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4. บทคัดยอ    

 มันข้ีหนูเปนพืชพ้ืนเมืองท่ีมีสรรพคุณทางยาและสวนหัวสามารถนํามารับประทานไดเพราะมีแปงเปน
องคประกอบหลัก หรือกินรวมกับพืชตระกูลถ่ัว ผัก หรือธัญพืช ในปจจุบันการแยกความแตกตางระหวางพันธุจะใช
ลักษณะทางสัณฐานซ่ึงตองใชเวลาและมีความยุงยาก ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมุงเนนการจําแนกพันธุมันข้ีหนูเพ่ือใชวาง
แผนการอนุรักษและการปรับปรุงพันธุตอไป โดยเก็บมันข้ีหนู 12 พันธุ/สายพันธุ ในภาคใตของประเทศไทยเพ่ือนํามา
จําแนกพันธุโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร แตเครื่องหมายดีเอ็นเอดังกลาวไมสามารถจําแนกพันธุไดจึงไดปรับ
ใชเทคนิคอ่ืน ไดแก การคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นสําหรับการอานขอมูลดีเอ็นเอบารโคด โดยการเพ่ิมขยายยีนใน
บริเวณคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ ไดแก rpoB, matK, rpoC1, rbcL และ trnL โดยใชไพรเมอรสากลท่ีใชกันท่ัวไป และ
นํามาหาลําดับนิวคลีโอไทด และเทียบเคียงโดยใชโปรแกรม ClustalW พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rpoB, matK, 
rpoC1, rbcL และ trnL ไมสามารถจําแนกมันข้ีหนูท้ัง 12 พันธุ ออกจากกันไดท้ังหมดลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 
rpoB, rbcL และ trnL ในมันข้ีหนูท้ัง 12 พันธุ มีความแตกตางกันเพียง 2 ตําแหนงในแตละยีน ดังนั้นจึงควรใชลําดับ 
นิวคลีโอไทดบริเวณอ่ืนรวมดวย ท้ังนี้เพ่ือใหครอบคลุมลําดับนิวคลีโอไทดท่ีมีความผันแปรและเหมาะสมสําหรับการ
จําแนกพันธุมันข้ีหนู 
Abstract 
 Hausa potato is an indigenous medicinal plant. The tubers are eaten as a main starchy staple 
or part of it in combination with legumes, vegetables or cereals. It is a classification using 
morphological features often require long and complicated. This research was focused on 
identification of Hausa potato cultivars for conservation and improvement cultivars in the future. 
Twelve Hausa potato cultivars in Southern part of Thailand were collected to identification. 
Polymerase chain reaction (PCR) was used to amplification of SSR primer. It not had primer that could 
be identified cultivar. Hence, we are developed and tested to DNA barcoding including rpoB, matK, 



rpoC1, rbcL and trnL with each of universal primer pairs followed by DNA sequencing, and then 
compared by ClustalW for multiple sequences alignment. The results indicated that the nucleotide 
sequences of rpoB, matK, rpoC1, rbcL and trnL could not be distinguished all of 12 Hausa potato 
cultivars. The nucleotide sequences of rpoB, rbcL and trnL had 2 polymorphic site each gene. Thus, 
it is suggested that the specific DNA sequences must simultaneously contain enough variability to be 
used for species identification. Although, used together with region-specific DNA sequences will be 
increase efficiency. 
 
5. คํานํา :   
 มันข้ีหนู ชื่อวิทยาศาสตร : Plectranthus  rotundifolius วงศ : LAMIACEAE เปนพืชลมลุก ลําตนตั้งตรง สูง 
35-55 ซม. ลําตนและก่ิงกานเปนเหลี่ยม มีขนปกคลุม อวบน้ํา เม่ือโตเต็มท่ีแลวจะสรางหัวขนาดเล็ก ลักษณะเรียวยาว 
ทรงกระบอก หัวทายปาน สีน้ําตาลอมดําหรืออมแดง ขนาดหัว 1-3 ซม. ยาว 3-6 ซม. เปลือกหัวบาง เนื้อหัวดานในมีสี
ขาวอมเหลืองหรือสีครีมหรือสีมวงออน ใบเดี่ยว ออกตรงขามกัน รูปกลมแกมไข ปลายใบมน ใบหนาขอบใบหยักเปน
ฟนเลื่อย มีรูปรางคลายใบฤษีผสม มีขนปกคลุมท้ังสองดาน เม่ือเด็ดดมจะมีกลิ่นหอม กานใบยาว 2-3 ซม. ใบกวาง 4.5-
6.5 ซม. ยาว 5-7 ซม.  ดอกออกเปนชอท่ีปลายยอดลําตน คลายชอดอกโหระพา กานชอดอกยาวประมาณ 5-20 ซม. 
มีดอกยอยจํานวนมาก กลีบดอกสีมวง ไมคอยติดเมล็ด มันข้ีหนูเปนพืชหัวทองถ่ินท่ีอยูคูกับวิถีวัฒนธรรมการผลิตทาง
การเกษตรและการบริโภคของชาวใตมานานแลว ใชสําหรับประกอบอาหารท้ังอาหารคาวและอาหารหวาน โดยเฉพาะ
อยางยิ่งโดยใชใสในแกงสม แกงกะทิ แกงไตปลาหรือตมจิ้มเกลือก็ไดในอินโดนีเซียนิยมนําหัวแกมาบดละเอียดปรุง
อาหารแทนมันฝรั่ง เปนการปลูกท่ีสอดแทรกอยูในระบบการปลูกพืชหลักท้ังยางพารา  ปาลมน้ํามันและไมยืนตนอ่ืนๆ  
โดยมีการปลูกเพ่ือบริโภคในครัวเรือนและเพ่ือการจําหนายเปนรายไดเสริม สามารถทํารายไดใหกับเกษตรกร 25,000-
35,000 บาท/ไร/ฤดูปลูก (6-8 เดือน) หากไมคิดคาแรงงาน นอกจากนี้มันข้ีหนูมีคุณสมบัติพิเศษ คือตมนานก็ไมเปอย
ยุยเหมือนในมันเทศและมันฝรั่ง  เนื่องจากแปงมีลักษณะเหนียว ความหนืดของแปงสูง ดวยลักษณะแปงท่ีมีความหนืด
สูง จึงมีความนาสนใจในการนํามาทําผลิตภัณฑท่ีมีราคาสูงข้ึน มันข้ีหนูเปนพืชท่ีตลาดมีความตองการสูง แตยังขาด
งานวิจัยรองรับ โดยเฉพาะดานพันธุและวิธีการเขตกรรมท่ีเหมาะสม พันธุท่ีเกษตรกรใชปลูกเปนพันธุพ้ืนเมืองท่ีเรียกกัน
ตามแหลงปลูกตางๆ ไมมีการจําแนกความแตกตางอยางชัดเจนสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูดวยการอาศัย
ลักษณะของสวนลําตนและใบได จึงยังไมมีการระบุเปนมันข้ีหนูพันธุตางๆ กัน  แตจากลักษณะรูปทรงของหัวทําใหแยก
มันข้ีหนูออกไดเปน 3 ลักษณะ คือ หัวลักษณะคอนขางกลม หัวลักษณะทรงกระบอก หัวลักษณะทรงกระสวย (จิระ, 
2535)  ในปจจุบันสายพันธุท่ีไดจากการรวบรวมและผานการทดสอบการใหผลผลิตมาระยะหนึ่งแลววาเปนพันธุท่ีมี
ลักษณะดีและใหผลผลิตสูงคือ สายพันธุควนเนียง 1 และพัทลุง 3 เปนพันธุท่ีนิยมปลูกกันท่ัวไปเปนลักษณะพันธุคละท่ี
ปลูกตอๆกันมา ซ่ึงยังไมไดเปนพันธุท่ีรับรองโดยกรมวิชาการเกษตรงานวิจัยท่ีผานมามีการรวบรวมพันธุมันข้ีหนูจาก
แหลงปลูกตางๆ พรอมบันทึกลักษณะทางสัณฐานและมีการศึกษาความแตกตางทางพันธุกรรมดวยวิธีทางชีวโมเลกุล 
แตไมพบความแตกตางระหวางตัวอยางพันธุเนื่องจากจํานวน primer ท่ีนอยเกินไป ซ่ึงพันธุกรรมเหลานี้มีบางตัวอยาง
พันธุมีลักษณะท่ีบงบอกวาจะเปนสายพันธุท่ีมีผลผลิตสูง เชน จํานวนหัว/หลุมมากและขนาดหัวใหญพันธุกรรมดังกลาว
ทางศูนยวิจัยพืชไรสงขลาไดจัดเก็บไวเปนอยางดี แตยังขาดขอมูลการบงชี้ในความแตกตางของพันธุท่ีชัดเจน หากได
ขอมูลท่ีบงชี้ไดวามีความแตกตางกันของพันธุกรรม ก็สามารถทําการคัดเลือกและนําพันธุท่ีใหผลผลิตสูงแนะนําแก



เกษตรกรตอไป การจัดจําแนกและการใชชื่อวิทยาศาสตรยังไมคอยแนนอนท่ีพบเห็นไดบอยคือ Coleus tuberosus 
( Blume)  Benth หรื อ  Coleus parviflorus Benth. หรื อ  Coleus rotundifolius Poiret)  A. Chev., Coleus 
parvifolius (Enyiukwu et al., 2014) สวนชื่อสามัญท่ีใชกันมากไดแก Hausa potato, country potato, Chinese 
potato และ Madagascar potato  
 การจําแนกพันธุเปนองคประกอบท่ีสําคัญในการจัดการแหลงพันธุกรรมใหเกิดประสิทธิภาพและสําคัญอยางยิ่ง
ตอการนําพันธุกรรมนั้นมาใชในโครงการปรับปรุงพันธุพืช การจําแนกชนิดพืชโดยอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาบาง
พืชมีขอจํากัดมาก ลักษณะบางอยางสังเกตไดยาก บางลักษณะไมปรากฏออกมาในขณะท่ีทําการสังเกต การหาวิธีการ
ท่ีมีความแมนยําในการจําแนกจึงมีความจําเปนอยางยิ่ง โดยเฉพาะพืชท่ีมีพันธุกรรมสัมพันธกับพันธุปา ในปจจุบัน
เทคนิคการใช molecular marker โดยเฉพาะ DNA marker ไดเขามามีบทบาทสําคัญในการจําแนกพันธุกรรมพืช 
เนื่องจากสภาพแวดลอมไมมีผลตอความแปรปรวนของ DNA ปจจุบันมีการสืบหาสายสัมพันธทางวิวัฒนาการไดดวย
คลอโรพลาสตดีเอ็นเอ (chloroplast DNA; cpDNA) ไดถูกใชเปนแหลงของเครื่องหมายทางดีเอ็นเอท่ีมีประโยชนอยาง
มากในการศึกษาวิวัฒนาการและพันธุศาสตรประชากร เนื่องจากคลอโรพลาสตดีเอ็นเอเปนดีเอ็นเอวงกลมท่ีมีความ
คงท่ีสูงในเรื่องขนาดและโครงสราง ลําดับดีเอ็นเอในคลอโรพลาสตถือเปนแหลงแรกของขอมูลสําหรับการศึกษา
ทางดานการจัดจําแนกพืชโดยใชสารชีวโมเลกุล เนื่องจากมีขนาดและการจัดเรียงตัวของยีนแตกตางกันมาก การเรียง
ตัวของยีนในคลอโรพลาสตดีเอ็นเอไดนําไปสูการออกแบบไพรเมอรท่ีใชกันท่ัวไป (universal chloroplast primers) 
ซ่ึงเปนการอํานวยความสะดวกใหกับการศึกษาทางดานวิวัฒนาการของพืชและพันธุศาสตรประชากร ดังนั้นในงานวิจัย
นี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือจัดจําแนกมันข้ีหนู โดยใชเครื่องหมายโมเลกุลเขามาชวยในการศึกษาลักษณะทางพันธุกรรม 
โดยการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะเพ่ือใหมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 
 
 
 
 
6. วิธีดําเนินการ                          

อุปกรณ 1) พันธุมันข้ีหนู 12 พันธุ  
  2) สารละลายท่ีใช (Solution required)    
  1. สารละลายท่ีใชสกัดดีเอ็นเอ (extraction buffer) ประกอบดวย 2 % CTAB (w/v), 100 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 20 mM EDTA pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2 % polyvinyl pyrrolidone (PVP), 0.2 % β- 
mercaptoethanol (v/v)     
  2. Chloroform : Octanol ; 24 : 1 (v/v)    
  3. 5 M NaCl    
  4. Isopropanol    
  5. 70 % ethanol    
  6. RNase A (Sigma) : 10 mg/ml    
  7. TE buffer 
วิธีดําเนินการ 



1. การสกัดดีเอ็นเอ 
          นําใบมันข้ีหนูไปสกัดดีเอ็นเอ โดยนํามาลางใบดวยน้ําเพ่ือกําจัดสิ่งปนเปอน ซับน้ําใหแหง ตัดใบ ใหเปน

ชิ้นเล็กๆ (50 มิลลิกรัม) ใสลงในโกรงขนาดเสนผาศูนยกลาง 150 มิลลิเมตร ท่ีมีสารละลาย CTAB ซ่ึงอุน 65°C กอนใช
จํานวน 2 มิลลิลิตร บดตัวอยางใหละเอียด ดูดสารละลายท่ีมีเนื้อเยื่อถ่ัวเขียวโดยใชไมโครทิปตัดปลาย 700 ไมโครลิตร 
ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บมตัวอยางไวท่ี 65°C เปนเวลา 30 นาที, เขยาตัวอยางไปมาทุกๆ 10 นาที 
เติมสารละลาย chloroform: isoamyl (24:1) 700 ไมโครลิตร ปดฝาหลอดใหแนน เขยาอยางแรงประมาณ 2-3 นาที 
ปนตกตะกอนท่ี 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที, ดูดสวนใส (ดานบน) ใสหลอดทดลองใหมเติม isopropanol 
700 ไมโครลิตร ลงในสวนใส เขยาเบาๆ ประมาณ 30 วินาที ปนตกตะกอน 14,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที, เท
สารละลายท้ิง (ดีเอ็นเอจะตกตะกอนอยูท่ีกนหลอด) ตากตะกอนดีเอ็นเอไวใหแหงเติมสารละลาย 80% ethanol 1 
มิลลิลิตร เขยาเบาๆ เพ่ือใหตะกอนดีเอ็นเอหลุดออกจากกนหลอด ตั้งท้ิงไว 30 นาที ปนตกตะกอนท่ี 14,000 รอบตอ
นาทีเปนเวลา 3 นาที เทสารละลายท้ิง ตากตะกอนใหแหงประมาณ 3 ชั่วโมงหรือขามคืน เติมสารละลายบัฟเฟอร TE 
buffer 500 ไมโครลิตร, รอจนดีเอ็นเอละลายหมด เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ 4°C หรือ -20°C เม่ือตองการ
เก็บรักษาไวนาน 

2. การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอ 
นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีสกัดไดมาตรวจสอบความเขมขนและความบริสุทธิ์ดวยเครื่องวัดปริมาณความเขมขนสาร

ปริมาณนอยโดยแรงตึงผวิ (nanodrop) ท่ีใชปริมาณสารละลายดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร/ตัวอยาง/ครั้ง โดยทําการวัดคา
การดูดซับแสง (Absorbance) ท่ีความยาวชวงแสง 260 นาโนเมตร (A260) ซ่ึงหนวยความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีวัดได
คือ นาโนกรัม/ไมโครลิตร สวนความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจะดูจากสัดสวนการดูดซับแสงของตัวอยางท่ีความยาว
ชวงแสง 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ซ่ึงหากดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์สูง ควรมีคาเทากับ 1.8 
(A260/A280=1.8) หากคาสัดสวนท่ีไดมีคานอยกวา 1.8 แสดงวาผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไดมีการปนเปอนจากโปรตีน หรือ
สารเคมีอ่ืนๆ 

3. การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวย PCR 
นําดีเอ็นเอท่ีไดจากขางตนมาเพ่ิมปริมาณดวย PCR โดยใชไพรเมอรท่ีออกไพรเมอรบริเวณ chloroplast 

genes โดยปฎิกิริยา PCR ดวยชุดน้ํายาสําเร็จรูป OnePCRTM (GeneDirex, Taiwan) เติมดีเอ็นเอท่ีความเขมขน
สุดทายเทากับ 0.4 ng/µl และไพรเมอร 0.5 µM ในน้ํายาสําเร็จรูป Master Mix ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ท่ีมี
องคประกอบของ Taq DNA polymerase, PCR Buffer, dNTP, gel loading dyes, and fluorescence dye นํา
สวนผสมท่ีไดมาทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยตั้งโปรแกรมการเพ่ิมปริมาณ (PCR Profile) ท่ีเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรม  

4. การตรวจสอบผลดวยวิธีอิเล็กโตรโฟริซิส 
นําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีไดมาตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีสโดยใช 0.8 % Agarose ใน 1X TBE buffer ท่ี 

80 Volt เปนเวลา 1 ชั่วโมง ยอมสีดีเอ็นเอดวยสียอม ดูแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ โดยเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 
(Molecular weight Marker) จากนั้นนําชิ้นดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดใหบริสุทธิ์กอนนําไปหาลําดับนิวคลีโอไทด ท่ีบริษัท 
macrogen ประเทศเกาหลีใตตอไป   

การบันทึกผล 



นําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดไปตรวจสอบความถูกตองดวยการเปรียบเทียบกับขอมูลท่ีอยูในฐานขอมูล GenBank 
ของ NCBI โดยใชโปแกรม BLAST 

 นําลําดับนิวคลีโอไทดของแตละบริเวณมาวิเคราะหดวยการจัดเรียงตําแหนงเปรียบเทียบกัน (multiple 
alignment) ใหถูกตองตรงกันทุกชนิด โดยใชโปรแกรม ClastalX2 หลังจากนั้นจึงวิเคราะหตอดวยโปรแกรม MEGA 
6.0 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)  

สถานท่ีดําเนินการ : ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชสงขลา ศูนยวิจัยพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลก  
ระยะเวลาดําเนนิงาน: ตุลาคม 2560-กันยายน 2561 
 

7. ผลการทดลองและวิจารณ  

 เก็บตัวอยางใบมันข้ีหนูจํานวน 12 พันธุ/สายพันธุ ดังแสดงภาพท่ี 1 เพ่ือนํามาใชสกัดดีเอ็นเอจากท้ังหมด
ภายในเซลล (genomic DNA) ท้ังดีเอ็นเอในนิวเคลียส คลอโรพลาสต และไมโทคอนเดรียจากใบ พบวาไดดีเอ็นเอใน
ปริมาณตางๆกัน และดีเอ็นเอท่ีไดมีความบริสุทธิ์สามารถนําไปใชเพ่ิมขยายตอไปดังแสดงในตารางท่ี 1 ทําการสืบคน
ขอมูลลําดับเบสของมันข้ีหนูจากฐานขอมูลของ NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) พบวาชื่อวิทยาศาสตรท่ีใกลเคียง
ท่ีสุดคือ Plectranthus barbatus และนํามาออกแบบไพรเมอรบริ เวณ chloroplast genes ซ่ึ งสามารถใช
เครื่องหมายโมเลกุลท่ัวไป (universal molecular markers) ในการจําแนกไดและเหมาะสมสําหรับการศึกษาทางดาน
การจําแนกพันธุกรรมสําหรับพืชท่ีมีความแตกตางทางสัณฐานวิทยาตํ่า (lower taxonomic ranks) เนื่องจากปจจุบัน 
CBOL (Consortium for the Barcode of Life) เสนอวาชิ้นดีเอ็นเอตําแหนงจําเพาะ (specific site) เหมาะสม
สําหรับการระบุพันธุพืช โดยตําแหนงนั้นตองประกอบดวย 2 สวน คือ สวนท่ีมีลําดับนิวคลีโอไทด (nucleotide 
sequence) แบบลําดับอนุรักษ (conserved sequence) สําหรับเปนท่ีจับของไพรเมอรสากล (universal primer) 
และสวนท่ีมีความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดสูงเพ่ือใหจําเพาะกับพืชแตละพันธุท้ังนี้ CBOL  เสนอตําแหนงท่ี
เหมาะสม คือ ชิ้นดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต (chloroplast) ไดแกยีน matK, rpoB, rpoC1, rpoC2, accD, ndhA, 
ndhJ, ndhK, YCF5, YCF9 และ rbcL และไดเสนอตําแหนงมาตรฐาน 2 ยีน คือ ยีน matK และ rbcL (CBOL, 2009) 
โดยยีน muturase K (matK) เปนยีนกําหนดการสรางเอนไซมแมทัวเรส (maturase) ซ่ึงเก่ียวของกับกระบวนการตัด
แตงอารเอ็นเอ (RNA splicing) (Reimo et al., 2006) สวนยีน ribulose bisphosphate carboxylase (rbcL) เปน
ยีนกําหนดการสรางโปรตีนหนวยยอยของเอนไซม RuBis CO (ribulose bisphosphate carboxylase oxygenase) 
ซ่ึงเก่ียวของกับการตรึงคารบอนไดออกไซด (CO2) ในการกระบวนสังเคราะหดวยแสง (photosynthesis) ดังนั้นจึง
นิยมใชเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอ สําหรับศึกษาความสัมพันธและวิวัฒนาการในพืชหลายชนิด (Schuettpelz et al., 
2006) การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมในพืชสามารถเลือกใชชิ้นดีเอ็นเอสั้นๆ ท่ีมีความแตกตางทางพันธุกรรม
ภายในแตละชนิด (หรือพันธุ) เดียวกัน แตมีความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางชนิด (หรือพันธุ) สูง ดังนั้นการ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงจําเพาะนี้จึงใหความแมนยําสูง สะดวก และรวดเร็ว ดังนั้นการทดลองนี้จึงใช
บริเวณดังกลาวในการออกแบบไพรเมอร ไดแก rpoB, matK, rpoC1, rbcL และ trnL มาออกแบบไพรเมอรดังแสดง
ใดตารางท่ี 2 

เม่ือนําดีเอ็นเอท่ีไดมาเพ่ิมปริมาณบริเวณยีน rpoB พบมีขนาด 220 คูเบส, ยีน matK มีขนาด 100 คูเบส, ยีน 
rpoC1 มีขนาด 217 คูเบส, ยีน rbcL1 มีขนาด 230 คูเบส และ ยีน trnL มีขนาด 180 คูเบส จากนั้นนําผลผลิตดีเอ็น
เอไปวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดเพ่ิมโดยใช 5 ยีนไดแก rpoB, matK, rpoC1, rbcL1 และ trnL พบวาสามารถ

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


วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดไดทุกตัวอยาง จากการวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของมันข้ีหนูเพ่ือจัดจําแนก
พันธุในระดับโมเลกุล พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK ไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูท้ัง 12 พันธุได 
สวนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนยีน rpoB พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูไดท้ังหมด มีเพียงบางพันธุ
เทานั้นท่ีแยกได คือ สายพันธุ 4-2 และ 19-1 ออกจากพันธุอ่ืนๆ พบตําแหนงท่ีแตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ณ 
ตําแหนงท่ี 10 เกิดการเปลี่ยนแปลงจากไทมีน (T) เปนอะลานีน (A) และตําแหนง 217 ซ่ึงอาจมีผลทําใหพอลิเพปไทด
และอาจมีผลตอการทํางานของโปรตีน (ธีระชัย, 2553)  
 สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน trnL พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูได
ท้ังหมด มีเพียงบางพันธุเทานั้นท่ีแยกได คือ สายพันธุ 2-3 ออกจากพันธุอ่ืนๆ โดยพบตําแหนงท่ีแตกตางกันเพียง 1 
ตําแหนง ณ ตําแหนงท่ี 9 เกิดการเปลี่ยนแปลงจากไซโตซีน (C) เปนอะดีนีน (A) และเม่ือพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทด
ตําแหนงท่ี 12 พบวาแยกพันธุมันข้ีหนูได 2 กลุมคือสายพันธุ 19-1, 4-2, 5-1, 10-10, 11-4, 2-3 และ 3-1 ตําแหนงท่ี 
12 เกิดการขาดหายไปของเบสอะดีนีน (A) สวนกลุมท่ี 2 คือพันธุ ควนเนียง, 17-1, พัทลุง, 9-3, 25-5 ตําแหนงท่ี 12 มี
เบสอะดีนีน (A) อยางไรก็ตามการใชลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะเพียงบางตําแหนงซ่ึงมีขนาดเล็กมากเม่ือ
เปรียบเทียบกับขนาดจีโนมของพืชท้ังหมด 
 สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดจากการเพ่ิมขยายของยีน rbcL1 ในมันข้ีหนูท้ัง 12 สายพันธุ/พันธุ 
พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของพันธุไดท้ังหมด แตอยางไรก็ตามสามารถแยกพันธุพัทลุงออกจากพันธุอ่ืนๆ 
เนื่องจากตําแหนงท่ี 154 เกิดการขาดหายไปของเบสไซโตซีน (C) และตําแหนงท่ี 155 เกิดการขาดหายไปของเบสอะ
ดีนีน (A) จึงทําใหแยกพันธุ 5-1, 2-3 ออกจากพันธุอ่ืนๆได สอดคลองกับรายงานของ Schuettpelz และคณะ 2006 
รายงานวายีน rbcL นิยมนํามาใชในการศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืช ซ่ึงประสบความสําเร็จในการเพ่ิม
ขยายดีเอ็นเอและวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดมากกวายีนอ่ืนๆ ท่ีคัดเลือกมา เชน ยีน matK (maturase K) (Parveen 
et al., 2012) 
 
8. สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ :  

 1. จากการศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมของมันข้ีหนูโดยใชยีนในคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ ไดแก rpoB, 
matK, rpoC1, rbcL1 และ trnL พบวาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน matK ไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูท้ัง 
12 พันธุได สวนลําดับนิวคลีโอไทดของยีนยีน rpoB พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูไดท้ังหมด มีเพียง
บางพันธุเทานั้นท่ีแยกได คือ สายพันธุ 4-2 และ 19-1 ออกจากพันธุอ่ืนๆ พบตําแหนงท่ีแตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง 
ณ ตําแหนงท่ี 10 เกิดการเปลี่ยนแปลงจากไทมีน (T) เปนอะลานีน (A) และตําแหนง 217 สําหรับการวิเคราะหลําดับนิ
วคลีโอไทดของยีน trnL พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของมันข้ีหนูไดท้ังหมด มีเพียงบางพันธุเทานั้นท่ีแยกได คือ 
สายพันธุ 2-3 ออกจากพันธุอ่ืนๆพบตําแหนงท่ีแตกตางกันเพียง 1 ตําแหนง ณ ตําแหนงท่ี 9 เกิดการเปลี่ยนแปลงจาก
ไซโตซีน (C) เปนอะดีนีน (A) และเม่ือพิจารณาลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงท่ี 12 พบวาแยกพันธุมันข้ีหนูได 2 กลุมคือ 
19-1, 4-2, 5-1, 10-10, 11-4, 2-3 และ 3-1 ตําแหนงท่ี 12 เกิดการขาดหายไปของเบสอะดีนีน (A) สวนกลุมท่ี 2 คือ 
ควนเนียง, 17-1, พัทลุง, 9-3, 25-5 ตําแหนงท่ี 12 มีเบสอะดีนีน  สําหรับการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน rbcL 
พบวาไมสามารถแยกความแตกตางของพันธุไดท้ังหมด แตอยางไรก็ตามสามารถแยกพันธุพัทลุงออกจากพันธุอ่ืนๆ 
เนื่องจากตําแหนงท่ี 154 เกิดการขาดหายไปของเบสไซโตซีน (C) ขณะท่ีตําแหนงท่ี 155 เกิดการขาดหายไปของ
เบสอะดีนีน (A) จึงทําใหแยกพันธุ 5-1, 2-3 ออกจากพันธุอ่ืนๆได 



 2. การจําแนกพันธุมันข้ีหนูโดยใชลําดับนิวคลีโอไทดของยีนในคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ ท่ีนํามาใชเปนดีเอ็นเอ
มาตรฐานมีขนาดสั้น (ประมาณ 200-250 คูเบส) ทําใหมีความผันแปรเพียงเล็กนอยในพืช ควรวิเคราะหตําแหนง
จําเพาะรวมกันหลายบริเวณ จะมีประสิทธิภาพมากข้ึนเม่ือวิเคราะหตําแหนงจําเพาะรวมกันหลายบริเวณ 

 
9. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน :  
 1. สามารถนําไปประกอบการจดทะเบียนพันธุพืชไดในอนาคต ตลอดจนใชเปนขอมูลเพ่ือปกปองพันธุมันข้ีหนู
ได 

2. สามารถใชวางแผนการอนุรักษและปรับปรุงพันธุ 
10. คําขอบคุณ  
 ขอขอบคุณเจาหนาท่ีของศูนยวิจัยและพัฒนาเมล็ดพันธุพืชพิษณุโลกท่ีใหความชวยเหลือในการทําวิจัยให
สําเร็จลุลวงไปดวยดี และศูนยวิจัยพืชไรสงขลาท่ีใหความอนุเคราะหพันธุมันข้ีหนูสําหรับการวิจัยในครั้งนี้ 
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13. ภาคผนวก 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 1 ตัวอยางใบมันข้ีหนูจํานวน 12 พันธุ/สายพันธุท่ีนํามาใชในการจําแนกพันธุ 

 

 

 

 

สายพันธุ 2-3 

สายพันธ 5-1 
สายพันธุ 9-3 สายพันธุ 11-4 

สายพันธุ 3-1 สายพันธุ 4-2 

สายพันธุ 10-10 สายพันธุ 17-10 สายพันธุ 19-1 

สายพันธุ 25-5 พันธุพัทลุง พันธุควนเนียง 
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ภาพท่ี 1 ลักษณะของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณบริเวณยีน rpoB มีขนาด 220 คูเบส, ยีน matK มีขนาด 100 คูเบส, ยีน 
rpoC1 มีขนาด 217 คูเบส, ยีน rbcL1 มีขนาด 230 คูเบส และ ยีน trnL มีขนาด 180 คูเบส ในมันข้ีหนูสายพันธุ 2-3 Lane1, สาย
พันธุ 3-1 Lane2, สายพันธุ 4-2 Lane3, สายพันธุ 5-1 Lane4 , สายพันธุ 9-3 Lane5, สายพันธุ 10-10 Lane6, สายพันธุ 14-8 
Lane7, สายพันธุ 17-10 Lane8, สายพันธุ 19-1 Lane9, สายพันธุ 25-5 Lane10, พันธุพัทลุง Lane11 และ พันธุควนเนียง Lane12  

  



ภาพท่ี 2 ผลการเทียบเคียง consensus sequence ของยีน rpoB จากมันข้ีหนูท้ัง 12 สายพันธุ  
 

 



ภาพท่ี 3 ผลการเทียบเคียง consensus sequence ของยีน trnL จากมันข้ีหนูท้ัง 12 สายพันธุ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 

4 ผล

การเทียบเคียง consensus sequence ของยีน rbcL1 จากมันข้ีหนูท้ัง 12 สายพันธุ 

 



ตารางท่ี 1 พันธุ/สายพันธุมันข้ีหนูท่ีรวบรวมไดและปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได 
พันธุ/สายพันธุมันข้ีหนู ปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได 

(นาโนกรัมตอไมโครลิตร) 
OD260/280 

2-3 59.6 1.76 
3-1 91.2 1.60 
4-2 60.7 1.77 
5-1 62.7 1.77 
9-3 53.6 1.82 
10-10 61.6 1.77 
14-8 60 1.73 
17-10 50.8 1.78 
19-1 58.2 1.80 
25-5 78.7 1.77 
พัทลุง 45.7 1.77 
ควนเนียง 44.4 1.80 

 

ตารางท่ี 2 ลําดับเบสของไพรเมอรท่ีใชในการศึกษา 

ไพรเมอร ลําดับเบส 
DXS2 F: TCC GAC GAG TCA AGC TTC TT  

R: AAG GCT TCT CTC CCG TGA AA 
DXS1 F: ATT CTC TGG GAT GTT GGG CA  

R: GCC ACC ACG TTG TTC TTT CT 
CPR F: CTG AGC TTG TCC TTG CGT TT  

R: AAT GGT GTG AAG AGT CCG GT 
psbA F: GGA GCA ATA AAC CCT CTA GAA CA 

R: GCT ACA TCC GCC CCT TTA CT 
atpF F: CCA GTA GCC CAA AGA AAC GA  

R: ACA ACA ATC AAG CGG CAG TT 
matK F: CGA GGA ACC TTG CAT GCA TT      

R: GGG AAT GCT TGG AAA ATG GGT 
trnL F: AAA TTC AGA GAA ACC CCG GC 

R: AAG ATT CCT CTA CCA GCG CA 
CMK F: CAC CCG TAC CTC TTG ACC TT 

R: GCG ACG GAA CCA CTT CAA AT 



ACT8 F: GTG CAA TAC GAT CGC CAT GT 
R: AAT GCA ACG GGT TTC TGG AC 

ACT7 F: TTC TTC TTC ACC GCC CTG AT  
R: TTC GGT TCC AAG ATG TCG GA 

CYP76AH17 F: GGC CAA GTG TTT TCA GGG AG  
R: AGG AAG CCT CAC GAA TGT CA 

rbcL1 F: GCG GGT ACA TGC GAA GAA AT 
R: ATG ATC TCC ACC GGA CAG AC 

rbcL2 F: TAA AAC TTT CCA AGG CCC GC  
R: CAA CGC ATA AAT GGC TGG GA 

rbcL3 F: CTT CGC GGT GGA CTT GAT TT  
R: ATT TCT TCG CAT GTA CCC GC 

rbcL4 F: TAC AAA GGG CGA TGC TAC CA  
R: GCA CGT AGG GCT TTG AAT CC 

rbcL5 F: GGT GTT ATT CCC GTG GCT TC  
R: CCT TCA GCA GCA AGA TCA CG 

rpoC1 F: TGT CGT AGG CCC TTC ACT TT 
R: GGA ATG CCT GTA TGC CCA AT 

rpoB F: CGG TCC GAG AAA TGC ATT GT 
R: TTA ATG CAT TTA CCC CGC CG 

rbcL-CC F: TAA AAC TTT CCA AGG CCC GC 
R: CAA CGC ATA AAT GGC TGG GA 

Rbcl1 F: TAC AAA GGG CGA TGC TAC CA  
R: GCA CGT AGG GCT TTG AAT CC 

Rbcl2 F: TGT GTG GAC CGA TGG ACT TA 
R: AAG CAA CAG GAA TTC GCA GA 

trnL-trnF F: TGC GCT GGT AGA GGA ATC TT 
R: TCG GAC TAT GGA GCG AAT GA 

rpoC1 F: TGT CGT AGG CCC TTC ACT TT      
R: GGA ATG CCT GTA TGC CCA AT 

rpoC2 F: GTT CCG TCA TTG TCG TAG GC  
R: TGC CCA ATT TAT GCA GAG TGG 

rpoC1 F: TGC TTC GAA CAT AGG AGT TGC 
R: CAC GCC CCT CCA CTA AAA TG 

rpl32 F: TCG CCA TCA ATT CAC GCA AA  



R: ACT TGA ACT CTT GTA AAA CCC GA 
 

 

 

 

 

 

 

 


