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การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลท่ีใชบงชี้ลักษณะเพศของ Cycas และ Zamia บางชนิด 
โดยใชเทคนิค RAPD และ MSAP กบัการประยุกตใช Bulked segregant analysis 

 
Identification of molecular markers linked to sex determination in some Cycas 
and Zamia using RAPD and MSAP with modified Bulked segregant analysis 

 
คํานํา 

 
ปรง (cycads) เปนพืชที่มีโคนแยกเพศตางตน มีเมล็ดแตไมมีดอก จัดเปนพืชโบราณ พบ

กําเนิดตั้งแตยคุ Paleozoic มีความทนทานตอสภาวะแหงแลงไดเปนอยางดี ปจจุบันพบปรากฏทั่ว
โลกเพียงประมาณ 290 ชนิด และมีการนําปรงหลายสกุลมาใชในการประดับตกแตงสวน เนื่องจาก
มีโครงสรางที่สวยงามและดแูลรักษาไมยากนักเพราะปรงจัดเปนพืชทีท่นทานตอสภาพแหงแลง   
ไดดี  ปรงสามารถนํามาใชเปนยาหรือเปนอาหาร จึงจัดวาเปนพืชที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจอยูในระดับ
หนึ่ง นอกจากนี้ปรงยังสามารถตรึงแกสไนโตรเจนในบรรยากาศ ชวยใหคุณภาพของดินดีอีกดวย 
ในการคัดแยกปรงเพื่อการผสมเกสรหรือการปรับปรุงพันธุกระทําไดยากเนื่องจากลักษณะภายนอก
ของปรงทั้ง 2 เพศคลายกันมาก การจําแนกปรงเพศผูและเพศเมียตองสังเกตจากลักษณะของโคน 
(cone) ซ่ึงเปนลักษณะภายนอกเพียงลักษณะเดียวที่แตกตางกัน แตการเกิดโคนนัน้ก็ไมไดเกดิตลอด
ปและปรงจะสรางโคนก็ตอเมื่อเจริญเต็มวยัแลวเทานั้นซึง่ใชระยะเวลาคอนขางมากตัง้แต 3-5 ป 
หรืออาจจะมากกวา 10 ป แตกตางไปตามชนิดและความสมบูรณของแตละพื้นที่ ทําใหตองใช
เวลานานในการตรวจสอบเพศของปรงจากโคน โดยธรรมชาติแลว ปรงเพศผู 1 ตนที่สรางโคนจะมี
เรณูจํานวนมากสามารถผสมกับปรงเพศเมยีไดจํานวนมาก ดังนั้นในการเพาะเลี้ยงรวมถึงการ
ปรับปรุงพันธุปรงจึงตองการปรงเพศเมียในปริมาณมากกวาปรงเพศผู หากสามารถตรวจสอบเพศ
ไดตั้งแตระยะที่เปนตนออนจะชวยใหการคัดเลือกเพศและสามารถเตรียมตนปรงเพศผูเพศเมียได
รวดเร็วและตรงตามความตองการ จึงมีความพยายามในการแยกเพศของปรงโดยวิธีอ่ืน เชน การ
แยกเพศปรงจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการ  และวิธีการทางพันธุศาสตรของเซลล  ซ่ึง
พบวาสามารถแยกเพศของปรงไดในปรงบางชนิด แตปรงบางชนิดยังไมพบความแตกตางในระดับ
โครโมโซมที่ศึกษา จําเปนตองหาขอมูลที่ลงลึกมากยิ่งขึน้ ปจจุบันเทคนิคทางโมเลกุลมีบทบาท
สําคัญในการวจิัยหลาย ๆ ดาน จึงนาจะนําเทคนิคโมเลกุลหรือใชเครื่องหมายดเีอ็นเอ (DNA 
markers) มาตรวจสอบเพศของปรงตั้งแตเปนตนออน เพือ่ประโยชนในงานดานการปรับปรุงพันธุ 
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รวมถึงการเกบ็รักษาเพื่ออนรัุกษพันธุปรง นอกจากนี้ยังนําไปสูการศึกษาตอถึงกลไกการกําหนด
เพศของปรงตอไป   

 
ในงานวิจยันี ้เปนการตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถใชระบุเพศของปรง 2 สกุล คือ 

Cycas และ Zamia โดยใชเทคนิคอารเอพีด ี(Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) ซ่ึง
เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิหนึ่ง สามารถทําไดงาย รวดเร็ว ใชปริมาณดีเอ็นเอนอย และไม
จําเปนตองทราบขอมูลพื้นฐานของสิ่งมีชีวตินั้น ๆ มากนกั โดยประยุกตใชรวมกับเทคนิค Bulked 
segregant analysis เพื่อปรับใหพื้นฐานพันธกุรรมอยูในระดับเดียวกนั ทําใหสามารถระบุแถบ        
ดีเอ็นเอที่ตองการไดชัดเจนมากขึ้น และใชเทคนิค MSAP (Methylation-Sensitive Amplification 
Polymorphism) ซ่ึงเปนการประยุกตเทคนคิ AFLP เพื่อใชตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลให
ดีเอ็นเอของปรงแตละเพศ ผลจากการศึกษาครั้งนี้จะเปนขอมูลพื้นฐานที่สําคัญในการพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุลที่มีประสิทธิภาพในการระบุเพศของปรง เมื่อสามารถระบุเพศของปรงตั้งแต
เปนตนออนจะสามารถบอกไดวาลูกผสมที่ไดเปนเพศใด เพื่อจะคัดเลอืกตนปรงที่มีเพศตามตองการ
ไวปลูกตอไป รวมถึงการวางแผนผสมพันธุเพื่อสนับสนุนงานขยายพันธุและการปรับปรุงพันธุปรง
ใหมีประสิทธิภาพดยีิ่งขึ้น การทราบเพศของปรงยังชวยในงานดานการอนุรักษพันธุปรงซึ่งปจจุบัน
จํานวนปรงไดลดลงอยางมากอีกดวย นอกจากนี้ขอมูลในการศึกษาครัง้นี้จะเปนขอมลูพื้นฐาน
สําคัญในการศึกษาระบบการกําหนดเพศในพืชเมล็ดเปลือย เชน ปรง รวมถึงกระบวนการเกิดเพศที่
แยกกัน (dioecy) ในสิ่งมีชีวติ ซ่ึงจะเปนประโยชนในการศึกษาในขั้นสงูตอไป 
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วัตถุประสงค 
 

1. เพื่อตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะตอเพศของปรงบางชนิด โดยใชเทคนิค RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA) รวมกับการประยุกตใชเทคนคิ Bulked segregant analysis 

 
2. เพื่อศึกษารปูแบบของการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอ็นเอของปรงแตละเพศโดยใชเทคนิค 

MSAP (Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism) 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.ขอมูลท่ัวไปเก่ียวกับปรง 
 
 ปรงเปนพืชในกลุมที่เรียกวา gymnosperm ซ่ึงคํานี้มรีากศัพทมาจากคําวา gymnos แปลวา 
เปลือย และคําวา sperm  ที่หมายถึงเมล็ด นัน่คือพืชในกลุมนี้มีเมล็ด แตไมมีรังไขหอหุม (naked 
ovules) บางครั้งอาจเรียกวาพืชเมล็ดเปลือย พืชในกลุมนีจ้ัดอยูในชั้น (class) Gymnospermae ซ่ึง
สามารถแบงไดเปน 7 อันดบั (order) ไดแก Cycadofilicales (พืชพวก seed fern)  Bennettitales (พืช
พวก  fossil cycads)  Cordaitales (fossils)  Cycadales (พืชพวกปรง)  Ginkgoales (พืชพวกแปะกวย)  
Coniferales (พืชพวกสน)  และ Gentales (พืชพวกมะเมือ่ย) ซ่ึงพืชใน 3 อันดับแรกปจจุบันสูญพันธุ
ไปหมดแลว และในบางอันดบัเชน Ginkgoales ปจจุบันเหลือเพียงชนดิเดียวคือ Ginkgo biloba 
(อักษร, 2521;  ณพพร, 2530; กิตติมา, 2534) สําหรับปรงนั้นพบกําเนิดครั้งแรกตั้งแตยุค Permain 
หรือเมื่อประมาณ 280 ลานปกอน ซ่ึงในยุคนี้มีการเปลี่ยนแปลงของโลกมาก สัตวหลายชนิดสูญ
พันธุไปในยุคนี้ จะเห็นไดวาปรงถือเปนสิ่งมีชีวิตที่กําเนิดในชวงแรก ๆ ของโลกเลยทีเดียว และ
ในชวงมหายุค Mesozoic พืชพวก seed fern เร่ิมสูญพันธุ ขณะที่ปรงมีการแพรกระจายเปนอยางมาก 
และกลายเปนอาหารของไดโนเสาร จึงอาจกลาวไดวาในยุคนั้นมไิดเปนแคยุคของไดโนเสารแตยัง
เปนยุคของปรงดวย (Brenner et al., 2003b) ปรงและพืชกลุม gymnosperm นี้มีความสําคัญใน
การศึกษาเกี่ยวกับววิัฒนาการของพืชมีดอก (angiosperm) ซ่ึงพบกําเนิดภายหลังในยุค Jurassic หรือ
เมื่อ 181 ลานปกอน  
 

ปรงมีชื่อเรียกทั่วไปในภาษาอังกฤษวา cycads ในป ค.ศ. 1737 Linnaeus ไดตั้งช่ือเรียก
สําหรับปรงสกุลหนึ่งวา Cycas อันมีรากศพัทมาจากภาษากรีกวา koikos ซ่ึง Theophrastus เคยใช
เรียก doum palm ของอียิปต (Hyphaene thebaica) แต Linnaeus จัดปรงอยูในพืชกลุมเดียวกับปาลม
จนกระทั่งในป ค.ศ. 1827 Robert Brown พบวาปรงเปนพืชเมล็ดเปลือย และแตกตางจากพวกปาลม 
ตอมาในชวงป ค.ศ. 1831-1840  Lindley และ Endlicher  ไดตั้งช่ือวงศ (family) Cycadaceae ขึ้นแต
ก็ยังมีความสับสนในการจดัอนุกรมวิธานของปรงอยู จนในป ค.ศ. 1898 Van Tieghem ไดจัดปรงอยู
ในพืชกลุมเมลด็เปลือย (Nostog and Nicholls, 1997) 
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ปรงนั้นถูกเรียกวาเปน living fossil ซ่ึงหมายความวาปรงมีการเปลี่ยนแปลงนอยมากในชวง
หลายลานป แตถาเทียบกับพชืในกลุมเดยีวกันแลวปรงถือวาเปนพืชทีม่ีการเปลี่ยนแปลงมากที่สุด  
(The Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and Flora, 2003) 
ปจจุบันปรงหลายสกุลเชน Leptocyca, Bijuwa, Nilssonia และ Baewa ไดสูญพันธุไปหมดแลว 
สําหรับปรงในยุคปจจุบนัเหลืออยูประมาณ 290-300 ชนิดแบงเปน 11 สกุล 3 วงศ คือ วงศ 
Cycadaceae ประกอบดวยปรงสกุล Cycas เพียงสกุลเดยีว  พบบริเวณแถบตะวนัออกของทวีป 
แอฟริกา แถบประเทศอินโดจีน และประเทศออสเตรเลีย  วงศ Stangeriaceae ประกอบดวยปรงสกุล 
Bowenia พบไดแถบประเทศออสเตรเลีย และสกุล  Stangeria ซ่ึงพบมากในทวีปแอฟริกา  วงศ 
Zamiaceae ซ่ึงเปนปรงที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรมมากที่สุดโดยพบแมกระทัง่ความผันแปร
ของแคริโอไทปภายในชนดิ (Cafasso et al., 2003) ประกอบดวยปรงสกุล Encephalartos, 
Macrozamia, Lepidozamia, Zamia, Ceratozamia, Dioon, Chigua และ Microcycas  ปรงในวงศนี้
พบไดบริเวณทวีปอเมริกาเหนือ ยุโรป ออสเตรเลีย อเมริกาใต และแอนตารคติกา (Donaldson, 
2003)  
 

เมื่อจัดปรงทั้ง 11 สกุลตามลําดับอนุกรมวธิานจะสามารถจัดไดดังนี ้(Nostog and Nicholls, 
1997) 

 
Order Cycadales 
   Suborder Cycadineae 
      Family Cycadaceae 

Cycas 
   Suborder Zamiineae 
      Family Stangeriaceae 
         Subfamily Stangerioideae 

Stangeria 
         Subfamily Bowenioideae 

Bowenia 
      Family Zamiaceae 
         Subfamily Encephalartoideae 
            Tribe Diooeae 
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Dioon 
            Tribe Encephalarteae 
                Subtribe Encephalartinae 

Encephalartos 
                Subtribe Macrozamiinae 

Macrozamia 
Lepidozamia 

         Subfamily Zamiadeae 
            Tribe Ceratozamieae 

Ceratozamia 
               Subtribe Microcycadinae 

Microcycas 
               Subtribe Zamiinae 

Zamia 
Chigule 

 
โดยทั่วไปปรงมีใบแบบขนนก  (pinnately compound leaf) ปรงบางสกุลจะมีใบที่มี

ลักษณะแข็งและหนาคลายกบัปาลม บางสกุลใบจะออนบางคลายเฟรนบางชนิด  โดยที่ใบของปรง
จะรวมกันอยูที่ปลายยอดสดุของตนเรียกวา เรือนยอด (crown) ลําตนของปรงจะไมมีการแตกกิ่ง
กาน มักฝงลึกลงใตดิน (tuber) มีลักษณะเปนขอส้ัน ๆ รูปรางคลายทรงกระบอกบางสวนเจริญขึ้นมา
เหนือดนิ การที่ลําตนของปรงมีขนาดเล็กและอยูใตดินกเ็พื่อที่จะสามารถปรับตัวใหเขากับสภาพ
แหงแลงหรือไฟปาไดดี รากของปรงมี 3 ระบบ คือ 1) ระบบรากแกว (tap root system) มีหนาที่ค้ํา
จุน ลําเลียงน้ําและอาหาร 2) Coralloid root เปนรากพิเศษที่มีสาหรายสีเขียวแกมน้ําเงนิอาศัยอยู
รวมกันแบบภาวะพึ่งพา (symbiosis) ทําใหสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได 3) Adventitious 
root  พบเฉพาะในสกุล Cycas เจริญใหหนอยอย (bulbil)  ปรงบางชนดิอาจมีลักษณะพิเศษ เชน 
Zamia vazquezii ใบจะคลายใบเฟรนมาก  Zamia pseudoparasitica ซ่ึงพบตามปาดิบชื้นแถบ
ประเทศปานามา จะดํารงชวีติแบบปรสิต โดยอาศัยอยูบนตนไมใหญ ปรงสวนมากจะเปนพืชทน
แลง (xerophyte) ทําใหสามารถเจริญไดดีในสภาพที่แหงแลง จึงอาจพบหนามในปรงหลายชนิด 
อยางไรก็ตามปรงบางชนิด เชน Zamia pumila และปรงสกุล Ceratozamia มักจะเจรญิเติบโตไดดีใน
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ที่ที่มีรมเงาและมีความชื้น นอกจากนี้ปรงทุกชนิดจะม ีcontractile root โดยเฉพาะในชวงที่ยังเปน
ตนออน เพื่อใหเอื้อตอการเจริญลงไปในดนิ (Nostog and Nicholls,1997; Jones, 1998) 
 
 ปรงทุกชนิดเปนพืชที่มีเพศผูเพศเมียตางตน (dioecious) เดมิเชื่อวาปรงอาศัยลมในการ
ขยายพนัธุ แตจากการศึกษาพบวาปรงผสมเกสรโดยใชแมลงเปนพาหะโดยเฉพาะดวงและแมลง  
ปกแข็งอ่ืน ๆ การสืบพันธุของปรงจะเกดิขึ้นเมื่อมีการสรางโคน (cone) ซ่ึงเปนลักษณะที่บงชี้เพศ
ของปรง ทั้งนี้โคนเพศผูมักมีการสรางในปริมาณตอตนมากกวาโคนเพศเมีย โดยท่ัวไปโคนของปรง
จะเกิดจากสปอโรฟลลของเพศผูและเพศเมียเรียงตวักนัแนน ยกเวนในปรงสกุล Cycas ซ่ึงใบสราง
อับเมกะสปอร (megasporophyll) จะเรียงตวักันหลวม ๆ ไมแนนเปนโคน ขนาดของโคนในปรงมี
หลากหลายตั้งแต 2 ซม. จนถึง 80-100 ซม. โคนเพศเมียทีเ่จริญเต็มที่ของ Dioon spinulosum มีขนาด
ประมาณ  61 ซม. และหนกัประมาณ 28 กก.  กระบวนการสรางความรอน (thermogenesis) เปน
ปรากฏการณที่เกิดขึ้นกับโคนของปรงประมาณ 42 ชนดิ การสรางความรอนนี้จะวนเวยีนเปน      
วัฏจักร โดยความรอนและความคงทนของความรอนจะแปรผันตรงกับขนาดของโคน จาก
การศึกษาพบวาโคนเพศผูมีปริมาณแปงมากกวา ซ่ึงอาจจะใหพลังงานความรอนที่มากกวา 
นอกจากนี้โคนของปรงแตละชนิดกจ็ะมกีล่ินที่แตกตางกันออกไปบางก็หอมบางกเ็หม็นอับ การ
สรางความรอนจะชวยทําใหกล่ินระเหยออกไปไดดีขึ้นเพือ่ดึงดูดความสนใจของแมลงใหมาชวย
ผสมเกสร (Biswas and Johri, 1997; Nostog and Nicholls, 1997; Jones, 1998) อยางไรก็ตามมี
รายงานการพบการกลับเพศในปรง ซ่ึงมักพบจากการกลับไปสํารวจซ้ําในปรงตามธรรมชาตทิี่ทราบ
เพศอยูเดิม พบการกลับเพศในปรงสกุล Cycas, Encephalartos, Stangeria และ Zamia รวมกัน
มากกวา 33 กรณี แตพบไดนอยและเปนเหตุการณทีไ่มปกตินัก สาเหตุที่มีการกลับเพศอาจเกดิจาก
การยายที่ปลูกหรือการเปลี่ยนแปลงของธรรมชาติอยางมาก ในปรง Encephalartos woodii มักพบ
แตเพศผูเทานัน้ที่หลงเหลืออยูทั้งในธรรมชาติและในสวนพฤกษศาสตรตาง ๆ ยังไมพบวามีการ
กลับเพศเกดิขึ้นจึงมีความเสีย่งในการสูญพันธุสูง (Nostog and Nicholls,1997) เนื่องจากปรงเปนพชื
ที่เจริญเติบโตชา กวาที่ปรงจะเจริญเต็มวัยและสรางโคนจึงใชระยะเวลาคอนขางยาวนาน เชน ปรง
สกุล Zamia จะใชเวลา 2-3 ป ปรงสกุล Cycas อาจนานถึง 5 ป โดยเฉพาะปรงสกุล Encephalartos, 
Dioon  อาจนานถึง 10-12 ป ทําใหไมสามารถแยกเพศของปรงได จึงมีผูศึกษาวิธีแยกเพศของปรง
นอกจากการสังเกตโคน เชน Sanchez-Tinoco et al.(1993) ศึกษาความแตกตางระหวางเพศของปรง 
Ceratozamia mexicana จากกานใบ การศึกษาทางพนัธุศาสตรของเซลลในปรง Cycas revoluta และ  
C. circinalis โดย Shetty and Subramanyan (1962) พบ heteromorphic chromosome ซ่ึงนาจะ
เกี่ยวของกับการกําหนดเพศ เชนเดยีวกับ Abraham and Matthew (1962) ศึกษาปรงสกุล Cycas 
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พบวาในปรงเพศผูจะประกอบดวยโครโมโซมที่มี satellite 1 satellite ขณะที่ปรงเพศเมียโครโมโซม
ทั้ง 2 โครโมโซมจะพบ satellite 2 satellite อยางไรก็ตามจากการศึกษาดังกลาวยังไมสามารถใชระบุ
เพศของปรงไดอยางชัดเจน (Nostog and Nicholls, 1997) ตอมา เมธานี (2546) ไดศกึษาโครโมโซม
ของปรงสกุล Cycas 5 ชนิดและ สกุล Zamia  6 ชนิด พบวาปรงสกุล Cycas ทั้ง 5 ชนิดที่ศึกษามี
จํานวนโครโมโซมเทากันคือ 2n=2x=22 สวนปรงสกุล Zamia  มีจํานวนโครโมโซมหลากหลาย
ตั้งแต 2n=2x=16  จนถึง 2n=2x=24 เมื่อพิจารณา satellite บนโครโมโซม พบวามีความแตกตางของ
จํานวน satellite ระหวางเพศในปรงสกุล Cycas ทั้ง 5 ชนดิคือ Cycas clivicola,  C. edentata,          
C .pectinata,  C .siamensis และ C. tansachana รวมถึงปรงสกุล Zamia อีก 1 ชนิดคือ Zamia 
pumila ในขณะที่ Zamia muricata พบจํานวนโครโมโซมในเพศผูและเพศเมียไมเทากัน ในเพศผู
พบวามี 2n=2x=23 แตเพศเมยีมี 2n=2x=24  Zamia pygmaea และ Zamia vazquezii  ทั้งสองเพศมี
จํานวน satellite บนโครโมโซมเทากัน สวน Zamia herrarae,  Zamia integrifolia และ Zamia 
monticola ไมปรากฏ satellite บนโครโมโซมและไมพบความแตกตางใด ๆ ในแคริโอไทปของทั้ง  
2 เพศ 
 
 นอกจากการศกึษาทางดานพนัธุศาสตรของเซลลแลว ก็ยังมีการศึกษาเกีย่วกับเพศของปรง
โดยวิธีการทางโมเลกุลเชนกัน สจี (2547) ศึกษาความแตกตางระหวางเพศของปรงสกุล Cycas 6 
ชนิด และ Zamia 8 ชนิด โดยใชเทคนิค AFLP จากการทดสอบโดยใช 64 คูไพรเมอรพบวามี 10 คู
ไพรเมอรที่ใหแถบดีเอ็นเอทีชั่ดเจนจึงนํามาศึกษาความแตกตางระหวางเพศ พบแถบดีเอ็นเอที่
จําเพาะกับปรงแตละสกุล และพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงบางชนิด เชน คูไพรเมอร E-AAC 
และ M-CTA ใหแถบดเีอ็นเอขนาดประมาณ 2,750 คูเบสในเพศผูของ Z. loddigesii,  Z. inermis 
และใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,750 คูเบส ในเพศผูของ C. chamaoensis, C .elepantipes,  Z. loddigesii 
และ  Z. herraea คูไพรเมอร E-ACA กับ M-CTG ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 2,000 คูเบสที่จําเพาะในเพศ
เมียของ C .edentata และ Z. inermis เปนตน อยางไรก็ตาม 8 คูไพรเมอรที่ใหความแตกตางระหวาง
เพศในตวัอยางปรงบางชนิดนั้นยังไมสามารถใหแถบดีเอน็เอที่จําเพาะตอเพศผูหรือเพศเมียในปรง
ทุกชนิดได เมือ่นําลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค AFLP มาวิเคราะหแบบจัดกลุมโดยใช UPGMA 
(Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Mean) และ PCA (Principle Component 
Analysis) สามารถจัดปรงในกลุมตัวอยางไดเปน 4 กลุม โดยกลุมที่ 1  เปนปรงสกุล Cycas กลุมที่ 2 
เปนปรงสกุล Zamia ที่มีโครโมโซมเทากับ 16 โครโมโซม กลุมที่ 3 เปนปรงสกุล Zamia ที่มีจํานวน
โครโมโซมมากกวา 16 โครโมโซม และกลุมที่ 4  เปนปรงสกุล Zamia ที่มีโครโมโซมแบบอนิว-
พลอยดีย Zhang et al. (2002) คนพบยนี Fortune-1 (Ft-1) ซ่ึงคาดวานาจะเกี่ยวของกับเพศในปรง 
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Cycas edentata โดย cDNA ของยีน Ft-1 นี้ประกอบดวยนิวคลีโอไทด 593 คูเบส มี open reading 
frame 223 คูเบส และแปลรหัสไดลําดับกรดแอมิโน 77 residues  เมื่อตรวจสอบการแสดงออกของ
ยีนโดยวิธี in situ hybridization พบวายนี Ft-1 มีการแสดงออกมากในโคนเพศผูและใบสราง       
อับไมโครสปอร (microsporophyll) สวนในใบสรางอับเมกะสปอร ราก ลําตน แทบไมพบการ
แสดงออกของยีนนี้เลย ผลจากการทํา BlastX พบวายนี Ft-1 ไมมีความคลายคลึงกับยีนใดใน
ฐานขอมูลเลย จึงคาดวา ยีน Ft-1 นาจะเปนยีนใหม (novel gene) 
 
 เปนที่นาเสียดายวางานวจิัยเกี่ยวกับปรง รวมถึงขอมูลของปรงในดานตาง ๆ ยังมีอยูนอย
มาก ทําใหเรายังไมทราบรายละเอียดของพืชโบราณเชนปรงมากนัก ทั้งที่การศึกษาวิวัฒนาการของ
พืชโบราณเชนปรงนั้นสามารถทําใหเราเขาใจและสามารถตอบคําถาม 2 ขอหลัก ๆ คือ พวกพืชทีม่ี
เมล็ด (spermatophyte) เกิดขึน้มาไดอยางไร และพืชมีดอก (angiosperm) ถือกําเนิดบนโลกได
อยางไร และทาํไมถึงแพรกระจายไดอยางรวดเรว็ การศึกษาปรงจะชวยใหเขาใจถึงววิฒันาการของ
พืชไดเปนอยางดี (Brenner et al., 2003b) อยางไรก็ตามในปจจุบันพบสารพิษในปรงมาก เปนที่
ทราบกันดวีาปรงเปนแหลงของสารทุติยภมูิ (secondary compound) ซ่ึงบางชนิดก็เปนพิษ โดยในป 
ค.ศ. 1963 Marjorie Whiting เปนบุคคลแรกที่เสนอวาปรงอาจเปนสาเหตุของโรค Guam’s 
dementia การศึกษาในเวลาตอมาพบสารประกอบที่เปนพิษตอระบบประสาทที่เรียกวา BMAA 
(beta-methylamino-L-alanine) ซ่ึงปรงเปนพืชชนิดเดียวที่มีการสรางสารชนิดนี้ สารชนิดนี้จะมีผล
โดยตรงตอระบบประสาทและเปนสาเหตขุองโรค Guam’s dementia  จากการศึกษายังพบสารอื่นๆ
อีก เชน  cycasin และ macrozamin  สารกลุมนี้พบในปรงแทบทุกชนดิ โดยปกตแิลวสารพวกนี้จะ
ไมมีความเปนพิษแตเมื่อใดทีถู่กดูดซึมในลาํไส สารพวกนี้จะถูกไฮโดรไลซเปน MAM 
(Methylazoxymethanol) ซ่ึงมีสภาพเปนพษิ นอกจาก BMAA และ MAM แลวยังมสีารกลุม sterol 
beta-D-glucoside ที่มีความเปนพิษ อยางไรก็ดี BMAA เปนสารที่มีการศึกษามากทีสุ่ด มีผูศึกษาถึง
บทบาทของ BMAA ในพืช พบวา BMAA ในความเขมขนต่ํา ๆ สามารถชักนําใหตนออนใตใบเลีย้ง 
(hypocotyls) ของ Arabidopsis ยาวกวาเดมิ 2-3 เทา เมื่อปลูกในที่ที่มีแสง จึงคาดวากลูตาเมต และ 
BMAA อาจมีบทบาทในกระบวนการ signal transduction ของ Arabidopsis  อยางไรก็ตามยังคง
ตองมีการศึกษาตอไปถึงบทบาทหนาที่ที่แทจริงของ BMAA ในปรง (Nostog and Nicholls,1997; 
Brenner et al., 2003b) 
 
 ปรงมีความสัมพันธกับมนษุยมาอยางยาวนาน มนษุยใชพืชตระกูลปรงเพื่อวัตถุประสงค
ตาง ๆ มากมาย เชน ในเม็กซิโก และ แอฟริกาใตใชปรงประดับในงานเฉลิมฉลอง ชนเผาพื้นเมือง



  
  

10

แถบเอเชียและในแอฟรกิาใชสวนของ ใบ ราก ลําตน และเมล็ดเปนอาหาร นอกจากนีร้ากและลําตน
ของปรงยังใชเปนยาได ใบปรงสามารถนํามาสานเปนตระกรา สวนในภาคอุตสาหกรรมใชปรงใน
การผลิตแปง ในชวงประมาณป ค.ศ. 1900 ประเทศสหรฐัอเมริกามีโรงงานผลิตแปงจากปรง Zamia 
integrifolia เปนจํานวนมาก ใหผลผลิตแปง 24,000 ปอนดตอสัปดาห และตองการตนปรงดังกลาว
8,000-12,000 ตนตอสัปดาห จึงนับวาปรงมีบทบาทสําคัญทางเศรษฐกจิในระดับหนึง่ อยางไรก็ตาม
จากการที่ปรงลดจํานวนลงอยางมากทําใหอุตสาหกรรมนี้ลมละลายลงไปใน ค.ศ.1925 ขณะที่ 
ประเทศออสเตรเลียใชปรง Macrozamia communis ในอตุสาหกรรมการผลิตแปงแตอุตสาหกรรมนี้
ก็ลมละลายในเวลาตอมาเชนกัน ปรงยังมีความสําคัญทางเศรษฐกิจในดานการเปนไมประดับ 
ในชวงป ค.ศ. 1977 - 2001 มีการคาขายปรงมากกวา 30 ลานตน แตอันที่จริงแลวมีการใชปรงเปน
ไมประดับในหลายพื้นที่ของทวีปเอเชยี เชน จีนและญี่ปุนมานานแลว โดยปรงที่ไดรับความนิยม
มากชนิดหนึ่งคือ Cycas revoluta พอถึงชวงศตวรรษที่ 20 ความนิยมในการใชปรงในการตกแตง
สวนเริ่มแพรหลายจากทวีปเอเชีย สูทวีปแอฟริกา อเมริกา ออสเตรเลีย หลายพื้นที่ของยุโรป และ
เปนที่นิยมทั่วโลกในปจจุบนั (The Convention on International Trade in Endangered Species of 
Wild Fauna and Flora, 2003)  
 
 ปจจุบนัมีการศึกษาเกี่ยวกับจีโนมของสิ่งมีชีวิตหลาย ๆ ชนิด สําหรับปรงเองก็มีการศึกษา
เชนกัน โดย New York Botanical Garden ศึกษาจีโนมของพืชเมล็ดเปลือยโดยเฉพาะปรง เนื่องจาก
ปรงเปนพืชมีเมล็ดที่เกาแกทีสุ่ด การศึกษาจีโนมของปรงจะทําใหทราบถึงโครงสรางและหนาที่ของ
ยีนตาง ๆ ในพชืมีเมล็ดซ่ึงมีกําเนิดมายาวนานเปรียบเทยีบกับพืชดอกสมยัใหม จากการศึกษา 
Expressed sequence tags (ESTs) จากปรง Cycas rumphii พบวาจาก 4,200 EST สามารถจัดไดเปน 
2,458 contig ซ่ึง 1,718 contig มีความเหมอืนกับพืชดอก ขณะที่ 1,310 contig มีความเหมือนกับยีน
ของพืชเมล็ดเปลือยอ่ืน ๆ และ 734 contig มีความเหมือนกับพืชที่ไมมเีมล็ด (Brenner et al.,2003a) 
 
2. การกําหนดเพศของสิ่งมชีวีิต (Sex determination) 
 

การที่ส่ิงมีชีวิตใด ๆ จะสามารถสืบพันธุแบบอาศัยเพศไดนั้น ส่ิงมีชีวิตนั้นจะตองมีเพศซึ่ง
รูปแบบของเพศก็จะแตกตางกันออกไป ตวัอยางเชน มนษุย (Homo sapiens) มี 2 เพศคือ เพศชาย 
และเพศหญิง ในสัตวบางชนิด เชน ไสเดอืน อาจมี 2 เพศในตวัเดยีวกนั กลาวคือในแตละส่ิงมีชีวติก็
จะมีรูปแบบของเพศที่แตกตางกันไป สําหรับในพชืก็เชนกัน เพศของพืชนั้นอาจแบงออกไดเปน 2 
กลุมใหญ ๆ (ตารางที่ 1) คือ sexually monomorphic และ sexually polymorphic ส่ิงมีชีวิตที่เปน  
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ตารางที่1 รูปแบบของเพศแบบตาง ๆในพชื โดยพิจารณาจากดอก  
 

รูปแบบ           คําอธิบาย                      ตัวอยางพืชทีพ่บ 
Sexually monomorphic 
- Hermaphrodite  ใน 1 ดอกมีทัง้เกสรเพศผูและเพศเมยี            พืชดอกประมาณ 90 % 
- Monoecious  ใน 1 ตนมีทั้งดอกเพศผูและดอกเพศเมยี            พืชดอกประมาณ 5 % 
- Gynomonoecious ใน 1 ตนมีทั้งดอกเพศเมยีและดอกสมบูรณเพศ      ดอกเดซี่  
- Andromonoecious ใน 1 ตนมีทั้งดอกเพศผูและดอกสมบูรณเพศ 
Sexully polymorphic  
- Dioecious  ใน 1 ตนมดีอกเพศผูหรือดอกเพศเมยี            พืชดอกประมาณ 5 % 
- Androdioecious  ใน 1 ตนมีทั้งดอกเพศผูหรือดอกสมบูรณเพศ         พบไดนอยมาก 
 
ที่มา: Charlesworth (2002) 
 
sexually monomorphic จะมรูีปแบบของเพศเพียงแบบเดยีว กลาวคือแตละหนวย (individual) จะมี
เซลลสืบพันธุทั้ง 2 ชนิดซึ่งเพียงพอตอการสืบพันธุแบบอาศัยเพศแลวโดยไมตองการเซลลสืบพันธุ
จากหนวยส่ิงมีชีวิตอ่ืนอีก ตวัอยางในกลุมนี ้เชน ส่ิงมีชีวิตที่มีดอกแยกเพศรวมตน (monoecious) 
พวกนี้จะมีดอกเพศผูและเพศเมียแยกกันแตอยูบนตนเดียวกัน อีกตัวอยางคือพวกสมบูรณเพศ 
(hermaphrodite) พวกนี้จะมดีอกที่มีทั้งเกสรเพศผูและเกสรเพศเมียอยูในดอกเดียวกนั เรียกดอก
แบบนี้วาดอกสมบูรณ (perfect flower)  สวนพวก sexually polymorphic จะมีรูปแบบของเพศ
มากกวา 1 แบบ กลาวคือ พชืพวกนี้จะไมสามารถผสมตัวเองได แตละหนวยจะสรางเซลลสืบพันธุ
ไดเพยีง 1 ชนดิซึ่งไมเพียงพอตอการสืบพันธุแบบอาศัยเพศแลวจึงตองการเซลลสืบพันธุจากหนวย
ส่ิงมีชีวิตอ่ืนอกี ตัวอยางเหน็ไดชัดมากคือ พวกที่มดีอกแยกเพศตางตน (dioecious) ในแตละตนจะมี
ดอกเพยีงเพศเดียวเทานั้น (Charlsworth and Guttman, 1999) พืชดอกประมาณ 90 % จะเปนพวก
สมบูรณเพศ (Ainsworth, 2000) สวนพืชเมล็ดเปลือยจะมเีพศตางกันออกไป พวกสน (pines) จะเปน
พวกดอกแยกเพศรวมตน สวนพวกปรง (cycads) จะเปนพวกดอกแยกเพศตางตน การเกิด dioecy 
เปนสิ่งที่นาสนใจมาก พืชพวกดอกแยกเพศตางตน จะมกีลไกการปองกันการผสมตวัเองได ซ่ึงตาง
จากพวกดอกแยกเพศรวมตน นอกจากนี้ dioecy ยังถือวาเปนกลไกที่ปองกัน deleterious effect ซ่ึง
เปนผลมาจาก inbreeding และเมื่อไมสามารถผสมตวัเองไดจึงทําใหเกดิความหลากหลายของ
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ส่ิงมีชีวิตมากขึน้ รวมถึงทําใหสามารถแพรกระจายไปไดในพื้นที่ทีห่างไกล (Nostog and Nicholls, 
1997;  Ainsworth, 2000; Negrutiu et. al., 2001) 
 

นอกจากระบบเพศของสิ่งมีชีวิตจะมีความแตกตางกันแลว กลไกการกําหนดเพศของ
ส่ิงมีชีวิต (sex determination mechanism) ก็ยังมีความแตกตางกันดวย โดยการกําหนดเพศนั้นอาจ
ขึ้นอยูกับสภาพแวดลอมหรือพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต หรืออาจเกิดจาก 2 ปจจัยรวมกนัก็ได สําหรับ
กลไกการกําหนดเพศของสิ่งมีชีวิตอาจกลาวรวม ๆ ไดวามี 5 รูปแบบหลัก ๆ คือ 1) กําหนดเพศโดย
ระบบโครโมโซม (sex chromosome mechanism)  2) Genic balance ตัวอยางเชนในแมลงหวี่ 
(Drosophila melanogaster) การกําหนดเพศจะขึ้นกับอัตราสวนของโครโมโซม X ตอโครโมโซม
รางกาย (autosome)  ถาอัตราสวนดังกลาวเทากับ 1 แมลงหวี่ตวันั้นจะเปนเพศเมยี แตถาอัตราสวน
เปน 0.5 แมลงหวี่จะเปนเพศผู ในพืชก็มีตวัอยางเชนกนั มกีารศึกษาโครโมโซมในสวนที่เกีย่วกับ 
การกําหนดเพศของ Melandrium (Campion) พบวาอัตราสวนของโครโมโซม X ตอ Y เปนสวน
สําคัญในการกาํหนดเพศ นั่นคือ ยีนที่อยูบนโครโมโซมเพศจะแสดงลักษณะของเพศ ในการศึกษา
พืชที่ฉายรังสีแลวมีการขาดหายของ โครโมโซม X และ Y แสดงใหเหน็วาโครโมโซม Y มียีน
บางสวนที่ยับยั้งการพัฒนาเปนเพศเมยีและชักนําใหพฒันาเปนเพศผู ขณะที่โครโมโซม X มีสวนที่
กระตุนใหมกีารพัฒนาเปนเพศเมีย (Winter, 1998)  3) ระบบ Haplodiploidy พบไดในแมลงใน
อันดับ Hymenoptera เชน ผ้ึง โดยผ้ึงเพศผูจะเกดิจากไขที่ไมไดรับการปฏิสนธิจึงมีสภาพเปน        
แฮพลอยด สวนเพศเมยีจะพฒันามาจากไขที่ไดรับการปฏิสนธิ โดยโครโมโซมเพศจะไมมีบทบาท
ในการกําหนดเพศแบบนีเ้ลย 4) ระบบการกาํหนดเพศดวยยีน เชนในขาวโพด การกําหนดเพศจะถูก
ควบคุมดวยยนี 2 คู คือ ba/ba+ และ ts/ts+  ขาวโพดที่มีจีโนไทป ba/ba  ts/ts จะเปนตนตัวเมียไมมี
ดอกเพศผู สวนตนที่มีจีโนไทป ba/ba ts+/ts+ จะเปนตนตวัผู แตถาเปนตนที่มีทั้งดอกตัวผูและดอก
ตัวเมียจะมจีีโนไทป ba+_/ts+_  5) การกําหนดเพศโดยอิทธิพลของสิ่งแวดลอม โดยเปนผลจากปจจยั
ทางกายภาพ เชน ความรอน แสง อุณหภูมขิณะฟกไข เปนตน (สุภาพร, 2546; Elrod and Stansfield, 
2002) 
 

 จากการศึกษาพบวาพืชสวนมากจะใชระบบโครโมโซมในการกําหนดเพศ อยางไรกต็าม
ในพืชดอกซึ่งเปนพวกสมบูรณเพศและมีดอกสมบูรณแทบจะไมพบโครโมโซมเพศเลย 
(Ainsworth, 2000) ซ่ึงโครโมโซมที่มียีนที่เกี่ยวของกับการกําหนดเพศจะเรียกวา โครโมโซมเพศ 
(sex chromosome) ถาหากยนีที่เกีย่วของกบัการกําหนดเพศอยูบนคูของโครโมโซมที่มีลักษณะไม
แตกตางกันจะเรียกวา homomorphic sex chromosome หากโครโมโซมเพศสามารถจําแนกไดจาก



  
  

13

การศึกษาดวยกลองจุลทรรศนจะเรยีกวา heteromorphic sex chromosome แตถาพบโครโมโซมเพศ
มากกวา 2 รูปแบบใน 1 หนวยส่ิงมีชีวติจะเรียกวา polymorphic sex chromosome ตัวอยางเชน 
sorrel (Rumex acetosa) เพศผูจะมีโครโมโซมแบบ XY1Y2 สวนเพศเมยีจะเปน XX และ Humulus 
lupulus var. cordiflorus เพศผูจะมีโครโมโซมแบบ X1X2Y1Y2 สวนเพศเมียจะเปน X1X1X2X2 
(Vyskot and Hobza, 2004) ในปจจุบนัมีการศึกษาโครโมโซมในพืชทีม่ีดอกแยกเพศตางตนหลาย
ชนิด ซ่ึงพืชแตละชนิดกจ็ะมรีะบบโครโมโซมที่แตกตางกันไป การกําหนดเพศโดยโครโมโซมใน
พืชมีหลายรูปแบบดังนี้ 1) male heterogametic sex เพศผูจะมีโครโมโซมเพศเปน XY สามารถสราง
เซลลสืบพันธุได 2 แบบ สวนเพศเมยีจะมโีครโมโซมเพศเปน XX  เชน Humulus lupulus และ 
Rumex angiocarpus  2) female heterogametic sex เพศเมยีจะมีโครโมโซมเพศเปน XY และ เพศผู
จะมีโครโมโซมเพศเปน XX เชน Fragaria eletior และ Salix viminalis 3) X-A system หรือ
อัตราสวนระหวางโครโมโซม X ตอโครโมโซมรางกาย เชน Cannabis sativa และ Rumex 
thyrsiflorus   4) จํานวนโครโมโซมที่ไมเทากันในแตละเพศ เชน Phoradendron flavescens และ    
P. villosum ในตนเพศผูจะมีจํานวนโครโมโซมมากกวาตนเพศเมยี 5) ระบบ compound 
chromosome เชน Rumex acetosa และ Humulus japonicus (Burnham, 1964; Vyskot and Hobza, 
2004)  นอกจากนี้ยังมหีลักฐานวาการแสดงออกของเพศขึ้นอยูกับอันตรกิริยา (interaction) ของ
ฮอรโมนหลายชนิดเชน auxin, cytokinin,  gibberellins (GA3) และ ethylene มีรายงานวา GA3 
สามารถชักนําใหเกิดเปนเพศเมียไดในขาวโพด แตชักนําใหเกิดเพศผูในพวกที่มดีอกแยกเพศรวม
ตนหลายชนดิ สวน auxin และ ethylene มักชักนําใหเกดิเปนเพศเมยี (Negrutiu and Sala, 1991) 
 
3. การศึกษาเกี่ยวกับเพศของสิ่งมีชีวติโดยใชเคร่ืองหมายโมเลกุล 
 
 ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และวเิคราะหความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ
ของสิ่งมีชีวิต หรือบงชี้ลักษณะทีแ่ตกตางบางประการระหวางสิ่งมีชีวติ จําเปนตองมส่ิีงที่สามารถใช
จําแนกความแตกตางดังกลาวซ่ึงก็คือ เครื่องหมาย (markers) เครื่องหมายที่ดีตองมีความผันแปรทาง
พันธุกรรมสูง สามารถตรวจสอบและติดตามไดงายในทกุชั่วรุน (อมรา, 2542; Grechko, 2002) 
เครื่องหมายอาจจําแนกไดเปน 2 ประเภทใหญ ๆ ดังนี้ (สุรินทร, 2545; Kumar, 1999) 
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3.1 เครื่องหมายสัณฐานวิทยา (Morphological markers) 
 
       เครื่องหมายชนิดนี้เปนการจําแนกความแตกตางที่พบจากลักษณะภายนอกที่ปรากฏ 
(phenotype) เชน การเปรียบเทียบรูปรางหรืออวัยวะตาง ๆ ลักษณะทีใ่ชเปนเครื่องหมายมักควบคุม
ดวยตําแหนง (locus) เดียวและมักเปนลักษณะซึ่งส่ิงแวดลอมไมมีผลกระทบตอการแสดงออกมาก
นัก อยางไรกต็ามเครื่องหมายสัณฐานวิทยามีขอจํากดัมาก เนื่องจากมผีลจากอันตรกริิยาของยีน    
ทําใหบางครั้งไมสามารถจําแนกจีโนไทปที่เปนเฮเทอโรไซกัสออกจากฮอโมไซกัสได นอกจากนี้
ลักษณะบางลักษณะอาจมฟีโนไทปที่เหมอืนหรือคลายกัน แตมจีีโนไทปตางกันทําใหอาจเกดิความ
ผิดพลาดในการจําแนกได จึงมักใชลักษณะสัณฐานวิทยาเปนเครื่องหมายเบื้องตนเทานั้น     
  

3.2 เครื่องหมายโมเลกุล (Molecular markers) แบงไดเปน 2 ระดับ 
 
        3.2.1 เครื่องหมายโปรตนี (Protein markers or Biochemical markers) เปนรูปแบบ   
ของโปรตีน ซ่ึงเปนผลผลิตจากยีนทีแ่ตกตางกัน ตัวอยางเชน การศึกษา allozyme และ isozyme 
เครื่องหมายโปรตีนสามารถบอกความแตกตางในลําดบัเบสของยีน และเปนเครื่องหมายแบบขม
รวม (co-dominant) กลาวคือสามารถระบุความแตกตางระหวางจีโนไทปที่เปนเฮเทอโรไซกัส
และฮอโมไซกสัได นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบไดหลายตําแหนง แตยังมีขอจํากดัอยูเนื่องจาก
ไมสามารถตรวจสอบครอบคลุมทั่วทั้งจีโนมได จะตรวจสอบไดเฉพาะสวนของยีนที่มีการ
แสดงออกเทานั้น 
 
        3.2.2 เครื่องหมายดเีอ็นเอ (DNA markers) เปนการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอทั้งสวน
ที่เปนยีนและไมใชยีน สามารถตรวจสอบไดทั่วทั้งจีโนมโดยไมมีอิทธพิลจากอันตรกิริยาของยีนมา
เกี่ยวของ เครื่องหมายดเีอ็นเอยังจําแนกออกไดเปน 2 แบบ คือ 
  

                ก. Hybridization-based DNA markers เปนเครื่องหมายดีเอ็นเอในยุคแรก ๆ โดย
จะตรวจสอบโดยวิธีการไฮบริไดเซชัน (hybridization) กลาวคือนํา genomic DNA มาตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะ แยกขนาดดีเอ็นเอในกระแสไฟฟา (gel electrophoresis) จากนั้นยายดีเอ็นเอไป
ยังแผนเมมเบรน แลวนําไปไฮบริไดซกับโพรบซึ่งเปนดีเอ็นเอสายสั้น ๆ มักออกแบบมาจากสวน
ของยีน ที่ติดฉลากไว การตรวจสอบผลจะตรวจสอบบนแผนฟลม หากดีเอ็นเอที่ตองการตรวจสอบ
มีความคลายคลึงกับโพรบก็จะปรากฏสัญญาณบนแผนฟลม เราอาจเรียกการตรวจสอบแบบนี้วา 
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) วิธีการนี้เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพมาก 
สามารถระบุความแตกตางระหวางจีโนไทปที่เปนเฮเทอโรไซกัสและฮอโมไซกัสได แตคอนขางใช
แรงงานและคาใชจายมากและยังมีอันตรายจากการใชสารกัมมันตรังสีดวย อยางไรกต็ามวิธีการนีย้งั
มีการใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน     

 
                ข. PCR-based DNA markers ในป  ค.ศ. 1985 Kary Mullis ไดคิดคนปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ขึ้นซึ่งเปนปฏิกริิยาที่เพิ่มปริมาณของ          
ดีเอ็นเอในสวนที่ตองการไดหลายเทาตวัในระยะสั้น ๆ โดยประกอบดวยปฏิกิริยา 3 ขั้นตอน คือ    
1) การทําใหดีเอ็นเอตนแบบเสียสภาพแยกออกเปนสายเดี่ยว (denaturation) 2) การลดอุณหภูมิลงให
พอเหมาะเพื่อใหดีเอน็เอสายเดี่ยวจับกับไพรเมอร (annealing) 3) การสังเคราะหดเีอ็นเอตอจากไพร
เมอร (extension) หลังจากปฏิกิริยาพีซีอารเสร็จสมบูรณดีเอ็นเอเปาหมายจะมปีริมาณเพิ่มขึ้น 2n เทา 
โดย n เปนจํานวนรอบของปฏิกิริยา ปฏิกริิยา PCR นี้มีบทบาทตองานดานชวีวิทยาระดับโมเลกุล
เปนอยางมาก และทําใหเกดิการพัฒนาเครือ่งหมายดเีอ็นเอเพื่อใชตรวจสอบจีโนมของสิ่งมีชีวิต
หลากหลายรูปแบบ โดยเครื่องหมายดเีอ็นเอนี้สามารถเปนไดทั้งแบบสุมและแบบจําเพาะขึ้นอยูกับ
ชนิดของไพรเมอรที่ใชและวธีิการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกันออกไป (อมรา, 2542; 
สุรินทร, 2545; Treuran, 2000) ตัวอยางเครื่องหมายดเีอ็นเอที่ใช PCR เชน   
 

                     1) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) เปนลําดับเบสดีเอ็นเอที่ 
เพิ่มปริมาณในจีโนมโดยทาํปฏิกิริยาพีซีอารกับไพรเมอรที่สุมเพียงชนดิเดียว 
    

                     2) AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เปนการตรวจสอบ 
ช้ินดีเอ็นเอที่ตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยการเพิ่มปริมาณดวยปฏิกิริยาพีซีอาร ถือวาเปนการรวม
เอาความนาเชือ่ถือของเทคนิคอารเอฟแอลพีและประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอารเขาดวยกัน 
 

                     3) microsatellite หรือ Short Tandem Repeat (STR) เปนเครื่องหมายที่มภีาวะ 
พหุสัณฐาน(polymorphism) สูงเนื่องจากเปนชิ้นดีเอน็เอที่มีลําดับเบสเปนชุดซํ้าประมาณ 1-4       
นิว คลีโอไทด ความหลากหลายจะเกิดจากจํานวนซ้ําของนิวคลีโอไทดที่ไมเทากัน 
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                     4) CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) เปนชิ้นดีเอน็เอทีไ่ด 
จากการทําพีซีอารดวยไพรเมอรขนาด 20-25 คูเบสแลวตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซ่ึงจะตางจาก 
RFLP ตรงที่การตรวจสอบจะทําไดยากกวาเนื่องจากชิน้ดีเอ็นเอมีขนาดเล็กกวาคือประมาณ 300-
1,800 คูเบส อยางไรก็ตาม CAPS ไมยุงยากเหมือนการทํา Southern blot hybridization 
 
                      5) SSCP (Single-Strand Conformational Polymorphism) เปนชิ้นดีเอน็เอที่
เพิ่มปริมาณจากพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จาํเพาะขนาด 20-25 คูเบส แลวทําอิเล็กโทรฟอริซิส โดย
ใหดีเอน็เออยูในรูปของดีเอ็นเอสายเดี่ยวเพือ่ตรวจสอบความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด เทคนิค
นี้อาศัยการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอสายเดีย่วซ่ึงจะขึ้นอยูกับโครงสรางทุติยภูมิของโมเลกลุ 
 
                      6) ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) เปนชิ้นดีเอน็เอขนาด 100-3,000 คู
เบสบริเวณรอบ microsatellite ไดจากการทําพีซีอารโดยใชลําดับเบสบริเวณ microsatellie และ
บริเวณขางเคยีงเปนไพรเมอรขนาด 16-18 คูเบส เปนเทคนิคที่ดีเทคนิคหนึ่งในการทําแผนที่ยีน 
 
                      7) SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) เปนชิ้นดีเอน็เอทีไ่ด
จากการทาํพีซีอารโดยใชไพรเมอรที่จําเพาะขนาด 15-30 คูเบสที่ไดมาจากการทํา RAPD หรือ 
AFLP ซ่ึงลําดับเบส นี้สามารถระบุลักษณะที่สนใจได มักใช SCAR ในการทําแผนที่ยีนและการทํา
เครื่องหมายชวยในการคัดเลือก (marker assisted selection)  
 

ในปจจุบนัเครือ่งหมายดเีอ็นเอมีบทบาทสําคัญในงานหลาย ๆ ดาน เชน การศึกษาความ
หลากหลายทางชีวภาพ การตรวจหาลักษณะที่สําคัญทางการเกษตร การตรวจสอบลูกผสมในงาน
ปรับปรุงพันธุ รวมถึงการใชตรวจหาเครื่องหมายที่จําเพาะตอเพศดวย มีการใชเครื่องหมายดเีอ็นเอ
หลายชนิดในการตรวจหาเครื่องหมายที่มีความจําเพาะกับเพศของพืชตาง ๆ เชน การศึกษา
เครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับเพศของของกีว ี(Actinidia deliciosa var. deliciosa) ซ่ึงเปนพืชที่มี
ดอกผูดอกเมยีตางตนดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร 34 ชนิด พบวาม ี6 ชนิด คือ OPA-01, 
OPA-02, OPA-08, OPA-11, OPA-16 และ OPB-01 ใหแถบดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะกับเพศเมีย ไพรเมอร 
OPC-05, OPN-01ใหแถบดีเอน็เอที่จําเพาะกบัเพศผู (Shirkot et al., 2002) การพัฒนาเครื่องหมาย
โมเลกุลที่จําเพาะกับเพศของ Eucommia ulmoides Oliv. ซ่ึงเปนพืชที่พบในประเทศจนีโดยใช
เทคนิค RAPD พบแถบดีเอ็นเอขนาด 569 คูเบสจากไพรเมอร OPF-08 ที่จําเพาะตอ Eucommia 
ulmoides Oliv. เพศเมีย เรียกแถบดีเอ็นเอนีว้า MSDE ตอมาไดมีการพฒันา SCAR marker 
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(SCARmr) จากขอมูลลําดับเบสของ MSDE จากการตรวจสอบโดยใชเทคนิค SCAR และ Southern 
hybridization พบวาเครื่องหมายนี้สามารถใชตรวจสอบเพศของ Eucommia ulmoides Oliv.ไดตั้งแต
เปนตนออนซ่ึงชวยลดเวลาและคาใชจายในการตรวจสอบไดเปนอยางดี (Xu et al., 2004) การ
ตรวจหาเครื่องหมายดเีอ็นเอที่จําเพาะตอเพศของมะละกอ (Carica papaya L.) โดยเทคนิค RAPD 
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 450 คูเบสที่เรียกวา Papaya Sex Determination Marker (PSDM) สามารถ
จําแนกเพศผูและพวกสมบูรณเพศออกจากเพศเมียได จากนั้นหาลําดับเบสของ PSDM เพื่อสราง
ไพรเมอร SDR-1 และ SDR-2 หลังจากตรวจสอบดวยเทคนิค SCAR และเทคนิค Southern 
hybridization พบวา PSDM เปนลําดับเบสที่จําเพาะกับมะละกอเพศผูและพวกสมบูรณเพศ แตไม
พบในเพศเมีย จึงสราง SCARps เพื่อเปนเครื่องหมายในการระบุเพศของมะละกอ (Urasaki et al., 
2002) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาไมโครแซเทลไลท (GATA)n มีความจําเพาะตอเพศของมะละกอ
เชนกัน จากการตรวจสอบดวยเทคนิค Southern blot hybridization พบวา (GATA)4 และ (GAA)6   
มีความจําเพาะกับมะละกอเพศผู จึงอาจเปนไปไดวาไมโครแซเทลไลทอาจมีบทบาทในการ
วิวัฒนาการของโครโมโซมเพศ (Parasnis et. al.,1999) การศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะกับ
เพศของ Pistacia vera L. โดยใชเทคนิค RAPD พบวาไพรเมอร OPO-08 ใหแถบดเีอน็เอขนาด 905 
คูเบสในเพศเมยีทุกตน แตยังพบแถบดีเอ็นเอนี้ในเพศผูบางตน เมื่อนําแถบดีเอ็นเอนี้ไปหาลําดับเบส
แลวออกแบบไพรเมอรเพื่อใชในเทคนิค SCAR ผลปรากฏวาไพรเมอรดังกลาวใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
905 คูเบสกับเพศเมียทั้งหมดและแถบดีเอน็เอขนาด 909 คูเบสที่จําเพาะกบัเพศผู จากการหาลําดับ
เบสของแถบดีเอ็นเอทั้งสองพบวามีความคลายคลึงกันมากแตพบ point mutation บางตําแหนงโดย
พบ deletion 4 ตําแหนงในเพศเมียและในเพศผูอีก 1 ตําแหนง จากนัน้ออกแบบไพรเมอรจากบริเวณ
ที่มีความแตกตางระหวางเพศนํามาใชรวมกับเทคนิค Touch down PCR พบแถบดีเอน็เอขนาด 297 
คูเบสที่จําเพาะกับเพศผู ซ่ึงสามารถนํามาใชตรวจสอบเพศของ Pistacia vera L.ได (Yakubov et al.,  
2005) การพัฒนา SCAR primer จากแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับ Rumex nivalis เพศผู ที่ไดจากเทคนคิ 
AFLP พบวาไพรเมอรดังกลาวสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดเีอ็นเอขนาดประมาณ 164 คูเบสในเพศผูได
ซ่ึงมีความใกลเคียงกับชิ้นดีเอ็นเอขนาด 184 คูเบสซึ่งมีตําแหนงบนโครโมโซม Y ของ Rumex 
acetosa สวนเพศเมียไมพบชิ้นดีเอ็นเอดังกลาว (Stehlik et al., 2004)              
 

เทคนิค Bulked segregant analysis (BSA) เปนเทคนิคที่สามารถตรวจสอบเครื่องหมายที่
ติดตามลักษณะตาง ๆ ในจีโนมไดงายและรวดเร็วขึน้ โดยการสรางกลุมตัวอยางหรือประชากร 2 
กลุม ซ่ึงทั้ง 2 กลุมนี้จะมพีื้นฐานทางพันธกุรรมใกลเคียงกันมากหรือเหมือนกันแทบทุกประการจะ
ตางกันที่ลักษณะที่ตองการศึกษาเพยีงลักษณะเดยีว วิธีการนี้นํามาใชคร้ังแรกโดย Michelmore et al. 
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(1991) ซ่ึงศึกษาการตานทาน downy mildew ในกะหล่ําปลีโดยใชเครือ่งหมาย RAPD และ RFLP 
ขอดีของเทคนิค BSA นี้จะชวยใหเราตรวจสอบหาเครื่องหมายที่จําเพาะตอลักษณะทีเ่ราตองการ
ศึกษาไดงายและชัดเจนขึน้ เนื่องจากพืน้ฐานพันธุกรรมของตัวอยางทั้ง 2 กลุมมีความใกลเคียงกัน
มาก BSA สามารถนํามาประยุกตใชในการศึกษาเครื่องหมายที่บงชี้เพศในพืชหลาย ๆ ชนิด เชน การ
ใชเทคนิค BSA ในการระบุเพศของสาหรายสีแดง (Gracilaia gracilis) โดยรวมดเีอ็นเอเปน 2 กลุม 
คือ กลุมที่เปนเพศผูแฮพลอยด และเพศเมียแฮพลอยด พบวาไพรเมอร OPD13 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
430 คูเบสที่จําเพาะกับ เพศผู และแถบดีเอน็เอขนาด 620 คูเบส จําเพาะกับเพศเมยี เมื่ออยูในสภาพ  
ดิพลอยด จะมแีถบดีเอ็นเอทัง้ 2 ปรากฏรวมกันอยู เมื่อตรวจสอบในรุนลูกพบวาเครื่องหมายดเีอ็นเอ
ที่ไดจากไพรเมอร OPD13 ยังปรากฏในรุนลูกและสามารถใชจําแนกเพศได (Martinez  et al. ,1999)  
การใชเทคนิค bulk DNA analysis รวมกับ RAPD จําแนกเพศของ nutmeg (Myristica fragans 
Hoult.) โดยรวมดีเอ็นเอเปน 2 สวนคือดีเอน็เอของเพศเมยีและดีเอ็นเอของเพศผู นําไปทํา RAPD 
ดวยไพรเมอร 60 ชนิด แลวคัดไว 19 ชนิด พบวาไพรเมอร OPE11 (GAGTCTCAGG) ใหแถบ       
ดีเอ็นเอขนาด 416 คูเบสที่จําเพาะกับเพศเมยี ซ่ึงพบแถบดีเอ็นเอในเพศเมียแถบทุกชนดิเมื่อวิเคราะห
แตละสายพนัธุ โดยไมพบแถบดีเอ็นเอนี้ในเพศผูเลย (Shibu  et al. , 2000) การศึกษาเครื่องหมายที่
จําเพาะตอเพศของ Trichosanthes dioica Roxb. โดยใชเทคนิค RAPD การวิเคราะหในขั้นแรกจะ
รวมดีเอ็นเอเปนกลุมเพศผูและเพศเมีย ทดสอบดวยไพรเมอร 100 ชนิด แลวเลือกไพรเมอรที่คาดวา
นาจะใหแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศ ขั้นตอมานําไพรเมอรที่คัดเลือกมา 5 ชนิดมาวเิคราะหซํ้าอีก
คร้ังหนึ่งและวเิคราะหในแบบแยกเดีย่ว (individual) พบวา ไพรเมอร OPC-07 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 
567 คูเบสซึ่งจําเพาะกับเพศเมีย (Singh et al. , 2002) การใชเทคนิค BSA ในการแยกเพศของ
หนอไมฝร่ัง โดยสรางประชากรที่แบงเปน 2 กลุมคือเพศผูและเพศเมยีจากการคัดเลือกไมโครสปอร
ที่เปน X และ Y ออกแลวเพิม่จํานวนโครโมโซมเปนลูก double haploid XX และ YY สกัดดีเอ็นเอ
จากตัวอยางเพศละ 10 ตัวอยางแลววเิคราะหโดยใช RAPD พบวาไพรเมอร OF13 สามารถใช
จําแนกเพศของหนอไมฝร่ังได  (Marziani  et  al., 1999) 

 
 นอกจากนี้ยังมีการนําเทคนคิ BSA ไปใชในงานดานอืน่ ๆ อีก เชน  การทําแผนที่ยีนของ

ถ่ัว (Phaseolus vulgaris L.) ใหสมบูรณมากขึ้นโดยใชเทคนิค BSA รวมกับ RAPD ในการหา
เครื่องหมายทีร่ะบุ 5 ลักษณะคือ dark green savoy leaf (dgs), blue flower (blu), silvery (หรือ 
argentum ในภาษาละตนิ) green pod (arg), yellow wax pod (y) และ flat pod ซ่ึงเปนการกลายที่เกดิ
ในธรรมชาติ ผลที่ไดพบวาเครื่องหมายของทั้ง 5 ยีนนี้สามารถบรรจุลงในแผนทีย่ีนเดมิได และ
สามารถใชศึกษาความสัมพนัธของลักษณะตาง ๆได  (Beltran  et al., 2002) การสรางลูกผสม CP2 
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จาก Solanum phureja clone13 ซ่ึงไมมี leptine ใน foliage กับ S. chacoense clone 80-1 ซ่ึงมีปริมาณ 
leptine ใน foliage มาก พบวา CP2 มีปริมาณ leptine มากแตเปนหมัน จึงผสมกลับแบบ reciprocal 
backcross โดยผสม CP2 กับ phu1-3 คูผสม phu1-3 x CP2 เรียกวา PBCp และคูผสม CP2 x phu1-3 
เรียก PBCc แลววัดปริมาณ leptine ในรูปของ acetylleptinidine (ALD) พบวา PBCp มี 43 ตน จาก 
87 ตนแตปริมาณ ALD ที่มีนอยกวา CP2 สวน PBCc มีเพยีง 7 ตนจาก 42 ตน ที่มี ALD แตมีปริมาณ
สูงกวา CP2  จากนั้นจึงรวม (bulk) ดีเอ็นเอ เปน 2 สวนคือสวนที่มีปริมาณ leptine สูงและต่ําโดยใช     
ประชากรจาก PBCc และ PBCp  แลวใชเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอร 214 ไพรเมอร พบวาไพร
เมอร OPQ-2, OPT-16, OPT-20  สามารถจําแนกประชากรที่มี ALD สูงไดจึงคาดวาเครื่องหมายนี้
เกี่ยวของกับการกําหนดปรมิาณ ALD นอกจากนี้ยังใชเทคนิค Cleaved Amplified Polymorphic 
Sequence (CAPS) พบเครื่องหมาย GP82A  บงชี้การสราง ALD ในประชากร PBCp (Medina  et al. 
,2002) การตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่วางตัวอยูใกลยนี ol-2 ซ่ึงเปนยีนที่เกี่ยวของกับความ
ตานทาน powdery mildew (Oidium lycopersicum)ในมะเขือเทศ  พบเครื่องหมาย OPU31500 จาก
เทคนิค RAPD ในกลุมประชากรที่เปนโรคจึงเปลี่ยนเครื่องหมาย OPU31500 เปนเครื่องหมาย CAPS 
และหาระยะทางระหวางเครื่องหมายดังกลาวกับยีน ol-2  ดวยวิธี linkage analysis นอกจากนี้ยังใช
เทคนิค AFLP ชวยในการตรวจสอบดวย (De Giovanni et al., 2004) 
 
4. เทคนิค RAPD 
 
 อารเอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA; RAPD) เปนเครื่องหมายโมเลกุลที่
อาศัยหลักการของพีซีอารชนิดหนึ่ง พัฒนาขึ้นโดย William et al. (1990) อารเอพีดีอาจมีช่ือเรียกที่
แตกตางกันออกไปอีก เชน Arbitrary-Primed PCR (AP-PCR), DNA Amplification Fingerprint 
(DAF) หรือเราอาจเรียกเทคนิคเหลานี้อยางรวม ๆ วา Multiple Arbitrary Amplicon Profiling 
(MAAP) ซ่ึงเทคนิคนี้เปนการใชไพรเมอรอยางสุมเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในเปาหมายที่จําเพาะแต
ไมทราบบริเวณในจีโนม โดยแตละเทคนิคก็จะมีความยาวของไพรเมอรที่ใช  ความเขมงวดใน
ปฏิกิริยา (amplification stringency) และวิธีการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันออกไป เทคนิค 
AP-PCR จะใชไพรเมอรขนาด 18-24 นิวคลีโอไทด สวน DAF จะใชไพรเมอรขนาดสั้น ๆ เพียง 5-8 
นิวคลีโอไทด และใชสัดสวนของไพรเมอรตอดีเอ็นเอตนแบบสูงกวาวิธีการอื่น การตรวจสอบแถบ
ดีเอ็นเอของเทคนิค DAF จะตรวจสอบโดยใชเจลพอลิอะครีลาไมด (Kumar, 1999) สําหรับอารเอ-  
พีดีจะใชไพรเมอรขนาด 9-10 นิวคลีโอไทดที่มีองคประกอบของเบส GC คอนขางสูงคือประมาณ 
60-70 % โดยไพรเมอรจะจบักับดีเอ็นเอตนแบบอยางสุม กลาวคือมีการสุมหาลําดับเบสเปาหมายที่
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กระจายอยูทัว่จีโนม โดยการจับกันระหวางไพรเมอรกับลําดับเบสเปาหมายมี 2 กรณีคือ จับกนัได 
100 % และจับไดบางสวน เมือ่มีการจับกันระหวางไพรเมอรกับบริเวณเปาหมายแลวจะมีการ
สังเคราะหดีเอน็เอสายใหมเกิดขึ้นไดเปนผลผลิตพีซีอาร (PCR product) นําไปตรวจสอบโดยวิธี 
agarose gel electrophoresis โดยการปรากฏหรือไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใด ๆ สามารถนํามา
เปรียบเทียบเพือ่ใชเปนขอมูลลายพิมพดีเอน็เอของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ ได (ปรีชา, 2543) การเกิดแถบ    
ดีเอ็นเอหลายแถบนั้นเปนผลจากการที่ไพรเมอรสามารถจับกับดีเอน็เอตนแบบไดหลายบริเวณ ถา
ไพรเมอรสามารถจับกับดีเอน็เอตนแบบ 2 บริเวณทีไ่มไกลกันมากนกั โดยจับกับดีเอน็เอคนละ
สายในทิศทางที่หันปลาย 3’ เขาหากันก็จะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงบริเวณดังกลาวได แต
ถาไพรเมอรหันไปในทิศทางอื่นก็จะไมสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได 
 

 
 
ภาพที ่1 รูปแบบการจับระหวางไพรเมอรและดีเอ็นเอตนแบบ  (5’ 3’)  
 
 ถาไพรเมอรที่เขาไปจับกับดเีอ็นเอเกิดคูสมได 100 % และนวิคลีโอไทดแตละชนิดมี
สัดสวนเทา ๆ กันในจีโนม สามารถคํานวนคาจํานวนแถบดีเอ็นเอที่นาจะเกดิขึ้นจากไพรเมอร         
1 ชนิดไดจากสมการ b = (2000 x 4-2n) C  เมื่อ b คือจํานวนแถบดีเอ็นเอที่คาดหมายจากไพรเมอร       
1 ชนิด  n  คือ ความยาวของไพรเมอรคิดเปนนิวคลีโอไทด และ C คือคาขนาดของจโีนม (C value) 
หากพิจารณาตามสมการดังกลาวอาจตีความไดวาพืชที่มจีีโนมขนาดใหญเมื่อใชไพรเมอรชนิด
เดียวกัน นาจะใหแถบดเีอ็นเอจํานวนมากกวาพืชที่มีจีโนมขนาดเล็ก แตจากการศกึษาพบวาจํานวน
แถบดีเอ็นเอไมไดขึ้นกับขนาดของจีโนม บางครั้งพืชจีโนมขนาดใหญอาจเกิดแถบดีเอ็นเอนอยกวา
พืชจีโนมขนาดเล็กกวาก็ได (สุรินทร, 2545)  
 
 ความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดจากเทคนิคอารเอพีดอีาจเกิดจากบรเิวณทีไ่พรเมอรจับ
กับดีเอ็นเอตนแบบ (annealing site) อาจมีลําดับเบสที่เปลี่ยนแปลงไปทําใหไพรเมอรไมสามารถจับ
ไดจึงไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ หรืออาจเกิดจากระยะหางระหวางไพรเมอรทั้งสองอาจมีการ
เปลี่ยนแปลงลาํดับเบสทําใหแถบดีเอ็นเอทีไ่ดมีขนาดเปลี่ยนแปลงไป ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงลักษณะนี้
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จะตรวจสอบไดยาก ทั้งนี้ระยะหางระหวางไพรเมอรที่มากเกินไปก็อาจทําใหการสังเคราะหดีเอน็เอ
ไมเกิดขึน้ได กลาวโดยรวมภาวะพหุสัณฐานของอารเอพีดีจะเปนลักษณะการเกดิหรือไมเกิดแถบ   
ดีเอ็นเอ แถบดเีอ็นเอจากเทคนิคอารเอพีดีมกัแสดงการขมตอการไมเกดิแถบดีเอ็นเอจงึอาจเรียก   
อารเอพีดีวาเปนเครื่องหมายแบบ dominant ทําใหไมสามารถจําแนกลักษณะเฮเทอโรไซกัสออกจาก
ฮอโมไซกัสได ซ่ึงถือเปนขอดอยของอารเอพีดี ขอดอยทีสํ่าคัญอีกขอหนึ่งคือการที่อารเอพีดีเปน
การสุมเพิ่มปริมาณดีเอน็เอทัง้จีโนมไมไดจาํเพาะกับบริเวณใด จึงทําใหอารเอพีดีไวตอการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะตาง ๆ มากและมกัมีปญหาในเรื่องของการทําซํ้า ดังนั้นจึงตองควบคุมสภาวะ
สภาวะตาง ๆ ในปฏิกิริยาใหคงที่ตลอดการทดลอง  
 
 ถึงแมปจจุบันจะมีเครื่องหมายดีเอ็นเอชนดิใหม ๆ ที่มีความจําเพาะและใหขอมูลที่ดกีวา
และอารเอพีดกี็ยังมีขอดอยที่สําคัญดังที่ไดกลาวมาแลว แตอารเอพีดีกย็ังเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
ยังใชกนัอยางแพรหลายในงานหลาย ๆ ดานเนื่องจากเปนเทคนิคที่ทําไดงาย รวดเร็ว ไมจําเปนตอง
ทราบขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอตนแบบ จึงเหมาะที่จะนําไปใชในงานวิจยัส่ิงมีชีวติที่ยังไมมี
การศึกษามากนัก การใชประโยชนจากอารเอพีดีนอกจากจะนําไปใชในการศึกษาเกีย่วกับเพศดังที่
ไดกลาวไปแลวยังสามารถนาํไปประยกุตใชในงานดานอืน่อีก เชน การใชอารเอพีดีในการประเมนิ
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Aldrovanda vesiculosa L. (San Martin et al., 2003) 
Alternanthera philoxeroides (Wang et. al., 2005) Cunila galiodes Benth (Fracaro et al., 2005) 
Amphicarpaea edgeworthii (Zhang et al.,2005) การใชอารเอพีดีตรวจสอบการกลายของพลาสติด 
(plastid) ในถัว่เหลือง (Glycine max L.) เมื่อฉายรังสีแกมมา (Atak et al., 2004) การตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอในตนออนของบารเลย (Hordeum vulgare) เมื่อชักนําดวยแคดเมียมโดยใช
เทคนิคอารเอพีดี ซ่ึงสามารถใชเปน biomarker ในการตรวจสอบปริมาณแคดเมียมในมลภาวะ (Liu 
et al.,2005) การใชอารเอพีดตีรวจสอบ somaclonal variation ที่ใหลักษณะที่มีคุณคาทางเศรษฐกิจ
ใน jamrosa (Nayak et al., 2003) การตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานระหวางขาวพนัธุปกติกับขาวทีเ่กดิ 
somaclonal variation (Godwin et al., 1997) การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวของกับการ
ตานทานโรค lethal yellowing ในมะพราว (Cardena et al., 2003) การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุล
ที่บงชี้ลักษณะทนเค็มใน Acacia auriculiformis และ Acacia mangium (Nguyen et al., 2004)     
เปนตน            
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5. การเติมหมูเมธิลในลําดับนิวคลีโอไทด  
 
 ในบางครั้งรูปแบบการถายทอดและแสดงออกของลักษณะตางหรือยนีตาง ๆ อาจไม
เปนไปตามกฏทางพันธุศาสตรของเมนเดล คําวา epigenetic จึงถูกนํามาใชเรียกปรากฏการณ
ดังกลาว ความหมายกวาง ๆ ของ epigenetic จะใชอธิบายปรากฏการณทางพันธุศาสตรที่ไม
เกี่ยวของกับนวิเคลียส (non-nuclear genetic phenomenon) อันตรกิริยาทางพันธุศาสตรในชวงของ
การพัฒนา (genetic interactions during development) และอิทธิพลทางฝายแมที่มีผลตอลูก 
(maternal genetic effect) ในดานพันธุศาสตรโมเลกุล epigenetic จะหมายถึง การเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยีนโดยที่ไมมกีารเปลี่ยนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดใด ๆ และลักษณะนีส้ามารถ
ถายทอดได (Spielman et. al., 2001; Kalisz and Purugganan, 2004) 
 
 การเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอ (DNA methylation) เปนกลไกทาง epigenetic รูปแบบหนึ่ง
ที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการแสดงออกของยีน ในพืชดอกจีโนมในนวิเคลียสมักมีขนาด
ใหญ มีลําดับเบสซ้ํามาก และเบสไซโตซีนมากกวา 30 % จะมกีารเตมิหมูเมธิล อยางไรก็ตามเบส 
ไซโตซีนที่มีการเติมหมูเมธลิเพียงเล็กนอยเทานั้นที่เกีย่วของกับการทาํงานของยีน สําหรับเบส     
ไซโตซีนที่มีการเติมหมูเมธลิมักอยูบริเวณ non-coding repetitive DNA sequence ซ่ึงในทาง      
พันธุศาสตรของเซลลเรียกบริเวณนี้วา constitutive heterochromatin และหมูเมธิลที่อยูกับเบส      
ไซโตซีนนี้สามารถถายทอดไดโดยผานกระบวนการแบงเซลล (Vyskot, 1999) การเตมิหมูเมธิล
ใหกับดีเอ็นเอเกิดจากกิจกรรมของเอนไซม cytosine methyltransferase ในการยายหมูเมธิล (-CH3) 
จาก S-adenosyl-2-methionine (SAM) ไปเชื่อมตอกับคารบอนตําแหนงที่ 5 ของเบสไซโตซีน ซ่ึงจะ
เรียกวา 5-methylcytosine (5-mC) ในพืชมกัพบ 5-mC ในบริเวณที่มีลําดับเบสเปน CG, CNG, 
satellite DNA และบริเวณที่ไมมีการถอดรหัส (non-transcribed region) โดยบริเวณทีม่ีการเติมหมู
เมธิลใหกับดีเอ็นเอจะไมมีการลอกรหัส (transcription) ทําใหยนีสวนนั้นไมแสดงออก ดังนั้นการ
เติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอจึงเปนกลไกหนึ่งทีค่วบคุมการแสดงออกของยนี โดยระดับของการเติมหมู
เมธิลที่แตกตางกันจะทําใหยนีมีการแสดงออกที่ตางกันออกไป ทําใหเกดิความหลากหลายในระดับ 
transcription ซ่ึงมีผลตอการกําหนดลักษณะตาง ๆ (Gorelick, 2003; Kalisz and Purugganan, 2004) 
อัตราการเติมหมูเมธิลใหกบัดีเอ็นเออาจลดลงจากผลของสาร 5-azacytidine หรือการกลายของยนี
ในกลุม MET1 ซ่ึงเปนยีนทีส่รางเอนไซม DNA methyltransferase (Finnegan et al., 2000)  
 



  
  

23

 มีขอมูลจํานวนมากที่บงชี้วาการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอมีบทบาทสําคัญตอการพัฒนา
ของพืช เชน Drozdenyuk et al. (1976) ศึกษาปริมาณของ 5-mC ในชวงการงอกเมล็ดของขาวสาลี 
พบวา ระดับของการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอจากชวงเมล็ดแหงถึงเมลด็งอกแลว 3 วนัลดลงอยางมี
นัยสําคัญ (25.1% เปน 21.0% ตามลําดับ) การเปลี่ยนแปลงการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เออาจมีสวน
ในการควบคุมกิจกรรมของยนีในการพัฒนาเปลี่ยนแปลงของพืชในชวงตาง ๆ ผลการทดลองนี้
สอดคลองกับ Follmann et al. (1990) ซ่ึงพบวาปริมาณของ 5-mC ลดลงอยางรวดเรว็ในชวงแรก
ของการจําลองตัวของดีเอ็นเอ (DNA replication) ในเมลด็ขาวสาลีที่กําลังงอก (จาก 23.7% เปน 
15.2%) นอกจากนี้ยังพบวา 5-mC มีจํานวนเพิ่มขึ้นระหวางการเกดิโซมาติกเอ็มบริโอ (somatic 
embryogenesis) ของแครอท (Munksgaard, 1995) ขอมูลเหลานี้แสดงใหเห็นวาหลังการปฏิสนธิ
และชวงการพฒันาของเมล็ด embryogenic DNA นาจะมกีารเติมหมูเมธิล แบบ de novo เมื่อเมล็ด
เร่ิมงอกและมกีารแบงเซลลเพื่อการเจริญเตบิโตการเติมหมูเมธิลจะลดระดับลง ผลจากการใชสาร 5-
azacytidine (5-azaC) ซ่ึงเปนสารที่ทําใหการเติมหมูเมธิลลดระดับลงกบัเมล็ดของยาสูบ พบวาตน
ยาสูบจะมีลักษณะเตี้ยแคระ มีเรณูที่สมบูรณพันธุ (fertile) นอย นอกจากนี้ยังพบวาดอกมีการสราง
ผิดรูปราง (Vyskot et al.,1995) จากผลการทดลองดังที่ไดกลาวมาอาจสรุปไดวา การเติมหมูเมธิลมี
บทบาทในการพัฒนาของพชืในหลาย ๆ ดาน นอกจากนีก้ารเติมหมูเมธิลยังมีผลตอรูปรางของดอก 
การเกิดรงควัตถุ (pigmentation) ในบริเวณตาง ๆ  ลักษณะการตานทานโรคบางโรค และการเกิด 
vernalization ของพืชดอก (Finnegen et al., 2000)      
 
 Gorlick (2003) เสนอวาความแตกตางของเพศทั้งสองเริ่มเกิดจากการเติมหมูเมธิลใน         
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันระหวางเพศผูและเพศเมีย เมื่อมีการเติมหมูเมธิลในสวนของโปรโมเตอรจะเกิด
การยับยั้งการลอกรหัส ซ่ึงรวมถึงตําแหนงที่กําหนดการสรางเซลลสืบพันธุและจะเปลี่ยนจากพวก
สมบูรณเพศ (hermaphrodite) ไปเปนเพศผูและเพศเมยีที่แยกกัน การเติมหมูเมธิลที่แตกตางกันใน
โครโมโซมเพศจะยับยั้งการเกิด recombination และเพิ่มอัตราการกลาย นอกจากนี้การเติมหมูเมธิล
ใหกับดีเอ็นเอที่มีตําแหนงไมแนนอนและบริเวณทีก่ําหนดเพศ (sex determining region) ไมทํางาน
เนื่องจากถูกเตมิหมูเมธิลจะชกันําใหเกดิ selective pressure ที่จะกําจัดตําแหนงเหลานี้ออกไปเปนผล
ใหโครโมโซม Y หรือ W มีขนาดสั้นลง การเติมหมูเมธิลยังเปนสาเหตขุองการเกิด dioecy และการ
กําเนิดของโครโมโซมเพศ จากขอเสนอดงักลาวอาจทําใหเกิดแนวความคิดวาการเตมิหมูเมธิลอาจมี
ผลตอการกําหนดเพศ และการที่ดอกเพศผูไมมี sex organ ของเพศเมีย ก็อาจจะเกีย่วกบัการไม
แสดงออกหรอืการเกิด hypermethylation ของยีนที่เกีย่วของซึ่งมีตําแหนงบนโครโมโซม Y จากผล
การทดลองของ Janousek et al. (1996) ที่ใหสาร 5-azaC ความเขมขน 10 µM กับ Melandrium 
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album เพศผูโดยตั้งสมมติฐานวา 5-azaC จะสามารถยับยัง้ระบบ female sex organ suppression ใน
เพศผูได ผลปรากฏวา 5-azaC สามารถชักนําใหเกิดการกลับเพศ (sex reversal) ในเพศผู 21% ไป
เปน androhermaphrodite หรือเปนพวกที่ใน 1 ตนมีทั้งดอกเพศผูและดอกสมบูรณเพศ ขณะที่ไมพบ
การเปลี่ยนแปลงใด ๆ ที่สังเกตไดในเพศเมีย สําหรับ androhermaphrodite นี้มีแคริโอไทปแบบ
เดียวกับเพศผูปกติ (2n=22+XY) จากการศกึษาดวยเทคนคิ RFLP โดยใชเอนไซมที่ไวตอการเติมหมู
เมธิลในดีเอ็นเอบงชี้วาระดับการเติมหมูเมธิลในพวก androhermaphrodite ลดลงประมาณ 10% เมื่อ
เปรียบเทียบกบัเพศผูปกติ และเนื่องจาก androhermaphrodite เหลานี้ไมเปนหมัน จึงไดทดสอบการ
ผสมขามและผสมตัวเองในรูปแบบตาง ๆ เพื่อตรวจสอบ sexual transmission พบวาความเปน 
androhermaphroditsm สามารถถายทอดสูรุนลูกไดเมื่อผสมตัวเองหรือใชเปนตนฝายพอ (pollen 
parent) แตไมสามารถถายทอดลักษณะนีไ้ดถาใชเปนตนฝายแม (female line) จึงสรุปไดวา การเกิด 
female sex suppression ใน M.album เพศผู (XY) ขึ้นอยูกับการเติมหมูเมธิลในสวนของดีเอ็นเอที่
จําเพาะ โดยที่  hypomethylating agent เชน 5-azacytidine สามารถเหนี่ยวนําใหเกดิการกลายใน
สวนนี้และสามารถถายทอดลักษณะที่เกดิจากการกลายนี้สูรุนลูกได 
 
 การเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอยังเปนสวนสําคัญของการเกิด imprinting ซ่ึงเปน
ปรากฏการณที่ระดับการแสดงออกของยนีจะขึ้นอยูกับวายนีนั้นถายทอดมาจากพอหรือแม ถาหาก
ยีนที่ถายทอดมาจากแมมกีารลดการแสดงออกลงเมื่อเปรียบเทียบกับยนีที่ถายทอดมาจากพอจะ
เรียกวา maternally imprinted และ paternally imprinted จะใชอธิบายยนีที่ถายทอดมาจากแมมกีาร
แสดงออกมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับยีนที่ถายทอดมาจากพอ  imprinting นอกจากจะพบในสัตว
เล้ียงลูกดวยน้าํนมแลว ก็ยังพบในพืชดอกดวย ซ่ึง imprint นี้จะมีผลกบัการแสดงออกของยีนใน  
เอนโดสเปรม (3n)โดยการพฒันาของพืชจะผิดปกตหิากอัตราสวนระหวางจีโนมฝายแม (m) และ 
จีโนมฝายพอ (p) ไมเปน 2m:1p และจะนําไปสูการไมติดเมล็ด (abortion) ตอไป การผสมระหวาง 
Arabidopsis ที่เปนเททระพลอยด กับ ดพิลอยด แสดงใหเห็นวาอัตราสวน 4m:1p ในเอนโดสเปรม
เปนผลใหการแบงเซลลในเอนโดสเปรมและขนาดของเมล็ดลดลง ในทางตรงกันขาม ถาอัตราสวน
ของ paternal : maternal สูงจะใหผลในทางตรงกันขามคือจะเรงการแบงเซลลในเอนโดสเปรมมาก
ขึ้นและเมล็ดจะมีขนาดใหญ แสดงวายีนที่เกิดการ imprint มีสวนในการพัฒนาของเมล็ด หลักฐาน
อีกอยางหนึ่งทีบ่งชี้วาการเติมหมูเมธิลใหกบัดีเอ็นเอมีความสําคัญในการควบคุม imprinting ในพืช
คือ ยีน r  และ dzr1 ซ่ึงเปนยนีในขาวโพด จากการศึกษาพบวามีการเตมิหมูเมธิลในดเีอ็นเอที่
แตกตางกันและการแสดงออกของยีนจะสมัพันธกับการที่แอลลีลนั้นมาจากพอหรือแม เมื่อใช 
Arabidopsis ที่ทํา antisense ของยีน MET1 เปนฝายใหเรณู (pollen donor) พบวาการแบงเซลลใน
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เอนโดสเปรมลดลงและเมล็ดมีขนาดลดลง เมื่อนําเมล็ดเหลานี้มาผสม ผลที่ไดจะทําใหมีจํานวนของ
จีโนมฝายแมมากกวาปกติ หากผสมในทางกลับกันจะไดเมล็ดที่มีขนาดใหญและมจีํานวนจีโนมฝาย
พอมากกวาปกติ จึงสรุปไดวาการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอมีบทบาทสําคัญตอการเกิด imprinting ใน
พืช และการเกดิ demethylation อาจนําไปสูความผิดปกตขิองการแสดงออกของยีนในเอนโดสเปรม  
(Finnegan et al., 2000) 
             
6. การตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอดวยเทคนิค MSAP 
 

MSAP (Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism) เปนการประยุกตเทคนคิ 
AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เพื่อตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใน
ลําดับนิวคลีโอไทด เทคนิค MSAP จะตางจาก AFLP ที่เอนไซมที่เปน frequent cutter โดยจะเปลี่ยน
จากเอนไซม MseI เปนเอนไซม MspI และ HpaII ซ่ึงเอนไซมทั้ง 2 ชนิดนี้มีตําแหนงจดจําเดียวกนั
แตมีความไวตอการเติมหมูเมธิลในลําดับนิวคลีโอไทดที่ตางรูปแบบกัน เอนไซม MspI และ HpaII 
เปนเอนไซมทีเ่ปน isochizomer กันกลาวคือมีตําแหนงจดจําเดียวกนั (5’-CCGG-3’) แตมี
ความสามารถในการตัด DNA ที่เกี่ยวของกับการเติมหมูเมธิลในลําดับนิวคลีโอไทดตางกัน 
เอนไซมทั้ง 2 ชนิดจะสามารถตัด DNA ที่ไมมีการเติมหมูเมธิลได แตจะไมสามารถตัด DNA ที่มี
การเติมหมูเมธิลที่เปนแบบ full methylation of both cytosine (5mC5mCGG/GGC5m C5m) ได   
เอนไซม MspI จะสามารถตัด DNA ที่มีการเติมหมูเมธิลที่เปนแบบ full methylation of the internal 
cytosine (C5mCGG/GGC5mC) สวนเอนไซม HpaII จะตัด DNA ที่มีการเติมหมูเมธลิที่เปนแบบ 
hemi-methylation at the external cytosine (5mCCGG/GGCC) ซ่ึงความแตกตางของความสามารถ
ในการตัด DNA นี้สามารถนํามาตรวจสอบหารูปแบบของการเติมหมูเมธิลที่แตกตางกนัได (Portis 
et al., 2004) วธีิการของ MSAP นั้นจะคลายคลึงกับ AFLP คือมี 3 ขั้นตอนหลัก ๆ ดังนี้ 1) การตัด   
ดีเอ็นเอดวยเอนไซม 2 ชนิด คือ เอนไซม EcoRI - MspI  หรือ EcoRI - HpaII  ในบางงานวิจยัอาจจะ
ตัดดวยเอนไซมทั้ง 2 ชุดเพื่อเปรียบเทียบกนั จากนัน้เชื่อมดีเอ็นเอที่ตัดเขากับ adapter ซ่ึงมี 2 ชนิด
คือ EcoRI adapter และ HpaII/MspI adapter 2) การทําพีซีอารเพื่อเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอโดย
ใชไพรเมอรทีม่ีความจําเพาะตอ adapter ทั้ง 2 ชนิด โดยในขั้นตอนนีจ้ะทําพีซีอาร 2 รอบคือ 
preselective amplification และ selective amplification 3) การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยวิธี 
polyacrylamide gel electrophoresis ภาวะพหุสัณฐานของเทคนิค MSAP จะเกิดจากรปูแบบของการ
เติมหมูเมธิลในลําดับนิวคลีโอไทดที่แตกตางกัน หากตวัอยางดเีอ็นเอที่นํามาศึกษามกีารเติมหมู
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เมธิลในตําแหนง 5’-CCGG-3’ ตางกัน เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP โดยใชเอนไซม HpaII และ 
MspI ก็จะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่แตกตางกนั 
 
 ในชวงแรก ๆ เทคนิค MSAP ถูกพัฒนาขึ้นเพื่อตรวจสอบรูปแบบการเตมิหมูเมธิลให         
ดีเอ็นเอในเชื้อรา โดย Reyna-Lopez et al. (1997) พัฒนาเทคนิค MSAP เพื่อใชประเมนิรูปแบบการ
เติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอใน Mucor rouxii, Yarrowia lipolytica และ Ustilago maydis ซ่ึงเปนตัวแทน
ของ zygomycete, ascomycete และ basidiomycete ตามลําดับโดยตัดดเีอ็นเอดวยเอนไซม EcoRI 
รวมกับเอนไซม MspI หรือ HpaII  จากนัน้ทําพีซีอาร 2 ขั้นตอนตามวธีิการของเทคนิค AFLP ผล
การทดลองแสดงใหเห็นวามกีารเติมหมูเมธิลที่ตางกันในแตละชวงของการเกิดสัณฐานของเชื้อรา          
(fungal morphogenesis) เทคนิค MSAP สามารถนําไปประยุกตใชตรวจสอบรูปแบบของการเติม
หมูเมธิลใหดเีอ็นเอในงานดานตาง ๆ มากมาย เชน Xiong et al. (1999) ใชเทคนิค MSAP ตรวจสอบ
การเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอที่เบสไซโตซีนในขาว โดยเปรียบเทยีบลายพิมพ MSAP ที่ไดจาก     
ดีเอ็นเอที่สกัดแยกจากสวนตาง ๆของขาว พบวาในเนื้อเยื่อสวนตาง ๆ มีระดับการเตมิหมูเมธิลให  
ดีเอ็นเอตางกนั  การศึกษาการเติมหมูเมธลิใหดีเอ็นเอในพริก (Capsicum anuum L.) ดวยเทคนิค 
MSAP โดยศึกษาตั้งแตเปนเมล็ดแหง (dry seed) เทียบกับเมล็ดที่กําลังงอก (germination seed) 
ในชวงวันที่ 2, 4, 6 และ 8 วนั พบเครื่องหมาย MSAP บางแถบที่ปรากฏเฉพาะในเมลด็แหงแตไม
พบในเมล็ดทีก่ําลังงอก ขณะที่บางเครื่องหมายพบเฉพาะในเมล็ดที่กําลังงอกในชวงเวลาที่แตกตาง
กัน ซ่ึงแสดงใหเห็นถึงรูปแบบในการเติมหมูเมธิลใหกบัดีเอ็นเอทีแ่ตกตางกันในแตละชวงของการ
งอกของเมล็ด (Portis et al., 2004) การศึกษาการเปลี่ยนแปลงการเติมหมูเมธิลใหดเีอ็นเอในจีโนม
ของกลวย (Musa AAA CV. Grand Naine) ดวยเทคนิค MSAP โดยเปรียบเทียบระหวางกลวยที่
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากหนอและยอดดอกตัวผูกับกลวยที่ขยายพนัธุจากหนอธรรมชาติ พบวากลวยที่
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากยอดดอกตวัผูมีภาวะพหุสัณฐานของการเติมหมูเมธิลเกิดขึ้น 3 % กลวยที่
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อจากหนอมคีวามแตกตางในการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอ 1.7 % สวนกลวยที่
ขยายพนัธุจากหนอธรรมชาติไมพบความแตกตางในการเติมหมูเมธิล จึงอาจเปนไปไดวาการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมีผลตอการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เอ (Peraza-Echeverria et al., 2001) การศึกษา
รูปแบบของการเติมหมูเมธลิใหดีเอ็นเอในจีโนมของแอปเปล (Malus domestica CV.Gala) ในแปลง
ปลูกและแอปเปลที่ไดจากการเพาะเลี้ยงเนือ้เยื่อดวยวิธีการที่ประยุกตจากเทคนิค AFLP โดยใช
เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI - MspI และ EcoRI - HpaII  พบแถบดีเอ็นเอประมาณ 25 % ที่นาจะ
เกี่ยวของกับการเติมหมูเมธลิใหกับดเีอ็นเอ นอกจากนี้ยงัพบแถบดีเอน็เอบางแถบจาํเพาะตอตนที่
ปลูกในแปลงและจําเพาะตอตนที่ไดจากการเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อ (Xu et al., 2000)  การตรวจสอบการ



  
  

27

เปลี่ยนแปลงของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในจีโนมของโสมไซบีเรีย (Eleuterococcus senticosus) 
ที่สกัดจาก embryogenic callus และ non- embryogenic callus ดวยเทคนิค HPLC เปรียบเทียบกับ
เทคนิค MSAP จากการวิเคราะหดวยเทคนิค HPLC พบวา embryogenic callus มีการเตมิหมูเมธิลให
ดีเอ็นเอในอัตราสวนที่นอยกวา เมื่อวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP พบวาบริเวณ CCGG ในจีโนมของ 
non- embryogenic callus มีการเติมหมูเมธลิ 16.99 % ขณะทีใ่นจีโนมของ embryogenic callus มี 
11.20 % แสดงวา embryogenic callus มีการเติมหมูเมธิลใหดีเอน็เอนอยกวา non- embryogenic 
callus (Chakrabarty et al., 2003) การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของการเติมหมูเมธิลในจีโนมของ 
Brassica napus L. เมื่อชักนําดวยสาร potassium dichromate โดยใชเทคนิค immunolabelling และ 
MSAP พบวาผลจากทั้งสองเทคนิคสอดคลองกันคือมีการเกิด hypermethylation ขึ้นในจีโนมของ 
Brassica napus L. และการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอ (DNA alteration) ที่เกิดขึ้นเปนแบบ dose-
dependent กลาวคือจะแปรผันกับปริมาณของสาร potassium dichromate ที่ไดรับ (Labra et al., 
2004) การศึกษาความหลากหลายของกลวย (plantains) โดยใชเครื่องหมาย SSR และ AFLP พบวา 
กลวยมีฐานพนัธุกรรมที่แคบมาก นอกจากนี้ขอมูลยังสนับสนุนแนวความคิดที่วาพชืพวกนี้
แพรกระจายจากเมล็ดเดีย่ว (single seed) เมื่อนําเทคนิค MSAP มารวมวิเคราะห พบภาวะพห-ุ
สัณฐานที่เกิดจากการเติมหมูเมธิลบริเวณ CCGG สูงมากระดับหนึ่งและสามารถจําแนกกลวยออก
ไดเปน 3 กลุม (Noyer et al., 2005) การใชเทคนิค MSAP ตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลที่
เบสไซโตซีนของขาวสายพนัธุ Wase Aikoku3 ที่ยังเปนตนออน (seedling) เทียบกับขาวที่โตเต็มวยั 
(adult plant) ที่ปายเชื้อ Xanthomonas oryzae pv. Oryzae ซ่ึงขาวสายพนัธุนี้ที่โตเต็มวยัจะสามารถ
ตานทานเชื้อดงักลาวได ผลปรากฏวามีการเติมหมูเมธิลที่แตกตางกันระหวางตนออนและตนโตเตม็
วัยที่ปายเชื้อ โดยในขาวที่โตเต็มวัยจะมกีารเติมหมูเมธิล มากกวาตนออน จากการศึกษาลําดับเบส
ของเครื่องหมาย MSAP และเทคนิค Northern Analysis ทําใหสรุปไดวา ตนออนและตนโตเต็มวยัมี
การเติมหมูเมธิลที่เบสไซโตซีนที่แตกตางกัน และการเกดิ hypermethylation และ hypomethylation 
ของยีนบางยนีอาจเกี่ยวของกบัการตานทานโรคในขาว (Sha et al., 2005) การใชเทคนคิ MSAP 
ตรวจสอบรูปแบบการเติมหมูเมธิลที่บริเวณ CCGG ในจโีนมของกลวย พบวาบริเวณ CCGG ใน    
จีโนม 80% ไมมีการเติมหมูเมธิล ประมาณ 5% มีการเตมิหมูเมธิลแบบ internal cytosine และ
ประมาณ 15% มีการเติมหมูเมธิลแบบ external หรือ both cytosine (Baurens et al., 2003)  เปนตน  

 
 
 
 



  

28

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 
1. พันธุปรงท่ีใชในศึกษา 
 
 พันธุปรงที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ไดรับความอนุเคราะหจากสวนนงนุช จังหวดัชลบุรี ซ่ึง
เปนแหลงรวบรวมและอนุรักษพันธุปรงหลากหลายสกุล ทั้งปรงที่มีแหลงกําเนิดในประเทศไทย
และในตางประเทศ นับวาเปนแหลงที่มีปรงมากที่สุดในโลกแหงหนึ่ง ในงานวจิัยนี้ศึกษาปรงสกุล 
Cycas 6 ชนิด และปรงสกุล Zamia อีก 6 ชนิด (ตารางที่ 2) ทั้งเพศผูและเพศเมีย  
 
ตารางที่ 2 ตัวอยางปรงที่ใชในการศึกษา 
 
ช่ือวิทยาศาสตร       จํานวนโครโมโซม  แหลงที่มา 
Cycas chamaoensis   2n=22     จ. จันทบุรี 
Cycas clivicola    2n=22   อ. อรัญประเทศ จ. ปราจีนบรีุ 
Cycas edentata    2n=22   ฟลิปปนส 
Cycas elephantipes    2n=22    จ.ชัยภูม ิ
Cycas pectinata   2n=22      อ. ฝาง 
Cycas siamensis   2n=22    จ. กาญจนบุรี 
Zamia amblyphyllidia  2n=19    เปอรโตริโก 
Zamia herrarae   2n=24    เม็กซิโก 
Zamia inermis   2n=16    เม็กซิโก 
Zamia integrifolia  2n=16    คิวบา 
Zamia loddigesii   2n=18    เม็กซิโก 
Zamia pumila   2n=16    สาธารณรัฐโดมินิกัน 
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2. อุปกรณและเครื่องมือ 
 

2.1 ตูแช -20o C รุน FZ-189 GYN (SANYO) 
2.2 ตูแช -80o C รุน 8558 S/N 86935-206 (Forma Scientific) 
2.3 Water bath รุน Isotemp 210 (Fisher Scientific) 
2.4 เครื่อง PCR รุน PTC-100TM (MJ Research, Inc) 
2.5 เครื่องชั่งสารทศนิยม 4 ตาํแหนง รุน TC-205 (Denver Instrument Company) 
2.6 ชุดเครื่องมือ agarose gel electrophoresis (Syngen) 
2.7 ชุดอิเล็กโทรฟอริซิสแนวตั้ง รุน V20-CDC (SCIE-PLAS) 
2.8 เครื่องจายกระแสไฟฟา รุน E833 (SCIE-PLAS) 
2.9 เครื่องฉายแสง UV และถายภาพ (gel documentation) รุน TXT-20.M (Vilber Lourmat) 
2.10 เครื่อง autoclave รุน AMA 240S (ASTELL) 
2.11 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วสูง (refrigerated centrifuge) รุน 3K20 (SIGMA) 
2.12 เครื่องหมุนเหวี่ยงความเร็วต่ํา (microcentrifuge) รุน 1010 (Century Scientific) 
2.13 เครื่อง spectrophotometer รุน Lambda UV/VIS spectrophotometer (Perkin Elmer) 
2.14 ชุดไมโครปเปตชนิดปรับปริมาตรได (Gilson) พรอมทิปขนาด 10, 200 และ 1000 µl. 
2.15 เครื่อง vortex รุน VX100 (LABNET) 
2.16 หลอดใสสารขนาด 0.5, 1.5, 15 ml และหลอด PCR ขนาด 0.2 ml  
2.17 เครื่องแกว (Pyrex)  
2.18 ชุดโกรงบดตัวอยาง 

 
3. สารเคม ี
 

3.1 สารเคมีสําหรับการสกัดดีเอ็นเอ 
 

      3.1.1 ไนโตรเจนเหลว  
      3.1.2  2X CTAB buffer (2% CTAB, 1.4M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl 

pH 8.0 และ1 % Polyvinylpyrrolidone: PVP)  
      3.1.3 Beta-Mercaptoethanol 
      3.1.4 10% CTAB ใน 0.7 M NaCl  
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      3.1.5 Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) โดยปรมิาตร 
      3.1.6 70% Ethanol, 90% Ethanol และ Absolute ethanol  
      3.1.7 10 mg/ml RNase A  (US Biological, USA) 
      3.1.8 TE buffer (10:0.1 = 10 mM Tris pH 8.0 : 0.1 mM EDTA)  

  
3.2 สารเคมีทีใ่ชในการวิเคราะหดวยเทคนิค RAPD  

 
      3.2.1 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl)  
      3.2.2 50 mM MgCl2  
      3.2.3 2 mM dNTP (Fermentus) 
      3.2.4  เอนไซม Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 
      3.2.5  5 pmol RAPD primer 
      3.2.6  น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 

 
3.3 สารเคมีสําหรับ Agarose gel electrophoresis   

 
      3.3.1 Agarose gel (Research Organic) 
      3.3.2 Loading dye (0.15% Bromphenol blue ใน 50 % Glycerol)  
      3.3.3 1X TBE buffer (10.8 g Tris base, 5.5 g Boric acid และ 4 ml 500 mM EDTA        

pH 8.0) 
      3.3.4 0.5 mg/ml ethidium bromide (Bio Basic) 
 
3.4 สารเคมีสําหรับการวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP 

 
      3.4.1 10X reaction Buffer (33mM Tris-acetate pH 7.9, 10 mM Magnesium acetate,  

66 mM Potassium acetate, 0.1 mg/ml BSA) 
      3.4.2 เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI, MspI และ HpaII (Fermentus) 
      3.4.3 EcoRI adapter และ HpaII/ MspI adapter 
      3.4.4 เอนไซม T4 DNA ligase (Fermentus) 
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      3.4.5 10X T4 ligation buffer (400 mM Tris-HCl, 100 mM MgCl2, 100 mM DTT, 5 
mM ATP pH 7.8) 

      3.4.6 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl)  
      3.4.7 50 mM MgCl2

      3.4.8 2 mM dNTP  
      3.4.9 เอนไซม Taq DNA Polymerase (Invitrogen) 
      3.4.10 EcoRI primer +1, HpaII/ MspI primer +1 
      3.4.11 EcoRI primer +3, HpaII/ MspI primer +3 
      3.4.12 น้ํากลั่นบริสุทธิ์ 
 
3.5 สารเคมีสําหรับ Denaturing Polyacrylamide gel electrophoresis 

 
       3.5.1 Bind silane (Plusone) 
       3.5.2 Repel silane (Plusone) 
       3.5.3 Glacial acetic acid (Merck) 
       3.5.4 95 % ethanol 
       3.5.5 Acrylamide gel และ methylene bisaacrylamide (Plusone) 
       3.5.6 TBE buffer 
       3.5.7 Urea (USB) 
       3.5.8 10% APS (ammonium persulfate) 
       3.5.9 TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenediamine)  
       3.5.10 AFLP loading dye (98% formamide, 10 mM EDTA, 0.1% xylene cyanol,    
0.1 % bromphenol blue) 
       3.5.11 Developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde, 2 µg/ml sodium 
thiosulfate) 
       3.5.12 Silver nitrate (Merck) 
       3.5.13 น้ํากลั่น  
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วิธีการ 
 
1. การเก็บตัวอยางปรง 

 
เก็บใบของปรงจากสวนนงนุช  จังหวัดชลบุรี  ซ่ึงเปนแหลงเก็บรวบรวมพันธุปรง

หลากหลายชนิด เก็บตวัอยางใสถุงพลาสติก เย็บปากถุงดวยลวดเย็บกระดาษ แลวนําตัวอยางใสใน
กลองที่บรรจุน้ําแข็ง เมื่อถึงหองปฏิบัติการ นําใบปรงมาลางใหสะอาดแลวแชในไนโตรเจนเหลว 
จากนั้นนําไปเก็บที่ตูแชอุณหภูมิ –20 o C จนกวาจะนํามาใชงาน หากตองการเก็บไวนานนําไปเก็บที่
ตูแชอุณหภูมิ –80 o C 
 
2. การสกัดดีเอ็นเอจากใบปรง 
 

การสกัดดีเอน็เอจะสกัดจากใบของปรงแตละตัวอยางโดยใชวิธีประยกุตจาก Molecular 
Biology Laboratory Protocols (2002) ซ่ึงมีขั้นตอนดังตอไปนี ้

 
1.เตรียมสารละลาย 2X CTAB ใสหลอดขนาด 15 ml ปริมาตร 5 ml เติม           

Beta-mercaptoethanol 5 µl  เขยาใหเขากัน บมที่ 65 o C นาน 45 นาที  
 
2. บดตัวอยางใบปรงในโกรงดวยไนโตรเจนเหลว ตักตัวอยางประมาณ 2 กรัมใสหลอด 

เขยาใหเขากันเปนเนื้อเดียว 
 
3. แบงสารละลายใสหลอดขนาด 1.5 ml หลอดละ 750 µl แลวบมที ่65 o C นาน 1 ช่ัวโมง 
 
4. ตั้งหลอดไวใหเย็นที่อณุหภูมิหอง เติมสารละลาย Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) 

หลอดละ 750 µl กลับหลอดไปมาใหเขากนั 
 
5. ปนเหวี่ยง 13,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที 
 
6. ดูดสารละลายใสตอนบนใสหลอด 1.5 ml หลอดใหมหลอดละ 500 µl เติมสารละลาย   

10% CTAB ปริมาตร 50 µl ผสมใหเขากัน 
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7. เติมสารละลาย Chloroform : Isoamyl alcohol (24:1) หลอดละ 500 µl ปนเหวีย่ง 13,000 
รอบตอนาที นาน 20 นาท ี
 

8. ดูดสารละลายใสตอนบนหลอดละ 300 µl ใสหลอดใหมรวมใหไดหลอดละ 600 µl  
 
9. ตกตะกอนดีเอ็นเอดวย Absolute ethanol ปริมาตร 600 µl กลับหลอดไปมาเบา ๆ      
 
10. ถาตะกอนดีเอ็นเอที่ไดมาก เกีย่วดีเอ็นเอดวยแทงแกวปลายงอ แตถาตะกอนดีเอ็นเอที่

ไดนอย ใหปนเหวีย่ง 12,000 รอบตอนาที นาน 10 นาท ี
 

11. ลางตะกอนดวย 70% และ 90% Ethanol ตามลําดบั ปลอยใหตะกอนแหง 
 

12. ละลายดีเอน็เอดวย TE buffer 100 µl และเติมเอนไซม RNase A หลอดละ 2 µl บมไวที ่
37 oC ขามคืน และเก็บดีเอ็นเอไวที ่–20 oC เพื่อรอใชงานตอไป          
 
 หลังจากสกัดดีเอ็นเอแลวตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการวดัการดูดกลืนคล่ืนแสง 
และตรวจสอบดวยวิธีอิเล็กโทรฟอริซิสโดยใช 0.8% agarose gel  
 
3. การรวมดีเอ็นเอ  
 
 นําดีเอ็นเอทีไ่ดมาตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอ โดยวดัการดดูกลืนคล่ืนแสง
อัลตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตรดวยเครือ่ง spectrophotometer ถา
อัตราสวนของ A260/A280 อยูระหวาง 1.6-1.8 แสดงวาสารละลายดีเอน็เอคอนขางบริสุทธิ์ หากมีคาต่ํา
กวา 1.6 แสดงวามีการปนเปอนของโปรตีน แตถาคาสูงกวา 1.8 แสดงวามีการปนเปอนของอารเอ็น
เอ การดูดกลืนคลื่นแสงอัลตราไวโอเลตของกรดนวิคลีอิกจะอยูในชวงความยาวคลื่นสูงสุดที่ 260 
นาโนเมตร โดยสารละลายดีเอ็นเอเขมขน 1 มิลลิกรัมตอไมโครลิตรจะมีคาการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรเทากับ 20 หนวย (A260) ดังนั้นสามารถคํานวณปริมาณของกรดนิวคลีอิกได
จาก 
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ปริมาณกรดนวิคลีอิก (mg/µl)  = A260 x 1/20  
ปริมาณกรดนวิคลีอิก (ng/ µl)  = A260 x 1/20 x 1000 
    = A260 x 50  

 
 กรณีที่ใชสารละลายดีเอ็นเอเจือจาง 100 เทา (ดีเอ็นเอ 3 µl ตอน้ํากลั่น 297 µl) ในการ
ตรวจสอบดวยเครื่อง spectrophotometer จะสามารถคํานวณปริมาณกรดนิวคลีอิกในหนวยนาโน
กรัมตอไมโครลิตรไดดังนี ้
 

ปริมาณกรดนวิคลีอิก (ng/ µl)  = A260 x 50 x 100  
 
 เมื่อทราบปริมาณดีเอ็นเอในสารละลายแลวจึงปรับใหมคีวามเขมขน 50 หนวยนาโนกรัม
ตอไมโครลิตร แลวรวมตวัอยางดีเอ็นเอเปน 4 กลุมคือ ปรงสกุล Cycas เพศผู, ปรงสกุล Cycas เพศ
เมีย, ปรงสกุล Zamia เพศผู และปรงสกุล Zamia เพศเมีย 
 
4. การวิเคราะหโดยเทคนิค RAPD 

 
นําจีโนมิกดีเอน็เอมาเจือจางใหไดความเขมขน 50 นาโนกรัมเพื่อวิเคราะหดวยเทคนิค 

RAPD แตเนื่องจาก RAPD เปนเทคนิคที่ไวตอการเปลี่ยนแปลงสภาวะมากจึงตองกาํหนด
องคประกอบของสารและอุณหภูมิในปฏกิิริยาใหเหมือนกันตลอดการทดลองดังตารางที่ 3  

 
ตารางที่ 3 องคประกอบและปริมาตรสารที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารในเทคนิค RAPD 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา     ปริมาตร (µl) 
50 ng/µl gDNA       1.0 
5 pmol RAPD primer      1.5 
10X PCR buffer       2.5 
MgCl2 (50  mM)       1.0 
dNTP mix (2 mM)       2.0  
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ตารางที่ 3 (ตอ) 
 

สารที่ใชในปฏิกิริยา         ปริมาตร (µl) 
Taq  DNA Polymerase (5U/µl)      0.2 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์       16.8  
ปริมาตรรวม        25.0  
 
 หลังผสมสารตาง ๆ แลว นําเขาเครื่อง PCR ใชอุณหภูมแิละเวลาในการทําปฏิกิริยาดงันี้ 

 
ขั้นที่ 1  94 o C  3 นาที 
ขั้นที่ 2  94 o C  1 นาที 
ขั้นที่ 3  38 o C  1 นาที 
ขั้นที่ 4  72 o C  1 นาที 
   ทําซํ้าขั้น 2-4 รวม 40 รอบ 
ขั้นที่ 5  72 o C  5 นาที 

 
การตรวจสอบผลการวิเคราะห RAPD ดังนี ้
 
1. เตรียม 1 % agarose gel ในเครื่องทําอิเล็กโทรฟอริซิสแนวราบ 
 
2. หยอดผลผลิต PCR 10 µl ผสมกับ loading dye 2 µl แลวหยอดลงชองในเจล 
 
3. ตอเครื่องทําอิเล็กโทรฟอริซิสกับแหลงกาํเนิดที่ใหความตางศักย 100 โวลต 
 
4. ยอมเจลดวย 0.5 mg/ml ethidium bromide นาน 10 นาที 
 
5. สองดูใตแสงอัลตราไวโอเลต บันทึกภาพ 

  
การวิเคราะหดวยเทคนิค RAPD ในงานวิจยันี้จะใชวิธีการเดียวตลอดงานวิจยัดังที่ไดกลาว

ไวขางตน สําหรับการวิเคราะหจะทําเปนลําดับขั้นตอนดงัตอไปนี ้
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4.1 การคัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสม 
 

      การคัดเลือกไพรเมอรที่จะใชในการทํา RAPD นั้นจะทดสอบเบื้องตนวาไพรเมอรนั้น
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและมีแนวโนมที่จะบงชี้เพศในตัวอยางปรงที่เลือกมาหรอืไม โดยใช
ไพรเมอร RAPD ทั้งส้ิน 216 ชนิด (ตารางที่ 4) ทดสอบดวยปรง Cycas clivicola เพศผูและเพศเมยี 
อยางละ 1 ตัวอยาง ปรง Zamia integrifolia เพศผูและเพศเมียอีกอยางละ 1 ตัวอยาง จากนั้นคดัเลือก
ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและมีแนวโนมจะใชระบุความแตกตางระหวางเพศของ
ตัวอยางปรงสกุล Cycas และ Zamia ที่เลือกมาได นําไพรเมอรที่คัดเลือกดังกลาวไปวิเคราะหกับ
ตัวอยางปรงที่เหลือ 
 

4.2  การวิเคราะห RAPD แบบแยก (individual)  
  

       หลังจากทีท่ดสอบหาไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใหความแตกตาง
ระหวางเพศในปรงตัวอยางไดแลวจึงนํามาวิเคราะห RAPD กับตัวอยางปรงที่เหลือทั้ง 12 ตัวอยาง 
ตรวจสอบผลใน 1% agarose gel 
 

4.3 การวิเคราะห RAPD รวมกับการประยกุตเทคนิค bulk analysis 
  

      คัดเลือกไพรเมอรจากขอ 4.2 ที่มีแนวโนมที่จะใหความแตกตางระหวางเพศในตัวอยาง
ปรงมากที่สุดมาวิเคราะหรวมกับการประยกุตใชเทคนิค Bulked segregant analysis เพื่อตรวจสอบ
แถบ   ดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางเมื่อวเิคราะหแบบแยกอีกครั้งหนึ่ง โดยรวมดีเอ็นเอของปรงสกุล 
Cycas เพศผูและเพศเมีย ปรงสกุล Zamia เพศผูและเพศเมีย รวมตวัอยางทั้งหมด 4 ชุด นําไป
วิเคราะหดวยเทคนิค RAPD สภาวะเดยีวกบัการวิเคราะหแบบแยก และตรวจสอบผลใน               
1% agarose gel    
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ตารางที่ 4 ไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหโดยเทคนิค RAPD 
 
ชุดไพรเมอร   หมายเลขไพรเมอร     ที่มา  
AA   01, 03, 07, 09, 11, 16, 18, 19, 20   Operon Technology 
AB   01, 04, 05, 06, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 20  Operon Technology 
AC   02, 03, 05, 07, 08, 09, 10, 13, 14, 15, 19   Operon Technology 
AD  02, 03, 05, 06, 11, 19, 20    Operon Technology 
AF  04, 06, 07      Operon Technology 
AH  01, 02, 09, 11, 12, 16, 17, 18, 19    Operon Technology  
AI  05, 08, 11, 12, 13, 14, 15, 16    Operon Technology 
AP          11       Operon Technology 
APG  03      Operon Technology 
APW  01, 02       Operon Technology 
E  15      Bioprobe 
O  08      Bioprobe 
OPA  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,  Operon Technology 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20  
OPB  02, 06, 08     Operon Technology 
OPC  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,  Operon Technology 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
OPD  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,  Operon Technology 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
OPE  01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,  Operon Technology 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
OPF   01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,  Operon Technology 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 
OPH  02      Operon Technology 
OPI  03, 04, 10, 12, 14, 18    Operon Technology 
OPJ  05      Operon Technology 
OPK  02, 14, 16     Operon Technology 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

ชุดไพรเมอร   หมายเลขไพรเมอร     ที่มา  
OPL   12, 13, 19     Operon Technology 
OPN  03, 04, 04, 20      Operon Technology 
OPR  02, 03, 05     Operon Technology 
OPV  01      Operon Technology 
OPX  04, 05      Operon Technology 
OPY  02, 03      Operon Technology 
PRR  01, 02      Chen et al. (1997) 
RS  01      Chen et al. (1997) 
RSR  01, 02, 03     Chen et al. (1997) 
TPXR  01, 02       Chen et al. (1997) 
U.B.C.   01, 02, 03, 04, 05, 06, 07, 08, 09, 10,   Thseng et al. (1999) 
                            11, 12, 13, 14   
  

 
4.4 การวิเคราะหผลจากเทคนิค RAPD  

 
      4.4.1 บันทึกขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากตัวอยางดเีอ็นเอของปรงจากแตละขั้นตอน 

และตรวจหาแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเฉพาะในแตละเพศของปรงแตละชนดิ รวมถึงตรวจหาแถบดเีอ็น
เอที่ปรากฏเฉพาะในแตละเพศของปรงแตละสกุล    
 

      4.4.2 บันทึกแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏโดยอานแถบที่ปรากฏบนเจลและบันทึกเปน
สัญลักษณ “1” กับการเกดิแถบดีเอ็นเอ และ “0” กับการไมเกิดแถบดีเอน็เอ เปรียบเทยีบแถบดีเอน็เอ
ที่เกิดขึ้นทั้งหมดโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYS (Numerical Taxonomy and Multivariate 
Analysis System) – PC เวอรช่ัน 2.02i ซ่ึงจะคํานวณความสัมพันธระหวางปรงแตละชนิดและสราง
เปน Phylogenetic tree การคํานวณคาความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarlity) ใชวิธีของ 
Sneath และ Sokal (1973) ดังสมการ 
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Sij = a+d/(a+b+c+d) 
 

เมื่อ Sij= คา similarity ระหวางพนัธุ i และพันธุ j 
 a = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้ง 2 พนัธุ 
 b = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในพันธุ i แตไมพบในพันธุ j 
 c = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นในพันธุ j แตไมพบในพันธุ i 
 d = จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ไมเกิดขึ้นในทั้ง 2 พันธุ 

 
5. การวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP 
 
 เทคนิค MSAP (Methylation Sensitivity Ampilfied Polymorphism) เปนเทคนิคที่ประยุกต
มาจากเทคนิค AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) วิธีการสวนใหญจึงคลายคลึง
กับวิธีที่ปฏิบัตใิน AFLP แตจะแตกตางกนัที่เอนไซมที่ใชในการตัดจีโนมิกดีเอ็นเอ โดยเอนไซมที่
เปน rare cutter ซ่ึงมีตําแหนงจดจํา 6 คูเบสยังคงใชเอนไซม EcoRI (G/AATTC) แตเอนไซมที่เปน 
frequent cutter ซ่ึงมีตําแหนงจดจํา 4 คูเบสจะใชเอนไซม MspI และ HpaII แทน เอนไซมทั้ง 2 ชนิด
นี้จะมีตําแหนงจดจําเหมือนกันคือ C/CGG แตการตัดหรือไมตัดดีเอน็เอบริเวณตําแหนงจดจําขึน้กบั
การเติมหมูเมธิล (methylation) วิธีการวเิคราะหดวยเทคนิค MSAP ในงานวิจยันีจ้ะใชวิธีการ
ประยุกตจาก Portis et. al. (2004) โดยจะเริ่มจากการตัดจีโนมิกดีเอน็เอและเชื่อมตอกับ adapter โดย
ปฏิกิริยาประกอบดวยสารดังตารางที่ 5 และลําดับเบสของ adapter ทั้ง 2 ชนิด ดังตารางที่ 6  
 
ตารางที่ 5 องคประกอบและปริมาตรสารที่ใชในปฏิกิริยาการตัดดีเอน็เอดวยเอนไซมตัดจําเพาะและ
การเชื่อมตอกบั adapter 
 
     องคประกอบ             ปริมาตร (µl) 
 100 ng/µl gDNA      2.50 
EcoRI (10U/µl)       0.25 
MspI (10U/µl) หรือ  HpaII (10U/µl)    0.50 
10x buffer Y+ (สําหรับ MspI) หรือ    2.50 
10x buffer TANGO (สําหรับ HpaII)     
EcoRI adapter (5 pmol/µl)     1.0 
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ตารางที่ 5 (ตอ) 
 
  องคประกอบ             ปริมาตร (µl) 
HM adapter (25 pmol/µl)      2.0 
T4 DNA ligase (5U/µl)      0.2 
10X T4 ligase buffer      5.0 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์                   36.05 
ปริมาตรรวม                  50.00 
 
ตารางที่ 6 ลําดับเบสของ adapters ที่ใชในเทคนิค MSAP 
 
  ชนิดของ adapter      ลําดับเบส 5’-3’ 
EcoRI adapter     5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’   
                             3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’ 
HpaII/MspI adapter      5’-GATCATGAGTCCTGAT-3’ 
                                                                                       3’-AGTACTCAGGACGAGC-5’ 

  
การวิเคราะหจะแบงปฏิกิริยาเปน 2 ชุดคือตดัดวยเอนไซม EcoRI และ MspI ชุดหนึ่ง และ

แทนที่ MspI ดวย HpaII อีกชุดหนึ่ง หลังจากผสมสารตาง ๆ เขาดวยกันเพื่อเช่ือมตอช้ินสวนของ    
ดีเอ็นเอกับ adapter แลวนําไปบมที่อุณหภมูิ 37 o C เปนเวลา 5 ช่ัวโมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 65 o C นาน 10 นาที นําไปเจือจาง 10 เทาดวย TE buffer (1mM Tris-HCl, 0.1 mM EDTA, 
pH 8) เพื่อนําไปเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเออกี 2 ขั้นตอนดังนี ้
 

1. Preselective amplification ขั้นตอนนี้จะเปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอโดยใชไพรเมอร
ที่เปนคูสมกับสวนของ adapter และบริเวณจดจําของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 1 ตัวท่ี
ปลายดาน 3’ (primer+1) คือไพรเมอร E+A และ HM+T ซ่ึงมีลําดับเบสเปน 

 
EcoRI primer (E+A)   5’-GACTGCGTACCAATTCA-3’  
HM primer     (HM+T)      5’-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3’ 
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 โดยสารที่เปนองคประกอบในปฏิกิริยาดังตารางที่ 7   
 
ตารางที่ 7 องคประกอบและปริมาตรสารที่ใชในปฏิกิริยา Preselective amplification 
 

องคประกอบ           ปริมาตร(µl) 
ดีเอ็นเอจากการเชื่อมตอและเจือจาง 10 เทา    2.0 
EcoRI primer+A  (5 pmol/µl)     1.0 
HM primer+T (5 pmol/µl)     1.0 
dNTP (2mM)       2.5 
10x PCR buffer       2.5 
MgCl2 (50mM)       0.75 
Taq DNA polymerase (5U/µl)      0.1 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์                  15.15 
ปริมาตรรวม                   25.0 
 
ผสมสารตาง ๆ เขาดวยกัน นําเขาเครื่อง PCR โดยใชอุณหภูมแิละเวลาดังนี ้
 

ขั้นที่ 1 อุณหภมูิ 94 o C 60 วนิาที    
ขั้นที่ 2 อุณหภมูิ 94 o C 30 วนิาที 
ขั้นที่ 3 อุณหภมูิ 55 o C 30 วนิาที 
ขั้นที่ 4 อุณหภมูิ 72 o C 60 วนิาที  
    ทําซํ้าขั้นที่ 2 ถึง 4 รวม 25 รอบ 
ขั้นที่ 5 อุณหภมูิ 72o C 10 นาที 

 
หลังครบปฏิกิริยาแลว แบงผลผลิต PCR มาตรวจสอบโดย agarose gel electrophoresis ใน

เจล 1% agarose gel จากนัน้เจือจาง 30 เทาดวย TE buffer เพื่อนําไปทําปฏิกิริยาขั้นที่ 2 ตอไป 
  

2. Selective amplification ในขั้นตอนนีจ้ะเปนการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอน็เอโดยใชไพรเมอร
ที่เปนคูสมกับสวนของ adapter และบริเวณจดจําของเอนไซมทั้ง 2 ชนิดที่เพิ่มนิวคลีโอไทด 3 ตัวท่ี
ปลายดาน 3’ (primer+3) รวมทั้งหมดมี 12 คูไพรเมอร 
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ตารางที่ 8 ลําดับเบสของ primer+3 ที่ใชในการศึกษา 
 

ไพรเมอร      ลําดับเบส 
E+AAC     5’-GACTGCGTACCAATTCAAC-3’ 
E+ACG     5’-GACTGCGTACCAATTCACG-3’ 
E+ACT     5’-GACTGCGTACCAATTCACT-3’ 
E+AGT     5’-GACTGCGTACCAATTCAGT-3’ 
HM+TAA     5’-ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA-3’ 
HM+TCC     5’-ATCATGAGTCCTGCTCGGTCC-3’ 
HM+TTC       5’-ATCATGAGTCCTGCTCGGTTC-3’ 

 
โดยสารที่เปนองคประกอบในปฏิกิริยาดังตารางที่ 9   
 
ตารางที่ 9 องคประกอบและปริมาตรสารที่ใชในปฏิกิริยา Selective amplification 
 

องคประกอบ           ปริมาตร(µl) 
ผลผลิตพีซีอารจากขั้นที่แลวท่ีเจือจาง 30 เทา   5.0 
EcoRI primer+ANN (5 pmol/µl)     1.0 
HM primer+TNN (5 pmol/µl)     1.0 
dNTP mix (2mM)      2.0 
10x PCR buffer       2.0 
MgCl2 (50mM)       0.6 
Taq DNA polymerase (5U/µl)     0.1 
น้ํากลั่นบริสุทธิ์       8.3 
ปริมาตรรวม                  20.0 
 
ผสมสารตาง ๆ เขาดวยกัน นําเขาเครื่อง PCR โดยใชอุณหภูมแิละเวลาดังนี ้
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ขั้นที่ 1 อุณหภมูิ 94 o C 30 วนิาที    
ขั้นที่ 2 อุณหภมูิ 65 o C 30 วนิาที 
ขั้นที่ 3 อุณหภมูิ 72 o C 60 วนิาที 
 

ลดอุณหภูมใินขั้น annealing ลงรอบละ 0.7 o C จํานวน 12 รอบ และตอดวย  
 

ขั้นที่ 5 อุณหภมูิ 94 o C 30 วนิาที 
  ขัน้ที่ 6 อุณหภมูิ 56 o C 30 วนิาที 

ขั้นที่ 7 อุณหภมูิ 72 o C 60 วนิาที 
 
ทําซํ้าขั้นที่ 5 ถึง 7 รวม 23 รอบ 
 

เมื่อครบปฏิกิริยาแลว นําผลผลิต PCR 10 µl มาเติม AFLP loading dye (98% formamide, 
10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue และ 0.1% xylene cycanol) 5 µl บมที่อุณหภูมิ 94 o C เปน
เวลา 5 นาที แลวแชในน้ําแขง็ทันทีกอนทํา polyacrylamide gel electrophoresis 

 
6. การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยใช denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
 

1. เตรียมแผนกระจก 2 แผนสําหรับเทเจล โดยลางกระจกทั้ง 2 แผนใหสะอาด เช็ดดวย    
95% ethanol จากนั้นเชด็กระจกแผนตรงดวย bind silane (bind silane 1 µl, glacial acetic acid 2.5 µl 
และ 95% ethanol 500 µl) เพือ่ใหเจลติดกับกระจกแผนนีแ้ละเช็ดกระจกแผนหกูระตายดวย repel 
silane เพื่อไมใหเจลติดกระจก ปลอยใหแหงประมาณ 5-10 นาที แลวประกอบกระจกทั้ง 2 แผนเขา
ดวยกันโดยใหดานที่ทา bind silane และ repel silane หันเขาหากัน และวางแผน spacer ไวดานขาง
ทั้งสองเพื่อใหเกิดชองวางระหวางกระจก ใชคลิปหนีบยึดใหอยูคงที ่

 
2. เตรียม 6 % acrylamide gelโดยมีสวนประกอบดังนี้ ยูเรีย 13.5 กรัม, 10x TBE 3 ml,  

10% APS 300 µl., TEMED 15 µl, 30% acrylamide (29% acrylamide และ 1% methylene 
bisacrylamide) 6 ml และน้ํากลั่น 10.5 ml ผสมใหเขากันแลวเทเจลลงในชองวางระหวางกระจกจน
เต็ม ใสหวีลงดานบนของกระจก ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
 



  

44

3. เมื่อเจลแข็งตัวดแีลว ลางกระจกดานนอกใหสะอาด ดงึหวีออก แลวประกอบเขากบัชุด 
อิเล็กโทรฟอริซิสแนวตั้ง เตมิ TBE buffer ดานลางของแผนเจล และดานในของเครื่อง 
 

4. ตอสายไฟเพื่อทํา pre-run ใชกระแสไฟฟาความตางศกัย 300 โวลต เปนเวลา 30 นาที 
 

5. ปดเครื่อง ใชเข็มฉีดยาดดูบัฟเฟอรลางผิวหนาเจลบริเวณชองใสตัวอยาง  
 
6. หยอดตวัอยางดีเอ็นเอที่ผสม AFLP loading dye (ดีเอน็เอ 10 µl ตอ loading dye 5 µl)   

13 µl ลงในแตละชองจนครบ ตอสายไฟเพื่อเดินเครื่อง (run) ใชกระแสไฟฟาความตางศักย         
400 โวลต เปนเวลา 1ช่ัวโมง 20 นาที 
  

7. เมื่อครบเวลา ปดเครื่องนํากระจกออกจากเครื่อง แยกแผนกระจกทั้ง 2 ออกจากกนั เจล
จะติดอยูกับกระจกแผนตรง นําไปยอมดวยซิลเวอรไนเทรตเตอไป   

 
7. การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยการยอมเจลดวยซิลเวอรไนเทรต  

 
ดัดแปลงจาก Caetano-Anolles (1997) 
 
1.นําแผนกระจกที่มเีจลติดอยูแชในสารละลาย fixative (10% acetic acid) นาน 20 นาที 

เขยาเบา ๆ 
 
2. ลางแผนกระจกที่มเีจลในน้ํากลั่นนาน 15 นาที เปลี่ยนน้ํากลั่นใหมและลางตออีก          

15 นาที เขยาตลอดเวลา 
 

3. นําแผนกระจกที่มเีจลแชในสารละลายซิลเวอรไนเทรตเขมขน 2% นาน 30 นาท ี
 
4. แชแผนกระจกที่มีเจลในน้าํกลั่น 5-10 วินาที 
 
5. ยอมแผนกระจกที่มเีจลดวย developer (2.5% sodium carbonate, 0.02% formaldehyde,  

2 µg/ml sodium thiosulfate) 
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6. หยุดปฏิกิริยาโดยนําแผนกระจกที่มีเจลแชใน stop solution (5% acetic acid และ 3% 
glycerol) นาน 5-10 นาท ี
 

7. นําแผนกระจกที่มีเจลแชในน้ํากลั่น แลวผ่ึงใหแหงในอากาศ         
 
8. การวิเคราะหผลจากเทคนิค MSAP 
 

บันทึกขอมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากตัวอยางดีเอ็นเอของปรง เปรียบเทียบและวิเคราะห
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น  
 
9. สถานที่ทําการทดลอง 
 
 หองปฏิบัติการวิจัยภาควิชาพันธุศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพฯ 
 
10. ระยะเวลาในการทดลอง 
 
 เร่ิมดําเนินการทดลอง มนีาคม พ.ศ. 2547 ถึง กันยายน พ.ศ. 2548       
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ผลและการวิจารณผลการทดลอง 
 
1. การเตรียมดเีอ็นเอจากปรง 
 
 การสกัดดีเอน็เอจากปรงจะใชสวนของใบโดยใชวิธีการที่ประยุกตจาก Molecular Biology 
Laboratory Protocols (http://www.cipotato.org/training/Materials/Molecular/Molecular.htm) ซ่ึง
เปนวิธีการทีใ่ชเวลาสั้น ไดดเีอ็นเอที่สมบูรณและมีคณุภาพกวาวิธีอ่ืน กลาวคือดีเอ็นเอที่ไดคอนขาง
มีคุณภาพดีคือไมมีการแตกหักของดีเอน็เอและการปนเปอนของสารพอลิแซคคาไรด (ภาพที่ 2-3)
หลักการของการสกัดดีเอ็นเอวิธีนี้คือ การบดตัวอยางใบใหละเอยีดในไนโตรเจนเหลวโดยใชโกรง
บดสาร โดยใชสารที่มีสวนประกอบของ Cethyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) ซ่ึงเปน
สารซักฟอก (detergent) ชวยทําลายเยื่อหุมเซลลเพื่อปลอยดีเอ็นเอออกมาสู extraction buffer ซ่ึงมี 
Tris-HCl และโซเดียมคลอไรดชวยรักษาสภาพความเปนกรด-ดางใหเหมาะสมตอกรดนิวคลีอิก  
นอกจากนี้ยังมสีารที่ทําหนาที่อ่ืน ๆ ดังนี้ Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) จะชวยปองกัน
ดีเอ็นเอจากการยอยสลายจากเอนไซม endogenous nuclease โดยกําจัด co-factor ตาง ๆ ของ
เอนไซม nuclease สาร Beta-Mercaptoethanol  ทําหนาทีท่ําลายพันธะไดซัลไฟดของ endogenous 
nuclease และปองกันการออกซิไดซของสารกลุมฟนอลิกไปเปนสารประกอบ quinonic ทําให        
ดีเอ็นเอเปนสีน้ําตาลและเสยีหาย กรดนวิคลีอีกจะมีสมบัติทางเคมีเปลี่ยนไปเมื่อจับกับสารพวก      
ฟนอลิก สาร polyvinylpyrolidone (PVP) ชวยกําจัดสารพวกพอลิฟนอลโดยสรางพันธะทางเคมีทํา
ใหไมสามารถละลายน้ําไดและแยกชั้นออกมา การสกัดแยกโปรตีนจะใชสารละลาย Chloroform : 
isoamyl alcohol (24:1) โดยปริมาตร ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยใช absolute ethanol จากนั้นละลาย      
ดีเอ็นเอใน TE buffer และกําจัด RNA โดยเอนไซม RNaseA ทั้งนี้บางครั้งพบวาสารละลายดีเอน็เอ
ที่สกัดไดมกีารปนเปอนของสารพอลิแซคาไรด โดยจะสังเกตจากภายในชองใสตัวอยางของเจล   
อะกาโรสยังมี ดีเอ็นเอตกคางอยู และสารละลายดีเอน็เอทีไ่ดจะมีลักษณะคลายวุน สารพวกนี้มี
ขนาดโมเลกุลใหญจึงไมสามารถผานเจลอะกาโรสไดและสารกลุมนี้ยงัมีผลตอการทํางานของ
เอนไซมตางๆ การลดสารพวกพอลิแซคคาไรด อาจทําไดโดยการเพิ่มความเขมขนของ CTAB ใน
ขั้นตอนของการสกัดหรือตกตะกอนดีเอน็เอในสภาพเกลือสูงซ่ึงพอลิแซคคาไรดจะไมตกตะกอน
ทําใหสามารถแยกดีเอ็นเอไดบริสุทธิ์มากขึ้น การเก็บรักษาดีเอ็นเอจะเก็บไวที่ตูเยน็อุณหภูมิ -20o C 
จนกวาจะนํามาใชงาน การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นอจะตรวจสอบ 2 วิธีคือการวัดการดูดกลืน
คล่ืนแสงและตรวจสอบใน agarose gel เมือ่นําดีเอ็นเอทีส่กัดไดไปวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสง
อัลตราไวโอเลตที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (A260/A280) พบวาดีเอ็นเอมคีาการดูดกลืน  
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    M     1      2      3      4       5      6      7      8      9     10    11   12  

 
 
ภาพที่ 2 จีโนมิกดีเอ็นเอความเขมขนประมาณ 500 ng ของปรงสกุล Cycas 1: Cycas chamaoensis    
              เพศผู, 2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู,  
              5: Cycas pectinata เพศผู, 6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย,   
              8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10: Cycas elephantipes เพศเมยี,  
             11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน   
             (Fermentus) 
 

     M      1      2      3      4      5      6      7      8      9      10   11   12  

 
 

ภาพที่ 3 จีโนมิกดีเอ็นเอความเขมขนประมาณ 500 ng ของปรงสกุล Zamia 1: .Zamia 
              amblyphillidia เพศผู, 2: Zamia herrarea เพศผู, 3: Zamia inermis เพศผู, 4: Zamia  
             integrifolia เพศผู, 5: Zamia loddigesii เพศผู, 6: Zamia pumila เพศผู, 7: Zamia  
             amblyphillidia เพศเมีย, 8: Zamia herrarea เพศเมีย, 9: Zamia inermis เพศเมยี, 10: Zamia   
             integrifolia เพศเมยี, 11:Zamia loddigesii เพศเมีย, 12: Zamia pumila เพศเมยี, M : DNA   
             มาตรฐาน (Fermentus) 
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คล่ืนแสงอยูระหวาง 1.6-1.8 ซ่ึงถือวาดีเอ็นเอมีคุณภาพคอนขางดีแตยังมกีารปนเปอนของโปรตีนอยู
บางเล็กนอย อยางไรก็ตามวธีิการนี้นับเปนวิธีการที่สามารถสกัดดีเอ็นเอจากปรงไดดีในระดับหนึง่ 
 
2.  การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD 
 
 จากการทดสอบไพรเมอรขนาด 10-12 นิวคลีโอไทดจํานวน 216 ชนิดกบัดีเอ็นเอของปรง 
Cycas clivicola และ Zamia integrifolia ทั้งเพศผูและเพศเมียดวยเทคนิค RAPD พบไพรเมอร
จํานวน 38 ชนดิ (ตารางที ่10) คิดเปน 17.59% ของจํานวนไพรเมอรทั้งหมดสามารถเพิ่มปริมาณ     
ดีเอ็นเอไดดี และมีแนวโนมที่จะใชบงชีเ้พศในปรงได จงึคัดเลือกมาวิเคราะหตอในตวัอยางปรงทั้ง 
12 ชนิด  
 
ตารางที่ 10 ไพรเมอร 38 ชนิดที่คัดเลือกมาทํา RAPD กับตัวอยางปรงทั้ง 12 พันธุ 
 
       ชุดไพรเมอร      หมายเลขไพรเมอร 

AA     07, 11, 16  
AB    11, 18 
AC    05, 10, 15, 19 
AD    11 
AF    07 
AH    02, 19 
AI    05, 11, 12 
OPA    01, 07, 08, 09, 11, 16, 19  
OPB    08 
OPC    11 
OPD    06, 07, 13 
OPE    09, 11 
OPF    06, 11, 13, 15 
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ตารางที่ 10 (ตอ) 
 
ชุดไพรเมอร      หมายเลขไพรเมอร 

OPI    14 
OPK    16 
OPX    05 
U.B.C.    09 

 
จากการศึกษาจากไพรเมอร 38 ชนิด ใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 386 แถบ เฉลี่ย 10.15 แถบตอ

ไพรเมอร พบแถบดีเอ็นเอจาํนวน 70 แถบ (18.13%) ใหแถบดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอปรงบางชนิดดังนี ้
 

1. ไพรเมอร OPA-11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 650 คูเบสที่จําเพาะกับ Cycas chamaoensis 
เพศผู และ Cycas clivicola เพศเมีย แถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 คูเบสจําเพาะกับ Cycas siamensis เพศ
เมีย แถบดีเอน็เอขนาด 850 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศผู แถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 
คูเบสจําเพาะกบั Zamia integrifolia เพศเมีย แถบดีเอ็นเอขนาด 1,100 คูเบสและ 1,200 คูเบสจําเพาะ
กับ Zamia loddigesii เพศผู และแถบดีเอน็เอขนาด 700 คูเบสจําเพาะกับ Zamia pumila เพศเมีย รวม
ทั้งหมด 8 แถบ (ภาพที่ 4)        
 
 2. ไพรเมอร OPA-08 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 คูเบสที่จําเพาะกับ Cycas chamaoensis 
เพศผู แถบดีเอน็เอขนาด 1,500 คูเบสที่จําเพาะกับ Cycas chamaoensis เพศเมีย แถบดเีอ็นเอขนาด 
800 คูเบสที่จําเพาะกับ Cycas pectinata เพศผู แถบดีเอ็นเอขนาด 650 คูเบสที่จําเพาะกบั Zamia 
amblyphyllidia เพศผู และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 คูเบสที่จําเพาะกับ Zamia pumila เพศเมีย รวม
ทั้งหมด 5 แถบ (ภาพที่ 5) 
 
 3. ไพรเมอร OPF-15 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 500 คูเบสจําเพาะกับ Cycas pectinata เพศผู แถบดีเอ็นเอขนาด 550 คูเบสจําเพาะ
กับ Cycas siamensis เพศเมยี แถบดีเอน็เอขนาด 700 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศเมีย และ Zamia pumila เพศผู รวม    
6 แถบ (ภาพที ่6) 
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 4.  ไพรเมอร OPK-16 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 650 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis เพศ
ผู แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 คูเบส จาํเพาะกับ Cycas siamensis เพศผู แถบดีเอน็เอขนาด 
1,500 คูเบส จําเพาะกับ Cycas clivicola เพศเมีย แถบดเีอ็นเอขนาด 600 คูเบส จําเพาะกับ Zamia 
loddigessii เพศเมีย และแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1,031 คูเบสจําเพาะกับ Zamia pumila เพศผู  
รวมทั้งหมด 5 แถบ (ภาพที่ 7)    
 
 5. ไพรเมอร OPA-07 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 350 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis เพศผู
แถบดีเอ็นเอขนาด 525 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู แถบดีเอน็เอขนาด 450 คูเบส Cycas 
edentata เพศผู แถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบสจําเพาะกับ Cycas edentata เพศผู แถบดเีอ็นเอขนาด 
1,031 คูเบสจําเพาะกับ Cycas siamensis เพศผู และแถบดเีอ็นเอขนาด 1,100 คูเบสจําเพาะกับ Cycas 
siamensis เพศเมีย รวมทั้งหมด 6 แถบ (ภาพที่ 8)  
 
 6. ไพรเมอร AC-19 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis เพศ
เมีย แถบดีเอน็เอขนาด 600 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศเมีย และแถบดเีอ็นเอขนาด 
800 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู รวมทั้งหมด 3 แถบ (ภาพที่ 9)   
 
 7. ไพรเมอร OPF-06 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,100 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบสจําเพาะกับ Cycas elephantipes เพศเมยี แถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 คูเบส
จําเพาะกับ Cycas siamensis เพศเมีย แถบดเีอ็นเอขนาด 3,000 คูเบสจําเพาะกับ Zamia herrarea 
และ Zamia loddigessi เพศผู  รวมทั้งหมด 5 แถบ (ภาพที ่10) 
 
 8. ไพรเมอร OPD-06 ใหแถบดีเอ็นขนาด 200 คูเบสและ 300 คูเบสจําเพาะกับ Cycas 
clivicola เพศผูและแถบดีเอน็เอขนาด 1,600 คูเบสจําเพาะกับ Zamia inermis เพศผู รวมทั้งหมด       
3 แถบ (ภาพที ่11)      
 
 9. ไพรเมอร OPF-13 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 600 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia 
เพศเมีย และ 1,200 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู รวม 2 แถบ (ภาพที่ 12)  
 
 10. ไพรเมอร OPB-08 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 850 คูเบสจําเพาะกับ Zamia integrifolia เพศผู 
และแถบดีเอน็เอขนาด 1,300 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู รวม 2 แถบ (ภาพที่ 13) 
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 11.  ไพรเมอร AH-02 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 950 คูเบสจําเพาะกับ Cycas siamensis เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 700 คูเบสจําเพาะกับ Zamia pumila เพศผู และ Zamia integrifolia เพศเมีย แถบ 
ดีเอ็นเอขนาด 1,200 คูเบสจําเพาะกับ Zamia inermis เพศเมีย รวมทั้งหมด 4 แถบ (ภาพที่ 14)   
 
 12. ไพรเมอร AA-11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 650 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 575 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศผู และแถบดีเอ็นเอขนาด 700 คู
เบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู รวมทั้งหมด 3 แถบ  
 
 13. ไพรเมอร OPA-01 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis  
เพศเมีย และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู รวม 2 แถบ 
 
 14. ไพรเมอร AC-10 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,250 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis  
เพศเมีย เพียง 1 แถบ 
                                                 

15. ไพรเมอร AB-11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,600 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis  
เพศเมีย และ Cycas siamensis เพศเมีย แถบดีเอ็นเอขนาด 1,200 คูเบสจําเพาะกับ Cycas pectinata 
เพศเมีย แถบดเีอ็นเอขนาด 900 คูเบสจําเพาะกับ Zamia loddigesii เพศผู และแถบดีเอน็เอขนาด  
950 คูเบสจําเพาะกับ Zamia inermis เพศเมีย รวมทั้งหมด 5 แถบ 
 
 16. ไพรเมอร OPX-05 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 375 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 2,000 คูเบสจําเพาะกับ Cycas pectinata เพศผู และแถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบส
จําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศผู รวมท้ังหมด 3 แถบ  
 
 17. ไพรเมอร AI-12 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,300 คูเบสจําเพาะกับ Cycas clivicola เพศผู 
แถบดีเอ็นเอขนาด 675 คูเบสจําเพาะกับ Zamia amblyphyllidia เพศผู และ Zamia pumila เพศเมีย 
แถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบสจําเพาะกับ Cycas pectinata เพศเมีย รวมทั้งหมด 4 แถบ 
 
 18. ไพรเมอร U.B.C.09 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 200 คูเบสจําเพาะกับ Cycas chamaoensis 
เพศผู แถบดีเอน็เอขนาด 350 คูเบสจําเพาะกับ Zamia pumila เพศเมีย และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 
คูเบสจําเพาะกบั Zamia loddigesii เพศผู รวม 3 แถบ   
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
  1         2        3        4        5        6 7       8         9        10      11      12 

 
 
 
ภาพที่ 4 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPA-11 ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอ  
              ที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู,   
              3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas 
              siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas   
              edentata เพศเมีย, 10:Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas  
              siamensis เพศเมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15:   
              Zamia inermis เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18:   
              Zamia pumila เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21:  
              Zamia inermis เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24:   
              Zamia pumila เพศเมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 
 
 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

M M  19      20      21       22       23      24    13      14       15       16     17     18 

1031 bp. 
1500 bp. 

500 bp. 

                           Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
  1         2        3        4        5        6 7       8         9        10      11     12 

 
 
ภาพที่ 5 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPA-08  ลูกศรระบุแถบ 
              ดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับปรง 
              แตละสกุล 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata  
              เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู,  
              7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย,   
              10:Cycas elephantipes เพศเมยี, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis  
              เพศเมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis  
              เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila  
              เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis   
              เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila  
              เพศเมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 
 

500 bp. 
1031 bp. 
1500 bp. 

19     20       21       22       23      24  13      14       15      16       17      18 M 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 

M 

500 bp. 
1031 bp. 
1500 bp. 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

  7         8         9        10       11       12  1        2         3         4         5        6 M M 

1500 bp. 
1031 bp. 

 
 
ภาพที่ 6 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPF-15  ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอ 
              ที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงแตละ  
              สกุล  1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู,  
              4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas  
              chamaoensis เพศเมยี, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas  
              elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, 13:  
             Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16:  
             Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศผู, 19:   
             Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย,  
             22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมีย,  
             M: DNA มาตรฐาน (Fermentus)     
 
 

500 bp. 

 13      14       15       16      17       18 M 

500 bp. 
1031 bp. 
1500 bp. 

 19      20      21       22       23       24  

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 

M 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

 
 

ภาพที ่7 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPK-16 ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอ 
              ที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงแตละ  
              สกุล 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู,  
              4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas  
              chamaoensis เพศเมยี, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas  
              elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, 13:  
              Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16:  
              Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศผู, 19:  
              Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย,  
              22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมีย,  
              M: DNA มาตรฐาน (Fermentus)  

 
 
 

500 bp. 
1031 bp. 

500 bp. 

1031 bp. 

1500 bp. 

1500 bp. 

M M 
  1        2        3         4         5       6     7       8         9       10       11       12     

19     20       21      22       23       24   13      14       15      16      17       18 M M 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
1        2        3         4         5       6 7        8        9         10       11     12 

 
 

ภาพที ่8 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPA-07 ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอ   
             ที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงแตละสกลุ             
             1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas   
             elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas   
             chamaoensis เพศเมยี, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas  
             elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, 13:  
             Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16:  
             Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศผู, 19:   
             Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย,  
             22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมีย,  
             M: DNA มาตรฐาน (Fermentus)    
 

 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

  19      20      21       22       23       24  M 

500 bp. 
1031 bp. 
1500 bp. 

  13      14       15       16      17      18 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 

M 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
1        2        3         4        5        6  7        8        9       10       11     12 

1031 bp. 
1500 bp. 

 
 

ภาพที ่9 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร AC-19 ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอที่ 
              จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอน็เอที่จําเพาะกับปรงแตละสกลุ                
              1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas  
              elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas  
              chamaoensis เพศเมยี, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas  
              elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, 13:  
              Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16:  
              Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศผู, 19:  
              Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย,  
              22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมีย,   
              M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)    

 
 

500 bp. 

 19      20      21       22       23      24  M 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

  13      14      15       16       17     18 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 

M 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M   1       2         3         4        5       6  7        8        9        10        11      12 

 
 

ภาพที่ 10 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPF-06 ลูกศรระบุแถบ   
                ดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด  1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas  
                clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata  
                เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศ  
                เมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศ 
                เมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมยี, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea  
                เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii  
                เพศผู, 18: Zamia pumila เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea  
                เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii  
                เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมยี, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)    
 
 
 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

M M 19     20       21       22       23      24  13     14       15       16       17      18 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
  1       2        3         4         5        6   7        8        9       10       11      12 

1031 bp. 
1500 bp. 

 
 
ภาพที ่11 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPD-06 ลูกศรระบุแถบ 
                ดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จาํเพาะกับปรง 
                แตละสกุล 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata   
                เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู,  
                7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย,   
                10: Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมยี, 12: Cycas siamensis เพศ 
                เมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู, 14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis  
                เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศ   
                ผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมีย, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis  
                เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila  
                เพศเมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 

 

500 bp. 

 19      20       21      22      23       24  M 

500 bp. 
1031 bp. 
1500 bp. 

 13      14      15      16       17     18 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 

M 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
 1       2         3         4          5        6  7         8          9       10       11       12 

1031 bp. 
1500 bp. 

500 bp. 

 19      20       21       22       23      24  M M  13       14       15        16       17      18 

 
 
ภาพที่ 12 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPF-13 ลูกศรระบุแถบ 
                ดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด  1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas  
                clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata  
                เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศ 
                เมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata  
                เพศเมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู, 14: Zamia  
                herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia   
               loddigesii เพศผู, 18: Zamia pumila เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมยี, 20: Zamia  
               herrarea เพศเมยี, 21: Zamia inermis เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23:Zamia  
               loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)  
 

 
 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
1        2        3         4         5      6 7       8         9      10        11     12 

 
 
ภาพที ่13 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร OPB-08 ลูกศรระบุแถบ 
                ดีเอ็นเอที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด    1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas   
                clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata  
                เพศผู,  6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศ 
                เมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศ 
                เมีย, 12: Cycas siamensis เพศเมยี, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea  
                เพศผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศ 
                ผู, 18: Zamia pumila เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมยี, 20: Zamia herrarea เพศ 
                เมีย, 21: Zamia inermis เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii  
                เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศเมยี, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 
 
 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

M M 
19      20      21      22       23      24    13      14       15      16      17      18 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
 1        2         3         4        5        6 7        8        9        10       11     12 

1031 bp. 
1500 bp. 

500 bp. 

M M 19     20       21       22       23     24    13      14       15       16      17      18 

 
 
ภาพที ่14 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร AH-02 ลูกศรระบุแถบดีเอ็นเอ 
               ที่จําเพาะตอเพศในปรงบางชนิด ลูกศรเสนประระบุแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงแตละ 
               สกุล 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู,  
               4: Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู, 6: Cycas siamensis เพศผู,  
               7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศเมีย, 9: Cycas edentata เพศเมีย,  
               10: Cycas elephantipes เพศเมีย, 11: Cycas pectinata เพศเมยี, 12: Cycas siamensis เพศ 
               เมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศผู, 15: Zamia inermis เพศ 
               ผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,    18: Zamia pumila เพศผู,  
               19: Zamia amblyphillidia เพศเมยี, 20: Zamia herrarea เพศเมีย, 21: Zamia inermis เพศ 
               เมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย, 24: Zamia pumila เพศ 
               เมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 
 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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 อยางไรก็ตามแถบดีเอ็นเอทัง้ 70 แถบนี้ไมมีแถบใดที่สามารถใชบงชี้เพศของปรงไดทุก
ชนิด โดยแตละไพรเมอรกจ็ะใหแถบดีเอ็นเอที่บงชี้เพศในปรงบางชนดิเทานั้น แตเมือ่รวมแถบ       
ดีเอ็นเอจากไพรเมอร 4 ชนิดคือ OPA-11 (GTGATCGCAG), OPA-07 (GAAACGGGTG), OPF-06 
(GGGAATTCGG) และ AB-11 (GTGCGCAATG) จะสามารถจําแนกเพศของปรงไดหมดทั้ง 12 
ชนิด นอกจากแถบดีเอ็นเอบางสวนที่บงชี้เพศแลว ยังพบแถบดีเอ็นเอ 10 แถบที่จําเพาะตอปรงสกุล 
Cycas และแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอปรงสกุล Zamia 8 แถบดังนี้   
 
 1. ไพรเมอร AB-11 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,700 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Cycas   
 

2. ไพรเมอร OPA-08 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Cycas (ภาพที่ 5)
  

3. ไพรเมอร OPF-15 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูเบสและ 900 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล 
Cycas และแถบดีเอ็นเอขนาด 1,031 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพที่ 6) 
 
 4.  ไพรเมอร OPK-16 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพ     
ที่ 7) 
 

5. ไพรเมอร OPA-07 ใหแถบดีเอน็เอขนาด 700 คูเบสและ 1,500 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล 
Cycas และแถบดีเอ็นเอขนาด 950 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพที่ 8) 

 
6. ไพรเมอร AC-19 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 450 คูเบสและ 1,031 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล 

Cycas (ภาพที่ 9)  
 

7. ไพรเมอร OPD-06 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 1,500 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพ   
ที่ 11)  
 

8. ไพรเมอร AH-02 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 600 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพที่ 14) 
 

9. ไพรเมอร OPX-05 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 900 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Cycas และแถบ 
ดีเอ็นเอขนาด 500 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia 
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 10. ไพรเมอร OPA-01 ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 700 คูเบสและ 1500 คูเบสจําเพาะตอปรง 
สกุล Zamia  
 

11. ไพรเมอร AA-11ใหแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คูเบสจําเพาะตอปรงสกุล Zamia (ภาพที่ 15) 
 

 

                   Cycas เพศผู                                            Cycas เพศเมีย 

M M 
1        2        3         4         5       6 7       8         9      10         11      12 

ภาพที่ 15 ลายพิมพดีเอ็นเอของปรงจากเทคนิค RAPD โดยไพรเมอร AA-11 ลูกศรเสนประระบ ุ
                แถบดีเอ็นเอที่จําเพาะกับปรงแตละสกุล 1: Cycas chamaoensis เพศผู,   2: Cycas clivicola  
                เพศผู, 3: Cycas edentata เพศผู, 4:Cycas elephantipes เพศผู, 5: Cycas pectinata เพศผู,   
                6:Cycas siamensis เพศผู, 7: Cycas chamaoensis เพศเมีย, 8: Cycas clivicola เพศเมีย,       
                9:Cycas edentata เพศเมีย, 10:Cycas elephantipes เพศเมยี, 11: Cycas pectinata เพศเมีย,   
                12:Cycas siamensis เพศเมีย, 13: Zamia amblyphillidia เพศผู,  14: Zamia herrarea เพศ 
                ผู, 15: Zamia inermis เพศผู, 16: Zamia integrifolia เพศผู, 17: Zamia loddigesii เพศผู,      
                18: Zamia pumila เพศผู, 19: Zamia amblyphillidia เพศเมยี, 20: Zamia herrarea เพศเมีย,  
                21: Zamia inermis เพศเมีย, 22: Zamia integrifolia เพศเมีย, 23: Zamia loddigesii เพศเมีย,  
                24: Zamia pumila เพศเมีย, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus)  

M M   13      14       15      16      17       18 19      20      21      22       23      24  

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

                              Zamia เพศผู                                            Zamia เพศเมีย 
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เมื่อคัดเลือกไพรเมอรบางสวนที่ใหความแตกตางในปรงบางชนิดจํานวน 16 ไพรเมอรและ
ไพรเมอรที่ไมไดนํามาวิเคราะหแบบแยกอกี 4 ชนิด รวม 20 ไพรเมอร (ตารางที่11) มาวิเคราะห
รวมกับเทคนิค pooled DNA analysis โดยรวมดีเอ็นเอเปน 4 กลุมคือ Cycas เพศผู Cycas เพศเมยี
Zamia เพศผู และ Zamia เพศเมีย ผลปรากฏวาเมื่อเปรียบเทียบกับการวิเคราะหแบบแยก 
(individual) พบวาแถบดีเอน็เอที่ไดจากการรวมดีเอ็นเอจะใหแถบดเีอ็นเอมากกวา ขณะที่บางไพร
เมอรก็ใหแถบดีเอ็นเอจํานวนนอยกวาแบบแยก อยางไรก็ตามไมพบแถบดีเอ็นเอใด ๆ ที่สามารถ
บงชี้เพศในกลุมดีเอ็นเอทั้ง 4 กลุม (ภาพที่ 16-20) ทั้งนี้อาจเกิดจากการวเิคราะหดวย RAPD เปนการ
สุมจับระหวางดีเอ็นเอตนแบบกับไพรเมอร ซ่ึงหากดีเอ็นเอตนแบบประกอบดวยจีโนมหลายจีโนม 
อยูรวมกนัแลว อาจเกิดการแขงขันในการจบักันของดีเอ็นเอตนแบบหลาย ๆ สวนกับไพรเมอร โดย
สวนที่จับไดดกีวาจะสามารถเพิ่มปริมาณไดเร็วกวาและมากกวา ทําใหอาจบดบังแถบดีเอ็นเอบาง
แถบเมื่อตรวจสอบในเจลอะกาโรส ดังนั้น RAPD อาจไมเหมาะทีจ่ะใชวิเคราะหโดยรวมดีเอ็นเอ
หลาย ๆ จีโนมที่แตกตางกันเขาดวยกัน  
 
ตารางที่ 11 ลําดับเบสของไพรเมอร 20 ชนิดที่คัดเลือกมาวิเคราะหแบบ pooled DNA analysis 
 

ไพรเมอร         ลําดับเบส 
AA11     ACCCGACCTG  
AB11         GTGCGCAATG  
AC05     GTTAGTGCGG  
AC10     AGCAGCGAGG   
AC19     AGTCCGCCTG  
AH02     CACTTCCGCT  
AI12     GACGCGAACC  
OPA01     CAGGCCCTTC  
OPA07     GAAACGGGTG  
OPA09     GGGTAACGCC  
OPA11     GTGATCGCAG  
OPB08     GTCCACACGG  
OPD06     ACCTGAACGG  
OPF03     CCTGATCACC  
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ตารางที่ 11 (ตอ) 
 

ไพรเมอร         ลําดับเบส 
OPF06     GGGAATTCGG 
OPF15     CCAGTACTCC  
OPI14     CCGCCTAGTC  
OPK16     GAGCGTCGAA  
OPX05      CCTTTCCCTC  
U.B.C. 09    CCTGCGCTTA  

 
 
 

          OPD-06                                OPK-16                            OPA-11 
  CM    CF      ZM     ZF 

 
 
 
ภาพที ่16 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD ที่วิเคราะหรวมกับการรวมดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร  
               OPD-06, OPK-16 และ OPA-11 ตามลําดับ CM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผู,  
               CF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมีย, ZM: กลุมดีเอน็เอของปรงสกุล Zamia เพศ 
               ผู, ZF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน (Fermentus)  
  
 
 

  CM     CF     ZM    ZF  CM   CF     ZM     ZF M M 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 



  

67

 

 
 
 
ภาพที ่17 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD ที่วิเคราะหรวมกับการรวมดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร  
               OPA-07, OPB-08, AB-11 และ OPF-15 ตามลําดับ CM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas  
               เพศผู, CF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมีย, ZM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล  
               Zamia เพศผู, ZF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน   
               (Fermentus)  
 
 

 
 
 
ภาพที ่18 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD ที่วิเคราะหรวมกับการรวมดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร  
               OPA-01, U.B.C.09, OPF-06, AH-02 และ AI-12 ตามลําดับ CM: กลุมดีเอ็นเอของปรง 
               สกุล Cycas เพศผู, CF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมีย, ZM: กลุมดีเอ็นเอของ 
               ปรงสกุล Zamia เพศผู, ZF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน  
               (Fermentus)  
 

 CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF 
          OPA-07                         OPB-08                         AB-11                            OPF-15 

M M 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

     OPA-01                      U.B.C.09                     OPF-06                          AH-02                          AI-12 
M M 

 CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 
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 CM F    CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   Z
1031 bp. 

500 bp. 

 
ภาพที ่19 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD ที่วิเคราะหรวมกับการรวมดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร  

 

าพที่ 20 

               OPF-03, AC-19, AC-10 และ AA-11ตามลําดับ CM: กลุมดีเอน็เอของปรงสกุล Cycas เพศ
               ผู, CF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมีย, ZM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia   
               เพศผู, ZF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน (Fermentus)   
 
 

 
 

1500 bp. 
M M      OPF-03                        AC-19                          AC-10                         AA-11 

 CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF  CM   CF   ZM   ZF 

500 bp. 

1031 bp. 
1500 bp. 

M M         AC-05                          OPX-05                        OPI-14                          OPA-09   

 
ภ ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค RAPD ที่วิเคราะหรวมกับการรวมดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอร  

 

 

               AC-05, OPX-05, OPI-14 และ OPA-09 ตามลําดับ CM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas 
               เพศผู, CF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมีย, ZM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล  
               Zamia เพศผู, ZF: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมีย, M: DNA มาตรฐาน  
               (Fermentus)  
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เมื่อนําแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะหแบบแยกทั้ง 386 แถบมาวิเคราะหความสัมพันธ
เชิงวิวฒันาการของปรงทั้ง 12 ชนิดดวยโปรแกรม NTSYSpc เวอรช่ัน 2.02i และสรางเปน 
phyloge  

พบวา

          
. chamaoensis, C.elephantipes, C.pectinata, C. siamensis, C. clivicola และ C. edentata ซ่ึงปรง

ทั้ง 6 ชน

 integrifolia 
n=16) ซ่ึงมีแหลงกําเนิดในเปอรโตริโก สาธารณรัฐโดมินิกัน และคิวบา ตามลําดับ 

 
s (2n=16) 

รงทั้ง 3 ชนิดมีจํานวนโครโมโซมไมเทากันแตเมื่อพจิารณาถึงแหลงกําเนิดพบวา ปรงทั้ง 3 ชนิดมี
แหลงกํา ใน

netic tree  (ภาพที่ 21) พบวาสามารถจําแนกปรงทัง้สองสกุลออกจากกันไดอยางชัดเจน    
มีคาความเหมอืนทางพันธุกรรมตั้งแต 0.460-0.950 เมื่อวิเคราะหจาก phylogenetic tree ที่ได
สามารถจําแนกเพศของปรงสวนใหญ ได และเพศผูของแตละชนดิมีความใกลเคยีงกบัเพศเมียของ
ปรงชนิดเดยีวกัน ยกเวน Cycas elephantipes และ Zamia inermis ที่ไมสามารถจําแนกทั้งสองเพศ
ดวย phylogenetic tree ไดซ่ึงอาจเปนเพราะจํานวน marker ที่ใชมีจํานวนนอยเกินไป ที่คาความ
เหมือนทางพนัธุกรรมประมาณ 0.658 สามารถจําแนกปรงทั้ง 12 ชนิดออกเปน 3 กลุมดังนี ้
 

กลุมที่ 1 ประกอบดวยปรงสกุล Cycas ทั้ง 6 ชนิดทั้งเพศผูและเพศเมยี ไดแก           
C

ิดนี้มีจํานวนโครโมโซมเทากันคือ 2n=22 ที่ความเหมือนทางพันธุกรรม 0.750 สามารถ
จําแนก C. edentata ออกจากปรงอีก 5 ชนิดได ซ่ึงสอดคลองกับผลของพันธมน (2545) และ         
สจี (2547) เนือ่งจาก C. edentata มีแหลงกําเนิดในประเทศฟลิปปนส ขณะที่ปรงอีก 5 ชนิดมี
แหลงกําเนิดในประเทศไทย ความแตกตางที่เกิดอาจมาจากแหลงกําเนิดที่แตกตางกัน 
 

กลุมที่ 2 ประกอบดวย Z. amblyphyllidia (2n=19), Z. pumila (2n=16) และ Z.
(2

กลุมที่ 3 ประกอบดวย Z. herrarea (2n=24), Z. loddigesii (2n=18), Z. inermi
ป

เนิดจากประเมศเมก็ซิโกเหมือนกนั จึงอาจกลาวไดวาความแตกตางของปรงสกุล Zamia 
กลุมที่ 2 และ 3 เกิดจากแหลงกําเนิดทีแ่ตกตางกันเชนเดยีวกับกรณีของ C .edentata ในกลุมที่ 1 
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C.chamaoensis (M) 
C.chamaoensis (F) 
C.elephantipes (M) 
C.elephantipes (F) 
C.pectinata (M) 

 
 
ภาพที่ 21 Phylogenetic tree ของปรงทั้ง 12 ชนิด สรางจากแถบดีเอ็นเอ 386 แถบจากเทคนิค RAPD  
                โดยโปรแกรม NTSYSpc เวอรช่ัน 2.02i (M คือ เพศผู และ F คือเพศเมีย)    
 

จากการตรวจหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่บงชี้เพศในปรงสกุล Cycas และ Zamia บางชนิดโดย
ใชเทคนิค RAPD พบแถบดีเอ็นเอบางสวนที่จําเพาะตอเพศของปรงแตละชนิด แตไมมแีถบดีเอ็นเอ
ใดเลยที่สามารถระบุเพศไดในปรงทุกชนิดหรือในปรงสกุลใดสกุลหนึง่ ในปรงสกุล Cycas ที่นํามา 
ศึกษาถึงแมวาจะมจีํานวนโครโมโซมเทากัน แตกไ็มพบแถบดีเอ็นเอทีจ่ําเพาะตอเพศใดเพศหนึ่ง
ของทั้งสกุล การที่พบแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏในเพศใดเพศหนึ่งซ่ึงนาจะเกี่ยวของกับการกําหนดเพศ 
แตมีขนาดของแถบดีเอ็นเอแตกตางกันในปรงแตละชนดิ อาจเปนไปไดวาแถบดีเอ็นเอที่เกี่ยวของ
กับเพศนัน้มีความยาวไมเทากันใน Cycas แตละชนดิ ซ่ึงคลายกับผลจากการตรวจสอบเพศของพืช
สกุล Rumex โดยพบแถบดีเอ็นเอขนาด 164 คูเบสใน R. navalis เพศผู แตใน R. acetosa เพศผูจะพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 184 คูเบสซึ่งภายหลังพบวาแถบดเีอน็เอทั้งสองมีลําดับเบสใกลเคียงกันมาก และ
แถบดีเอ็นเอทัง้ 2 แถบนี้มีตําแหนงอยูบนโครโมโซม Y เชนเดียวกนั (Stehlik et al.,2004) จึงอาจ
เปนไปไดวาแถบดีเอ็นเอขนาดตาง ๆ ที่กระจัดกระจายอาจมีความสัมพันธกัน อยางไรก็ตามยัง
ตองการการศกึษาเพื่อยืนยันสมมติฐานนี้ตอไป สําหรับปรงสกุล Zamia ก็พบแถบดีเอน็เอขนาด  

C.pectinata (F) 
C.siamensis (M) 
C.siamensis (F) 
C.clivicola (M)  

 
C.edentata (M)
C.clivicola (F) 
C.edentata (F) 
Z.amblyphyllidia (M)  
Z.amblyphyllidia (F) 
Z.pumila (M)
Z.pumila (F) 
Z.integrifolia (M  ) 

)  Z.integrifolia (F
Z.herrarea (M)
Z.herrarea (F) 
Z.loddigesii (M) 
Z.loddigesii (F) 
Z.inermis(M)
Z.inermis (F)

1 

2 

3 
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ตาง ๆ ที่จําเพาะกับเพศของปรงสกุล Zamia บางชนิดเชนเดียวกัน แตเนือ่งจากปรงสกลุนี้มีความผัน
แปรทางพันธกุรรมสูงมากและจํานวนโครโมโซมของปรงสกุลนี้ที่นํามาศึกษาก็มจีํานวนไมเทากนั 
แถบดีเอ็นเอทีป่รากฏตางกันในแตละเพศจงึอาจจะเกี่ยวของหรือไมเกีย่วของกับเพศกไ็ด จึงเปนการ
ยากที่จะตรวจหาเครื่องหมายที่จําเพาะตอเพศในปรงสกลุนี้    
 
 เทคนิค pool DNA analysis เปนเทคนิคทีด่ัดแปลงมาจากเทคนิค Bulked segregant analysis 
(BSA) ซ่ึงเปนเทคนิคที่ชวยใหตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ตองการไดงายขึน้เนื่องจากพื้นฐานทาง
พันธุกรรมของตัวอยางทั้งสองกลุมจะใกลเคียงกันมาก เทคนิค BSA จะสรางประชากรใหมี
พันธุกรรมที่ใกลเคียงกันโดยจะตางกันที่ลักษณะที่ตองการศึกษาเพยีงลักษณะเดียว แตเนื่องจากปรง
เปนพืชที่เจริญเติบโตชามากจึงเปนไปไดยากที่จะใชวิธีการสรางประชากรใหมีพนัธุกรรมที่
ใกลเคียงกันจงึประยุกตใชวธีิ pooled DNA analysis โดยการรวมดีเอน็เอของปรงแตละเพศ          
เขาดวยกันเปน 4 กลุมคือ  Cycas เพศผู, Cycas เพศเมีย,  Zamia เพศผู และ Zamia เพศเมีย เมื่อ
วิเคราะหดวยเทคนิค RAPD โดยเปรียบเทยีบกับการวิเคราะหแบบแยกพบวามีแถบดเีอ็นเอขนาด
ตาง ๆ มากมาย แตก็ยังไมพบแถบดีเอ็นเอที่จําเพาะตอดีเอ็นเอกลุมใด นอกจากนี้ยังสังเกตพบวาแถบ
ดีเอ็นเอบางแถบที่เคยปรากฏเมื่อวิเคราะหแบบแยกหายไปเมื่อวิเคราะหแบบรวม ซ่ึงอาจเปนไปได
วาการรวมจีโนมที่ไมเหมือนกันหลาย ๆ จีโนมเขาดวยกันอาจมีผลตอเครื่องหมายโมเลกุลบางชนิด 
โดยเฉพาะ RAPD ซ่ึงเปนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุม บริเวณใดทีไ่พรเมอรจับกบัดีเอ็นเอ
ตนแบบไดและไพรเมอรหนัดาน 3’ เขาหากันกจ็ะสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงนั้นได แต
เนื่องจากมจีีโนมหลายจีโนมเปนตนแบบ จึงอาจเกดิการแขงขันในการแยงจับกับไพรเมอร บริเวณ
ใดที่สามารถจับไดดีกวากจ็ะเพิ่มปริมาณไดมากกวา จึงอาจทําใหไมพบแถบดีเอ็นเอบางแถบที่เคย
พบในการวิเคราะหแบบแยกเพราะถูกบดบังจากแถบดเีอ็นเอแถบอื่นนั่นเอง  จาก phylogenetic tree 
ที่สรางจากแถบดีเอ็นเอ 386 แถบโดยโปรแกรม NTSYSpc ver.2.02i สามารถจําแนกปรงสกุล 
Cycas ออกจากปรงสกุล Zamia ไดอยางชดัเจนซึ่งสอดคลองกับขอมูลของ Nostog and Nicholl 
(1997) ที่ระบุวาปรงทั้ง 2 สกุลนี้มีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก และยังสามารถจําแนกปรง
บางสวนออกจากกนัโดยใชความสัมพันธจากแหลงกําเนิดที่แตกตางกันเปนเกณฑ 
 
 สําหรับแนวทางการหาเครื่องหมาย RAPD ที่จําเพาะตอเพศในปรงอาจกระทําแยกในปรง
แตละพันธุ โดยหาลําดับเบสของแถบดีเอ็นเอที่บงชี้เพศในปรงแตละชนิด และนํามาเปรียบเทียบ
เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางแถบดีเอน็เอที่จําเพาะตอเพศของปรงแตละพันธุ เพื่อพัฒนาเปน
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะกับเพศของปรงมากยิง่ขึ้น ทั้งนี้ควรเพิ่มชนิดของไพรเมอรให
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มากขึ้นเพื่อเปนการเพิ่มความหลากหลายของไพรเมอรที่จะเขาไปสุมจับกับบริเวณตาง ๆ ของจีโนม
ใหมากขึน้ อยางไรก็ตามการศึกษาครั้งนี้กใ็หขอมูลพื้นฐานเกี่ยวกับปรงมากในระดับหนึ่ง 
โดยเฉพาะในเรื่องการกําหนดเพศในปรง 
 
3. การวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค MSAP 
 
 จากสมมติฐานของ Gorelick (2003) ที่เสนอวาความแตกตางระหวางเพศอาจไมไดมาจาก
ความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทด แตอาจเกิดจากการเติมหมูเมธิลใหดีเอน็เอที่ตางกัน จึงทดลอง
นําเทคนิค MSAP (Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism) ซ่ึงเปนการประยุกต
เทคนิค AFLP เพื่อใชตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในปรงแตละเพศ จากการ
ตรวจสอบผลของการเติมหมูเมธิลในลําดับนิวคลีโอไทดในปรงทั้ง 2 เพศ โดยใชกลุมดีเอ็นเอ         
4 กลุมคือ Cycas เพศผู, Cycas เพศเมยี, Zamia เพศผู และ Zamia เพศเมีย ดวยเทคนคิ MSAP ที่ได
จากการตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ 2 ชุดคือ 1) EcoRI และ MspI  2) EcoRI และ HpaII  จากนั้นทํา
พีซีอารอีก 2 ขั้นตอนเพื่อลดจํานวนชิ้นดเีอน็เอที่เกิดขึน้ โดยใชไพรเมอร E+3 จํานวน 4 ชนิดและ 
HM+3 จํานวน 3 ชนิด รวมเปน 12 คูไพรเมอร พบวามีไพรเมอรจํานวน 7 คูที่สามารถเพิ่มปริมาณ  
ดเีอ็นเอไดดี (ตารางที่ 12) จงึนํามาวิเคราะหรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอตอไป 
 
ตารางที่ 12 คูไพรเมอรที่ใชในการวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP 
 

     HM+TAA   HM+TCC  HM+TTC 
E+AAC          O          X          X    
E+ACG          O          X          O  
E+ACT          O          X          O 
E+AGT          O          X          O 
 

O = คูไพรเมอรที่ใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดดี 
X = คูไพรเมอรทีใ่ชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดไมชัดเจน 
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การวิเคราะหผลในปรงแตละสกุลจะเปรียบเทียบแถบดเีอ็นเอ 4 ชองคือ กลุมดีเอ็นเอของ
เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI – MspI (M-EM), กลุมดีเอ็นเอของเพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม        
EcoRI – MspI (F-EM),  กลุมดีเอ็นเอของเพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI - HpaII (M-EH) และกลุม 
ดีเอ็นเอของเพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI - HpaII (F-EH) แยกเปนปรงสกุล Cycas (C) และปรง
สกุล Zamia (Z) ตามลําดับ (ภาพที่ 22-25) โดยหากปรากฏแถบดีเอ็นเอในชองใดจะนบัเปน “1” แต
หากไมปรากฏแถบดีเอ็นเอจะนับเปน “0” จากไพรเมอร 7 คูไดแถบดีเอน็เอที่เรียกวาเครื่องหมาย 
MSAP จํานวน 364 เครื่องหมาย เฉล่ีย 52 เครื่องหมายตอคูไพรเมอร ซ่ึงสามารถจําแนกไดเปน        
3 กลุมใหญ ๆ ดังนี้  
 

กลุมที่ 1 แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเหมือนกนัในทั้ง 4 ชองกลาวคือ ทั้งเพศผูและเพศเมยีไมวา
จะตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะคูใดก็ใหแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน (1111) จึงไมสามารถใชระบุความ
แตกตางของเพศได แถบดเีอ็นเอเหลานี้เกดิจากปรงทั้ง 2 เพศมีรูปแบบการเติมหมูเมธิลบริเวณจดจาํ
ของเอนไซม MspI และ HpaII เหมือนกนั และเปนรูปแบบที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิดไมสามารถระบุ
ความแตกตางได แถบดีเอน็เอกลุมนี้พบมากที่สุดคือประมาณ 69.23 % ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 
เครื่องหมาย MSAP จํานวน 19 เครื่องหมายจําเพาะกับปรงสกุล Cycas และอีก 11 เครื่องหมาย
จําเพาะตอปรงสกุล Zamia  
 

กลุมที่ 2 เปนแถบดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางระหวางการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ    
EcoRI – MspI และ EcoRI - HpaII แตไมใหความแตกตางระหวางเพศ (1100 และ 0011) แถบ        
ดีเอ็นเอเหลานีเ้กิดจากความสามารถในการตัดนิวคลีโอไทดบริเวณ CCGG ที่เติมหมูเมธิลตางกัน
ของเอนไซม MspI และ HpaII แตเนื่องจากแถบดีเอ็นเอนี้พบทั้งในเพศผูและเพศเมยี จึงไมสามารถ
ใชระบุความแตกตางระหวางเพศไดเชนกนั ทั้งนี้เครื่องหมาย MSAP จํานวน 13 เครือ่งหมายจดัอยู
ในกลุมนี ้
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ภาพที่ 22 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP โดยคูไพรเมอร E+ACG กับ HM+TTC และ E+ACT  
                กับ HM+TAA  CM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, CF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมยีที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                MspI,  ZF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                MspI,  ZM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus) 
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ภาพที่ 23 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP โดยคูไพรเมอร E+ACG กับ HM+TAA CM-EM:  
                กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ MspI, CF-EM: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ MspI, CM-EH: กลุม     
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII, CF-EH: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII, ZM-EM: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ MspI,  ZF-EM: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ MspI,  ZM-EH: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII, ZF-EH: กลุม 
                ดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ HpaII, M : DNA   
                มาตรฐาน (Fermentus) 
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ภาพที่ 24 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP โดยคูไพรเมอร E+AGT กับ HM+TAA และ E+ACT  
                กับ HM+TTC CM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, CF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมยีที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ 
                MspI, ZF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                MspI, ZM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ   
                HpaII, M : DNA มาตรฐาน (Fermentus) 
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ภาพที่ 25 ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP โดยคูไพรเมอร E+AGT กับ HM+TTC และ E+AAC  
                กับ HM+TAA CM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมียที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI  
                และ MspI, CM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, CF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Cycas เพศเมยีที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZM-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                MspI, ZF-EM: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                MspI, ZM-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศผูที่ตัดดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, ZF-EH: กลุมดีเอ็นเอของปรงสกุล Zamia เพศเมียที่ตดัดวยเอนไซม EcoRI และ  
                HpaII, M: DNA มาตรฐาน (Fermentus) 
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กลุมที่ 3 เปนแถบดีเอ็นเอที่ระบุวามกีารเตมิหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในแตละเพศมีรูปแบบที่
แตกตางกัน เครื่องหมาย MSAP จํานวน 99 เครื่องหมายทีจ่ัดอยูในกลุมนี้ โดยจากไพรเมอรทั้ง 7 คู 
ก็จะใหรูปแบบของแถบดีเอน็เอที่แตกตางกันรวม 12 รูปแบบ (ตารางที ่13) จากตารางพบวารูปแบบ 
1000 พบไดมากที่สุดคือ 24 แถบ โดยพบใน Cycas 11 แถบ และ Zamia 13 แถบ  ขณะที่รูปแบบ 
0111 พบไดนอยที่สุดเพยีง 2 แถบ และยังพบวาปรงสกุล Cycas มีจํานวนของเหตุการณการเติมหมู
เมธิล 39 เหตุการณซ่ึงนอยกวาปรงสกุล Zamia ที่มีถึง 60 เหตุการณ 
 
ตารางที่ 13 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอและจํานวนของรูปแบบจากลายพมิพดีเอ็นเอ MSAP ของปรง  
                   (1 แทนการเกิดแถบดีเอ็นเอ และ 0 แทนการไมปรากฏของแถบดีเอ็นเอ) 
 

รูปแบบ     จํานวนของรูปแบบ 
                                                         Cycas   Zamia   รวม 

0001          6       6   12 
0010          2                                    7                                     9 
0100          6                                  10                                   16 
0101          1                                    2     3 
0110          2           1     3 
0111          0                                    2                                     2  
1000         11                                 13                                   24 
1001           1                                   3                                     4 
1010           3                                   5                                     8 
1011           0                                   5                                     5  
1101           5                                   3                                     8 
1110           2                                   3                                     5 
 
การประเมินรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอ็นเอจากแถบดเีอ็นเอทั้ง 12 รูปแบบจะ

พิจารณาเปรยีบเทียบแถบดเีอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซม MspI และ HpaII ซ่ึงผลการตัด         
ดีเอ็นเอที่แตกตางกันเปนผลมาจากการเติมหมูเมธิลบริเวณ CCGG ที่แตกตางกันดังนี ้         
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 1. การเติมหมูเมธิลที่คารบอนตัวในของตําแหนงจดจําของดีเอ็นเอทั้ง 2 สาย (full 
methylation of the internal cytosine: CmCGG) ซ่ึงเปนรูปแบบที่เอนไซม MspI ตัดไดเพียงชนิดเดยีว  

 
2. การเติมหมูเมธิลที่คารบอนตัวนอกของตําแหนงจดจาํของดีเอ็นเอเพยีงสายเดยีว (hemi-

methylation at the external cytosine: hmCCGG) ซ่ึงเปนรูปแบบที่เอนไซม HpaII ตัดไดเพยีง      
ชนิดเดยีว  

 
3. การเติมหมูเมธิลที่คารบอนทั้ง 2 ตัวของตําแหนงจดจาํของดีเอ็นเอทัง้ 2 สาย (full 

methylation of both cytosine: mCmCGG) และ การเติมหมูเมธิลที่คารบอนตัวนอกของดีเอ็นเอทั้ง     
2 สาย (full methylation of the external cytosine: mCCGG) ซ่ึงเอนไซมทั้ง 2 ชนิดไมสามารถตัดได  

 
4. บริเวณจดจาํของเอนไซม MspI และ HpaII ที่ไมมีการเติมหมูเมธิล (CCGG) ซ่ึงเปน

รูปแบบที่เอนไซมทั้ง 2 ชนิดสามารถตัดได 
 

เมื่อวิเคราะหรูปแบบการเติมหมูเมธิลใหดเีอ็นเอในแตละเพศจากรูปแบบของแถบดีเอน็เอ
ทั้ง 12 รูปแบบ  เปรียบเทียบกับรูปแบบการเติมหมูเมธิลทั้ง 4 แบบดังกลาวจะไดดังตารางที่ 14  

 
ตารางที่ 14 การประเมินรูปแบบของการเติมหมูเมธิลในปรงแตละเพศจากแถบดเีอ็นเอที่ไดจาก 
                   เทคนิค MSAP 
 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ      รูปแบบของการเติมหมูเมธิลที่เปนไปได            กรณ ี
                                                   เพศผู    เพศเมีย                  

0001  mCmCGG หรือ mCCGG                               hmCCGG               1 
0010   hmCCGG                           mCmCGG หรือ mCCGG                 1 
0100  mCmCGG หรือ mCCGG    CmCGG                          1                                 
0101  mCmCGG หรือ mCCGG                 CCGG                        2   
0110   hmCCGG       CmCGG        4    

 0111   hmCCGG      CCGG                        3    
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ตารางที่ 14 (ตอ)                                             
 
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ      รูปแบบของการเติมหมูเมธิลที่เปนไปได            กรณ ี
                                                   เพศผู    เพศเมีย                  

1000   CmCGG    mCmCGG หรือ mCCGG  1                                 
1001    CmCGG     hmCCGG  4                                 
1010    CCGG    mCmCGG หรือ mCCGG  2                                 
1011    CCGG     hmCCGG                 3                                 
1101    CmCGG       CCGG  3                                 
1110    CCGG       CmCGG   3 

                                                                               
 
  

จากตารางที่ 14 สามารถจําแนกรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในปรงที่แตกตางกัน
ในแตละเพศไดเปน 4 กรณี คือ 

 
กรณีที่ 1 เพศใดเพศหนึ่งมีการเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of both cytosine ขณะที่

อีกเพศหนึ่งมกีารเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of the internal cytosine หรือ hemi-methylation 
at the external cytosine แบบใดแบบหนึ่ง พบไดมากที่สุดคือ 61 เครื่องหมาย 
 

กรณีที ่2 เพศใดเพศหนึ่งมีการเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of both cytosine ขณะที่
อีกเพศหนึ่งไมมีการเติมหมูเมธิลที่ตําแหนงจดจํา CCGG เครื่องหมาย MSAP จํานวน 11 
เครื่องหมายจดัอยูในกลุมนี ้
 

กรณีที ่3 เพศใดเพศหนึ่งไมมีการเติมหมูเมธิลที่ตําแหนงจดจํา CCGG ขณะที่อีกเพศหนึ่งมี
การเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of the internal cytosine หรือ hemi-methylation at the 
external cytosine แบบใดแบบหนึ่ง เครื่องหมาย MSAP จํานวน 20 เครื่องหมายจดัอยูในกลุมนี ้
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กรณีที ่4 เพศใดเพศหนึ่งมีการเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of the internal cytosine 
ขณะที่อีกเพศหนึ่งมีการเติมหมูเมธิลแบบ hemi-methylation at the external cytosine เครื่องหมาย 
MSAP จํานวน 7 เครื่องหมายจัดอยูในกลุมนี้ 
 

หากพิจารณาจาํนวนรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอน็เอที่ตําแหนง CCGG ทั้ง 4 แบบ 
จากจํานวนเครื่องหมาย MSAP ทั้ง 99 เครื่องหมาย (ตารางที่ 15) บงชี้วาในปรงเพศเมยีจะมกีารเติม
หมูเมธิลแบบ mCmCGG หรือ mCCGG และ hmCCGG มากกวาเพศผู ขณะที่รูปแบบ CCGG ซ่ึงไมมี
การเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในบริเวณจดจําพบวาเพศผูมีจาํนวนนอยกวาเพศเมีย แตการเติมหมู     
เมธิลแบบ CmCGG จะพบในเพศผูมากกวาเพศเมีย และเนื่องจากการเตมิหมูเมธิลใหดีเอ็นเอเปน
กระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนที่สามารถผันกลับได เมื่อพจิารณาถึงจํานวนรูปแบบของ
การเติมหมูเมธิลที่มีในแตละรูปแบบทําใหเกิดขอเสนอวา บริเวณสวนที่ควบคุมการกําหนดเพศใน
จีโนมอาจมีการเติมหมูเมธิลแบบ mCmCGG , mCCGG หรือ hmCCGG ซ่ึงจะทําใหเกดิลักษณะของ
เพศเมีย แตถามีการเติมหมูเมธิลแบบ CmCGG จะแสดงลกัษณะของเพศผู อยางไรก็ตามขอเสนอนี้ยงั
ตองศึกษาในรายละเอียดที่ลงลึกมากขึ้นเพือ่ยืนยนัแนวความคิดดังกลาว   
 
ตารางที่ 15 จํานวนเครื่องหมาย MSAP ในปรงเพศผูและเพศเมียทีแ่สดงการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอ 
                  ที่ตําแหนง CCGGในแตละแบบ 
 
รูปแบบการเตมิหมูเมธิล   Cycas    Zamia  
                                    เพศผู  เพศเมีย  เพศผู  เพศเมีย 
 mCmCGG หรือ mCCGG     13      16     18     25  

hmCCGG      4                           7     10     14 
CmCGG      17        10     19       14 
CCGG         5       6     13     17 

 
เทคนิค MSAP ซ่ึงเปนการประยุกตเทคนิค AFLP ที่ในการศึกษาครั้งนี้นบัเปนวิธีการทีม่ี

ประสิทธิภาพในการตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลในจีโนมของสิ่งมีชีวิต ซ่ึงแตเดิมจะใช
วิธีการที่ประยกุตจากเทคนิค RFLP ดังเชนงานวิจยัของ Janousek et al. (1996) แตเนื่องจากตอง
ทราบขอมูลบางสวนเพื่อออกแบบโพรบทีเ่หมาะสม จึงทําใหยุงยากและสิ้นเปลืองคาใชจายมาก 
นอกจากนี้ยังอาจมีอันตรายจากสารเรืองแสงดังที่ไดเคยกลาวไปแลว เทคนิค MSAP มีขอไดเปรียบ 
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คือไมจําเปนตองทราบขอมูลเกี่ยวกับจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่ตองการศึกษา สามารถตรวจสอบสภาวะ
การเติมหมูเมธิล (methylation events) ไดเปนจํานวนมากโดยเพิ่มจํานวนคูไพรเมอรใหหลากหลาย
มากยิ่งขึ้น และยังสามารถโคลนและหาลําดับเบสของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจสอบได (Peraza-Echeverria 
et al., 2001)  การตัดจีโนมกิดีเอ็นเอดวยเอนไซม EcoRI - MspI  หรือ EcoRI – HpaII จะใหช้ิน       
ดีเอ็นเอ 3 แบบคือ 1)  EcoRI - EcoRI 2) EcoRI - MspI  หรือ EcoRI – HpaII 3)  MspI  - MspI หรือ 
HpaII – HpaII อยางไรก็ตามจากขั้นตอนของ PCR จะมีเพียงชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI - MspI  หรือ EcoRI 
– HpaII เทานั้นที่สามารถเพิ่มปริมาณได เนื่องจากไพรเมอร HM มี annealing temperature ต่ํากวา
ไพรเมอร EcoRI เชนเดยีวกบัที่ Vos et al. (1995) ไดรายงานวาการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ EcoRI - 
MseI จะเกิดขึน้ไดดกีวาการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ MseI- MseI เนื่องจาก annealing temperature
ของ ไพรเมอร MseI ต่ํากวาไพรเมอร EcoRI นอกจากนี้ช้ินดีเอ็นเอ MseI- MseI (MspI  - MspI หรือ 
HpaII – HpaII ในเทคนิค MSAP) มี inverted repeat ที่ปลาย เนื่องจากชิ้นสวนพวกนีเ้พิ่มปริมาณ
โดยไพรเมอรเพียงชนดิเดยีวจึงเกิดเปนโครงสราง stem-loop ขึ้น เอนไซม EcoRI มีตําแหนงจดจํา 
5’-GAATTC-3’ โดยเฉลี่ยจะพบตําแหนงจดจํานี้ทกุ ๆ  4  กิโลเบส ในขณะที่เอนไซม MspI  และ 
HpaII มีตําแหนงจดจํา 5’-CCGG-3’ เฉล่ียจะพบตําแหนงจดจําทกุ ๆ 256 คูเบส ดังนั้นใน                
1 ตําแหนงจดจําของเอนไซม EcoRI จะขนาบดวยตําแหนงจดจําของเอนไซม MspI  และ HpaII 
ประมาณ 16 ตําแหนง ถาหากตําแหนงจดจาํของ MspI  และ HpaII ไมมีการเติมหมูเมธิล ผลการตัด
ดวยเอนไซม EcoRI - MspI และ EcoRI – HpaII จะเหมอืนกัน(ภาพที่ 26) และใหผลดังเครื่องหมาย 
MSAP ในกลุมที่ 1 แตหากมีการเติมหมูเมธิลที่ตําแหนงจดจํา 5’-CCGG-3’ ก็จะมภีาวะพหุสัณฐาน 
เกิดขึ้น โดยหากมีการเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of the internal cytosine เอนไซม MspI จะ
สามารถตัดดีเอ็นเอบริเวณนัน้ไดและใหเปนชิ้นดีเอน็เอ EcoRI - MspI  ขนาดสั้น สวน HpaII จะไม
สามารถตัดไดจนกวาจะพบตําแหนงจดจาํถัดไปที่ไมมีการเติมหมูเมธลิจึงจะสามารถตัดดีเอ็นเอ
สวนนั้นไดเปนผลใหไดช้ินดีเอ็นเอขนาดใหญกวา (Xu et al.,2000; Jaligot et. al., 2004; Portis       
et al., 2004)ในทางกลบักันถาตําแหนงจดจําของเอนไซม MspI  และ HpaII มีการเติมหมูเมธิลแบบ 
hemi-methylation at the external cytosine จะใหช้ินดเีอน็เอ EcoRI - MspI  ที่ยาวกวาชิ้นดเีอ็นเอ 
EcoRI – HpaII ซ่ึงจะมีขนาดสั้นกวา (ภาพที่ 27) 
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ที่มา: Portis et al., 2004 
 
ภาพที่ 26 ความสามารถของเอนไซม MspI  และ HpaII ในการตัดดเีอ็นเอที่ตําแหนงจดจําการเติม 
                หมูเมธิลแบบ full methylation of both cytosineเปรียบเทียบกับไมมีการเตมิหมูเมธิล  
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ที่มา: Portis et al., 2004 
 
ภาพที่ 27 ความสามารถของเอนไซม MspI และ HpaII ในการตัดดเีอ็นเอที่ตําแหนงจดจําการเติมหมู 
                เมธิลแบบ full methylation of the internal cytosine เปรียบเทยีบกับการเติมหมูเมธิลแบบ  
                hemi-methylation at the external cytosine  
 

ในงานวิจยันี้เปนการนําเทคนิค MSAP มาใชในการตรวจสอบเพศของปรง ซ่ึงเปนพืชที่
แยกเพศตางตน (dioecious) ซ่ึง Gorelick (2003) ไดเสนอสมมติฐานวาการเติมหมูเมธิลอาจมีผลที่ทํา
ใหเกิดเพศทีแ่ยกกนั (dioecy) ในสิ่งมีชีวิต จึงทําใหเกิดแนวคิดวาถาหากการเติมหมูเมธิลมีผลตอการ
เกิดเพศจริง ในการวิเคราะหดวยเทคนิค MSAP ก็นาจะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่แตกตางในเพศผูและ
เพศเมีย ผลจากการศึกษาครั้งนี้พบวาแถบดีเอ็นเอประมาณ 27.19% จาก 364 แถบบงชี้วาในแตละ
เพศมีการเติมหมูเมธิลใหดเีอ็นเอตางกัน เมื่อวิเคราะหรูปแบบการเติมหมูเมธิลที่เปนไปไดจากแถบ 
ดีเอ็นเอจะได 12 รูปแบบซึ่งสามารถจําแนกไดเปน 4 กรณีดังที่ไดกลาวมาแลว แตจากการศึกษาครั้ง
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นี้ยังไมสามารถทราบไดวาการเติมหมูเมธลิที่แตกตางกนันี้เกดิขึ้นกับยีนใด ซ่ึงการศึกษาอิทธิพล
ของการเติมหมูเมธิลใหดีเอน็เอที่มีตอการกําหนดเพศเพศในพืชนัน้มีคอนขางนอย โดยสวนมากจะ
มีรายงานเพยีงวาหากชักนําดวย hypomethylation drug ซ่ึงเปนสารที่ทําใหการเติมหมูเมธิลให        
ดีเอ็นเอเกิดไดนอยลงเชน 5-azaC จะชกันําใหเกิดการกลบัเพศ (sex reversal) แตยังไมมีรายงานใน
สวนของยีนทีเ่กี่ยวของ  สําหรับปรงเองก็มีรายงานการกลับเพศโดยธรรมชาติเชนกันจึงอาจเปน
ขอสนับสนุนอีกประการหนึ่งที่บงชี้วาการเติมหมูเมธิลใหดีเอน็เอมีผลตอการแสดงออกของเพศ 
(sex expression)ในปรง ถึงแม Xiong et al. (1997) จะเสนอวาเทคนิค MSAP ยังมีขอจํากัดอยู          
2 ประการคือ เทคนิคนี้สามารถตรวจสอบการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอไดเฉพาะบริเวณ CCGG 
เทานั้นและเทคนิคนี้ยังไมสามารถตรวจสอบความแตกตางของการเตมิหมูเมธิลที่เบสไซโตซีนบาง
รูปแบบได เชน การเติมหมูเมธิลแบบ full methylation of both cytosine( mCmCGG) และการเติมหมู
เมธิลแบบ full methylation of the external cytosine (mCCGG) ซ่ึงทั้งเอนไซม MspI  และ HpaII  
ตางก็ไมสามารถตัดบริเวณจดจํานี้ไดจึงอาจทําใหการประเมินผลผิดพลาดได แตเทคนิค MSAP ก็ยงั
เปนเทคนิคที่มปีระสิทธิภาพในการใชตรวจสอบการเติมหมูเมธิลใหดเีอ็นเอที่ดีในระดับหนึ่ง 
อยางไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้เปนเพยีงการศึกษาในขัน้ตนเพื่อนําเสนอแนวความคิดเทานั้น 
สําหรับการศึกษาในขั้นตอไปควรใชวิธีการแยกศกึษาในปรงแตละชนดิ โดยเพิม่จํานวนคูไพรเมอร
และอาจเพิ่มเบสในไพรเมอรที่ใชในขั้น selective amplification เพื่อใหไดรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ
ที่หลากหลายและชัดเจนมากขึ้น ซ่ึงหากลาํดับเบสสวนที่ทําหนาที่กําหนดเพศในปรงถูกควบคุมการ
แสดงออกดวยการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอแลว แถบดีเอน็เอที่บงชี้ความแตกตางระหวางเพศนาจะมี
ขนาดใกลเคยีงกันในปรงแตละชนิด เมื่อไดแถบดีเอ็นเอที่บงชี้เพศจากเทคนิค MSAP แลวควรนําไป
หาลําดับเบสเพื่อตรวจสอบวาแถบดีเอน็เอดังกลาวมีความเหมือนหรือแตกตางกันอยางไรในปรงแต
ละชนิด และนาํไปเปรียบเทยีบกับลําดับเบสในฐานขอมลูวาลําดับเบสเหมือนหรือคลายกับยีนใด ๆ 
หรือไม แลวอาจนําไปตรวจสอบในระดับของการแสดงออกของยีนนัน้ ๆ ตอไป  

 
 
 
 
 

 
 



  

86

สรุป 
 

 1. การสกัดดีเอ็นเอจากวิธีการของ Molecular Biology Laboratory Protocol เปนวิธีการที่ 
มีประสิทธิภาพในการสกดัดีเอ็นเอจากพชืหลายชนิดรวมทั้งปรง เนื่องจากไดดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ
คอนขางดี ใชเวลาในการสกัดนอยสามารถทําไดหลายตวัอยางตอวัน นอกจากนีย้ังสามารถ
ปรับเปลี่ยนปริมาณสารในขัน้ตาง ๆ ใหเหมาะสมกับพืชชนิดอื่นไดงาย 
 
 2. การตรวจหาเครื่องหมายโมเลกุลที่จําเพาะตอเพศของปรงสกุล Cycas 6 ชนิดและสกลุ
Zamia 6 ชนิดโดยเทคนิค RAPD จากไพรเมอร 38 ชนิดไดแถบดีเอน็เอทั้งหมด 386 แถบ พบวาแถบ
ดีเอ็นเอจํานวน 70 แถบมีความจําเพาะตอเพศของปรงชนิดตาง ๆ แตไมพบแถบดีเอน็เอแถบใดที่
จําเพาะตอเพศใดเพศหนึ่งของปรงทุกชนิด เมื่อนําแถบดีเอ็นเอทั้ง 386 แถบไปวิเคราะหหา
ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการและสรางเปน Phylogenetic tree พบวาสามารถจําแนกปรงสกุล Cycas 
และสกุล Zamia ออกจากกันไดอยางชัดเจน และยังสามารถจําแนกปรงสกุล Zamia ไดเปน 2 กลุม
ตามแหลงกําเนิด การใชเทคนิค pooled DNA analysis รวมกับเทคนิค RAPD จะใหแถบดีเอ็นเอที่
มากขึ้นกวาการวิเคราะหแบบแยก แตพบวาเกิดการแขงขนัในการจับกนัระหวางไพรเมอรกับ         
ดีเอ็นเอตนแบบซึ่งมีหลายจีโนมอยูรวมกัน ทําใหแถบดเีอน็เอบางแถบทีเ่คยพบในการวิเคราะหแบบ
แยกหายไป เทคนิคการรวมดเีอ็นเอที่มีจีโนมตางกันหลาย ๆ จีโนมจึงอาจไมเหมาะที่จะนํามาใช
วิเคราะหดวยเทคนิคที่มีความจําเพาะต่ําเชน RAPD  
 
 3. การศึกษารปูแบบการเติมหมูเมธิลใหดเีอ็นเอโดยใชเทคนิค MSAP ซ่ึงเปนการใช
ความสามารถของเอนไซม MspI และ HpaII ที่เปน isochizomer ซ่ึงมีตําแหนงจดจาํเดียวกัน แตมี
ความสามารถในการตัดนิวคลีโอไทดที่การเติมหมูเมธิลตางกัน จากไพรเมอร 7 คูใหแถบดีเอ็นเอ
จํานวน 364 แถบ พบวามีแถบดีเอ็นเอจํานวน 99 แถบที่บงชี้วามีการเตมิหมูเมธิลไมเหมือนกนัในแต
ละเพศรวม 12 รูปแบบ แตยังไมทราบวาสวนที่มีการเติมหมูเมธิลตางกันเปนสวนของยนีใด จึงกลาว
ไดเพยีงวาการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอน็เออาจเกีย่วของกบัการกําหนดเพศในปรง อยางไรก็ตามยัง
ตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อยนืยันขอสรุปนีต้อไป   
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