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การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนตายหยาก 
ด้วยเทคนิค Sequence Related Amplified Polymorphism  

Genetic Diversity Analysis of Stemona spp.  
by Sequence Related Amplified Polymorphism Technique 
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บทคัดย่อ 
 พืชในสกุลหนอนตายหยาก (Stemona spp.) เป็นสมุนไพรที่รู้จักอย่างแพร่หลายทั้งในและต่างประเทศ 
ในประเทศไทยมีความหลากหลายในระดับชนิดที่สามารถจ าแนกได้แล้วไม่น้อยกว่า 10 ชนิด งานวิจัยครั้งนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหนอนตายหยากจากแปลงรวบรวมพันธุ์ของ
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ โดยการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค sequence related amplified 
polymorphism (SRAP) จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบพืชสกุลหนอนตายหยากจ านวน 160 ตัวอย่าง น ามาสร้าง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP โดยใช้ไพรเมอร์ 10 คู่ ได้แก่ M1E1, M1E2, M1E8, M2E10, M4E4, M4E8, 
M4E9, M5E5, M7E2 และ M8E9 พบแถบลายพิมพ์จ านวน 225 แถบ โดยเป็นแถบลายพิมพ์ที่มีความแตกต่างกัน
จ านวน 222 แถบ คิดเป็น 98.66% ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด จากการวิเคราะห์หาค่าความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม
ด้วยวิธี Dice Similarity Coefficient มีค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงอยู่ระหว่าง 0.923 ถึง 0.998 เมื่อน าข้อมูล
ไปสร้างภาพแผนภูมิต้นไม้แสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม พบว่าสามารถจัดกลุ่มตัวอย่างได้เป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ S. 
kerrii Craib, S. tuberosa Lour., S. curtisii Hook.f., S. burkillii Prain และกลุ่มตัวอย่างที่ไม่ทราบชนิดแต่
ลักษณะของใบคล้าย S. tuberosa Lour. จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค SRAP 
สามารถจัดกลุ่มตัวอย่างตามชนิดและแต่ละชนิดพบความหลากหลายทางพันธุกรรม 
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ABSTRACT 
 Stemona spp. are widely known in Thailand and other foreign countries.  In Thailand 
there are about 10 species could be recognised. This research aimed to study the genetic 
diversity of Stemona spp. in a conserved plantation of Chiang Mai University. DNA fingerprints 
were constructed using the sequence related amplified polymorphism (SRAP) technique to 
identify the species of Stemona spp. Genomic DNA was extracted from the leaves of 160 
samples. The DNA fingerprints were constructed by SRAP technique with 10 pairs of primers: 
M1E1, M1E2, M1E8, M2E10, M4E4, M4E8, M4E9, M5E5, M7E2 and M8E9. Two hundred and twenty 
five bands were detected, 222 (98.66%) of which were polymorphic. Analysis of genetic diversity 
with Dice Similarity Coefficient method showed the values of similarity coefficient to be 0.923-
0.998. Cluster analysis of all the Stemona spp. samples revealed that they could be grouped 
into five clusters i.e. S. kerrii Craib, S. tuberosa Lour., S. burkillii Prain., S. curtisii Hook.f. and 
unidentified species that having the leaves similar to those of S. tuberosa Lour. These results 
indicated that SRAP technique for DNA fingerprint is an effective tool for determining genetic 
diversity of Stemona spp. 
 

ค าส าคัญ: หนอนตายหยาก ความหลากหลายทางพันธุกรรม ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ เอสอาร์เอพ ี
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บทน า 
พืชในสกุลหนอนตายหยาก (Stemona 

spp.) เป็นสมุนไพรที่รู้จักอย่างแพร่หลายทั้งในและ
ต่างประเทศ โดยเป็นพืชที่มีคุณสมบัติทางยารักษาโรค 
และคุณสมบัติในการก าจัดแมลงศัตรูพืช เช่น ชาวจีน 
ญี่ปุ่น และเกาหลี มีการใช้สารสกัดจากส่วนของราก
หนอนตายหยาก (S. tuberosa Lour.) รักษาโรคที่
เกี่ยวข้องกับทางเดินหายใจ (Ren et al., 2006) จาก
การทดสอบสารสกัดจากรากหนอนตายหยากพบสาร
ออกฤทธิ์ในกลุ่ม alkaloids หลายชนิดที่สามารถ
น ามาใช้ประโยชน์ได้ เช่น stemofolin พบในราก
หนอนตายหยากดอกสั้น (S. collinsae Craib.) และ
รากตอ (S. curtisii Hook.f.) มีคุณสมบัติในการก าจัด
แมลง (Brem et al., 2002) และจากการศึกษาของ 

Zhu (1998) ได้สกัดสาร alkaloid หลายชนิดจากราก
หนอนตายหยาก ได้แก่ สาร tuberostemonine, 
stenine, oxotuberostemonine, stemonine, 
stemotinine, tuberostemoninol และ 
stemoninoamide ที่ท าให้หนอน (maggots), ยุง 
(mosquitoes), เพลี้ยส้ม (mandarin aphids) และ
หนอนกระทู้ (cutworms) ตายได้ และพบสารสกัดจาก
รากของรากตอ มีสาร alkaloid ส าคัญที่มีช่ือว่า 
stemocurtisine (Mungkornasawakul et al., 
2003) โดยสารนี้มีผลต่อกระแสประสาทของ
เส้นประสาท sciatic ของกบ อีกทั้งยังมีการทดลองที่
พบว่าสาร stilbinoid ที่พบในรากหนอนตายหยาก 
และ S. sessilifolis (Miq.) Franch & Sav. มี
คุณสมบัติ ในการยับยั้ งการ เจริญเติบโตของเ ช้ือ 
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Staphylococus aureus และ Staphylococus 
epidermis (Yang et al., 2006; Lin et al., 2008) 

มีรายงานพบพืชในสกุล Stemona ประมาณ 
30 ชนิด ในประเทศต่าง ๆ อาทิ ฟิลิปปินส์ ญี่ปุ่น จีน 
และออสเตรเลีย (เมธี, 2544) ส่วนในประเทศไทยพบ
ตามพื้นที่ป่าทั่วไปในทุกภาค และมีช่ือเรียกแตกต่างกัน
ไปตามท้องถิ่น เช่น พญาร้อยหัว กะเพียดหนู โป่งมด
ง่าม สามสิบกลีบ หรือ สลอดเชียงค า จากการส ารวจ
ชนิดหนอนตายหยากในประเทศไทยพบประมาณ 10 
ชนิด ได้แก่ หนอนตายหยากดอกสั้น (S. collinsae 
Craib), รากตอ (S. curtisii Hook.f.), โป่งมดง่าม (S. 
burkillii Prain), เครือปุง (S. aphylla Craib), เครือ
ปุงขน (S. kerrii Craib), สามสิบกลีบ (S. phyllantha 
Gagnep.), หนอนตายหยาก (S. tuberosa Lour.), S. 
asperula J.J.Sm., S. griffithiana Kurz และ S. 
hutanguriana W.Chuakul (เมธี, 2544 และ
ส านักงานหอพรรณไม้ ส านักวิจัยการอนุรักษ์ป่าไม้และ
พันธุ์พืช กรมอุทยานแห่งชาติ สัตว์ป่า และพันธุ์พืช 
กระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม, 2557) 
แต่การจ าแนกชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากท าได้
ยากและต้องใช้เวลานาน เนื่องจากการจ าแนกต้อง
อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่ส าคัญ คือ ดอก และ
ผล ซึ่งมีฤดูกาลออกดอกเพียงปีละหนึ่งครั้ง และต้อง
อาศัยนักอนุกรมวิธานท่ีมีความช านาญ 

การใช้เครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอเป็นวิธีหนึ่ง
ที่แสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
สิ่ งมี ชีวิต สามารถน าข้อมูลไปวิ เคราะห์หาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (genetic diversity) หรือ
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการได้อย่างแม่นย า และได้
ข้อมูลที่ดีกว่าหลักฐานทางโบราณคดีเพราะไม่มีความ
ล าเอียง ทั้งข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์และลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอที่ตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล สามารถ
น า ม า วิ เ ค ร าะห์ แ ละส ร้ า ง เ ป็ นแผนภาพ ต้ น ไ ม้ 

(dendrogram) เพื่อจัดกลุ่มตัวอย่างตามพันธุกรรมที่
ใกล้เคียงกัน (สุรินทร์, 2552) 

เทคนิค sequence related amplified 
polymorphism (SRAP) ถูกคิดค้นและพัฒนาโดย Li 
และ Quiros (2001) โดยเป็นการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็น
เอที่อาศัยเทคนิคพีซีอาร์ และใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ 
ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดมีขนาด 17 เบส และไพรเมอร์- 
รีเวิร์สมีขนาด 18 เบส ไพรเมอร์ของเทคนิค SRAP มี

ลักษณะพิเศษ คือ ที่ปลาย 3 มีเบสคัดเลือกสามเบส 
และส่วนถัดมาของไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดเป็นเบส CCGG 
เพื่อจ าเพาะกับล าดับเบสบริเวณ exon ในขณะที่ 
ไพรเมอร์รีเวิร์สเป็นเบส AATT เพื่อจ าเพาะกับล าดับ
เบสบริเวณ intron จากการทดลองของ Li และ 
Quiros (2001) พบว่า เทคนิค SRAP มีความสามารถ
ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจากบริเวณ open reading 
frames (ORFs) และมีความสามารถในการท าซ้ า 
(reproducible) สูง โดยพบว่าแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ของ Brassica oleracea L. ที่สร้างจากเทคนิค SRAP 
ตรงกับยีนที่มีรายงานไว้ใน GENBANK ถึงร้อยละ 60 
อีกทั้งเทคนิค SRAP ให้แถบที่มีความแตกต่างกัน 
(polymorphic band) สูง ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูล
ของล าดับเบสของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการศึกษา สามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอได้ครั้งละหลายต าแหน่งพร้อมกัน อีก
ทั้งท าได้ง่าย รวดเร็ว และค่าใช้จ่ายไม่สูง จึงมีการน า
เทคนิค SRAP มาศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของพืชหลายชนิด เช่น แก่นตะวัน (Helianthus 
tuberosus L.), ฟักทอง (Cucurbita pepo L.) และ
พืชสกุลมัลเบอรี่ (Morus spp.) (ดลรัชต์และคณะ, 
2553; Ferriol et al., 2005; Zhao et al., 2009) 
นอกจากนี้ข้อมูลของลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค 
SRAP สามารถใช้ระบุชนิดของพืชได้ เช่น ยาง 
(Dipterocarpus spp.), กล้วย (Musa spp.) และ 



406 KKU Science Journal Volume 43 Number 3 Research 

 

 

อ้อย (Saccharum spp.) (วาริณ, 2545; สุจิตราและ
คณะ, 2548; Suman et al., 2008) 
 จากการส ารวจแปลงรวบรวมพันธุ์ภายใน
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ พบพืชสกุลหนอนตายหยากที่มี
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการที่แตกต่างกัน ใน
การทดลองครั้งนี้จึงได้น าเทคนิคเครื่องหมายโมเลกุล 
SRAP มาท าการสร้างลายพิมพ์เพื่อยืนยันชนิดและ
ตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอย่าง
หนอนตายหยากในแปลงรวบรวมพันธุ์ 
 

วิธีด าเนินการวิจัย 
พืชตัวอย่าง 

ตัวอย่างพืชที่ใช้ท าการทดลอง มาจากแปลง
รวบรวมพันธุ์ของภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่จ านวน 160 ตัวอย่าง เป็น
ตัวอย่างที่ทราบชนิดจ านวน 135 ตัวอย่าง 
ประกอบด้วยโป่งมดง่าม (S. burkillii) จ านวน 86 
ตัวอย่าง, รากตอ (S. curtisii) จ านวน 42 ตัวอย่าง, 
เครือปุงขน (S. kerrii) จ านวน 1 ตัวอย่าง, หนอนตาย
หยาก (S. tuberosa) จ านวน 6 ตัวอย่าง และตัวอย่าง
ที่ไม่ทราบชนิดจ านวน 25 ตัวอย่าง 
การสกัดดีเอ็นเอ 

สกัดดีเอ็นเอจากใบของหนอนตายหยากด้วย
ชุดสกัดดีเอ็นเอ NucleoSpin Plant II ของบริษัท 
MACHEREY – NAGEL จากนั้นตรวจสอบคุณภาพ 
ดีเอ็นเอด้วยวิธี 0.8% agarose gel electrophoresis 
และวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสง
ที่ 260 และ 280 นาโนเมตร 
การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP 

ท าการคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการ
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค SRAP โดยจับคู่ 
ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดจ านวน 10 ไพรเมอร์ และไพรเมอร์- 
รีเวิร์สจ านวน 10 ไพรเมอร์ ได้คู่ไพรเมอร์ทั้งหมด 100 

คู่ (ตารางที่ 1) และคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสมไว้
ศึกษาต่อไป 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอของหนอนตายหยากทั้ง 
160 ตัวอย่าง มาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
SRAP โดยการเตรียมปฏิกิริยาเพื่อสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ปริมาตร 15 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 
50 นาโนกรัม ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด 5 พิโคโมล ไพรเมอร์รี
เวิร์ส 5 พิโคโมล 0.2 mM dNTP (Vivantis) 10x PCR 
buffer และ Taq polymerase (RBC) 0.5 ยูนิต น าไป
เพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ที่มีขั้นตอน
ดังนี้ ขั้นที่ 1 pre-denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ จากนั้นท าปฏิกิริยา
ขั้นที ่2 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที, 35 องศา
เซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 1 นาที, จ านวน 5 
รอบ ท าปฏิกิริยาขั้นที่ 3 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
1 นาที, 52 องศาเซลเซียส 1 นาที, 72 องศาเซลเซียส 
1 นาที, จ านวน 35 รอบ และขั้นสุดท้าย final 
extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที ตรวจสอบ
ผลผลิตของช้ินดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณได้ด้วยวิธี 1.5% 
agarose gel electrophoresis บันทึกภาพด้วยเครื่อง 
gel documentation 
การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ของหนอนตายหยาก 

น าแถบดีเอ็นเอมาแปลผลโดยให้แถบดีเอ็นเอ
ที่ปรากฏในต าแหน่งเดียวกันเป็นหมายเลข 1 และการ
ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ต าแหน่งเดียวกันเป็นหมายเลข 
0 น าข้อมูลมาวิ เคราะห์หาค่ าสัมประสิทธิ์ ความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมด้วยวิธี Dice similarity 
coefficient (Dice, 1945; Nei และ Li, 1979) โดยใช้
โปรแกรม Phylip รุ่น 3.69 และแสดงภาพแผนภูมิ
ต้นไม้ด้วยวิธี unweighted pair group method 
with arithmetic average (UPGMA) โดยใช้โปรแกรม 
MEGA รุ่น 3.1 
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ตารางที่ 1  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ดและไพรเมอร์รเีวิรส์ 
ชื่อ ไพรเมอร์ฟอร์เวิร์ด (5-3)  ชื่อ ไพรเมอร์รีเวิร์ส (5-3) 

M-1 TGAGTCCAAACCGGAAA  E-1 GACTGCGTACGAATTAAC 

M-2 TGAGTCCAAACCGGAAG  E-2 GACTGCGTACGAATTAAT 

M-3 TGAGTCCAAACCGGAAC  E-3 GACTGCGTACGAATTGAC 

M-4 TGAGTCCAAACCGGAAT  E-4 GACTGCGTACGAATTGCA 

M-5 TGAGTCCAAACCGGAGC  E-5 GACTGCGTACGAATTCAA 

M-6 TGAGTCCAAACCGGACA  E-6 GACTGCGTACGAATTCAG 

M-7 TGAGTCCAAACCGGACC  E-7 GACTGCGTACGAATTCAC 

M-8 TGAGTCCAAACCGGATA  E-8 GACTGCGTACGAATTCTG 

M-9 TGAGTCCAAACCGGTAG  E-9 GACTGCGTACGAATTTGA 

M-10 TGAGTCCAAACCGGTCA  E-10 GACTGCGTACGAATTTGC 

ผลการทดลอง 
จากการทดสอบเพื่อคัดเลือกหาคู่ไพร์เมอร์ที่

เหมาะสมส าหรับการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชสกุล
หนอนตายหยาก พบคู่ไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
แตกต่างกันจ านวน 38 คู่ จากนั้นคัดเลือกไพรเมอร์ที่ดี
ที่สุดจ านวน 10 คู่ น ามาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
ตัวอย่างทั้งหมด พบแถบดีเอ็นเอจ านวนทั้งสิ้น 225 
แถบ เฉลี่ย 22.5 แถบต่อหนึ่งคู่ไพรเมอร์ และเป็นแถบ
ดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างตัวอย่างจ านวน 222 
แถบ คิดเป็น 98.66% ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด และ
แถบดีเอ็นเอที่พบมีขนาดตั้งแต่ 90 คู่เบส ถึง 2900 คู่
เบส (ตารางที ่2) 

เมื่ อน าแถบดี เอ็น เอมา วิ เคราะห์หาค่ า
สัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม พบว่ามีค่า
อยู่ระหว่าง 0.923 ถึง 0.998 จากนั้นน าข้อมูลค่าความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมไปสร้างภาพแผนภูมิต้นไม้ 
สามารถแบ่งกลุ่มตัวอย่างได้ (รูปที ่1) ดังนี ้ 

กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยตัวอย่างชนิดเครือปุง-
ขน (S. kerrii) จ านวน 5 ตัวอย่าง เมื่อพิจารณาลักษณะ
ของล าต้น พบว่ามีขนาดเล็กกว่าตัวอย่างกลุ่มอื่น และที่
ผิวของล าต้นและใบมีขนปกคลุม ค่าสัมประสิทธิ์ความ

คล้ายคลึงทางพันธุกรรมของตัวอย่างในกลุ่มนี้มีค่า
ระหว่าง 0.971 ถึง 0.992 ซึ่งตัวอย่างที่มีความแตกต่าง
กันมากที่สุด คือ CMU 112 กับ CMU 114 ส่วน
ตัวอย่างที่มีคล้ายคลึงมากกันที่สุด คือ CMU 110 กับ 
CMU 111  
 กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยตัวอย่างชนิดหนอน
ตายหยาก (S. tuberosa) จ านวน 8 ตัวอย่าง เมื่อ
พิจารณาลักษณะของล าต้น พบว่าไม่มีขน เลื้อยยาวได้
ถึง 4 เมตร รากอยู่รวมกันเป็นกลุ่มคล้ายมันฝรั่ ง 
ลักษณะใบรูปไข่ ขนาดใหญ่ ยาว 9-19.5 เซนติเมตร 
กว้าง 3-14 เซนติเมตร ค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึง
ทางพันธุกรรมของตัวอย่างในกลุ่มนี้มีค่าระหว่าง 0.952 
ถึง 0.998 ซึ่งตัวอย่างที่มีแตกต่างกันมากที่สุด คือ 
CMU 003 กับ CMU 093 ส่วนตัวอย่างที่มีความ
คล้ายคลึงกันมากท่ีสุด คือ CMU 088 กับ CMU 089 
 กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วยตัวอย่างชนิดรากตอ 
(S. curtisii) จ านวน 45 ตัวอย่าง ลักษณะส าคัญของ
ตัวอย่างกลุ่มนี้ ได้แก่ ผิวล าต้นไม่มีขนสามารถเลื้อยยาว
ได้มากกว่า 3 เมตร รากเป็นแบบทูเบอร์ยาวประมาณ 
10 เซนติเมตร อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม ใบเรียงกันแบบสลับ
หรือแบบตรงกันข้าม ขนาดใบยาว 6-21 เซนติเมตร 



408 KKU Science Journal Volume 43 Number 3 Research 

 

 

กว้าง 2 .5-10 เซนติ เมตร ค่ าสัมประสิทธิ์ ความ
คล้ายคลึงทาง พันธุกรรมของตัวอย่างในกลุ่มนี้มีค่า
ระหว่าง 0.953 ถึง 0.998 ซึ่งตัวอย่างที่มีความแตกต่าง

กันมากที่สุด คือ CMU 123 กับ CMU 145 ส่วน
ตัวอย่างที่มีความคล้ายคลึงกันมากที่สุด คือ CMU 119 
กับ CMU 120 

 

ตารางที่ 2 จ านวนและขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ไดจ้ากแตล่ะคูไ่พรเมอร ์

คู่ไพรเมอร์ 
จ านวนแถบ 

ทั้งหมด 
จ านวนแถบ 
พอลิมอฟิซึม 

เปอร์เซ็นต์แถบ 
พอลิมอฟิซึม 

ขนาดของ 
แถบดเีอ็นเอ (bp) 

M1/E1 20 20 100 100 - 1400 

M1/E2 27 27 96.2 110 - 1500 

M1/E8 17 17 100 120 - 1100 

M2/E10 16 16 100 90 - 1700 

M4/E4 27 27 100 150 - 1500 

M4/E8 28 27 96.4 100 - 1200 

M4/E9 25 25 100 120 - 1500 

M5/E5 13 11 84.6 150 - 950 

M7/E2 29 29 100 150 - 2900 

M8/E9 23 23 100 120 - 800 

รวม 225 222 98.66  

ค่าเฉลี่ย 22.50 22.20   
 

 
รูปที ่1 แผนภูมิต้นไม้แสดงความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของหนอนตายหยาก (Stemona spp.) 
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กลุ่มที่ 4 ประกอบด้วยตัวอย่างชนิดโป่งมด
ง่าม (S. burkillii) จ านวนทั้งหมด 91 ตัวอย่าง เมื่อ
พิจารณาลักษณะล าต้นพบว่า มีลักษณะล าต้นตั้งตรง 
ไม่มีขน มีรากแบบทูเบอร์ จ านวนมาก ลักษณะใบมีรูป
ไข่ ปลายแหลม ขนาดใบยาว 5-11 เซนติเมตร กว้าง 
6.25-7.5 เซนติเมตร ก้านใบยาว 10-15 เซนติเมตร ค่า
สัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรมของตัวอย่าง
ในกลุ่มนี้มีค่าระหว่าง 0.962 ถึง 0.998 ซึ่งตัวอย่างที่มี
ความแตกต่างกันมากที่สุด คือ CMU 001 กับ CMU 
085 ส่วนตัวอย่างที่มีความคล้ายคลึงกันมากที่สุด คือ 
CMU 025 กับ CMU 027 
 กลุ่ มที่  5  เป็นกลุ่ มตั วอย่ างที่มี ลักษณะ
ภายนอกคล้ายกับหนอนตายหยาก (S. tuberosa) แต่
มีรูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่แตกต่างกันอย่าง
ชัดเจน มีจ านวน 11 ตัวอย่าง ค่าสัมประสิทธิ์ความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมของตัวอย่างในกลุ่มนี้มีค่า
ระหว่าง 0.975 ถึง 0.995 ซึ่งตัวอย่างที่มีความแตกต่าง
กันมากที่สุด คือ CMU 074 กับ CMU 081 ส่วน
ตัวอย่างที่มีความคล้ายคลึงกันมากที่สุด คือ CMU 075 
กับ CMU 076 
 ส าหรับตัวอย่างที่ ไม่ทราบชนิดก่อนการ
ทดลอง เมื่อน ามาศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบว่าถูกจัด
รวมอยู่ในชนิดเครือปุงขน (S. kerrii) จ านวน 4 
ตัวอย่าง, หนอนตายหยาก (S. tuberosa) จ านวน 2 
อย่าง, รากตอ (S. curtisii) จ านวน 3 ตัวอย่าง, โป่งมด
ง่าม (S. burkillii) จ านวน 5 ตัวอย่าง และตัวอย่างที่มี
ลักษณะภายนอกคล้ ายกับหนอนตายหยาก  (S. 
tuberosa) จ านวน 11 ตัวอย่าง 
 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
จากการทดสอบสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยคู่

ไพรเมอร์ของเทคนิค SRAP จ านวน 100 คู่ พบว่ามี 38 
คูไ่พรเมอร์ที่สามารถสร้างแถบดีเอ็นเอได้ดี มีแถบดีเอ็น

เอที่มีความแตกต่างกันมาก แสดงให้เห็นว่าเทคนิค 
SRAP มีประสิทธิภาพในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
พืชสกุลหนอนตายหยาก สอดคล้องกับงานวิจัยของ Li 
และ Quiros (2001) ทีใ่ช้เทคนิค SRAP ในการศึกษาพืช
ในสกุล Brassica ชนิดต่าง ๆ รวมถึง broccoli, 
cauliflower และ collard ด้วย และการทดลองของ 
สุจิตรา (2548) ได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ของกล้วยด้วยเทคนิค RAPD ร่วมกับ SRAP พบว่าทั้ง
สองเทคนิคให้ผลการทดลองไปในแนวเดียวกัน โดยแต่
ละตัวอย่างให้แถบดีเอ็นเอส่วนใหญ่เหมือนกัน แต่พบ
แถบดีเอ็นเอบางต าแหน่งที่จ าเพาะกับตัวอย่างชนิดใด
ชนิดหนึ่งเท่านั้น ซึ่งช่วยให้สามารถแยกพืชต่างชนิด
ออกจากกันได้ 

เมื่อน าแถบดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิค SRAP 
จ านวน 225 แถบ มาวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธิ์ความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรม เพื่อศึกษาความหลากหลาย
ทางพันธุกรรม พบว่าสามารถจัดกลุ่มตัวอย่างหนอน
ตายหยากได้ 5 กลุ่ม ซึ่งไม่สอดคล้องกับการระบุชนิด
ของพืชสกุลหนอนตายหยากภายในแปลงโดยใช้ข้อมูล
ของลักษณะ ราก ล าต้น และใบ ที่จัดกลุ่มตัวอย่างได้
เป็น 4 กลุ่ม จากผลการทดลองส่วนนี้ แสดงให้เห็นว่า
เทคนิค SRAP มีประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิต
มากกว่าการจัดกลุ่มด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยาที่ใช้การ
เปรียบเทียบลักษณะภายนอก ซึ่งลักษณะทางสัณฐานที่
น ามาตรวจสอบนี้มักขึ้นกับสภาพแวดล้อม ท าให้การ
ตรวจสอบผิดพลาดได้  (สุรินทร์ ,  2552)  จากการ
วิ เ คร าะห์ ความ เ ช่ื อมั่ นของการจั ดกลุ่ มด้ วยค่ า 
bootstrap จ านวน 1000 ครั้ง พบว่าการจัดกลุ่ม
ตัวอย่างทั้ง 5 กลุ่มมีค่า bootstrap มากกว่าร้อยละ 90 
ถือได้ว่าการจัดกลุ่มมีความน่าเช่ือถือสูง เครื่องหมาย 
SRAP สามารถสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ใช้ในการจัด
จ าแนกชนิดของพืชสกุลหนอนตายหยากได้เช่นเดียวกับ
พืชชนิดอื่น เช่น งานวิจัยของวาริน (2545) ใช้เทคนิค 
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SRAP จ าแนกพืชในวงศ์ยาง (family: 
Dipterocarpaceae) ได้ 3 กลุ่ม คือกลุ่มยางกราด กลุ่ม
ยางพลวง และกลุ่มยางที่คาดว่าเป็นลูกผสม และ 
Ferriol et al. (2005) ได้จ าแนกสายพันธุ์ฟักทอง 
(Cucurbita pepo) จ านวน 69 สายพันธุ์จาก 2 ชนิด
ย่อยคือ C. pepo ssp. pepo และ C. pepo ssp. 
ovifera พบว่า ลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค SRAP มี
ความสอดคล้องกับการจัดจ าแนกโดยลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา รวมไปถึงงานวิจัยของดลรัชต์และคณะ 
(2553) ที่สร้างลายพิมพ์  ดี เอ็นเอของแก่นตะวัน 
(Helianthus tuberosus L.) ด้วยเครื่องหมาย SRAP 
พบว่าสามารถบ่งบอกความแตกต่างทางพันธุกรรมของ
ตัวอย่างจ านวน 47 สายพันธ์ุได้ 

จากค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงทาง
พันธุกรรมร่วมกับการจัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA พบ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายในกลุ่มตัวอย่างทั้ง 
5 กลุ่ม โดยความแตกต่างของค่าสัมประสิทธิ์ความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมของแต่ละตัวอย่างภายในกลุ่ม
เดียวกัน เป็นตัวบ่งช้ีถึงความหลากหลายภายในชนิด 
สอดคล้องกับงานวิจัยที่ใช้เทคนิค SRAP ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของเห็ดหลินจือ (Sun et 
al., 2006) เชอรี่ (Abedian et al., 2012) และแตงโม 
(Uluturk et al., 2011) โดยความหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในสิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันเป็นสิ่งที่ได้รับมา
จากการถ่ายทอดทางพันธุกรรม และเป็นพื้นฐานที่จะ
ท าให้เกิดวิวัฒนาการ และมีโอกาสในการอยู่รอด 
รวมถึงการปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมที่ผันแปร 
(สุจิตรา, 2551) หรืออาจเกิดจากกลไกการป้องกันการ
ผสมพันธุ์ (อัจฉริยา, 2555) เนื่องจากหนอนตายหยาก
แต่ละชนิดมีช่วงเวลาออกดอกท่ีแตกต่างกันจึงท าให้ไมม่ี
การผสมข้ามชนิดกัน แต่อย่างไรก็ตามในงานทดลองนี้
ยังไม่สามารถสรุปตัวอย่างกลุ่มที่ 5 ได้แน่ชัด เนื่องจาก
พืชในกลุ่มดังกล่าวยังไม่พบว่ามีการออกดอก ถ้าพบ

ดอกก็อาจท าให้สามารถบอกได้ว่าเป็นพืชสกุลหนอน
ตายหยากชนิดใด อีกทั้งการศึกษาค่าสัมประสิทธิ์ความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมยังพบว่า ยังไม่สามารถสรุป
ความสัมพันธ์กับการกระจายตัวของพืชสกุลหนอนตาย 
หยากในแต่ละพื้นที่ เนื่องจากบางตัวอย่างไม่สามารถ
สืบค้นข้อมูลย้อนหลังถึงแหล่งที่มาได้ ในการศึกษาครั้ง
นี้แสดงให้เห็นว่าแปลงรวบรวมพันธุ์พืชสกุลหนอน
ตายหยากของภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัย เชียงใหม่ เป็นแหล่งรวบรวมพันธุ์หนอน
ตายหยากที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง 
สามารถน าข้อมูลการทดลองไปใช้ในการอนุรักษ์และ
จัดการแหล่งพันธุกรรมต่อไปได้ 

 

สรุปผลการวิจัย 
จากการคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ของเทคนิค SRAP 

ที่มีความเหมาะสมต่อการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
หนอนตายหยากจ านวน 10 คู่ไพรเมอร์ ไปสร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอในหนอนตายหยากจ านวน 160 ตัวอย่าง 
โดยเป็นตัวอย่างที่ทราบชนิด 135 ตัวอย่าง และ
ตัวอย่างที่ไม่ทราบชนิดอีก 25 ตัวอย่าง พบว่าได้แถบดี
เอ็นเอทั้งหมด 225 แถบ เป็น polymorphic band 
จ านวน 222 แถบ เมื่อวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อจ าแนก
ตัวอย่างพืชสกุลหนอนตาย หยากออกเป็นกลุ่มโดย
อาศัยค่าสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม 
สามารถจัดจ าแนกตัวอย่างทั้งหมดออกเป็น 5 กลุ่ม ซึ่ง
ผลการจัดจ าแนกพบว่าตัวอย่างที่จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน
มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการใกล้เคียงกัน 
และพบว่าภายในกลุ่มมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ที่อาจเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาและการอนุรักษ์
พันธุกรรมของพืชสกุลหนอนตายหยาก นอกจากนี้ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอที่สร้างจากเครื่องหมาย SRAP สามารถ
จ าแนกชนิดของหนอนตาย หยากได้ และพบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอย่างหนอนตายหยาก
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ภายในแปลงรวบรวมพันธุ์ของของภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม ่
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