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1.1 ควำมส ำคญั และทีม่ำของงำนวจิัย 
ประเทศไทยเป็นประเทศเกษตรกรรม และมีพื้นท่ีป่าไมแ้ละพืชพรรณเป็นจ านวนมาก จึงมีการ

พฒันาคุณค่าความหลากหลายทางชีวภาพและภูมิปัญญาทอ้งถ่ิน เพื่อน าไปสู่การพฒันาบนฐาน
ความหลากหลายทางชีวภาพในระยะยาว โดยใชห้ลกัเศรษฐกิจพอเพียงเป็นแนวทางส าคญั ส่งเสริม
การใช้ความหลากหลายทางชีวภาพในการสร้างความมัน่คงของภาคเศรษฐกิจทอ้งถ่ินและชุมชน 
รวมทั้งพฒันาขีดความสามารถและสร้างนวตักรรมจากทรัพยากรชีวภาพท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของ
ประเทศ 

พืชสกุลหน่ึงท่ีควรไดรั้บการศึกษาวจิยั และอนุรักษไ์ว ้ คือพืชสกุลไทร-มะเด่ือ (Ficus) ซ่ึงจดั
อยูไ่นวงศ ์Moraceae มีพืชท่ีอยูใ่นสกุลน้ีทัว่โลกประมาณ 900 ชนิด กระจายพนัธ์ุในเขตรัอนและเขต
อบอุ่น พืชในสกุลน้ีมีความหลากหลายมากแต่มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ท่ีส าคญั คือ มียางสีขาว มี
หูใบท่ีชดัเจน และมีดอกขนาดเล็กจ านวนมากเรียงแน่นอยูภ่ายในฐานรองดอก เป็นช่อดอกท่ีมี
ลกัษณะคลา้ยผล เรียกวา่ syconium หรือ fig พืชสกุลไทร-มะเด่ือน้ีมีทั้งผลดัใบ และไม่ผลดัใบ และ
ท่ีส าคญัคือเป็นตวัช้ีวดัสภาพความสมบูรณ์ของป่าไดเัป็นอยา่งดี นอกจากผลเป็นอาหารของสัตว์
แลว้ พืชสกุลไทร-มะเด่ือ ยงัเป็นพืชท่ีมีค่าทางเศรษฐกจหลายชนิด เช่น ผลรับประทานมีคุณค่า
อาหารสูง ยางมาใชใ้นอุตสาหกรรมท ายาง เเละน ามาปลูกเป็นไมป้ระดบั ในประเทศไทยพบพืช
สกุลไทร-มะเด่ือ กระจายอยูท่ ัว่ประเทศ เช่น ไทร (Ficus. annulata), กร่าง (Ficus altissima), ไกร 
(F. superba), ไทรยอ้ย (F. microcarpa), ไทรยอ้ยใบแหลม (F. benjamina), โพธ์ิ (F. religiosa), 
มะเด่ืออุทุมพร (F. racemosa), ลุงขน (F. drupacea), เฮือด (F. lacor), มะเด่ือหอม (F. hirta), มะเด่ือ
ปลอ้ง (F. hispida) และมะเด่ือฝร่ัง (F. carica) เป็นตน้   

การศึกษาพืชสกุลน้ีในประเทศไทยมีเพียงการศึกษาวจิยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และระบบ
นิเวศเท่านั้น เช่น Chantarasuwan และ Kumtong (2005) รายงานการพบพืชสกุล Ficus ในสปีชีส์ 
F. hispida หรือมะเด่ือปลอ้ง 2 สายพนัธ์ ในประเทศไทย คือ F. hispida var. hispida และ F. 
hispida  var. badiostrigosa ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยกนัมาก แต่มีลกัษณะต่างกนั เช่น ก่ิง และผล 
รวมทั้ง วฒันา และประนอม (2009) ศึกษาความหลากหลายของพืชสกุล Ficus ทางดา้นสัณฐาน
วิทยา เพื่อระบุชนิดในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ พบว่าพืชสกุลน้ีมีการแพร่กระจายพนัธ์ุอยา่ง
กวา้งขวาง เช่น มะเด่ืออุทุมพร (F.  racemosa) และมะเด่ือหอม (F.  hirta) เป็นตน้ 

ในปัจจุบนัมีการส่งเสริมเพาะปลูกมะเด่ือฝร่ังเพื่อการคา้ในประเทศไทย โดยมะเด่ือ หรือ
มะเด่ือฝร่ังมีช่ือทางวทิยาศาสตร์วา่ Ficus carica เป็นพืชไมย้นืตน้ขนาดกลางท่ีมีการปลูกกนัมาก
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ทางตะวนัตกของทวปีเอเชีย ส่วนการปลูกท่ีเป็นการคา้ของโลกจะอยูใ่นแถบลุ่มแม่น ้าเมดิเตอร์เร
เนียน ประเทศอิตาลี โปรตุเกส สเปน ตุรกี และกรีซ บางพนัธ์ุสามารถปลูกไดใ้นแคลิฟอร์เนียทางใต้
และพื้นท่ีแหง้แลง้ของประเทศสหรัฐอเมริกา โดยทัว่ไปมะเด่ือจะมีล าตน้จะเป็นเน้ือไมสี้อ่อนท่ีแยก
หลุดออกไดง่้าย ใบมีลกัษณะเป็นใบเด่ียว ส่วนใหญ่ขอบใบหยกัลึก 3-5 หยกั ภายในตน้เดียวกนั
สามารถมีรูปร่างใบไดห้ลายแบบ มีความหนาและค่อนขา้งแขง็ ปัจจุบนัมีการปลูกเพื่อการคา้ และ
มีราคาแพง เน่ืองจากผลมีคุณค่าทางอาหารสูง โดยมีสารป้องกนัอนุมูลอิสระ และวิตามินสูง   

จากมะเด่ือฝร่ังมีความส าคญัทั้งในแง่คุณค่าทางอาหาร และพืชเศรษฐกิจ จึงมีการน าเขา้สาย
พนัธ์ุของมะเด่ือฝร่ังเขา้มาปลูกในประเทศไทย โดยเฉพาะการน ามาเพื่อศึกษาก่อนการน าไปส่งเสริม
การปลูกท่ีรวบรวม ณ พระต าหนกัสวนปทุม จงัหวดัปทุมธานี ในโครงการหลวงส่วนพระองคข์อง
สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารี ซ่ึงการศึกษาในระดบัโมเลกุลน้ีอาจจะช่วยใหก้าร
จดัจ าแนกพืชในสกุลมะเด่ือใหมี้ความชดัเจนมากยิง่ข้ึน และการศึกษาความหลากหลายของพืชจะ
เป็นขอ้มูลพื้นฐานท่ีส าคญัในการน าไปประยกุตใ์ชป้ระโยชน์ของพืชสกุลมะเด่ือ รวมทั้งเป็น
แนวทางในการอนุกรมวธิาน และอนุรักษพ์นัธุกรรมพืชต่อไป ซ่ึงการศึกษาระดบัสัญฐานวทิยายาก
ในการท่ีจะจดัจ าแนกในระดบัสปีชีส์ โดยเฉพาะมะเด่ือฝร่ังเน่ืองจากมีความคลา้ยคลึงกนัสูง ใน
ปัจจุบนัมีการศึกษาหาความหลากหลายของพืชดว้ยเทคนิคทางพนัธุศาสตร์โมเลกุล เช่น เทคนิคพีซี
อาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR), เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP), เทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP), เทคนิค Randomly Amplified 
Polymorphic DNAs (RAPD) เป็นตน้ ทั้งในส่วนจีโนมในนิวเคลียส โดยเฉพาะต าแหน่งของไรโบ
โซมอลดีเอน็เอ (Weiblen, 2000; Baraket และคณะ, 2009) และล าดบันิวคลีโอไทดข์องคลอโรพลา
สตดี์เอ็นเอ โดยเฉพาะบริเวณยนี trnT (UGU) และ trnF (GAA) (Taberlet และคณะ, 1991) 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของงำนวจิัย 
ในการศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และจ าแนกสาย

พนัธ์ุของพืชสกุลมะเด่ือ ในประเทศไทย และสายพนัธ์ุมะเด่ือฝร่ังท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศโดย
เทคนิคทางพนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกุล 
 

1.3 ขอบเขตของงำนวจิัย 
 ท าการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชเฉพาะสายพนัธ์ุมะเด่ืออุทุมพร (F. 

racemosa) ท่ีพบในประเทศไทย และสายพนัธ์ุมะเด่ือฝร่ัง (F.  carica) ท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศท่ี
รวบรวม ณ พระต าหนักสวนปทุม จงัหวดัปทุมธานี ในโครงการหลวงส่วนพระองค์ของสมเด็จ
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พระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารี โดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction-Restriction 
(PCR) และ DNA sequencing ต าแหน่งยนีบนคลอโรพลาสต ์(chloroplast DNA: cp DNA) 
 

1.4 ทฤษฏ ี
1.4.1 ลกัษณะทัว่ไปของมะเดื่อ 

 Ficus หมายถึงพืชสกุลไทร-มะเด่ือ เป็นพืชสกุลใหญ่อีกสกุลหน่ึงในวงศข์นุน (Moraceae) 
ปัจจุบนัมีรายงานวา่ทัว่โลกมีพืชสกุลน้ีอยูป่ระมาณ 750-1,000 ชนิด โดยกระจายอยูท่ ัว่ไปในเขต
ร้อนทุกภูมิภาคทัว่โลก และมีความหลากหลายมากท่ีสุดในเขตเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้ ในประเทศ
ไทยมีประมาณ 80-100 ชนิด พชืสกุลน้ีมีความสาคญั คือเป็นแหล่งท่ีอยูอ่าศยัของสัตวป่์า และแหล่ง
อาหารหลกัของสัตวป่์าหลายชนิด เช่น ลิง กระรอก คา้งคาว และนกนานาชนิด  
 ไทรและมะเด่ือจดัเป็นพืชท่ีมีดอกแยกเพศ (Unisexual) อยูร่่วมกนัเป็นช่อดอกแบบปิด
เรียกวา่ syconium หรือ fig ซ่ึงพืชสกุลน้ีจ  าแนกไดเ้ป็นสองกลุ่มชดัเจน โดยอาศยัการเกิดเพศของ
ดอก โดยกลุ่มท่ีมีดอกแยกเพศอยูร่่วมตน้เดียวกนัเรียกวา่ monoecious fig และดอกแยกเพศอยูค่นละ
ตน้กนัเรียกวา่ dioecious fig คือตน้เพศผู ้ (male tree) และตน้เพศเมีย (female tree) อยูแ่ยกกนั ใน
ประเทศไทยพืชสกุลไทร - มะเด่ือ มีความหลากหลาย เช่น ไทร, กร่าง, ไกร, ไทรยอ้ย, ไทรยอ้ยใบ
แหลม, โพธ์ิ, มะเด่ืออุทุมพร, มะเด่ือหอม, มะเด่ือปลอ้ง และมะเด่ือฝร่ัง นั้น การเรียกช่ือแบ่งเป็น 2 
กลุ่ม คือ มะเด่ือ และไทร โดยในกลุ่มมะเด่ือส่วนใหญ่จะเป็นพืชท่ีมีดอกแยกเพศอยูค่นละตน้ หรือ 
dioecious fig ยกเวน้มะเด่ืออุทุมพร (F. racemosa) และในกลุ่มไทรจะเป็นพืชท่ีมีดอกแยกเพศอยู่
ร่วมตน้เดียวกนั 
 ตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนัคนไทยนิยมใช้พืชสมุนไพรเป็นอาหารและรักษาโรคต่างๆอยา่ง
กวา้งขวาง  พืชสกุลไทร – มะเด่ือน ามาใช้ประโยชน์เช่นกนั เช่น ยอดอ่อนของมะเด่ืออุทุมพร มี
สรรพคุณในการรักษาโรค เปลือกใชแ้กท้อ้งร่วง สมานแผล รากใชแ้กไ้ข ้ขบัเสมหะ ใบน าไปผสม
กบัน ้ าผึ้งรับประทานสามารถรักษาโรคตบั ใบมะเด่ือฝร่ังมีสารประเภท phenolics ท่ีเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระ (Lansky และคณะ, 2008) และท่ีส าคญัคือผลของมะเด่ือฝร่ังมีคุณค่าทางอาหารสูง ทั้ง
มีสารป้องกนัอนุมูลอิสระ มีแร่ธาตุและวิตามินสูง จึงมีการน าเขา้ และส่งเสริมการปลูกเพื่อให้
เป็นพืชเศรษฐกิจ 
 มะเด่ือ มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Ficus carica L. อยูใ่นวงศ ์Moraceae เป็นพืชประเภทไม้
ยืนตน้ขนาดกลางท่ีมีการปลูกกนัมาก ทางตะวนัตกของทวีปเอเชีย ส่วนการปลูกท่ีเป็นการคา้ของ
โลกจะอยูใ่นแถบลุ่มแม่น ้าเมดิเตอร์เรเนียน ประเทศอิตาลี โปรตุเกส สเปน ตุรกี และกรีซ บางพนัธ์ุ
สามารถปลูกไดใ้นแคลิฟอร์เนียทางใต้ และพื้นท่ีแห้งแลง้ของประเทศสหรัฐอเมริกา โดยทัว่ไป
มะเด่ือจะมีล าตน้จะเป็นเน้ือไมสี้อ่อนท่ีแยกหลุดออกไดง่้าย ใบมีลกัษณะเป็นใบเด่ียว ส่วนใหญ่ขอบ
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ใบหยกัลึก 3-5 หยกั ภายในตน้เดียวกนัสามารถมีรูปร่างใบไดห้ลายแบบ มีความหนา และค่อนขา้ง
แขง็ กา้นใบท่ีอยูใ่นพื้นท่ีร่มจะมีความยาวกวา่ส่วนท่ีอยูใ่นพื้นท่ีกลางแจง้ (ดงัรูปท่ี 1.1)  
(http://www.rdi.ku.ac.th/kasetresearch52/04-plant/Narongchai/plant_00.html) 

 
 

 
 

รูปที ่1.1 แสดงลกัษณะทางสัณฐานของมะเด่ือฝร่ัง 
ทีม่ำ :http://www.meemelink.com/prints%20pages/21942.Moraceae%20-20Ficus%20carica.htm 

 

1.4.2 คลอโรพลำสต์ดีเอน็เอ  
        ดีเอ็นเอของคลอโรพลาสต ประกอบด วยดีเอ็นเอวง
แหวนเกลียวคู ในพืชชั้นสูงมีดีเอ็นเอยาวประมาณ 120 - 160 กิโลเบส ในเซลล แต ละชนิดมี
จ านวนโมเลกุลของดีเอ็นเอและจ านวนโมเลกุลของคลอโรพลาสต แตกต างกนัไป ในปัจจุบนั
นิยมหาล าดบันิวคลีโอไทดข์องคลอโรพลาสตดี์เอ็นเอในการหาความสัมพนัธ์ระหวา่งสายพนัธ์ุของ
พืชดอก Taberlet และคณะ (1991) ไดท้  าการศึกษาไพรเมอร์ข้ึนมาใหม่ (universal primer) เพื่อใช้
ในการจ าแนกพืช  โดยเลือกล าดบันิวคลีโอไทดข์องคลอโรพลาสตดี์เอ็นเอของ tobacco, marchantia  
และ rice บริเวณยีน trnT (UGU) และ trnF (GAA) ซ่ึงเป็น single-copy region  ขนาดใหญ่ท่ีมี
ความจ าเพาะ และพบวา่ยีน trn เป็นยีนอนุรักษ ์ เม่ือออกแบบไพรเมอร์ เพื่อให้มีความจ าเพาะกบั
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน tRNA 6 ชนิด คือ a, b, c, d, e, และ f  ท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณ non-coding region ของคลอโรพลาสตดี์เอน็เอ แสดงดงัตารางท่ี 1 โดยไพรเมอร์ a และ b ใช้

http://www.rdi.ku.ac.th/kasetresearch52/04-plant/Narongchai/plant_00.html
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เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ trnT (UGU) และ trnL (UAA) 5’exon  ไพรเมอร์ c และ d  ใชเ้พิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอบริเวณ trnL (UAA) 5’exon และ trnL (UAA) 3’exon  และไพรเมอร์ e และ f ใชเ้พิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ trnL (UAA) 3’exon  และ trnF (GAA)  โดยขนาดของ PCR product ในพืช
ชนิด tobacco, marchantia  และ rice ท่ีพบมีขนาด 773, 833 และ 251 คู่เบส ตามล าดบั เม่ือใชไ้พร
เมอร์ a และ b มีขนาด 577, 614 และ 389 คู่เบส ตามล าดบั เม่ือใชไ้พรเมอร์ c และ d และมีขนาด 
438, 324 และ 158 คู่เบส ตามล าดบั เม่ือใชไ้พรเมอร์ e และ f และเม่ือน าไพรเมอร์ทั้ง 6 ชนิดน้ีมา
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน algae, bryophytes, pteridophytes, gymnosperms และ angiosperm จ านวน 
19 สายพนัธ์ุ พบวา่ไพรเมอร์ c และ d สามารถจ าแนกพืชดงักล่าวไดม้ากชนิดท่ีสุด คือจ าแนกไดถึ้ง 
15 ใน 19 สายพนัธ์ุ จึงนิยมน าไพรเมอร์ c และ d มาใช้ในการศึกษาความหลากหลายและ
ววิฒันาการของพืช ดงัแสดงต าแหน่งของการจบัของไพร์เมอร์ c และ d ดงัรูปท่ี 1.2 
 
ตำรำงที ่1.1 ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง universal primer จ านวน 6 ชนิดท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็ 

เอบริเวณ non-coding region ของคลอโรพลาสตดี์เอน็เอ 
 

Name                           sequence 5’ – 3’ 
   a                            CATTACAAATGCGATGCTCT 
   b                            TCTACCGATTTCGCCATATC 
   c                            CGAAATCGGTAGACGCTACG 
   d                            GGGGATAGAGGGACTTGAAC 
   e                            GGTTCAAGTCCCTCTATCCC 
   f                             ATTTGAACTGGTGACACGAG 

 
   

 

 
รูปที ่1.2 แสดงต าแหน่งการจบัของไพร์เมอร์ c และ d ในยนีบริเวณ trnL intron 
ทีม่ำ : http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/C/chlDNA.gif 
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1.5 งำนวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 
หลกัการพื้นฐานของการจ าลองดีเอ็นเอ (DNA Replication) เพื่อสังเคราะห์สายดีเอ็นเอใหม่

จากสายดีเอน็เอตน้แบบให้ไดจ้  านวนมากดว้ยเอนไซมดี์เอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ใน
หลอดทดลอง โดยน ามาประยุกต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายทางโมเลกุลได้หลายเทคนิค เช่น เทคนิค 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism 
(AFLP), Restriction fragment length polymorphism (RFLP), Inter-Simple Sequence Repeat 
(ISSR) และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ ในส่วนของการศึกษาหาความหลากหลาย และ
เคร่ืองหมายทางโมเลกุลของพืชในสกุล Ficus นั้นมีผูท้  าการศึกษาไวห้ลายเทคนิค ดงัน้ี 

Cabrita และคณะ (2001) ใช ้ isozymes, RAPD และ AFLP เป็นเคร่ืองหมายทางโมเลกุลใน
การจ าแนกความแตกต่างทางพนัธุกรรม และหาความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการของ F. carica ใน
ประเทศตุรกี  โดยท าการคดัเลือกตวัอยา่งจากสายพนัธ์ุ Sarilop  จ  านวน 11 ตวัอยา่ง และจากสาย
พนัธ์ุ Sarizeybek  จ  านวน 1 ตวัอยา่ง พบวา่ เคร่ืองหมายทางโมเลกุลชนิด isozymes สามารถแบ่ง F. 
carica ออกเป็น 2 กลุ่มตามชนิดของสายพนัธ์ุท่ีน ามาศึกษา  คือ  Sarilop และ  Sarizeybek ส าหรับ
เทคนิค RAPD ท่ีใช้ไพร์เมอร์จ านวน 31 ไพรเมอร์ สามารถแยกสายพนัธ์ุ Sarilop จ านวน 11 
ตวัอยา่ง ออกเป็น 2 กลุ่ม ท่ีมีลกัษณะพนัธุกรรมคลา้ยคลึงกนั แต่ไม่สามารถบอกถึงความแตกต่างได้
ทั้งหมด รวมทั้งเทคนิค AFLP ชนิดเอนไซม์ EcoRI/MseI จ านวน 8 ชุดไพรเมอร์ สามารถแยกสาย
พนัธ์ุ Sarilop แต่ละตวัอยา่งได ้

Salhi-Hannachi และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและววิฒันาการของ 
F. carica จ  านวน 35 ตวัอยา่ง จากประเทศตูนิเซีย โดยเก็บตวัอยา่งมาจาก 3 แหล่ง คือ Chott 
Mariem, Medenine และ Degache แบ่งเพศเป็น common fig จ านวน 31 ตวัอยา่ง และ caprifigs 
(male tree) จ านวน 4 ตวัอยา่ง ดว้ยเทคนิค RAPD โดยใชไ้พรเมอร์ 9 ชนิด แต่มีเพียง 6 ชนิด คือ 
OPA01, OPA02, OPA05, OPA11, OPA16 และ OPA18 ท่ีสามารถใหแ้ถบท่ีใหค้วามแตกต่าง เม่ือ
น าขอ้มูลมาวเิคราะห ด วยวธีิ UPGMA สามารถจดักลุ มได  2 กลุ มหลกั โดยกลุ่มแรก 
(a) ประกอบดว้ย 3 ตวัอยา่ง คือ Bither Abiadh, Dchiche Assal และ Hammouri ในกลุ่มท่ี 2 (b) ยงั
สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ c และ d โดยส่วนใหญ่ตวัอยา่งท่ีมาจากแหล่งเดียวกนัจะอยูใ่น
กลุ่มเดียวกนั และในตวัอยา่งท่ีมีช่ือเดียวกนั แต่มาจากคนละแหล่งจะแยกจากกนั รวมทั้งช่ือต่างกนั
แต่มีลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนกนั เช่น Soltani และ Khahli และการแบ่งกลุ่มไม่เป็นไปตาม
ลกัษณะการบ่งบอกเพศของพืช 

Sadder และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica จ  านวน 23 
ตวัอยา่ง จากประเทศจอร์แดน ซ่ึงแบ่งเป็นสายพนัธ์ุท่ีนิยมเพาะปลูกจ านวน 5 สายพนัธ์ุ, สายพนัธ์ุ
น าเขา้มาเพาะปลูก 1 สายพนัธ์ุ, สายพนัธ์ุพื้นเมือง 15 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุ wild types 2 สายพนัธ์ุ 
ดว้ยเทคนิค RAPD โดยใชไ้พรเมอร์ 19 ชนิด แต่มีเพียง 6 ชนิด ท่ีสามารถใหแ้ถบท่ีใหค้วามแตกต่าง 



7 
 

Chatti และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica จ  านวน 17 
ตวัอยา่ง จากประเทศตูนิเซีย ดว้ยเทคนิค ISSR และ Random Amplified Microsatellite 
Polymorphism (RAMPO) เม่ือน าขอ้มูลมาวิเคราะห ด วยวธีิ UPGMA สามารถแบ่งกลุ มได

 3 กลุ่มหลกั โดยไม่สัมพนัธ์กบัเพศของพืช 
Guasmi และคณะ (2006) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และความสัมพนัธ์เชิง

ววิฒันาการของ F. carica จ  านวน 57 สายพนัธ์ุ โดยใช ้ISSR เป็นเคร่ืองหมายทางโมเลกุล เม่ือน ามา
หาความสัมพนัธ์สามารถแบ่งไดเ้ป็น 4 กลุ่มใหญ่ ซ่ึงในกลุ่ม 4 มีเพียงสายพนัธ์ุ Sawoudi แยกออกมา
เพียงสายพนัธ์ุเดียว (monophyletic) 

Fang และคณะ (2007) ใชเ้ทคนิค AFLP เป็นเคร่ืองหมายทางโมเลกุลในการจ าแนกพืชใน
สกุล Ficus จ  านวน 56 ตวัอยา่ง โดยการคดักรองดว้ยไพรเมอร์ 48 ชุด มีเพียง 6 ชุด ท่ีใหล้กัษณะ
ความแตกต่างชดัเจน เม่ือน าขอ้มูลมาวเิคราะห ด วยวิธี UPGMA สามารถจดักลุ มได  12 
กลุ ม โดยแต่ละกลุ่มเป็นไปตามสปีชีส์ของพืช คือ F. altissima, F. benjamina, F. neriifolia, F. 
binnendykii, F. microcarpa, F. elastica, F. deltoidea, F. lyrata, F. subulata, F. carica, F. pumila 
และ F. sagittata  

Rout และคณะ (2009) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และความสัมพนัธ์ของพืช
สกุล Ficus จ  านวน 23 สายพนัธ์ุ จาก 18 สปีชีส์ โดยใช ้ISSR เป็นเคร่ืองหมายทางโมเลกุล ดว้ยการ
คดักรองไพรเมอร์จ านวน 21 ไพรเมอร์ กบัพืชสกุล Ficus จ  านวน 3 สปีชีส์ (F. religiosa, F. elstica 
“Rubra” และ F. mollis) มีเพียง 5 ไพรเมอร์ท่ีให้แถบชัดเจน เม่ือน าไพรเมอร์ดงักล่าวมาหา
ความสัมพนัธ์สามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุ่มใหญ่ โดยการแบ่งกลุ่มมีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา 

Baraket และคณะ (2009a) วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica จ  านวน 
40 สายพนัธ์ุ ท่ีเก็บรวบรวมจาก 5 ภูมิภาคในประเทศตูนิเซีย เม่ือน ามาศึกษาดว้ยวธีี AFLP โดยใช้
ไพรเมอร์จ านวน 6 ชนิด เม่ือน ามาหาความสัมพนัธ์พบวา่สามารถแบ่งเป็น 3 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกมี
เพียงสายพนัธ์ุ Makhbech แยกออกมาเพียงสายพนัธ์ุเดียว (monophyletic) และในกลุ่มท่ี 2 
ประกอบดว้ยสายพนัธ์ุ Zaghoubi และ Baghli ท่ีมาจากต่างพื้นท่ีกนั และท่ีสายพนัธ์ุท่ีเหลืออยูใ่น
กลุ่มท่ี 3 โดยการแบ่งกลุ่มไม่สัมพนัธ์กบัแหล่งท่ีมา และลกัษณะเพศของพืช 

Baraket และคณะ (2009b) วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica ดว้ยวธีี 
PCR และการหาล าดบันิวคลีโอไทดใ์นต าแหน่ง internal transcribed spacers (ITSs) ของ nuclear 
ribosomal DNA (nrDNA) จ านวน 12 สายพนัธ์ุ จากประเทศตูนีเซีย ซ่ึงเป็น common fig จ านวน 11 
ตวัอยา่ง และ caprifigs จ านวน 1 ตวัอยา่ง ดว้ยไพรเมอร์ 5’-AAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3’ 
และ 5’-TATGCTTAAACTCCAGCGGG-3’ ไดช้ิ้นดีเอ็นเอขนาด 700 คู่เบส เม่ือน าล าดบันิวคลีโอ
ไทดม์าหาความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการพบวา่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยในกลุ่มแรกมีเพียงสาย
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พนัธ์ุ Bither abiadh เพียงสายพนัธ์ุเดียว และในกลุ่มท่ี 2 สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย โดยการ
แบ่งกลุ่มไม่สัมพนัธ์กบัแหล่งท่ีมา และลกัษณะเพศของพืช 

Baraket และคณะ (2009c) ท าการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica 
ด้วยวีธี PCR และการหาล าดบันิวคลีโอไทด์ในต าแหน่งยีน trnL-trnF ใน chloroplast DNA 
(cpDNA) ด้วยไพรเมอร์ชนิด e: 5’-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3’ และ f: 5’-
ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ ของ F. carica จ  านวน 20 สายพนัธ์ุ จากประเทศตูนีเซีย โดย
มาจากภาคตะวนัออกเฉียงใตแ้ละกลางจ านวน 12 ตวัอย่าง และภาคตะวนัตกเฉียงใต้จ  านวน 8 
ตวัอยา่ง และเม่ือแบ่งตามลกัษณะเพศแบ่งเป็นตน้เพศเมียจ านวน 18 ตวัอยา่ง และตน้เพศผูจ้  านวน 2 
ตวัอยา่ง พบวา่มีขนาดช้ินดีเอน็เอ 500 คู่เบส เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทั้ง
วิธี Maximum Parsimony (MP) และ Neighbor-Joining (NJ) นั้นให้ผลแตกต่างกนัเล็กนอ้ย แต่
อยา่งไรก็ตามพบวา่แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยความสัมพนัธ์จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธี Maximum 
Parsimony นั้น ในกลุ่มแรกมีเพียงสายพนัธ์ุ Khalt เพียงสายพนัธ์ุเดียว และในกลุ่มท่ี 2 สามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย Sawoudi แสดงความแตกต่างจาก 18 ตวัอยา่ง และ Zidi และ Dchiche Assal มี
ความใกลชิ้ดกนั โดยการแบ่งกลุ่มไม่สัมพนัธ์กบัแหล่งท่ีมา และลกัษณะเพศของพืช 

Baraket และคณะ (2010) ท าการวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica 
จ  านวน 20 สายพนัธ์ุ จากประเทศตูนีเซีย ทั้งภาคใตแ้ละกลาง ดว้ยวธีี PCR และการหาล าดบันิวคลี
โอไทดใ์นต าแหน่ง trnL (UAA) intron ระหวา่ง trnL (UAA) 5’ exon และ trnL (UAA) 3’exon ดว้ย
ไพรเมอร์ c (5’-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’) และไพรเมอร์ d (5’-
GGGGATAGAGGGACTTGAAC-3’) และ trnL–trnF intergenic spacer ระหวา่ง 3’ exon ของ trnL 
(UAA) และ trnF (GAA) ดว้ยไพรเมอร์ e (5’-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3’) และไพรเมอร์ f 
(5’-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’)ในต าแหน่ง trnL (UAA) intron ไดช้ิ้นดีเอ็นเอขนาด 554 
คู่เบส (Zidi2) ถึง 589 คู่เบส (Hammouri) เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทดม์าวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ดว้ย
วธีิ Neighbor-Joining (NJ) แบ่งตวัอยา่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ โดยกลุ่ม 1 ประกอบดว้ย 4 ตวัอยา่ง 
คือสายพนัธ์ุ Khalt, Widlani, Hammouri และ Tounsi 

Podgornik และคณะ (2510) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมดว้ยลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยาของ F. carica โดยการเก็บตวัอยา่งจ านวน 38 ตวัอยา่ง จากสาธารณรัฐสโลวีเนีย ใน 2 บริเวณ 
คือ ดา้นตะวนัตกเฉียงใต ้ (Slovene Istria) และดา้นในของชายฝ่ัง (hinterland zone) จ านวน 25 
ตวัอยา่ง และสาธารณรัฐโครเอเชีย จ านวน 13 ตวัอยา่ง ท าการศึกษาลกัษณะต่างๆทางสัณฐานวทิยา 
จ านวน 74 ลกัษณะ เช่น การเพาะปลูก การออกผล ลกัษณะ น ้าหนกั และสีของผล และลกัษณะของ
ใบ เป็นตน้ โดยพบวา่ลกัษณะของการเกิดรอยหยกัของใบ (lobe) โดยส่วนใหญ่มี 3 และ 5 หยกั แต่
มีบางสายพนัธ์ุท่ีมีความหลากหลายตั้งแต่ 3-5, 3-7 หรือ 0-7 หยกั และพื้นท่ีใบมีความหลากหลาย
มาก ซ่ึงการศึกษาความหลากหลายของใบนั้นเป็นไปไดย้ากเน่ืองจากมีความหลากหลายสูง 
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Chatti และคณะ (2010) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ F. carica จ  านวน 17 
ตวัอยา่ง จากประเทศตูนิเซีย ดว้ยเทคนิค ISSR, RAPD และ RAMPO เม่ือน าขอ้มูลมาวเิคราะห ด

วยวธีิ UPGMA สามารถจดักลุ มได  2 กลุ มหลกั โดยกลุ่มแรกนั้นประกอบดว้ย Bither 
Abiadh2, Bither Abiadh3 และ Besbessi ซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีมีผลสีเขียว และสามารถใหผ้ลผลิตปีละ 
2 คร้ัง 
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บทที ่2 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีกำรทดลอง 
 

2.1 วสัดุ อปุกรณ์ 
2.1.1 แหล่งท่ีมาของตวัอยา่ง 

ท าการเก็บรวบรวมตวัอยา่งมะเด่ือฝร่ัง (Ficus carica) สายพนัธ์ุต่างๆ จากพระต าหนกั
สวนปทุม จงัหวดัปทุมธานี ในโครงการหลวงส่วนพระองคข์องสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยาม
บรมราชกุมารี โดยตวัอย่างท่ีเก็บจะเป็นมะเด่ือฝร่ังสายพนัธ์ุท่ีรวบรวมมาจากต่างประเทศ และ
ตวัอย่างมะเด่ืออุทุมพร (F.  racemosa) ท่ีเป็นพืชในสกุล Ficus ท่ีมีลกัษณะเหมือนมะเด่ือฝร่ังมาก
ท่ีสุด จากสถานท่ีต่างๆ   

2.1.2 เคร่ืองแกว้ อุปกรณ์ และเคร่ืองมือ 
2.1.2.1 บีกเกอร์ (beaker) 
2.1.2.2 กระบอกตวง (cylinder) 
2.1.2.3 จานเพาะเช้ือ (petri dish) 
2.1.2.4 ปากคีบ (forcept) 
2.1.2.5 หลอดทดลอง (tube) ขนาด 0.2, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร 
2.1.2.6 ชอ้นตกัสารเคมี (spatular) 
2.1.2.7 โกร่ง และท่ีบด (mortar and pestle) 
2.1.2.8 ไมโครปิเปตต ์(micropipette) และทิป (tip) ขนาดต่างๆ 
2.1.2.9 ตะเกียง (burner) 
2.1.2.10 คิวเวท (cuvette) 
2.1.2.11 ถงับรรจุไนโตเจนเหลว (liquid nitrogen tank) 
2.1.2.12 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge)  
2.1.2.13 เคร่ืองน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยแรงดนัไอน ้า (autoclave) 
2.1.2.14 ตูอ้บลมร้อน (hot air oven) 
2.1.2.15 ตูเ้ยน็ (refrigerator) หรือตูแ้ช่แขง็ (deep freeze) 
2.1.2.16 อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) 
2.1.2.17 เคร่ืองช่วยผสม (vortex) 
2.1.2.18 เคร่ืองชัง่ (balance) 
2.1.2.19 ไมโครเวฟ (microwave) 
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2.1.2.20 ชุดอุปกรณ์อะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) 
2.1.2.21 เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) 
2.1.2.22 ชุดถ่ายภาพเจล (gel document) 
2.1.2.23 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (thermal cycler) 
2.1.2.24 วสัดุอุปกรณ์อ่ืน ๆ เช่น กระดาษชัง่สาร ชอ้นตกัสาร อลูมิเนียมฟอยด ์และ 
 ถุงมือยาง 

2.1.3 วสัดุ และสารเคมี 
2.1.3.1 เอทานอล (ethanol) 
2.1.3.2 น ้าปราศจากไอออน (distilled water) 
2.1.3.3 ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
2.1.3.4 ชุดสกดัดีเอน็เอส าเร็จรูปชุด DNeasy plant mini kit ของบริษทั Qiagen 
2.1.3.5 สารละลาย TE buffer (Tris EDTA buffer) 
2.1.3.6 สารละลาย TBE buffer (Tris Borate EDTA buffer) 
2.1.3.7 ดีออกซีนิวคลีโอไทด ์(deoxynucleotide, dNTPs) ของบริษทั Roche 
2.1.3.8 ดีเอน็เอโพลีเมอเรส (Taq DNA polymerase) บริษทั New England Biolabs 
2.1.3.9 ไพร์เมอร์ (primer) 1 คู่ คือ ไพร์เมอร์ c (CGAAATCGGTAGACGCTACG) 

  และไพร์เมอร์ d (GGGGATAGAGGGACTTGAAC) ตาม Taberlet et al.  
  (1991)  

2.1.3.10 เจลอะกาโรส (agarose gel) 
2.1.3.11 เอธิเดียมโบรไมด ์(ethidium bromind) 
2.1.3.12 สียอ้ม (dye) 
2.1.3.13 ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 คู่เบส 

  

2.2 วธิกีำรทดลอง 
2.2.1 เก็บตวัอยา่ง 

เก็บรวบรวมตวัอย่างเพื่อใช้ในการสกดัดีเอ็นเอ โดบใช้ใบอ่อนจ านวน 1-2 ใบ ของ
มะเด่ือฝร่ังสายพนัธ์ุต่างๆ ณ พระต าหนกัสวนปทุม จงัหวดัปทุมธานี รวมทั้งตวัอยา่งมะเด่ืออุทุมพร 
(F.  racemosa) น ามาศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของใบ 

2.2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
 น าตวัอย่างใบท่ีเก็บมาไดม้าท าความสะอาดดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือ น ามาบด
โดยไนโตรเจนเหลว พร้อมทั้งตกัตวัอยา่งท่ีไดใ้ส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร และสกดัดี
เอ็นเอดว้ยชุดสกดัส าเร็จรูป GF-1 Plant DNA Extraction (Vivantis, Malaysia) โดยใชว้ิธีการตาม
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คู่มือของชุดสกดัดีเอ็นเอ คือ เติม Buffer PL ปริมาตร 280 ไมโครลิตร น าไปผสมให้เขา้กนัดว้ย
เคร่ืองผสม (vortex) หลงัจากนั้นเติมเอนไซม ์proteinase K (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมา น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 1-2 ชัว่โมง โดยขณะบ่มให้กลบัหลอดไปมาในทุกๆ 15-30 นาที จนสารละลายเป็นเน้ือ
เดียวกนั หรือไม่สังเกตเห็นเน้ือเยื่อของตวัอยา่ง น าตวัอยา่งไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดส่วนใสใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ เติม
เอนไซม ์Rnase A (20 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม 
และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เติม Buffer PB ปริมาตร 2 เท่าของส่วน
ใสรวมกบัเอนไซม ์RNase A หรือปริมาตร 600 ไมโครลิตร ผสมกนัโดยการกลบัหลอดไปมา และ
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม absolute ethanol 99.7 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีเยน็ ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ืองผสม ยา้ยส่วนใสลงในคอลมัม์
ท่ีมี Collection tube รองรับ น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที น า
ส่วนท่ีเป็นของเหลวท่ีอยูใ่น Collection tube เททิ้ง ท าซ ้ าจนตวัอยา่งหมด ลา้งคอลมัมด์ว้ย Wash 
buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
ลา้งจนกวา่เมมเบรนสะอาด น าคอลมัมท่ี์ไม่มีสารละลายไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 7000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 1 นาที ยา้ยคอลมัมล์งในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เติม Elution buffer ท่ีผ่านการบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 50-100ไมโครลิตร ให้ท่วมเมมเบรน ตั้งทิ้งไว ้ 5-10 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที แลว้น าดีเอน็เอท่ีสกดัไดเ้ก็บไวใ้นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถึง 
-20 องศาเซลเซียส 
 น าดีเอ็นเอมาวิเคราะห์หาปริมาณดีเอ็นเอทางด้านคุณภาพและปริมาณ โดยใช้
เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส ท่ีความเขม้ขน้ของวุน้อะกาโรสร้อยละ 1 ในสารละลาย
บฟัเฟอร์ TBE ความเขม้ขน้ 1 เท่า กระแสไฟฟ้า 100 โวตต ์พร้อมทั้งเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอกบั 
ดีเอ็นเอเคร่ืองหมาย (DNA marker) ขนาด 10,000 คู่เบส หรือ λ Hind III หลงัจากนั้นน าแผน่เจลมา
ยอ้มด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ และดูแผ่นเจลภายใตแ้สงยูวีจากเคร่ืองส่องแถบดีเอ็นเอ ส าหรับการ
วิเคราะห์ทางด้านปริมาณท าไดโ้ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ท่ี
ความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร น ามาค านวณหาปริมาณความเขม้ขน้ของ 
ดีเอน็เอ เก็บรักษาตวัอยา่งดีเอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อใชใ้นขั้นต่อไป 

2.2.3 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 
น าดีเอ็นเอท่ีไดม้าเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (chloroplast 

DNA: cpDNA) ต าแหน่ง trnL intron ระหวา่ง trnL (UAA) 5’exon และ trnL (UAA) 3’exon ดว้ยคู่
ไ พ ร์ เ ม อ ร์ c (CGAAATCGGTAGACGCTACG) แ ล ะ ไ พ ร์ เ ม อ ร์ d 
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(GGGGATAGAGGGACTTGAAC) ตาม Taberlet และคณะ (1991) โดยปริมาตรสารทั้งหมดท่ีใช้
ในก าร เพิ่ มป ริมาณดี เ อ็น เ อ เท่ ากับ  25 ไมโคร ลิตร  ประกอบด้วย ดี เอ็น เอ  500  
นาโนกรัม ไพร์เมอร์ c และ d (Invitrogen) ความเขม้ขน้ 0.8 พิโคโมล (pM) ดีออกซีนิวคลีโอไทด์
ความเขม้ขน้ 200 ไมโครโมล ดีเอน็เอโพลีเมอเรสความเขม้ขน้ 1 ยนิูต บฟัเฟอร์ PCR ความเขม้ขน้ 1 
เท่า และน ้ า น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีสภาวะดงัน้ี ขั้น initiation denaturing ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที 1 รอบ ตามดว้ยขั้นตอน denaturing ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 30 วินาที 
ขั้น annealing ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 2 นาที ขั้น elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 3 
นาที รวมทั้งหมด 35 รอบ และตามดว้ยขั้น final elongation ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 
รอบ ตรวจสอบ PCR product จากท าปฎิกิริยาโดยใช้เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิส ท่ีมี
ความเขม้ขน้วุน้อะกาโรสร้อยละ 1 ในสารละลายบฟัเฟอร์ TBE ความเขม้ขน้ 1 เท่า และเปรียบเทียบ
กบัดีเอน็เอเคร่ืองหมายขนาด 100 คู่เบส เก็บรักษา PCR product ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.2.4 การศึกษาหาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
น า PCR product ดงักล่าว ส่งวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีบริษทั Tech Dragon 

Limited เขตบริหารพิ เศษ ฮ่องกงแห่งสาธารณรัฐประชาชนจีน น าผลข้อมูลล าดับ 
นิวคลีโอไทด์แต่ละตวัอย่างมาวิเคราะห์เปรียบเทียบหาความคล้ายคลึงผ่านโปรแกรม BLAST 
(Altschul และคณะ, 1990) เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank และจดัจ าแนกกลุ่ม วิเคราะห์หา 
phylogenetic tree ทั้งเปรียบเทียบหาความสัมพนัธ์ภายในสกุลเดียวกนั คือ มะเดื่ออุทุมพร (F.  
racemosa) และสายพนัธ์ุของมะเด่ือฝร่ังจากฐานขอ้มูล GenBank (ตารางท่ี 2.1) โดยใชโ้ปรแกรม 
BioEdit version 7.0.5.2 ในการตรวจสอบ และแกไ้ขความถูกตอ้งของล าดบันิวคลีโอไทด์ น าล าดบั
นิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งตวัอยา่งแบบ 
multiple alignment ดว้ยโปรแกรม ClustalX version 1.83 และเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตโดยโปรแกรม Phylip package version 3.6 ท่ีรวมการใช้งานหลาย
โปรแกรม คือ Seqboot, Dnadist, Neighbor และ Consense ซ่ึงในการศึกษาน้ีใชค้่า Bootstrap เท่ากบั 
1,000 และใช้วิธี Neighbor-joining เม่ือได้ phylogenetic tree จึงก าหนดรูปแบบแผนภูมิด้วย
โปรแกรม Tree view version 1.6.6 
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ตำรำงที ่2.1   รายละเอียดตวัอยา่ง F. carica จากฐานขอ้มูล GenBank ท่ีน าใชใ้นเปรียบเทียบหา 

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Locus Cultivar 
EU191024 
EU191023 
EU191020 
EU191017 
EU191014 
EU191005 

 

                   Khalt 
                   Sawoudi 
                   Dchiche Assal 
                   Bither Abiadh 
                   Grichy 
                   Zidi 
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บทที ่3 
ผล และอภปิรำยผลกำรทดลอง 

 

3.1 แหล่งทีม่ำของตัวอย่ำง 

    เก็บรวบรวมตวัอยา่งมะเด่ือฝร่ัง (F. carica) สายพนัธ์ุต่างๆ ณ พระต าหนกัสวนปทุม จงัหวดั
ปทุมธานี ท่ีใชใ้นการศึกษาทดลองคร้ังน้ี ทั้งหมด 32 ตวัอยา่ง โดยตวัอยา่งท่ีเก็บจะเป็นมะเด่ือฝร่ัง
สายพนัธ์ุท่ีรวบรวมจากต่างประเทศ ดงัสรุปในตารางท่ี 3.1 และมะเด่ืออุทุมพร (F.  racemosa) 
เพียง 1 ตวัอยา่ง จากจงัหวดันครราชสีมา  

 
ตำรำงที ่3.1 แสดงรหสั และสายพนัธ์ุของมะเด่ือฝร่ังท่ีใชใ้นการวจิยั 

 
รหัส  สำยพนัธ์ุ รหัส  สำยพนัธ์ุ 

FC 001 Fracazzano FC 020 Bianchi guido 
FC 002 Kadoto หรือ Dotlato FC 022 Back mission 
FC 003 Horai FC 023 Magnolia 
FC 004 Black genoa FC 024 Ghosh 
FC 005 Brown turkey FC 025 L.S.U Gold 
FC 006 Lisa FC 026 Vern’s brown turkey 
FC 009 Sugar FC 027 Fico Genoverse 
FC 010 Celeste FC 028 Black Jack 
FC 012 Fico gentile FC 029 Latarulla 
FC 013 Paradiso nero (black) FC 030 Deanna 
FC 014 Ventura  FC 031 Desert king 
FC 015 Fico umbrella FC 032 Schar amber 
FC 016 Isfahan FC 033 Stanford 
FC 017 Qila saif FC 034 Marylane  seedless 
FC 018 Gilette FC 035 Adriano 
FC 019 Schar italian FC 036 Bifara 
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จากการเก็บรวบรวมตวัอย่าง และจดบนัทึกลกัษณะต่างๆของใบมะเด่ือฝร่ัง ทั้ งรูปร่าง

ลกัษณะของใบ ขนาดของใบ ลกัษณะของผิวใบ ลกัษณะของแผ่นใบ จ านวนเส้นกา้นใบ สีของใบ 
การจดัเรียงของเส้นใบ ตามหลกัการจดัจ าแนกของชุมพล (2551) พบวา่มะเด่ือฝร่ังมีการเรียงตวัของ
ใบบนก่ิงเป็นแบบสลบั ลกัษณะของผิวใบมีผิวใบเรียบและมีขน ลกัษณะเน้ือใบคลา้ยกระดาษ การ
จดัระเบียบของเส้นใบเป็นการเรียงเส้นใบย่อยแบบร่างแห แต่มีลกัษณะของแผ่นใบแตกต่างกนั
ออกไป เช่น แผน่ใบมีลกัษณะของปลายใบแบบปลายมน หรือแหลม โคนใบเป็นรูปต่ิงหู และขอบ
ใบไม่เรียบมีลกัษณะเป็นขอบหยกัลึกประมาณ 4 หยกั (รูปท่ี 3.1 A) แผน่ใบมีลกัษณะของปลายใบ
แบบปลายมน โคนใบเป็นลกัษณะรูปหวัใจ และขอบใบมีลกัษณะเป็นรอยหยกัลึกนอ้ยประมาณ 2 
หยกั (รูปท่ี 3.1 B) ลกัษณะของแผน่ใบมีลกัษณะของปลายใบแบบปลายแหลม โคนใบเป็นรูปเง่ียง
ใบหอก และขอบใบมีลกัษณะไม่เรียบและมีรอยหยกัลึกมากประมาณ 4 หยกั จนมีลกัษณะเป็นแฉก 
(รูปท่ี 3.1 C) รวมทั้งมีลกัษณะของแผ่นใบแบบปลายแหลม โคนใบรูปหัวใจ และขอบใบเรียบมี
ลกัษณะเป็นรอยหยกัเพียงเล็กนอ้ย (รูปท่ี 3.1 D) 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.1   ลกัษณะสัณฐานวิทยาของ F. carica A: โคนใบเป็นรูปต่ิงหู ขอบใบมีรอยหยกัลึก, B: 

โคนใบเป็นรูปหวัใจ ขอบใบมีรอยหยกัลึกนอ้ย, C: โคนใบเป็นรูปเง่ียงใบหอก ขอบใบมี
รอยหยกัลึกมาก และ D: โคนใบรูปหวัใจ ขอบใบมีรอยหยกัเพียงเล็กนอ้ย 

A B

C D
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จากการศึกษาดว้ยลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของใบ ในการศึกษาคร้ังน้ีพบลกัษณะ

สอดคลอ้งกบั Podgornik และคณะ (2510) ท่ีพบวา่ลกัษณะของการเกิดรอยหยกัของใบ (lobe) นั้น
ส่วนใหญ่มี 3 และ 5 หยกั แต่มีบางสายพนัธ์ุท่ีมีความหลากหลายตั้งแต่ 3-5, 3-7 หรือ 0-7 หยกั ซ่ึงมี
ความหลากหลายสูง จึงควรมีการศึกษาลกัษณะอ่ืนๆ ร่วมดว้ย 

 
3.2 ผลกำรศึกษำด้วยเทคนิคทำงโมเลกลุ 

3.2.1 ผลกำรเพิม่ปริมำณดีเอน็เอด้วยเทคนิคพซีีอำร์ 

จากการน าดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากมะเด่ือฝร่ังทั้งหมด 32 สายพนัธ์ุ มาท าการเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอในต าแหน่ง trnL (UAA) intron ระหวา่ง trnL (UAA) 5’ exon และ trnL (UAA) 3’exon ใน
คลอโรพลาสตดี์เอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร์ c ซ่ึงมีล าดบัเบส 5-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3 
และไพรเมอร์ d ซ่ึงมีล าดบัเบส 5-GGGGATAGAGGGACTTGAAC- 3 ซ่ึงไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิด 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณต าแหน่ง trnL ได ้โดยท่ี PCR product ท่ีไดจ้ากการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอจะมีขนาดช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 550 คู่เบส ดงัแสดงผลการตรวจสอบขนาดดี
เอ็นเอดว้ยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสของตวัอยา่ง FC 001 Fracazzano, FC 002 Kadoto 
หรือ Dotlato, FC 003 Horai, FC 004 Black genoa และ FC 005 Brown turkey ในเลนท่ี 2, 3, 4, 5 
และ 6 ตามล าดบั ในรูปท่ี 3.2 โดยเปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส (เลนท่ี 1) และ 
negative control คือชุดท่ีไม่ใส่ดีเอ็นเอตน้แบบ (เลนท่ี 7) แต่ส าหรับมะเด่ืออุทุมพรไม่สามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอในบริเวณต าแหน่ง trnL ดว้ยไพรเมอร์ c และ d ได ้
         จากผลการท าอะกาโรสเจลอิเล็คโทรโฟรีซิสของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีได้จากการท า
เทคนิคพีซีอาร์ในต าแหน่ง trnL (UAA) intron ระหวา่ง trnL (UAA) 5’ exon และ trnL (UAA) 
3’exon จะได ้PCR product ท่ีมีขนาดประมาณ  550 คู่เบส  ซ่ึงมีขนาดเท่ากนัทุกตวัอยา่ง ซ่ึงมีขนาด
ช้ินดีเอน็เอใกลเ้คียงกบัยาสูบท่ีมีขนาดประมาณ 577 คู่เบส (Taberlet และคณะ, 1991) รวมทั้งใน F. 
carica จากประเทศตูนีเซีย ท่ีไดช้ิ้นดีเอ็นเอขนาด 554 คู่เบส (Zidi2) ถึง 589 คู่เบส (Hammouri) 
(Baraket และคณะ, 2010) ท่ีใชไ้พรเมอร์ c และ d ดงัรูปท่ี 3.2 และน า PCR product วิเคราะห์หา
ล าดบันิวคลีโอไทด์ (บริษทั Tech  Dragon  Limited) เพื่อน าไปวิเคราะห์หาความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมโดยชีววทิยาสารสนเทศต่อไป 
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                   1      2       3       4       5     6     7 

 
 
รูปที ่ 3.2 ผลของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณต าแหน่ง trn L โดย 

เลนท่ี 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 คู่เบส, เลนท่ี 2 คือ FC 001 Fracazzano, เลนท่ี 3 
คือ FC 002 Kadoto หรือ Dotlato, เลนท่ี 4 คือ FC 003 Horai, เลนท่ี 5 คือ FC 004 Black 
genoa, เลนท่ี 6 คือ FC 005 Brown turkey และเลนท่ี 7 คือ negative (ชุดท่ีไม่ใส่ดีเอ็นเอ
ตน้แบบ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่3.3 โครงสร้างของบริเวณ trnT (UGU) – trnF (GAA) ท่ีประกอบดว้ยต าแหน่ง trnL (UAA)  

intron ระหวา่ง trnL (UAA) 5’ exon และ trnL (UAA) 3’exon และ trnL–trnF intergenic  
spacer ระหวา่ง 3’ exon ของ trnL (UAA) และ trnF (GAA) ต าแหน่งของไพรเมอร์ และ 
ขนาดของ PCR product (Baraket และคณะ, 2010) 
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3.2.2 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมเชิงววิฒันาการ 

          จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่ง trnL (UAA) intron ในคลอโรพลาสตดี์
เอ็นเอ โดยใชไ้พรเมอร์ c และไพรเมอร์ d เม่ือน าไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ และตรวจสอบ
ความถูกตอ้งโดยตรวจดู profile ของล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอยา่งทั้ง 32 สายพนัธ์ุ ดงัพีคตวัอยา่ง
ล าดบันิวคลีโอไทด์บางส่วนของตวัอยา่ง FC 013 Paradiso nero (black) (รูปท่ี 3.4) เม่ือน าขอ้มูล
ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ต่ละตวัอยา่งมาวเิคราะห์เปรียบเทียบหาความคลา้ยคลึงผา่นโปรแกรม BLAST 
(Altschul และคณะ, 1990) เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank เพื่อยืนยนัสายพนัธ์ุ พบวา่ในทุก
ตวัอยา่งเป็น F. carica ในสายพนัธ์ุต่างๆ โดยมีค่าความเหมือน 99-100% เม่ือน ามาวิเคราะห์หา
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม และแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในรูปของ Phylogenetic tree 
โดยโปรแกรม Bioedit ซ่ึงเป็นการจดัเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์เบ้ืองตน้ เม่ือน านิวคลีโอไทด์ขนาด 
515 คู่เบส มาท าการเปรียบเทียบความเหมือนของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งตวัอยา่งแบบ multiple 
alignment ดว้ยโปรแกรม ClustalX และเปรียบเทียบความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตโดย
โปรแกรม Phylip ท่ีประกอบดว้ยโปรแกรม Seqboot, Dnadist, Neighbor และ Consense ซ่ึงใน
การศึกษาน้ีใชค้่า Bootstrap เท่ากบั 1,000 และใช้การวิเคราะห์ด้วยพารามิเตอร์ Neighbor-joining 
เม่ือได ้phylogenetic tree จึงก าหนดรูปแบบแผนภูมิดว้ยโปรแกรม Tree view  
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่3.4 พีคตวัอยา่งล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของ FC 013 Paradiso nero (black) 

 
 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างทั้ ง 32 สายพนัธ์ุ และสายพนัธ์ุของมะเด่ือฝร่ังจาก
ฐานขอ้มูล GenBank จ านวน 6 สายพนัธ์ุ คือ Khalt (EU191024), Sawoudi (EU191023), Dchiche 
Assal (EU191020), Bither Abiadh (EU191017), Grichy (EU191014) และ Zidi (EU191005) มา
วเิคราะห์ และแสดง phylogram ดงัแสดงในรูปท่ี 3.5 ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลกั โดยกลุ่ม
แรกมีเพียงสายพนัธ์ุ Khalt (EU191024) แยกออกมาเพียงสายพนัธ์ุเดียว (monophyletic) และในกลุ่ม
ท่ี 2 สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย ซ่ึง Sawoudi (EU191023) แสดงความแตกต่างจากตวัอยา่งท่ี
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เหลือ หรือแยกเป็นกลุ่มย่อยแรก โดยตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีจ  านวน 32 สายพนัธ์ุ และ 
Dchiche Assal (EU191020), Bither Abiadh (EU191017), Grichy (EU191014) และ Zidi 
(EU191005) อยูใ่นกลุ่มยอ่ยท่ีสอง โดย Zidi (EU191005) และ Dchiche Assal (EU191020) แสดง
ความใกลชิ้ดกนั รวมทั้ง FC 012 Fico gentile และ FC 013 Paradiso nero (black) ท่ีแสดงความ
ใกลชิ้ดกนั 

จากความสัมพนัธ์ในระดบัโมเลกุลของ FC 012 Fico gentile และ FC 013 Paradiso nero 
(black) ท่ีแสดงความใกล้ชิดกัน อาจแสดงให้เห็นถึงความสามารถในการท่ีจะน ามาใช้ในการ
ปรับปรุงพนัธ์ุพืชต่อไปได ้รวมทั้งการศึกษาในคร้ังน้ี แสดงให้เห็นวา่แมส้ายพนัธ์ุของ F. carica ท่ี
น ามาจากประเทศต่างๆ จ านวน 32 สายพนัธ์ุ ท่ีมีความหลากหลายของลกัษณะของใบยงัแสดงความ
ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม อาจมีผลมาจากในการปรับปรุงพนัธ์ุของ F. carica เกิดจากการผสมขา้มสาย
พนัธ์ุเพื่อการเพาะปลูกทั้งใหไ้ดค้วามหลากหลายของผลผลิต และเหมาะกบัสภาพภูมิประเทศแต่ละ
ท่ี ลูกผสมท่ีไดก้็จะมีการตั้งช่ือใหม่ท่ีเพิ่มมากข้ึน 

ในการศึกษาคร้ังน้ีเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ทั้ง 32 สายพนัธ์ุ และจากฐานขอ้มูล GenBank 
จ านวน 6 สายพนัธ์ุ สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลกันั้นสอดคล้องกบัการศึกษาของ Salhi-
Hannachi และคณะ (2006) ท่ีศึกษาในตวัอยา่ง F. carica จ  านวน 35 ตวัอยา่ง จากประเทศตูนิเซีย 
ดว้ยเทคนิค RAPD หรือการศึกษาของ Baraket และคณะท่ีศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง 
ITS ของ nrDNA จ านวน 12 สายพนัธ์ุ จากประเทศตูนีเซีย (Baraket และคณะ, 2009b) ต าแหน่ง 
trnL-trnF (Baraket และคณะ, 2009c) และต าแหน่ง trnL (UAA) intron ใน cpDNA จาก F. carica 
จ  านวน 20 สายพนัธ์ุ จากประเทศตูนีเซีย (Baraket และคณะ, 2010) รวมทั้งการศึกษาของ Chatti 
และคณะ (2010) ท่ีศึกษาดว้ยเทคนิค ISSR, RAPD และ RAMPO ใน F. carica จ  านวน 17 ตวัอยา่ง 

ในการแบ่งตวัอยา่งจ านวน 38 สายพนัธ์ุออกเป็น 2 กลุ่มหลกั โดยกลุ่มแรกมีเพียงสายพนัธ์ุ 
Khalt (EU191024) แยกออกมาเพียงสายพนัธ์ุเดียว (monophyletic) และในกลุ่มท่ี 2 สามารถแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย โดยมีสายพนัธ์ุ Sawoudi (EU191023) แยกเป็นกลุ่มยอ่ยแรก โดยตวัอยา่งอีก
จ านวน 36 สายพนัธ์ุ อยูใ่นกลุ่มยอ่ยท่ีสอง และมีสายพนัธ์ุ Zidi (EU191005) และ Dchiche Assal 
(EU191020) แสดงความใกล้ชิดกนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Baraket และคณะ (2009c) ท่ี
พบวา่ F. carica จ  านวน 20 สายพนัธ์ุ จากแหล่งต่างๆในประเทศตูนีเซีย เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์
มาวิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการ จากการวิเคราะห์ดว้ยวิธี Maximum Parsimony สามารถ
แบ่งเป็น 2 กลุ่มหลกั โดยในกลุ่มแรกมีเพียงสายพนัธ์ุ Khalt เพียงสายพนัธ์ุเดียว และในกลุ่มท่ี 2 
สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย โดย Sawoudi แสดงความแตกต่างออกจาก 18 ตวัอยา่ง และ Zidi 
และ Dchiche Assal แสดงความใกลชิ้ดกนั แมว้า่วิเคราะห์ในต าแหน่ง trnL-trnF ใน cpDNA ดว้ย
ไพรเมอร์ต่างชนิดกนั 

 



21 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3.5   Phylogenetic tree ของ F. carica จ านวน 32 สายพนัธ์ุเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุจาก

ฐานขอ้มูล GenBank ในบริเวณ trnL (UAA) intron โดยใช้พารามิเตอร์ Neighbor-
joining ท่ีมีค่า Bootstrap เท่ากบั 1,000 
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เม่ือ Baraket และคณะ (2010) วิเคราะห์ในต าแหน่ง trnL (UAA) intron แมว้่าจะแบ่ง

ตวัอย่างออกเป็น 2 กลุ่มหลกั แต่ในกลุ่มท่ี 1 จะประกอบด้วย 4 ตวัอย่าง คือสายพนัธ์ุ Khalt, 
Widlani, Hammouri และ Tounsi อาจเน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง trnL intron มีความ
ผนัแปรทางพนัธุกรรมในระดบัต ่า ดงัท่ี Quandt และ Stech (2005) กล่าววา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ 
trnL intron บริเวณ motifs P, Q, R และ S จะเป็นบริเวณอนุรักษสู์ง (highly conservation) จึงมีการ
เปล่ียนแปลงของล าดบันิวคลีโอไทดน์อ้ย  

ในการศึกษาคร้ังน้ีกลุ่มท่ี 2 สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย โดยมีสายพนัธ์ุ Sawoudi 
(EU191023) แยกเป็นกลุ่มยอ่ยแรก และตวัอยา่งอีกจ านวน 36 สายพนัธ์ุ อยูใ่นกลุ่มยอ่ยท่ีสอง จึงอาจ
กล่าววา่ในการศึกษาในต าแหน่ง trnL (UAA) intron ดว้ยคู่ไพร์เมอร์ชนิด c และ d มีขอ้จ ากดัใน
การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบัสปีชีส์ ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งหา
ต าแหน่งอ่ืนๆ ทั้งในบริเวณคลอโรพลาสตดี์เอ็นเอ เช่น ต าแหน่ง trnT-L intergenic spacer หรือ trnK 
intron และในไรโบโซมอลดีเอ็นเอ ต าแหน่ง ITS1, 5.8S และ ITS2 รวมทั้งการใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุลอ่ืน เช่น RAPD หรือ RFLP เพื่อประกอบการศึกษาต่อไป 
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บทที ่4 
สรุป และเสนอแนะ 

 
        การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และจ าแนกสาย
พนัธ์ุของมะเด่ืออุทุมพร (F. racemosa) ท่ีเก็บไดจ้ากจงัหวดันครราชสีมา และสายพนัธ์ุมะเด่ือฝร่ัง 
(F. carica) ท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศ และรวบรวม ณ พระต าหนกัสวนปทุม จงัหวดัปทุมธานี ใน
โครงการหลวงส่วนพระองค์ของสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาสยามบรมราชกุมารี ดว้ยเทคนิคทาง
พนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกุล โดยใชเ้ทคนิค Polymerase Chain Reaction-Restriction (PCR) และหา
ล าดบันิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) ในบริเวณคลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ (chloroplast DNA: 
cpDNA) ต าแหน่ง trnL (UAA) intron ดว้ยคู่ไพรเมอร์ c และ d  ท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ 
trnL (UAA) 5’exon ถึง trnL (UAA) 3’exon สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ  F. carica จ  านวน 32 
ตวัอยา่ง ไดทุ้กตวัอยา่งโดยมีขนาดช้ินของดีเอ็นเอประมาณ 550 คู่เบส แต่จากการศึกษาคร้ังน้ีไม่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ F.  racemosa ได ้ เมื่อน าช้ินดีเอ็นเอไปวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ และเม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์แต่ละตวัอยา่งมาวิเคราะห์เปรียบเทียบหาความคลา้ยคลึง
ผ่านโปรแกรม BLAST เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล GenBank เพื่อยืนยนัสายพนัธ์ุ พบว่าในทุก
ตวัอยา่งเป็น F. carica ในสายพนัธ์ุต่างๆ โดยมีค่าความเหมือน 99-100% เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์
ของ  F. carica จ  านวน 32 สายพนัธ์ุ และล าดบันิวคลีโอไทด์ของ  F. carica จากฐานขอ้มูล 
GenBank จ านวน 6 สายพนัธ์ุ คือ Khalt (EU191024), Sawoudi (EU191023), Dchiche Assal 
(EU191020), Bither Abiadh (EU191017), Grichy (EU191014) และ Zidi (EU191005) มาวิเคราะห์
หาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยโปรแกรม Phylip ท่ีมีค่า Bootstrap เท่ากบั 1,000 และใชก้าร
วิเคราะห์ดว้ยพารามิเตอร์ Neighbor-joining จาก phylogram สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลกั โดย
กลุ่มแรกมีเพียงสายพนัธ์ุ Khalt (EU191024) แยกออกมาเพียงสายพนัธ์ุเดียว (monophyletic) และใน
กลุ่มท่ี 2 สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย ซ่ึง Sawoudi (EU191023) แยกเป็นกลุ่มย่อยแรก โดย
ตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีจ  านวน 32 สายพนัธ์ุ และ Dchiche Assal (EU191020), Bither 
Abiadh (EU191017), Grichy (EU191014) และ Zidi (EU191005) อยูใ่นกลุ่มยอ่ยท่ีสอง โดย Zidi 
(EU191005) และ Dchiche Assal (EU191020) แสดงความใกลชิ้ดกนั รวมทั้ง FC 012 Fico gentile 
และ FC 013 Paradiso nero (black) ท่ีแสดงความใกลชิ้ดกนั แสดงให้เห็นวา่สายพนัธ์ุส่วนใหญ่มี
ความหลากหลายในระดบัสปีชีส์ต ่า จึงอาจกล่าวไดว้า่ล าดบันิวคลีโอไทด์ในต าแหน่ง trnL (UAA) 
intron มีความหลากหลายไม่เพียงพอกบัการน ามาใชห้าความสัมพนัธ์ในล าดบัสปีชีส์ 
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