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พะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre) เปนไมยืนตนที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจของไทย ซึ่งปจจุบันถูก

ลักลอบตัดอยางผิดกฎหมาย ทําใหมีโอกาสเสี่ยงตอการสูญพันธุ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อประเมินความ
หลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยูงโดยใชขอมูลดีเอ็นเอของคลอโรพลาสตจีโนม และทดสอบ
วิธีสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสมจากสวนของเปลือกไม เนื้อไม และใบของตนพะยูง ผลการศึกษาพบวาวิธีการสกัด        
ดีเอ็นเอที่เหมาะสมคือ วิธีประยุกตของ Sharma et al. (2002) จากการตรวจสอบสวนตางๆของคลอโรพลาสต
จีโนมที่เปน non-coding region จํานวน 8 สวน พบวามี 3 สวน ไดแก trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ที่มี
ความผันแปร สามารถใชในการประเมินความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรม สวนของดีเอ็นเอที่ศึกษา
ทั้ง 3 สวน มีความยาวรวม 1,841 นิวคลีโอไทด ในจํานวนดังกลาวมีตําแหนงที่มีความผันแปร รวม 10 ตําแหนง 
โดยเปน SNP 8 ตําแหนง และ INDEL 2 ตําแหนง ผลการศึกษาความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรม
ของไมพะยูงรวม 108 ตัวอยาง จํานวน 10 ประชากรที่อยูทางภาคตะวันออกเฉียงเหนือ และภาคกลางของไทย 
รวมถึงประเทศลาว มีความหลากหลายทางพันธุกรรมอยูในระดับต่ําโดยมีคา haplotype diversity (h) และคา 
nucleotide diversity (π) เทากับ 0.608 และ 0.00033 ตามลําดับ และพบรูปแบบดีเอ็นเอรวม 11 haplotype ซึ่งแตละ 
haplotype มีการปรากฏในสัดสวนที่แตกตางกัน จํานวน haplotype ที่พบในแตละประชากรอยูระหวาง 1-4 
haplotype โดย haplotype ที่พบมากที่สุดไดแก H1 ซึ่งพบใน 9 ประชากรจากทั้งหมด 10 ประชากร โดยคิดเปน
รอยละ 61 ของตัวอยางที่ศึกษา และมี 7 haplotype  ที่พบเฉพาะประชากรใดประชากรหนึ่ง ผลการวิเคราะห
โครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรไมพะยูงที่ศึกษาในครั้งนี้ พบวาไมปรากฏโครงสรางทางพันธุกรรมที่
ชัดเจนหรือไมแบงออกเปนกลุมยอยๆ ทั้งนี้เนื่องมาจากประชากรสวนใหญมีการปรากฏของ haplotype  H1 
ยกเวนแตประชากร อุทยานแหงชาติเขาใหญ จ.สระบุรี ซึ่งสอดคลองกับการวิเคราะห AMOVA ที่แสดงความผัน
แปรทางพันธุกรรมภายในประชากรมากกวาความผันแปรระหวางประชากร สวนการทดสอบสมดุลทาง
วิวัฒนาการของประชากร “Neutral theory” ดวยคาสถิติ Tajima’s D และ Fu and Li’s D* and F* พบวาประชากร
ไมพะยูงยังอยูภายใตสมดุล แสดงวาความผันแปรทางพันธุกรรมในประชากรไมพะยูงที่ศึกษาไดรับอิทธิพลจาก
สมดุลระหวาง mutation และ genetic drift  

                                          
การศึกษาครั้งนี้สามารถนําขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมไปใชประกอบการพิจารณาคัดเลือก

แหลงพันธุกรรมเพื่อใชในการอนุรักษภายนอกถิ่นกําเนิด (ex situ) ได รวมถึงสามารถนําขอมูล haplotype ที่มี
ความจําเพาะตอประชากรไปใชเปนแนวทางในการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใชประโยชนในดานการบงช้ี
แหลงที่มาของไมพะยูงภายอนาคต 
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The Siamese rosewood (Dalbergia cochinchinensis Pierre) is an valuable important tree species. This 

species has been illegally logged since the last few decades which may become extinct. This study aimed to 
assess genetic diversity and genetic structure of D. cochinchinensis using sequencing data from chloroplast 
genome and test of effective DNA extraction methods from the bark, wood and leave of D. cochinchinensis. 
The results showed that the DNA extraction of Sharma et al. (2002) was the best successful method. Eight     
non-coding chloroplast DNA regions were screened for polymorphismhree regions, trnS-trnG, trnV-trnM and  
trnC-ycf6 revealed polymorphisms and were selected for the further genetic diversity and genetic structure 
studies in D. cochinchinensis. A total of 10 polymorphic sites, including 8 single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) and 2 insertions/deletions (INDEL) were detected in the 1,841 bp from three non-coding chloroplast 
DNA sequences. Genetic diversity and genetic structure of 108 individuals of  D. cochinchinensis collected 
from 10 populations in the Northeast and the Central part of Thailand as well as Laos were assessed.             
Genetic diversity was low as shown by haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (π) of 0.608 and 
0.00033, respectively. There were eleven haplotypes, of which each haplotype was presented in different 
proportions, ranged from 1-4 haplotypes per population. The most common haplotype was H1, presented in 9 of 
10 populations which was 61% of the total samples. Seven haplotypes were unique to populations. No genetic 
structure was found on the basis of haplotype distribution due to the common haplotype H1 in most 
populations, except the Khao Yai National Park population. This result was consistent with the AMOVA 
analysis showing genetic variation within populations greater than the variation between populations. Neutrality 
tests by Tajima’s D and Fu and Li’s D* and F* statistics, were under neutral equilibrium, indicating that genetic 
variation of D. cochinchinensis populations was influenced by the balance between mutation and genetic drift.  

 
The genetic diversity results can be used to select genetic sources for ex situ conservation area of      

D. cochinchinensis. The unique haplotype may be used to identify the source of illegally logged wood in the 
future. 
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 4 รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR ที่ใชในการทดสอบความสามารถในการ 
 เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอของตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดสกัดดวยวิธีตางๆจากสวนตางๆ                           

ของตนพะยูง         30 
5 ประชากรของไมพะยูงที่ใชศกึษา       32 
6 สวน non-coding regions ของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชคดัเลือกและ primer                        

ที่ใชในการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ       35 
7 รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR จากสวน trnS-trnG  trnV-trnM และ trnC-ycf6 36 
8 รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด   37 
9 ปริมาณและคณุภาพสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีตางๆของ          
 ตัวอยางจากสวนตางๆของตนพะยูง      44 
10 ขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากสวนตางๆของคลอโรพลาสต               

จีโนมที่ใชศึกษาในไมพะยูง        55 
11 Haplotype ของสวน trnS-trnG ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร 
 และการปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง     57 
12 Haplotype ของสวน trnV-trnM ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร 

  และการปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง     58 
13 Haplotype ของสวน trnC-ycf6 ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร 

  และการปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง     58 
 14 Haplotype ที่ไดจากการวิเคราะหรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG 

trnV-trnM และtrnC-ycf6 เขาดวยกัน ตําแหนงของลําดบันิวคลีโอไทดที่มี                                   
ความผันแปรและการปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง   59 

 

 

(2) 



สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที่                                    หนา 
 
 15 จํานวน haplotypes (nh) คา haplotype diversity (h) คา nucleotide diversity 

 (π และ θw) และคาที่ไดจากการทดสอบสมดุลของประชากร (Neutrality Tests)                          
ดวยการวเิคราะหลําดับนวิคลีโอไทดรวมจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ                            
trnC-ycf6  ของไมพะยูง        61 

 16 คาที่ไดจากการวิเคราะหดวย AMOVA ของไมพะยูง ที่รวมลําดับนวิคลีโอไทด                           
จากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบรวมสวน INDEL 70 

 17 คา FST  ของไมพะยูง เมื่อวิเคราะหดวยการรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน 
trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบรวมสวน INDEL  70 

18 คา FST  เมื่อเปรียบเทียบเปนคูประชากรของไมพะยูงที่วเิคราะหโดยรวมลําดับ                              
นิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ไวดวยกัน                                   
แบบรวมสวน INDEL        71 

 19 คาที่ไดจากการวิเคราะหดวย AMOVA ของไมพะยูง ที่รวมลําดับนวิคลีโอไทด                           
จากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบไมรวมสวน INDEL 72 

 20 คา FST  ของไมพะยูง เมื่อวิเคราะหดวยการรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน 
trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบไมรวมสวน INDEL  72 

21 คา FST  เมื่อเปรียบเทียบเปนคูประชากรของไมพะยูงที่วเิคราะหโดยรวมลําดับ                              
นิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ไวดวยกัน                                   
แบบไมรวมสวน INDEL        74 

 
 

 
                       
 
 
 
 
 

 

 

(3) 



สารบัญภาพ 
 

ภาพที่                                                  หนา  
 

1 ลักษณะสัณฐานของตนพะยงูสวน ใบและดอก (ก) ฝก (ข) เปลือกและลําตน (ค)               
และเนื้อไม (ง)           5 

2 การเกิดการกลายพันธุแบบ point mutation 2 แบบไดแก SNP และ INDEL  10 
3 โครงสรางคลอโรพลาสตจีโนมของพืชวงศถ่ัว Vigna radiate    16 
4 สีของสาระละลายดีเอ็นเอโดย 0 =  สีใส 1 = สีเหลือง 2 = สีน้ําตาลออน  

3 = สีน้ําตาลเขม         28 
5 ประชากรของไมพะยูงที่ใชศกึษา       31 
6 ปริมาณและคณุภาพของสารละลายดีเอ็นเอของตัวอยางจากตนพะยูงเมื่อสกัด                                 

ดวยวิธีตางๆ  วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ                                 
Jobes et al . (1995) (ข) วิธีประยุกตของ Scott and Playford (1996) (ค)                                       
วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง) วิธีประยุกตของ Sharma et al. (2002) (จ)                             
และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit (Qiagen) (ฉ) โดยหมายเลขดานบนแทน 
สวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบเรยีงตามตารางที่ 2     43    

7 ความสําเร็จของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในสวน trnL intron ของดีเอ็นเอจากตนพะยงู 
ในแตละตัวอยางที่ใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้                                                                       
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข) 
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง) 
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยที่หมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบ 
เรียงตามตารางที่ 2         51 

8 ความสําเร็จของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในสวน ITS  ของดีเอ็นเอจากตนพะยูง 
ในแตละตัวอยางที่ใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้                                                                       
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข) 
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง) 
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยที่หมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบ 
เรียงตามตารางที่ 2         52 

 

 

(4) 



สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพที่                                                  หนา  
 

9 ความสําเร็จของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในสวน trnC-ycf6 ของดีเอ็นเอจากตนพะยงู 
ในแตละตัวอยางที่ใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้                                                                       
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข) 
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง) 
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยที่หมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบ 
เรียงตามตารางที่ 2         53 

10 ความสําเร็จของการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในสวน trnT– trnL ของดีเอ็นเอจากตนพะยงู 
ในแตละตัวอยางที่ใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้                                                                       
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข) 
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง) 
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยที่หมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบ 
เรียงตามตารางที่ 2         54 

11 ขนาดดีเอ็นเอที่ไดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากสวนตางๆของคลอโรพลาสตจีโนม     
ไดแกสวน trnS-trnG ขนาดประมาณ 600 คูเบส สวน trnV-trnM ขนาดประมาณ                         
900 คูเบส และสวน trnC- ycf6  ขนาดประมาณ 1,000 คูเบส จากตัวอยางของไมพะยงู 56 

12 รูปแบบการกระจาย haplotype ของไมพะยูงที่วิเคราะหดวยสวน trnS-trnG (ก)                                    
สวน trnV-trnM (ข) และสวน trnC-ycf6 (ค) ของคลอโรพลาสตจีโนม   67 

13 รูปแบบการกระจาย haplotype ของไมพะยูงที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทด                      
ของสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-petN1R ของคลอโรพลาสตจีโนม                                   
เขาดวยกัน (ก) และ haplotype network (ข)      68 
 

 
 

             
 

 

 

(5) 



คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 
A   =   Adenine  
C   =  Cytocine  
G   =  Guanine 
T   =  Thymine 
M   =  Molar 
Kb   =  Kilobase 
DNA   =  deoxyribonucleic acid 
dNTPs   =  deoxynucleotide 
ddNTPs   =  dideoxynucleotide 
π   =  Pi (Nucleotide diversity) 
θw   =  Theta (Nucleotide diversity) 
FST   =  Fixation Index 
RAPD   =  Random Amplified Polymorphism DNA 
SSR   =  Simple Sequence Repeat 
PCR   =  Polymerase Chain Reaction 
ISSR   =  Inter Simple Sequence Repeat 
SNP   =  Single Nucleotide Polymorphism 
INDEL   =  Insertion / Deletion 
 
 

 

 

(6) 



1 

การประเมินความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยูง (Dalbergia 

cochinchinensis Pierre) โดยใชขอมูลดีเอ็นเอของคลอโรพลาสตจีโนม 
 

Assessment of Genetic Diversity and Genetic Structure of Dalbergia 

cochinchinensis Pierre using DNA Data from Chloroplast Genome 
 

คํานํา 
 
พะยูง (Dalbergia cochinchinensis Pierre) เปนไมยนืตนที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจในอนัดับ

ตนๆของไทย มีแหลงกําเนิดในประเทศกัมพูชา เวยีดนาม ลาว และไทย สําหรับประเทศไทยมีการ
กระจายพันธุตามธรรมชาติในปาผสมผลัดใบและปาดิบแลงที่สูงจากระดับน้ําทะเล 50 ถึง 200 เมตร     
พบไดทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือเปนสวนใหญ รวมถึงภาคตะวันออกและภาคกลางของประเทศ 
(Niyomdham, 2002) พะยูงจัดไดวาเปนไมมงคลชั้นสูงของไทย และดวยคุณสมบตัิทีด่ีของไม
พะยูงในหลายๆดาน เชน เนื้อไมที่มีสีสันลวดลายงดงาม ชักเงาดี และมคีวามคงทนแข็งแรง จึงถูก
นําไปใชประโยชนทั้งในลักษณะของไมแปรรูปในการกอสรางและทําเฟอรนิเจอร เครื่องดนตรี 
เครื่องมือตางๆ ปจจุบันไมพะยูงเปนที่ตองการของตลาดทั้งในและตางประเทศเปนอยางมากจึงมี
ราคาคอนขางสูงและถือไดวาเปนไมที่มีราคาแพงที่สุดในโลก ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําใหไมพะยูงถูก
ลักลอบตัดจากปาธรรมชาติเปนจํานวนมาก โดยสงผลใหไมพะยูงลดปริมาณลงอยางรวดเร็ว และ
อาจสงผลตอการเปลี่ยนแปลงความหลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) และโครงสราง
ทางพันธุกรรม (genetic structure) ซ่ึงมีโอกาสเสี่ยงตอการสูญพันธุเปนอยางยิ่ง  

 
ในการอนุรักษไมพะยูงควรมมีาตรการในการปองกันการลักลอบตัดไมพะยูงเปนลําดบัแรก 

และตอมาควรมีการวางแผนจัดการเพื่อการอนุรักษไมพะยูงไดอยางถูกตองและเหมาะสม ซ่ึงขอมูล
ทางพันธุกรรมที่ไดจากการศึกษาดานพันธุศาสตรประชากรสามารถนําใชเปนแนวทางในการ
อนุรักษได โดยในการศึกษาดังกลาวจําเปนที่ตองทราบถึงระดับความหลากหลายทางพันธุกรรม 
และโครงสรางทางพันธุกรรม การศึกษาครั้งนี้จึงไดประเมินความหลากหลายและโครงสรางทาง
พันธุกรรมของไมพะยูงโดยใชขอมูลดีเอ็นเอจากลําดับนวิคลีโอไทดของคลอโรพลาสตจีโนม 

 
และเนื่องดวยปญหาการยึดไมพะยูงทีเ่ปนของกลางนั้นไมทราบแหลงทีม่าที่แนชัดซึ่งยาก

ตอการตรวจสอบ การศึกษาครั้งนี้จึงไดพฒันาเครื่องมือในระดบัโมเลกุลเพื่อใชเปนขอมูลเบื้องตน
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และเปนแนวทางในการใชประโยชนตอการบงชี้แหลงกําเนิดหรือแหลงที่มาของไมพะยูงในอนาคต 
และดวยลักษณะไมของกลางนั้นมักอยูในรูปไมทอนและไมแปรรูป ซ่ึงการตรวจสอบแหลงที่มา
หรือการพิสูจนหลักฐานตางๆในระดับโมเลกุลจําเปนตองใชดีเอ็นเอจากสวนของเปลือกไมและเนือ้
ไม จึงไดทดสอบวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากสวนของเปลือกและเนื้อไมพะยงูที่เหมาะสมเพื่อนําไปใช
ประโยชนดังกลาวในอนาคต 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อทดสอบวธีิสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสมจากสวนของเปลอืกไมช้ันใน เนื้อไมสวนกระพี้  
และใบของตนพะยูง 

 
2. เพื่อประเมินความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยงูโดยใชขอมูล   

ดีเอ็นเอจากสวนคลอโรพลาสตจีโนม  
 

3. เพื่อพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอเพื่อเปนแนวทางในการใชประโยชนในดานการบงชี้
แหลงกําเนิดหรือแหลงที่มาของไมพะยูงในอนาคต 
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การตรวจเอกสาร 
 
ลักษณะโดยทั่วไปของไมพะยูง  
 

พะยูง มีช่ือวิทยาศาสตรวา Dalbergia cochinchinensis Pierre จัดอยูในวงศถ่ัว 
(Leguminosae) อนุวงศ Papilionoideae มีวิสัยเปนไมยืนตน (tree) พะยูง เปนชื่อพื้นเมอืงอยางเปน
ทางการ และมช่ืีอเรียกแตกตางกันออกไปตามทองถ่ินตางๆ เชน กระยง กระยุง (เขมร-สุรินทร)      
ขะยุง (อุบลราชธานี) แดงจีน (ปราจีนบุรี) ประดูตม ประดูน้ํา (จนัทบุรี) ประดูลาย (ชลบุรี)           
ประดูเสน (ตราด) พะยูงไหม (สระบุรี) หวัลีเมาะ (จนี) (Niyomdham, 2002) 

  
พะยูงมแีหลงกําเนิดในประเทศเวียดนาม ลาว กัมพูชา และไทย สําหรับในประเทศไทย  

พบไดทางภาคตะวนัออก ภาคตะวันออกเฉยีงเหนือ และภาคกลางของประเทศ  มีการกระจายพันธุ
ตามธรรมชาติในปาผสมผลัดใบและปาดบิแลงที่สูงจากระดับน้ําทะเล 50-200 เมตร (Niyomdham, 
2002) สําหรับทางภาคตะวันออกเฉียงเหนอืสวนใหญพบไดแถบเทือกเขาภูพาน และเทือกเขา        
พนมดงรัก ตั้งแตจังหวัดนครพนม สกลนคร กาฬสินธุ มุกดาหาร อุบลราชธานี ศรีสะเกษ สุรินทร 
และบุรีรัมย โดยสวนใหญอยูในพื้นที่อุทยานแหงชาติ และเขตรักษาพนัธุสัตวปาตามแนวชายแดน
ไทย-ลาว และไทย-กัมพูชา (สํานักงานความหลากหลายทางชีวภาพดานปาไม กรมปาไม, 2555)   
 

พะยูงเปนไมผลัดใบที่มีขนาดปานกลางถึงขนาดใหญ มีความสูงถึง 25 เมตร เรือนยอดมีพุม
ใบกวาง มีใบเปนใบประกอบแบบขนนกชั้นเดียวปลายคี่ที่มีใบยอยจํานวน 7-9 ใบ ใบยอยเรียงสลับ
เปนรูปไขกวาง (ovate) ขอบใบเรียบ ปลายใบแหลม ดอกออกเปนชอแบบแยกแขนง เกิดตามซอก
ใบหรือปลายกิง่ ดอกมีขนาดเล็กสีขาว แสดงดังภาพที่ 1 (ก)  ออกดอกชวงเดือนพฤษภาคม-
กรกฎาคม ผลแหงเปนรูปฝกขอบขนานมีจาํนวน 1-4 เมล็ด แสดงดังภาพที่ 1 (ข) เมลด็แบนสีน้ําตาล
แดง ฝกแกในชวงเดือนกรกฎาคมถึงกันยายน เปลือกเรยีบสีเทา ลอกเปนแผนบาง แสดงดังภาพที่     
1 (ค)  สวนระบบรากเปนระบบรากแขนง รากแกวเปนรากแกนหลักทีม่ีรากแขนงแตกยอยออกไป 
เปนไมที่มีระบบรากคอนขางลึก รากฝอยมีปมรากแบบถั่วชวยในการตรึงกาซไนโตรเจน ( ชัยสิทธ
และคณะ, 2536) ลักษณะเนือ้ไม กระพี้ (sapwood) สวนใหญมีสีขาว มคีวามกวาง 40-50 มิลลิเมตร 
สวนแกน (heartwood) มีสีมวงออน (light rose purple) ไปจนถึงสีมวงแดง (burgundy) โดยมีร้ิวลาย
สีน้ําตาลดําหรือสีดํา แสดงดงัภาพที่ 1 (ง)  เปนไมที่ทนทานและแข็งแรง คุณสมบัติเหลานี้ทําใหเปน
ที่สนใจและมคีวามตองการในปริมาณที่สูง โดยเปนที่รูจกักันในชื่อของ Thailand rosewood หรือ 
Siamese Rosewood (Keating and Bolza, 1982) 



5 

 

              
 
 

             
 
 
ภาพท่ี 1  ลักษณะสัณฐานของตนพะยูงสวน ใบและดอก (ก) ฝก (ข) เปลือกและลําตน (ค)                      

และเนื้อไม (ง) 
 
ท่ีมา :  ภาพ (ง) (สยามรัฐ, 2555) 
 
ปญหาการลักลอบตัดไมพะยูงในปจจุบัน 
 

พะยูง เปนไมท่ีมีคุณคาทางเศรษฐกิจในอันดับตนๆของไทย ดวยคุณสมบัติของเนื้อไมใน
หลายๆดานท้ังลวดลายงดงาม ชักเงาไดดี มีความคงทนแข็งแรง และยงัถือไดวาเปนไมมงคลช้ันสูง
ท่ีมีความเช่ือวา หากผูใดมีไวครอบครองจะเกิดความเปนสิริมงคล จึงทําใหเปนท่ีตองการท้ังในและ
ตางประเทศโดยเฉพาะประเทศจีน ซ่ึงเปนจุดเร่ิมตนความนิยมไมพะยงู โดยประเทศจีนนําเอาไม

(ก) (ข) 

(ค) 

(ง) 

กระพ้ี แกนไม 
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พะยูงไปซอมแซมตกแตงพระราชวังระหวางท่ีเปนเจาภาพการแขงขันกีฬาโอลิมปกป 2551 นับแต
นั้นมาราคาไมพะยูงจึงสูงข้ึนอยางตอเนื่อง ซ่ึงปจจุบันถือไดวาไมพะยูงเปนไมท่ีมีราคาแพงท่ีสุดใน
โลก และดวยปริมาณความตองการของไมพะยูงมีมากกวาจํานวนตนพะยูงท่ีมีอยู จงึเปนสาเหตุใหมี
การลักลอบตัดไมพะยูงในอัตราสูง (เพลิน, 2555)  
 

จากขอมูลการสรุปรายงานสถิติคดีเกี่ยวกับปาไม ของหนวยงานในสังกดักรมกรมอุทยาน
แหงชาติ สัตวปา และพันธุพชื ท่ีพบการกระทําผิดเกีย่วกบัไมพะยูง ปงบประมาณ 2555 (ต้ังแต 1 
ตุลาคม 2554-30 กันยายน 2555) พบวามีจาํนวนคดีท้ังส้ิน 1,185 คดี ผูตองหา 750 ราย ยึดไมของ
กลางได 10,825 ทอน/แผน คิดเปนปริมาตรรวม 880.85 ลูกบาศกเมตร มูลคารวม 132,127,335 บาท 
ซ่ึงมูลคาไมพะยูงประเมินราคาโดยเฉล่ีย 150,000 บาทตอลูกบาศกเมตร โดยพ้ืนท่ีอุทยานแหงชาติ  
ภูจองนายอย จงัหวัดอุบลราชธานี มีจํานวนคดีมากสุด 142 คดี รองลงมาคืออุทยานแหงชาติภูผายล 
จัวหวัดสกลนคร 133 คดี สวนอุทยานแหงชาติภูพานมีมูลคารวมมากสุดถึง 21,830,000 บาท (สํานัก
ปองกัน ปราบปราม และควบคุมไฟปา กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2555)  
 

สหภาพนานาชาติเพื่อการอนุรักษธรรมชาติและทรัพยากรธรรมชาติ (International Union 
of conservation or Nature and Natural Resources: IUCN) ไดจดัสถานะใหไมพะยูงอยูในสถานภาพ
มีแนวโนมใกลสูญพันธุ (Vulnerable) (IUCN, 2009) สวนในประเทศไทย กรมอุทยานแหงชาติ สัตว
ปา และพันธุพชื ไดมีการผลักดันการข้ึนทะเบียนไมพะยงูไวในบัญชีอนุสัญญาวาดวยการคา
ระหวางประเทศ ซ่ึงชนิดสัตวปาและพืชปาท่ีใกลจะสูญพันธุ (Convention on International Trade 
in Endangered Species of Wild Fauna and Flora: CITES) เพื่อปองกันไมใหมีการเคล่ือนยายและ
การคาระหวางประเทศ โดยจะพยายามผลักดันเขาสูบัญชี หมายเลข 1 คือเปนชนิดพนัธุของสัตวปา 
และพืชปา ท่ีหามคาโดยเดด็ขาด เนื่องจากใกลสูญพันธุ ยกเวนเพื่อการศึกษาวจิัย หรือเพาะพันธุ ซ่ึง
เร่ืองนี้จะมีการเสนอในการประชุมไซเตสคร้ังท่ี 16 ท่ีประเทศไทยจะเปนเจาภาพในป 2556 
(นนทวรรณ, 2555) 

 
สถานการณดงักลาวขางตนแสดงใหเห็นถึงปญหาของไมพะยูงในประเทศไทยอยูใน

สภาวะลอแหลมตอการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม เนื่องมาจากการลดจํานวนลงของไม
พะยูงในธรรมชาติ ซ่ึงตนท่ีมีพันธุกรรมท่ีดอีาจสูญไปจากการบุกรุกตัดไม นอกจากนี้ขอจํากัดของ
ไมชนิดนี้คือเปนไมท่ีโตชา และไมมีขอมูลแนชัดเกีย่วกบัชวงอายกุารตัดฟนและอัตราผลผลิต ไม
พะยูงจึงไมไดรับความสนใจในการปลูกสรางสวนปาอยางจริงจัง (ชัยสิทธและคณะ, 2536) 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Genetic diversity) และโครงสรางทางพันธุกรรม (Genetic 
structure) 
 
 ปจจุบันทรัพยากรปาไมของประเทศไทยถกูทําลายและลดลงอยางตอเนื่อง ขณะนี้พืน้ที่ปา
เหลืออยูเพยีง 30.92 เปอรเซ็นต (กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา และพันธุพืช, 2550) จงึไดมีการ
ตระหนกัถึงความสําคัญของทรัพยากรธรรมชาติและการอนุรักษทรัพยากรปาไม ทําใหมีการศึกษา
ระบบนิเวศดานปาไมเพิ่มมากขึ้น แตถึงอยางไรก็ตามการศึกษาดานพันธุกรรมและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของไมปาในประเทศไทยยงัมีอยูนอยเมื่อเปรียบเทียบกบัการศึกษาวิจยัในสาขาอื่น 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมปาในแตละชนดิถือวาเปนองคประกอบที่สําคัญ 
ซ่ึงเปนพื้นฐานที่ทําใหเกิดววิัฒนาการและการมีโอกาสอยูรอดและปรบัตัวเขากับสิ่งแวดลอมที่
เปลี่ยนแปลงไป การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมปาจึงถือไดวาเปนหวัใจหลักใน
การพัฒนากลยุทธเพื่อใชเปนแนวทางในการอนุรักษทรัพยากรทางชวีภาพดานปาไมใหมี
ประสิทธิภาพ (สุจิตรา, 2551) 
 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมเปนความแปรผันของยนีหรือหนวยทางพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิตหนึ่งๆภายใตประชากรที่ศึกษาทั้งในระดบัชนิด (species variation) และระดบัประชากร 
(population variation) ที่ระดบัประชากรแบงไดเปนภายในประชากร (intra-population variation) 
และระหวางประชากร (inter-population variation) โดยประชากรแตละชั่วรุนของการสืบพันธุจะมี
ลักษณะที่แปรผันไปจากเดิมไมมากกน็อย ซ่ึงความหลากหลายทางพันธุกรรมใชบอกถึงวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิตได โดยเกี่ยวของกับความสามารถในการอยูรอดหรือการสืบพันธุของสิ่งมีชีวิต 
(Hedrick, 2011; Frankham et al., 2004) ความหลากหลายทางพันธุกรรมถือเปนพื้นฐานทาง
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตเพื่อตอบสนองตอการเปลี่ยนแปลงของสิ่งแวดลอม และเปนขอมูลจําเปน
ในดานพันธุศาสตรเพื่อการอนุรักษ (Hanski and Gilpin, 1997) 
  

โดยปจจยัที่มผีลตอความหลากหลายทางพันธุกรรม เชน ขนาดประชากร (population size) 
การกลายพันธุ (mutation) การเคลื่อนยายยนี (gene flow) การคัดเลือกทางธรรมชาติ  (natural 
selection) ระบบสืบพันธุ (reproductive system) (Lowe et al., 2004) นอกจากนี้ยังรวมถึงปจจยัอ่ืนๆ
ที่มีผลตอโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรดวย เชน genetic drift  การคัดเลือกในสภาวะ
กดดัน (selective pressure)  และการปรับตวัเพื่ออยูในถ่ินอาศัย (adaptations to habitats) สําหรับ
ระบบสืบพันธุของพืชถือไดวามีความสําคญัตอโครงสรางของประชากร กลาวคือพืชที่มีการผสม
ตัวเอง (self-pollination) จะเกิด gene flow ระหวางประชากรไดนอย ทาํใหมีความหลากหลายทาง
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พันธุกรรมต่ํา ในขณะที่การผสมขาม (outcrossing) จะเกิด gene flow ไดมากกวา ทําใหความ
แตกตางทางพนัธุกรรมทั้งภายในและระหวางประชากรนอยลง จึงมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
สูงกวา (Glémin et al., 2006; Pleines et al., 2009)  
 

ประชากรที่มขีนาดใหญเมื่อมีการผสมพันธุแบบสุม จะทําใหความถี่ของยีน และจีโนไทป
ในชั่วลูกคงทีต่ลอดไป ประชากรที่มีความถี่ของยีน และจีโนไทปคงที่ เรียกวา ประชากรสมดุล 
(equilibrium population)  และคุณสมบัติของประชากรที่อยูในสภาพสมดุลตามกฎฮารดี-ไวนเบิรก 
(Hardy-Weinberg equilibrium)ไดแก ประชากรมีขนาดใหญ จับคูผสมกันโดยสุม ไมมีการอพยพ 
(migration) ไมมีการกลายพนัธุ (mutation) ไมมีการคัดเลอืก (selection) เปนยีนที่ควบคุมลักษณะที่
ศึกษามีตําแหนงอยูบนออโตโซม การแบงเซลลแบบไมโอซีสเปนไปอยางปกต ิ(ประดิษฐ, 2550)  
 
 พันธุศาสตรประชากร เปนการศึกษาความผันแปร (Genetic variation) หรือความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรตางๆของสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งๆ โดยศึกษาถึงปจจัยตางๆที่ทาํ
ใหเกิดการเปลีย่นแปลงองคประกอบทางพันธุกรรมหรือโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากร 
(วิสุทธ, 2536; สุรินทร, 2552)  
  
การประเมินความหลากหลายทางและโครงสรางทางพนัธุกรรมดวยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  
  

การศึกษาวิจยัพันธุศาสตรดานปาไมโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker) 
สามารถนําไปใชประโยชนหลายอยางดวยกัน เชน สามารถประเมินระดับความหลากหลายทาง
พันธุกรรมเพื่อนําไปประกอบการวางแผนในการอนุรักษพันธุกรรมพืช เขาใจระบบการสืบพันธุ
เพื่อตรวจสอบดูอัตราการผสมตัวเอง เพื่อใชในการพจิารณาวาควรเก็บเมล็ดจากตนใดหรือ
ประชากรใดอยางไรเพื่อใชในการอนุรักษและปรับปรุงพันธุ สามารถใชตรวจสอบแหลงกําเนิดชนดิ
และสายพนัธุ และใชเปนเครือ่งหมายที่ชวยในการคัดเลือกลักษณะที่ตองการซึ่งเปนลักษณะที่ดีของ
พันธุไมที่มีคาทางเศรษฐกิจเพื่อใชในระดบัอุตสาหกรรม (สุจิตรา, 2551) 

 
เครื่องหมายทางโมเลกุล แบงไดเปน 2 ระดับ ไดแก ระดบัโปรตีนซึ่งเปนการตรวจสอบที่

โมเลกุลของโปรตีน และระดับดีเอ็นเอซึ่งเปนการตรวจสอบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด
ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2552) 
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เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอที่ใชเปนเครื่องหมายบงชี้ความ 
จําเพาะของสิ่งมีชีวิต เปนดีเอน็เอที่อยูในตําแหนงหนึ่งๆบนโครโมโซม (nuclear DNA) และดเีอ็นเอ
ในออแกเนลล ซ่ึงไดแก ไมโตคอนเดรียลดเีอ็นเอ (mitochondrial DNA) และคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ 
(chloroplast DNA) การที่สามารถใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายไดเนื่องจากเกิดความผันแปร 
(variation) ของนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ หรือเรียกวาเกิดโพลิมอฟซึม (polymorphism) 
ของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2545)  

 
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบงออกเปน 2 ประเภท ไดแก เครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใชหลักการ         

hybridization และเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใชหลักการในการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยเทคนิค PCR 
(Polymerase Chain Reaction) (สุรินทร, 2545) ตัวอยางของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อาศัยหลักการ 
hybridization ไดแก เครื่องหมาย RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) และตวัอยาง
ของเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อาศัยหลักการการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอโดยเทคนิค PCR หรือวิธีการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ไดแก เครื่องหมาย RAPD (Random Amplified Polymorphism 
DNA) เครื่องหมาย SSR (Simple Sequence Repeat) เครื่องหมาย AFLP (Amplified Fragment 
Length Polymorphism) และเครื่องหมาย SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) 
(สุรินทร, 2552)  

 
 คาตางๆที่ใชประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับประชากรที่เกี่ยวของ เชน  
Mean observed heterozygosity (Ho)  Percentage of polymorphic loci (P) allelic diversity  หรือ 
allelic richness (A) Nei’s gene diversity (HT) และ Shannon’s Index (H) (Lowe et al., 2004) 

 
สําหรับคาทางสถิติที่ใชอธิบายโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรของสิ่งมีชีวิตที่

สําคัญไดแก FST ซ่ึงใชบอกถึงระดับ gene flow ที่เกิดขึ้นของประชากรของสิ่งมีชีวิต และประเมิน
ความแตกตางทางพันธุกรรมของประชากร (genetic differentiation) โดยวดัจากความแตกตางของ
แตละประชากรยอยเปรียบเทยีบกับประชากรรวมทั้งหมด (Hedrick, 2011) 
 
ลักษณะความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดและการหาลําดับนิวคลีโอไทด  
 
 การตรวจสอบความผันแปรดวยการวเิคราะหการเปลีย่นแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดถือ
เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบหนึ่งที่สามารถใชบงชี้ความแตกตางหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิตได  
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การเปลี่ยนแปลงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนการกลายพนัธุแบบ point mutation เกิดได   
2 รูปแบบคือ การเปลี่ยนแปลงการแทนที่เบส (base substitution) และการเพิ่มขึ้นหรือขาดหายไป
ของลําดับนิวคลีโอไทดจํานวนนอยๆ (insertion/deletion : INDEL) สําหรับการกลายพันธุแบบ
แทนที่เบสที่มกีารแทนที่เพียง 1 เบสที่ตําแหนงหนึ่ง เรียกวา SNP (Single Nucleotide 
Polymorphisms) (สุรินทร, 2552) แสดงดงัภาพที่ 2 

 

 
 
ภาพที่ 2  การเกิดการกลายพนัธุแบบ point mutation 2 แบบไดแก SNP และ INDEL    

 
การเปลี่ยนแปลงโดยการแทนที่เบสสามารถเกิดได 2 แบบคือ แบบ transition และแบบ 

transversion แบบ transition เปนการแทนทีเ่บส purine ดวยเบส purine (เชนแทนที่เบส A ดวยเบส 
G) หรือแทนทีเ่บส pyrimidine ดวยเบส pyrimidine (เชนแทนที่ C ดวย T) และแบบ transversion 
เปนการแทนทีเ่บส purine ดวยเบส pyrimidine (เชนแทนที่เบส A ดวยเบส C) หรือแทนที่เบส 
pyrimidine ดวยเบส purine (เชนแทนที่เบส T ดวยเบส G) (สมพร, 2547) 

 
 ขั้นตอนหนึ่งในการตรวจสอบความผันแปรดวยการวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของลําดับ-   
นิวคลีโอไทดคือการหาลําดบันิวคลีโอไทด ซ่ึงวิธีหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยหลักการแลวจะใช 
electrophoresis ในการแยกชิน้ดีเอ็นเอที่มีขนาดตางกนัเพยีงหนึ่งนิวคลีโอไทด ทั่วไปมีวิธีการหา
ลําดับนิวคลีโอไทดสองวิธี คือ วิธี Chemical degradation method และวิธี Chain termination 
method หรือ Enzymatic synthesis method ซ่ึงสองวิธีนี้ถือเปนหลักการพื้นฐานในการพัฒนาเทคนคิ
การหาลําดับนวิคลีโอไทดที่ใชกันอยูในปจจุบัน (Surzycki, 2000) วิธี Chemical degradation 
method ถูกคนพบโดย Maxam and Gilbert (1977) เปนวิธีที่ใชสารเคมีที่มีความจําเพาะในการตัด
สายโพลีนิวคลีโอไทดที่เบสชนิดตางๆ กัน โดยที่ปลายขางหนึ่งของดีเอ็นเอจะถูกตดิฉลากดวยสาร
กัมมันตรังสี 32P สวนปลายอกีดานหนึ่งจะเปนนิวคลีโอไทดตําแหนงตางๆ ซ่ึงถูกตัดดวยสารเคมีทีม่ี
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ความจําเพาะกบัชนิดเบสของแตละนวิคลีโอไทด โดยปฏิกิริยาการตัดสายโพลีนิวคลีโอไทดนี้จะ
ดําเนินการภายใตระยะเวลาทีท่ําใหเกิดการตัดที่ไมสมบูรณ  ทําใหไดช้ินโพลีนิวคลีโอไทดขนาด
ตางๆไลเรียงกนั โดยมีโอกาสที่จะพบชิ้นโพลีนิวคลีโอไทดที่มีขนาดแตกตางกันเพียงหนึ่งนวิคลีโอ
ไทดในทกุๆตาํแหนงของสายโพลีนิวคลีโอไทดนั้น ผลที่ไดจากปฏกิริิยาการตัดนี้สามารถนํามา
วิเคราะหผลโดยใชวิธี electrophoresis ทําใหทราบขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดของสายดีเอ็นเอ
ที่ศึกษาได สวนอีกวิธีหนึ่งคอื Chain termination method คิดคนโดย Sanger et al. (1977) หลักการ
ของวิธีนี้ภายใตปฏิกิริยา PCR โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม DNA polymerase ซ่ึงจะสังเคราะห
ดีเอ็นเอสายใหมจากการใช primer ที่เขาจับกับบริเวณเฉพาะของสายดีเอน็เอตนแบบ โดยทําใหเกดิ
การเขารวมของนิวคลีโอไทดสองประเภทคือแบบปกติ (3' deoxynucleotide, dNTPs) และแบบ 
analog (2' 3' dideoxynucleotide, ddNTPs)  จากการใช ddNTPs จะทําใหเกิดการสิ้นสุดปฏิกิริยาของ
การสังเคราะหสายโพลีนิวคลีโอไทดสายใหมตรงตําแหนงเบสที่มี ddNTPs ไปตอตรงตําแหนงคูสม
จากสายดเีอ็นเอตนแบบ โดยจะเกิดขึ้นรวมกันกับการเกิดปฏิกิริยาโดยปกติซ่ึงเปนการเขามาตอของ 
dNTPs ผลของปฏิกิริยาที่ไดทําใหเกิดการสังเคราะหสายโพลีนิวคลีโอไทดที่มีขนาดแตกตางกัน
ตอเนื่อง โดยมโีอกาสพบความแตกตางในทกุๆหนึ่งลําดับนิวคลีโอไทด   
 

 การหาลําดับนวิคลีโอไทดในปจจุบันไดมกีารพัฒนาไปอยางมาก มีเทคนิคใหมๆเกดิขึ้นที่
ทําใหสามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดไดเร็วข้ึนและไดปริมาณลําดับนิวคลีโอไทดที่อานไดมากขึน้ 
ซ่ึงเรียกเทคโนโลยีนี้วาเปน next-generation sequencing เทคนิคเหลานี้ไดมีการพัฒนาโดย
บริษัทเอกชนที่ทําเปนการคา เชน Illumina GA IIx (Solexa)  Roche GS-FLX (Pyrosequencing by 
454) และ Applied Biosystems ABI SOLiD (ชิเน, 2553)  

 
 ตัวอยางการหาลําดับนิวคลีโอดดวยวิธี pyrosequencing มีขั้นตอนโดยการนําดีเอ็นเอที่
ตองการตรวจสอบมาใชเปนตนแบบสําหรับสังเคราะหดีเอ็นเอสายคูสมที่ไดออกแบบ primer ไว
แลว โดยมหีลักการในการหาลําดับนิวคลีโอไทดคือ การสังเคราะหดีเอน็เอตอจาก primer โดยใส 
dNTP คร้ังละหนึ่งชนดิ ถานวิคลีโอไทดที่ใสลงไปไมใชเบสคูสมจะไมสามารถจับกับดีเอ็นเอ
ตนแบบได ทําใหไมสามารถนําไปสังเคราะหไดจึงไมมีผลเกิดขึ้น แตถานิวคลีโอไทดที่ใสลงไปเปน
เบสคูสมกับ  ดีเอ็นเอตนแบบจะเกิดการสงัเคราะหดเีอ็นเอตอจาก primer และไดผลที่เหลือคือ 
pyrophosphate (PPi) ซ่ึงจะถูกนําไปสังเคราะหเปน ATP โดยเอ็นไซม sulfurase และ ATP ที่เกิดขึ้น
จะนําไปใชโดยเอนไซม luciferase ทําใหเกดิการเรืองแสงขึ้น ทั้ง dNTP และ PPi ที่เหลือจะถูก
ทําลายโดยเอนไซม apyrase การทํา pyrosequencing ตองใชเครื่องอัตโนมัติ แตละรอบใส dNTP 
เพียงหนึ่งชนดิ ถาครบรอบไมมีปฏิกิริยาใดๆ แสดงวานวิคลีโอไทดที่ใสลงไปไมตรงกับเบสคูสม 
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เปลี่ยนนวิคลีโอไทดชนิดใหมในรอบตอไป ถาเปนชนิดที่ตรงกับที่ตองการจะเกิดการเรืองแสงขึ้น 
โดยถามีลําดับนิวคลีโอไทดซํ้ากันอยูติดกนั จะมีสัญญาณการเรืองแสงเพิ่มขึ้นเปนสองเทา ซ่ึงจะ
ตรวจสอบไดจากความสูงของ peak ที่เพิ่มขึ้น วิธีนี้จึงสามารถอานลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวได 
(สุรินทร, 2552) 
  

คาตางๆที่ใชประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชขอมูลลําดบันิวคลีโอไทดมี
ดังตอไปนี ้

- Number of  haplotypes คือ จํานวนรูปแบบดีเอ็นเอหรือ haplotype ที่พบทั้งหมด 
- Haplotype diversity: h (Nei, 1987) คือ คา haplotype ของตัวอยางใดๆที่มีความ

แตกตางกันในกลุมประชากร คํานวณไดจากสูตร 

⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
−⎟

⎠
⎞

⎜
⎝
⎛

−
= ∑

=

k

i
ipn

nh
1

2
1

1
 

เมื่อ  n คือ จํานวนตวัอยาง 
k คือ จํานวน haplotype 
pi คือ ความถี่ของแตละ haplotype 

- Nucleotide diversity: π (Nei, 1987) เปนคาเฉลี่ยของจํานวนความแตกตางของ
ลําดับนิวคลีโอไทดในแตละคูตัวอยาง คํานวณไดจากสตูร 
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เมื่อ  m   คือ [n(n-1)/2]   n แทนจํานวนตวัอยาง 

∧π  คือ ผลรวมของจํานวนที่พบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละคู
ตัวอยางตอความยาวลําดับนวิคลีโอไทดทัง้หมด 

 
- Nucleotide diversity: θw  (Watterson, 1975) เปนคาความผันแปรของนิวคลีโอ-

ไทดที่ขึ้นกับจาํนวนตําแหนงที่มี polymorphic ในตัวอยางทั้งหมด คํานวณไดจากสตูร 
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 เมื่อ nS  คือ สัดสวนของจํานวนตําแหนงที่มี polymorphic ตอจํานวนนวิคลีโอไทด 
ทั้งหมด 
  na คือ 1+1/2+1/3+...+1/(n-1) 
  n  คือ จํานวนตัวอยาง  

 
ทฤษฎีความสมดุลทางวิวัฒนาการในระดบัโมเลกุล  (Neutral theory) 
 
 ทฤษฎีความสมดุลทางวิวัฒนาการในระดบัโมเลกุล “Neutral theory” ไดถูกเสนอไวเมื่อ
ปลายป 1968 โดยนาย Motoo Kimura เปนทฤษฎีที่กลาวถึง รูปแบบโดยทั่วไปของความผันแปรใน
ระดับโมเลกุลที่อธิบายไดจากการกระทํารวมกันระหวาง mutation และ genetic drift (Kimura, 
1983) ซ่ึงการทดสอบสมมติฐานของทฤษฎีนี้ถือเปนขอมูลที่สําคัญในการศึกษาดานพันธุศาสตร
ประชากร  
 
 genetic drift เปนการเปลี่ยนแปลงความถี่ของอัลลีลหรือความผนัแปรในประชากรของ
ส่ิงมีชีวิต เนื่องมาจากประชากรขนาดเล็กทีม่ีการผสมแบบสุม ทําใหประชากรในรุนถัดไปไมคงที่ 
เกิดการเปลีย่นแปลงความถี่ของอัลลีล โดยมักสงผลใหเกดิการ fix หรือหายไปของอัลลีล และมี
โอกาสเกิดการลดลงของ heterozygote ทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลง สวนการเกดิ 
mutation โดยสวนใหญมักมโีอกาสทําใหความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงขึ้น เนื่องจากมักเพิ่ม 
heterozygote ดังนั้นเมื่อเหตกุารณเปนปกติหรือมีสมดุลทางวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต การเกิด 
mutation และ genetic drift จะมีอัตราที่สมดุลกัน (Kimura, 1983) 
 

Tajima’s D (Tajima, 1989) เปนคาทางสถิติที่ใชการทดสอบสมมติฐานเพื่ออธิบายทฤษฎี 
“Neutral theory” โดยวิเคราะหไดจากขอมลูที่เปนลําดับนิวคลีโอไทด ซ่ึงใชขอมูลความผันแปร
ภายในสปชีส เปนการทดสอบความถี่ของจํานวนตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่มีความผันแปร 
(segregating site) และคํานวณดวยคาพารามิเตอรของ nucleotide diversity สองคาไดแก π          
(Nei, 1987) และ θw (Watterson, 1975)    
 

โดยถาประชากรอยูภายใตสมดุล ;    π ≈ θw 
 
               ;   D ~  π -  θw 
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หรืออาจกลาวไดวา Tajima’s D ควรมีคาประมาณ 0 ประชากรจึงจะอยูภายใตทฤษฎ ี
Neutral theory ถา D นอยกวา 0 แสดงวาความผันแปรทีม่ีความถี่สูงๆ มากกวาความผันแปรที่มี
ความถี่ต่ําๆ (high frequency variants > low frequency variants) โดยมีผลทําใหเกดิการเพิ่มขึ้นของ
จํานวนประชากร (population expansion) และถา D มากกวา 0 แสดงวาความผันแปรที่มีความถี่ต่ําๆ 
มากกวาความผันแปรที่มีความถี่สูงๆ (low frequency variants > high frequency variants) โดยมีผล
ทําใหเกิดการลดลงของประชากรอยางรวดเร็ว (population bottleneck) 

 
อยางไรก็ตามการวิเคราะหเพื่ออธิบายถึงทฤษฎี “Neutral theory” ยังมี statistical tests อ่ืนๆ 

เชน McDonald-Kreitman (MK) Hudson-Kreitman-Aguade (HKA) และ Ewen-Waterson Test 
(Hedrick, 2011) 
 
งานวิจัยท่ีเก่ียวของในการศกึษาพันธุศาสตรประชากรของไมพะยงูและไมอ่ืนๆ ในสกุลพะยูง 
 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมพะยงูที่ไดรายงานไวกอนหนานีไ้ดแก 
การพัฒนาเครือ่งหมาย microsatellite ในไมพะยูงโดย สุจิตราและคณะ (2552) การศกึษาของ 
Soonhuae et al. (1994) โดยประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมและระบบสืบพนัธุของไม
พะยูงในประเทศไทยดวยการวิเคราะห Isozyme 18 ตําแหนงจาก 12 enzyme นอกจากนี้ Hien and 
Phong (2012) ไดประเมนิความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมพะยงูในประเทศเวยีดนามโดยใช
เครื่องหมาย RAPD และ ISSR สวนงานวจิยัดานการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของไม
ในสกุลพะยูงที่มีรายงานอื่นๆไดแก Andrianoelina et al. (2006) ไดใชเครื่องหมาย RAPD และ
เครื่องหมาย SSR จากสวนของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ เพือ่ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของตน D. monticola ซ่ึงเปนไมยืนตนที่จัดอยูในกลุมเสี่ยงตอการสูญพันธุในมาดากัสกา รวมถึง 
Rout et al. (2003) ไดใชเครื่องหมาย RAPD ในการตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมและ
ความสัมพันธระหวางชนดิของพันธุไมตางๆในสกุลพะยงูจากประเทศอินเดีย นอกจากนี้ Juchum   
et al. (2007) ไดประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากร Rosewood (D. nigra) ในปา
ธรรมชาติของประเทศบราซิลโดยใชเครื่องหมาย RAPD เชนเดียวกนั 
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คลอโรพลาสตจีโนม (Chloroplast genome) และการถายทอดสารพันธกุรรมในคลอโรพลาสต  
(Inheritance of chloroplast DNA) 
 
 โดยทั่วไปในเซลลของยูคาริโอต (eukaryote) สามารถพบดีเอ็นเอไดทั้งในนิวเคลียส 
(nucleus) และในออแกเนลล 2 ชนิด ไดแก ไมโตคอนเดรยี (mitochondria) และพลาสติด (plastid) 
จีโนม (genome) ดีเอ็นเอจึงมอียู 3 แหลง คอื จีโนมในนิวเคลียส (nuclear genome) จโีนมในไมโต-
คอนเดรีย (mitochondrial genome) ซ่ึงพบทั้งในเซลลพืชและเซลลสัตว และจีโนมในพลาสติดหรือ
ในคลอโรพลาสต (chloroplast genome) ซ่ึงพบเฉพาะในเซลลพืช คลอโรพลาสตจีโนมมีลักษณะ
โมเลกุลเปนวงแหวนเกลียวคู (double stranded circular DNA) มีขนาดประมาณ 120- 220 กิโลเบส 
จํานวนคลอโรพลาสตในแตละเซลลมีไดมากถึง 40 อัน แตละอันมีดีเอน็เอประมาณ 20-40 โมเลกุล 
รวมจํานวนดเีอ็นเอของคลอโรพลาสตในแตละเซลลอาจมีมากถึงประมาณ 800 - 1,600 โมเลกุล 
คลอโรพลาสตจีโนมของพชืมีดอก (angiosperm) โดยทั่วๆไปประกอบดวยดีเอ็นเอสวนที่เปน large 
single - copy region (LSC) สวนที่เปน small single - copy region (SSC) และสวนทีเ่ปนชุดซ้ํา 
(inverted repeat, IR) ซ่ึงแทรกอยูระหวางสวนที่เปน LSC และสวนทีเ่ปน SSC ในทิศทางกลับกนั 
(สุรินทร, 2552) ตัวอยางคลอโรพลาสตจีโนมในพืชแสดงดังภาพที่ 3 
 

คลอโรพลาสตจีโนมแบงเปน 3 กลุมตามหนาที่ไดแก กลุมที่เปนยีนทีส่ามารถ code โปรตีน
ได (protein-coding gene) กลุมที่เปน introns และกลุมที่เปน intergenic spacers ซ่ึงสองกลุมหลัง
เปนสวนทีไ่มใชยีนเรียกวา non-coding regions (Shaw et al., 2007) สําหรับสวนที่เปนยีนโดยทัว่ไป
ในพืชดอกมีประมาณ 87-183 ยีน (Sugiura  et al., 1998) โดยแบงยีนเปน 3 กลุมหลัก ไดแก ยีนที่
เกี่ยวกับการถอดรหัสและแปลรหัสพันธุกรรม ยีนที่เกีย่วกับการสังเคราะหแสง และยนีที่ code 
โปรตีนตางๆ เชน กรดไขมัน กรดอะมิโน และสารที่มีสีรงควัตถุธรรมชาติ (pigments) เปนตน 
(Kapoor and Sugiura, 1998) สําหรับบริเวณ non-coding regions Shaw et al. (2005, 2007) ได
รายงานถึงความผันแปรของตําแหนงหรือบริเวณ non-coding regions ในคลอโรพลาสตจีโนมที่ใช
เปนขอมูลพื้นฐานในการศึกษาดานอนกุรมวิธานระดับโมเลกุลของพืช (plant molecular 
systematic) 
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ภาพท่ี 3  โครงสรางคลอโรพลาสตจีโนมของพืชวงศถ่ัว Vigna radiata  
 
ท่ีมา :  Tangphatsornruang et al. (2010) 

 
การเกิด mutation ในสวน non-coding regions สวนใหญมักไมสงผลตอการเปล่ียนแปลง

กรดอะมิโนในโปรตีน ซ่ึงมีผลนอยมากหรือไมมีผลตอความสามารถอยูรอดของส่ิงมีชีวิต 
(Frankham et al., 2004) ดวยเหตุผลดังกลาวจึงทําใหสวน non-coding regions ถูกนําไปใชใน
การศึกษาดานอนุกรมวิธาน (taxonomy) นอกจากนีย้ังสามารถนําไปใชวิเคราะหภายในระดับสปชีส 
(intraspecific) ในดานพันธุศาสตรประชากรและดาน phylogeography ท่ีเปนการศึกษา
ความสัมพันธของลักษณะทางภูมิศาสตรกบัวิวัฒนาการของส่ิงมีชีวิต (Pleines et al., 2009) และยัง
ถือไดวาอินทรอนและอินเทอจินิกสเปเซอรเปนแหลงขอมูลดานพันธุกรรมท่ีสําคัญตอการศึกษา
วิวัฒนาการของพืช  (Borsh and Quandt, 2009) 
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พืชมีดอกช้ันสูงโดยท่ัวไปมีการถายทอดสารพันธุกรรมในคลอโรพลาสตจากแมเพียงฝาย
เดียว (maternal inherited หรือ uniparental inheritance) เนื่องจากเซลลสืบพันธุเพศเมียจะมี                  
cytoplasm ซ่ึงมี organelle ตางๆ ไดแกคลอโรพลาสตและไมโตคอนเดรียรวมอยูดวย สวนเซลล
สืบพันธุเพศผูมักมีเฉพาะนิวเคลียส ซ่ึงเปนขอดีในการศกึษาพันธุศาสตรประชากร เพราะผูท่ีสืบเช้ือ
สายมาจากบรรพบุรุษฝายแม จะมีรูปแบบของดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตและไมโตคอนเดรีย
เหมือนกนัท้ังหมด จีโนมในคลอโรพลาสตมีลักษณะเปน haploid จึงเรียกรูปแบบของดีเอ็นเอใน
คลอโรพลาสตวา haplotype ท้ังนี้การถายทอดพันธุกรรมจากทางแมของพืชหลายชนิดมีแบบแผนท่ี
ตางกัน ในพืชช้ันสูงมีการถายทอดคลอโรพลาสตผานทางเซลลสืบพันธุเพศเมีย 75 เปอรเซ็นต และ
ถายทอดท้ังทางเซลลสืบพันธุเพศเมียและเพศผู 25 เปอรเซ็นต ซ่ึงไดแกพืชพวกเมล็ดเปลือย 
(gymnosperm) (สุรินทร, 2552) การถายทอดดีเอ็นเอของนิวเคลียสจะสงผานไปยังรุนลูกหลานท้ัง
ทางละอองเรณูและทางเมล็ดซ่ึงไดจํานวนสําเนาตอเซลล (copy number) หนึ่งสําเนามาจากพอและ
อีกหนึ่งสําเนามาจากแม สวนถายทอดดีเอ็นเอของคลอโรพลาสตในพชืมีดอกนั้นจะสงผานทาง
เมล็ดเทานั้นซ่ึงไดสําเนาตอเซลลจํานวนมากจากแม ดวยเหตุผลดังกลาวจึงทําใหความผันแปรของ                  
ดีเอ็นเอจากสวนของคลอโรพลาสตจีโนมสะทอนถึงโครงสรางทางดานภูมิศาสตรไดในระดับสูง  
(highly geographically structured) มากกวาความผันแปรท่ีพบในนวิเคลียรจีโนม (Nielsen and 
Kjaer, 2008) 
 

ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตจีโนมในพืชมีดอกมีลักษณะเปน haploid และถายทอดจากแม  
ฝายเดียว ขนาดของประชากรท่ีใชศึกษาจึงนอยกวาเม่ือตรวจสอบดวยดเีอ็นเอจากนวิเคลียส 
(สุรินทร, 2552) รวมถึงดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตไมมีการแลกเปล่ียนช้ินสวนและรวมตัวกันใหม 
(recombination) ดีเอ็นเอรุนลูกจึงมีจีโนมในคลอโรพลาสตเหมือนแมเสมอ (Nielsen and Kjaer, 
2008) ท้ังนี ้Nielsen and Kjaer (2008) ไดสรุปลักษณะทางพันธุกรรมของคลอโรพลาสตจีโนม     
ไมโตคอนเดรียลจีโนม และนิวเคลียรจีโนมดังตารางท่ี 1 

 
การที่มีความซับซอนของการถายทอดไปยงัรุนลูกหลานที่นอยกวาจึงทําใหดีเอ็นเอใน   

คลอโรพลาสตจีโนมถูกนําไปใชในการศกึษาพันธุศาสตรประชากรในลักษณะตางๆ  เชน ใชใน
การศึกษาหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (phylogenetic analysis) ใชในการศึกษากระบวนการเกิด
gene flow หรือการกระจายของเมล็ด (seed migration) หรือใชตรวจสอบการแยกเปนกลุมยอยๆของ
ประชากร (colonization) (Petit et al., 2003) รวมท้ังยังนําไปใชในการตดิตามหรือระบุแหลงท่ีมา
ของตนไมไดอีกดวย เนื่องจากสามารถสะทอนถึงโครงสรางทางภูมิศาสตรไดดีกวาเม่ือเทียบกับ
สวนของนิวเคลียรดีเอ็นเอ (Petit et al., 1993)  นอกจากนีส้วนของคลอโรพลาสตจีโนม ยังมีจํานวน  
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ตารางท่ี 1  ลักษณะของคลอโรพลาสตจีโนม ไมโตคอนเดรียลจีโนม และนิวเคลียรจโีนมของพืช       
มีดอก (flowering plant) 

 

คุณสมบัติ 
จีโนม 

ไมโตคอนเดรีย คลอโรพลาสต นิวเคลียส 
-  ขนาด  
-  Level of ploidy 
-  ความผันแปรของเคร่ืองหมาย 
-  รูปแบบการถายทอดทาง  
   พันธุกรรมในพืชมีดอก     
    (flowering plant) 
-  โครงสรางทางภูมิศาสตร 
-  จํานวนสําเนาของยีน (gene copy) 
-  การเกดิ recombination 

ขนาดเล็ก 
haploid 
ตํ่า 
ทางแม 
 
 
สูง 
จํานวนมาก 
ไมเกิด 

ขนาดเล็ก 
haploid 
ตํ่า 
ทางแม 
 
 
สูง 
จํานวนมาก 
ไมเกิด 

ขนาดใหญ 
diploid-polyploid 
สูง 
ทางพอและทางแม 
 
 
ตํ่า 
สอง หรือมากกวา 
เกิด 

 
สําเนาตอเซลลท่ีมาก ดังนัน้สวนของยนีเปาหมายที่ทําการศึกษากจ็ะมีจํานวนมากตาม ทําใหมี
โอกาสประสบความสําเร็จในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดงายกวาสวนของดีเอ็นเอที่อยูในนิวเคลียร   
จีโนม (Sarapää, 1988; Nielsen and Kjaer, 2008) 

 
ตัวอยางของการศึกษาท่ีเกีย่วกับคลอโรพลาสตดีเอ็นเอในดานพนัธุกรรมไมปา ไดแก

Ribeiro et al. (2010) ไดศึกษา phylogeography ของไม Brazilian rosewood (D. nigra) ท่ีอยูในวงศ
ถ่ัว ซ่ึงเปนไมท่ีใกลสูญพันธุในปาแถบแอตแลนติกของประเทศบราซิล โดยวิเคราะหลําดับ                          
นิวคลีโอไทดจากสวน non-coding region ของคลอโรพลาสตจีโนม (trnV-trnM และ trnL intron) 
สวน Cloutier et al. (2005) ไดศึกษา phylogeography ของ Carapa guianinsis จากปาแถบลุมแมน้ํา
amazon โดยดูความแตกตางของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ ซ่ึงแสดงถึงขอบเขตการแพรกระจายเมล็ด 
และลักษณะการเกิด gene flow  ของพันธุไมชนิดดังกลาวท่ีมีน้ําเปนตัวกลางในการแพรกระจาย
เมล็ดพันธุ  Caver et al. (2005) ไดศึกษาผลความแตกตางจากคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ โดยแสดงถึง
แหลงกําเนิดของประชากร Vochysia ferruginea ระหวางพื้นท่ีชุมน้ําแถบแอตแลนติก และพ้ืนท่ีชุม
น้ําแถบแปซิฟกในคอสตาริกา Collevatti et al. (2003) ไดรายงานถึงขอมูลดาน phylogeography 
ของ Caryocar brasiliense ซ่ึงเปนพืชท่ีจดัอยูในกลุมเส่ียงตอการสูญพันธุ โดยศึกษาความแตกตาง
ของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอและระดับความแตกตางของววิัฒนาการทางพันธุกรรม ซ่ึงวิเคราะหผล
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จากความแตกตางของ haplotype ของขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดและmicrosastellite นอกจากนี้ 
Chuayjaeng (2005) ไดศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมจากคลอโรพลาสตจีโนมในขาวปลูก 
(cultivated rice) และขาวปา (wild rice) เพือ่ทําใหเกดิความชัดเจนถึงความสัมพันธทางพันธุกรรม
ของ Oryza species โดยใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment - Single 
Strand Conformation Polymorphism (PCR-RF-SSCP) และวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด  
 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อการระบุแหลงท่ีมาของไม  
 
 ไมปาหลายชนิดมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดับสูง ซ่ึงสามารถใชในการติดตาม
แหลงท่ีมาของไมท่ีมีชีวิตรวมถึงไมทอนและไมแปรรูปได ความกาวหนาในการสกัดดีเอ็นเอใน
เนื้อเยื่อท่ีมีชีวติรวมถึงเนื้อไมและผลิตภัณฑจากเนื้อไม ทําใหสามารถทดสอบแหลงท่ีมาของกลาไม
ในการปลูกสรางสวนปาหรือไมทอนได ซ่ึงส่ิงสําคัญในการพิสูจนหลักฐานเพ่ือติดตามแหลงท่ีมา
ของไมคือ การใชเคร่ืองมือในระดับโมเลกลุท่ีสามารถนําไปทดสอบแหลงกําเนิดของสวนสืบพันธุ
ท่ีใชในการปลูกสรางสวนปา และทดสอบไมทอนและผลิตภัณฑจากไมท่ีเปนธุรกิจดานการคาใน
ระดับนานาชาติ (Finkeldey et al., 2010) 
 

ขอมูลดีเอ็นเอสามารถใชเปนเคร่ืองมือในการบงช้ีแหลงท่ีมาของไม หรือเพื่อทําใหเกดิ
ความชัดเจนในการติดตามแหลงท่ีมาของไมผิดกฎหมายไดทางหนึ่ง ขอมูลดีเอ็นเอทีใ่ชในการ
ติดตามแหลงท่ีมาของไมมี 2 ประเภท ไดแก ขอมูลท่ีไดจากลําดับนวิคลีโอไทด (DNA sequence 
data) และขอมูลท่ีไดจากเคร่ืองหมายดเีอ็นเอหรือจากช้ินสวนดีเอ็นเอขนาดตางๆ (DNA fragment 
marker) สําหรับขอมูลจากลําดับนิวคลีโอไทดเปนวิธีท่ีใชการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง
ตัวอยางในชวงตําแหนงของดีเอ็นเอที่เลือกมาศึกษา สวนเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่เปนช้ินสวนดีเอ็นเอ
ขนาดตางๆกัน เปนวิธีท่ีใชการเปรียบเทียบขนาดหรือความยาวของช้ินสวนดเีอ็นเอซ่ึงเกิดจากการ
ตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดเฉพาะหรือการเพ่ิมปริมาณสวนของ microsatellite (Nielsen and Kjaer, 
2008) ตัวอยางงานวิจยัท่ีใชเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการบงช้ีแหลงท่ีมาของไมไดแก ในป 2002 ไดมี
การรวมกันของหองปฏิบัติการจากยุโรปจํานวน 16 แหง โดยศึกษาความแตกตางจากสวนของคลอ-
โรพลาสตดีเอ็นเอของไมโอคขาวในยุโรป (Petit et al., 2002) นอกจากนี้ Deguilloux et al. (2003) 
ไดศึกษาการระบุแหลงท่ีมาทางภูมิศาสตรของไมโอคขาวในยุโรป โดยแสดงถึงความแตกตางจาก
สวนคลอโรพลาสตดีเอ็นเอที่บอกโครงสรางความสัมพันธทางภูมิศาสตรท่ีมีความชัดเจนแนนอน
ของความแตกตางระหวางประชากรทางภาคตะวนัตกและประชากรทางภาคตะวันออก Deguilloux 
et al.  (2004) ไดติดตามหรือระบุแหลงท่ีมาของตัวอยางตางๆจากไมโอค เพื่อใชในการควบคุม
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แหลงท่ีมาของไมโอคในอุตสาหกรรมทําถังเบียรของประเทศฝร่ังเศส นอกจากนี้ Tnah et al. (2009) 
ไดวิเคราะหขอมูล haplotypes จากคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ เพื่อชวยติดตามแหลงท่ีมาของไมตะเคียน
ชันตาแมว (Neobalanocarpus heimii) ในแถบคาบสมุทรมาเลเซีย 

 
การสกัดดีเอ็นเอจากสวนตางๆของพืช 
 
 ปญหาของการสกัดดีเอ็นเอถือเปนเร่ืองสําคัญในงานดานชีววิทยาพนัธุศาสตรพืช (Ribeiro 
and Lovato, 2007) ไดมีงานวิจัยเกีย่วกับการสกัดดีเอ็นเอท่ีถูกตีพิมพเปนจํานวนมาก เชน Doyle and 
Doyle (1990); Scott and Playford (1996); Sharma et al. (2002); Novaes et al. (2009); Ribeiro and 
Lovato (2007) ท้ังนี้การสกัดดีเอ็นเอโดยใชเพียงวิธีเดียวท่ีเหมาะสมสําหรับทุกพืชนั้นเปนไปไดยาก
เนื่องจากพืชแตละชนิดมีปริมาณสารท่ีแตกตางกนั (Loomis, 1974) โดยพืชหลายชนดิมีสารท่ี
จําเพาะพวก polysaccharide polyphenol และสารทุติยภมิู (secondary metabolite) อ่ืนๆ ในปริมาณ
สูง ซ่ึงสารเหลานี้จะไปจับกบั nucleic acid ระหวางการสกัดดีเอ็นเอและไปขัดขวางปฎิกิริยาอ่ืนๆท่ี
ตามมา (Pirttilä et al., 2001) 
 

โดยท่ัวไปแลวการศึกษาดานพันธุศาสตรของพืชใชสวนของใบซ่ึงเปนแหลงดีเอ็นเอ 
(Novaes et al., 2009)  การสกัดดีเอ็นเอสวนใหญแนะนําใหสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อพชืท่ีสด เชน   
ใบพืช ตาพืช ราก เนื้อเยื่อแคมเบียม และเนื้อเยื่อสวนอ่ืนๆของพืชท่ีมีชีวิต ซ่ึงสามารถทําไดงายกวา
สวนของเนื้อไม (Deguilloux et al., 2002) อยางไรก็ตามการเก็บตัวอยางใบจากตนท่ีมีความสูงมากๆ
หรืออยูในพื้นไกลและเขาถึงลําบากนั้นมักทําไดยากและส้ินเปลืองคาใชจาย อาจจําเปนตองใช
ตัวอยางแหงหรือกึ่งแหง วิธีสกัดดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อพืชท่ีแหงจึงมีความจําเปน (Novaes et al., 2009; 
Sharma et al., 2002) รวมถึงดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางใบท่ีถูกทําใหแหงหรือวัสดท่ีุเก็บใน silica 
gel และนํามาจากพิพิธภัณฑพืช (herbarium) การสกัดจากตัวอยางเหลานี้จะทําใหไดคุณภาพและ
ปริมาณดีเอ็นเอท่ีคอนขางตํ่า (Ribeiro and Lovato, 2007) 

 
ในปจจุบันเนือ้ไมไดกลายเปนเนื้อเยื่อท่ีมีความเหมาะสมในการพิสูจนหลักฐานและเพ่ือ

ควบคุมธุรกิจท่ีเกี่ยวกับการคาไม โดยดีเอ็นเอที่สกัดไดจากเนื้อไมนั้นตองมีคุณภาพและปริมาณ
เพียงพอสําหรับการทํา PCR และมีรูปแบบความแตกตางของดีเอ็นเอที่เหมาะสมเพ่ือใหสามารถแยก
ระหวางชนิดและภายในชนดิได รวมถึงสามารถแยกความแตกตางของดีเอ็นเอระหวางพื้นท่ีได 
(Rachmayanti et al., 2006) โดยอุปสรรคสําคัญ 2 ส่ิงในการศึกษาเกี่ยวกับการสกัดดเีอ็นเอและการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากเนื้อไมคือ สารในเนือ้ไมท่ีไปยับยัง้การทํา PCR (Lee and Cooper, 1995) 
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และคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอต่ําท่ีไดกลับคืนมาจากไมท่ีตายแลว ซ่ึงเปนผลมาจากการสลายของ
ดีเอ็นเอเปนช้ินเล็กๆในเนื้อเยื่อท่ีตายแลวเชนไมหลังจากตัดโคนตน (Deguilloux et al., 2002) 
ตัวอยางการศึกษาดานการสกัดดีเอ็นเอที่เกีย่วของไดแก 

 
Deguilloux et al. (2002) ไดทดสอบเคร่ืองหมายดเีอ็นเอจากนวิเคลียส คลอโรพลาสตและ

ไมโตคอนเดรียจากดีเอ็นเอของตนโอกท่ีสกัดไดจากสวนตางๆ ของทอนไม พบวาสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอไดจากทุกสวนของไมคือ แคมเบียม กระพี้ท้ังดานในและดานนอก บริเวณท่ีอยู
ระหวางกระพ้ีและแกนไม และสวนของแกนไม ยกเวนเฉพาะสวนของเปลือกนอกไม  

 
Rachmayanti et al. (2006) ไดสกัดดีเอ็นเอจากเนื้อไมของพืชวงศ Dipterocarpaceae ซ่ึงจัด

ไดวาไมในวงศนี้มีความสําคัญในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต โดยสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีท่ีแตกตาง
กันและเปรียบเทียบเพื่อหาวธีิการที่เหมาะสมจากตัวอยางเน้ือไมของประชากรในปาธรรมชาติและ
ของเนื้อไมท่ีผานกระบวนการทางอุตสาหกรรม 

 
Ribeiro and Lovato  (2007) ไดวิเคราะหเปรียบเทียบวิธีสกัดดีเอ็นเอที่แตกตางกันใน

ตัวอยางใบสดและตัวอยางพรรณไมแหง (herbarium specimens) ของไมสกุล Dalbergia ซ่ึงผล
แสดงใหเห็นวาตัวอยางพรรณไมแหงมีคุณภาพดีเอ็นเอทีด่อยกวาตัวอยางใบสดซ่ึงเปนผลจาก
รูปแบบการเก็บและการรักษาตัวอยาง และพบวาตัวอยางพรรณไมแหงท้ังหมด 54 ตัวอยางสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย PCR สําเร็จเพียง 8 ตัวอยาง  

 
Novaes et al. (2009) ไดพัฒนาวิธีสกัดดเีอ็นเอจากไมในวงศถ่ัวในแถบปาแอตแลนติกและ 

Cerrado ท่ีไดดัดแปลงวิธีสกัดดีเอ็นเอจาก CTAB คุณภาพดีเอ็นเอจากเปลือกไมท่ีไดทุกๆชนิดไดผล
เปนท่ีนาพอใจ ปริมาณดีเอ็นเอท่ีไดจากใบสูงกวาจากเปลือกเพียงเล็กนอย ในขณะท่ีความบริสุทธ
ใหผลไมแตกตางกัน นอกจากนี้ยังแสดงใหเห็นวาตัวอยางเปลือกแชเยน็และท่ีทําใหแหงจาก silica 
gel ใหผลท้ังคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอไมแตกตางกัน  
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1. อุปกรณในการเก็บตัวอยางจากตนพะยูง 
1.1 สารดูดความชืน้ (silica gel) 
1.2 ถุงซิปขนาด 3.5 นิ้ว x 5 นิ้ว 
1.3 มีดสําหรับถากเปลือกและเนื้อไม 
1.4 สมุดจดบันทกึ ปากกา ดนิสอ 
1.5 ปากกา permanent  

 
2. อุปกรณในหองปฏิบัติการดีเอ็นเอ 

2.1 หลอดทดลอง (microtube) ขนาด 0.2  0.5 1.5 และ 2.0 มิลลิลิตร  
2.2 ถุงมือยาง เซมเพอรการด (SemperGuard) 
2.3 เครื่องเขยาแบบควบคุมอุณหภูมิ (water bath incubator; Taiyo, Japan) 
2.4 โกรงบดตัวอยาง 
2.5 เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอณุหภูมิ (Sigma รุน 2K15; USA) 
2.6 ชุดฉายแสงและถายภาพดีเอน็เอ (DNA photodocumentation) 
2.7 เครื่องชั่งสาร (รุน CP323S; Sartorius. USA) 
2.8 ชุดแยกขนาดดีเอ็นเอ (gel electrophoresis) 
2.9 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer : NanoDrop 2000) 
2.10 เครื่อง PCR รุน PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) 
2.11 เครื่องหาลําดับนิวคลีโอไทด (ABI PRISM ® 3100-Avant Genetic Analyzer,  

Applied Biosystems, USA)  
  

 
 
 

 
 



23 

วิธีการ 
 

1.  การทดสอบวิธีสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจากสวนเปลือกไม เนื้อไมและใบของตนพะยูง 
 

1.1  สวนตางๆของตนพะยูงที่ใชทดสอบ  
 
        ตัวอยางสวนของตนพะยูงทีใ่ชในการทดสอบไดแก เปลือกไมช้ันใน เนื้อไมสวน

กระพี้  และใบ รวม 13 ตัวอยางที่เก็บในสภาพตางกันคือ เก็บในสารดูดความชื้น (silica gel)  เก็บที่
อุณหภูมิหอง และเก็บที่  –20 องศาเซลเซียส ดังตารางที่ 2  

 
1.2  วิธีตางๆที่ใชสกัดดีเอ็นเอของตัวอยางจากตนพะยูง 
 
       ตัวอยางเปลือกไมช้ันใน เนื้อไมสวนกระพี้ ขูดดวยมีดใหมีขนาดเล็กที่สุดและชั่ง 100 

มิลลิกรัม ตัวอยางใบชั่ง 75 มิลลิกรัม และนําไปสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีตางๆ รวม 6 วิธีดังนี้ 
 

 วิธีที่ 1 วิธีประยุกตของ Doyle and Doyle (1990) ตามแนวทางของ Ribeiro and 
Lovato (2007) 
 วิธีที่ 2 วิธีประยุกตของ Jobes et al. (1995) ตามแนวทางของ Ribeiro and Lovato 
(2007) 
 วิธีที่ 3 วิธีประยุกตของ Scott and Playford (1996) ตามแนวทางของ Ribeiro and 
Lovato (2007) 
 วิธีที่ 4 วิธีของ Novaes et al. (2009) 
 วิธีที่ 5 วิธีประยุกตของ Sharma et al. (2002)  
 วิธีที่ 6 วิธีจากชุดสกัดสําเร็จรูป Dneasy Plant minikit (Qiagen) 
 
ขั้นตอนการสกัดดีเอน็เอทั้ง 6 วิธี มีดังตอไปนี้ 
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ตารางที่ 2  สวนของตนพะยงูและรูปแบบการเก็บตวัอยางที่ใชทดสอบวิธีสกัดดีเอน็เอ 
 

ตัวอยางที ่ สวนที่ใชทดสอบ ภาพตวัอยาง 
รูปแบบการเกบ็

ตัวอยาง 

1 
2 
3 

เปลือกไมช้ันใน (1)  

ใสใน silica gel 
ทันที 

เปลือกไมช้ันใน (2)  
เปลือกไมช้ันใน (3) 

4 
5 
6 

เนื้อไมสวนกระพี้ (1)  
เนื้อไมสวนกระพี้ (2) 
เนื้อไมสวนกระพี้ (3) 

 

7 
8 
9 

ใบไม (1) 
ใบไม (2) 
ใบไม (3) 

 

10 
11 

เปลือกไมช้ันใน (4) 
เปลือกไมช้ันใน (5) 

 

อุณหภูมิหอง 

12 
13 

ใบ (6) 
ใบ (7) 

 

-20 °C 

 
วิธีที่ 1 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีประยุกตของ Doyle and Doyle (1990) ตามแนวทางของ Ribeiro and 
Lovato (2007) ดังขั้นตอนตอไปนี ้
 

1) บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอียดเปนผง 
2)  เติม extraction buffer ( 2% CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 7.5, 20 mM 

EDTA pH 8.0, 2% PVP) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวเติม 2% ß-mercaptoethanol ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และผสมใหเขากัน 

3)  บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
4)  ตั้งที่อุณหภูมหิอง และเติม chloroform : isoamyl-alcohol (CIA) (24:1) ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันประมาณ 5 นาท ี
5)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม 
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6)  เติม CIA (24:1) ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันอีกครั้ง 
7)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม 
8)  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร  
9)  เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน เพื่อใหดีเอ็นเอตกตะกอน 
10)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และเทสวนใสทิ้ง 
11)  ลางตะกอนดวย 70% ethanol 2 คร้ัง 
12)  ผ่ึงใหตะกอนดีเอ็นเอใหแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 

  
วิธีที่ 2 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีของประยุกตของ Jobes et al. (1995) ตามแนวทางของ Ribeiro and 
Lovato (2007) ดังขั้นตอนตอไปนี ้
 

1)  บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอยีดเปนผง 
2)  เติม extraction buffer (100 mM NaOAC, 100 mM EDTA pH 8.0, 500 mM NaCl,     

2% PVP) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  
3)  บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
4)  เติม 20 % SDS ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและบมในอางน้ําควบคุม

อุณหภูมิแบบเขยาที่ 55 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง  
5)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม 
6)  เติม 5M KOAC ปริมาตร 1 ใน 3 ของสวนใสที่ยายใสหลอดใหม ผสมใหเขากันและ

เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30  นาที 
7)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม 
8)  เติม isopropanol ปริมาตร 0.6 เทาของสวนใสที่ยายใสหลอดใหม ผสมใหเขากันโดย

พลิกหลอดและเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืน 
9)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้งและละลายตะกอนดวย

น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
10)  เติม 5 M NaCl ปริมาตร 0.5 เทาของน้ํากลัน่ที่ใชละลายตะกอน ผสมใหเขากันและเติม

ethanol บริสุทธปริมาตร 2 เทาของน้ํากลั่นที่ใชละลายตะกอน 
11)  บมที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที  
12)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000  รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธ 
13)  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ปริมาตร 0.6 เทาของน้ํากลั่นที่ใชละลายตะกอนอีก

คร้ัง และบมที่ -20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
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14)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และเทสวนใสทิ้ง 
15)  ลางตะกอนดเีอ็นเอดวย 70% ethanol 2-3 คร้ัง 
16)  ผ่ึงตะกอนดเีอ็นเอใหแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
 

วิธีที่ 3 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีประยุกตของ Scott and Playford (1996) ตามแนวทางของ Ribeiro and 
Lovato (2007) ดังขั้นตอนตอไปนี ้
 

1)  บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอียดเปนผง 
2)  เติม extraction buffer (5% PVP, 0.35 M D-Sorbital, 5 mM EDTA, 50 mM Tris HCl 

pH 8.0, 0.1% bovine serum albumin ) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภมูหิองประมาณ        
10-15 นาท ี

3)  ปนเหวี่ยงที่ 7,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที เทสวนใสทิ้งและละลายตะกอนดวย 
wash buffer (50 mM Tris HCl pH 8.0, 25 mM EDTA, 0.35 M sorbital) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
และเติม 5% N-Lauroylsarcosine ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 15 นาท ี

4)  ทําซ้ําขอ 3) ประมาณ 2-3 คร้ัง จนกวาเมือกเหนยีว ๆ จะหมด 
5)  เติม CTAB buffer (0.5 M Tris-HCl pH 8.0, 0.1 M EDTA, 2.5 M NaCl, 0.02 M 

CTAB) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากนั 
6)  บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาที่ 55  องศาเซลเซียส ประมาณ 30 นาที  
7)  เติม  CIA (24:1) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร ผสมใหเขากนั 
8)  ปนเหวี่ยงที่ 12,00 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม  
9)  ทําซ้ําขอ 7) และ ขอ 8) อีก 1คร้ัง 
10)   เติม 7.5 M NH4OAC ปริมาตร 0.1 เทาของสวนใสที่ได และ ethanol บริสุทธิ์ปริมาตร 

1 เทาของสวนใสที่ได เก็บไวที่ -20  องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที เพื่อใหดีเอน็เอตกตะกอน 
11)   ปนเหวี่ยงที่ 12,00 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และเทสวนใสทิ้ง 
12)   ลางตะกอนดวย 70% ethanol จํานวน 2 คร้ัง 
13)   ผ่ึงใหตะกอนแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
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วิธีที่ 4 สกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ Novaes et al. (2009) ดังขั้นตอนตอไปนี้ 
 

1)  บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอียดเปนผง 
2)  เติม CTAB extraction buffer (2% CTAB, 1.4 M NaCl, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 20 

mM EDTA pH 8.0, PVP 2%) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวเติม 2% ß-mercaptoethanol ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร   

3)  ผสมใหเขากนั และเติม 20% SDS ปริมาตร 35 ไมโครลิตร ผสมใหเปนเนื้อเดยีวกนั 
4)  บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูแิบบเขยาที่ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง 
5)  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 5-10 นาที และเติม CIA (24:1) ปริมาตร 600 

ไมโครลิตร ผสมโดยพลิกหลอด 5 นาที 
6)  ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที และยายสวนใสใสหลอดใหม 
7)  เติม 10% CTAB ปริมาตร 140 ไมโครลิตร และ 5M NaCl ปริมาตร 280 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากัน 
8)  ทําซ้ําขอ 5) และ 6) 
9)  ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย isopropanol ปริมาตร 1 เทาของสวนใสที่ยายใสหลอดใหม และ

เก็บที่ -20 องศาเซลเซียส ขามคืนเพื่อใหดีเอ็นเอตกตะกอน 
10) ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที และเทสวนใสทิ้ง 
11) ลางตะกอนดวย 70% ethanol จํานวน 2-3 คร้ัง 
12) ผ่ึงใหตะกอนแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 

 
วิธีที่ 5 สกัดดีเอ็นเอโดยประยุกตของ Sharma et al. (2002) ดังขั้นตอนตอไปนี้ 
 

1) บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอียดเปนผง 
2) เติม Solution I (2.5M NaCl และ 1% N-Lauroylsarcosine) ปริมาตร 800 ไมโครลิตร 

ผสมโดยพลิกหลอดใหเขากนั 
3) ปนเหวี่ยงที่ 8,600 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
4) ยายสวนใสใสหลอดใหม และเติม CIA (24:1) ปริมาตร 1 เทาของสวนใส และผสมให

เขากันโดยพลิกหลอด 
5) ปนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
6) ยายสวนใสใสหลอดใหมและเติม extraction buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0,  20 mM 

EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB) ปริมาตร 2 เทาของสวนใส ผสมโดยพลิกหลอด 
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7) บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8) เติม CIA (24:1) ปริมาตร 1 เทาของสวนใสกอนใส extraction buffer และปนเหวีย่งที่ 

6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมหิอง 
9) ยายสวนใสใสหลอดใหมและเติม 3M NaOAC ปริมาตร 1/30 เทาของสวนใสที่ได และ

เติม isopropanol ปริมาตร 0.6 เทาของสวนใสที่ไดเชนกัน ผสมใหเขากนัโดยพลกิหลอด 
10)  ปนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
11)  เทสวนใสทิ้ง และลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol จาํนวน 2 คร้ัง 
12)  ผ่ึงใหตะกอนแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 

 
วิธีที่ 6 สกัดดีเอ็นเอตามแบบชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป Dneasy Plant minikit (Qiagen) ขั้นตอนตาม 
          วิธีการที่แนบมาพรอมกับชุดสกัดสําเร็จรูป 

  
1.3  ตรวจสอบผลวิธีการสกัดดีเอ็นเอทีเ่หมาะสมจากการวัดปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอ 

และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย PCR  
 
      วัดปริมาณและคุณภาพสารละลายดีเอ็นเอดวยวิธี agarose gel electrophoresis ใน1X 

TAE buffer และยอมเจลดวย ethydium bromide เพื่อดูผานแสง ultraviolet โดยเปรียบเทียบความ
เขมขนกับดีเอน็เอมาตรฐาน (1Kb DNA Ladder) และวัดปริมาณและคณุภาพสารละลายดีเอ็นเอดวย 
spectrophotometer (NanoDrop 2000) โดยใชปริมาตร 1 ไมโครลิตรตอตัวอยาง วัดคาดูดกลืนแสงที่ 
260 นาโนเมตรเพื่อวัดความเขมขนของกรดนิวคลีอิก และวดัคาดูดกลืนแสงที่ 260/280 นาโนเมตร 
(A260/A280 ratio) เพื่อวดัความบริสุทธิ์ของสารละลายดีเอ็นเอจากสัดสวนของกรดนวิคลีอิก (nucleic 
acids) และโปรตีนในตวัอยาง (Sambrook et al., 1989) รวมถึงเปรียบเทียบสีของสารละลายดีเอ็นเอ 
โดยใหหมายเลขที่แสดงสีตางๆ ดังภาพที่ 4 

 

                                              
              0                      1                      2                       3 
 
ภาพที่ 4  สีของสาระละลายดีเอ็นเอโดย 0 =  สีใส 1 = สีเหลือง 2 = สีน้ําตาลออน 3 = สีน้ําตาลเขม 
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ตารางที่ 3  สวนคลอโรพลาสตจีโนมและนิวเคลียรจีโนมที่ใชคัดเลือกและ primer ที่ใชทดสอบความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสารละลาย              
ดีเอ็นเอที่สกัดดวยวิธีตางๆจากสวนตางๆของตนพะยูง 

 

สวนที่ใชศกึษา     ชื่อ primer      ลําดับนิวคลีโอไทด (5´---- 3´) 
อุณหภูม ิ

annealing (° C) 
ขนาด 

(คูเบส) 

trnL intron 
trnL(UAA)5´exon   
trnL(UAA)3´exon 

CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 
GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC 

50 600 

ITS 
ITS4 
ITS5 

 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG  

52 750 

trnC- ycf6 spacer 
trnC 
petN1R 

CCA GTT CAA ATC TGG GTG TC  
CCC AAG CAA GAC TTA CTA TAT CC  

55 1,000 

trnT-trnL spacer 
trnT(UGU) 
trnL(UAA)5´exon 

CAT TAC AAA TGC GAT GCT CT 
TCT ACC GAT TTC GCC ATA TC 

50 1,350 
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 ทํา PCR เพื่อทดสอบความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากสวนของคลอโร-
พลาสตและนวิเคลียรจีโนม ใชสวนของคลอโรพลาสตจีโนมจํานวน 3 สวนไดแก trnT- trnL spacer
และ trnL intron  จาก Taberlet et al. (1991) และ trnC-ycf6 spacer จาก Kress et al. (2005) และ
สวนของนิวเคลียรจีโนมจํานวน 1 สวน ไดแก ITS  จาก White et al. (1990) รายละเอยีดแสดงดัง
ตารางที่ 3 โดยใชสารละลายดีเอ็นเอที่ความเขมขนประมาณ 20-50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย forward primer  และ reverse primer ความเขมขน 10 พิโคโมล
ตอไมโครลิตร ปริมาตรอยางละ 0.5 ไมโครลิตร buffer ที่มีความเขมขน 10 เทา (10x reaction buffer 
: 100mM Tris-HCL pH8.3, 15mM MgCl2, 500mM KCl) ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร dNTP mix 
(dATP dCTP dGTP และ dTTP) ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร BSA 
(10 mg/ml) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และเอนไซม Taq DNA polymerase (RBC Taq DNA 
Polymerase) 1 ยูนิตตอไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 15 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน 
และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง PCR รุน PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research)  โดย
ใชโปรแกรมดงัตารางที่ 4 และใชอุณหภูม ิannealing ตามตารางที่ 3 จากนั้นตรวจสอบขนาดชิ้น       
ดีเอ็นเอโดยวิธี agarose gel electrophoresis ที่ความเขมขนของ agarose 1 เปอรเซ็นต ใน1X TAE 
buffer และยอม gel ดวย ethydium bromide นําไปสองดภูายใตแสง ultraviolet โดยเปรียบเทียบ
ขนาดกับดเีอ็นเอมาตรฐาน (1Kb DNA Ladder) 
 
ตารางที่ 4  รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR ที่ใชในการทดสอบความสามารถในการเพิ่มปริมาณ    
                  ดีเอ็นเอของตัวอยางดีเอ็นเอที่ไดสกัดดวยวิธีตางๆจากสวนตางๆของตนพะยูง 
 

ขั้นตอนตางๆ อุณหภูมิ (° C) เวลา  จํานวนรอบ 
Denaturation 94 3 นาที 1 
Denaturation 

Annealing 
Extention 

94 
50-55 

72 

1 นาที 
1 นาที 
2 นาที 

30 

Final extension 72 10 นาที 1 
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2.  การศึกษาความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยูง 
 

2.1  ตัวอยางและประชากรของไมพะยูงท่ีใชศึกษา 
 

 เก็บตัวอยางใบหรือเปลือกช้ันในจากตนพะยูงแบบสุมโดยมีระยะหางระหวางตน
มากกวา 30 เมตร ประชากรละ 10-12 ตน รวม 10 ประชากรจากประเทศไทยและลาว ตนพะยูงจาก
ประเทศไทยจาํนวน 9 ประชากร ไดแก อุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) 
อุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) ปาดงนาทาม ซ่ึงอยูในพืน้ท่ีปาชุมชนและเปนสวนหนึ่ง
ของอุทยานแหงชาติผาแตม จ.อุบลราชธานี (DU) อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ จ.มุกดาหาร (PM) 
อุทยานแหงชาติ ภูผาเหล็ก จ.สกลนคร (PS) ปาสงวนแหงชาติ ปาโคกขาว อ.ช่ืนชม จ.มหาสารคาม 
(KM) ปาชุมชนโคกดงเค็ง อําเภอนาดนู จ.มหาสารคาม (NM) อุทยานแหงชาติภแูลนคา จ.ชัยภูมิ 
(PC) สวนปาสถานีวนวัฒนวิจัย จ.กําแพงเพชร ซ่ึงนําเมล็ดพะยูงมาปลูกโดยมีแหลงกําเนิดมากจาก 
อําเภอโพนพิสัย จ.หนองคาย (VK) และตนพะยูงจากประเทศลาวจํานวน 1 ประชากรไดแก            
ปาสงวนเมืองเวียงจนัทน (VL) แสดงดังภาพท่ี 5 และตารางท่ี 5 ในการเก็บตัวอยางมีระยะหาง
ระหวางประชากรมากกวา 50 กิโลเมตร โดยตัวอยางท่ีเก็บไดนําไปใสใน silica gel ทันที 

                           

 
 
ภาพท่ี 5   ประชากรของไมพะยูงท่ีใชศึกษา 
 
ท่ีมา :  UN Cartographic Section (2004)

NM 

VL 

PM 
PS 

DU 

KM 

MS TB 

PC VK 
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ตารางที่ 5  ประชากรของไมพะยูงทีใ่ชศึกษา 
 

ประชากร ชื่อยอ จํานวนตัวอยาง พิกัดทางภูมิศาสตร 

อุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี  MS 10 14°41′19″N  101°11′42″E 
อุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย  TB 11 14°10′07″N  102°34′56″E 
ปาชุมชนและสวนหนึ่งของอุทยานแหงชาติผาแตม                  
     ปาดงนาทาม จ.อุบลราชธานี  

DU 12 15°37′04″N  105°37′17″E 

อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ จ.มกุดาหาร  PM 11 16°42′36″N  104°45′17″E 
อุทยานแหงชาติภูผาเหล็ก จ.สกลนคร  PS 11 17°16′28″N  103°26′55″E 
ปาสงวนแหงชาติ ปาโคกขาว อ.ชื่นชม จ.มหาสารคาม  KM 11 16°31′53″N  103°10′18″E 
ปาชุมชนโคกดงเค็ง อ.นาดนู จ.มหาสารคาม  NM 12 15°42′35″N  103°13′47″E 
อุทยานแหงชาติภูแลนคา จ.ชัยภูมิ  PC 10 16°00′27″N  101°53′41″E 
สวนปาสถานีวัฒนวิจยั จ.กําแพงเพชร  VK 10 18°01′19″N  103°04′38″E 
ปาสงวนเมืองเวียงจนัทน  ประเทศลาว  VL 10 17°58′00″N  102°36′00″E 
รวม  108   
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2.2  การสกัดดเีอ็นเอ และการวัดคุณภาพและปริมาณดีเอน็เอของตัวอยางพะยูง   
 
       สกัดดีเอ็นเอจากตวัอยางใบหรือเปลือกชั้นในของตนพะยูงดวยวิธีประยุกตของ 

Sharma et al. (2002) ตามขั้นตอนดังนี ้
 

1) บดตัวอยางดวยโกรงพรอมไนโตรเจนเหลวจนตวัอยางละเอียดเปนผง 
2) เติม Solution I (2.5M NaCl และ 1% N-Lauroylsarcosine) ปริมาตร 800 

ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไปมา 
3) ปนเหวี่ยงที่ 8,600 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
4) ยายสวนใสใสหลอดใหม และเติม CIA (24:1) ปริมาตร 1 เทาของสารละลายสวน

ใส และผสมใหเขากันโดยพลิกหลอดไปมา 
5) ปนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
6) ยายสวนใสใสหลอดใหมและเติม extraction buffer (100 mM Tris-HCl pH 8.0,  

20 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB) ปริมาตร 2 เทาของสวนใส ผสมใหเขากันโดยพลิกหลอด 
7) บมในอางน้ําควบคุมอุณหภมูิแบบเขยาที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
8) เติม CIA ปริมาตร 1 เทาและปนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ที่ 

อุณหภูมิหอง 
9) ยายสวนใสใสหลอดใหมและเติม 3M NaOAC ปริมาตร 1/30 เทาของปริมาตร

สวนใสกอนใส extraction buffer และเติม isopropanol ปริมาตร 0.6 เทาของปริมาตรสวนใสกอนใส 
extraction buffer เชนกัน ผสมใหเขากนัโดยพลิกหลอด 

10)  ปนเหวี่ยงที่ 6,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิหอง 
11)  เทสวนใสทิ้ง และลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol จาํนวน 2 คร้ัง 
12)  ผ่ึงใหตะกอนแหงและละลายตะกอนดวยน้ํากลั่นบริสุทธิ์ 

 
       และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่ -20 องศาเซลเซียสจนกวาจะใชงาน สารละลาย            
ดีเอ็นเอที่สกัดไดนําไปวัดปรมิาณและคณุภาพดวยวิธี agarose gel electrophoresisโดยใชผง agarose
ที่ความเขมขน 1 เปอรเซ็นต ใน1X TAE buffer และยอมเจลดวย ethydium bromide นาํไปสองดู
ภายใตแสง ultraviolet โดยเปรียบเทียบความเขมขนกับดเีอ็นเอมาตรฐาน (1Kb DNA Ladder) 
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2.3  การคัดเลือกสวน non-coding regions ของคลอโรพลาสตจีโนมที่มีความผันแปร 
 

         คัดเลือกสวน non-coding regions ของคลอโรพลาสตจีโนมบริเวณ intron และ 
intergenic spacer จํานวน 8 สวนที่มีรายงานมากอนดังนี ้trnL intron และ trnL- trnF spacer จาก 
Taberlet et al. (1991) psbB-psbF spacer และ trnS-trnG spacer จาก Halmilton (1999)  psbA-trnH 
spacer จาก Shaw et al. (2005) และ rpl32-ndhF spacer จาก Shaw et al. (2007) trnV-trnM spacer
จาก Cheng et al. (2005)  และ trnC-ycf6 spacer จาก Kress et al. (2005) รายละเอียดแสดงดังตาราง
ที่ 6 
 
  สุมเลือกตัวอยางสารละลายดีเอ็นเอจํานวน 1-2 ตัวอยางตอประชากรมาทดสอบเพื่อหา
สวน non-coding regions ที่มีความผันแปร โดยนําสารละลายดีเอ็นเอดังกลาวมาทํา PCR และหา
ลําดับนิวคลีโอไทดตามขั้นตอนขอที่ 2.4 และ 2.5 ผลลําดับนิวคลีโอไทดที่ไดจากตวัอยางดังกลาว
ถูกนําไปเปรียบเทียบทีละสวนดวยโปแกรม Bioedit 7.0.5.3 (Hall, 1999) เพื่อวเิคราะหหาสวน  
non-coding regions ที่มีความผันแปร 
 
  ผลที่ไดจากการวิเคราะหสวน non-coding regions จากคลอโรพลาสตจีโนมที่มีโพลิ-
มอฟซึมไดแกสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC- ycf6 โดยนําทั้ง 3 สวนดังกลาวไปใชทดสอบ
กับตัวอยางทั้งหมด 108 ตัวอยาง เพื่อวิเคราะหความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมตอไป 
 
 2.4  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR และการตรวจสอบผลผลิตที่ได   
    
 เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยการทํา PCR โดยใช primer จากสวน non-coding regions ของ
คลอโรพลาสตจีโนมที่มีความผันแปรจํานวน 3 คูที่ไดคดัเลือกมาแลวไดแก trnS-trnG trnV-trnM 
และ trnC- ycf6 สารละลายที่ใชในการทํา PCR มีดังนี้ สารละลายดีเอ็นเอความเขมขนประมาณ     
20-50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร สารละลาย forward primer และ reverse 
primer ความเขมขน 10 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตรอยางละ 1 ไมโครลิตร buffer ที่มีความ
เขมขน 10 เทา (10x reaction buffer : 100mM Tris-HCL pH8.3, 15mM MgCl2, 500mM KCl) 
ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร dNTP mix (dATP dCTP dGTP และ dTTP) ความเขมขนอยางละ 2 มิลลิ-
โมลาร ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร และเอนไซม Taq DNA polymerase (RBC Taq DNA Polymerase) 
1 ยูนิตตอไมโครลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นใหครบ 25 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเพิ่ม  
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ตารางที่ 6  สวน non-coding regions ของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชคัดเลอืกและ primer ที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 
  

สวนที่ใชศกึษา ชื่อ primer ลําดับนิวคลีโอไทด (5´---- 3´) อุณหภูม ิannealing (° C)  

trnL intron 
trnL(UAA)5´exon  
trnL(UAA)3´exon  

CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG 
GGG GAT AGA GGG ACT TGA AC 

55 

trnL- trnF spacer 
trnL(UAA) 3´exon  
trnF(GAA)  

GGT TCA AGT CCC TCT ATC CC 
ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG 

55 

psbB-psbF spacer 
psbB 
psbF 

GTT TAC TTT TGG GCATGC TTC G 
CGC AGT TCG TCT TGG ACC AG 

60 

trnS- trnG spacer 
trnS(GCU) 
trnG(UCC) 

GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC  
GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C  

57 

psbA-trnH spacer 
psbA 
trnH(GUG) 

GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C 
CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC 

58 

rpl32-ndhF spacer 
rpl32 
ndhF 

CCA ATA TCC CTT YYT TTT CCA A 
GAA AGG TAT KAT CCA YGM ATA TT 

52 

trnV- trnM spacer 
trnV 
trnM 

TAC CTA CTA TTG GAT TTG AAC C  
GCT ATA CGG GCT CGA ACC  

57 

trnC- ycf6 spacer 
trnC 
petN1R 

CCA GTT CAA ATC TGG GTG TC  
CCC AAG CAA GAC TTA CTA TAT CC  

57 
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หมายเหตุ  Y และ M เปน degenerate bases โดยที่ Yแทนเบส C และ T  สวน M แทนเบส A และ C 
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ปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง PCR รุน PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) โดยใช
โปรแกรมดังตารางที่ 7 จากนัน้ตรวจสอบขนาดชิ้นดเีอ็นเอโดยใชวิธี agarose gel electrophoresis ที่
ความเขมขนของผง agarose 1 เปอรเซ็นต ใน1X TAE buffer และยอมเจลดวย ethydium bromide
นําไปสองดูภายใตแสง ultraviolet โดยเปรยีบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (1Kb DNA Ladder) 
  
ตารางที่ 7  รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR จากสวน trnS-trnG  trnV-trnM และ trnC-ycf6 
 

ขั้นตอนตางๆ อุณหภูมิ (° C) เวลา  จํานวนรอบ 
Denaturation 94 3 นาที 1 
Denaturation 

Annealing 
Extention 

94 
57 
72 

1 นาที 
1 นาที 
1 นาที 

30 

Final extension 72 10 นาที 1 
 
2.5  การหาลําดับนิวคลีโอไทด  
 
     กําจัด primer และ dNTPs ที่หลงเหลือจากชิ้นดีเอน็เอทีไ่ดจากการทํา PCR ซ่ึงยอยโดย

ใชเอนไซม Exonuclease I และ FastAPTM Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas) ตาม
วิธีการที่แนบมา นําชิ้นดีเอน็เอที่ผานการกําจัด primer และ dNTPs แลวมาหาลําดับนิวคลีโอไทด
ดวยวิธี direct sequencing ซ่ึงใช primer เดยีวกับการทํา PCR ในขอ 2.4 โดยที่แบงตวัอยางออกเปน 
2 สวน ตัวอยางสวนหนึ่งหาลําดับนิวคลีโอไทดโดยสงบริษัทไบโอดไีซน (ประเทศไทย) และ
ตัวอยางอกีสวนหนึ่งนํามาหาลําดับนิวคลีโอไทดดวยเครือ่ง ABI PRISM ® 3100-Avant Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems, USA) ที่หองปฏิบัติการดีเอ็นเอ กลุมงานพันธุกรรมไมปาและ
เทคโนโลยีชีวภาพ สํานักวิจยัการอนุรักษปาไมและพนัธุพืช กรมอุทยานแหงชาติ สัตวปา               
และพันธุพืช 
 

 การหาลําดับนวิคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI PRISM ® 3100-Avant Genetic Analyzer 
(Applied Biosystems, USA) ใชชุด Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 
Biosystems, USA) ที่มีสวนผสมดังนี้ สารละลายที่มีช้ินดีเอ็นเอตั้งตนปริมาตร  1 ไมโครลิตร       
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primer ความเขมขน 10 พิโคโมลตอไมโครลิตร ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร Ready Reaction mix 
(Big dye) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 5x Sequencing buffer ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร   
ปรับปริมาตรน้ํากลั่นใหครบ 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันและเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอดวยเครื่อง        
PCR รุน PTC-200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research) โดยใชโปรแกรมดังตารางที่ 8  
 
ตารางที่ 8  รายละเอียดโปรแกรมการทํา PCR เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด 
 

ขั้นตอนตางๆ อุณหภูมิ (° C) เวลา  จํานวนรอบ 
Denaturation 96 1 นาที 1 
Denaturation 

Annealing 
Extention 

96 
53 
60 

10 วินาท ี
10 วินาท ี

4 นาที 
30 

 
ผลผลิตที่ไดจากการทํา PCR ในรอบนี้นํามาทําความสะอาดดังขั้นตอนตอไปนี ้
 

1)  ยายผลผลิตจาก PCR ที่ไดลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
2) เตรียมสารละลายผสมตอหนึ่งตัวอยางดังนี้ ethanol 95% ปริมาตร 31.25 

ไมโครลิตร 3M NaOAC pH 4.6-5.2 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร น้ํากลัน่บริสุทธปริมาตร 7.25 
ไมโครลิตร  

3) นําสารละลายผสมในขอ 2) ผสมกับผลผลิตจาก PCR ในขอ 1) 
4) บมที่อุณหภูมหิองเปนเวลา 20 นาที  
5) ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิหอง 
6) ดูดสวนใสทิ้งอยางระวัง และเติม 70% ethanol ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ผสมให

เขากัน 
7) ปนเหวี่ยงที่ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ที่อุณหภมูิหอง 
8) เทสวนใสทิ้งอยางระวัง และตากตะกอนใหแหงที่ 50 องศาเซลเซียส เปนเวลา      

15 นาที 
 ตะกอนทีไ่ดนาํมาละลายดวย formamide ปริมาตร 15 ไมโครลิตร และนํามาหาลาํดบั
นิวคลีโอไทดดวยเครื่อง ABI PRISM ® 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)  
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 2.6  การวิเคราะหผล 
 
        ขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดแตละตวัอยางที่ไดนั้นตรวจสอบดวยโปรแกรม Bioedit 

7.0.5.3 (Hall, 1999) ลําดับนวิคลีโอไทดในแตละตวัอยางถูกตัดสวนที่เปน primer ออกรวมถึงสวน
ที่อยูชิดกับ primer ซ่ึงเปนลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความคลุมเครือออก จากนั้นนาํขอมูลลําดับนิวคลี-
โอไทดของแตละตัวอยางมาจัดเรียงเพื่อเปรียบเทียบลําดบันิวคลีโอไทดใหมีตําแหนงตรงกันมาก
ท่ีสุด (alignment) โดยใชโปรแกรม Bioedit 7.0.5.3 เชนกนั  
 

 ทั้งนี้การวิเคราะหคาตางๆในสวน trnS-trnG trnV-trnM และtrnC-ycf6 ไดวิเคราะหทัง้
แบบแยกลําดบันิวคลีโอไทดในแตละสวน และแบบรวมลําดับนิวคลีโอไทดทั้งสามสวนเขาดวยกัน 
การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดแบบรวมทกุสวนเขาดวยกันเนื่องจากการศึกษากระบวนการทาง
วิวัฒนาการจากสวน noncoding region ของคลอโรพลาสตจีโนมทั้งสวนของ intron และ intergenic 
spacer มีรูปแบบการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรมผานทางแมเทานัน้ จึงมีอัตราการกลายพันธุ
คอนขางต่ํา (Soltis and Soltis, 1998) จึงไดพิจารณาใหตําแหนงตางๆหรือบริเวณทั้งหมดของคลอ-
โรพลาสตจีโนมถือเปนหนึ่งเดียว (Lei et al., 2012)  และในการศึกษานี้ไดวิเคราะหแบบแยกและ
แบบรวมตําแหนงที่เปน INDEL โดยการวิเคราะหแบบรวมตําแหนงที่เปน deletion และ insertion 
รวมดวยเนื่องจาก Simmon and Ochoterena (2000) ไดอธิบายถึงการเกิด mutation และ INDEL จาก
สวนดีเอ็นเอในพลาสติด (plastid) มีโอกาสเกิดไดเทาๆกันเนื่องจากววิัฒนาการของดีเอ็นเอในสวน 
plastid เกิดไดชา โดยตัวอยางงานวิจยัที่เกี่ยวของที่วิเคราะหโดยรวมสวน intron และ intergenic 
spacer ของคลอโรพลาสตจีโนมเขาดวยกนัและนํา INDEL เขารวมวิเคราะหรวมดวย ไดแก      
Cheng et al. (2005); Artyukova et al. (2009); Ramos et al. (2009); Kuo et al. (2010);                   
Novaes et al. (2010); Ribeiro et al. (2010);  Yuan et al. (2011); Li et al. (2012)  

 
        คํานวณคาตางๆที่เกี่ยวกบัความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม DnaSP 

version 5.10.01 (Librado and Rozas, 2009) ดังตอไปนี ้
 

- Number of  haplotypes คือ จํานวนรูปแบบดีเอ็นเอหรือ haplotype ที่พบทั้งหมด  
 
- Haplotype diversity: h (Nei, 1987) คือ คา haplotype ของตัวอยางใดๆที่มีความ

แตกตางกันในกลุมประชากร คํานวณไดจากสูตร 
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เมื่อ  n คือ จํานวนตวัอยาง 
k คือ จํานวน haplotypes 
pi คือ ความถี่ของแตละ haplotype  
 

- คา nucleotide diversity: π (Nei, 1987) คือ คาเฉลี่ยของจํานวนความแตกตางของ
ลําดับนิวคลีโอไทดในแตละคูตัวอยาง คํานวณไดจากสตูร 

-  

( )∧⎟
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⎛= ππ

m
1  

เมื่อ  m   คือ [n(n-1)/2]   n แทนจํานวนตวัอยาง 
∧π คือ ผลรวมของ จํานวนที่พบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดใน 

      แตละคูตัวอยางตอความยาวลําดับนิวคลีโอไทดทั้งหมด 
  

- Nucleotide diversity: θw  (Watterson, 1975) เปนคาความผันแปรของนิวคลีโอ-
ไทดที่ขึ้นกับจาํนวนตําแหนงที่มี polymotphic ในตัวอยางทั้งหมด คํานวณไดจากสตูร 
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 เมื่อ     nS  คือ สัดสวนของจํานวนตําแหนงที่มี polymorphic ตอจํานวนนวิคลี-     
                  โอไทดทั้งหมด 

   na คือ 1+1/2+1/3+...+1/(n-1) 
   n   คือ จํานวนตัวอยาง  
 
                      ทดสอบทฤษฎีความสมดุลทางวิวัฒนาการ “Neutral theory” โดยวิเคราะหคาทางสถิติ
วาขอมูลมีการเบี่ยงเบนไปจากสมดุลมากนอยเพียงใด ดวยโปรแกรม DnaSP version 5.10.01 
(Librado and Rozas, 2009) ดวยคาตอไปนี ้ 
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- Tajima’s test (Tajima, 1989) เปนการทดสอบคาทางสถิติโดยพิจารณาจากคา 
nucleotide diversity ของ π (Nei, 1987) และคา nucleotide diversity ของ θw (Watterson, 1975) 

 
- D* (Fu and Li, 1993) เปนการทดสอบคาทางสถิติโดยพิจารณาจากคาความ

แตกตางระหวางจํานวนตัวอยางที่เกดิ  mutation แบบเดยีวเพยีงหนึ่งตัวอยาง (singletons) และ
จํานวนตัวอยางทั้งหมดที่เกิด mutation 

-  F* (Fu and Li, 1993) เปนการทดสอบคาทางสถิติโดยพิจารณาจากคาความ
แตกตางระหวางจํานวนตัวอยางที่เกดิ mutation แบบเดยีวเพยีงหนึ่งตัวอยาง และจํานวนคาเฉลี่ยของ
ความแตกตางของนิวคลีโอไทดระหวางคูตวัอยาง 

 
        วิเคราะหโครงสรางของประชากรดวย AMOVA (Analysis of Molecular Variance 

Approach) โดยวิเคราะหคา Fixation Index: FST  และเปรียบเทียบคา FST ระหวางคูประชากร 
(pairwise difference) (Excoffier et al., 1992)  ดวยโปรแกรม Arlequin version 3.5.1.2 (Excoffier and 
Lischer, 2010) ทั้งแบบรวมขอมูล INDEL และไมรวมขอมูล INDEL   

 
        สรางแผนผัง haplotype ตางๆลงในประชากร และสราง haplotype network ดวยวิธี 

median-joining โดยใชโปรแกรม Network 4.6.0.0 (http://www.fluxusengineering.com)  เพื่อ
วิเคราะหความสัมพันธของ haplotype ที่พบ โดยมีตัวอยาง outgroup ไดแก Dalbergia glomeriflora                
(เก็ดขาว) 
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ผลและวิจารณ 
 

1.  การทดสอบวิธีสกัดดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมจากสวนเปลือกไมชั้นใน เนือ้ไมสวนกระพี้ และใบ ของ  
ตนพะยงู 

 
 ดวยปญหาการลักลอบตัดไมพะยูงในปจจบุัน ซ่ึงไมสวนใหญมักอยูในรูปไมทอน 
การศึกษาวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสมจากเปลือกไมและเนื้อไมของตนพะยูงจึงเปนสิ่งจําเปนเพือ่
นําดีเอ็นเอทีไ่ดจากเปลือกและเนื้อไมไปใชในการตรวจสอบแหลงที่มาหรือพิสูจนเอกลักษณของไม
พะยูง ซ่ึงลักษณะสารละลายดีเอ็นเอที่มีคณุภาพที่ดนีั้นไมควรมีการปนเปอนของสารประกอบตางๆ 
เชน polysaccharide polyphenol และสารทุติยภูมิอ่ืนๆ โดยคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอที่ดีจะมี
โอกาสประสบความสําเร็จในการทํา PCR ไดมาก ซ่ึงการทํา PCR ถือเปนเทคนิคพื้นฐานที่สําคัญที่
ใชในการศึกษาดานพันธุศาสตรโมเลกุล เชน การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม การศึกษา
โครงสรางทางพันธุกรรม นอกจากนี้ขอดีของการสกัดดีเอ็นเอจากเปลอืกไมและเนื้อไมคือ งายตอ
การเกบ็ตวัอยางกรณีที่ไมสามารถเก็บตัวอยางใบถึงหรือเมื่อเกิดโรคระบาดตางๆจากใบ   
 
สวนของตนพะยูงไดแก เปลอืกไมช้ันใน เนื้อไมสวนกระพี้ และใบสามารถสกัดดีเอ็นเอไดทั้งหกวธีิ 
โดยใหปริมาณและคณุภาพของสารละลายดีเอ็นเอแตกตางกัน ผลจากการวดัดวยวธีิ electrophoresis 
แสดงในภาพที่ 6 และผลจากการวดัดวยเครื่อง spectrophotometer แสดงในตารางที่ 9 ปริมาณ        
ดีเอ็นเอเมื่อวัดดวยเครื่อง spectrophotometer มีคาตั้งแต 1.8 ถึง 2387.5 นาโนกรัมตอไมโครลิตร 
โดยวิธีประยุกตของ Doyle and Doyle (1990) ใหปริมาณดีเอ็นเอตั้งแต 141.2 ถึง 2387.5 นาโนกรัม
ตอไมโครลิตร สวนวิธีของ Novaes et al. (2009) และวิธีประยุกตของ Scott and Playford (1996) 
ใหปริมาณดีเอน็เอตั้งแต 25 ถึง 627.8 นาโนกรัมตอไมโครลิตร สวนวิธีที่เหลือคือ วิธีประยุกตของ 
Jobes et al. (1995) วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) และวิธีที่ใชชุดสกัด Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) ใหปริมาณดีเอ็นเอตั้งแต 1.8 ถึง 446.9 นาโนกรัมตอไมโครลิตร อยางไรกต็ามปริมาณ       
ดีเอ็นเอทีว่ัดไดจากเครื่อง spectrophotometer อาจไมสอดคลองกับผลที่ไดจากการทํา
electrophoresis เนื่องจากสารละลายดีเอ็นเอในบางตัวอยางมีสีน้ําตาล และบางตัวอยางมีลักษณะ
เหนยีวซ่ึงเกดิจากสารทุติยภมูิที่ตกคางอยู นอกจากนี้ยังรวมถึงปจจยัอ่ืนๆเชน การทีม่ีสาร CTAB 
ตกคาง สารเหลานี้จะไปบดบังการวัดคาดดูกลืนแสงซึ่งทําใหคาที่ไดจากเครื่อง spectrophotometer 
ไมถูกตองทั้งหมด (Drábková et al., 2002)  ซ่ึงการตรวจสอบปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอจึงควรทํา
ควบคูกันไปทัง้การวัดดวยเครื่อง spectrophotometer และวัดดวยวิธี electrophoresis 



42 

การวัดความบริสุทธของสารละลายดีเอ็นเอดวยเครื่อง spectrophotometer โดยทัว่ไป
สารละลายดีเอ็นเอบริสุทธจะมีคาดูดกลืนแสงที่ A260/A280 ประมาณ 1.8 ถามีการปนเปอนโปรตีน
หรือ phenol คา A260/A280  จะนอยกวา 1.8 หรือถามีการปนเปอนของ RNA คา A260/A280  จะ
ประมาณ 2.0 (Sambrook et al., 1989) จากผลการศึกษาจะเหน็ไดวาวิธีประยุกตของ Doyle and 
Doyle (1990) ใหปริมาณดีเอน็เอในระดับสงู แตเมื่อดูคาความบริสุทธ A260/A280 มีคาต่ํากวา 1.8 มาก 
แสดงถึงการปนเปอนโปรตนีในปริมาณทีสู่ง รวมถึงสีของสารละลายดีเอ็นเอที่คอนไปทางสีน้ําตาล
ทั้งสวนของ เปลือกไม เนื้อไม และใบ ซ่ึงแสดงถึงมีการปนเปอนของสารประกอบ phenolic ใน
ปริมาณสูงเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนๆ แสดงในภาพที่ 6 (ก) สําหรับวิธีของ Novaes et al. (2009) ใหคา 
A260/A280 ใกลเคียง 2.0 แสดงไดวามีสารละลายอารเอ็นเอปนอยู และเมือ่ตรวจสอบดวยวิธี 
electrophoresis แสดงใหเห็นแถบอารเอ็นเอที่อยูตรงกลาง gel ไดชัดเจนดังภาพที่ 6 (ง)  นอกจากนี้
ยังพบวาสีของสารละลายดีเอ็นเอในสวนของเปลือกไมยังคงเปนสีน้ําตาลอยู แสดงไดวามีการ
ปนเปอนของสารประกอบฟโนลิกหลงเหลืออยู สวนวธีิประยุกตของ Jobes et al . (1995) และวิธี
ประยุกตของ Scott and Playford (1996) ใหคาความบรสุิทธ A260/A280 สวนใหญต่ํากวา 1.8 แสดงถงึ
คุณภาพดีเอ็นเอที่ไมบริสุทธเชนกัน รวมถึงสีของสารละลายดีเอ็นเอมีสีเหลืองและสีน้าํตาลหลง
เหลืออยูในบางตัวอยาง สวนวิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) และวธีิที่ใชชุดสกัดสําเร็จรูป 
Dneasy Plant minikit (Qiagen) ใหสีของสารละลายดีเอ็นเอใสทุกตัวอยาง แสดงวาไมมี
สารประกอบฟโนลิกหลงเหลืออยู อยางไรก็ตาม 2 วิธีดังกลาวใหปริมาณดีเอน็เอทีค่อนขางนอยเมื่อ
เปรียบเทียบกบัวิธีอ่ืนๆ 

 
เมื่อเปรียบเทียบลักษณะของสารละลายดีเอ็นเอจากสวนตางๆที่ใชสกัด พบวาสารละลาย     

ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากสวนใบทั้งในสภาพทีเ่ก็บในสารดูดความชื้นและเก็บที่ -20 องศาเซลเซียส มี
ความเหนียวและเปนวุน ซ่ึงลักษณะดังกลาวพบทุกวิธีทีส่กัดจากตวัอยางใบ แสดงใหเห็นวาใบ
พะยูงมีปริมาณสาร polysaccharide คอนขางสูง สาร polysaccharide เปนสารที่มีโมเลกุลขนาดใหญ
โดยเหน็ไดจากการที่มีสารละลายดีเอน็เอตกคางอยูภายในหลุมดานบนของ gel เมื่อเมื่อตรวจสอบ
ดวยวิธี electrophoresisโดยโมเลกุลเหลานีไ้ปเกาะกับดีเอน็เอแลวทําใหไมสามารถเคลื่อนตัวผานgel
ไดแสดงดังภาพที่ 6 ในตวัอยางที่ 7 8 9 12 และ 13 ของทกุวิธี ยกเวนวิธีที่ใชชุดสกัดสาํเร็จรูป 
Dneasy Plant minikit (Qiagen) ผลที่ไดนีส้อดคลองกับที่ Ribeiro and Lovato (2007) กลาววาใบไม
ในสกุลพะยูง มีปริมาณสารทุติยภูมใินปรมิาณสูงจึงทาํใหสารละลายดเีอ็นเอที่สกัดไดมีลักษณะเปน
เมือกเหนียว สวนสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางเปลือกไมและเนื้อไมนั้นไมมีลักษณะ
เหนยีว ซ่ึงถือเปนขอดีที่สามารถนําไปใชแทนใบจากตนพะยูงได 
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ภาพที่ 6  ปริมาณและคณุภาพของสารละลายดีเอ็นเอของตัวอยางจากตนพะยูงเมื่อสกดัดวยวิธีตางๆ 

วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข)    
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง)             
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ) และวิธีตามแบบDneasy Plant minikit (Qiagen) 
(ฉ) โดยหมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงทีใ่ชทดสอบเรียงตามตารางที่ 2 
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ตารางที่ 9  ปริมาณและคณุภาพสารละลายดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดดเีอน็เอดวยวิธีตางๆของตัวอยางจากสวนตางๆของตนพะยงู 
 

วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการ
เก็บตัวอยาง 

สวนที่ใช
ทดสอบ 

ความเขมขน
ดีเอ็นเอ 
(ng/μl) 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี
 

* 

ผลการทํา PCR 
trnL intron 

(600 bp) 
ITS 

(700bp) 
trnC-ycf6 
(1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

วิธีประยกุตของ silica gel (1) เปลือกไม1 1363.2 0.91 3 / / / - 

Doyle and Doyle silica gel (2) เปลือกไม2 1223.3 1.15 3 / / / - 

 (1990) silica gel (3) เปลือกไม3 266.7 1.17 2 / / / / 

  silica gel (4) เนื้อไม1 352 1.92 0 / / / / 

  silica gel (5) เนื้อไม2 298.9 1.45 1 / / / - 

  silica gel (6) เนื้อไม3 921.6 0.94 2 / / / - 

  silica gel (7) ใบ1 366.7 1.65 2 / / / - 

  silica gel (8) ใบ2 386.4 1.55 2 / / / - 

  silica gel (9) ใบ3 456.2 1.83 1 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (10) เปลือกไม4 1341.9 1.22 3 / - - - 

  อุณหภูมิหอง (11) เปลือกไม5 2387.5 0.85 3 / - - - 

  -20°C (12) ใบ6 141.2 1.77 0 / / / / 

  -20°C (13) ใบ7 274.8 1.82 0 / / / / 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 

        

 

วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการ
เก็บตัวอยาง 

สวนที่ใช
ทดสอบ 

ความเขมขน
ดีเอ็นเอ 
(ng/μl) 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี
 

* 

ผลการทํา PCR 

trnL intron 
(600 bp) 

ITS  
(700bp) 

trnC-ycf6 
(1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

วิธีประยกุตของ silica gel (1) เปลือกไม1 64.4 1 0 / / - - 

Jobes et al. (1995) silica gel (2) เปลือกไม2 27.4 1.21 0 / / / - 

  silica gel (3) เปลือกไม3 14.1 1.07 0 / / / / 

  silica gel (4) เนื้อไม1 52.3 1.75 0 / / / - 

  silica gel (5) เนื้อไม2 43.3 1.8 0 / / / - 

  silica gel (6) เนื้อไม3 162.9 1.64 0 / / / - 

  silica gel (7) ใบ1 16.9 1.55 0 / / / / 

  silica gel (8) ใบ2 8.2 1.58 0 / / / / 

  silica gel (9) ใบ3 23.9 1.67 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (10) เปลือกไม4 118.7 1.36 1 / / / - 

  อุณหภูมิหอง (11) เปลือกไม5 81.1 1.16 0 / - / - 

  -20°C (12) ใบ6 1.8 1.02 0 / / / / 

  -20°C (13) ใบ7 7.1 1.36 0 / / / / 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
   

 

วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการ
เก็บตัวอยาง 

สวนที่ใชทดสอบ 
ความเขมขน
ดีเอ็นเอ 
(ng/μl) 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี 
* 

ผลการทํา PCR 

trnL intron 
(600 bp) 

ITS 
(700bp) 

trnC-ycf6 
 (1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

วิธีประยกุตของ silica gel (1) เปลือกไม1 382 1.58 1 - - - - 

Scott and Playford silica gel (2) เปลือกไม2 409.7 1.68 1 / / / - 

 (1996) silica gel (3) เปลือกไม3 269.5 1.5 1 / / / / 

  silica gel (4) เนื้อไม1 67.7 0.89 0 / / / / 

  silica gel (5) เนื้อไม2 133.8 1.43 0 / / / - 

  silica gel (6) เนื้อไม3 139.4 1.32 0 / / / / 

  silica gel (7) ใบ1 269.4 1.8 0 / / / / 

  silica gel (8) ใบ2 256.7 1.95 0 / / / / 

  silica gel (9) ใบ3 279.1 1.81 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (10) เปลือกไม4 594.9 1.6 2 / - / - 

  อุณหภูมิหอง (11) เปลือกไม5 627.8 1.21 2 / - - - 

  -20°C (12) ใบ6 107.8 1.75 0 / / / / 

  -20°C (13) ใบ7 118.4 1.8 0 / / / / 
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วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเก็บ

ตัวอยาง 
สวนที่ใช
ทดสอบ 

ความเขมขน
ดีเอ็นเอ 
(ng/μl) 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี 
* 

ผลการทํา PCR 

trnL intron 
(600 bp) 

ITS 
 (700bp) 

trnC-ycf6 
 (1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

วิธีของ silica gel (1) เปลือกไม1 330.7 1.83 2 - / - - 

Novaes et al.  silica gel (2) เปลือกไม2 500.4 1.94 2 / / / - 

 (2009) silica gel (3) เปลือกไม3 445.1 1.59 2 / / / - 

  silica gel (4) เนื้อไม1 335.6 1.93 0 / / / / 

  silica gel (5) เนื้อไม2 185.3 2.03 0 / / / / 

  silica gel (6) เนื้อไม3 331.7 1.9 0 / / / / 

  silica gel (7) ใบ1 25.3 1.21 0 / / - - 

  silica gel (8) ใบ2 441.4 2.01 0 / / / / 

  silica gel (9) ใบ3 427.2 2.01 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (10) เปลือกไม4 495.3 1.66 2 / / - - 

  อุณหภูมิหอง (11) เปลือกไม5 498.3 1.67 2 / / - - 

  -20°C (12) ใบ6 524.1 1.73 0 / / / / 

  -20°C (13) ใบ7 271.8 1.89 0 / / / / 47 
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วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเก็บ

ตัวอยาง 
สวนที่ใช
ทดสอบ 

ความเขมขน
ดีเอ็นเอ 
(ng/μl) 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี 
* 

ผลการทํา PCR 

trnL intron 
(600 bp) 

ITS 
 (700bp) 

trnC-ycf6 
 (1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

วิธีประยกุตของ silica gel (1) เปลือกไม1 118.6 1.09 0 / / / / 

Sharma et al.  silica gel (2) เปลือกไม2 236.5 1.48 0 / / / / 

 (2002) silica gel (3) เปลือกไม3 94.9 1.02 0 / / / / 

  silica gel (4) เนื้อไม1 16.7 1.44 0 / / / / 

  silica gel (5) เนื้อไม2 12.9 1.66 0 / / / / 

  silica gel (6) เนื้อไม3 76.7 1.8 0 / / / / 

  silica gel (7) ใบ1 21.5 1.64 0 / / / / 

  silica gel (8) ใบ2 16.7 1.65 0 / / / / 

  silica gel (9) ใบ3 21.3 1.49 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (10) เปลือกไม4 446.9 1.53 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (11) เปลือกไม5 315.1 1.04 0 / / / / 

  -20°C (12) ใบ6 4.9 1.29 0 / / / / 

  -20°C (13) ใบ7 35.6 1.73 0 / / / / 
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วิธีสกัดดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเก็บ

ตัวอยาง 
สวนที่ใช
ทดสอบ 

ความ
เขมขนดี
เอ็นเอ 

คุณภาพ      
ดีเอ็นเอ 

A260/A280 

สี
 

* 

ผลการทํา PCR 

trnL intron 
(600 bp) 

ITS 
 (700bp) 

trnC-ycf6 
 (1,000bp) 

trnT-trnL 
(1,300bp) 

QIAGEN KIT silica gel (1) เปลือกไม1 28.9 1.55 0 / / / / 

  silica gel (2) เนื้อไม1 11.6 1.4 0 / / / / 

  silica gel (2) ใบ1 25.9 1.64 0 / / / / 

  อุณหภูมิหอง (4) เปลือกไม4 27.2 1.48 0 / / / / 

  -20°C (5) ใบ6 86.6 1.75 0 / / / / 
 
หมายเหตุ   * สีของสารละลายดีเอ็นเอ 0 = สีใส  1 = สีเหลือง  2 = สีน้ําตาลออน  3 = สีน้ําตาลเขม 
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การทดสอบการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเทคนิค PCR เปนวิธีวัดความสําเร็จของการสกัด    
ดีเอ็นที่สําคัญ ผลการทํา PCR จากสวนคลอโรพลาสตจีโนมจํานวนสามสวนและจากนิวเคลียร
จีโนมจํานวนหนึ่งสวน สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นไดทั้งในสวนคลอโรพลาสตและนวิเคลียรจีโนม 
ซ่ึงความสามารถในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแตกตางกนัในแตละตวัอยางและในแตละวิธีสกัดแสดง
ดังภาพที่ 7-10 และตารางที่ 9  

 
ผลการทดสอบพบวาการทํา PCR ขนาดเลก็สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงายกวาการทํา 

PCR ขนาดใหญ โดยสารละลายดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากตวัอยางใบสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดงาย
กวาสวนของเปลือกไมและเนื้อไม การที่สวนเปลือกไมและเนื้อไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได
ยากกวานัน้เนือ่งมาจากคุณสมบัติของเปลือกและเนื้อไมมกีารสะสมของสารที่เปนตัวยบัยั้ง 
(inhibitors) ในปฏิกิริยาการทํา PCR เชน คารโบไฮเดรตจากเซลลูโลส หรือฟนอลจากลิกนนิ 
(Andrew, 2007) โดยเฉพาะตัวอยางเปลือกไมที่เก็บที่อุณหภูมิหองลักษณะตัวอยางนี้เปรียบไดกับ
ตัวอยางไมที่ไมมีชีวิต ซ่ึงมีการสลายของดีเอ็นเอเปนชิ้นเล็กๆอยูตลอด (Deguilloux et al., 2002) จึง
ทําใหโอกาสในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่มขีนาดใหญยิ่งทําไดยากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบความสามารถ
ในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอของสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดในแตละวิธีพบวาวิธีประยกุตของ 
Sharma et al. (2002) และวิธีที่ใชชุดสกัดสาํเร็จรูป Dneasy Plant minikit (Qiagen) สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอไดทุกตวัอยางคิดเปน 100% สวนวิธีอ่ืนๆสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดคิดเปน
สัดสวนตางๆดังนี้ วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) คิดเปน 82.7% วิธีประยกุตของ Scott and 
Playford (1996) และวิธีของ Novaes et al. (2009) คิดเปน 78.8% และวธีิประยุกตของ Doyle and 
Doyle (1990) คิดเปน 76.9%   

 
 ผลดังกลาวแสดงใหเปนวาวธีิประยุกตของ Sharma et al. (2002) มีความเหมาะสมในการ
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางพะยูงมากที่สุดเนือ่งจากประสบความสําเร็จในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได
ทุกตัวอยางรวมถึงตวัอยางทีอ่ยูในสภาพไมทอนหรือตัวอยางไมที่ไมมชีีวิต สวนวิธีทีใ่ชชุดสกัด
สําเร็จรูป Dneasy Plant minikit (Qiagen) ซ่ึงเปนวิธีที่ใชเวลาสั้นและมีวธีิการไมยุงยาก ใหผลที่มี
ประสิทธิภาพ แตอยางไรก็ตามยังมีขอจํากดัในเรื่องคาใชจายที่คอนขางสูง  
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ภาพท่ี 7  ความสําเร็จของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวน trnL intron ของดีเอ็นเอจากตนพะยูงใน

แตละตัวอยางท่ีใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข)    
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง)             
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยท่ีหมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงท่ีใชทดสอบเรียงตาม
ตารางท่ี 2 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

(ฉ) 
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4  
 

5  
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7  
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500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 
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ภาพท่ี 8  ความสําเร็จของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวน ITS  ของดีเอ็นเอจากตนพะยงูในแตละ

ตัวอยางท่ีใชวธีิสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี้ 
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข)    
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง)              
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยท่ีหมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงท่ีใชทดสอบเรียงตาม
ตารางท่ี 2 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

(ฉ) 
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ภาพท่ี 9  ความสําเร็จของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวน trnC-ycf6 ของดีเอ็นเอจากตนพะยูงในแต

ละตัวอยางท่ีใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข)    
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง)               
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยท่ีหมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงท่ีใชทดสอบเรียงตาม
ตารางท่ี 2 

(ก) 

(ข) 

(ค) 

(ง) 

(จ) 

(ฉ) 
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ภาพท่ี 10  ความสําเร็จของการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวน trnT– trnL ของดีเอ็นเอจากตนพะยูงใน

แตละตัวอยางท่ีใชวิธีสกัดดีเอ็นเอแตกตางกันดังนี ้
วิธีประยกุตของ Doyle and Doyle (1990) (ก) วิธีประยกุตของ Jobes et al . (1995) (ข)    
วิธีประยกุตของ Scott and Playford (1996) (ค) วิธีของ Novaes et al. (2009) (ง)             
วิธีประยกุตของ Sharma et al. (2002) (จ)  และวิธีตามแบบ Dneasy Plant minikit 
(Qiagen) (ฉ) โดยท่ีหมายเลขดานบนแทนสวนตางๆของพะยูงท่ีใชทดสอบเรียงตาม
ตารางท่ี 2 
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(ฉ) 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
 

6  
 

7  
 

8  
 

9 10
 

11
 

12
 

13
 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
 

6  
 

7  
 

8  
 

9 10
 

11
 

12
 

13
 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
 

6  
 

7  
 

8  
 

9 10
 

11
 

12
 

13
 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
 

6  
 

7  
 

8  
 

9 10
 

11
 

12
 

13
 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
 

6  
 

7  
 

8  
 

9 10
 

11
 

12
 

13
 

1  
 

2  
 

3  
 

4  
 

5  
  

1,000 bp 
500 bp 

1,500 bp 
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 2.  ความหลากหลายและโครงสรางทางพนัธุกรรมของไมพะยูง 
 
 การศึกษาความหลากหลายและโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยงูโดยการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทดจากสวนคลอโรพลาสตจีโนมที่เปน intron และ intergenic spacer ซ่ึงคัดเลือก
สวนที่ใชศกึษาทั้งหมด 8 สวนที่เปน universal ไดแก trnL intron  trnL-trnF  psbB-psbF  trnS-trnG  
psbA-trnH  rpl32-ndhF  trnV-trnM และ trnC- ycf6 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยการทํา PCR 
โดยมีขนาดแตกตางกันดังตารางที่  10 และผลที่ไดจากการทดสอบและวิเคราะหพบวามีสวนที่มี   
ความผันแปร 3 สวน ไดแกสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC- ycf6 โดยผลการทํา PCR จาก        
3 สวนดังกลาวแสดงดังภาพที่ 11 
 
ตารางที่ 10  ขนาดดีเอน็เอทีไ่ดจากการการเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอจากสวนตางๆของคลอโรพลาสต   

       จีโนมที่ใชศึกษาในไมพะยูง 
 

สวนที่ใชศกึษา  ขนาด (คูเบส) 

trnL intron  580 

trnL- trnF spacer  450 

psbB-psbF spacer  830 

trnS- trnG spacer  600 

psbA-trnH spacer  450 

rpl32-ndhF spacer  900 

trnV- trnM spacer  900 

trnC- ycf6 spacer  1,000 
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ภาพที่ 11  ขนาดดีเอ็นเอทีไ่ดจากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากสวนตางๆของคลอโรพลาสตจีโนม   
                 ไดแกสวน trnS-trnG  ขนาดประมาณ 600 คูเบส สวน trnV-trnM ขนาดประมาณ 900         
                 คูเบส และสวน trnC- ycf6  ขนาดประมาณ 1,000 คูเบส จากตัวอยางของไมพะยูง 
 

2.1 ความผันแปรของคลอโรพลาสตดีเอ็นเอสวน  trnS-trnG trnV-trnM และ                     
trnC-ycf6 

 
ผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากคลอโรพลาสตจีโนมจํานวน 3 สวนไดแก 

trnS-trnG trnV-trnM และ trnC- ycf6 ซ่ึงตัดลําดับนิวคลีโอไทดสวน primer และสวนที่ติดกับ 
primer ที่ไมมีความชัดเจนออก โดยใชตัวอยางพะยูงศึกษาทั้งหมด 108 ตัวอยาง รวม 10 ประชากร 
ตําแหนงตางๆของลําดับนิวคลีโอไทดในแตละสวนที่มคีวามผันแปรเปนดังนี ้

 
ลําดับนิวคลีโอไทดของสวน trnS-trnG มีความยาวรวม 469 นวิคลีโอไทด ตําแหนงที่

มีความผันแปรรวม 3 ตําแหนง ซ่ึงเปนตําแหนง SNP ทั้งหมดดังนี้ ตําแหนงที่ 136 มีการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดจาก T เปน G (transversion) ตําแหนงที ่387 มีการเปลี่ยนแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดจาก T เปน C (transition) และตําแหนงที่ 412 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอ-
ไทดจาก G เปน A (transition) แสดงดังตารางที่ 11 สวนลําดับนิวคลีไอดทั้งหมดแสดงใน 
ภาคผนวก ข 

 
ลําดับนิวคลีโอไทดของสวน trnV-trnM มีความยาวรวม 653-664 นิวคลีโอไทด 

ตําแหนงที่มีความผันแปรรวม 3 ตําแหนง โดยเปน SNP 1 ตําแหนงและสวนที่เปน INDEL 2 
ตําแหนง ตําแหนง SNP 1 ตําแหนงไดแก ตําแหนงที่ 621 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนวิคลีโอไทดจาก 

500 

1,000 

trnS-trnG   trnV-trnM  trnC-ycf6  
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A เปน C (transversion) และสวนที่เปน INDEL 2 ตําแหนง ตําแหนงแรกไดแกลําดับนิวคลีโอไทด
ที่ 128 ถึง133 มี INDEL รวม 6 นิวคลีโอไทด และตําแหนงที่สองไดแกลําดับนิวคลีโอไทดที่ 258 ถึง 
262 มี INDEL รวม 5 นิวคลีโอไทด แสดงดังตารางที่ 12 สวนลําดับนวิคลีโอไทดทั้งหมดแสดงใน
ภาคผนวก ข 

 
ลําดับนิวคลีโอไทดของสวน trnC-ycf6 มีความยาวรวม 708 นิวคลีโอไทด ตาํแหนงที่

มีความผันแปรรวม 4 ตําแหนง ซ่ึงเปนตําแหนง SNP ทั้งหมด ไดแก ตําแหนงที่ 206 มกีาร
เปลี่ยนแปลงลาํดับนิวคลีโอไทดจาก T เปน G (transversion) ตําแหนงที ่390 มีการเปลี่ยนแปลง
ลําดับนิวคลีโอไทดจาก T เปน G (transversion) ตําแหนงที่ 701 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอ-
ไทดจาก C เปน T (transition) และตําแหนงที่ 702 มีการเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดจาก T เปน 
G (transversion) แสดงดังตารางที่ 13 สวนลําดับนิวคลีไอดทั้งหมดแสดงในภาคผนวก ข 

 
เมื่อวิเคราะหรวมลําดับนวิคลีโอไทดสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขา

ดวยกัน มีความยาวรวม 1,830-1,841 นิวคลีโอไทด ตําแหนงที่มีความผนัแปรรวม 10 ตําแหนง เปน
ตําแหนง SNP 8 ตําแหนง และตําแหนง INDEL 2 ตําแหนง โดยสวนที่มีความผันแปรสูงสุดไดแก 
trnC-ycf6 แสดงดังตารางที่ 14 สําหรับตําแหนง SNP ทั้งหมดพบวาเปนแบบ transition รวม 3 
ตําแหนง และเปนแบบ transversion รวม 5 ตําแหนง ทั้งนี้การเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดที่เปน
แบบ transversion มีจํานวนมากกวาแบบ transition เนื่องจากในคลอโรพลาสตจีโนมมีสัดสวนของ
ลําดับนิวคลีโอไทด AT ที่สูงกวา CG (Kelchner, 2000) 

 
ตารางที่ 11  Haplotype ของสวน trnS-trnG ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร และการ 
                    ปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง  
 

ha
plo

typ
e SNP SNP SNP   

                                        ประชากร 
1 3 4  
3 8 1  
6 7 2 MS TB DU PM PS KM NM PC VK VL รวม 

hSG1 T T G 8 11 10 6 11 10 11 12 10 10 99 
hSG2 G T G - - - 5 - 1 - - - - 6 
hSG3 T C G 2 - - - - - - - - - 2 
hSG4 T C A - - - - - - 1 - - - 1 
รวม    10 11 10 11 11 11 12 12 10 10 108 
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ตารางที่ 12  Haplotype ของสวน trnV-trnM ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร และการ 
                    ปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง  
 

ha
plo

typ
e Indel  Indel  SNP   

ประชากร 
  

1 2 6 
2 5 2 
8 8 1 MS TB DU PM  PS KM NM PC VK VL รวม 

hVM1 a b A 2 6 10 11 11 9 7 12 10 10 88 
hVM2 a b C - - - - - 2 - - - - 2 
hVM3 0 0 A 8 - - - - - -  - - - 8 
hVM4 0 b A - 5 - - - - 5 -  - - 10 
รวม       10 11 10 11 11 11 12 12 10 10 108 

 
หมายเหตุ  0 แทนการเกดิ INDEL โดยไมปรากฏลําดับนิวคลีโอไทด    

a แทนการเกิด INDEL โดยปรากฏลําดับนิวคลีโอไทด ACAATC  
     b แทนการเกิด INDEL โดยปรากฏลําดบันิวคลีโอไทด AGTAT 
 

ตารางที่ 13  Haplotype ของสวน trnC-ycf6 ตําแหนงลําดับนิวคลีโอไทดที่มีความผนัแปร และการ 
                    ปรากฏในแตละประชากรของไมพะยูง  
 

ha
plo

typ
e SNP SNP SNP SNP 

ประชากร 2 3 7 7 
0 9 0 0 
6 0 1 2 MS TB DU PM  PS KM NM PC VK VL รวม 

hCN1 T T C T 10 7 5 11 11 11 6 9 6 10 86 
hCN2 T G C T - 4 - - - - 5 - - - 9 
hCN3 G T C T - - - - - - 1 - - - 1 
hCN4 T T C G - - 5 - - - - - 4 - 9 
hCN5 T T T T - - - - - - - 3 - - 3 
รวม         10 11 10 11 11 11 12 12 10 10 108 
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ตารางที่ 14  Haplotype ที่ไดจากการวิเคราะหรวมลําดบันิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน ตําแหนงของลําดับ                                   

นิวคลีโอไทดที่มีความผันแปร และการปราฏในแตละประชากรของไมพะยูง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
หมายเหตุ  0 แทนการเกดิ INDEL โดยไมปรากฏลําดับนิวคลีโอไทด    

a แทนการเกิด INDEL โดยปรากฏลําดับนิวคลีโอไทด ACAATC และ b แทนการเกิด INDEL โดยปรากฏลําดบันิวคลีโอไทด AGTAT 

ha
plo

typ
e 

  
 SNP 

trnS-trnG trnV-trnM   
SNP 

trnC-petN1R 

ประชากร SNP SNP   InDel   InDel SNP SNP SNP SNP 
1 3 4 1 2 6 2 3 7 7 
3 8 1 2 5 2 0 9 0 0 
6 7 2 8 8 1 6 0 1 2 MS TB DU PM PS KM NM PC VK VL รวม 

H1 T T G a b A T T C T - 6 5 6 11 8 5 9 6 10 66 
H2 G T G a b A T T C T - - - 5 - 1 - - - - 6 
H3 T C G a b A T T C T 2 - - - - - - - - - 2 
H4 T C A a b A T T C T - - - - - - 1 - - - 1 
H5 T T G 0  0 A T T C T 8 - - - - - - - - - 8 
H6 T T G 0  b A T G C T - 4 - - - - 5 - - - 9 
H7 T T G 0  b A T T C T - 1 - - - - - - - - 1 
H8 T T G a b A G T C T - - - - - - 1 - - - 1 
H9 T T G a b A T T C G - - 5 - - - - - 4 - 9 
H10 T T G a b C T T C T - - - - - 2 - - - - 2 
H11 T T G a b A T T T T - - - - - - - 3 - - 3 
รวม                     10 11 10 11 11 11 12 12 10 10 108 
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2.2  ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
 

 ผลการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยคา haplotype diversity (h) และ
คา nucleotide diversity (π) จากลําดับนิวคลีโอไทดของคลอโรพลาสตจีโนมสวน trnS-trnG     
trnV-trnM และ trnC-ycf6 และที่รวมลําดบันิวคลีโอไทดทั้ง 3 สวนเขาดวยกันเปนดงันี้  
 
 เมื่อวิเคราะหดวยสวน trnS-trnG คา h และคา π ในแตละประชากรอยูระหวาง            
0-0.545 และ 0-0.00116 ตามลําดับ และวเิคราะหรวมทกุตวัอยางมีคา 0.158 และ 0.00038 ตามลําดับ 
ประชากรที่มคีา h และคา π สูงสุดไดแก อุทยานแหงชาตภิูผาเทิบ จ.มุกดาหาร (PM) แสดงดังตาราง
ที่ 15 
 
 เมื่อวิเคราะหดวยสวน trnV-trnM คา h และคา π ในแตละประชากรอยูระหวาง           
0-0.545 และ 0-0.00049 ตามลําดับ และวเิคราะหรวมทกุตวัอยางมีคา 0.325 และ 0.00006 ตามลําดับ 
ประชากรที่มคีา h สูงสุดไดแก ไดแก อุทยานแหงชาตติาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) และประชากรที่มคีา 
π สูงสุดไดแก ปาโคกขาว จ.มหาสารคาม (KM) แสดงดังตารางที่ 15 
 
 เมื่อวิเคราะหดวยสวน trnC-ycf6 คา h และคา π ในแตละประชากรอยูระหวาง           
0-0.621 และ 0-0.00099 ตามลําดับ และวเิคราะหรวมทกุตวัอยางมีคา 0.354 และ 0.00054 ตามลําดับ 
ประชากรที่มคีา h และคา π สูงสุดไดแก ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM) แสดงดัง
ตารางที่ 15 
 
 เมื่อวิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดของสวน trnS-trnG trnV-trnM และ      
trnC- ycf6 เขาดวยกัน คา h และคา π ในแตละประชากรอยูระหวาง 0-0.697 และ 0-0.00056 
ตามลําดับ และวิเคราะหรวมทุกตัวอยางมคีา 0.608 และ 0.00033 ตามลําดับ ประชากรที่มีคา h และคา 

π สูงสุดไดแก ปาโคกดงเค็ง อ.นาดนู จ.มหาสารคาม (NM) รองลงมาไดแก ปาดงนาทาม                          
จ.อุบลราชธานี (DU) และอทุยานแหงชาตภิูผาเทิบ จ.มุกดาหาร (PM) รองลงมาอีกไดแก สวนปา
สถานีวนวัฒนวิจัย จ.กําแพงเพชร (VK)  อุทยานแหงชาตติาพระยา จ.บรีุรัมย (TB) ปาโคกขาว              
จ.มหาสารคาม (KM) อุทยานแหงชาตภิแูลนคา จ.ชัยภูม ิ(PC) และ อุทยานแหงชาติเขาใหญ                  
ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) ตามลําดับ สวนประชากรที่มีคา h และคา π เปน 0 ไดแก เวยีงจันทน 
ประเทศลาว (VL) และอุทยานแหงชาตภิูผาเหล็ก จ.สกลนคร (PS) 
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ตารางที่ 15  จาํนวน haplotype (nh) คา haplotype diversity (h) คา nucleotide diversity                        
(π และ θw) และคาที่ไดจากการทดสอบสมดุลทางวิวัฒนาการ (Neutrality Tests)           
ดวยการวเิคราะหลําดับนวิคลีโอไทดรวมจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ                
trnC-ycf6 ของไมพะยูง 

 

   สวน ประชากร nh h π θw Neutrality Tests 
D D* F* 

trnS-trnG MS 2 0.356 0.00076 0.00075 0.015 ns 0.804 ns 0.684 ns 
 TB 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 DU 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 PM 2 0.545 0.00116 0.00073 1.443ns 0.776 ns 1.049 ns 
 PS 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 KM 2 0.182 0.00039 0.00073 -1.129ns -1.289ns -1.399 ns 
 NM 2 0.167 0.00071 0.00141 -1.451ns -1.720 ns -1.865 ns 
 PC 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 VK 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 VL 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 รวม 4 0.158 0.00038 0.00122 -1.215ns -0.603 ns -0.936 ns 
trnV-trnM MS 2 0.356 0.00000 0.00000 - - - 
 TB 2 0.545 0.00000 0.00000 - - - 
 DU 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 PM 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 PS 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 KM 2 0.327 0.00049 0.00051 -0.100 ns 0.776 ns 0.630 ns 
 NM 2 0.530 0.00000 0.00000 - - - 
 PC 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 VK 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 VL 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 รวม 4 0.325 0.00006 0.00029 -0.911 ns 0.488 ns 0.0766ns 
trnC-ycf6 MS 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 TB 2 0.509 0.00072 0.00048 1.186 ns 0.776 ns 0.979 ns 
 DU 2 0.556 0.00079 0.00050 1.464 ns 0.804 ns 1.069 ns 
 PM 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 PS 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 KM 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 NM 3 0.621 0.00099 0.00094 0.1534 ns -0.373 ns -0.273 ns 
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ตารางที่ 15 (ตอ) 
 

    
 

 
  

สวน ประชากร nh h π θw Neutrality Tests  
D D* F* 

trnC- ycf6 PC 2 0.409 0.00058 0.00047 0.541 ns 0.752 ns 0.787 ns 
 VK 2 0.533 0.00075 0.00050 1.303 ns 0.804 ns 1.026 ns  
 VL 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 รวม 5 0.354 0.00054 0.00108 -0.976 ns -0.282 ns -0.596 ns 
รวม 3  MS 2 0.356 0.00019 0.00019 0.015 ns 0.804 ns 0.684 ns 
  สวน TB 3 0.618 0.00028 0.00019 1.186 ns 0.776 ns 0.979 ns 
 DU 2 0.556 0.00030 0.00019 1.464 ns 0.80424 ns 1.069 ns 
 PM 2 0.545 0.00030 0.00019 1.443 ns 0.776 ns 1.049 ns 
 PS 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 KM 3 0.473 0.00028 0.00037 -0.778 ns -0.330 ns -0.494ns 
 NM 4 0.697 0.00056 0.00072 -0.781 ns -1.286 ns -1.310 ns 
 PC 2 0.409 0.00022 0.00018 0.540 ns 0.752 ns 0.787 ns 
 VK 2 0.533 0.00029 0.00019 1.303 ns 0.804 ns 1.026 ns 
 VL 1 0.000 0.00000 0.00000 - - - 
 รวม 11 0.608 0.00033 0.00083 -1.458 ns -0.378 ns -0.888 ns 
 
หมายเหตุ   จํานวน haplotype (nh) คา haplotype diversity (h) พิจารณาขอมูล INDEL รวมดวย   

คาที่ใชทดสอบสมดุลของประชากร  D คือ Tajima’s D (Tajima, 1989) 
      D* และ F* คือ Fu and Li’s D* and F* (Fu and Li, 1993) 

                    ns คือ ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p-value > 0.05) 
 
 เมื่อเปรียบเทียบความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมพะยูงดวยคา h และคา π            
ในแตละสวนที่ศึกษา พบวาขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnC-ycf6 ใหคาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมสูงสุด โดยมีคา h และคา π รวมเทากับ 0.354 และ 0.00054 ในขณะที่ trnV-trnM มี
คา h และคา π รวมเทากับ 0.325 และ 0.00006 และ trnS-trnG มีคา h และคา π รวมเทากับ 0.158 
และ 0.00038 ตามลําดับ  
 
 ผลการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในครั้งนี้พิจารณาจากคา nucleotide 
diversity (π) ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทดของสวน trnS-trnG trnV-trnM และ                       
trnC-ycf6 เขาดวยกัน พบวาประชากรไมพะยูงที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงสุดไดแก       
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ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM) (π = 0.00056) รองลงมาคือ ปาดงนาทาม                                
จ.อุบลราชธานี (DU) (π = 0.00030) และ อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ จ.มกุดาหาร (π = 0.00030)     
การที่ประชากร ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM) มีความหลากหลายทางพนัธุกรรม
สูงสุดอาจเนื่องดวยสภาพพืน้ที่ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM)  เปนพื้นที่ปาชุมชนที่มี
การปลูกตนพะยูงเพิ่มเขาไปในพื้นที่ ซ่ึงตนที่ปลูกเพิ่มเขาไปไมทราบแหลงที่มาและขอมูลทาง
พันธุกรรมโดยอาจมีความผนัแปรทางพันธุกรรมอยูกอนแลว จึงทําใหมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูงกวาในประชากรอื่น สวนประชากรที่ไมมคีวามหลากหลายทางพันธุกรรม ไดแก 
อุทยานแหงชาติภูผาเหล็ก จ.สกลนคร (PS) และเวียงจันทน ประเทศลาว (VL)                            
(π = 0.00000)  
 
 เมื่อเปรียบเทียบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมของไมพะยูงเฉพาะพื้นที่ปา
ธรรมชาติทั้ง 7 ประชากรไดแก อุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS)                 
อุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) ปาดงนาทาม จ.อุบลราชธานี (DU) อุทยานแหงชาติ               
ภูผาเทิบ จ.มุกดาหาร (PM) อุทยานแหงชาติภูผาเหล็ก จ.สกลนคร (PS) ปาสงวนแหงชาติโคกขาว  
จ.มหาสารคาม (KM) และอทุยานแหงชาตภิูแลนคา จ.ชัยภูมิ (PC) พบวาประชากรปาธรรมชาติที่มี
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงสุดไดแก ปาดงนาทาม จ.อุบลราชธานี (DU) (π = 0.00030) และ 
อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ จ.มกุดาหาร (π = 0.00030)   
  
 เมื่อเปรียบเทียบขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมระหวางประชากรไมพะยูงที่
เปนสวนปาซึ่งไดแก ประชากรสวนปาของสถานีวนวัฒนวิจัย จ.กําแพงเพชร (VK) เทียบกับ
ประชากรตางๆที่เปนปาธรรมชาติ พบวามรีะดับความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยคา nucleotide 
diversity (π) ที่ใกลเคียงกัน กลาวคือ ประชากรสวนปาสถานีวนวัฒนวิจยั จ.กําแพงเพชร (VK) มีคา 
π เทากับ 0.00029 สวนประชากรตางๆที่เปนปาธรรมชาติมีคา π รวมเทากับ 0.00030 (ไมไดแสดงใน
ตาราง) โดยทัว่ไปแลวระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรที่เปนสวนปามักมีระดับ
ต่ํากวาในประชากรปาธรรมชาติ  เนื่องจากประชากรสวนปาเปนประชากรที่ถูกแบงแยกออกมาเปน
ประชากรยอยๆซ่ึงมีโอกาสเกิดการผสมกนัเองภายในประชากร และสงผลตอความหลากหลายทาง
พันธุกรรมที่อาจลดลง อยางไรก็ตามการวเิคราะหผลในครั้งนี้ใชสวนคลอโรพลาสตจีโนมมาศึกษา 
ซ่ึงโดยทั่วไปมีการถายทอดสารพันธุกรรมผานทางแมเทานั้นจึงอาจไมเห็นการเปลีย่นแปลงของ
ขอมูลความหลากหลายทางพันธุกรรมมากนัก อีกปจจยัหนึ่งคือลักษณะการเจริญเติบโตของไม
พะยูงโดยทัว่ไปมีอัตราการเจริญเติบโตคอนขางชา โดยปจจัยเหลานี้ทาํใหระดับความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของไมพะยงูภายในสวนปาและปาธรรมชาติไมแตกตางกัน 
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 เมื่อเปรียบเทียบคาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไมพะยูง (π = 0.00033) กับพชื
อ่ืนๆที่มีการศึกษาในลักษณะเดยีวกันกอนหนานี้พบวาพชืชนิดอื่นสวนใหญมีคา π สูงกวาไมพะยูง 
ดังกลาวตอไปนี้  Ribeiro et al. (2010) วิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดรวมของสวน trnV–trnM และ 
trnL intron จากคลอโรพลาสตจีโนมในตน Brazilian rosewood (D. nigra) ในประเทศบราซิลซ่ึงมี
คา π รวมเทากบั 0.00089 และ Novaes et al. (2010) ที่วิเคราะหลําดับนวิคลีโอไทดรวมของสวน 
trnS-trnG และ trnL-trnL-trnF จากคลอโรพลาสตจีโนมในตน Plathymenia reticulata ที่เปนไมใน
วงศถ่ัวพบวามคีา π รวมเทากบั 0.00250 รวมถึง Cheng et al. (2005) ที่วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
รวมของสวน trnL intron และ trnV-trnM จากคลอโรพลาสตจีโนมในตน Castanopsis carlesii ซ่ึง
เปนไมในวงศ Fagaceae พบวามีคา  π รวมเทากับ 0.00095 อยางไรก็ตามคา π ของไมพะยูงยังมีคา
สูงกวาตน Cinnamomum kanchirae ที่ Kuo et al. (2010) ไดศึกษาไวโดยวเิคราะหลําดับนิวคลีโอ-
ไทดรวมสวน trnL-trnF และ petG-trnP โดยมีคา π เทากับ 0.00016  
 

2.3  การทดสอบสมดุลทางวิวัฒนาการของประชากร 
 

        การทดสอบสมดุลของประชากรโดยใชคา Tajima’s D และ Fu and Li’s D* and F* 
เปนการทดสอบสมดุลทางวิวัฒนาการของประชากรตางๆของไมพะยูงวาเบี่ยงเบนไปจากทฤษฎี 
“Neutral theory “ หรือไม ผลการวิเคราะหคาทางสถิติของลําดับนิวคลีโอไทดจากคลอโรพลาสต
จีโนมสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 และรวมทั้ง 3 สวนเขาดวยกัน พบวาคาที่ไดแตละ
ประชากรไมมคีวามแตกตางทางสถิติ โดยมีคา p-value > 0.05 แสดงดังตารางที่ 15 แสดงใหเห็นวา
ประชากรไมพะยูงยังอยูภายใตสมดุลของ “Neutral theory”  เนื่องจากความผันแปรทางพันธุกรรม
ในประชากรไมพะยูงที่ศกึษาไดรับอิทธิพลจากสมดุลระหวาง mutation และ genetic drift  

    
2.4  การกระจายของ haplotype 

 
        Haplotype แบบตางๆ เมื่อวิเคราะหดวยขอมูลลําดับนิวคลีโอไทดของคลอโรพลาสต
จีโนมสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 และทีร่วมลําดับนิวคลีโอไทดทั้ง 3 สวนเขา
ดวยกันแตกตางกันออกไปในแตละประชากรดังนี ้
 

เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG ผลที่ไดคือ มีรูปแบบดีเอ็นเอรวม 
4 haplotype แสดงดังตารางที่ 11 ภาพที่ 12 (ก) และภาคผนวก ข โดย haplotype ที่พบจํานวนมาก
ที่สุดไดแก hSG1 มีจํานวนรวม 99 ตัวอยางจากทั้งหมด 108 ตัวอยาง ซ่ึงพบกระจายในทุกประชากร 
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สวน haplotype ที่พบรองลงมาคือ hSG2 มีจํานวน 6 ตัวอยาง พบที่อุทยานแหงชาตภิูผาเทิบ                    
จ.มุกดาหาร (PM)  สวน hSG3 มีจํานวน 2 ตัวอยาง พบทีอุ่ทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน  
จ.สระบุรี (MS) และ hSG4 มีจํานวน 1 ตัวอยาง พบที่ ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM)  

 
 เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnV-trnM ผลที่ไดคือ มีรูปแบบดีเอ็นเอรวม 
4 haplotype แสดงดังตารางที่ 12 ภาพที่ 12 (ข) และภาคผนวก ข โดย haplotype ที่พบจํานวนมาก
ที่สุดไดแก hVM1 จํานวน 88 ตัวอยางจาก 108 ตัวอยาง ซ่ึงกระจายในทกุประชากร สวน haplotype 
ที่พบรองลงมาคือ hVM4 มีจาํนวน 10 ตวัอยาง โดยพบทัง้สองประชากรคือ ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน 
จ.มหาสารคาม (NM) จํานวน 5 ตัวอยาง และอุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) จํานวน 5 
ตัวอยาง รองลงมาอีกคือ hVM3 มีจํานวน 8 ตัวอยาง พบเฉพาะที่อุทยานแหงชาตเิขาใหญ                       
ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) 
 

เมื่อวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnC-ycf6 ผลที่ไดคือมีรูปแบบดีเอ็นเอรวม 
5 haplotype แสดงดังตารางที่ 13 ภาพที่ 12 (ค) และภาคผนวก ข โดย haplotype ที่พบจํานวนมาก
ที่สุดไดแก hCN1 จํานวน 86 ตัวอยาง จาก 108 ตัวอยาง ซ่ึงกระจายในทุกประชากร haplotype ที่พบ
มากรองลงมาคือ hCN2 และ hCN4  พบจํานวน 9 ตวัอยาง hCN2 พบในปาโคกดงเคง็ อ.นาดูน              
จ.มหาสารคาม (NM) และอทุยานแหงชาตติาพระยา จ.บรีุรัมย (TB) สวน hCN4 พบในปาดงนา-
ทาม จ.อุบลราชธานี (DU) และ สวนปาในสถานีวิจัยวนวฒัวิจยั จ.กําแพงเพชร (VK)  

 
รูปแบบดีเอ็นเอแบบตางๆที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทดของคลอโรพลาสต

จีโนมของสวน trnS-trnG trnV-trnM และtrnC- ycf6 เขาดวยกัน แสดงดังตารางที่ 14 และภาพที่ 13 
(ก) ผลที่ไดคือมีรูปแบบของดีเอ็นเอที่พบรวม 11 haplotype ซ่ึงแตละ haplotype มีการปรากฏใน
สัดสวนที่แตกตางกัน จํานวน haplotype ที่พบในแตละประชากรอยูระหวาง 1-4 haplotype โดย 
haplotype ที่พบเปนจํานวนมากที่สุดคือ H1  มีจํานวน 66 ตัวอยางจากทัง้หมด 108 ตวัอยาง               
ซ่ึงกระจายทกุประชากร ยกเวนอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS)                 
สวน haplotype ที่พบรองลงมาคือ  H6 และ H9 พบจํานวนเทากันคือ 9 ตัวอยาง โดยที่ H6 พบใน    
ปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM) อุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) สวน H9      
พบในปาดงนาทาม จ.อุบลราชธานี (DU) และสวนปาสถานีวิจยัวนวฒันวิจยั จ.กําแพงเพชร (VK) 
และพบวามีจํานวน 7 haplotype ที่พบเฉพาะประชากรใดประชากรหนึ่ง (unique haplotype) ไดแก 
H3 และ H5 พบเฉพาะประชากรอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) H4 และ 
H8 พบเฉพาประชากรปาโคกดงเค็ง อ.นาดูน จ.มหาสารคาม (NM) H7 พบเฉพาะประชากรอุทยาน 
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แหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) H10 พบเฉพาะประชากรปาโคกขาว อ.ช่ืนชม จ.มหาสารคาม    
(KM) และ H11 พบเฉพาะประชากรอุทยานแหงชาตภิแูลนคา จ.ชัยภูม ิ(PC)  

 
เมื่อเปรียบเทียบความหลากหลายของจํานวน haplotype พบวา haplotype ที่วิเคราะห

ไดจากการรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC- ycf6 เขาดวยกันมี
จํานวน haplotype มากถึง 11 haplotype ซ่ึงมากกวาเมื่อวิเคราะหทีละสวน ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบ
จํานวน haplotype ที่วิเคราะหดวยทีละสวนพบวาสวน trnC-ycf6 มีจํานวน haplotype มากสุดคือ 5 
haplotype โดยเปน haplotype ที่เกิดจาก SNP ทั้งหมด สวน trnS-trnG และสวน trnV-trnM มี
จํานวน haplotype เทากันคือ 4 haplotype โดย haplotype ที่พบจากสวน trnS-trnG เกิดจาก SNP 
ทั้งหมด ในขณะที ่haplotype ที่พบจากสวน trnV-trnM เกิดทั้งจากทั้ง SNP และ INDEL 

 
เมื่อพิจารณารปูแบบ haplotype ที่กระจายในแตละประชากรเมื่อวิเคราะหดวยลําดับ     

นิวคลีโอไทดแตละสวนของคลอโรพลาสตจีโนมที่แสดงดังภาพที่ 12 พบวาแฮปโพลไทป hSG1 
hVM1 และ hCN1 มีการกระจายทัว่ทกุประชากร และเมือ่วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทดของ
ทั้ง 3 สวนเขาดวยกัน จะเหน็ไดวา H1 (สีดํา) พบการกระจายในทกุประชากร ยกเวนอุทยาน
แหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบรีุ (MS) ซ่ึงคิดเปน 61 เปอรเซ็นตของตัวอยางทั้งหมด โดย
มี haplotype H1 รวมกันทั้ง 9 ประชากรจากทั้งหมด 10 ประชากร ดังภาพที่ 13 (ก) แสดงใหเห็นวา 
H1 เปน haplotype ที่พบโดยทั่วไป หรือกลาวไดวาเปน common haplotype  
 
   เมื่อนําผลจากตารางที่ 14 ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทดของคลอโรพลาสตจีโนม
ของสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกนัมาสราง haplotype network โดยมี 
outgroup คือ D. glomeriflora หรือเก็ดขาวซึ่งเปนไมในสกุลเดียวกับไมพะยูง แสดงดงัภาพที่ 13 (ข) 
ผลแสดงใหเหน็วา H7 เปน haplotype ที่ outgroup แยกออกมา แสดงไดวา H7 นาจะเปนจุดรวมของ
การเกิดวิวัฒนาการรวมกันของไมพะยูงและไมเกด็ขาว ซ่ึงมีความเปนไปไดวา H1 หรือ common 
haplotype อาจแยกออกมาจาก H7 เนื่องจากทั้งไมพะยูงและไมเกด็ขาวมีตําแหนงการเกิด INDEL 
แบบหายไปของลําดับนิวคลีโอไทดที่ 128 ถึง 133 เหมือนกัน ดังนั้น H1 ในตําแหนง INDEL 
ดังกลาวจึงมแีนวโนมเกิด mutation แบบ insertion เนื่องจากตําแหนง INDEL ดังกลาวใน H1 ตาง
จาก H7 และเมื่อ H1 แยกออกมาจาก H7 แลวนั้น หลังจากนั้นอาจเปนชวงเวลาที่มกีารแพรกระจาย
ของไมพะยูงไปยังพื้นที่ตางๆ จึงทําใหพบ H1 เปนจํานวนมากในประชากรสวนใหญ และจากนั้นมี
การเกิด mutation จาก H1 ไปเปน haplotype ตางๆซึ่งเปนไปตามการเกิดววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต 
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                 (ก) 

 
             (ข) 

  
                (ค) 
 
ภาพที่ 12  รูปแบบการกระจาย haplotype ของไมพะยูง ที่วิเคราะหดวยสวน trnS-trnG (ก)                                    

สวน trnV-trnM (ข) และสวน trnC-ycf6 (ค) ของคลอโรพลาสตจีโนม 
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             (ก) 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 13  รูปแบบการกระจาย haplotype ของไมพะยูง ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับ                             
นิวคลีโอไทดของสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ของคลอโรพลาสตจีโนม            
เขาดวยกัน (ก) และ haplotype network (ข)  

(ข) 

OUTGROUP 

แทนการเกิด SNP 
แทนการเกิด INDEL 
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2.5  โครงสรางทางพันธุกรรม 
 
ผลการวิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของไมพะยูงดวยคา FST โดยแยกการ

วิเคราะหเปน 2 แบบคือวิเคราะหโดยรวม INDEL และวิเคราะหโดยไมรวม INDEL ผลแตกตางกนั
ออกไปดังตอไปนี้  

 
2.5.1 วิเคราะหผลโดยรวม INDEL  
   

    จากตาราง AMOVA ซ่ึงวิเคราะหความแปรปรวนของประชากรที่คดิโดยรวม
ลําดับนิวคลีโอไทดจากคลอโรพลาสตจีโนมสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน 
แสดงดังตารางที่ 16 โดยมีคาความผันแปรระหวางประชากร 39.86 เปอรเซ็นต และคาความผันแปร
ภายในประชากรมีคา 60.14 เปอรเซ็นต ผลดังกลาวแสดงไดวามีความผนัแปรภายในประชากรสูง
กวาความผันแปรระหวางประชากร 

 
FST เปนคาที่ใชบอกระดับความแตกตางระหวางประชากร และบอกระดับ gene 

flow คา FST ของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชศึกษาในแตละสวนของ trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-
ycf6 มีคาอยูระหวาง 0.209 ถึง 0.554 แสดงดังตารางที่ 17 โดยสวน trnV–trnM มีคา FST สูงสุด
เทากับ 0.554 รองลงมาคือสวน trnC-ycf6 มีคา FST เทากบั 0.296 และสวน trnS-trnG มีคา FST 
เทากับ 0.209 ตามลําดับ โดยคาที่ไดจากการวิเคราะหทั้งสามสวนนี้มีความแตกตางทางสถิติอยางมี
นัยสําคัญ (p-value < 0.001)  

 
และเมื่อเปรียบเทียบคา FST เปนคูประชากรที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอ-

ไทดสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกนัพบวาคา FST มีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติรวม 35 คูประชากร (*p-value < 0.05 **p-value < 0.01 ***p-value < 0.001) และ
ไมมีความแตกตางทางสถิติรวม 10 คูประชากร (p-value > 0.05)  จากทัง้หมด 45 คูประชากร             
แสดงดังตารางที่ 18 ผลดังกลาวแสดงใหเห็นวาประชากรของอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็ก
ใน จ.สระบุรี (MS) ที่วิเคราะหโดยเปรยีบเทียบกับประชากรคูอ่ืนๆ ใหคา FST ในระดบัสูง กลาวคือมี
คา FST อยูระหวาง 0.440 ถึง 0.716 โดยสวนใหญมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญที่                     
p-value < 0.001 
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ตารางที่ 16  คาที่ไดจากการวิเคราะหดวย AMOVA ของไมพะยูง ที่รวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน 
trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบรวมสวน INDEL  

 

ระดับความผนัแปร d.f Variance components เปอรเซ็นตความผันแปร 
ระหวางประชากร 
ภายในประชากร 

9 
98 

0.210   
0.317   

39.86  
60.14  

รวม 107 0.527    
Fixation Index FST    0.400***   
 
หมายเหตุ  *** p-value < 0.001     ทดสอบ 10,000 permutations 
 
ตารางที่ 17  คา FST  ของไมพะยูง เมื่อวิเคราะหดวยการรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG 

trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบรวมสวน INDEL  
 

สวนของคลอโรพลาสตจีโนมที่ศึกษา คา FST 
trnS-trnG 
trnV-trnM 

trnC-ycf6 
รวม 3 สวน 

0.209***   
0.554***   

0.296***   
0.400***   

 
หมายเหตุ  *** p-value < 0.001 
                
 2.5.2 วิเคราะหผลโดยไมรวม INDEL 
 
      จากตาราง AMOVA ซ่ึงวิเคราะหความแปรปรวนของประชากรที่คดิโดยรวม
ลําดับนิวคลีโอไทดจากคลอโรพลาสตจีโนมสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน 
แสดงดังตารางที่ 19 โดยมีคาความผันแปรระหวางประชากร 17.16 เปอรเซ็นต และคาความผันแปร
ภายในประชากรมีคา 82.84 เปอรเซ็นต ผลดังกลาวแสดงไดวามีความผนัแปรภายในประชากรสูง
กวาความผันแปรระหวางประชากร 
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ตารางที่ 18  คา FST  เมื่อเปรียบเทียบเปนคูประชากรของไมพะยูง ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ไว 
                    ดวยกัน แบบรวมสวน INDEL 
 

  MS VK DU KM VL NM PM PS PC TB 

MS 0.000          

VK 0.636*** 0.000         

DU 0.647*** -0.089    0.000            

KM 0.624*** 0.226*   0.312** 0.000       

VL 0.704*** 0.333    0.444*   0.056   0.000       

NM 0.393*** 0.280**  0.318**  0.230* 0.252* 0.000     

PM 0.647*** 0.369** 0.423** 0.182   0.384* 0.309** 0.000    

PS 0.716*** 0.350*   0.461*   0.067   0.000   0.267*  0.400*  0.000   

PC 0.651*** 0.279** 0.362** 0.123   0.157   0.261*  0.325** 0.170   0.000  

TB 0.440**   0.343**  0.384**  0.283* 0.340*  -0.073   0.371** 0.356*  0.321** 0.000 
 
หมายเหตุ  * p-value < 0.05 **  p-value < 0.01 *** p-value < 0.001 
      

71 
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คา FST ของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชศึกษาในแตละสวนของ trnS-trnG      
trnV-trnM และ trnC-ycf6 มีคาอยูระหวาง 0.098 ถึง 0.296 แสดงดังตารางที่ 20 โดยสวน                 
trnC-ycf6 มีคา FST สูงสุดเทากับ 0.296 รองลงมาคือสวน trnS-trnG มีคา FST เทากับ 0.209 และสวน 
trnV–trnM มีคา FST ต่ําสุดเทากับ 0.098  
  
ตารางที่ 19  คาที่ไดจากการวิเคราะหดวย AMOVA ของไมพะยูง ที่รวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน 

trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบไมรวมสวน INDEL  
 

ระดับความผนัแปร d.f Variance components เปอรเซ็นตความผันแปร 
ระหวางประชากร 
ภายในประชากร 

9 
98 

0.120 
0.578 

17.16 
82.84 

รวม 107                   0.698  
Fixation Index FST    0.172***  
 
หมายเหตุ  *** p-value < 0.001     ทดสอบ 10,000 permutations 
 
ตารางที่ 20  คา FST  ของไมพะยูง เมื่อวิเคราะหดวยการรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG 

trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน แบบไมรวมสวน INDEL  
 

สวนของคลอโรพลาสตจีโนมที่ศึกษา คา FST 
trnS-trnG 
trnV-trnM 

trnC-ycf6 
รวม 3 สวน 

0.209*** 
0.098 ns 

0.296*** 
0.172*** 

 
หมายเหตุ  ns คือ ไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (p-value > 0.05)  *** p-value < 0.001 
 
 และเมื่อเปรียบเทียบคา FST เปนคูประชากรที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอ-
ไทดสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกนัพบวาคา FST มีความแตกตางอยางมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติรวม 12 คูประชากร (*p-value < 0.05 **p-value < 0.01)  และไมมี
ความแตกตางทางสถิติรวม 33 คูประชากร(p-value > 0.05)  แสดงดังตารางที่ 21 ผลดังกลาวพบวา
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ประชากรของอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) ที่วิเคราะหโดยเปรียบเทยีบ
กับประชากรคูอ่ืนๆ ใหคา FST ในระดับต่ํา กลาวคือมีคา FST อยูระหวาง 0.000 ถึง 0.196 ซ่ึงไมมี
ความแตกตางทางสถิติ (p-value > 0.5) 
     
 เมื่อเปรียบเทียบตาราง AMOVA ที่วิเคราะหทั้งแบบรวม INDEL และแบบไมรวม 
INDEL พบวาความผันแปรระหวางประชากรแบบรวม INDEL มีคา 39.86 เปอรเซ็นต และความผนั
แปรภายในประชากรมีคา 60.14 เปอรเซ็นต และเมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะหโดยไมรวม 
INDEL พบวามีคาความผันแปรระหวางประชากรเพยีง 17.16 เปอรเซ็นต ในขณะที่คาความผันแปร
ภายในประชากรมีคาสูงถึง 82.84 เปอรเซ็นต แสดงไดวาขอมูล INDEL มีผลตอคาความผันแปรทั้ง
ภายในและระหวางประชากร อยางไรก็ตามการวิเคราะหผลทั้ง 2 แบบดังกลาวใหผลไปในทาง
เดียวกันคือมีความผันแปรภายในประชากรสูงกวาความผนัแปรระหวางประชากร 
 

เมื่อเปรียบเทียบคา FST ของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชศึกษาในแตละสวนของ         
trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ที่วิเคราะหทั้งแบบรวม INDEL และแบบไมรวม INDEL  
พบวาสวน trnS-trnG และ trnC-ycf6 ใหคา FST เทากันโดยมีคา FST เทากับ 0.209 และ 0.296 
ตามลําดับ (p-value < 0.001) สวน trnV–trnM ใหคา FST แตกตางกัน โดยเมื่อวิเคราะหแบบรวม 
INDEL ใหคา FST เทากับ 0.554 (p-value < 0.001) ในขณะที่เมื่อวเิคราะหแบบไมรวม INDEL ใหคา 
FST เทากับ 0.098 (p-value > 0.5) ทั้งนี้เปนไปไดวาสวน trnV–trnM เกดิ mutation แบบ INDEL ถึง 
2 ตําแหนง ในขณะที่สวน trnS-trnG และ trnC-ycf6 ไมเกิด INDEL ซ่ึงการวิเคราะหคา FST นี้จะ
ขึ้นกับจํานวน polymorphic site ดวย ดังนัน้เมื่อวิเคราะหโดยรวมตําแหนง INDEL เขารวมดวยจึง
สงผลใหคา FST สูงตามดวย และเมื่อเปรียบเทียบคา FST ที่วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดรวม 3 สวน
ของ trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน พบวาคา FST  ที่ไดจากการวิเคราะหรวม 
INDEL โดยมคีา FST  เทากับ 0.400 (p-value < 0.001) ซ่ึงมีคาสูงกวาเมือ่วิเคราะหแบบไมรวม 
INDEL โดยมคีา FST  เทากับ 0.172 (p-value < 0.001) ที่เปนเชนนี้เนื่องมาจากการวิเคราะหลําดับ    
นิวคลีโอไทดรวมทั้ง 3 สวนมีสวนของ trnV-trnM ที่มี mutation แบบ INDEL รวมดวยจึงทําใหได
คา FST ที่แตกตางกัน 
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ตารางที่ 21  คา FST  เมื่อเปรียบเทียบเปนคูประชากรของไมพะยูง ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 ไว
ดวยกัน แบบไมรวมสวน INDEL 

 

  MS VK DU KM VL NM PM PS PC TB 

MS 0.000          

VK 0.099 0.000         

DU 0.196 0.089 0.000            

KM -0.021 0.058 0.141 0.000       

VL 0.111 0.333 0.444* 0.142 0.000       

NM 0.123 0.140 0.184* 0.110 0.314** 0.000     

PM 0.152 0.119 00.155 0.059 0.384* 0.165* 0.000    

PS 0.124 0.350* 0.461* 0.156 0.000 0.328** 00.400* 0.000   

PC 0.001 0.091 0.177 0.007 0.157 0.137 0.139 0.170 0.000  

TB 0.118 0.203* 0.283* 0.110 0.285 0.020 0.246* 0.300  0.133 0.000 
 
หมายเหตุ  * p-value < 0.05 **  p-value < 0.01  
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เมื่อเปรียบเทียบคา FST เปนคูประชากรที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดสวน 
trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกันทั้งแบบรวม INDEL และแบบไมรวม INDEL 
พบวาเมื่อวิเคราะหรวม INDEL คา FST เมื่อเปรียบเทียบเปนคูประชากรมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติรวม 35 คูประชากร ในขณะที่เมื่อวิเคราะหแบบไมรวม INDEL มีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติรวมเพียง 12 คูประชากร แสดงดังตารางที่ 18 และตารางที่ 21 ตามลําดับ
ผลดังกลาวพบวาประชากรของอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) ที่วิเคราะห
แบบรวม INDEL โดยเปรียบเทียบกับประชากรคูอ่ืนๆ ใหคา FST ในระดบัสูง กลาวคือมีคา FST อยู
ระหวาง 0.440 ถึง 0.716 โดยสวนใหญมีความแตกตางทางสถิติอยางมีนัยสําคัญที่ p-value < 0.001 
แตเมื่อพิจารณาคา FST ที่วิเคราะหแบบไมรวม INDEL จะพบวาประชากรของอุทยานแหงชาติเขา
ใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบรีุ (MS) กลับใหคา FST ในระดับต่ํากวา กลาวคือมีคา FST อยูระหวาง 
0.000 ถึง 0.196 ซ่ึงไมมีความแตกตางทางสถิติ ที่เปนเชนนี้เนื่องมาจากขอมูลการเกดิ mutation ใน
ประชากรของอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) เกิด INDEL เปนสวนใหญ
ซ่ึงแตกตางจากประชากรอื่นๆ ทั้งนี้การวิเคราะหคา FST จะขึ้นกับจํานวน polymorphic site ดวย จึง
สงผลตอคา FST ที่แตกตางกนัระหวางการนําขอมูล INDEL เขารวมวิเคราะหและไมเขารวม
วิเคราะห 

 
จากการตรวจเอกสารในงานวิจัยทีเ่กีย่วของสวนใหญพบวาจะรวมสวนของ INDEL 

เขารวมวิเคราะหดวย เชนการศึกษาของ Cheng et al. (2005); Artyukova et al. (2009); Ramos et al. 
(2009); Kuo et al. (2010); Novaes et al. (2010); Ribeiro et al. (2010);  Yuan et al. (2011);            
Li et al. (2012) ดังนั้นในการวิจารณผลคร้ังนี้จึงไดใชผลที่รวมขอมูล INDEL เขารวมวเิคราะห โดย
คา FST ที่วิเคราะหโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6  เขา
ดวยกันมีคา 0.400 และเมื่อเปรียบเทียบคา FST ของไมพะยูงที่ Soonhuae et al. (1994) เคยศึกษาไว
กอนหนานี้ดวยการวเิคราะห isozyme 18 ตําแหนงจาก 12 enzyme พบวามีคา FST เทากับ 0.127 ซ่ึงมี
คาต่ํากวาเมื่อวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากสวนคลอโรพลาสตจีโนม อาจเนื่องดวยวิธีการศึกษาที่
แตกตางกันอาจทําใหคา FST ที่ไดมีคาแตกตางกันดวย แตเมื่อเปรียบเทยีบคา FST กับพืชชนิดอื่นซึ่ง
อยูในสกุลเดียวกับไมพะยูงที่ไดมีการศึกษาไวกอนหนานี้โดยวิธีเดียวกันจาก Ribeiro et al. (2010) 
ซ่ึงวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดรวมในสวน trnV–trnM และ trnL intron จากคลอโรพลาสตจีโนม
ในตนบราซิลเลียนโรสวูด (D. nigra) จากประเทศบราซิล พบวามีคา FST เทากับ 0.62 ซ่ึงสูงกวาไม
พะยูง   

 
 



76 

ดวยรูปแบบการถายทอดพันธุกรรมในคลอโรพลาสตของพืชมีดอกสวนใหญจะ
สงผานสารพันธุกรรมจากทางแมจากทางเมล็ด ดังนั้นคา FST ที่ไดจากการศึกษาดวยสวนคลอโร-
พลาสตจีโนมจึงใชอธิบายถึง gene flow ที่เกิดจากนําพาโดยเมล็ด เมื่อพจิารณาการกระจายของ 
haplotype ตางๆที่แสดงดังภาพ 13 (ก) แสดงใหเห็น common haplotype (H1) ที่พบมากถึง 9 
ประชากรจากประชากรที่ศึกษาทั้งหมด 10 ประชากร ที่เปนเชนนี้อาจเนือ่งดวยลักษณะดาน
ภูมิศาสตรซ่ึงพบไมพะยูงสวนใหญในแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือของไทย และดวยลักษณะพืน้ที่
สวนใหญเปนพื้นที่ราบสูงสลับกับเนินเขาที่ไมสูงมาก ซ่ึงปจจัยดังกลาวอาจไมเปนตวัขัดขวางการ
เกิด gene flow จากการกระจายของเมล็ดมากนัก จงึทําใหพบการกระจายของ common haplotype 
(H1) เปนสวนใหญ นอกจากนี้การปรากฏ common haplotype (H1) ดังกลาวอาจเกี่ยวของกับ
ลักษณะที่ไมพะยูงมกีารเจรญิเติบโตชา หรือกลาวไดวามีชวงอายุที่คอนขางยาวนาน โดยตัวอยางที่
เก็บมาศึกษาสวนใหญเปนไมในรุนแรก ซ่ึงอาจยังไมไดรับผลกระทบตางๆ ที่ทําใหเกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสรางของประชากร ผลการวิเคราะหโครงสรางทางพนัธุกรรมของประชากรไม
พะยูงที่ศกึษาในครั้งนี้จึงกลาวไดวาไมปรากฏโครงสรางทางพันธุกรรมที่ชัดเจนหรอืไมถูกแบง
ออกเปนกลุมยอยๆ ทั้งนี้เนื่องมาจากประชากรสวนใหญมีการปรากฏ H1 (common haplotype) 
ยกเวนแตประชากร อุทยานแหงชาติเขาใหญ จ.สระบุรี ซ่ึงสอดคลองกับการวิเคราะห AMOVA ที่
แสดงความผนัแปรทางพันธุกรรมภายในประชากรมากกวาความผันแปรระหวางประชากร อยางไร
ก็ตามเมื่อพิจารณาคา FST รวมของไมพะยงูกลับมีคาคอนขางสูง (FST = 0.400) อาจเนือ่งมาจากความ
แตกตางระหวางประชากรของประชากรอุทยานแหงชาตเิขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) 
กับประชากรอืน่ๆ ซ่ึงพบวาประชากรอุทยานแหงชาตเิขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบรีุ (MS) พบ 
haplotype ที่จําเพาะภายในประชากรเดยีว (unique haplotype) ทั้งสิ้น ไดแก H3 (สีน้ําตาล) และ H5 
(สีขาว) โดยไมพบ common haplotype (H1) อยูเลย แสดงดังภาพที่ 6 (ก) เมื่อเปรยีบเทียบคา FST 
เปนคูประชากร จะเหน็ไดวาประชากรอุทยานแหงชาตเิขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) ให
คา FST สูงที่สุด อยูระหวาง 0.440 ถึง 0.716 โดยอธิบายไดวาอาจมกีารเกิด haplotype จําเพาะภายใน
ประชากรอุทยานแหงชาตเิขาใหญขึ้นมากอน และหลังจากนั้นอาจมีปจจัยที่เปนตวัขัดขวางการเกิด 
gene flow เชนการบุกรุกพื้นที่ปา ซ่ึงสงผลตอความสามารถในการแพรกระจายพันธุ โดยประชากร
ดังกลาวมีโอกาสถูกแบงแยกออกไปเปนประชากรยอย ทาํใหการแพรกระจาย haplotype ที่จําเพาะ
ดังกลาวเปนไปไดยากขึ้น จงึเปนผลใหพบ haplotype ที่จําเพาะภายในประชากรอุทยานแหงชาตเิขา
ใหญเพยีงประชากรเดียวเทานั้น โดยปจจยัเหลานี้สงผลใหมีความแตกตางระหวางประชากรเพิ่มขึน้ 
ซ่ึงเปนปจจยัทีท่ําใหคา FST รวมสูงถึง 0.400 

 



77 

3.  การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อเปนแนวทางในการใชประโยชนในดานการแสดงแหลงกาํเนิด
หรือแหลงท่ีมาของไมพะยูงในอนาคต 

 
การศึกษาขอมลูจากสวนคลอโรพลาสตจีโนม โดยในพืชสวนใหญมีการถายทอดสาร

พันธุกรรมผานทางแมนัน้ ซ่ึงเปนขอดีที่สามารถใชอธิบายถึงวิวัฒนาการและโครงสรางทางดาน
ภูมิศาสตรที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต haplotype ที่กระจายในประชากรตางๆ 
สามารถแสดงขอมูลดานพันธุกรรมในแตละประชากรหรือแตละพื้นทีไ่ด รวมถึงสามารถใชในการ
แสดงแหลงกําเนิดหรือแหลงที่มาของไมชนิดนั้นๆจากพืน้ที่ปาธรรมชาติได ผลการวิเคราะห 
haplotype ของไมพะยูงโดยรวมลําดับนิวคลีโอไทดสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขา
ดวยกัน พบวามีบาง haplotype ที่พบเฉพาะประชากรเดยีวเทานั้นที่อยูในพื้นที่ปาธรรมชาติ ไดแก 
H3 และ H5 พบเฉพาะประชากรอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS) H7 พบ
เฉพาะประชากรอุทยานแหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) H10 พบเฉพาะประชากรปาโคกขาว อ.
ช่ืนชม จ.มหาสารคาม (KM) และ H11 พบเฉพาะประชากรอุทยานแหงชาติภูแลนคา จ.ชัยภูมิ (PC) 
สําหรับขอมูล haplotype ที่จําเพาะตอประชากรที่อยูในพื้นที่ปาธรรมชาติเหลานี้ สามารถนํามาเปน
เครื่องมือดานทางพันธุกรรมเพื่อใชเปนแนวทางในการวิเคราะหแหลงที่มาของไมทอนพะยูงผิด
กฎหมายภายในอนาคต ผลการศึกษาครั้งนี้เปนเพียงขอมูลดานพันธุกรรมเบื้องตนของไมพะยูง 
อยางไรก็ตามควรมีการนําไปศึกษาวิจัยเพิม่เติมเพื่อใหงานวิจยัมีความสมบูรณครบถวนมากที่สุด 
โดยควรศึกษาเพิ่มเติมในการเพิ่มจํานวนตนตอประชากร การเพิ่มสวนทีใ่ชศึกษาของคลอโรพลาสต
จีโนม การเพิ่มแหลงประชากรใหครอบคลุมพื้นที่ที่มีการกระจายของไมพะยูงทั้งหมดทั้ง
ภายในประเทศ และประเทศเพื่อนบานทีพ่บการกระจายของไมพะยูงอยู ไดแก ลาว กัมพูชา และ
เวียดนาม  
 
4.  แนวทางการอนุรักษไมพะยูง 
 

ดวยปญหาการลักลอบตัดไมพะยูงทีก่ระทํากันอยางตอเนื่องในทศวรรษนี้ รวมถึงการบุกรุก
พื้นที่ปาเพื่อการใชประโยชนที่ดินยิ่งเปนการเพิ่มโอกาสการสูญพันธุมากขึ้น ปจจยัเหลานี้ทําให
ประชากรไมพะยูงมีโอกาสถกูแบงเปนประชากรยอยมากขึ้น โดยระยะทางระหวางประชากรที่หาง
มากขึ้นทําใหโอกาสในการถายเทยนีลดลงทั้งจากการปลวิของละอองเรณู และการกระจายของ
เมล็ด โดยยิ่งสงผลตอการลดลงของความหลากหลายทางพันธุกรรม และเพิ่มความแตกตางระหวาง
ประชากรมากขึ้น ดวยสถานการณดังกลาวจึงควรมีมาตรการเรงดวนในการปลูกฟนฟไูมพะยูงใน
พื้นที่ขนาดใหญเพื่อเปนการอนุรักษพันธกุรรมภายนอกถิน่กําเนดิ (ex situ) ซ่ึงผลการศึกษาในครั้งนี้
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สามารถคัดเลือกแหลงพนัธุกรรมเพื่อใชเปนตนพันธุในการอนุรักษภายนอกถิ่นกําเนิด (ex situ) ได 
โดยพิจารณาจากประชากรทีเ่ปนปาธรรมชาติที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ดังประชากร
ตอไปนี้ ปาดงนาทาม จ.อุบลราชธานี (DU) อุทยานแหงชาติภูผาเทิบ จ.มุกดาหาร (PM) อุทยาน
แหงชาติตาพระยา จ.บุรีรัมย (TB) ปาโคกขาว จ.มหาสารคาม (KM) อุทยานแหงชาตภิแูลนคา จ.
ชัยภมูิ (PC) และ อุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี (MS)  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 

 
การทดสอบวธีิสกัดดีเอ็นเอที่เหมาะสมของเปลือกไมช้ันใน เนื้อไมสวนกระพีแ้ละใบของ

ตนพะยูง สามารถสกัดดีเอ็นเอไดทั้ง 6 วิธี ซ่ึงมีปริมาณคุณภาพดีเอ็นเอและความสามารถในการเพิม่
ปริมาณดีเอ็นเอแตกตางกนัไปในแตละวิธี โดยวิธีประยุกตของ Sharma et al. (2002) ประสบ
ความสําเร็จมากที่สุดในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากเปลอืกไมช้ันใน เนื้อไมสวนกระพี้และใบ 

 
การศึกษาความหลากหลายและโครงสรางพันธุกรรมของไมพะยูงรวม 108 ตัวอยางใน 10 

ประชากรที่อยูทางภาคตะวันออกเฉียงเหนอื และภาคกลางของไทย รวมถึงประเทศลาว โดย
ตรวจสอบความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดจากสวน non-coding regions ของคลอโรพลาสต
จีโนมจํานวน 8 สวน พบวาสวนที่เหมาะสมที่มีความผันแปรไดแกสวน trnS-trnG มีจํานวนรวม 
469 นิวคลีโอไทด สวน trnV-trnM มีจํานวนรวม 664 นวิคลีโอไทด และสวน trnC-ycf6  มีจํานวน
รวม 708 นิวคลีโอไทด และรวมทั้ง 3 สวนเขาดวยกันมจีาํนวน 1,841 นวิคลีโอไทด โดยมีตําแหนง
ที่มีความผันแปรรวม 10 ตําแหนง ไดแก SNP 8 ตําแหนง และINDEL 2 ตําแหนง  

 
ผลการศึกษาพบรูปแบบดีเอน็เอที่พบรวม 11 haplotype ซ่ึงแตละ haplotype มีการปรากฏ

ในสัดสวนทีแ่ตกตางกัน haplotype ที่พบมากที่สุดไดแก H1 ซ่ึงพบใน 9 ประชากรจากทั้งหมด 10 
ประชากร โดยคิดเปน 61 % และมี 7 haplotype  ที่พบเฉพาะประชากรใดประชากรหนึ่ง จํานวน 
haplotype ที่พบในแตละประชากรอยูระหวาง 1-4 haplotype ความหลากหลายทางพนัธุกรรมอยูใน
ระดับต่ําโดยมคีา haplotype diversity (h) และคา nucleotide diversity (π) เทากับ 0.608 และ 0.00033 
ตามลําดับ ผลการวิเคราะหโครงสรางทางพันธุกรรมของประชากรไมพะยูงที่ศกึษาในครั้งนี้ พบวา
ไมปรากฏโครงสรางทางพันธุกรรมที่ชัดเจนหรือไมถูกแบงออกเปนกลุมยอยๆ ทั้งนี้เนื่องมาจาก
ประชากรสวนใหญมีการปรากฏ H1 (common haplotype) ยกเวนแตประชากร อุทยานแหงชาติเขา
ใหญ จ.สระบรีุ ซ่ึงสอดคลองกับการวิเคราะห AMOVA ที่แสดงความผนัแปรทางพันธุกรรมภายใน
ประชากรมากกวาความผันแปรระหวางประชากร สวนคา FST ที่อธิบายความแตกตางระหวาง
ประชากร เมื่อวิเคราะหโดยรวม INDEL และไมรวม INDEL ใหผลคา FST ที่แตกตางกัน โดยเมื่อ
วิเคราะหรวม INDEL ใหคา FST เทากับ 0.400 และวิเคราะหไมรวม INDEL ใหคา FST เทากับ 0.172 
ซ่ึงผลดังกลาวในการศึกษาครั้งนี้ไดพิจารณาคา FST ที่วิเคราะหรวม INDEL โดยพิจารณาจากการ 
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กระจายของ haplotype รวมดวย พบวาในประชากรอุทยานแหงชาตเิขาใหญ  ต.มวกเหล็กใน                
จ.สระบุรี มี haplotype ที่จําเพาะตอประชากรเดียวเทานั้น และเปน haplotype ที่เกิด mutation แบบ 
INDEL เปนผลใหมีความแตกตางระหวางประชากรเพิ่มขึ้นโดยทําใหคา FST รวมสูงถึง 0.400 สวน
การทดสอบสมดุลทางวิวัฒนาการของประชากร “Neutral theory” ดวยคาสถิติ Tajima’s D และ Fu 
and Li’s D* and F* พบวาประชากรไมพะยูงยังอยูภายใตสมดุล แสดงวาความผันแปรทาง
พันธุกรรมในประชากรไมพะยูงที่ศกึษาไดรับอิทธิพลจากสมดุลระหวาง mutation และ          
genetic drift 
 

ขอมูล haplotype ที่จําเพาะตอประชากรเดยีวและเปนประชากรธรรมชาติ ซ่ึงไดจากการ
วิเคราะหโดยรวมลําดับนวิคลีโอไทดจากสวน trnS-trnG trnV-trnM และ trnC-ycf6 เขาดวยกัน 
ไดแก H3 และ H5 ที่พบเฉพาะอุทยานแหงชาติเขาใหญ ต.มวกเหล็กใน จ.สระบุรี H7 พบเฉพาะ
ประชากรอุทยานแหงชาตติาพระยา จ.บุรีรัมย H10 พบเฉพาะ ปาโคกขาว จ.มหาสารคาม และ H11 
พบเฉพาะอุทยานแหงชาตภิแูลนคา จ.ชัยภูม ิขอมูลเหลานี้สามารถนําไปใชเปนแนวทางพัฒนา
เครื่องหมายดีเอ็นเอเพื่อใชประโยชนในดานการบงชี้แหลงกําเนิดหรือแหลงที่มาของไมพะยูงภาย
อนาคต 

 
ขอเสนอแนะ 

 
การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในครั้งนี้ไดวเิคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจาก

สวนคลอโรพลาสตจีโนมซึ่งถายทอดสารพันธุกรรมผานทางแมฝายเดียวเทานั้น รูปแบบดีเอ็นเอ
สวนใหญจึงเหมือนกับแม ความผันแปรทางพันธุกรรมจะมีนอยกวาในนวิเคลียรจโีนม เพราะฉะนั้น
ผลความหลากหลายทางพันธุกรรมเมื่อวิเคราะหดวยสวนของคลอโรพลาสตจีโนมจึงมคีาต่ํา 
อยางไรก็ตามการศึกษาหลากหลายทางพนัธุกรรมจึงควรศึกษาเพิ่มจากสวนของนวิเคลียรจีโนมรวม
ดวย โดยการใชเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิตางๆ เชน เครื่องหมาย SSR เครื่องหมาย AFLP 
 

การศึกษาดานการพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอเพื่อเปนแนวทางในการใชประโยชนดาน
การแสดงแหลงกําเนิดหรือแหลงที่มาของไมพะยูงในอนาคต ควรมีการนําไปศึกษาวจิยัเพิ่มเติม
เพื่อใหงานวจิยัมีความสมบรูณมากที่สุด โดยควรศกึษาเพิ่มเติมในดานตางๆ ไดแก เพิ่มสวนที่ใช
ศึกษาของคลอโรพลาสตจีโนม เพิ่มจํานวนตนตอประชากร เพิ่มแหลงประชากรใหครอบคลุมพื้นที่
ที่มกีารกระจายของไมพะยูงทั้งหมดทั้งภายในประเทศ และประเทศเพือ่นบานที่พบการกระจายของ
ไมพะยูงอยู ไดแก ลาว กัมพชูา และเวียดนาม  
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เอกสารและสิ่งอางอิง 
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สารเคมีท่ีใชในหองปฏิบัติการดีเอ็นเอ 
 

1. สารเคมีที่ใชในการสกัดดเีอน็เอ วัดคณุภาพและปริมาณดีเอ็นเอ 
1.1   ไนโตรเจนเหลว 
1.2   Sodium chloride (NaCl) 
1.3   Chloroform (CHCl3)  
1.4    N-Lauroylsarcosine, neat [CH3(CH2)10CON(CH3)CH2COOH)] 
1.5   Isoamyl-alcohol [(CH3)2CHCH2CH2OH]    
1.6    Tris base [NH2C(CH2OH)3] 
1.7    Ethylenediamine tetraacetate acid; EDTA (C10H14N2O8Na2.2H2O) 
1.8    Hexadecyltrimethylammonium bromide; CTAB [CH3(CH2)15N(Br)(CH3)3] 
1.9    Sodium acetate; NaOAC (CH3COONa)   
1.10    Isopropanol [(CH3)2CHOH] 
1.11    Ethanol (C2H5OH)    
1.12    Polyvinylpyrrolidone; PVP; [(C6H9NO)n] 
1.13    ß-mercaptoethanol (HSCH2CH2OH)  
1.14    Sodium dodecyl sulfate; SDS [CH3(CH2)11OSO3Na] 
1.15    Potassium acetate; KOAC (CH3COOK) 
1.16    Bovine serum albumin 
1.17    D-Sorbital  (C6H14O6) 
1.18    Ammonium acetate; NH4OAC (CH3CO2NH4) 
1.19    1X TAE buffer (40 mM Tris - Acetate , 1 mM EDTA pH 8.0) 
1.20    Ethydium bromide (C21H20BrN3) 
1.21    1Kb DNA Ladder (New England BioLabs, USA) 
1.22    ผง agarose 
1.23    6X loading dye (0.25%bromophenol blue, 0.25%xylene cyanol, 30%glycerol)  

 
 
 
 
 



95 

2. สารเคมีที่ใชในการทํา PCR และหาลําดับนิวคลีโอไทด 
2.1 dNTP mix: dATP dCTP dGTP และ dTTP 
2.2 DNA polymerase (RBC Taq DNA Polymerase, RBC Bioscience, Taiwan) 
2.3 Albumin from bovine serum (BSA) 
2.4 Forward primer และ Reward primer (บริษัทแปซิฟค ไซเอ็นซ) 
2.5 Exonuclease I (Fermentas, USA) 
2.6 FastAPTM Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Fermentas, USA) 
2.7 Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) 
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ภาคผนวก ข 
ลําดับนิวคลีโอไทดของแตละ haplotype ในแตละสวนของคลอโรพลาสตจีโนมที่ใชศึกษาในไม

พะยูง 
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1.  ลําดับนิวคลีโอไทดของแตละ haplotype จากสวน trnS-trnG ที่มีความยาว 469 นวิคลีโอไทด 
รวม 4 haplotype ของไมพะยงูที่ใชศึกษา 

 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|
hSG1 GAACAAAAAG TAGGGCTTGA AAAACGACTT TTTTATTTAT ATCTTATCTC TTTTTCTATT TGATTCTTTC TAATGGTCAT TTCATTATTC TAATTATAGA
hSG2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hSG1 ACATTACATA TATATTATTA TTTCTATATT ATTATTAAAA TTCTATTCAT TTATATATAT TCATTTATAT ATATAAATGA ATATATATAT CTCATATTTC
hSG2 .......... .......... .......... .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hSG1 TATTTATTCC CATTCCTTTT TTTTAGTTTT CATACAGCCC CATGAATCCT CGATAACAAT GATTTATATT AATGTATATT TGATTTGACA AAATCAAAAA
hSG2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hSG1 CTTAGATTCG CCCCCTTTTT TTAATTAATA ATTGATCAGG GTTCGGCCCC CTTACGAAAC ATGTCAACAC TCTTAATTAG TATAAATGTA TGTTCCTATT
hSG2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hSG3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......C... ..........
hSG4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ......C... ..........

410 420 430 440 450 460
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....

hSG1 TATTTTATTA CGACAGATTC CTAGGTTCGA CAAAAAGTCC ATTTATTTGC AATAATAGCA TTGTAGCAG
hSG2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........
hSG3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........
hSG4 .......... .A........ .......... .......... .......... .......... .........
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2.  ลําดับนิวคลีโอไทดของแตละ haplotype จากสวน trnV-trnM ที่มีความยาวตั้งแต 653 ถึง 664             
นิวคลีโอไทด รวม 4 haplotype ของไมพะยงูที่ใชศึกษา 

 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|
hVM1 GCATTTTTTT TGCATTGGGC TTTTTCATTA ACTGATATTT TTACCAGTTA GTCGATCATC TTTTTTCTTG ACAGAAAGAA TAAGAAGATG ACTCCCTGTG
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hVM1 CTCTAATTTT TGATTTTGAT CACAATCACA ATCAAAGAGC ACTACCAAAG TGTTTCAAAG AAGGAGGGGT TATCCTGACG TAGGTCTGCT TCTGGCCTAG
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......--- ---....... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......--- ---....... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hVM1 ATCAACTTAA GTTTAATGGA TTCTCTATCA ACCTACTATA CTAAAAAAAA AAATGAAAGT ATCAAATAGG AAATGAAACC TTATACACCT TGAAGTTCAT
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......--- --........ .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hVM1 AAGATAGGAC GAAAAGCGAA TTTTTTTGAG GTACCTATAC TCATTATGCC TAGCATTGAA TAGACTGGGT ATTCACCTTA TCAATATTCT CAAATCAATG
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hVM1 ATGGATTCTA CTTGATGTCT AAACCCTTTG TCAGGCTATT GTTCTCTTGT TTTGTTCCCT ATAAACTGGA GTAAGACATC GATTTCTCAA TAAGATCAAC
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hVM1 TCTTTTGATT ACATGATGGA CTCCTCTGAA AAACAAACAT TGGCGCGCGT GTAAACGAGG CGCTCTACCT AACTGAGCTA TAGCCCTTGT GCTTTTGATA
hVM2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

610 620 630 640 650 660
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....

hVM1 CATATTTTAT CATATTATGT AGAAAATTTC TTGTCAAGAT GAATATTATA TGATCAAATC TTTT
hVM2 .......... .......... C......... .......... .......... .......... ....
hVM3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
hVM4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... ....
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3.  ลําดับนิวคลีโอไทดของแตละ haplotype จากสวน trnC-ycf6 ที่มีความยาว 708 นวิคลีโอไทด 
รวม 5 haplotype ของไมพะยงูที่ใชศึกษา 

 
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|
hCN1 AACTTGCATT GCATGGGGGG GGGGTTGCTC TCTAAAATAA AGCTTTGCGT CACTAATTCA AGGAAAGATT CTAGTAGTGA AAAGGAATCG ATAAATCTTG
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 AGATGATAGT CCTTTCACCC CATTACTACT GTAGTGTCCA TCTAGTCTAC TGAGCGGGTC TTGAATTAGA TTGGATAAGT ATGTATAGGT CGAACAGAGA
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 GAATCTAATT CTATTTTTAG TTGGAGAAGA GGCAGAAGAA ACCTTGCATA CAGACTCATG AAAGTATATG AACGTTCTGG CAGTTATTCA ATATTAGTTA
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .....G.... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 GATTGAATAC CTAATTTAGA TTGAATAGCT AATTGGCTTT CTTTTTTATA ATTTATATTA TTATTTAATA TAAATATAAT CCATTTTTTT AATTTTCGGT
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .........G ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 AACCTCTATA GTCGAAGAAA GAGTTTAATA GACTTTCTTC TGATTGTTTT CGAGAATGAA TTGAGAGACA GTAAGGATTA GATCAAATAG AAATAAGAAA
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 GAGTATGCAA AGTAATCAGT CTTGATTCTA TATATATAGA TTTTCATTAA AATGAGGGGA AATAAAAACA TAGGTCTTTG TATTGTTACC TGTTAGTAAC
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700
....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....|. ...| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| ....| .... |....| .... |....|

hCN1 AAAAATATCC TTAATACTTC CAAGGAAGTT TCCGAATATT TTGTTTATCC GTAATGTTTT CCGATTCTAC TAGAAATCAG CTAAGAACTT GTTAGACGTT
hCN2 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN3 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN4 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........
hCN5 .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........

....|. ..

hCN1 CTAATTGG
hCN2 ........
hCN3 ........
hCN4 .G......
hCN5 T.......  
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