรือจัดกลุมพืชสกุลหนอนตายห
ยากในการทดลองน้ีได จากแผนภูมิแสดงความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการทางพันธุกรรม (ภาพที่ 3.4.4, 3.4.5 และ 
3.4.6) และความแตกตาง K2P distance ของพืชสกุลหนอนตายหยากบนตําแหนงยีน psbA-trnH, matKและ 
rbcLที่ทดลองใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับการวิจัยน้ี มีคาความแตกตางนอยมากเทากับ 0.009, 0.004 และ 
0.007 ซึ่งแสดงใหเห็นวาพืชสกุลหนอนตายหยากมีความใกลชิดกันสูงของนิวคลีโอไทดในบริเวณตําแหนงยีน 
psbA-trnH ทําใหดีเอ็นเอบารโคด psbA-trnH ไมสามารถทําหนาที่เปนดีเอ็นเอบารโคดที่ดีสําหรับพืชสกุลหนอน
ตายหยากได สวนดีเอ็นเอบารโคด matKและ rbcLน้ัน ถึงแมวา จะสามารถจัดจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยากได
บางชนิด (species) แตคาความเช่ือมั่นยังอยูในระดับตํ่า และความสามารถในการจําแนกพืชสกุลหนอนตายหยาก
ไดเพียงบางชนิด แสดงใหเห็นวา ไมควรใชเพียงดีเอ็นเอบารโคดเพียงยีนใดยีนหน่ึงเปนดีเอ็นเอบารโคดเพียงชนิด
เดียวได มีรายงานวิจัยยืนยันวาดีเอ็นเอบารโคดจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK รวมกันกับยีน rbcL สามารถ
แยกกลวยไมสิงโตกลอกตาไดในระดับสกุล (Siripiyasing et al., 2012) 
 หลักเกณฑการพิจารณายีนที่สามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดไดตองมีลักษณะที่สําคัญ 3 ขอ (CBOL 
Plant Working Group, 2009) ไดแก 1) ความเปนสากล คือไพรเมอรที่ใชตองสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
เดียวกันในพืชอ่ืนไดดวยเทคนิคพีซีอาร 2) คุณภาพของลําดับนิวคลีโอไทด ซึ่งเมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดไปตรวจ
เปรียบเทียบกับขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดบนฐานขอมูลสากล NCBI ตองมีความเหมือนกัน (กรณีที่ไมเหมือนกัน 
อาจเกิดจาก data missing ได ดังน้ันตองมั่นใจในขอมูล ตรวจสอบใหชัดเจน มีแหลงอางอิง และมีขอมูลมากกวา 
1 เพ่ือความเช่ือมั่น) และ 3) ประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกัน จากงานวิจัยน้ี ดีเอ็นเอบารโคด 
psbA-trnH จึงยังไมเหมาะสําหรับการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพืชสกุลหนอนตายหยากได สวนดีเอ็นเอ
บารโคด matKสามารถใชเปนดีเอ็นเอบารโคดในการตรวจสอบพืชสกุลหนอนตายหยาก S. curtisii Hook. f., S. 
rupestris Inthachub และ S. pierrei Gagnep. ได สวนดีเอ็นเอบารโคด rbcL น้ัน อาจใชเปนดีเอ็นเอบารโคด
พืชสกุลหนอนตายหยากชนิด S. tuberosa Lour. และ S. phyllantha Gagnep. ได แตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม
เพ่ือความเช่ือมั่นและแมนยําในการตรวจสอบระบุชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากได 

 
สรุปผลการวิจยั และขอเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
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1. สามารถเก็บรวบรวมตัวอยางพันธุพืชสกุลหนอนตายหยากมาปลูกอนุรักษในโรงเรือนของธนาคารเช้ือ
พันธุพืช ไดจากแหลงที่มา 11 แหง จํานวน 92 ตัวอยาง และสามารถจําแนกชนิดได 6 ชนิด (species) ไดแก 
Stemona curtisii Craib.,S. collinsiae Craib.,S. tuberosa Lour.,S. rupestris Inthachub., S. pierrei 
Gagnep. และ S. phyllantha Gagnep. 

2. สามารถจัดทําดีเอ็นเอบารโคดของพืชสกุลหนอนตายหยากที่ใชในการวิจัยน้ีได จํานวน 2 ตําแหนง คือ 
Maturase K encoding gene (matK) และ RuBisCO large subunit encoding gene (rbcL)  

3. จากผลการศึกษาควรใชดีเอ็นเอบารโคดมากกวาหน่ึงตําแหนงในการระบุชนิดของพืชสกุลหนอนตายห
ยากที่พบในประเทศไทย 

 
การทดลอง 3.5 

ดีเอ็นเอบารโคดและความหลากหลายทางพันธุกรรมของสะตอ 
DNA Barcoding and Genetic Diversity of Sator (Parkia speciosa Hassk). 

 
กุหลาบคงทอง   ประสานสืบสุข บุญชนะวงศชนะชญานุชตรีพันธ 
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คําสําคัญ : สะตอ, ดีเอ็นเอบารโคด, ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทด 
Keyword: Sator (Parkia speciosa Hassk), DNA Barcode, DNA 

 
บทคัดยอ 

สะตอ เปนพืชพ้ืนเมืองทางภาคใตของประเทศไทย เปนพืชผักที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจที่นิยมบริโภค
ทั่วไป นํามาปรุงอาหารไดหลายชนิดมีคุณคาทางอาหารสูงและมีคุณคาทางเภสัชวิทยางานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือ
ศึกษาจัดทําดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ ที่เก็บรวมรวมจากแหลงปลูกตางๆของ
ภาคใตมาปลกูในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ผลการศึกษาพบวาไพรเมอรบารโคดของพืช ไดแก 
rbcL,matK,ITS และTrnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร ในตัวอยางสะตอ 2 ชนิดคือ 
สะตอขาว และ สะตอดาน ไดช้ินสวนยีนที่เพ่ิมปริมาณได มีขนาดประมาณ 600 1800 700 และ 450 คูเบส 
ตามลําดับโดยพบวายีนใน matK และITSสามารถนํามาใชจัดทําดีเอ็นบารโคดในการจัดจําแนกสะตอได จึงได
คัดเลือกช้ืนสวนของยีนmatK และITSมาศึกษาในสะตอขาวในแปลงคัดเลือกพันธุ และสะตอดานเพ่ือศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ 2 ชนิดจํานวน16 ตนพบวา เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดไปวิเคราะห
ความสัมพันธดวยโปรแกรม MEGAxโดยสรางแผนผังพันธุกรรมสามารถแบงกลุมสะตอไดเปน 4 กลุมเครื่องหมายดี
เอ็นบารโคดจากบริเวณยีน matK และITSใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในระดับที่นอยมาก ซึ่ง
ระดับความแตกตางน้ี ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสะตอขาวและสะตอดานไดจึงควรนําเทคนิคอ่ืนๆเชน
เทคนิค GBS มาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอตอไป  

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 
สะตอเปนไมยืนตนผลัดใบที่มีช่ือพฤกษศาสตรวาParkia speciosa Hassk. อยูในวงศ Leguminosae หรือ 
Fabaceae เปนพืชพ้ืนเมืองทางภาคใตของประเทศไทย มาเลเซีย และอินโดนีเซีย (ปารณัฐ, 2541) สําหรับพ้ืนที่
ปลูกสะตอไดดีในประเทศไทยสวนใหญกระจายอยูในภาคใตสะตอใหผลผลิตเปนฝกและเมล็ดสําหรับรับประทาน
เปนฝกสดและแปรรูปเปนอาหารและผลิตภัณฑอาหารไดหลายอยางสะตอเปนพืชผักชนิดหน่ึงที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ ที่นิยมบริโภคทั่วไปในประเทศไทยและประเทศเพ่ือนบาน สามารถปรุงอาหารไดหลายชนิดมีคุณคาทาง
อาหารสูงและยังมีคุณคาทางเภสัชวิทยา คือ ชวยลดความดันโลหิต ยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียและ
เช้ือรา ชวยลดนํ้าตาลในเลือด และชวยกระตุนการบีบตัวของลําไส (สุรียและอนันต, 2540) 

คุณคาทางโภชนาการของสะตอ เมล็ดสะตอ 100 กรัมประกอบดวย พลังงาน 130.00 กิโลแครอรี่นํ้า 
70.70 กรัมคารโบไฮเดรต 15.50 กรัมโปรตีน 8.00 กรัมไขมัน 4.00 กรัมเสนใย 0.50 กรัมเถา 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)สารสําคัญที่พบในเมล็ดสะตอประกอบดวย 1) กรดอะมิโน และสารประกอบไกลโคโปรตีน ไดแก 
dichrostachnic acid, djenkolic acid, thaizolidine-4-carboxylic acid, glycine, aspartic acid, 
isoleucine, serine, methionine, cysteine 2) สารประกอบซัลเฟอร ไดแก 1-2-4-5-7-8 hexathionane, 1-2-

3-5-6 pentatgiepane,  1-2-4 tetrathiepane,  trithiolane 3) สารประกอบ steroidal ไดแกβ-sitosterol, 
stigmasterol เปลือกฝกสะตอพบสารในกลุม steroidal ไดแก stigmast-4-en-3-one 

ตามตําราไทยใชเมล็ดขับลมในลําไส แกปสสาวะปวดขัดหรือกะปริบกะปรอย หรือขุนขน หรือมีเลือดไหล 
หรือเกี่ยวกับไตพิการ ที่ปสสาวะมีสีขุนขน เหลืองหรือแดง และมีอาการแนนทอง กินอาหารไมไดแพทยแผนโบราณ
เช่ือวาสะตอชวยลดนํ้าตาลในเสนเลือดได ผูที่กินสะตอเปนประจําจึงเปนการปองกันโรคเบาหวานไดดวย สรรพคุณ
สะตอ และฤทธ์ิทางเภสัชกรรม ไดแก 1) ฤทธ์ิตอการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาว สารที่ออกฤทธ์ิ คือ สารเลคติน 
ชวยกระตุนภูมิตานทานใหแกรางกาย 2) ฤทธ์ิยับย้ังการเจริญของเช้ือรา และแบคทีเรีย สารที่ออกฤทธ์ิ ไดแก สาร
ในกลุม polysulfides  3) ฤทธ์ิกระตุนการเกาะกลุมของเม็ดเลือดแดง (heamaglutination) สารที่ออกฤทธ์ิ คือ 

สารเลคติน4) ฤทธ์ิลดนํ้าตาลในเลือด โดยเฉพาะสาร β-sitosterol และstigmasterol ที่ออกฤทธ์ิลดในตาลใน
เลือดไดดี 5) ฤทธ์ิกระตุนใหลําไสบีบตัวของลําไส ชวยใหอุจจาระออนตัว และชวยกระตุนการขับถายดวย
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คุณประโยชนอันมากมายทําใหมีผูสนใจทํางานวิจัยเก่ียวกับสะตอทั้งในหนวยงานราชการและมหาวิทยาลัย กรม
วิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณไดเล็งเห็นความสําคัญและทําการวิจัยและพัฒนาตอเน่ืองตลอดมา 

 ดานการปรับปรุงพันธุศูนยวิจัยพืชสวนตรัง กรมวิชาการเกษตร ไดทําวิจัยดานพันธุสะตอ สําหรับสงเสริม
เกษตรกรเปนการสรางรายไดจากทรัพยากรพืชพ้ืนเมือง คัดเลือกสะตอที่ใหผลผลิตนอกฤดูมีลักษณะเดนไดทยอย
ออกจดทะเบียน เปนพันธุแนะนําของกรมวิชาการเกษตร เชน สะตอพันธุตรัง 1  สะตอพันธุ ตง. 4 เปนตนพันธุ
สะตอ แบงได 3 พันธุ คือ 1) สะตอขาว มีลักษณะเดน คือ ฝกบิดเปนเกลียว อาจเปนฝกสั้นหรือยาว เมล็ดมีกลิ่นไม
ฉุนมาก ใหรสหวานมันหลังจากปลูก 3-5 ป จึงเริ่มติดฝก  2) สะตอดาน มีลักษณะเดน คือ ฝกจะคอนขางแบน 
และตรง ไมบิดเปนเกลียวเหมือนสะตอขาว ฝกยาว เน้ือเมล็ดมีกลิ่นคอนขางฉุน และฉุนมากกวาสะตอขาว รวมถึง
เน้ือเมล็ดมีรสเผ็ด หลังปลูกแลว 5-7 ป จึงเริ่มติดฝก 3) สะตอแตหรือสะตอปาเปนสะตอที่พบไดในปาลึก ไมนิยม
ปลูก แตเช่ือวาเปนพันธุสะตอด้ังเดิมของสะตอขาว และสะตอดาน ฝกมีลักษณะ เล็ก และสั้น เน้ือใหรสไมอรอย 
 การจําแนกลักษณะประจําพันธุของสะตอที่ไดจากการรวบรวมและจากงานวิจัยน้ัน สวนใหญจัดจําแนก
โดยประเมินจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา และลักษณะทางการเกษตรตางๆ การศึกษาความหลากทางพันธุกรรม
ในระดับดีเอ็นเอของสะตอ และนํามาใชเปนขอมูล ประกอบกันจะเพ่ิมความแมนยํา ในการจัดจําแนกซึ่งดีเอ็นเอ
บารโคด เปนวิธีการทางชีวโมเลกุล ที่ไดพัฒนาขึ้นเพ่ือใชในการระบุชนิดหรือกลุมของสิ่งมีชีวิตภายในเวลา
อันรวดเร็ว วิธีการน้ีอาศัยหลักการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของสายดีเอ็นเอในบริเวณที่เรียกวา ดีเอ็นเอ
มาตรฐาน จากตัวอยางสิ่งมีชีวิตที่ยังไมทราบช่ือแลวนําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลลําดับนิ
วคลีโอไทดของสิ่งมีชีวิตที่ทราบช่ือวิทยาศาสตรแลว บริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานที่นํามาเปรียบเทียบอาจเปนบริเวณ
เดียวหรือ 2-3 บริเวณ แตตองมีความยาวไมมากและเปนบริเวณเดียวกับชนิดอ่ืนๆ ที่ตองการเปรียบเทียบกัน 
วิธีการสรางระบบ ดีเอ็นเอบารโคดจะชวยระบุช่ือสิ่งมีชีวิตไดจากทุกระยะของการเจริญ รวมถึงสภาพที่เปนช้ืนสวน
ขนาดเล็กทั้งที่เปนตัวอยางสดและตัวอยางที่ถูกรักษาสภาพไว ซึ่งจะเปนประโยชนอยางมากตอนักอนุกรมวิธาน 
และบุคคลทั่วไปที่ไมมีความชํานาญทางดานอนุกรมวิธาน และสามารถนําไปประยุกตใชกับศาสตรสาขาอ่ืนได 
ในการศึกษาครั้งน้ีไดศึกษาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของสะตอเพ่ือนํามาจัดทําขอมูล DNA barcode ซึ่งมีประโยชน
ในการจัดจําแนกพันธุ เปนขอมูลประกอบการรับรองพันธุรวมทั้งประโยชนดานการปรับปรุงพันธุ การศึกษาความ
หลากหลายและการอนุรักษพันธุกรรมสะตอในประเทศไทยตอไป 

 
ระเบยีบวิธีการวิจัย (Research Methodology) 

การหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ และการเก็บตัวอยางอางอิง  
  ขั้นตอนที่ 1  การเก็บตัวอยางสะตอและการเก็บตัวอยางอางอิง   

เก็บตัวอยางสําหรับการจัดทําดีเอ็นเอบารโคดโดยจะเก็บตัวอยางใบสะตอที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุ
สะตอจากแหลงปลูกตางๆของภาคใตภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่พิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ (BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร บันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บตัวอยางและเลขอางอิง
ตัวอยางพืช (Voucher number)ตามมาตรฐานสากลตอไป 
 ขั้นตอนที่ 2 การสกัดดีเอ็นเอของสะตอ 

2.1เก็บตัวอยางใบออนของสะตอที่ปลูกรวบรวมในแปลงรวบรวมพันธุสะตอจากแหลงปลูกตางๆของ
ภาคใต ภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรังเพ่ือนํามาสกัดดีเอ็นเอ  

  2.2. สกัดดีเอ็นเอจากใบสะตอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืช 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 กอนใชบมที่ 60 องศา
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เซลเซียส นําใบสะตอ 5 กรมั บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม 
Extraction buffer 5 มิลลลิิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) 
แลวนําตัวอยางออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาท ี แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 
มิลลลิิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาท ีนําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 
นาที ดูดนํ้าใส 750 ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มลิลลิิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 
ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 
1.5 มลิลิลิตรหลอดใหม เติม 3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -
20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี
เทนํ้าใสทิ้ง ลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลาย
ดวย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มลิลิกรมั/มิลลลิิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 
30 นาที นําไปวัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ใหอยูในชวง 1.8-
2.0  แลวเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลติร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศา
เซลเซียส ตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis แลวยอมดวย Ethidium bromide ปรับความ
เขมขนของดีเอ็นเอใหได 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเพ่ือใชสําหรับปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการทดสอบหาไพร
เมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 

ขั้นตอนที่ 3. การทดสอบหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 
3.1 สังเคราะหไพรเมอรจากบริเวณยีนไดแก rbcL,matK,ITS และ TrnH-psbAดังตารางแสดงไพรเมอร  
ตารางที่3.5.1ตารางลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน 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 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
ทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสะตอ โดยใชไพรเมอร จํานวน 18 คู ดวยวิธีพีซีอาร โดยเตรียม

สวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (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 อยางละ 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 ตามดวย 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 ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 

4 ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer  ใชแรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 
60 นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

3.4 การทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) 
 นําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 3.2 มาทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit 

ย่ีหอ Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 
10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหงอีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

3.5 การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด 
สงผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสะตอไปวิเคราะหหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง

วิเคราะหลําดับเบสอัตโนมัติ  
3.6 ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยตาเปลา โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
3.7 นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยูภายใตฐานขอมูล

สากลของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 
3.8 คัดเลือกไพรเมอรที่มีความจําเพาะซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอตนแบบของสะตอได เพ่ือ

นําไพรเมอรที่ไดไปใชจัดทํา DNA barcode ของกับสะตอพันธุอ่ืน ๆ ตอไป 
 
การจัดทํา DNA barcode ของสะตอ  

1. เก็บตัวอยางใบออนของสะตอ ที่ปลูกรวบรวมภายในศูนยวิจัยพืชสวนตรัง จํานวน 16 พันธุ (สายตน) 
นํามาสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืช 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 กอนใชบมที่ 60 องศาเซลเซียส นํา
ใบสะตอ 5 กรัม บดในโกรงดวยไนโตรเจนเหลวใหละเอียดจนเปนผงแปง ใสหลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction 
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buffer 5 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน บมที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง (นํามาเขยาทุก 20 นาที) แลวนํา
ตัวอยางออกมาวางที่อุณหภูมิหองนาน 10 นาที แลวเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสม
กลับหลอดไปมา 10 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใส 
750 ไมโครลิตร ใสในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับ
หลอดไปมา 5 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที ดูดนํ้าใสใสหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอด
ใหม เติม 3M NaOAC 0.1 เทา และ Isopropanol 0.6 เทา แลวนําไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที นําไปปนเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ลาง
ตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอใหแหงแลวละลายดวย TE 100 
ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บมที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที นําไป
วัดคา (O.D) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น A260/A280 ใหอยูในชวง 1.8-2.0  แลวเจือ
จางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทําปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส 
ตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel electrophoresis แลวยอมดวย Ethidium bromide ปรับความเขมขนของ
ดีเอ็นเอใหได 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตรเพ่ือใชสําหรับปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการจัดทํา DNA barcode ของ
สะตอ 

2. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร กับดีเอ็นเอของสะตอ โดยใชไพรเมอร ที่คัดเลือกได คัดเลือกไพร
เมอรที่มีความจําเพาะซึ่งสามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอตนแบบของสะตอได เพ่ือนําไพรเมอรที่ไดไปใชจัดทํา 
DNA barcode ของกับสะตอพันธุอ่ืน ๆ จากขอ 3.8 โดยเตรียมสวนผสมปฏิกิริยาพีซีอารดังน้ี ดีเอ็นเอตนแบบ (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 อยางละ 4 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 
ย่ีหอ (0.5 unit) 0.5 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 100 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมการทํางานของเครื่อง 
themal cycle, Gene Amp 9700 ดังน้ี 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จํานวน 1 รอบ ตามดวย 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 ดวยวิธีเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร 4 
ไมโครลิตร ลงในแผนวุนอะกาโรสเจล 1เปอรเซ็นตใน 1xTBE buffer ใชแรงเคลื่อนไฟฟา100 โวลตเปนเวลา 60 
นาที ยอมดวยเอธิเดียมโบรไมด บันทึกแถบดีเอ็นเอดวยชุดถายภาพ UV Transilluminators (BIORAD) 

4. ทําช้ินสวนพีซีอารใหบริสุทธ์ิ (PCR purification) โดยนําผลผลิตพีซีอารที่ไดจากขอ 2 มาทําใหบริสุทธ์ิ
ดวยชุด PureLink® PCR Purification Kit ย่ีหอ Invitrogen ดังน้ี นําพีซีอาร 100 ไมโครลิตร มาเติม 
PureLink® Binding Buffer (B2) จํานวน 1 เทาคือ 100 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน ดูดของเหลวใสลงใน 
PureLink® Spin Column นําไปปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส ลางคอลัมนดวย Wash 
Buffer ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ปนเหว่ียงที่ความเร็ว 10,000 xg นาน 1 นาที ทิ้งสวนใส แลวปนคอลัมนใหแหง
อีกรอบนาน 2 นาที ยายคอลัมนใสหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม จากน้ันชะผลผลิตพีซีอารดวย Elution Buffer 
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

5. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด โดยสงผลผลิตดีเอ็นเอที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสะตอไปวิเคราะหหา
ลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่องวิเคราะหหาลําดับเบสอัตโนมัติ 

6. ตรวจสอบความถูกตองของลําดับนิวคลีโอไทดดวยตาเปลา โดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร 
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7. นําลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาวิเคราะหความเหมือนดวยโปรแกรม Blast ซึ่งอยูภายใตฐานขอมูลสากล
ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพ่ือตรวจสอบความปนเปอนของดีเอ็นเอ 

8. วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดดีเอ็นเอโดยวิธีการ Alignment ดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร ของพันธุสะตอ
ทุกพันธุที่ศึกษา 

9. วิเคราะหความสัมพันธของลําดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับฐานขอมูลดีเอ็นเอที่มีการระบุช่ือที่ถูกตอง
แลวใน NCBI ดวยโปรแกรม Blast N 

10. ตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทดหาตําแหนงที่มีความแปรปรวน บันทึกขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของ
สะตอแตละสายพันธุไวในฐานขอมูล 
11. บันทึกขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทด สรุปผลขอมลูดานความหลากหลายทางพันธุกรรม และนํา

ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดที่ไดไปจัดทําเปนฐานขอมูลตอไป 
 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
การเก็บตัวอยางสะตอและการเก็บตัวอยางอางอิง   

จากการเก็บตัวอยางสะตอ ที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุสะตอจากแหลงปลกูตางๆของภาคใต ในแปลง
รวบรวมพันธุสะตอ ศุนยวิจัยพืชสวนตรัง  ต. ไมฝาด อ.สิเกา จ. ตรัง มาจัดทําพรรณไมแหง สงเก็บรักษาที่
พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK)สํานักคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร โดยบันทึกขอมูลชนิดพืชสถานที่เก็บ
ตัวอยางและเลขอางอิงตัวอยางพืช (Voucher number)ตามมาตรฐานสากลไดตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของ
สะตอ จํานวน 16 ตัวอยาง ทีล่งทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (ตารางที3่.5.2) 
ตารางที ่3.5.2ตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของสะตอ จํานวน 16 ตัวอยาง ลงทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืช
กรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร 

ลําดับที ่ รหัสตัวอยาง

(Refference) 

ชื่อวิทยาศาสตร ชื่อพืช หมายเลขลงทะเบียน 

1 2TD1 Parkia speciosa Hassk. สะตอดาน 083046 

2 2TD2 Parkia speciosa Hassk. สะตอดาน 083037 

3 2TK1 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083054 

4 2TK2 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083043 

5 2TK3 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083056 

6 2TK4 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083052 

7 2TK5 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083048 

8 2TK6 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083050 

9 2TK7 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083045 

10 2TK8 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083053 

11 2TK9 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083051 

12 2TK10 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083044 

13 2TK11 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083047 

14 2TK13 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083049 

15 2TK14 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083055 
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16 2TK15 Parkia speciosa Hassk. สะตอขาว 083038 

 
    

 
 
 
 
 
 

   

 
 
 
 

   

 
 
 
 
 
 

   

 
ภาพที่2.5.1 ตัวอยางสะตอและการจัดทําตัวอยางพรรณไมอางอิง 
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ภาพที่ 2.5.2ตัวอยางพรรณไมอางอิง สะตอ ที่ทําการปลูกรวบรวมพันธุ ณ ศูนยวิจัยพืชสวนตรัง  ต. ไมฝาด อ.สิเกา 
จ. ตรัง นํามาลงทะเบียนเก็บรักษาไวณ พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร 
 
การหาไพรเมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอ 
     จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบสะตอขาวและสะตอดาน โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับพืชนําไปวัดคา 
(O.D) โดยใชเครื่อง Biodrops ที่ความยาวคลื่น A260/A280และตรวจสอบดีเอ็นเอดวย agarose gel 
electrophoresis พบวาดีเอ็นเอที่ไดมีคุณภาพและความเขมขนอยูในชวงที่เหมาะสมสามารถนําไปใชในข้ํานตอน
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได (ภาพที่ 3.5.3) เมื่อเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือนําไปทํา
ปฏิกิริยา PCR เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือใชสําหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการทดสอบหาไพร
เมอรที่เหมาะสมกับ DNA barcode ของสะตอทําใหไดดีเอ็นเอความเขมขนที่เหมาะสม จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็น

276 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



 

เอสะตอดวยเทคนิคพีซีอาร  โดยใชไพรเมอรสําหรับการจัดทํา DNA barcodeของสะตอสังเคราะหไพรเมอรจาก
บริเวณยีนrbcL,matK,ITS และ TrnH-psbA,ดังตารางแสดงไพรเมอร (ตารางที่ 3.5.1)ทําใหไดช้ินสวนยีน MatK-Pskt1  
MatK-Pskt2  MatK-Pskt3 และ rbcl-Pskt มีขนาด 800 800 400  และ 600 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่3.5.4, 
3.5.5)เมื่อนําช้ินสวนดีเอ็นเอทําใหบริสุทธ์ิดวยชุด PCR purification ไดแถบดีเอ็นเอเปาหมายเพียง 1 แถบ ซึ่งมี
ความบริสุทธ์ิเหมาะสมในการนําไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด (ภาพที่3.5.6) เมื่อวิเคราะหลําดับวคลีโอไทดที่ได
จากยีน rbcl ITS และ MatKทําใหได ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ท่ีผา่นการ

ตรวจสอบและคัดเลือก มีขนาดความยาว 584  653 และ1526 คูเบส ตามลําดับ (ภาพที่ 3.5.7) จากการทดสอบ

และคัดเลือกไพรเมอร ไดไพรเมอรที่เหมาะสําหรับใชในขั้นตอนการจัดทํา DNA barcode ของสะตอคือไพรเมอร

จากบริเวณยีน matK  และ ITS (ตารางที ่3.5.1) 
 

1 .2 .3  
ภาพที่ 3.5.3 แสดงดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบสะตอ   

3.5.3.1 ชอง 2-4  = DNA สะตอชอง 1,5 = 1 kb ,  DNA markers  
3.5.3.2 ชอง 2-5  = DNA สะตอชอง 1,6 = 1 kb ,  DNA markers   
3.5.3.3 ชอง 2-10 = DNA สะตอชอง 1,11 = 1 kb ,  DNA markers   

  

 
 
ภาพที่ 3.5.4 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอ 

แถบที่1,11 = 100 base plus ,  DNA markers แถบที ่2-10 = 2 ช้ินสวนของยีนMatK-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 ช้ินสวนของยีน ITS-Ps5-f, ITS-E4 –R ตามลําดับ 
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ภาพที่ 3.5.5 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอพันธุตางๆแถบที่1,13 = 100 base 

plus ,  DNA markers แถบที่ 2-6 = ช้ินสวนของยีนMatK-Pskt1 แถบที่ 7-11 MatK-Pskt2และ แถบที่
12 =ช้ินสวนของยีน ITS-Ps5-f, ITS-E4 –R ตามลําดับ 

 

 
 
ภาพที่ 3.5.6 ผลผลิตพีซีอารจากการเพ่ิมปริมาณยีน ITS ที่ทําใหบริสทุธ์ิ แถบที1่,7 = 100 base plus ,  DNA 

markers แถบที่ 2-6 = ช้ินสวนของยีน ITS ในสะตอพันธตางๆ 
ตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ที่ผานการตรวจสอบและคัดเลือก  
> 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 แสดงตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcl ITS และ MatK ในสะตอ ที่ผานการตรวจสอบ
และคัดเลือก มีขนาดความยาว 584  653 และ1526 คูเบส ตามลําดับ 

 
การจัดทํา DNA barcode ของสะตอ  
 การจัดทําาดีเอ็นเอบารโคดของสะตอ จํานวน 16 ตัวอยางโดย  ไดคัดเลือกช้ินสวนยีนที่ศึกษาไวในขัน้ตอน
การทดสอบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของไพรเมอรบารโคดสากลของพืชกับตัวอยางสะตอ ไดแก ITS และ 
matK นํามาใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสะตอ (ภาพที่ 3.5.8,3.5.9) พบวาเมือ่นําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ MatKและ 
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ITS ของสะตอ พันธุตางๆ จํานวน 32 ตัวอยางมาจัดเรียงเปรียบเทียบ พบวา MatK ของสะตอทั้ง16 พันธุ มีความ
ยาว 1526 bp. (ภาพที่ 3.5.10) พบมีการเปลียนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทด G/C ของตัวอยางบริเวณตําแหนงที่ 
64 A/Gของตัวอยางบรเิวณตําแหนงที่ 192 และ 243  T/C บริเวณตําแหนงที่ 587 และ A/C บริเวณตําแหนงที่ 
899  (ตารางที่ 3.5.4) สวน ITS ของสะตอทั้ง16 พันธุ มีความยาว 714bp. (ภาพที ่3.5.12)พบมกีารเปลียนแปลง
ของลําดับนิวคลีโอไทด C/Y ของตัวอยางบริเวณตําแหนงที่ 36 98 105 110 124 291และ 374 G/R ของตัวอยาง
บริเวณตําแหนงที่ 6583 91 97 104 121 127 และ 348A/M บริเวณตําแหนงที่ 84 93 และ 288   C/M บริเวณ
ตําแหนงที่ 89 103 และ 373 A/R บริเวณตําแหนงที่ 92  และ 449  T/K บริเวณตําแหนงที ่132  A/G บริเวณ
ตําแหนงที่ 214 T/Y บริเวณตําแหนงที่ 417 443 และ 636 (ตารางที ่3.5.5) 

เมื่อนําลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณ MatKและ ITS ของสะตอทั้ง16 พันธุไปวิเคราะหความสัมพันธดวย
โปรแกรม MEGAx โดยสรางแผนผังพันธุกรรม (phylogenetic tree) สามารถแบงกลุมสะตอไดเปน 4 กลุมคือ 
กลุมที1่ ประกอบดวย 2TD1 2TD2  2TK3  2TK14  2TK10 และ 2TK11กลุมที่2 ประกอบดวย  2TK7  2TK1  
2TK13  2TK15  2TK2 และ 2TK4 กลุมที3่ ประกอบดวย 2TK9  กลุมที่ 4ประกอบดวย 2TK5 2TK6 และ 2TK8  
(ภาพที่ 3.5.11 และ 3.5.13) ซึ่งในทั้ง MatKและ ITS สามารถจัดแบงกลุมไดสะตอ ไดเหมือนกัน อยางไรก็ตาม 
เครื่องหมายดีเอ็นบารโคดจากบริเวณยีน matK และITSใหความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางพันธุในระดับที่
นอยมาก อยางไรก็ตามระดับความแตกตางน้ี ไมสามารถแยกความแตกตางระหวางสะตอขาวและสะตอดานได จึง
ควรนําเทคนิคอ่ืนๆ เชนเทคนิค GBSมาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอ ตอไป 
 

 
ภาพที่ 3.5.8 แสดงดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบสะตอ   

หมายเลข 1-12 = DNA สะตอ 
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ภาพที่ 3.5.9 แสดงแถบดีเอ็นเอของช้ินสวนยีน MatK ขนาดประมาณ1780 คูเบส ที่เพ่ิมปริมาณไดจากสะตอ

 แถบที่1 = 100 base plus ,  DNA markers  หมายเลข1-14 = ช้ินสวนของยีนMatK- 
 

ตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 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
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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 3.5.10แสดงตัวอยางขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของยีน MatK ในสะตอ16 พันธุ 

 
ตารางที่ 3.5.2แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ MatK ตําแหนงลําดับเบส ที่ 64-
899 เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 

  
   พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

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 แผนผังความสมัพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางสะตอ จํานวน16ตัวอยาง
จากยีน MatK ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx  
 
ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทดของสะตอพันธุตางๆ ของช้ินสวนยีน 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  ขอมูลดีเอ็นเอบารโคดในรูปแบบนิวคลีโอไทดของช้ินสวนยีน ITS ในสะตอพันธุตางๆจํานวน 16 
พันธุ  
 
ตารางที่ 3.5.3 แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลําดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 36-92 
ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จาํนวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

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 ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

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(ตอ)แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลาํดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 93-
110 ที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

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(ตอ)แสดงรูปแบบการเปลี่ยนแปลงที่พบในลาํดับนิวคลีโอไทด บริเวณ ITS ลําดับเบสตําแหนงที่ 
121-291 ที่เกดิจากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ในสะตอพันธุตางๆ จํานวน 16 พันธุ 
 

พันธุ ตําแหนงที่มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทด 

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  แผนผังความสัมพันธทางพันธุกรรม (Phylogenetic tree) ของตัวอยางสะตอ จํานวน 16ตัวอยาง

จากยีน ITS ที่วิเคราะหดวยโปรแกรม MEGAx 
 

สรุปผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 
จากการศึกษาจัดทําดีเอ็นเอบารโคดและความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ ที่เก็บรวมรวมจากแหลง

ปลูกตางๆของภาคใตมาปลูกในแปลงรวบรวมพันธุของศูนยวิจัยพืชสวนตรัง ไดพบวาไพรเมอรบารโคดของพืช 
rbcL,matK,ITS และTrnH-psbAสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร ในตัวอยางสะตอ 2 ชนิดคือ 
สะตอขาว และ สะตอดานโดยพบวายีนใน matK และITSสามารถนํามาใชจัดทําดีเอ็นบารโคดในการจัดจําแนก
สะตอ เมื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของสะตอ 2 ชนิดจํานวน16 ตน โดยสรางแผนผังพันธุกรรมสามารถ
แบงกลุมสะตอไดเปน4กลุมแตยังไมสามารถแยกสะตอขาวและสะตอดานออกจากกันได จึงควรนําเทคนิคอ่ืนๆ เชน
เทคนิค GBS มาใชในการจัดจําแนกพันธุสะตอ ตอไป  

 
 
 
 
 
 
 
 

 
บทสรปุและขอเสนอแนะ 

1. เก็บรวบรวมความหลากหลายทางชีวภาพของพันธุพืชสวน จํานวน 5 พืช ไดแก ทุเรียน, เงาะ, บัว, 
กลวยไมสมุนไพร และพริก ไดตัวอยางพันธุพืชจํานวน 169, 36, 34, 40 และ 84 ตัวอยาง ตามลําดับ;พันธุพืชไร 
จํานวน 2 พืช ไดแก มันสําปะหลัง และถั่วเหลือง ไดตัวอยางพันธุพืชจํานวน 17 และ 40 ตัวอยาง ตามลําดับ; และ
พืชทองถิ่น จํานวน 5 พืช ไดแก พืชวงศศิลา ปญจขันธ ปลาไหลเผือก หนอนตายหยาก และสะตอ ไดตัวอยางพันธุ
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พืชจํานวน 19, 20, 63, 40 และ 16ตัวอยาง ตามลําดับ  พรอมจัดทําตัวอยางพรรณไมแหงอางอิงของทุเรียน, เงาะ
, บัว, พริก, มันสําปะหลัง, ถั่วเหลือง, พืชวงศศิลา, ปญจขันธ, ปลาไหลเผือก, หนอนตายหยาก และสะตอ ได
จํานวน 120, 24, 20, 40, 84, 17, 73, 19, 20, 43, 40 และ 16 ตัวอยาง ตามลําดับ 

2. ยีนที่เหมาะสมสําหรับใชศึกษาดีเอ็นเอบารโคดและแสดงใหเห็นความสัมพันธทางพันธุกรรมของพันธุ
ทุเรียนมี 2 ยีน คือ DuBc04และ ITS2; พันธุเงาะมี 6 ยีน คือ matK1R, rbcL, rbcLA, psbA, rpoCและtrnL;พันธุ
บัวมี 4 ยีน คือ ITS, rpoC1,matKและ rbcL; พันธุกลวยไมสมุนไพรมี 4 ยีน คือ matK, rbcL, trnH-psbA และ 
ITS; พันธุพริกมี 3 ยีน คือ ITS, rbcLและ trnH-psbA; พันธุมันสําปะหลังมี 2 ยีน คือ matK, และ ITS2; พันธุถั่ว
เหลืองมี 3 ยีน คือ ITS, rbcL และ rpocL; พืชวงศศิลามี 4 ยีน คือ matK, rpl32-trnL, trnL-trnFและ ITS;พันธุ
ปญจขันธมี 4 ยีน คือ accD, petD, psbBและ ycf3; พืชสกุลปลาไหลเผือกมี rbcL, rpoC และ ITS; พืชสกุล
หนอนตายหยากมี psbA-trnH,matK และ rbcL; และพันธุสะตอมี 2 ยีน คือ matK และ ITS 

3. จัดเก็บเช้ือพันธุกรรมดีเอ็นเอได 674 ตัวอยาง คือ ทุเรียนได 145 ตัวอยาง, เงาะ 34 ตัวอยาง, บัว 162 
ตัวอยาง, กลวยไม 39 ตัวอยาง, พริก 84 ตัวอยาง, มันสําปะหลัง 17 ตัวอยาง, ถั่วเหลือง 40 ตัวอยาง, พืชวงศศิลา 
19 ตัวอยาง,พันธุปญจขันธ 20 ตัวอยาง, พืชสกุลปลาไหลเผือก 63 ตัวอยาง, พืชสกุลหนอนตายหยาก 35 ตัวอยาง 
และสะตอ 16 ตัวอยาง และเก็บรักษาเมล็ดพันธุในธนาคารเช้ือพันธุพืชได 143 ตัวอยาง ไดแก พริก 84 ตัวอยาง 
และถั่วเหลือง 59 ตัวอยาง 

4. จัดทําฐานขอมูลความหลากหลายทางชีวภาพได 424 ขอมูล ไดแก ทุเรียนได 145 ขอมูลพันธุพืช, เงาะ
ได 34 ขอมลูพันธุพืช, บัวได 34 ขอมลูพันธุพืช, กลวยไมสมุนไพรได 39 ขอมูลพันธุพืช, พริกได 71 ขอมูลพันธุพืช, 
มันสําปะหลังได17 ขอมลูพันธุพืช, ถั่วเหลืองได 40 ขอมูลพันธุพืช, พืชวงศศิลาได 14 ขอมูลชนิดพืช, ปญจขันธได 
20 ขอมูลพันธุพืช, พืชสกุลปลาไหลเผือกได 2 ขอมลูชนิดพืช, พืชสกุลหนอนตายหยากได 6 ขอมูลชนิดพืช และ
สะตอได 2 ขอมูลพันธุพืช;และฐานขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของทุเรียนได 270 ขอมลู, เงาะได 187 ขอมูล, บัวได 
392 ขอมลู, กลวยไมสมุนไพรได 80 ขอมูล, พริกได 217 ขอมูล, มนัสําปะหลังได68 ขอมูล, ถัว่เหลืองได 120 
ขอมูล, พืชวงศศิลาได 54 ขอมูล, ปญจขันธได 78 ขอมูล, พืชสกุลปลาไหลเผือกได 82 ขอมูล, พืชสกุลหนอนตายห
ยากได 51 ขอมลู และสะตอได 64 ขอมูล 
 ขอเสนอแนะ 

จากการศึกษาวิจัยของโครงการวิจัยในภาพรวม การสรางดีเอ็นเอบารโคดมีศักยภาพในการจําแนก
สิ่งมีชีวิต โดยใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอมาตรฐานในพืชแตละชนิด อยางไรก็ตามแมวา
พันธุกรรมพืชจะมีผลโดยตรงตอลักษณะการแสดงออกของพืช (phenotype) สภาพแวดลอมในการเพาะปลูกก็
เปนอีกปจจัยที่สําคัญมีผลตอการแสดงออกดวยเชนกัน การจําแนกพันธุพืชดวยการใชลําดับนิวคลีโอไทดของ
ตําแหนงจําเพาะเพียงบริเวณใดบริเวณหน่ึงอาจไมเพียงพอตอการจําแนกพันธุพืช เน่ืองจากตําแหนงน้ันมีความผัน
แปรทางพันธุกรรม (genetic variation) ตํ่า และลําดับดีเอ็นเอของตําแหนงน้ันมีขนาดเล็กมาก (genome size) 
เมื่อเทียบกับขนาดของจีโนมพืช มีผลทําใหตําแหนงดังกลาวไมสามารถแยกความแตกตางของพืชในระดับพันธุได 
ดังน้ัน การเพ่ิมยีนที่มีความผันแปรสูง หรือศึกษาพืชทั้งจีโนม รวมทั้งการวิเคราะหพืชดวยเทคนิคใหมๆ จะสามารถ
ชวยยืนยันความแตกตางของพันธุพืชที่มีศักยภาพทางเศรษฐกิจเหลาน้ีได 
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