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                 การศึกษาการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอ็นเอของปรงซึ่งมีแหลงกําเนิดอยูในประเทศไทยจํานวน 10 ชนิด
และ 1 ชนิดยอย โดยใชเทคนิค methylation sensitive amplification polymorphism (MSAP) จํานวน 11 คู   
ไพรเมอร ไดเครื่องหมาย MSAP จํานวน 720 เครื่องหมาย  นําแถบดีเอ็นเอท่ีไดมาคํานวณเปอรเซ็นตของการเติม
หมูเมธิล พบวาปรงที่นํามาศึกษามีเปอรเซ็นตของการเติมหมูเมธิลอยูระหวาง 36.95 - 57.44 เปอรเซ็นต   
นําลายพิมพ ดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP ไปใชสรางแผนภาพทางพันธุกรรมและวิเคราะห principal component 
analysis (PCA) โดยอาศัยความแตกตางในระดับของนิวคลีโอไทดและความแตกตางของการเติมหมูเมธิล   
คาความเหมือนทางพันธุกรรมคํานวณจากความแตกตางในระดับนิวคลีโอไทดอยูในชวง 0.86 - 0.92 ในขณะที่
ความเหมือนทางพันธุกรรมของขอมูลความแตกตางของการเติมหมูเมธิล เมื่อคํานวณจากชุดขอมูล EcoRI-MspI 
และ EcoRI-HpaII มีคาเทากับ 0.78 – 0.94 และ 0.79 – 0.95 ตามลําดับ ผลการจัดกลุมโดยอาศัยความแตกตางใน
ระดับของนิวคลีโอไทด และระดับของการเติมหมูเมธิลพบความแตกตางของการจัดกลุมในปรงบางชนิด  จากผล
การทดลองแสดงใหเห็นวา ภาวะพหุสัณฐานของปรงในประเทศไทยไมไดมาจากความแตกตางในระดับของ   
นิวคลีโอไทดเพียงอยางเดียว แตยังมีความแตกตางของรูปแบบของการเติมหมูเมธิลดวย โดยเปอรเซ็นตและ
รูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอ รวมท้ังความแตกตางในระดับนิวคลีโอไทดอาจมีสวนสําคัญในการเกิด
ความผันแปรทางพันธุกรรมและลักษณะปรงสกุล Cycas  เครื่องหมาย MSAP จํานวน 720 เครื่องหมายขางตนยัง
ไดนํามาใชศึกษาเปรียบเทียบการเติมหมูเมธิลในปรงทั้งสองเพศ เมื่อเปรียบเทียบเปอรเซ็นตของการเติมหมูเมธิล
ใหดีเอ็นเอ พบวาไมแตกตางกันในปรงทั้งสองเพศ เมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของการเติมหมูเมธิลใหดีเอ็นเอในปรง
ทั้งสองเพศโดยการคํานวณคาความเหมือนทางพันธุกรรมพบมีคาประมาณ 60 - 70 เปอรเซ็นต แสดงวารูปแบบ
ของการเติมหมูเมธิลประมาณ 30 - 40 เปอรเซ็นตมีความแตกตางกันในปรงทั้งสองเพศ เมื่อตัดแถบดีเอ็นเอท่ีแสดง
รูปแบบของการเติมหมูเมธิลที่มีความจําเพาะกับเพศจากลายพิมพ MSAP จํานวน 19 แถบ ไปโคลนเพื่อหาลําดับ  
นิวคลีโอไทด และเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวาลําดับนิวคลีโอไทดสวนใหญไมมีความเหมือนกับยีนใน
ฐานขอมูล แตพบวาลําดับนิวคลีโอไทดบางสวนแสดงความเหมือนกับยีนซึ่งมีความเก่ียวของกับการพัฒนาของ
สวนสืบพันธุ  ผลการศึกษาครั้งน้ีพบความแตกตางของการเติมหมูเมธิลใหกับดีเอ็นเอในปรงทั้งสองเพศ ซึ่งอาจมี
ผลตอการกําหนดเพศในปรง อยางไรก็ตามยังตองการการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือใหเขาใจกลไกดังกลาวและนําไปสู
ขอสรุปที่ชัดเจนมากขึ้น 
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                DNA methylation profiles of ten Cycas species and one subspecies localized in Thailand were 
studied using the methylation sensitive amplification polymorphism (MSAP) technique. Eleven MSAP primer 
combinations were used and 720 MSAP bands were generated. The percentages of DNA methylation estimated 
from MSAP fingerprints were in the range of 36.95% to 57.44%. MSAP fingerprints were also used for 
phenogram construction and principal component analysis, based on nucleotide polymorphism and methylation 
polymorphism. Genetic similarity estimated from nucleotide polymorphism among these cycads ranged from 
0.86 to 0.92, whereas genetic similarities of methylation polymorphism estimated from EcoRI-MspI and 
EcoRI-HpaII data set ranged from 0.78 to 0.94 and 0.79 to 0.95, respectively. Cluster analysis using 
nucleotide polymorphism and methylation polymorphism resulted in different groupings for some cycads. The 
results showed that polymorphism of Cycas in Thailand were not only limited in the nucleotide level, but also 
in the pattern of DNA methylation. It was proposed that the percentage and pattern of DNA methylation as 
well as nucleotide polymorphism were sources of variation in these cycad species. The total of 720 methylation 
markers was also used in methylation analysis between sexes. The results showed that percentage of DNA 
methylation were not statistically significant between male and female cycads. DNA methylation pattern in 
male and female cycads were compared based on genetic similarity from MSAP bands. The results revealed 
similarity around 60 to 70% between male and female in all cycads, indicating methylation patterns around 30 
to 40% were different between sexes. Nineteen sex-specific MSAP bands were cloned and sequenced. 
Similarity search of majority of polymorphic bands using NCBI BLAST resulted in unknown sequences, while 
some sequences did match the known genes, reported to be involved in reproductive development. The present 
study showed the differences of DNA methylation between male and female Cycas. The possible role of DNA 
methylation in sex determination of Cycas was discussed. However, the further intensive study should be 
applied. 
 
 

 

      
/ 

  
/ 

 

Student’s signature  Thesis Advisor’s signature   
 



1 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

ขอกราบขอบพระคุณ ผศ. ดร. วิภา  หงษตระกูล อาจารยท่ีปรึกษาวิทยพินธหลัก และ         
รศ. ดร. นิตยศรี แสงเดือน อาจารยท่ีปรึกษาวิทยานิพนธรวม ท่ีใหคําปรึกษาและคําแนะนําในการ
ทํางานวิจยั รวมท้ัง ไดกรุณาใหคําแนะนําในการตรวจแกไขวิทยานิพนธ และขอกราบขอบพระคุณ 
รศ. ดร. สุรินทร  ปยะโชคณากุล ประธานการสอบ และ ดร. ธีรยุทธ ตูจินดา ผูทรงคุณวุฒิจาก
ภายนอก ท่ีใหคําแนะนําในการตรวจแกไขและเพิ่มเติมเนือ้หาวิทยานิพนธฉบับนี้ใหสมบูรณยิ่งข้ึน 

 
ขอขอบคุณ คุณกัมพล ตันสัจจา ผูจัดการสวนนงนุช และเจาหนาท่ีสวนนงนุช   คุณ Anders 

J. Lindstrom ซ่ึงอํานวยความสะดวกและใหขอมูลในการเก็บตัวอยางปรงในการศึกษาคร้ังนี้ 
 

ขอขอบคุณ คุณฐิติ กาญจนเกตุ ท่ีใหคําแนะนําและเปนท่ีปรึกษาในการทํางานวิจยัตลอดจน
ใหคําแนะนาํและชวยเหลือในการวิเคราะหขอมูลตลอดระยะเวลาในการทํางานวิจยัท่ีผานมา 

 

ขอขอบคุณสถาบันวิจยัและพัฒนาแหงมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร และ บัณฑติวิทยาลัย 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ท่ีใหการสนับสนุนงานวจิัยนี้ 

 

สุดทายนี้ขอกราบขอบพระคุณบิดา มารดา คุณยา และญาติทุกคน ท่ีใหการสนับสนุนใน
การศึกษา และอบรม ตลอดจนพี่  นอง เพื่อนๆ และทุกๆ คน ท่ีเปนกําลังใจและมีสวนชวยใหการ
สนับสนุนการทําวิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จไดดวยด ี
 

         ชอลัดดา  แซอ้ึง 
                     กุมภาพนัธ  2555 

 
 



1 
 

สารบัญ 
 

  หน้า 
 

สารบญั    (1) 

สารบญัตาราง    (2) 

สารบญัภาพ    (4) 

ค  าน า     1 

วตัถุประสงค ์     4 

การตรวจเอกสาร     5 

อุปกรณ์และวธีิการ    22 

 อุปกรณ์    22 

 วธีิการ    23 

ผลและวจิารณ์    37 

สรุปและขอ้เสนอแนะ    75 

เอกสารและส่ิงอา้งอิง    77 

ภาคผนวก    88 

ประวตัิการศึกษา และการท างาน    99 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(1) 



2 
 

สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่          หน้า 
 
   1   ความสามารถของเอนไซม ์HpaII และ MspIในการตดัดีเอ็นเอที่ท  าใหเ้กิด                                              

รูปแบบการเติมหมู่เมธิลของล าดบันิวคลีโอไทด ์5’-CCGG-3’                          21  

  2     ตวัอยา่งปรงสกุล Cycas ที่ศึกษา          22 

  3   ล าดบัเบสของ adapters และไพรเมอร์ ที่ใชใ้นเทคนิค MSAP      25 

  4 องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยาการตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ                                                  

และการเช่ือมต่อกบั adapter          26   

  5  องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยา preselective amplification     27 

  6  องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยา selective amplification     28 

  7  ตวัอยา่งการแปลงขอ้มูลจาก 0-1ไปเป็นขอ้มูลส าหรับใชว้เิคราะห์                  

เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิล          31 

  8         ตวัอยา่งรูปแบบการแปลงขอ้มูลจากการสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค                    

MSAP ไปเป็นขอ้มูลของ Nucleotide Polymorphism       32 

  9 คู่ไพรเมอร์ทั้งหมดที่ใชใ้นการท าปฏิกิริยาพซีีอาร์โดยเทคนิค MSAP      38 

 10 แสดงจ านวน monomorphic bands, polymorphic bands และเปอร์เซ็นต ์        

polymorphism ของปรงสกุล Cycas         43 

 11 ค่าเฉล่ียของแถบดีเอ็นเอแต่ละรูปแบบ และเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอ             

ของปรงทั้ง 11 ชนิด           45 

 12 ค่าเฉล่ียจ านวนแถบดีเอ็นเอของปรงแต่ละชนิดและเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิล            

ใหก้บัดีเอ็นเอระหวา่งเพศของปรงทั้ง 10 ชนิด        53 

 13 ค่าเฉล่ียของค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมของรูปแบบการเติมหมู่เมธิลใหก้บั                    

ดีเอ็นเอระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมียของปรง 10 ชนิด        54 

 14 จ  านวนของรูปแบบการเติมหมู่เมธิลที่จ  าเพาะต่อลกัษณะเพศของปรงที่ศึกษา     55 

   (2) 



3 
 

สารบัญตาราง  (ต่อ) 
 

ตารางที ่          หน้า 
 

  15 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ และรูปแบบการเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างระหวา่งเพศ                     

ของปรงทั้ง 10 ชนิด และผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล                   

NCBI             68 

 

ตารางผนวกที ่ 
 
  1 ลกัษณะทัว่ไปและแหล่งการกระจายพนัธุข์องปรงที่มีแหล่งก าเนิดในประเทศไทย 

ทั้ง 12 ชนิด            89 
  2 สภาวะการณ์การกลบัเพศของปรง          95 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่                      หน้า 

 

    1  แหล่งการกระจายพนัธุข์องปรงสกุล Cycas ในประเทศไทย       6 
    2 สณัฐานวทิยาของปรงสกุล Cycas          10 
    3 ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของ coralloid  root          10 
    4  ววิฒันาการของการเกิดโครโมโซม Y 6 ระยะ        14 
    5 ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f)                             

ที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI ร่วมกบั MspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์            
E2/HM1 ถึง E2/HM8           39 

    6 ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอของ Cycas chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f)                      
ที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI ร่วมกบัMspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์             
E3/HM1 ถึง E3/HM8           40 

  7 ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอของ Cycas chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f)                         
ที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI ร่วมกบัMspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์              
E5/HM1 ถึง E5/HM8           41 

  8 กราฟแสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอรูปแบบที่ 1, 2, 3 และค่าเฉล่ียของจ านวน                         
แถบดีเอ็นเอที่ถูกเติมหมู่เมธิล          44 

  9  Phylogenetic tree ของปรงทั้ง 10 ชนิด เม่ือใชก้ารวเิคราะห์ขอ้มูลจาก nucleotide 
polymorphism            48 

  10 Principal component analysis ของปรงทั้ง 10 ชนิด เม่ือใชก้ารวเิคราะห์ขอ้มูลจาก 
nucleotide polymorphism           48 

11 การจดักลุ่มปรงทั้ง 66 ตวัอยา่งโดยวธีิ PCA โดยใชข้อ้มูล EcoRI + MspI (a) และ           
EcoRI + HpaII (b)           50 

12 กราฟเสน้เปรียบเทียบการเติมหมู่เมธิลระหวา่งเพศของปรง 10 ชนิด      54 
13 ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. edentata, C. elephantipes และ C. clivicola subsp. lutea                

จากเทคนิค MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E3/HM3        56 
14 ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. nongnoochiae, C. pectinata และ C. pranburiensis                      

จากเทคนิค MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E1/HM1        57 

(4) 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพที ่                      หน้า 

 

15  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. nongnoochiae, C. pectinata และ C. pranburiensis                      
จากเทคนิค MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E3/HM3       58 

16 ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. pranburiensis, C. siamensis และ C. simplicipinna                    
จากเทคนิค MSAP โดยใชไ้พรเมอร์ E3/HM3       59 

17 ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. tansachana จากเทคนิค MSAPโดยใชไ้พรเมอร์                             
E3/HM3 (ก) และ E5/HM2 (ข)           60 

    
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(5) 
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การวเิคราะห์รูปแบบการเติมหมู่เมธิลให้กบัดเีอน็เอต่อลกัษณะเพศของปรง                    

สกลุ Cycas ในประเทศไทยโดยเทคนิค Methylation-Sensitive Amplification 
Polymorphism (MSAP) 

 

Analysis of DNA Methylation Pattern Involving Sex Determination Mechanism of 

Cycas in Thailand using Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism 
(MSAP) Technique  

 

ค าน า 
 

ปรงในสกุล (genus) Cycas  จดัอยูใ่นวงศ ์(family) Cycadaceae เป็นพชืโบราณชนิดหน่ึงซ่ึง
น ามาใชศ้ึกษาดา้นววิฒันาการ เน่ืองจากมีลกัษณะทางสณัฐานวทิยาคาบเกี่ยวระหวา่งพืชดอก 
(angiosperm) และพชืไม่มีเมล็ด (seedless plant)โดยปรงจดัอยูใ่นกลุ่มพชืเมล็ดเปลือย (naked seeds) 
ที่เรียกวา่ gymnosperm การศึกษาววิฒันาการของพชืโบราณสามารถท าใหเ้ขา้ใจการก  าเนิดและการ
แพร่กระจายของพชืที่มีเมล็ด และพชืดอก พชืในอนัดบั Cycadales ปัจจุบนัพบประมาณ 305 ชนิด 
รวม 11-12 สกุล (Stevenson, 1992) กระจายอยูใ่นบริเวณเขตร้อนและเขตก่ึงร้อน  ปรงถูกน ามาใช้
ในดา้นต่างๆ เช่น ในบางพื้นที่ใชบ้ริโภค ใชเ้ป็นยารักษาโรค ส าหรับในประเทศไทยพบปรงสกุล 
Cycas ประมาณ 12 ชนิด ซ่ึงนิยมน าปรงมาใชใ้นการประดบัตกแต่งสวนเน่ืองจากมีลกัษณะที่
สวยงามและหลากหลายตามลกัษณะประจ าพนัธุ ์ท  าใหบ้างพนัธุมี์ราคาค่อนขา้งสูง นอกจากน้ียงัมี
การปลูกเพือ่ส่งจ าหน่ายต่างประเทศดว้ย จึงถือวา่ปรงเป็นพชืที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจในระดบั
หน่ึง 

 
 ปรงเป็นพชืที่มีส่วนสืบพนัธุแ์ยกเพศต่างตน้ (dioecious) กล่าวคอืมีตน้เพศผูแ้ละตน้เพศเมีย
แยกกนั แต่ลกัษณะภายนอกของปรงทั้งสองเพศมีความคลา้ยคลึงกนัมาก การระบุเพศของปรงจะ
สงัเกตจากโครงสร้างที่เรียกวา่โคน (cone) ซ่ึงจะขึ้นอยูบ่ริเวณยอดตน้ปรง โคนของแต่ละเพศจะมี
รูปร่างแตกต่างกนัและโคนของปรงต่างสกุลก็จะมีลกัษณะแตกต่างกนัดว้ยเช่นกนั อยา่งไรก็ตาม
โครงสร้างโคนไม่ไดมี้การสร้างตลอดปี และการสร้างโคนของปรงจะสร้างเม่ือเจริญเตม็วยั 
เน่ืองจากปรงเป็นพชืที่เจริญเติบโตชา้และยงัมีปัจจยัเกี่ยวขอ้งกบัความอุดมสมบูรณ์ของพื้นที่ ท  าให้
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อาจใชเ้วลา 10 – 20 ปี กวา่จะพบโครงสร้างโคน ซ่ึงระยะเวลาที่ยาวนานน้ีเป็นอุปสรรคในการ
ท างานดา้นการขยายพนัธุป์รงและการปรับปรุงพนัธุป์รงเป็นอยา่งมาก  ท  าใหส้ิ้นเปลืองเวลา 
แรงงาน และค่าใชจ่้ายในการดูแลรักษามาก นอกจากน้ีการเตรียมจ านวนพชืแต่ละเพศในการผสม
เกสรไม่เหมาะสมอาจท าใหไ้ม่ประสบความส าเร็จเท่าที่ควร โดยธรรมชาติแลว้ปรงเพศผูจ้ะสร้าง
เรณูจ านวนมากท าใหส้ามารถผสมกบัปรงเพศเมียไดจ้  านวนมาก กล่าวคือในการผสมพนัธุป์รงจะ
ตอ้งการปรงเพศเมียจ านวนมากกวา่ปรงเพศผู ้  ดงันั้นหากมีวธีิทราบเพศของปรงตั้งแต่ระยะเป็นตน้
อ่อนก็จะท าใหง้านดา้นการปรับปรุงพนัธุมี์โอกาสประสบความส าเร็จยิง่ขึ้น จึงมีผูศึ้กษาการจ าแนก
เพศปรงโดยวิธีต่างๆ เช่น  การเปรียบเทียบลกัษณะทางสณัฐานวทิยาบางประการ และวธีิทางเซลล์
พนัธุศาสตร์ พบวา่สามารถแยกเพศของปรงบางชนิดได ้แต่ปรงบางชนิดยงัไม่พบความแตกต่างใน
ระดบัโครโมโซมที่ศึกษา นอกจากน้ีการศึกษาโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิด RAPD (Random 
Amplified Polymorphic DNA) และ AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ก็
สามารถระบุเพศของปรงไดเ้พยีงบางชนิดเท่านั้น อยา่งไรก็ตามยงัมีรายงานที่บ่งช้ีวา่การก าหนดเพศ
ของปรงน่าจะมีปัจจยัอ่ืนนอกเหนือจากปัจจยัทางพนัธุกรรม เน่ืองจากมีรายงานการกลบัเพศของ
ปรงเม่ืออยูใ่นสภาวะกดดนัต่างๆ และมีรูปแบบของการกลบัเพศสอดคลอ้งกนัในหลายเหตุการณ์ 
เช่น การยา้ยที่ปลูก สภาพอากาศที่หนาวเยน็ และสภาวะที่แหง้แลง้รุนแรง เป็นตน้ จากการที่ปรง
สามารถเกิดการกลบัเพศไดเ้น่ืองจากปัจจยัของส่ิงแวดลอ้มนั้นท าใหบ้่งช้ีวา่กระบวนการทาง 
epigenetics ส่งผลต่อการก าหนดเพศของปรงในทางใดทางหน่ึง  

 
การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ (DNA methylation)  เป็นกลไกทาง epigenetics รูปแบบ

หน่ึงที่มีบทบาทส าคญัในการควบคุมการแสดงออกของยนี โดยบริเวณที่มีการเติมหมู่เมธิลใหก้บั    
ดีเอ็นเอของยนีหรือส่วนควบคุมจะไม่มีการถอดรหสั (transcription) ท  าใหย้นีนั้นไม่แสดงออก 
ดงันั้นการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอจึงเป็นกลไกหน่ึงที่ควบคุมการแสดงออกของยนี โดยระดบัของ
การเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างกนัจะท าใหย้นีมีการแสดงออกที่ต่างกนัออกไป ท าใหเ้กิดความ
หลากหลายในระดบั transcription ซ่ึงมีผลต่อการก าหนดลกัษณะตา่งๆ มีขอ้มูลจ านวนมากที่บ่งช้ีวา่
การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอมีบทบาทส าคญัตอ่การพฒันาของพชื เช่น การสร้างรูปร่างของดอก 
(Kalisz and Purugganan, 2004) การเกิดสารสี (pigmentation) ในบริเวณต่างๆ (Hoekenga et al., 
2000) ลกัษณะการตา้นทานโรคบางโรค (Sha et al., 2005) และการเกิด vernalization ของพชืดอก 
(Finnegan et al., 1998a) การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอยงัเป็นส่วนส าคญัของการเกิด imprinting ซ่ึง
เป็นปรากฏการณ์ที่ระดบัการแสดงออกของยนีจะขึ้นอยูก่บัวา่ยนีนั้นถ่ายทอดมาจากพอ่หรือแม่ 
(Gehring and Henikoff, 2007) นอกจากน้ียงัมีรายงานการทดลองที่แสดงใหเ้ห็นวา่การเติมหมู่เมธิล
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ใหดี้เอ็นเอมีผลต่อเพศของพชืและสตัวบ์างชนิด (Mohan and Chandra, 2005; Zemach and 
Zilberman, 2010)  ในการศึกษาคร้ังน้ีไดน้ าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่สามารถตรวจสอบรูปแบบของการ
เติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอที่เรียกวา่ methylation-sensitive amplification polymorphism (MSAP) ซ่ึง
เป็นวธีิการที่ประยกุตม์าจากเทคนิค AFLP แต่ใชเ้อนไซมท์ีไ่วต่อการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอใน
การศึกษาวา่การเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอมีความแตกต่างกนัทั้งรูปแบบและปริมาณในปรงทั้งสองเพศ
หรือไม่ และบริเวณใดที่มีการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอแตกต่างกนัในปรงทั้งสองเพศ ขอ้มูลจาก
การศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นหน่ึงในขอ้มูลพื้นฐานที่ส าคญัของการศึกษากลไกการก าหนดเพศของพชื ซ่ึง
ปัจจุบนัยงัไม่มีขอ้สรุปของการก าหนดเพศที่ชดัเจน และผลของการศึกษาคร้ังน้ีน่าจะน าไปสู่
ค  าอธิบายปรากฏการณ์การกลบัเพศของปรงบางชนิดได ้นอกจากน้ียงัไดน้ าขอ้มูลลายพมิพดี์เอ็นเอ
จากเทคนิค MSAP วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปรงในประเทศไทยในรูปแบบ
ของการศึกษาภาวะพหุสณัฐานเน่ืองจากล าดบันิวคลีโอไทด์ และภาวะพหุสณัฐานเน่ืองจากความ
แตกต่างในการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอดว้ย 
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วตัถุประสงค์ 

 

เพือ่ตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลที่มีผลต่อการก าหนดเพศของปรงสกุล Cycas ที่
มีแหล่งก าเนิดในประเทศไทย และตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่มีการเติมหมู่เมธิล แตกต่างกนัใน
ปรงทั้งสองเพศ  
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การตรวจเอกสาร 
 

ก าเนิดและการกระจายพันธ์ุ 
 

 พชืในกลุ่ม cycad หรือมีช่ือเรียกในภาษาไทยวา่ ปรง  เป็นพชืมีเมล็ด (seed plants) จดัอยูใ่น
กลุ่ม gymnosperm ซ่ึงค  าวา่ gymnosperm มีที่มาจากเมล็ดที่ยงัไม่ไดรั้บการผสมพนัธุ ์(รังไข่) ไม่มี
ผนงัรังไข่ห่อหุม้ (naked seeded) สามารถสมัผสักบัอากาศไดโ้ดยตรง ลกัษณะเช่นน้ีการผสมพนัธุ์
จึงเกิดไดโ้ดยตรงเม่ือมีละอองเรณูตกบนรังไข่ ซ่ึงต่างจากในพชืดอก พชืในกลุ่ม gymnosperm 
จดัเป็นพชืรอยต่อทางววิฒันาการระหวา่งพชืที่มีดอกและไม่มีดอก  จากการศึกษาซากดึกด าบรรพ์
นั้นพบวา่ cycad  เป็นกลุ่มของพชืมีเมล็ดที่มีตน้ก าเนิดเก่าแก่ที่สุด มีความสมัพนัธใ์กลชิ้ดกบัเฟิร์นที่
มีเมล็ด (seed fern) ซ่ึงสูญพนัธุไ์ปแลว้ ปรงก าเนิดขึ้นในยคุ Late Paleosoic โดยอยูใ่นยคุ Permian 
จากการคน้พบซากดึกด าบรรพท์ี่มีอายปุระมาณ 280 ลา้นปี  (Zhifeng and Thomas, 1989) และ
เป็นไปไดว้า่อาจก าเนิดมาตั้งแต่ยคุ Late Carboniferous หรือเม่ือ 250-300 ลา้นปีก่อน (Norstog  and 
Nicholls, 1997)  
 

พชืในอนัดบั Cycadales นั้นประกอบดว้ยปรง 3 วงศ ์ไดแ้ก่ 1) Stangeriaceae ปัจจุบนั
เหลืออยูเ่พยีง 3 ชนิดเท่านั้น จากหลกัฐานซากดึกด าบรรพท์ี่พบอยูใ่นประเทศอาร์เจนตินา ปรงวงศน้ี์
ก าเนิดอยูบ่นแผน่เปลือกโลก Gondwanan  ตั้งแต่ยคุ Lower  Cretaceous (70 -135 ลา้นปี) 2) วงศ ์
Zamiaceae พบซากดึกด าบรรพก์ระจายตวัอยูม่ากที่สุดในยคุ Middle of Triassis-Eocene (54-200 
ลา้นปี) ในทวปีอเมริกาเหนือและอเมริกาใต ้ยโุรป ออสเตรเลีย และแอนตาร์กติกา 3) วงศ ์
Cycadaceae นั้นก าเนิดขึ้นหลงัสุดคือประมาณ 38-54 ลา้นปีที่ผา่นมา ก าเนิดในยคุ Eocene บน
เปลือกโลก Laurasia บริเวณประเทศญี่ปุ่ นและจีน 

 
    พชืในกลุ่ม cycad กระจายตวัในเขตร้อน และก่ึงร้อนที่มีสภาพอากาศอบอุ่น บริเวณที่พบ
พชืในกลุ่ม cycad ไดแ้ก่ทวปี แอฟริกา ออสเตรเลีย  และอเมริกาใต ้โดยแหล่งที่มีความหลากหลาย
ของ cycad มากที่สุดคือ อเมริกากลาง  ปรงในสกุล Cycas เป็นปรงที่มีการกระจายตวัมากที่สุด โดย
กระจายตวัตั้งแต่ตอนเหนือของประเทศญี่ปุ่ น ลงมาถึงเกาะต่างๆ ในแถบมหาสมุทรแปซิฟิก 
ประเทศจีน ประเทศอินเดีย และประเทศมาดากสัการ์ รวมทั้งชายฝ่ังตะวนัออกของ ทวปีแอฟริกา 
(Jone,  1998)  ทัว่โลกพบพชืสกุล Cycas ประมาณ 99  ชนิด ในทวปีเอเชียพบประมาณ 63  ชนิด 
ส่วนประเทศไทยนั้นพบวา่เป็นศูนยร์วมของปรงจ านวน 12 ชนิดซ่ึงกระจายตวัอยูต่ามภูมิภาคต่างๆ 
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ของประเทศ (ภาพที่ 1, ตารางผนวกที่ 1) ไดแ้ก่ C. chamaoensis K.D. Hill,  C. clivicola subsp. 
clivicola K.D. Hill, C. clivicola subsp.  lutea K.D. Hill, C. elephantipes A. Lind str. & K.D. Hill, 
C. edentata  K.D. Hill, C. macrocarpa subsp. macrocarpa Griffith, C. macrocarpa subsp. 
brevidens K.D. Hill, C. nongnoochiae, C. pectinata Buch.-Ham., C. pranburiensis S.L. Yang, 
K.D. Hill, W. Tang & P. Vatcharakorn,C. petrea H.D. Hill, C. siamensis Miquel,                         
C. simplicipinna  Smitinand, K.D. Hill และ C. tansachana K.D. Hill & S.L. Yang (พนูศกัด์ิ, 
2548; Donalson, 2003) ถ่ินที่อยูข่องปรงแต่ละชนิดมีทั้งชนิดที่อยูต่ามหนา้ผาบนภูเขาหินปูน ในป่า
ผลดัใบที่มีแสงมาก หรือที่อยูใ่นป่าดิบช้ืน ป่าไผ ่รวมทั้งมีปรงบางชนิดที่พบตามป่าชายหาด
เน่ืองจากมีการแพร่พนัธุโ์ดยการพดัพาเมล็ดไปกบัน ้ าทะเล เช่น C. edentata (พนูศกัด์ิ, 2548) ส่วน
ปรงชนิดอ่ืนๆ ก็มีคา้งคาวหรือสตัวท์ี่กินพชืชนิดอ่ืนๆ เป็นตวัช่วยพาเมล็ดไปกระจายพนัธุย์งัสถานที่
ใกลเ้คียง  ในปัจจุบนัปรงส่วนใหญ่ที่เหลืออยูต่ามธรรมชาติมีปริมาณลดลงอยา่งต่อเน่ือง เน่ืองจากมี
การบุกรุกพื้นที่ป่าเพือ่ใชเ้ป็นพื้นที่เพาะปลูก รวมทั้งการลกัลอบน าปรงจากป่าไปขายยงัตลาดตน้ไม ้
จึงท าใหป้รงเกือบทั้งหมดอยูใ่นสถานะถูกคุกคามและหลายชนิดเส่ียงต่อการสูญพนัธุ ์ 
 

 
 
ภาพที่ 1  แหล่งการกระจายพนัธุข์องปรงสกุล Cycas ในประเทศไทย  
 
ที่มา: Lindstrom and Hill (2002) 
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ล าดับอนุกรมวิธาน 
 

การศึกษาดา้นอนุกรมวธิานในพชืสกุล Cycas คร้ังแรกรายงานโดย Linneaus โดยไดจ้ดัพชื
กลุ่มน้ีอยูใ่นวงศเ์ดียวกบัปาลม์ในปี 1737 โดยช่ือ Cycas มาจากค าวา่ Koikas ในภาษากรีก ซ่ึงแปลวา่
มีลกัษณะคลา้ยตน้ปาลม์ และตอ่มาปรงไดถู้กจดัจ าแนกออกมาอยูใ่นวงศใ์หม่คือ Cycadaceae โดย 
Lindley ในปี 1831 และ Endlicher ในปี 1836-1840 ปัจจุบนัจดัปรงอยูใ่นกลุ่ม gymnosperm โดย 
Ticghem ในปี 1898 และเม่ือจดัปรงทั้ง 11 สกุลตามล าดบัอนุกรมวธิานสามารถจดัไดด้งัน้ี (Nostog    
and Nicholls, 1997) 
 

Order Cycadales 
   Suborder Cycadineae 
      Family Cycadaceae 

Genus Cycas 
   Suborder Zamiineae 
      Family Stangeriaceae 
         Subfamily Stangerioideae 

Genus Stangeria 
         Subfamily Bowenioideae 

Genus Bowenia 
      Family Zamiaceae 
         Subfamily Encephalartoideae 
            Tribe Diooeae 

Genus Dioon 
            Tribe Encephalarteae 
                Subtribe Encephalartinae 

Genus Encephalartos 
                Subtribe Macrozamiinae 

Genus Macrozamia 
Genus Lepidozamia 

         Subfamily Zamiadeae 
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            Tribe Ceratozamieae 
Genus Ceratozamia 

               Subtribe Microcycadinae 
Genus Microcycas 

               Subtribe Zamiinae 
Genus Zamia 
Genus Chigua 

 
ลักษณะทั่วไปของปรงในสกลุ Cycas 
 
 โครงสร้างทางดา้นสณัฐานวทิยาของปรงในสกุล Cycas มีลกัษณะคลา้ยปาลม์ (ภาพที่ 2) 
ส่วนใหญ่จะมีล าตน้อยูเ่หนือดิน (aerial stem) บางชนิดมีลกัษณะล าตน้ทอดนอน (procumbent) เช่น             
C. tansachana บางชนิดมีทั้งล าตน้เหนือดินและล าตน้ใตดิ้น (subterranean stem) ไดแ้ก่                 
C. siamensis และมีเพยีงชนิดเดียวที่มีล  าตน้อยูใ่ตดิ้นเท่านั้น คือ C. simplicipinna ล าตน้ของปรงใน
สกุลน้ีค่อนขา้งเรียบและมีสีแตกต่างกนัในแต่ละพนัธุ ์เช่น สีเหลือง สีเทา สีด า ใบเป็นใบประกอบ
แบบขนนก  (pinnately compound leaf) กระจุกอยูบ่ริเวณส่วนบนสุดของล าตน้ กา้นใบมกัมีหนาม  
บางชนิดฐานใบติดทนนานบริเวณใกล้ๆ  เรือนยอด ฐานใบมีลกัษณะเหมือนใบเกล็ด  (scale  like 
leaf) เรียกวา่ cataphyll ความยาวของใบและจ านวนใบที่กระจุกอยูบ่ริเวณยอดมีปริมาณแตกต่างกนั
ในปรงแต่ละชนิดเช่น C. simplicipinna มีใบที่ยอดเพยีง 2-5 ใบ ในขณะที่ C. clivicola subsp. 
clivicola มีใบกระจุกอยูห่นาแน่นประมาณ 40- 100 ใบ ที่เรือนยอด  โดยปกติแลว้ใบอ่อนของปรง
จะมว้น และปกคลุมดว้ยขน (hair or trichome)  เม่ือใบเจริญเตม็ที่ขนมกัจะหลุดหายไปใบจึงมี
ลกัษณะเรียบและมนั  มีสีเขียวเขม้  แต่ก็มีบางชนิดที่ยงัมีขนติดอยูใ่ตใ้บจนท าใหเ้ห็นหลงัใบเป็นสี
ขาวไดแ้ก่ C. siamensis ระบบรากมีทั้งที่เป็นรากแกว้  หรืออาจถูกแทนที่ดว้ยรากแขนงก็ได ้ รวมทั้ง
มีรากพเิศษที่เรียกวา่  coralloid root (ภาพที่ 3) ซ่ึงแตกแขนงแบบ dichotomous อยูร่วมกนัเป็นกลุ่ม
รูปแท่งมกัมี cycanobacterium อาศยัอยูโ่ดยท าหนา้ที่ตรึงไนโตรเจนในบริเวณนั้น และผลิตสารพิษ
ชนิด neurotoxin ที่เรียกวา่ β-methylamino-L- alanine (BMAA)   
 

พชืสกุล Cycas ทั้งหมดเป็นพวก dioecious plant  ซ่ึงจะสร้างส่วนสืบพนัธุแ์ยกเพศและแยก
ตน้กนั ดงันั้นในแต่ละตน้จะมีเพศเดียวเท่านั้น ส่วนสืบพนัธุเ์พศผูเ้รียกวา่ male cone  ซ่ึงประกอบ
ไปดว้ย microsporophyll เรียงตวัอดัแน่นเป็นรูปไข่ (ovoid) บนแผน่ microsporophyll เป็นที่อยูข่อง
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ละอองเรณู  ส่วนเพศเมียจะมี megasporophyll เรียงตวัค่อนขา้งหลวม  อยูเ่ป็นกลุ่มเรียกวา่ female 
cone ซ่ึงต่างจากปรงในสกุลอ่ืนๆ ที่ megasporophyll เรียงตวัค่อนขา้งแน่น (Norstog and Nicholls, 
1997) บนแต่ละ megasporophyll ของพชืสกุลน้ีจะมีจ านวน ovule 2-4 อนั ผวิเรียบ การเคล่ือนยา้ย
ของละอองเรณูเกิดไดห้ลายวธีิจาก ลม แมลง รวมทั้งมนุษย ์ แมลงที่ช่วยผสมพนัธุ์ ไดแ้ก่ ดว้ง และ
แมลงเต่าทอง  
 

ปรงเป็นพชืที่มีประโยชน์หลากหลาย โดยส่วนใหญ่นิยมน ามาเป็นไมป้ระดบั แต่นอกจาก
ความสวยงามแลว้ ปรงยงัใชเ้ป็นยารักษาโรคไดด้ว้ย เน้ือจากเมล็ดเม่ือน ามาบดแลว้ท าใหมี้ลกัษณะ
เหมือนกาวหรือแป้งเปียก ผสมกบัน ้ ามนัมะพร้าว น ามาพอกบริเวณที่เป็นแผลใชบ้รรเทาอาการ
อกัเสบ พพุอง หรือแผลที่เกิดจากน ้ าร้อนลวกได ้ล าตน้เม่ือเปรียบเทียบกบัพชืชั้นสูงแลว้  พบวา่มี
เน้ือเยือ่ล าเลียงในปริมาณนอ้ย โครงสร้างภายในส่วนใหญ่จะมีเซลลช์นิด parenchyma เป็นส่วนมาก  
ท  าหนา้ที่สะสมแป้ง ลกัษณะน้ีเองจึงท าใหพ้ชืบางชนิดในสกุลน้ีไดช่ื้อวา่ sago palm ซ่ึงใชเ้ป็นแหล่ง
อาหารประเภทแป้ง สามารถน ามาบริโภคไดแ้ต่ตอ้งผา่นการก าจดัสารพษิที่มีอยูก่่อน ส่วนสาคูที่มี
ขายในทอ้งตลาดนั้นไม่ไดม้าจากปรงชนิดน้ี  แต่มาจากปาลม์สกุล Metroxylon การที่ไม่นิยมน าพชื
พวก cycad มาท าแป้งในเชิงอุตสาหกรรมนั้นเน่ืองมาจากเจริญเติบโตค่อนขา้งชา้  และที่ส าคญักวา่
นั้นคือหลายๆ  ส่วนของปรง มกัจะมีสารที่เป็นพษิต่อร่างกาย จ าพวก  neurotoxic  และสารก่อมะเร็ง 
สารพษิที่พบในปรงประกอบไปดว้ย 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 1) methylazoxymethanal (MAM) glycosides  
เช่น cycasin, macrozamin และ neocycasins  2) amino acids เช่น β-methylamino-L- alanine 
(BMAA) และ β-N-oxalylamino-L-alanine (BOAA)  3) steryl glucoside สารเหล่าน้ีถูกสร้างขึ้น
จาก cycanobacteria ที่อาศยัในรากของปรง และส่งไปสะสมยงัเน้ือเยือ่ต่างๆ โดยเน้ือเยือ่ส่วนที่พบ
สารเหล่าน้ีมากที่สุดคือ เมล็ด รวมทั้งพบในล าตน้ดว้ยเช่นกนั การคน้พบสารเหล่าน้ีมีจุดเร่ิมตน้มา
จาก การพบผูป่้วยโรคพาร์คินสนัเป็นจ านวนมากผดิปกติของทหารที่ไปอยูท่ี่เกาะ Guam ในช่วง
สงครามโลกคร้ังที่ 2 โดยบริโภคแป้งที่ผลิตจากพชืทอ้งถ่ิน C. micronesica K. D. Hill. (Osborne et 
al., 1994) อีกทั้งการบริโภคสตัวปี์ก และสตัวท์ี่บริโภคผลปรงเป็นอาหาร อยา่งเช่นคา้งคาว ก็ท  าให้
เกิดการสะสมของสารพษิได ้เน่ืองจากสตัวเ์หล่าน้ีจะค่อยๆ สะสมสารพษิเอาไวใ้นร่างกายเช่นกนั  
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ภาพที่ 2  สณัฐานวทิยาของปรงสกุล Cycas ก. ปรงเพศผูส้ร้าง cone เพศผูรู้ปทรงไข่แคบ ข. ปรงเพศ

เมียสร้างโคนเพศเมียรูปทรงกลม ค. Cone เพศเมียจะมีไมโครสปอร์โรฟิลห่อหุม้เมล็ดไว้
อยา่งหลวมๆ เป็นกลุ่ม บริเวณเรือนยอด ง. เมล็ดของปรงที่ติดอยูบ่นไมโครสปอร์โรฟิล  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  ลกัษณะทางสนัฐานวทิยาของ coralloid  root  ซ่ึงเป็นรากแขนงของปรง แตกแขนงแบบ 

dichotomous ที่ปลายลูกสร แสดงบริเวณที่มี cyanobacteria อาศยัอยู ่มีลกัษณะเป็นวงสี
เขียวที่สงัเกตไดด้ว้ยตาเปล่า อาศยัอยูร่ะหวา่งเน้ือเยือ่ cortex ชั้นใน และชั้นนอก                      
(C=coralloid), (PC=precoralloid)  ที่มา: Medeiros and Stevenson (1998) 

ก ข 

ค ง 
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ระบบการก าหนดเพศของพืช 
 

ส่ิงมีชีวติโดยทัว่ไปมี 2 เพศ การก าหนดเพศอาจขึ้นอยูก่บัปัจจยัทางพนัธุกรรม รวมทั้ง
ปริมาณของฮอร์โมน และสภาพแวดลอ้ม ในส่วนของความแตกต่างทางพนัธุกรรม เช่นมีแอลลีล 
หรือยนีที่ท  าหนา้ที่ก  าหนดเพศผูห้รือเพศเมียที่ต่างกนั ในสตัวก์ารเกิดเพศต่างกนัมกัมาจากการมี
โครโมโซมเพศที่ต่างกนั (XY system)  อตัราส่วนของโครโมโซมเพศต่อโครโมโซมร่างกาย (X:A 
system) ในบางกรณีเพศก็ต่างกนัเน่ืองจากผลของสภาพแวดลอ้มที่ต่างกนั เช่น อุณหภูมิในขณะฟัก
ไข่ ขนาด และอายขุองส่ิงมีชีวตินั้นๆ ในพชืมีขอ้มูลของระบบการก าหนดเพศค่อนขา้งนอ้ยเม่ือ
เทียบกบัสตัว ์ การก าหนดเพศส่วนใหญ่จะกล่าวถึงพชืที่มีการสร้างส่วนสืบพนัธุแ์ยกเพศต่างตน้ 
(dioecious plant)  แต่พชืบกส่วนใหญ่เป็น monoecious  มีเพยีง 9 -10 %  เท่านั้นที่เป็น dioecious ใน
ท านองเดียวกนั พชืดอกส่วนใหญ่จึงเป็น  monoecious  คือมีการสร้างดอกเพศผูแ้ละเพศเมียบนตน้
เดียวกนั หรือบนดอกเดียวกนั (hermaphrodite)  พชืดอกที่เป็น dioecious มีประมาณ 6% เท่านั้น 
(ประมาณ  14,600 ชนิด จาก 960 สกุล จากพชืดอก 200 วงศ)์ (Renner and Ricklefs, 1995) โดยการ
ก าหนดเพศในพชืมีหลายระบบไดแ้ก่ 
 

1.  โครโมโซมเพศเป็นตวัก าหนดเพศ  
 
    1.1  ระบบ XY System ประกอบดว้ย 1) heterogametic male ระบบน้ี เพศเมียจะมี

โครโมโซมเป็น XX ส่วนเพศผูมี้โครโมโซม XY ระบบการก าหนดเพศน้ีพบมากที่สุดในพชืบก เช่น 
กลุ่มพชืชั้นต ่า (Bryophyta) จ  าพวก มอส (moss) ลิเวอร์เวร์ิต (liverwort) กลุ่มพชืเมล็ดเปลือย 
(Gymnosperm) บางชนิด เช่น  Cycas circinalis และ C. revoluta  และกลุ่มของพชืดอก 
(Angiosperm)  เช่น Silene latifolia, S. dioica  กอ๊กซีเนีย (Coccinia grandis)  มะละกอ (Carica 
papaya)  หน่อไมฝ้ร่ัง (Asparagus officinalis) และพชืในสกุล Trichosanthes จ  าพวกแตงต่างๆ และ
อ่ืนๆ อีกหลายชนิด 2) heterogametic female ระบบน้ีเพศเมียจะมีโครโมโซมต่างกนั (ZW) ส่วนเพศ
ผูจ้ะมีโครโมโซมเหมือนกนั (ZZ) ไดแ้ก่ แปะก๊วย ( Ginkgo biloba)  สตรอเบอร์ร่ี ( Fragaria 
virginiana) และ Populus trichocarpa เป็นตน้ 

 
    1.2  ระบบ X: A ratio เป็นระบบที่ก  าหนดเพศโดยใชอ้ตัราส่วนระหวา่งจ านวน

โครโมโซม X ต่อโครโมโซมร่างกาย พบในพชืสกุล Humulus ไดแ้ก่ H. lupulus, H. japonicas 
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ถึงแมว้า่จะพบโครโมโซม Y ปรากฏในเพศผูด้ว้ยเช่นกนั แต่โครโมโซม Y จะมีความส าคญัต่อ
กระบวนการพฒันาและการเจริญเติบโตโดยไม่เก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศ  

 
2.  สภาพแวดลอ้มและฮอร์โมนเป็นตวัก าหนดเพศ 

 
    การก าหนดเพศถูกควบคุมดว้ยยนี แต่สามารถชกัน าใหเ้กิดเพศใดเพศหน่ึงไดโ้ดยการใช้

ฮอร์โมนและสภาพแวดลอ้ม พบไดใ้นพชืกลุ่มแตง เช่น แตงกวา (Cucumis sativa) แคนตาลูป      
(C. melo) ปกติที่บริเวณตาดอกจะมีจุดก าเนิดของการสร้างโครงสร้างดอกทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย แต่
เม่ือใหฮ้อร์โมนเอธิลีน (ethylene) จะท าใหส้ร้างแต่ดอกเพศเมีย แต่ถา้ให้สารที่ยบัย ั้งการสร้าง             
เอธิลีนก็จะส่งผลใหส้ร้างดอกชนิดสมบูรณ์เพศขึ้น (Byers et al., 1972) 

 
3.  ระยะการเจริญเติบโต 

 
    การก าหนดเพศโดยขึ้นอยูก่บัระยะของการเจริญเติบโต พบใน Arisaema triphyllum โดย

ในระยะแรกของการเจริญเติบโต จะสร้างดอกเพศผู ้จากนั้นเม่ือโตขึ้นจะสร้างทั้งดอกเพศผูแ้ละดอก
เพศเมีย และเม่ืออายมุากขึ้นอีกระยะหน่ึงก็จะสร้างแต่ดอกเพศเมีย (Ewing and Klein, 1982) 
 

การศึกษาที่ผา่นมาเช่ือวา่โครโมโซมเพศในระบบ XY system มีววิฒันาการมาจาก
โครโมโซมร่างกาย (Charlesworth et al., 2005) โดยการเกิดโครโมโซมเพศนั้นมีจุดเร่ิมตน้จากการ
กลายของยนีบางต าแหน่ง โดยเกิดจากการสะสมของ Junk DNA จากการเกิด Insertion ของ    ดีเอ็น
เอที่เป็นล าดบัเบสแบบซ ้ า (Matsunaga, 2009) ซ่ึงต่อมาส่งผลต่อการยบัย ั้งการเกิดรีคอมบิเนชนั
ระหวา่งโครโมโซมเพศ โดยการเกิดโครโมโซมเพศประกอบไปดว้ย 6 ระยะดงัภาพที่ 4 และมีระยะ
ต่างๆ ดงัต่อไปน้ี (Ming et al., 2011)    

 
ระยะที่ 1 เร่ิมจากการกลายในต าแหน่งที่ไม่ส่งผลร้าย (deleterious mutation) ต่อการ

ด ารงชีวติ และยบัย ั้งการสร้างเซลลสื์บพนัธุ์ เพศเมีย ท าใหเ้กิด female sterility จึงท าใหเ้กิด Y-
linked allele ที่เด่นขึ้นมา (ในกรณีของระบบ ZW เหตุการณ์น้ีจะตรงขา้มกนั) กรณีน้ี ท  าใหเ้กิด 
Proto X และ Proto Y โครโมโซม ตวัอยา่งของพชืที่พบวา่มีโครโมโซมในระยะน้ี ไดแ้ก่                
สตรอเบอร์รี Fragaria virginiana 
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ระยะที่ 2 เร่ิมมี male specific region เกิดขึ้นบนโครโมโซม Y ที่เกิดใหม่ เน่ืองจากเกิดการ
ยบัย ั้งการเกิดรีคอมบิเนชนั (suppression of recombination) ณ ต าแหน่งที่ใชใ้นการก าหนดเพศ (sex 
determining loci) ของทั้งสองเพศรวมทั้งบริเวณใกลเ้คียง ท าให้เร่ิมเกิด male-specific region ขนาด
เล็ก ในกรณีน้ีพบวา่ตน้ที่มีโครโมโชมเพศเป็น YY ยงัสามารถด ารงชีวติอยูไ่ด ้ตวัอยา่งพชืที่พบคือ 
หน่อไมฝ้ร่ัง (Asparagus officinalis)  

 
ระยะที่ 3 เกิดการยบัย ั้งการเกิดรีคอมบิเนชนั ณ ต าแหน่งที่ใชใ้นการก าหนดเพศและบริเวณ

รอบขา้งขยายออกกวา้งขึ้น ส่งผลใหมี้จ านวนของ Y-linked gene เพิม่มากขึ้นและบริเวณ male-
specific region ที่ขยายออกก็มีการสะสมของ  retrotransposon รวมทั้งช้ินส่วนดีเอ็นเอที่เกิดจาก 
translocation และ duplication ร่วมดว้ย ในระยะน้ีขนาดของโครโมโซมในทั้งสองเพศยงัคงมีขนาด
ไม่แตกต่างในทางเซลลพ์นัธุศาสตร์ แต่มีความแตกต่างในระดบัโมเลกุลซ่ึงส่งผลใหต้น้ที่มีจีโนไทป์ 
YY ไม่สามารถด ารงชีวติอยูไ่ด ้ ตวัอยา่งของพชืในระยะน้ีไดแ้ก่ มะละกอ (Carica papaya) 

 
ระยะที่ 4 บริเวณ male-specific region ขยายขนาดออกเกือบเตม็โครโมโซม Y โดยการ

สะสมของ transposable element และเกิด duplication ขึ้นในบริเวณของ male-specific region ท าให้
การขยายขนาดและปริมาณดีเอน็เอในส่วนของ male-specific region ขยายออกอยา่งมาก ระยะน้ี
โครโมโซม X และ Y จะมีขนาดแตกต่างกนั และโครโมโซม Y มีขนาดใหญ่กวา่โครโมโซม X 
ตวัอยา่งของพชืในระยะน้ีไดแ้ก่ White campion (Silene latifolia) 

 
ระยะที่ 5 โครโมโซม Y มีการสะสมของดีเอ็นเอที่ก่อใหเ้กิดผลเสียมากขึ้นเร่ือยๆ จนท าให้

ยนีส่วนใหญ่บนโครโมโซม Y สูญเสียหนา้ที่ไป และท าใหโ้ครโมโซม Y ลดขนาดลง มีเพยีงส่วน
เล็กๆ ของโครโมโซม เท่านั้นที่ยงัคงเขา้คู่กบัโครโมโซม X ได ้พบไดใ้น Cycas revoluta 

 
ระยะที่ 6 การยบัย ั้งการเกิดรีคอมบิเนชนัเกิดขึ้นโดยสมบูรณ์ ท าใหโ้ครโมโซม Y ลดขนาด

ลงและสูญเสียโครโมโซม Y ไปในที่สุด เกิดเป็น pseudoautosome ขึ้น ส่งผลให้เกิดววิฒันาการของ
ระบบการก าหนดเพศแบบ X- to- autosome ratio ตวัอยา่งพชืที่พบคือ Rumex acetosa 
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ภาพที ่4  ววิฒันาการของการเกิดโครโมโซมเพศ 6 ระยะ  
 
ที่มา: Ming et al.  (2011)

   

 
เทคนิคการจ าแนกเพศของพืช 
 
 การจ าแนกเพศของพชืเบื้องตน้สามารถจ าแนกไดจ้ากลกัษณะทางสณัฐานวทิยา เม่ือพชื
นั้นๆ สร้างส่วนสืบพนัธุแ์ลว้ ในกรณีของพชืดอก ดอกเพศผูจ้ะสร้างส่วนสืบพนัธุเ์พศผูไ้ดแ้ก่  
อบัเรณู ละอองเรณู ส่วนเพศเมียจะสร้างรังไข่ หรืออาจสร้างทั้งสองอยา่งในดอกเดียวกนัในกรณีที่
เป็นดอกสมบูรณ์เพศ (hermaphrodite) ในพชืเมล็ดเปลือยจะสร้างส่วนสืบพนัธุท์ี่เรียกวา่โคน (cone)  
ในพชืไม่มีเมล็ดก็เช่นเดียวกนั การจ าแนกเพศจะสงัเกตจากส่วนของตน้แกมีโทไฟตเ์พศผูแ้ละเพศ
เมีย เช่นในเฟิร์นจะสงัเกตจากกลุ่มสปอร์ที่อยูใ่ตใ้บ แต่การจ าแนกเพศของพชืในระยะที่ยงัไม่สร้าง
ส่วนสืบพนัธุน์ั้นก็ไดรั้บความสนใจและมีการศึกษามาอยา่งต่อเน่ือง ทั้งในพชืกลุ่ม dioecious  และ 
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trioecious โดยเทคนิคที่น ามาใชใ้นการตรวจสอบที่คือ การตรวจสอบโดยเทคนิคทางเซลลพ์นัธุ
ศาสตร์ และการใชเ้ทคนิคทางโมเลกุล 
 

การตรวจสอบเพศโดยศึกษาลกัษณะของโครโมโซมเพศนั้นมีการศึกษาในพชืหลายชนิด
ในกลุ่ม dioecious เช่น สกุล  Melandium, Silene, Carica, Marchantia รวมทั้งใน Cycas ดว้ย แต่
การตรวจสอบเพศโดยวธีิน้ีไม่สามารถตรวจสอบในพชืกลุ่ม dioecious ไดทุ้กชนิด เน่ืองจากความ
แตกต่างของโครโมโซมเพศนั้นอาจสงัเกตไดย้าก ท าใหไ้ม่พบความแตกต่างในระดบัโครโมโซม 
อีกทั้งตอ้งใชเ้วลาค่อนขา้งนานในการตรวจสอบ ซ่ึงไม่สะดวกหากตอ้งตรวจสอบตวัอยา่งพชืใน
ปริมาณมาก 

 
 การตรวจสอบเพศโดยใชเ้ทคนิคทางโมเลกุลนั้นไดมี้การน ามาใชเ้ป็นเคร่ืองมือในการ
ตรวจสอบเพศในพชืหลายชนิด เช่น Alstrom-Rapaport et al. (1998) พบเคร่ืองหมาย RAPD 
(Random Amplified Polymorphic DNA), UBC3455560  ที่เช่ือมโยงกบั sex determining locus, 
(SDL-II) ของตน้ Salix  viminalis และในปี ค.ศ. 2003 Gunter et al. ไดพ้ฒันาเคร่ืองหมาย SCAR 
(Sequence Characterized Amplified Region) จากล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่มีความจ าเพาะกบัเพศเมีย 
(SDL-II) ของ Salix  viminalis ซ่ึงเคร่ืองหมายที่ไดน้ี้มีความเช่ือมโยงกบัเพศเมียประมาณ 96 % 
ส่วน Samantaray (2010) ใชเ้คร่ืองหมาย RAPD ในการจ าแนกเพศของตน้ Commiphora wightii ซ่ึง
เป็นพชืในกลุ่ม dioecious พบวา่ไพรเมอร์ OPN06 สามารถเพิม่ช้ินดีเอ็นเอขนาดประมาณ 1280 คู่
เบส เฉพาะในตวัอยา่งตน้เพศเมียและในปี ค.ศ. 2011 Hosseini et al. ไดน้ าเคร่ืองหมาย RAPD มา
ใชใ้นการตรวจสอบเพศของ Jojoba (Simmondsia chinensis cv. Arizona) อีกดว้ย นอกจากเทคนิค 
RAPD แลว้เทคนิคอ่ืนๆ เช่น เทคนิค differential display และ ISSR (Inter simple sequence repeat) 
ก็มีรายงานการใชส้ร้างเคร่ืองหมายโมเลกุลที่จ  าเพาะต่อเพศเช่นกนั โดยเทคนิค differential display 
น ามาใชต้รวจสอบเพศของ Piper longum. L ซ่ึงเป็นพชืสมุนไพรชนิดหน่ึงในกลุ่ม dioecious ซ่ึงไม่
สามารถบอกความแตกต่างของเพศไดด้ว้ยการตรวจสอบลกัษณะทางเซลลพ์นัธุศาสตร์ (Manoj et 
al., 2008) รวมทั้งมีรายงานการใชเ้คร่ืองหมาย ISSR ในการตรวจสอบเพศของมะละกออีกดว้ย 
(Gangopodhyay et al., 2007)  
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การจ าแนกเพศของปรง 
 

ปรงเป็นพชืที่มีส่วนสืบพนัธุแ์ยกเพศแยกตน้  การจะทราบเพศของปรงนั้นสงัเกตไดจ้าก
อวยัวะสืบพนัธุ ์(male or female cone) เท่านั้น แต่อยา่งไรก็ตาม  Sanchez-Tinoco et  al. (1993) ได้
รายงานวา่ สามารถจ าแนกเพศของ Ceratozamia maxicana ไดโ้ดยดูจากความหนาแน่นของหนาม 
(prickle) ที่อยูบ่นกา้นใบ (petiole) ซ่ึงในเพศผูจ้ะยาวและหนาแน่นมากกวา่เพศเมีย  การจ าแนกเพศ
ของปรงโดยศึกษาความต่างของโครโมโซมไดมี้รายงานการคน้พบใน Cycas revoluta  และ Cycas 
circinalis  โดย Shetty and Subramanyam  (1962) และมีรายงานของ Abraham and Mathew (1962) 
พบ satellite body ที่โครโมโซมคู่ที่ 3 ของเพศผูแ้ละเพศเมียของ Cycas circinalis โดยเพศเมียมี 
satellite body ทั้ง 2 แท่ง ส่วนเพศผูพ้บ satellite body เพยีง 1 แท่ง  ต่อมา เมธานี (2546) ไดศ้ึกษา
โครโมโซมของปรงสกุล Cycas 5 ชนิดและ สกุล Zamia  6 ชนิด พบวา่ปรงสกุล Cycas ทั้ง 5 ชนิดที่
ศึกษามีจ านวนโครโมโซมเท่ากนัคือ 2n = 2x = 22 ส่วนปรงสกุล Zamia  มีจ  านวนโครโมโซม
หลากหลายตั้งแต่ 2n = 2x = 16  จนถึง 2n = 2x = 24 เม่ือพจิารณา satellite บนโครโมโซม พบวา่มี
ความแตกต่างของจ านวน satellite ระหวา่งเพศในปรงสกุล Cycas ทั้ง 5 ชนิดคือ Cycas clivicola,   
C. edentata, C. pectinata, C. siamensis และ C. tansachana รวมถึงปรงสกุล Zamia อีก 1 ชนิดคือ 
Zamia pumila ในขณะที่ Zamia muricata พบจ านวนโครโมโซมในเพศผูแ้ละเพศเมียไม่เท่ากนั ใน
เพศผูพ้บวา่มี 2n = 2x = 23 แต่เพศเมียมี 2n = 2x = 24  Zamia pygmaea และ Zamia vazquezii  ทั้ง
สองเพศมีจ านวน satellite บนโครโมโซมเท่ากนั ส่วน Zamia herrarae,  Zamia integrifolia และ 
Zamia monticola ไม่ปรากฏ satellite บน โครโมโซมและไม่พบความแตกต่างใดๆ ในแคริโอไทป์
ของทั้ง  2 เพศ ไดมี้ผูศึ้กษาจ านวนโครโมโซมของพชืกลุ่ม cycads พบวา่สกุล Bowenia, Chigua, 
Dioon, Encephalartos, Lepidozamia, Macrozamia, Strangeria และ Zamia มีจ  านวนโครโมโซม 2n 
= 18 หรือ 2n = 16 (Cerotozamia, Strangeria, Zamia) ส่วนสกุล Cycas มีจ  านวนโครโมโซม  2n = 
22  และสกุล Microcycas มีจ  านวนโครโมโซม 2n = 26 (Norstog, 1980; 1981; Moretti, 1990; 
Moretti et al., 1991; Vovide and Olivares,1996) นอกจากการศึกษาโครโมโซมแลว้ยงัมีการศึกษา
การจ าแนกเพศของปรงโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล และยนีชนิดต่างๆ เช่น Zhang et al. (2002) 
คน้พบยนี Fortune-1 ซ่ึงแสดงออกใน male cone และไม่แสดงออกใน ovule รวมทั้งใน 
megasporophyll แต่การตรวจสอบยนีน้ีท าไดย้าก เน่ืองจากยนีน้ีแสดงออกใน ราก ใบ และล าตน้ได้
นอ้ย สจี (2547) ไดใ้ชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิดเอเอฟแอลพ ี(amplified fragment length 
polymorphism: AFLP) ตรวจหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอที่บ่งช้ีลกัษณะเพศในปรงสกุล Cycas 6 พนัธุ์ 
และสกุล Zamia  8 พนัธุ์โดยใชไ้พรเมอร์จ านวน 10 คู่ ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่ชดัเจนเหมาะสม  และพบ
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แถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะกบัปรงแต่ละสกุล  และยงัพบแถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะกบัเพศเมีย
เพศผูข้องปรงบางชนิด ฐิติ (2549) ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุลชนิด RAPD และ MSAP ร่วมกบัการ
ประยกุตใ์ชเ้ทคนิค  bulked segregant analysis ในการตรวจหาเคร่ืองหมายโมเลกุลที่บ่งช้ีลกัษณะ
เพศของปรงสกุล Cycas 6 ชนิด และ Zamia 6 ชนิด พบวา่ไดแ้ถบดีเอ็นเอที่จ  าเพาะต่อเพศในปรง
บางชนิดและจ าเพาะต่อปรงแต่ละสกุล  แต่ยงัไม่มีแถบดีเอ็นเอแถบใดที่จ  าเพาะต่อเพศของปรงทุก
ชนิด Gangopodhyay et al. (2007) ไดใ้ชเ้คร่ืองหมาย RAPD ในการตรวจสอบเพศของ Cycas 
circinalis พบวา่มีล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่จ  าเพาะกบัตน้เพศผู ้ซ่ึงอาจจะน ามาใชใ้นการตราจสอบเพศ
ของ Cycas circinalis ได ้เช่นเดียวกบั Sangin (2010) ไดใ้ชไ้พรเมอร์ RAPD และ ISSR ในการหา
แถบดีเอ็นเอที่จ  าเพาะกบัเพศของปรงสกุล Cycas จากการทดสอบไพรเมอร์ RAPD 80 ชนิด พบวา่มี
เพยีง 2 ชนิดเท่านั้นคือ OPB18 ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศของ C. chamaoensis (M, F), 
C. elephantipes (F, M), C. siamensis (M), C. pectinata (M) และ C. nongnoochiae (F) โดยในเพศ
ผูมี้ขนาดประมาณ 500 คู่เบส เพศเมียมีขนาดประมาณ 400 คู่เบส ส่วนไพรเมอร์  UBC 485 พบแถบ
ดีเอ็นเอขนาด 427 คู่เบส เฉพาะในเพศผูข้อง C. clivicola  เท่านั้นโดยเม่ือน าแถบดีเอ็นเอที่จ  าเพาะ
กบัเพศไปหาล าดบันิวคลีโอไทดแ์ลว้พบวา่ แถบดีเอ็นเอที่จ  าเพาะกบัเพศเป็นบริเวณที่มี AT rich 
และมีล าดบัเบสที่เป็นไมโครแซเทลไลตแ์ทรกอยู ่ในเพศเมียมีล าดบัเบสซ ้ าแบบ (TA)2 6 ซ ้ า ส่วนใน
เพศผูมี้ล าดบัเบสแบบ (TG)2 6 ซ ้ า และพบไพรเมอร์ ISSR ที่มีความจ าเพาะกบัเพศของปรงอีก 3 
ชนิด แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดไ้ปพฒันาเป็นเคร่ืองหมาย  SCAR พบวา่
เคร่ืองหมาย SCAR ที่พฒันาขึ้นไม่สามารถระบุเพศของปรงไดอ้ยา่งชดัเจน  
 
 นอกจากน้ีการก าหนดเพศของปรงยงัอาจเกิดจากปัจจยัอ่ืนๆ ไดอี้ก เน่ืองจากมีรายงานการ
กลบัเพศของปรงเกิดขึ้นอยา่งต่อเน่ืองกวา่ 70 ปี โดยในปี ค.ศ. 2002 Osborne and Gorelick ได้
รวบรวมเหตุการณ์การกลบัเพศของปรงสกุลต่างๆ ไว ้30 เหตุการณ์ ซ่ึงสณันิษฐานวา่การกลบัเพศ
ของปรงนั้นเกิดขึ้นหลงัจากเกิดภาวะกดดนั (stress) จากหลายสาเหตุ เช่น เกิดการเปล่ียนเพศ
หลงัจากมีการยา้ยที่ปลูก เกิดจากสภาพอากาศที่หนาวเยน็ และสภาวะแหง้แลง้  ดงัแสดงในตาราง
ผนวกที่ 2 จากเหตุการณ์ดงักล่าวสามารถกล่าวไดว้า่ สภาวะกดดนัเน่ืองจากการยา้ยปลูกสามารถท า
ใหเ้กิดการกลบัเพศในปรงได ้สภาพอากาศที่หนาวเยน็และการยา้ยปรงไปปลูกในที่ร่มสามารถชกั
น าใหเ้กิดการกลบัเพศจากเพศผูเ้ป็นเพศเมียได ้ การอยูใ่นสภาวะที่แหง้แลง้มากก็มีแนวโนม้ที่จะเกิด
การกลบัเพศจากเพศเมียไปเป็นเพศผูเ้ช่นกนั   
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การเติมหมู่เมธิลให้กับดีเอ็นเอ 
 

การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอเป็นกระบวนการทางชีวเคมีที่มีความส าคญัต่อการพฒันา
ของส่ิงมีชีวติ การเติมหมู่เมธิลนั้นมีความหมายรวมถึงการเติมหมู่เมธิลที่ต  าแหน่งที่ 5 ของเบส      
ไซโทซีน หรือเติมที่ไนโตรเจนซ่ึงเป็นต าแหน่งที่ 6 ของเบสอะดีนีน การดดัแปลงดีเอ็นเอชนิดน้ี
สามารถถ่ายทอดผา่นกระบวนการแบ่งเซลลไ์ด ้ปกติหมู่เมธิลจะถูกเคล่ือนยา้ยออกในขณะที่มีการ
สร้างไซโกต และจะถูกน ากลบัมาเติมใหม่ทนัทหีลงัจากมีการแบ่งเซลล ์(Iqbal et al., 2011)  
 

กระบวนการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอในพชืนั้นไดมี้การศึกษามากในพชืตน้แบบเช่น 
Arabidopsis thaliana จากการศึกษาพบวา่การเติมหมู่เมธิลมีความแตกตา่งจากในสตัว ์การเติม     
หมู่เมธิลในสตัวม์กัจะเติมที่เบสไซโทซีนที่ต  าแหน่ง CpG แต่ในพชืสามารถพบไดท้ั้งต  าแหน่ง  
CpG, CpHpG และ CpHpH (H หมายถึงนิวคลีโอไทด ์C T A ยกเวน้ G) เอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการ
เคล่ือนยา้ยและสร้างพนัธะระหวา่งดีเอ็นเอกบัหมู่เมธิล ไดแ้ก่ เอนไซม ์DNA methyltranferase 
(DNMT) เอนไซมใ์นกลุ่มน้ี ประกอบไปดว้ย  DRM2 (Domains rearranged methyltransferase 2), 
MET1(Methyltransferase 1) และ CMT3 (Chromomethylase 3) ทั้ง DRM2 และ MET1 นั้นมีความ
คลา้ยคลึงกบัเอนไซมเ์มธิลทรานเฟอร์เรส DNMT1 และ DNMT3 ในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม แต่พบว่า
มีเพยีง CMT3 เท่านั้นที่มีความจ าเพาะในพชื  เอนไซมใ์นกลุ่มน้ีแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มคอื 1) de novo 
class หรือ เอนไซมท์ี่เก่ียวขอ้งกบัการเติมหมู่เมธิล ขึ้นมา ณ ต าแหน่งใหม่บนดีเอ็นเอ เอนไซมใ์น
กลุ่มน้ีคอื DRM2  2) กลุ่ม maintenance class คือกลุ่มที่จดจ าต  าแหน่งเดิมของดีเอ็นเอ   ที่เคยเติมหมู่
เมธิล และท าหนา้ที่เติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ ณ ต าแหน่งเดิมอีกคร้ังหลงัจากแบ่งเซลล ์เอนไซมท์ี่
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการน้ีคือ MET1 และ CMT3 (Cao and Jacobsen, 2002; Finnegan et al., 
1998b; Finnegan et al., 2000)  
 

การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอนั้นนบัวา่เป็นกระบวนการพื้นฐานของส่ิงมีชีวติ ที่ส าคญัต่อ
กระบวนการพฒันา และการเปล่ียนแปลงไปเป็นเน้ือเยือ่ต่างๆ ในส่ิงมีชีวติชั้นสูง โดยเก่ียวขอ้งกบั 
กระบวนการควบคุมท างานของยนี การเปิด หรือปิดยนีในช่วงเวลาที่เหมาะสมกบัระยะการ
เจริญเติบโต กระบวนการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอนั้นมีส่วนส าคญัในการปรับตวัของพชืซ่ึง
ตอบสนองต่อสภาวะต่างๆ ที่กดดนัไดว้อ่งไวและเป็นระบบทั้งที่เกิดจากส่ิงมีชีวติ (biotic stress) 
และไม่มีชีวติ (abiotic stress) ในส่วนของ biotic stress เช่น กระบวนการเติมหมู่เมธิลช่วยยบัย ั้งการ
รุกรานหรือการแสดงออกของยนีจากไวรัสหรือส่ิงมีชีวติแปลกปลอมที่เขา้มายงัเซลลเ์จา้บา้นได ้     
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(Jaenisch and Bird, 2003) เน่ืองจากหลงัจากการแบ่งเซลลแ์ลว้กระบวนการเติมหมู่ใหก้บัดีเอ็นเอที่
เพิง่ถูกจ าลองขึ้นมาใหม่จะเกิดขึ้นทนัทีโดยที่การเติมหมู่เมธิลขึ้นมาใหม่จะเหมือนกบัในเซลล์
ตน้แบบเพือ่หลีกเล่ียงการตดัดีเอ็นเอของเอนไซมเ์อนโดนิวคลีเอส ซ่ึงต าแหน่งจดจ าของการเติมหมู่
เมธิลในพชืและในส่ิงมีชิวติชนิดอ่ืนๆ จะต่างกนัออกไป ในส่วนของ abiotic stress เช่น การศึกษา
ผลของการเติมหมู่เมธิลต่อสภาพอากาศเยน็ของขา้วโพดในระยะตน้กลา้พบวา่ อากาศเยน็ส่งผลให้มี
การเติมหมู่เมธิลที่รากลดลง การดึงหมู่เมธิลออกจะเกิดขึ้นบริเวณ Ac/ Ds transposon แต่ไม่เกิดที่ยนี
อ่ืนๆ และพบวา่บริเวณยอดยงัคงมีการเติมหมู่เมธิลเท่าเดิม (Steward et al., 2002) รวมทั้งสภาวะ
อ่ืนๆ เช่นหนูแฮมสเตอร์พนัธุท์ี่มีกิจกรรมของเอนไซมเ์มธิลทรานเฟอเรสสูงกวา่หนูพนัธุป์กติ
สามารถทนต่อโลหะหนกัไดม้ากกวา่ รวมทั้งในพชื (Lee et al., 1998; Aina et al., 2004)  ส่วนการ
ขาดน ้ าหรืออยูใ่นสภาวะกดดนัจากความเคม็ก็ท  าใหป้ริมาณการเติมหมู่เมธิลมากขึ้นดว้ย                
ความหนาแน่นของการปลูกก็ส่งผลตอ่ปริมาณการเติมหมู่เมธิล โดยลดการเติมหมู่เมธิลลง ส่งผลให้
ยนีแสดงออกมากขึ้นน าไปสู่การสร้างผลผลิตที่มากขึ้น (Peng and Zhang, 2009) นอกจากดา้นการ
เจริญเติบโตแลว้การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอยงัส่งผลต่อการสร้างดอกในพชืตน้แบบ เช่น A. 
thaliana อีกดว้ย โดยกระบวนการทาง epigenetics จะป้องกนัการออกดอกในช่วงฤดูใบไมร่้วงและ
ใหอ้อกดอกในฤดูใบไมผ้ลิ โดยปกติยนีที่มีการเติมหมู่เมธิลในปริมาณมากหรือเกิด 
hypermethylation จะส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งการแสดงออกของยนีนั้นๆ (gene silencing)ในทาง
กลบักนัมีรายงานการทดลองวา่เม่ือท าใหเ้กิด demethylation ใน A. thaliana ส่งผลใหก้ารพฒันาของ
ใบผดิปกติ รวมทั้งระยะเวลาในการออกดอก และการพฒันารูปร่าง และส่วนประกอบของดอกที่
ผดิปกติ (Kalisz and Purugganan, 2004) แสดงใหเ้ห็นวา่กระบวนการเติมหมู่เมธิลส่งผลโดยตรงต่อ
การพฒันาของดอก การเติมหมู่เมธิลสามารถถ่ายทอดผา่นการแบ่งเซลลไ์ด ้การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดี
เอ็นเอจึงเป็นอีกกลไกลหน่ึงที่นักปรับปรุงพนัธุเ์ล็งเห็นถึงความส าคญัและการน าไปใชป้ระโยชน์ใน
อนาคต 

 
เทคนิค MSAP: Methylation-Sensitive Amplification Polymorphism 
 

MSAP เป็นการประยกุตเ์ทคนิค AFLP เพือ่ตรวจสอบรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลในล าดบั
นิวคลีโอไทด ์เทคนิค MSAP จะต่างจาก AFLP ที่เอนไซมท์ี่เป็น frequent cutter โดยจะเปล่ียนจาก
เอนไซม ์MseI เป็นเอนไซม ์MspI และ HpaII ซ่ึงเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดน้ีมีต  าแหน่งจดจ าเดียวกนัแต่มี
ความไวต่อการเติมหมู่เมธิลในล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ต่างรูปแบบกนั เอนไซม ์MspI และ HpaII เป็น
เอนไซมท์ี่เป็น isochizomer กนั กล่าวคอืมีต  าแหน่งจดจ าเดียวกนั (5'-CCGG-3') แต่มีความสามารถ
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ในการตดัดีเอ็นเอที่เติมหมู่เมธิลในล าดบันิวคลีโอไทดต์่างกนั เอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด สามารถตดั         
ดีเอ็นเอที่ไม่มีการเติมหมู่เมธิลได ้แต่จะไม่สามารถตดัดีเอ็นเอที่มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนทั้ง 
2 เบส ของทั้ง 2 สาย ของต าแหน่งจดจ า (full methylation of both cytosine; mCmCGG/GGCm Cm) 
ได ้ เอนไซม ์MspI จะสามารถตดัดีเอ็นเอที่มีการเติมหมู่เมธิลเฉพาะเบสไซโทซีนที่อยูด่า้นในทั้ง 2 
สาย (full methylation of the internal cytosine; CmCGG/GGCmC) ส่วนเอนไซม ์HpaII จะตดั DNA 
ที่มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนที่อยูด่า้นนอกเพยีงสายเดียว (hemi-methylation at the external 
cytosine; mCCGG/GGCC) ซ่ึงความแตกต่างของความสามารถในการตดัดีเอ็นเอน้ีสามารถน ามา
ตรวจสอบหารูปแบบของการเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างกนัได ้(Portis et al., 2004) ภาวะพหุสณัฐาน 
(polymorphism) ของเทคนิค MSAP จะเกิดจากรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลในล าดบันิวคลีโอไทด์
ที่แตกต่างกนั หากตวัอยา่งดีเอ็นเอที่น ามาศึกษามีการเติมหมู่เมธิลในต าแหน่ง 5'-CCGG-3'ต่างกนั 
เม่ือวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค MSAP โดยใชเ้อนไซม ์HpaII และ MspI ก็จะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่
แตกต่างกนั โดยรูปแบบนิวคลีโอไทดแ์ละความสามารถในการตดัดีเอ็นเอที่มีต  าแหน่งจดจ าเป็น 
CCGG ที่เติมและไม่เติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนของเอนไซม ์MspI  และ HpaII สรุปดงัตารางที่ 1 

 
เทคนิค MSAP ถูกน ามาใชป้ระโยชน์ในการศึกษาหาปริมาณการเติมหมู่เมธิลในพชืหลาย

ชนิดที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจ เช่นการศึกษาปริมาณการเติมหมู่เมธิลในระยะของการ
เจริญเติบโตต่างๆ และผลการเติมหมู่เมธิลต่อการตา้นทานต่อโรคแมลงในขา้ว (Xiong et al., 1999; 
Sha et al., 2005) ศึกษาปริมาณการเติมหมู่เมธิลในกลว้ย (Baurens et al., 2003; Peraza-Echeverria 
et al., 2001) ปาลม์ (Jaligot et al., 2004) รวมทั้งใชใ้นการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
พชืที่มีฐานพนัธุกรรมแคบเช่น แตงโม (Nimmakayala et al., 2011) และใชใ้นการศึกษารูปแบบของ
การเติมหมู่เมธิลในสภาวะกดดนัจากความเคม็ในตน้ฝ้าย (Xue-Lin et al., 2009 ) รวมทั้งการ
ถ่ายทอดรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลในฝ้ายลูกผสม (Zhao et al., 2008) 
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ตารางที่ 1  ความสามารถของเอนไซม ์HpaII และ MspI ในการตดัดีเอ็นเอที่ท  าใหเ้กิดรูปแบบ
รูปแบบการเติมหมู่เมธิลของล าดบันิวคลีโอไทด ์5'-CCGG-3' 

 
รูปแบบนิวคลีโอไทด ์ รูปแบบการเติมหมู่เมธิล เอนไซมท์ี่สามารถตดัดีเอ็นเอ 

CmCGG 
GGCmC 

Full methylation of the 
internal cytosine 

MspI 

hmCCGG 
GGCC 

Hemi-methylation at the 
external cytosine 

HpaII 

mCmCGG 
GGCmCm 

Full methylation of  both 
cytosine 

X 

mCCGG 
GGCCm 

Full methylation of the 
external cytosine 

X 

CCGG 
GGCC No methylation Both MspI and HpaII 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

  อุปกรณ์ 
 

ตัวอย่างปรงที่ใช้ในการศึกษา 
 

ตวัอยา่งปรงที่ใชศึ้กษาประกอบดว้ย Cycas chamaoensis, Cycas clivicola subsp. clivicola, 
Cycas clivicola subsp. lutea, Cycas elephantipes, Cycas edentata, Cycas nongnoochiae, Cycas 
pectinata, Cycas pranburiensis, Cycas siamensis, Cycas simplicipinna และ Cycas tansachana 
โดยเก็บตวัอยา่งเพศผูแ้ละเพศเมียอยา่งละ 3 ตน้ รวม 6 ตวัอยา่งต่อปรง 1 ชนิด ดงัตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2  ตวัอยา่งปรงสกุล Cycas ที่ศึกษา 
 

ตัวอย่างที ่ ชนิดปรง      เพศ ตัวอย่างที ่ ชนิดปรง เพศ 

 1-3 C. chamaoensis M 34-36 C .nongnoochiae F 
4-6 C. chamaoensis F 37-39 C. pectinata M 
7-9 C. clivicola subsp. clivicola M 40-42 C. pectinata F 

10-12 C. clivicola subsp. clivicola F 43-45 C. pranburiensis M 
13-15 C. edentata* M 46-48 C. pranburiensis F 
16-18 C. edentata F 49-51 C. siamensis M 
19-21 C. elephantipes M 52-54 C. siamensis F 
22-24 C. elephantipes F 55-57 C. simplicipinna M 
25-27 C. clivicola subsp. lutea M 58-60 C. simplicipinna F 
28-30 C. clivicola subsp. lutea F 61-63 C. tansachana M 
31-33 C. nongnoochiae M 64-66 C. tansachana F 

 
หมายเหตุ  * Cycas litoralis หรือปรงทะเล โดยทัว่ไปมกัพบในประเทศไทย ในขณะที่ C. edentata 

จะเป็นปรงที่พบในประเทศฟิลิปปินส์ แต่ปัจจุบนัผูเ้ช่ียวชาญไดมี้การระบุช่ือปรงทะเล
ในประเทศไทยใหม่เป็น C. edentata แลว้ 
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วิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอย่างปรง 

 
เก็บใบของปรงจากสวนนงนุช จงัหวดัชลบุรี ซ่ึงเป็นแหล่งเก็บรวบรวมพนัธุป์รง

หลากหลายชนิดใส่ถุงพลาสติกชนิดมีซิปล็อค แลว้น าตวัอยา่งใส่ในกล่องที่บรรจุน ้ าแขง็ เม่ือถึง
หอ้งปฏิบติัการ น าใบปรงมาลา้งใหส้ะอาดแลว้แช่ในไนโตรเจนเหลว จากนั้นน าไปเก็บที่ตูแ้ช่
อุณหภูมิ –20o C จนกวา่จะน ามาใชง้าน หากตอ้งการเก็บไวน้านน าไปเก็บที่ตูแ้ช่อุณหภูมิ –80o C 
 
2.  การสกดัดีเอ็นเอจากใบปรง 
 

การสกดัดีเอ็นเอจะสกดัจากใบปรงแต่ละตวัอยา่งโดยใชว้ธีิประยกุตจ์าก Molecular 
Biology Laboratory Protocols (2002) ซ่ึงมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

 
เตรียมสารละลาย 3X CTAB ใส่หลอดขนาด 15 ml ปริมาตร 5 ml เติม β-mercaptoethanol 

5 µl  เขยา่ให้เขา้กนั บ่มที่ 65 องศาเซลเซียส (oC) นาน 45 นาท ี จากนั้นบดตวัอยา่งใบปรงในโกร่ง
ดว้ยไนโตรเจนเหลว จนตวัอยา่งมีลกัษณะเหมือนผงแป้ง  ตกัตวัอยา่งประมาณ 2 กรัมใส่หลอด เขยา่
ใหเ้ขา้กนัเป็นเน้ือเดียว แบ่งสารละลายใส่หลอดขนาด 1.5 ml หลอดละ 750 µl แลว้บ่มที่ 65o C นาน 
1 ชัว่โมง ตั้งหลอดไวใ้ห้เยน็ที่อุณหภูมิหอ้งแลว้จึงเติมสารละลาย Chloroform: Isoamyl alcohol 
(24:1) หลอดละ 750 µl กลบัหลอดไปมาเบาๆ ใหเ้ขา้กนั นาน 20 นาที น ามาป่ันเหวีย่งที่ความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายใสตอนบนใส่หลอด 1.5 ml หลอดใหม่
หลอดละ 500 µl เติมสารละลาย   10% CTAB ปริมาตร 50 µl ผสมใหเ้ขา้กนั เติมสารละลาย 
chloroform : isoamyl alcohol (24:1) หลอดละ 500 µl ป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาท ี
นาน 20 นาทีจะไดส้ารละลายสองส่วนแยกกนัใหดู้ดสารละลายใสตอนบนหลอดละ 300 µl ใส่
หลอดใหม่รวมใหไ้ดห้ลอดละ 600 µl  จากนั้นตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ย absolute ethanol ที่แช่เยน็ 
ปริมาตร 600 µl กลบัหลอดไปมาเบาๆ  ถา้ตะกอนดีเอ็นเอที่ไดม้าก เก่ียวดีเอ็นเอดว้ยแท่งแกว้ปลาย
งอ แต่ถา้ตะกอนดีเอ็นเอทีไ่ดน้อ้ย น าไปป่ันเหวีย่งที่ 12,000 รอบต่อนาท ีนาน 10 นาทีลา้งตะกอน
ดว้ย 70% และ 90% ethanol ตามล าดบั ปล่อยให้ตะกอนแหง้ ละลายดีเอ็นเอดว้ย TE buffer (10: 0.1) 
100 µl และเติมเอนไซม ์RNase A (10 mg/ml) หลอดละ 2 µl บ่มไวท้ี ่37o C ขา้มคืน และเก็บดีเอ็นเอ
ไวท้ี่ –20o C  เพือ่รอใชง้านต่อไป          
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3.  การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอ  
 

น าดีเอ็นเอที่ไดม้าตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิอิเล็คโทรฟอริซิสโดยใช ้
0.8% agarose gel และ โดยวดัการดูดกลืนคล่ืนแสงอลัตราไวโอเลต (UV) ที่ความยาวคล่ืน 260 และ 
280 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ถา้อตัราส่วนของ A260/A280 อยูร่ะหวา่ง 1.6 -1.8 แสดง
วา่สารละลายดีเอ็นเอค่อนขา้งบริสุทธ์ิ หากมีค่าต  ่ากวา่ 1.6 แสดงวา่มีการปนเป้ือนของโปรตีน แต่ถา้
ค่าสูงกวา่ 1.8 แสดงวา่มีการปนเป้ือนของอาร์เอ็นเอ วเิคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอจากค่าการดูดกลืนคล่ืน
แสงอลัตราไวโอเลตของกรดนิวคลีอิกในช่วงความยาวคล่ืนที่ 260 นาโนเมตร โดยสารละลาย        
ดีเอ็นเอเขม้ขน้ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรจะมีค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร
เท่ากบั 20 หน่วย (A260) ดงันั้นสามารถค านวณปริมาณของกรดนิวคลีอิกไดจ้าก 
 

ปริมาณกรดนิวคลีอิก (mg /ml)  = A260 x 1/20  
ปริมาณกรดนิวคลีอิก (ng / µl)  = A260 x 1/20 x 1000 
    = A260 x 50  

 
 กรณีที่ใชส้ารละลายดีเอ็นเอเจือจาง 100 เท่า (ดีเอ็นเอ 3 µl ต่อน ้ ากลัน่ 297 µl) ในการ
ตรวจสอบดว้ยเคร่ือง spectrophotometer สามารถค านวณปริมาณกรดนิวคลีอิกในหน่วยนาโนกรัม
ต่อไมโครลิตรไดด้งัน้ี 
 

ปริมาณกรดนิวคลีอิก (ng/ µl)  = A260 x 50 x 100 
 
4.  การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค MSAP 
 
 การวเิคราะห์โดยใชเ้ทคนิค MSAP มีหลกัการที่คลา้ยคลึงกบัเทคนิค AFLP แต่จะแตกต่าง
กนัที่เอนไซมท์ี่ใชใ้นการตดัจีโนมิกดีเอ็นเอ โดยเอนไซมท์ี่เป็น rare cutter ซ่ึงมีต  าแหน่งจดจ า  
6 คู่เบสยงัคงใชเ้อนไซม ์EcoRI (G/AATTC) แต่เอนไซมท์ี่เป็น frequent cutter ซ่ึงมีต  าแหน่งจดจ า 
4 คู่เบสจะใชเ้อนไซม ์MspI และ HpaII แทน เอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดน้ีจะมีต าแหน่งจดจ าเหมือนกนัคือ 
C/CGG แต่การตดัหรือไม่ตดัดีเอ็นเอบริเวณต าแหน่งจดจ าขึ้นกบัรูปแบบของการเติมหมู่เมธิล 
(methylation) วธีิการวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค MSAP ใชว้ธีิการประยกุตจ์าก Portis et al. (2004) โดยจะ
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เร่ิมจากการตดัจีโนมิกดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและเช่ือมตอ่ช้ินดีเอ็นเอหลงัการตดัดว้ย 
adapter (ตารางที่ 3) โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ยสารดงัตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 3  ล าดบัเบสของ adapters และไพรเมอร์ ที่ใชใ้นเทคนิค MSAP 
 
ชนิดของ adapter และ ไพรเมอร์    ล าดบัเบส 5'-3' 
EcoRI adapter     5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3'   
                              3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5' 
HpaII/MspI adapter      5'-GATCATGAGTCCTGCT-3' 

                                                                          3'-AGTACTCAGGACGAGC-5'                        
EcoRI primer (E+A)                                          5'-GACTGCGTACCAATTCA-3'                                                     
HM primer (HM+T)                                             5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGT-3'                 
E+AAC (E1)     5'-GACTGCGTACCAATTCAAC-3' 
E+ACG (E2)      5'-GACTGCGTACCAATTCACG-3' 
E+ACT (E3)      5'-GACTGCGTACCAATTCACT-3' 
E+AGT (E4)      5'’-GACTGCGTACCAATTCAGT-3' 
E+AAG (E5)      5'-GACTGCGTACCAATTCAAG-3' 
E+ACC (E6)      5'-GACTGCGTACCAATTCACC-3' 
E+AGC (E7)      5'-GACTGCGTACCAATTCAGC-3' 
E+AGG (E8)      5'-GACTGCGTACCAATTCAGG-3' 
HM+TAA (HM1)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTAA-3' 
HM+TCC (HM2)    5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTCC-3' 
HM+TTC (HM3)      5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTTC-3' 
HM+TTG (HM4)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTTG-3' 
HM+TGA (HM5)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTGA-3' 
HM+TGC (HM6)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTGC-3' 
HM+TAC (HM7)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTAC-3' 
HM+TAG (HM8)     5'-ATCATGAGTCCTGCTCGGTAG-3' 
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ตารางที่ 4  องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยาการตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
และการเช่ือมต่อกบั adapter 

 
     องคป์ระกอบ             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+ (ส าหรับ MspI) หรือ    2.50 

10x buffer TANGO (ส าหรับ HpaII)     
EcoRI adapter (5 pmol)      1.0 
HpaII/MspI adapter (25 pmol)     2.0 
T4 DNA ligase (5U/µl)      0.2 
10X T4 ligase buffer      5.0 
น ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ                   36.05 
ปริมาตรรวม                  50.00 
  

การวเิคราะห์จะแบ่งปฏิกิริยาเป็น 2 ชุด คือตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI และ MspI ชุดหน่ึง และ
แทนที่ MspI ดว้ย HpaII อีกชุดหน่ึง หลงัจากผสมสารต่างๆ เขา้ดว้ยกนัเพือ่เช่ือมต่อช้ินส่วนของ     
ดีเอ็นเอกบั adapter แลว้น าไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37o C เป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นหยดุปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิ 65o C นาน 10 นาที น าไปเจือจาง 10 เท่าดว้ย TE buffer เพือ่น าไปเพิม่ปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
อีก 2 ขั้นตอนดงัน้ี 
 

1.  preselective amplification ขั้นตอนน้ีจะเป็นการเพิม่ปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอร์
ที่เป็นคู่สมกบัส่วนของ adapter และบริเวณจดจ าของเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิด ที่เพิม่นิวคลีโอไทด ์           
1 นิวคลีโอไทดท์ี่ปลายดา้น 3' (primer+1) คือไพรเมอร์ E+A และ HM+T (ตารางที่ 3)โดยสารที่เป็น
องคป์ระกอบในปฏิกิริยาดงัตารางที่ 5 
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ตารางที่ 5  องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยา preselective amplification 
 

องคป์ระกอบ                  ปริมาตร(µl) 
ดีเอ็นเอจากการเช่ือมต่อ (เจือจาง 10 เท่า)      2.0 
EcoRI primer+A  (5 pmol)       1.0 
HpaII/MspI primer+T (5 pmol)           1.0 
dNTP (2mM)         2.5 
10x PCR buffer         2.5 
MgCl2 (50mM)         0.75 
Taq DNA polymerase (5U/µl)        0.1 
น ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ                     15.15 

ปริมาตรรวม                      25.0 
 
ผสมสารต่างๆ เขา้ดว้ยกนั น าเขา้เคร่ือง PCR โดยใชอุ้ณหภูมิและเวลาดงัน้ี 
 

ขั้นที่ 1 อุณหภูมิ 94o C 60 วนิาที    
ขั้นที่ 2 อุณหภูมิ 94o C 30 วนิาที 
            อุณหภูมิ 55o C 30 วนิาที 
            อุณหภูมิ 72o C 60 วนิาที  
ขั้นที่ 3 อุณหภูมิ 72o C 10 นาที 

 
หลงัครบปฏิกิริยาแลว้ แบ่งผลผลิต PCR มาตรวจสอบโดย agarose gel electrophoresis ใน 

1% agarose gel จากนั้นเจือจาง 30 เท่าดว้ย TE buffer (10:1) เพือ่น าไปท าปฏิกิริยาขั้นที่ 2 (selective 
amplification) 
  

2.  selective amplification ในขั้นตอนน้ีจะเป็นการเพิม่ปริมาณช้ินดีเอ็นเอโดยใชไ้พรเมอร์
ที่เป็นคู่สมกบัส่วนของ adapter และบริเวณจดจ าของเอนไซมท์ั้ง 2 ชนิดที่เพิม่นิวคลีโอไทด ์           
3 นิวคลีโอไทดท์ี่ปลายดา้น 3' (primer+3) (ตารางที่ 3) รวมทั้งหมดมี 14 คู่ไพรเมอร์ประกอบดว้ย          
คู่ไพรเมอร์ E1/HM1, E2/HM3, E2/HM4, E3/HM3, E3/HM4, E5/HM2, E5/HM3, E5/HM5, 

25 รอบ 
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E5/HM8, E6/HM4, E7/HM3, E7/HM4, E8HM1 และ E8HM8 โดยสารที่เป็นองคป์ระกอบใน
ปฏิกิริยาดงัตารางที่ 6 

 
ตารางที่ 6  องคป์ระกอบและปริมาตรสารที่ใชใ้นปฏิกิริยา selective amplification 
 

องคป์ระกอบ                   ปริมาตร(µl) 
ผลผลิตพซีีอาร์จาก preselective amplification (เจือจาง 30 เท่า)   5.0 
EcoRI primer+ANN (5 pmol)       1.0 
HM primer+TNN (5 pmol)       1.0 
dNTP mix (2mM)        2.0 
10x PCR buffer         2.0 
MgCl2 (50mM)         0.6 
Taq DNA polymerase (5U/µl)       0.1 
น ้ ากลัน่บริสุทธ์ิ         8.3 
ปริมาตรรวม                     20.0 
 
ผสมสารต่างๆ เขา้ดว้ยกนั น าเขา้เคร่ือง PCR โดยใชอุ้ณหภูมิและเวลาดงัน้ี 
 

ขั้นที่ 1 (denaturation step) อุณหภูมิ 94o C 30 วนิาที    
ขั้นที่ 2 (annealing step) อุณหภูมิ 65o C 30 วนิาที 
ขั้นที่ 3 (extension step) อุณหภูมิ 72o C 60 วนิาที 
 

ลดอุณหภูมิในขั้นที่ 2 ลงรอบละ 0.7o C จ านวน 12 รอบ และต่อดว้ย  
 

ขั้นที่ 4 อุณหภูมิ 94o C 30 วนิาที 
              อุณหภูมิ 56o C 30 วนิาที 

            อุณหภูมิ 72o C 60 วนิาที 
 

23 รอบ 
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เม่ือครบปฏิกิริยาแลว้ น าผลผลิต PCR 10 µl มาเติม AFLP loading dye (98% formamide, 
10 mM EDTA, 0.1% bromphenol blue และ 0.1% xylene cyanol) 5 µl บ่มทีอุ่ณหภูมิ 94 oC เป็น
เวลา 5 นาที แลว้แช่ในน ้ าแขง็ทนัทีก่อนท า denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 

 
5.  การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอน็เอโดยใช้ denaturing polyacrylamide gel electrophoresis 
 

เตรียมแผน่กระจก 2 แผน่ส าหรับเทเจล โดยลา้งกระจกทั้ง 2 แผน่ใหส้ะอาด เช็ดดว้ย           
เอธานอล เขม้ขน้ 95% จากนั้นเช็ดกระจกแผน่ตรงดว้ย bind silane (bind silane 1 µl, glacial acetic 
acid 2.5 µl และ 95% ethanol 500 µl) เพือ่ให้เจลติดกบักระจกแผน่น้ีและเช็ดกระจกแผน่หูกระต่าย
ดว้ย repel silane เพือ่ไม่ใหเ้จลติดกระจก ปล่อยใหแ้หง้ประมาณ 5-10 นาที แลว้ประกอบกระจกทั้ง 
2 แผน่เขา้ดว้ยกนัโดยใหด้า้นที่ทา bind silane และ repel silane หนัเขา้หากนั และวางแผน่ spacer 
ไวด้า้นขา้งทั้งสองเพือ่ใหเ้กิดช่องวา่งระหวา่งกระจก ใชค้ลิปหนีบยดึใหอ้ยูค่งที่  ใชก้ระดาษกาวปิด
ดา้นล่างระหวา่งกระจกเพือ่ ใหเ้จลที่จะเทใส่ช่องวา่งระหวา่งกระจกจากทางดา้นที่มีหูกระต่าย
ดา้นบนไม่ใหไ้หลออกทางดา้นล่าง จากนั้นเตรียม 6 % polyacrylamide gelโดยมีส่วนประกอบดงัน้ี 
ยเูรีย 13.50 กรัม, 10x TBE 3 ml,  10% APS 300 µl, TEMED 15 µl, 30% acrylamide (29% 
acrylamide และ 1% methylene bisacrylamide) 6 ml และน ้ ากลัน่ 10.5 ml ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เท
เจลลงในช่องวา่งระหวา่งกระจกจนเตม็  ใส่หวลีงดา้นบนของกระจก ปล่อยใหเ้จล แขง็ตวัประมาณ 
2-3 ชัว่โมง  เม่ือเจลแขง็ตวัดีแลว้ ลา้งกระจกดา้นนอกใหส้ะอาดดว้ยน ้ าเปล่า ดึงหวอีอก แลว้
ประกอบเขา้กบัชุด อิเล็คโทรฟอริซิสแนวตั้ง เติม 1X TBE buffer ดา้นล่างของแผน่เจล และดา้นบน
ของเคร่ือง ต่อสายไฟเพือ่ท  า pre-run ใชก้ระแสไฟฟ้าความต่างศกัย ์300 โวลต ์(V) เป็นเวลา 30 นาที 
แลว้จึงปิดเคร่ือง ในระหวา่งที่ท  า pre-run เตรียมตวัอยา่งดีเอ็นเอที่ผสม AFLP loading dye  (ดีเอ็นเอ 
10 µl ต่อ loading dye 5 µl) ใหพ้ร้อมใชง้านโดยน าไปท าใหแ้ยกเป็นสายเด่ียวโดยบ่มที่อุณหภูมิ          
94o C นาน  10 นาที  น าตวัอยา่งดีเอ็นเอที่ไดอ้อกมาวางในกล่องน ้ าแขง็เพือ่ป้องกนัการกลบัมาจบั
กนัใหม่ของดีเอ็นเอสายเด่ียว ในขั้นตอนการหยอดดีเอ็นเอ หยอดดีเอ็นเอที่ได ้13 µl  ลงในแต่ละ
ช่อง โดยก่อนหยอดให้ใชเ้ขม็ฉีดยาดูดบฟัเฟอร์ลา้งผวิหนา้เจลบริเวณช่องใส่ตวัอยา่งเพือ่ไล่ยเูรียที่
อยูก่น้หลุมออกก่อน เม่ือหยอดจนครบแลว้ ต่อสายไฟเพือ่เดินเคร่ือง (run) ใชก้ระแสไฟฟ้าความ
ต่างศกัย ์1,500 โวลต ์เป็นเวลา 3 ชัว่โมง เม่ือครบเวลา ปิดเคร่ืองน ากระจกออกจากเคร่ือง แยกแผน่
กระจกทั้ง 2 ออกจากกนั เจลจะติดอยูก่บักระจกแผน่ตรง น าไปยอ้มดว้ยซิลเวอร์ไนเตรตตามวธีิ
ดดัแปลงจาก Benbouza et al. (2006) โดย น าแผน่กระจกที่มีเจลติดอยูแ่ช่ในสารละลาย fixative 
(10% ethanol, 0.5% acetic acid) นาน 7-10 นาที เขยา่เบาๆ  จากนั้นน าแผน่กระจกที่มีเจลแช่ใน
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สารละลายซิลเวอร์ไนเทรต (AgNO3 1.5 g/l, 37% formaldehide 1.5 ml/l) เขยา่เร่ือยๆ นาน 6 -7 นาที 
แลว้จึงลา้งเจลต่อโดยแช่แผน่กระจกที่มีเจลในน ้ ากลัน่ 5-10 วนิาที จากนั้นยอ้มแผน่กระจกที่มีเจล
ดว้ย developer (15g NaOH, 37% formaldehide 2 ml/l )  ขั้นตอนสุดทา้ยหยดุปฏิกิริยาโดยน าแผ่น
กระจกที่มีเจลแช่ใน stop solution (10% ethanol, 0.5% acetic acid) นาน 2 นาที แลว้น าแผน่กระจก
ที่มีเจลแช่ในน ้ ากลัน่ 2-3 นาที แลว้ผึ่งใหแ้หง้ในอากาศ         
 
6.  การบันทึกผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพือ่น าไปวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์ จ านวนเบส ไซโทซีนที่เติมหมู่

เมธิล และสร้างแผนภาพความสัมพันธ์เชิงววิัฒนาการ 
 

บนัทึกขอ้มูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏจากตวัอยา่งดีเอ็นเอของปรงทุกตวัอยา่งโดยเร่ิมตน้จาก
การบนัทึกแถบดีเอ็นเอทกุแถบโดยบนัทึกเป็น “1” เม่ือปรากฎแถบดีเอ็นเอและบนัทึกเป็น “0” เม่ือ
ไม่พบแถบดีเอ็นเอแยกกนัในชุดของการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI จากนั้น
แยกการวเิคราะห์ออกเป็นสองแบบ 
 

6.1  การวเิคราะห์ผลแบบ methylation polymorphism หลงัจากที่บนัทึกแถบดีเอ็นเอจากชุด
ของการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI เป็น 0 – 1 แยกกนัแลว้ จะน าไปใชใ้นการ
วเิคราะห์เก่ียวกบัความผนัแปรของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอในปรงแต่ละชนิด โดยจะแปลงขอ้มูล
แถบดีเอ็นเอที่บนัทึกไวเ้บื้องตน้ตามรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทีละต าแหน่งของชนิดปรง
นั้นๆ โดยจะบนัทึกขอ้มูลเป็น “1” เม่ือพบแถบดีเอ็นเอปรากฎในช่องที่ตดัดว้ยเอ็นไซม ์EcoRI-
HpaII และ EcoRI-MspI (ไม่มีการเติมหมู่เมธิลทีต่  าแหน่ง CCGG) รูปแบบที่ 2 ใหบ้นัทึกเป็น “2” 
เม่ือพบแถบดีเอ็นเอปรากฎเฉพาะที่ช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII (มีการเติมหมู่เมธิลที่
ต  าแหน่ง mCCGG เพยีงสายเดียว)  รูปแบบที่ 3 ใหบ้นัทึกเป็น “3” เม่ือพบแถบดีเอ็นเอปรากฎ
เฉพาะที่ช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-MspI  (มีการเติมหมู่เมธิลที่ต  าแหน่ง CmCGG ทั้งสองสาย)  
และใหบ้นัทึกขอ้มูลเป็น “4” เม่ือไม่ปรากฎทั้งแถวที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII และ EcoRI-
MspI ดงัแสดงตวัอยา่งในตารางที่ 7 การค านวณเปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลจะค านวณจาก
จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ไดจ้ากรูปแบบที่ 1, 2 และ 3 เท่านั้นโดยวเิคราะห์ตามวธีิการของ Xue-Lin  et 
al. (2009) โดยตดัรูปแบบที่ 4 ออกเน่ืองจากการไม่พบแถบดีเอ็นเอทั้งในช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์
EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI อาจเกิดไดจ้ากหลายสาเหตุ เช่น มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีน
ทั้งสองตวั mCmCGG หรือที่เบสไซโทซีนตวันอกสุดของดีเอ็นเอทั้งสองสาย  mCCGG หรือล าดบั       
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นิวคลีโอไทดบ์ริเวณนั้นเปล่ียนไปท าใหเ้อนไซม ์HpaII และ MspI ตดัไม่ได ้ การวเิคราะห์หา
เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลจึงไม่น ารูปแบบที่ 4 มาวเิคราะห์ร่วมดว้ย  

 
การวเิคราะห์จ านวนเบสไซโทซีนที่เติมหมู่เมธิล ค  านวณจากจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดจาก

การตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI ร่วมกบัเอนไซม ์HpaII และ MspI รูปแบบที่ 1, 2 และ3 โดยแถบดีเอ็นเอ
ที่ไดจ้ากรูปแบบที่ 1 เป็นแถบดีเอ็นเอที่ไม่มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีน (CCGG/GGCC) ทั้ง 4 
นิวคลีโอไทด ์แถบดีเอ็นเอทีไ่ดจ้ากรูปแบบที่ 2 เป็นแถบดีเอ็นเอที่ไม่มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซ
โทซีนจ านวน 3 นิวคลีโอไทด ์และเติมหมู่เมธิล 1 นิวคลีโอไทด ์(mCCGG/GGCC) ส่วนรูปแบบที่ 3 
เป็นแถบดีเอ็นเอที่ไม่มีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนจ านวน 2 นิวคลีโอไทด ์และเติมหมู่เมธิล 2  
นิวคลีโอไทด ์(CmCGG/GGCmC) 
 
ตารางที่ 7  ตวัอยา่งการแปลงขอ้มูลจาก 0 - 1 ไปเป็นขอ้มูลส าหรับใชว้ิเคราะห์เปอร์เซ็นต ์             

การเติมหมู่เมธิล  
 

 
 จากตาราง marker ที่ 1 ในตวัอยา่งที่ 1 มีแถบดีเอ็นเอในช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII 
และที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-MspI จึงแปลงค่าเป็น “1” marker ที่ 2 ในตวัอยา่งที่ 1 มีแถบดีเอ็นเอ
ในช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII แต่ไม่มีแถบดีเอ็นเอในช่องที่ตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-MspI 
จึงแปลงค่าเป็น “2” เป็นตน้ 
 

Marker ที่ 
ตวัอยา่งที่ 1 ตวัอยา่งที่ 2 ผลการแปลงขอ้มูล 

EcoRI-
HpaII 

EcoRI-
MspI 

EcoRI-
HpaII 

EcoRI-
MspI 

ตวัอยา่งที่ 
1 

ตวัอยา่งที่ 
2 

1 1 1 0 0 1 4 
2 1 0 1 1 2 1 
3 0 1 0 1 3 3 
4 0 0 1 1 4 1 
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6.2  การวเิคราะห์ผลแบบ nucleotide polymorphisms โดยจะน าขอ้มูลแถบดีเอ็นเอของปรง
แต่ละชนิดจาก 6 ตวัอยา่งแปลงเป็นภาวะพหุสณัฐานจากล าดบันิวคลีโอไทดโ์ดยพจิารณาลกัษณะ
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฎเช่น ในชนิดปรงหน่ึงๆ ถา้ปรากฎแถบดีเอ็นเอเพยีงช่องใดช่องหน่ึงของทั้ง 6 
ตวัอยา่งแสดงวา่ต  าแหน่งนั้นมีล าดบันิวคลีโอไทดอ์ยู ่ใหบ้นัทึกรวมเป็น “1” และถา้ทั้ง 6 ตวัอยา่งไม่
ปรากฎแถบดีเอ็นเอจึงอนุมาณไดว้า่ ไม่มีล าดบันิวคลีโอไทด ์ณ ต าแหน่งนั้น จึงบนัทึกเป็น “0” ดงั
ตวัอยา่งในตารางที่ 8 

 
ตารางที่  8  ตวัอยา่งรูปแบบการแปลงขอ้มูลจากการสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค MSAP ไป

เป็นขอ้มูลของ nucleotide polymorphism 
 

Marker 
ที่ 

ปรงชนิดที่ 1 ผลการแปลงขอ้มูล 
เป็น Nucleotide 
Polymorphism 

EcoRI-HpaII EcoRI-MspI 
ตวัอยา่งที่ ตวัอยา่งที่ 

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 ชนิดที่ 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
จากตวัอยา่งการแปลงขอ้มูลจากลายพมิพดี์เอ็นเอของเทคนิค MSAP ไปเป็นขอ้มูลของ 

nucleotide polymorphism นั้น การใหผ้ลการแปลงค่าเป็น “1” นั้นเกิดไดเ้ม่ือพบแถบดีเอ็นเออยา่ง
นอ้ย 1 แถบจากตวัอยา่งทั้งหมด 6 ตวัอยา่ง ทั้งที่เกิดจากการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-HpaII หรือ 
EcoRI-MspI และจะแปลงขอ้มูลเป็น “0” ในกรณีที่ทุกช่องหรือทุกๆ ตวัอยา่งที่เกิดจากการตดัดว้ย
เอนไซม ์EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอเลย 
 
7.  การวิเคราะห์ข้อมูลจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของปรง 
 
  เม่ือบนัทึกแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP ตามวธีิการในขอ้ 6 แลว้ หลงัจากนั้นแบ่งการ
วเิคราะห์ออกเป็น 2 ชุดขอ้มูล ดงัน้ี 
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7.1  การวเิคราะห์ความแตกต่างในระดบันิวคลีโอไทด ์(nucleotide polymorphism) โดยน า
ขอ้มูลจากขอ้ 6.2 วเิคราะห์ขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc. Version 2.2k (Exeter software, New 
York, USA) ค  านวณค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมโดยวธีิการของ Lynch (1990) และสร้าง 
phylogenetic tree โดยวิธี UPGMA ค านวณความน่าเช่ือถือของการจดักลุ่ม (copheneic value) โดย
ทดสอบ Mantle’s test ซ่ึงจะบ่งช้ีความน่าเช่ือถือในการจดักลุ่มโดยมีช่วงของค่า fit ของการจดักลุ่ม
ดงัต่อไปน้ี 
 
  r       ≥   0.9                ดีมาก 
  0.8   ≤   r  < 0.9                ดี 

0.7    ≤   r  < 0.8                ปานกลาง 
r       <  0.7     แย ่

 
วเิคราะห์การจดักลุ่มโดยวธีิ principal component analysis (PCA) และค านวณค่า PIC 

(polymorphic information content) โดยใช ้PIC = 1 - Σ Pi2 
 
7.2  การวเิคราะห์ความแตกต่างในระดบัของการเติมหมู่เมธิล (Methylation 

polymorphism) โดยท าคลา้ยกบัขอ้ 7.1 คือค  านวณค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมโดยวธีิการของ 
Lynch (1990) และสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี UPGMA ค านวณความน่าเช่ือถือของการจดักลุ่ม 
(copheneic value) โดยทดสอบ Mantle’s test ซ่ึงจะบ่งช้ีความน่าเช่ือถือในการจดักลุ่ม วเิคราะห์การ
จดักลุ่มโดยวธีิ principal component analysis (PCA) และค านวณค่า PIC แต่จะใชชุ้ดขอ้มูลที่ไดจ้าก
การตดัดว้ยเอนไซม ์ EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI วเิคราะห์แยกชุดขอ้มูลแลว้น าผลที่ไดม้า
เปรียบเทียบกนั 
   
8.  การโคลนและหาล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินดีเอ็นเอ 
 

น าแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามต่างระหวา่งเพศน าไปโคลนเพือ่หาล าดบันิวคลีโอไทด ์น าล าดบั 
นิวคลีโอไทดท์ีไ่ดไ้ปวเิคราะห์เปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล โดยแต่ละขั้นตอนมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
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8.1  ตดัแถบดีเอ็นเอจาก polyacrylamide gel ละลายใน TE buffer (10: 0.1) 30 ไมโครลิตร 
บ่มที่อุณหภูมิ 65o C 1 ชัว่โมง ดีเอ็นเอจะละลายออกมาในบฟัเฟอร์ซ่ึงสามารถน าไปใชเ้ป็นดีเอ็นเอ
ตน้แบบในการเพิม่ปริมาณโดยปฏิกิริยาพซีีอาร์ได ้  
 

8.2  ท  า re-amplification โดยใชไ้พรเมอร์ (primer +3) ที่ใหล้ายพมิพ ์MSAP ที่ใหแ้ถบ       
ดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศ โดยใชโ้ปรแกรมดงัน้ี 
 

อุณหภูมิ  94 oC  เวลา 60 วนิาที  
อุณหภูมิ  94 oC  เวลา 30 วนิาที 
อุณหภูมิ  55 oC  เวลา 30 วนิาที 
อุณหภูมิ  72 oC  เวลา 60 วนิาท ี

          อุณหภูมิ  72 oC เวลา 10 นาที 
 

น าผลผลิตพซีีอาร์ (PCR product) มาท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยก าจดัไพรเมอร์ส่วนที่เหลือ บฟัเฟอร์
และเกลือตา่งๆ ซ่ึงจะมีผลต่อการเช่ือมต่อดีเอ็นเอ (ligation) ออก โดยใชชุ้ด Hi Yield Gel PCR 
DNA Fragment Extraction kit (RBC, Taiwan) เม่ือไดผ้ลผลิตพซีีอาร์ ที่บริสุทธ์ิแลว้ ท  าปฏิกิริยา
เช่ือมต่อดีเอ็นเอเขา้กบั pGEM-T easy vector (Promega) โดยปฏิกิริยาประกอบดว้ย 2X ligation 
buffer 10 µl, ผลผลิตพซีีอาร์ที่บริสุทธ์ิ 7 µl pGEM-T easy 1.5 µl และ T4 ligase (5U/µl) 1.5 µl บ่มที่ 
4 o C ขา้มคืน จะไดดี้เอ็นเอสายผสมที่พร้อมจะท า transformation 
 

8.3  เตรียม competent cell  โดยน า E. coli  XL-1 Blue มา streak ใหเ้ป็นโคโลนีเด่ียว บน 
LB agar ขา้มคืน  แลว้จึงเลือกมา 1 โคโลนี  เล้ียงในอาหาร LB broth 3 ml ที่ 37o C ความเร็วรอบ 
250 รอบต่อนาท ีขา้มคืน จากนั้นท าใหเ้จือจาง 1:100 ดว้ยอาหาร LB เล้ียงที่ 37o C ความเร็วรอบ 250 
รอบต่อนาที จนวดัค่า OD600 ไดป้ระมาณ 0.4 - 0.6 โดยทัว่ไปใชเ้วลาประมาณ 2 - 3 ชัว่โมง น ามา 50 
มิลลิลิตร แบ่งใส่หลอด Centrifuge แช่น ้ าแขง็ 20 นาที น าไปป่ันเหวีย่งที่ 4o C ความเร็วรอบ 4000 
รอบต่อนาที  นาน 5 นาที แลว้ลา้งดว้ยอาหาร LB 2 คร้ัง เทอาหรทิ้ง เติม transformation and storage 
solution (TSS) ประมาณ 0.5 - 1 มิลลิลิตร ผสมดว้ยปิเปตเ์บาๆ  แบ่งสารละลายใส่หลอด หลอดละ 
100 µl  เก็บ competent cell ที่ไดท้ี่ -80 o C   
 

35 รอบ 



35 
 

8.4  ท  า transformation  เร่ิมจากผสม  competent cell 100 µl กบั  inserted vector 2 µl แลว้
วางไวบ้นน ้ าแขง็นาน 15 นาที  แลว้น ามาท า heat shock ที่อุณหภูมิ 42o C นาน  1.30  นาที จากนั้น
วางไวบ้นน ้ าแขง็อีก  5 นาที แลว้จึงเติมอาหารเล้ียงเช้ือ LB จ านวน 1,000 µl น าไปบม่ที ่  37o C  
นาน  45 นาที จึงน ามา spread ลงบน LB agar ที่เติม Amplicillin, IPTG,  X-gal แลว้น าไปบ่มต่อ
โดยใชอุ้ณหภูมิ  37o C นาน 18 - 24 ชัว่โมง 

8.5 ตรวจสอบ recombinant clone ใชไ้มจ้ิ้มฟันจ้ิมโคโลนีสีขาวจุ่มลงในน ้ ากลัน่ 30 µl 
น าไปท าปฏิกิริยาพซีีอาร์ กบัไพรเมอร์คู่ที่ใหล้ายพมิพ ์MSAP ทีแ่ตกต่างระหวา่งเพศ โดยใช้
โปรแกรมดงัน้ี 

อุณหภูมิ  94 o C เวลา  5   นาที 
อุณหภูมิ  94o C เวลา 30  วนิาที 
อุณหภูมิ   55o C เวลา 30 วนิาที 
อุณหภูมิ   72 o C เวลา 60 วนิาที 
อุณหภูมิ 72o C เวลา 10 นาที 
 

ตรวจสอบผลผลิตพซีีอาร์ใน 1 % agarose gel คดัเลือกโคลนทีมี่ insert น ามาเล้ียงในอาหาร 
LB ที่ 37o C ความเร็วรอบ 250 รอบต่อนาทีขา้มคนื  

 
8.6  สกดัพลาสมิดโดยใชชุ้ด High-speed Plasmid mini kit (Geneaid, Taiwan)  ตรวจสอบ 

insert ในพลาสมิดโดยใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะที่มีต  าแหน่งจดจ าบน vector ตรวจสอบผลใน 1% 
agarose gel 
   
 8.7  หาล าดบันิวคลีโอไทด ์และวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่ไดก้บัฐานขอ้มูล NCBI โดย
ใชโ้ปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
 
 
 
 
 
 
 

35 รอบ 



36 
 

สถานที่และระยะเวลาท าการวิจัย 

 

                    หอ้งปฏิบตัิการภาควิชาพนัธุศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์  

วทิยาเขตบางเขน   เร่ิมท าการวจิยั เดือนพฤศจิกายน พ.ศ. 2550  ส้ินสุดเดือนมีนาคม พ.ศ. 2553 

 

แหล่งทุนสนับสนุน 

 

งานวจิยัน้ีไดรั้บการสนบัสนุนจากสถาบนัวจิยัและพฒันาแห่งมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 
ปีงบประมาณ 2551 และบณัฑิตวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 
1.  ไดล้ายพมิพดี์เอ็นเอที่เป็นแบบแผนของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอในปรงที่มี

แหล่งก าเนิดในประเทศไทยทั้ง 10 ชนิด    
2. ไดรู้ปแบบลายพมิพ ์MSAP ที่บ่งช้ีวา่ในปรงแต่ละเพศมีระดบัและรูปแบบของการเติม

หมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอที่ต่างกนั  
3. ไดข้อ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดบ์ริเวณส่วนที่เก่ียวขอ้งมีการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นอที่

ต่างกนัในแต่ละเพศเพือ่เป็นแนวทางน าไปพฒันาเป็นเคร่ืองหมายที่ใชต้รวจสอบเพศของปรงได้
ตั้งแต่เป็นตน้อ่อน 

4. ไดข้อ้มูลพื้นฐานที่สนบัสนุนวา่การเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอมีผลต่อการก าหนดเพศของ
ส่ิงมีชีวติซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในการศึกษาระบบการก าหนดเพศของส่ิงมีชีวติต่อไป  
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. ตัวอย่างปรงที่ใช้ศึกษา 
 

การเก็บตวัอยา่งปรงจากสวนนงนุช จงัหวดัชลบุรี ซ่ึงเป็นแหล่งรวบรวมพนัธุป์รง
หลากหลายชนิด ตามแผนการวจิยัปรงที่น ามาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีเป็นปรงสกุล Cycas ที่พบ
แหล่งก าเนิดในประเทศไทยจ านวน 12 ชนิด ไดแ้ก่ Cycas chamaoensis (ปรงเขาชะเมา),                   
C. clivicola subsp. lutea (ปรงเขาตะวนัออก) C. clivicola subsp. clivicola  (ปรงเขาใต)้,                       
C. elephantipes (ปรงชยัภูมิ ), C. edentata (ปรงทะเล), C. marcrocarpa (ปรงป่า), C. nongnoochiae  
(ปรงตากฟ้า), C. pectinata (ปรงเขา), C. petraea (ปรงเขาภูกระดึง), C. pranburiensis (ปรงเขาสาม
ร้อยยอด), C. siamensis (ปรงแกว้สีเงิน), C. simplicipinna (มะพร้าวเต่า)  และ C. tansachana (ปรง
สระบุรี)โดยการเก็บตวัอยา่งจะเก็บทั้งปรงเพศผูแ้ละเพศเมียอยา่งละ 3 ตน้ รวม 6 ตวัอยา่งต่อปรง 1 
ชนิด แต่ในการปฏิบติัจริงสามารถเก็บตวัอยา่งปรงไดเ้พยีง 10 ชนิด  โดยปรง C. macrocarpa และ 
C. petraea ยงัไม่มีตน้ที่ใหโ้คนจึงยงัไม่ทราบเพศของปรง ท าใหไ้ม่สามารถเก็บตวัอยา่งมาศึกษาได ้
อยา่งไรก็ตามในการเก็บตวัอยา่งคร้ังน้ีไดเ้ก็บตวัอยา่งปรงรวมทั้งส้ิน 10 ชนิด และ 1 ชนิดยอ่ย  โดย
เป็นเพศผูอ้ยา่งละ 3 ตน้ และ เพศเมียอยา่งละ 3 ตน้ รวมทั้งหมด 66 ตวัอยา่ง ดงัตารางที่ 2  
 
2. ผลการสกัดดีเอน็เอ 

 
จากการสกดัดีเอ็นเอปรงทั้ง 10 ชนิด และ 1 ชนิดยอ่ย โดยวธีิการของ molecular laboratory 

protocol ไดดี้เอ็นเอที่มีคุณภาพค่อนขา้งดี บางชนิดมีโปรตีนและมีการแตกหกัของดีเอ็นเอเล็กนอ้ย 
ส่วน C. siamensis และ C. simplicipinna นั้นค่อนขา้งมีปัญหาในการสกดัท าใหไ้ดดี้เอ็นเอนอ้ย และ
ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ไดค้่าอตัราส่วนของ A260/ A280 ในช่วง           
1.7 - 1.9  

 
3. การศึกษาลายพิมพ์ดีเอน็เอโดยใช้เทคนิค MSAP 

 
 3.1 การทดสอบไพรเมอร์ที่เหมาะสมเพือ่สร้างลายพมิพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค MSAP 
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คดัเลือกดีเอ็นเอของปรง C. chamaoensis เพศผูแ้ละเพศเมียอยา่งละ 1 ตวัอยา่ง  น ามาตดั
ดว้ยเอนไซม ์EcoRI-MspI และ EcoRI-HpaII รวม 2 ชุด แต่ละชุดเช่ือมต่อช้ินส่วนของดีเอ็นเอดว้ย 
EcoRI adapter และ HpaII-MspI adapter จากนั้นท า preselective amplification ดว้ยไพรเมอร์ที่
จ  าเพาะกบับริเวณ adapter และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะและนิวคลีโอไทดแ์บบสุ่ม 1 นิ
วคลีโอไทด ์(primer + 1) ผลผลิตพซีีอาร์ที่ไดท้  า selective amplification อีกคร้ังดว้ยไพรเมอร์ที่
จ  าเพาะกบับริเวณ adapter และต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะและนิวคลีโอไทดแ์บบสุ่ม 3 นิ
วคลีโอไทด ์(primer + 3) รวม 64 คู่ (ตารางที่ 3) จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพซีีอาร์ที่ไดใ้น  
6% denaturing polyacrylamide gel พบวา่ไพรเมอร์ 42 คู่ (ตารางที่ 9) ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่ชดัเจนและมี
แถบดีเอ็นเอที่มีความแตกตา่งระหวา่งเพศ ดงัตวัอยา่งภาพที่ 5 - 7 จากนั้นเลือกคูไ่พรเมอร์ที่ใหแ้ถบ
ลายพมิพดี์เอ็นเอชดัเจนที่สุดสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอกบัปรงในตวัอยา่งอ่ืนๆ ต่อไป 

 
ตารางที่ 9   คู่ไพรเมอร์ทั้งหมดที่ใชใ้นการท าปฏิกิริยาพซีีอาร์โดยเทคนิค MSAP โดยใชดี้เอ็นเอจาก   

C. chamaoensis เพศผูแ้ละเพศเมียในการทดสอบหาคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม ส าหรับ
สร้างลายพมิพดี์เอ็นเอ  

 

คู่ไพรเมอร์ 
E+AAC 

(E1) 
E+ACG 

(E2) 
E+ACT 

(E3) 
E+AGT 

(E4) 
E+AAG 

(E5) 
E+ACC 

(E6) 
E+AGC 

(E7) 
E+AGG 

(E8) 
HM+TAA (HM1)         
HM+TCC (HM2)         
HM+TTC (HM3)         
HM+TTG (HM4)         
HM+TGA (HM5)         
HM+TGC (HM6)         
HM+TAC (HM7)         
HM+TAG (HM8)         

 
 เป็นคู่ไพรเมอร์ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่แตกต่างภายในเพศผูแ้ละเพศเมียของ C. chamaoensis 
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ภาพที่ 5   ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอ ของ C. chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f) ที่ตดัดว้ย
เอนไซม ์EcoRI ร่วมกบั MspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์ E2/HM1 ถึง 
E2/HM8 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศ) 

 
 
 

 
 
 
 

        HM1        HM2        HM3       HM4          HM5        HM6        HM7        HM8   

                            
   M    H      M     H     M     H     M      H     M    H      M     H    M      H      M     H   

                                          
       m  f m  f  m f m f  m f  m  f m f  m f  m  f m f  m f  m f  m  f m f  m f  m f    
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ภาพที่ 6   ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอ ของ C. chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f) ที่ตดัดว้ย

เอนไซม ์EcoRI ร่วมกบั MspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์ E3/HM1 ถึง 
E3/HM8 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      HM1         HM2       HM3        HM4         HM5        HM6         HM7       HM8   
                            
   M      H     M     H     M     H     M     H     M    H      M     H    M      H      M     H   
                                          
      m f  m f  m f  m f  m f m f  m f  m f  m f m f  m f  m f  m f m  f  m f m f    
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ภาพที่ 7   ตวัอยา่งลายพมิพดี์เอ็นเอ ของ C. chamaoensis เพศผู ้(m) และเพศเมีย (f) ที่ตดัดว้ย
เอนไซม ์EcoRI ร่วมกบั MspI (M) และ HpaII (H) จากการใชไ้พรเมอร์ E5/HM1 ถึง 
E5/HM8 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงบริเวณที่มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศ) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

      HM1         HM2       HM3        HM4         HM5        HM6         HM7       HM8   
                            
   M      H     M     H     M     H     M     H     M    H      M     H    M      H      M     H   
                                          
      m f  m  f m f  m f  m f m  f m f  m f  m f  m f m f  m f  m f  m  f m f  m f    
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3.2  การสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอโดยใชเ้ทคนิค MSAP 
 
       การวเิคราะห์ขอ้มูลจากแถบดีเอ็นเอไดจ้ากการเพิม่ปริมาณผลผลิตพซีีอาร์โดยใช ้ไพร

เมอร์จ านวน 11 คู่ จาก 14 คู่ ที่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่ชดัเจนประกอบดว้ย ไพรเมอร์ E1/HM1, E2/HM3, 
E2/HM4, E3/HM3, E3/HM4, E5/HM2, E5/HM3, E5/HM8, E6/HM4, E7/HM3 และ E8HM1 โดย
มีจ านวนแถบดีเอ็นเอเท่ากบั 79, 64, 65, 58, 71, 63, 60, 66, 65, 73 และ 66 แถบตามล าดบั รวม 720 
แถบ (markers)  
 

เม่ือแยกคิดจ านวนแถบดีเอ็นเอจากการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI - MspI และ EcoRI - 
HpaII จะไดแ้ถบดีเอ็นเอรวม 1440 แถบ ซ่ึงพบวา่มีจ  านวน monomorphic band เท่ากบั 66 แถบ ซ่ึง
คิดเป็น 4.58 เปอร์เซ็นต ์และมี polymorphic band จ านวน 1374 แถบ คิดเป็น 95.42 เปอร์เซ็นต ์
(ตารางที่ 10) แสดงใหเ้ห็นวา่การสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอของปรงในสกุล Cycas โดยใชเ้คร่ืองหมาย
โมเลกุล MSAP พบวา่ปรงที่ศึกษาน่าจะมีความผนัแปรของการเติมหมู่เมธิลที่บริเวณ CCGG 
ค่อนขา้งสูง ทั้งน้ีการทดลองใชเ้ทคนิค AFLP วเิคราะห์แถบดีเอ็นเอของตวัอยา่งปรงเหล่าน้ีไม่พบ
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอมากนกั (ขอ้มูลจากการทดลองทีไ่ม่ไดแ้สดงผลการทดลอง) ซ่ึงเป็น
ขอ้ยนืยนัไดว้า่ปรงที่ศึกษามีความผนัแปรของการเติมหมู่เมธิลที่บริเวณ CCGG ค่อนขา้งสูงจริง 
 

3.3 การวเิคราะห์รูปแบบแถบดีเอ็นเอและปริมาณการเติมหมู่เมธิลระหวา่งปรงแต่ละชนิด 
 
       การศึกษาลายพมิพ ์MSAP สามารถจ าแนกรูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการตดัดีเอ็นเอ

ดว้ยเอนไซม ์EcoRI - MspI และ EcoRI - HpaII ได ้4 รูปแบบคือ รูปแบบที่ 1 มีแถบดีเอ็นเอปรากฏ
จากทั้งการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI - MspI และ EcoRI - HpaII ซ่ึงแถบดีเอ็นเอรูปแบบน้ีไม่มีการเติม
หมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอ รูปแบบที่สอง มีแถบดีเอ็นเอปรากฏจากการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI - MspI เพียง
อยา่งเดียว แสดงวา่บริเวณดงักล่าวมีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนตวัในของต าแหน่งจดจ า CCGG 
แบบ full methylation บนดีเอ็นเอทั้งสองสาย รูปแบบที่ 3 แถบดีเอ็นเอปรากฏจากการตดัดว้ย
เอนไซม ์EcoRI - HpaII เพยีงอยา่งเดียว แสดงวา่บริเวณดงักล่าวมีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีน
แบบ hemi methylation บนดีเอ็นเอเพยีงสายเดียว และรูปแบบที่ 4 ไม่พบแถบดีเอ็นเอจากการตดั
ดว้ยเอนไซมท์ั้งสองชุด ซ่ึงเกิดจากบริเวณดงักล่าวมีการเติมหมู่เมธิลแบบ full methylation ที่เบสไซ
โทซีนทั้งสองตวัของต าแหน่งจดจ า แบบที่ไม่สามารถตดัไดด้ว้ยเอนไซม ์MspI และ HpaII แต่
สามารถระบุไดถึ้งการเติมหมู่เมธิลในระดบัที่สูงกวา่รูปแบบที่ 2 และ 3
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ตารางที่ 10  จ  านวน monomorphic bands, polymorphic bands และเปอร์เซ็นต ์polymorphism ของ
ปรงสกุล Cycas  

 

ไพรเมอร์ 
จ  านวนแถบ  
ดีเอ็นเอ* 

จ านวน 
monomorphic 

bands 

จ  านวน 
polymorphic 

bands 

เปอร์เซ็นต์
polymorphism 

E1/HM1 158 1 157 99.37 
E2/HM3 128 2 126 98.44 
E2/HM4 130 19 111 85.38 
E3/HM3 116 1 115 99.14 
E3/HM4 142 5 137 96.48 
E5/HM2 126 9 117 92.86 
E5/HM3 120 5 115 95.83 
E5/HM8 132 10 122 92.42 
E6/HM4 130 7 123 94.62 
E7/HM3 146 5 141 96.58 
E8/HM1 112 2 110 98.21 
รวม 1440 66 1374 เฉล่ีย     95.42 

 
หมายเหตุ * จ  านวนแถบดีเอ็นเอที่ไดเ้กิดจากการนบัแถบดีเอ็นเอรวมจากการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI - 

MspI 720 แถบ และ EcoRI - HpaII 720 แถบ 
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ในการศึกษาคร้ังน้ีใชป้รงจ านวน 6 ตวัอยา่งเป็นตวัแทนของปรงแต่ละชนิด เม่ือนบัจ านวน
แถบดีเอ็นเอแต่ละรูปแบบแลว้จะน ามาหาคา่เฉล่ียของรูปแบบแต่ละรูปแบบในปรงแต่ละชนิด โดย
แถบดีเอ็นเอของรูปแบบที่ 1 เป็นแบบที่พบมากที่สุดในปรงทุกชนิด แถบดีเอ็นเอของรูปแบบที่ 2 
และ 3 พบในปริมาณนอ้ยกวา่ โดยรูปแบบที่ 2 นั้นจะพบไดน้อ้ยที่สุด ซ่ึงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได้
แสดงให้เห็นวา่บริเวณ CCGG ส่วนใหญ่จะไม่มีการเติมหมู่เมธิล และการเติมหมู่เมธิลแบบ 
hemimethylation (mCCGG) เกิดไดน้อ้ยกวา่การเติมหมู่เมธิลแบบ full methylation of the internal 
cytosine (CmCGG)  แถบดีเอ็นเอเฉล่ียของรูปแบบที่ 1, 2, 3 และ จ านวนแถบดีเอ็นเอรวมของปรงทั้ง  
11 ชนิดเป็น 282.39, 69.29, 147.14 และ 498.81 แถบตามล าดบั ค่าเฉล่ียจ านวนรวมของแถบดีเอ็นเอ
ที่บ่งช้ีการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอของปรงแต่ละชนิดอยูใ่นช่วง 178.65 - 269.65 ค่าเฉล่ียของ
เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลของปรงที่ศึกษาอยูใ่นช่วงตั้งแต่ 36.95 - 57.44 เปอร์เซ็นต ์ และค่าเฉลีย
จ านวนเบสไซโทซีนที่มีการเติมหมู่เมธิล ค  านวณจากรูปแบบแถบดีเอ็นเอ รูปแบบที่ 1, 2 และ 3 
เท่ากบั 22. 28 เปอร์เซ็นต ์จากค่าที่ไดส้ามารถแบง่ปรงออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 คือ ปรงที่มี
เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลนอ้ยกวา่ 40 เปอร์เซ็นต ์ไดแ้ก่ C. chamaoensis, C. clivicola subsp. 
clivicola, C. elephantipes และ C. clivicola subsp. lutea กลุ่มที่ 2 คือกลุ่มทีมี่เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่
เมธิลอยูร่ะหวา่ง 40 - 50% ประกอบดว้ย    C. edentata, C. nongnoochiae, C. pectinata,                     
C. simplicipinna และ C. tansachana กลุ่มสุดทา้ยคือกลุ่มทีมี่เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลมากกวา่ 50 
% ประกอบดว้ย C. siamensis และ C. pranburiensis โดยปรงที่พบวา่มีเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่
เมธิลมากที่สุดคือ C. pranburiensis (57.44%) ดงัตารางที่ 11 และภาพที่ 8 
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คา่เฉลีย่ของแถบดเีอ็นเอรูปแบบที ่1

คา่เฉลีย่ของแถบดเีอ็นเอรูปแบบที ่2

คา่เฉลีย่ของแถบดเีอ็นเอรูปแบบที ่3

คา่เฉลีย่เปอรเ์ซน็ตข์องแถบดี
เอ็นเอทีเ่ตมิหมู่เมธลิ

 
        
ภาพที่   8   กราฟแสดงจ านวนแถบดีเอ็นเอรูปแบบที่ 1, 2, 3 และ ค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตข์องจ านวน

แถบดีเอ็นเอที่ถูกเติมหมู่เมธิล
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ตารางที ่11  ค่าเฉล่ียของแถบดีเอ็นเอแต่ละรูปแบบ และเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอของปรงทั้ง 10 ชนิด 
 

ชนิดปรง 
ค่าเฉล่ียของแถบดีเอ็นเอท่ีได ้

ค่าเฉล่ียของจ านวนแถบดี
เอ็นเอท่ีถูกเติมหมู่เมธิล 

ค่าเฉล่ียของ
จ านวนเบส    

ไซโทซีนท่ีเติม
หมู่เมธิล 

ค่าเฉล่ียของ
จ านวนเบส         
ไซโทซีนท่ีไม่
ถูกเติมหมู่เมธิล 

% ค่าเฉล่ียของ
จ านวนเบส         

ไซโทซีนท่ีถูกเติม
หมู่เมธิล 

รูปแบบท่ี 
1 

รูปแบบท่ี 
2 

รูปแบบท่ี 
3 

รวม จ านวน เปอร์เซ็นต ์

C. chamaoensis 293.35 62.5 116.20 472.00 178.65 37.86 294.9 1593.3 18.50876 

C. clivicola subsp. clivicola 322.30 55.85 138.85 517.00 194.65 37.64 333.55 1734.45 19.23088 

C. clivicola subsp. lutea 329.20 72.00 120.80 522.00 192.85 36.95 313.6 1774.4 17.67358 

C. elephantipes 330.65 66.65 139.35 536.65 206.00 38.40 345.35 1801.25 19.1728 

C. edentata 273.50 74.20 135.15 482.85 209.35 43.35 344.5 1586.9 21.70899 

C. nongnoochiae 298.85 63.20 159.50 521.50 222.65 42.70 382.2 1704 22.42958 

C. pectinata 285.65 66.85 166.00 518.50 232.85 44.91 398.85 1675.15 23.80981 

C. pranburiensis 200.80 68.65 201.00 470.50 269.65 57.45 470.65 1411.15 33.35223 

C. siamensis 218.00 82.00 163.00 463.00 245.00 52.90 408 1444 28.25485 

C. simplicipinna 245.00 80.00 144.00 469.00 224.00 47.77 368 1508 24.40318 

C. tansachana 309.00 70.35 134.70 514.00 205.00 39.88 339.75 1716.45 19.79376 

ค่าเฉล่ีย 282.39 69.29 147.14 498.81 216.42 43.61 363.57 1631.71 22.28153 

45 
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จากการศึกษาปริมาณการเติมหมู่เมธิลในพชืชนิดอ่ืนๆ พบวา่การเติมหมู่เมธิลของพชืที่เบส
ไซโทซีนโดยปกติแลว้อยูร่ะหวา่ง 20 - 40 เปอร์เซ็นต ์(Gruenbaum et al., 1981) แต่พบวา่จาก
การศึกษาการเติมหมู่เมธิลของปรงทั้ง 10 ชนิดน้ีมีปริมาณมากกวา่พชืทัว่ๆ ไปประมาณ 10 - 20 
เปอร์เซ็นต ์ โดยเฉพาะ C. edentata, C. nongnoochiae, C. pectinata, C. pranburiensis,                         
C. simplicipinna และ C. tansachana ที่มีปริมาณการเติมหมู่เมธิลเกินกวา่ 40 เปอร์เซ็นต ์ถึงแมว้า่
ปรงที่ใชใ้นการศึกษาในคร้ังน้ีจะเก็บมาจากแหล่งเดียวกนั การเติมหมู่เมธิลที่มากกวา่ปกติน้ีเป็นไป
ไดห้ลายสาเหตุ และเป็นที่ทราบกนัดีวา่ปรงเป็นพชืโบราณที่มีอายยุาวนานกวา่ 250 ลา้นปี และเป็น
พชืที่มีอายยุนืกวา่ร้อยปี คาดวา่การเติมหมู่เมธิลเกิดขึ้นไดจ้ากปัจจยัทางส่ิงแวดลอ้ม และการ
ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมผา่นการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซิส การสะสมของปริมาณการเติมหมู่เมธิลใน
ปรงจึงเกิดขึ้นอยา่งยาวนานและต่อเน่ือง โดยเฉพาะอยา่งยิง่ปรงเป็นพชืที่มกัแพร่กระจายอยูบ่ริเวณ
เขตอบอุ่น มีถ่ินก าเนิดอยูต่ามภูเขาหินปูนหรือหนา้ผา และบริเวณที่มีสภาพอากาศแหง้แลง้ ซ่ึงเป็น
อีกหน่ึงปัจจยัที่ท  าให้เกิดการสะสมของการเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างกนั ท าใหป้รงแต่ละชนิดมีความ
ผนัแปรของการเติมหมู่เมธิลควบคู่ไปกบัการเกิดววิฒันาการ  ซ่ึงอาจเป็นปัจจยัที่ท  าใหป้รงอยูร่อดมา
จนถึงปัจจุบนัโดยที่มีการเปล่ียนแปลงทางสณัฐานวทิยาไปจากเม่ือหลายร้อยลา้นปีก่อนนอ้ยมาก
เม่ือเทียบกบัพชือ่ืนๆ 
 
4.  การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์เชิงวิวัฒนาการ และความหลากหลายทางพันธุกรรมของปรง 

 
4.1 การวเิคราะห์ขอ้มูลจาก nucleotide polymorphism (พหุสณัฐานจากล าดบั 

นิวคลีโอไทด)์ 
 

จากการสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอปรงดว้ยเทคนิค MSAP จ านวน 11 ไพรเมอร์ ไดจ้  านวน 
markers ทั้งหมด 720 markers ซ่ึงน ามาใชห้าความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมระหวา่งปรงแต่ละชนิด 
ผลการค านวณค่า polymorphic information contents (PICs) ของแถบดีเอ็นเอจ านวน 720 แถบ
พบวา่มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0 - 0.5 ค่าเฉล่ียของ PIC เท่ากบั 0.15 และค่าความเหมือนทางพนัธุกรรม 
(genetic similarity) ค  านวณตามวธีิการของ Lynch (1990)  อยูใ่นช่วง 0.86 ถึง 0.94 เม่ือน ามาจดั
กลุ่มโดยวธีิ UPGMA ซ่ึงสามารถจดัจ าแนกปรงที่ศึกษาออกเป็น 3 กลุ่ม (ภาพที่ 9) ที่ค่าความเหมือน
ทางพนัธุกรรมเท่ากบั  0.867 กลุ่มแรกประกอบดว้ยปรง 5 ชนิด คือ C. chamaoensis,                       
C. clivicola subsp. clivicola, C. elephantipes,  C. clivicola subsp. lutea และ C. edentata เป็นที่
น่าสนใจวา่ปรง 4 ใน 5 ชนิดน้ี เป็นปรงที่มีเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใกลเ้คียงกนัคือนอ้ยกวา่ 40 
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เปอร์เซ็นต ์ยกเวน้เพียง C. edentata ที่มีเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลเกิน 40 เปอร์เซ็นตค์ือ 44.48 
เปอร์เซ็นต ์มีรายงานวา่ C. clivicola subsp. lutea กบั C. clivicola subsp. clivicola มีความเหมือนกนั
มากเพยีงแต่ C. clivicola subsp. lutea มีขนาดของ male sporophyll ใหญ่กวา่ กล่าวคือ male 
sporophyll จะมีขนาดยาวและกวา้งกวา่ของ C. clivicola subsp. clivicola รวมทั้งล าตน้ของ              
C. clivicola subsp. lutea จะมีสีเหลืองและค่อนขา้งเรียบ ต่างจาก C. clivicola subsp. clivicola ซ่ึงมี
ล าตน้สีเทา (Hill, 1999) และพบวา่ปรงทั้ง 2 subspecies ถูกแยกออกจากกนัทางภูมิศาสตร์อยา่ง
ชดัเจน โดย C. clivicola subsp. lutea จะพบตามภูเขาหินปูนแถบภาคตะวนัออกของประเทศไทย 
ในขณะที่ C. clivicola subsp. clivicola จะพบตามภูเขาหินปูนแถบทางภาคใตช้ายแดนไทยและ
มาเลเซีย จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ปรงทั้งสองชนิดน้ีมีความเหมือนทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.89 ส่วน 
C. chamaoensis ซ่ึงเป็นปรงที่มกัถูกเขา้ใจผดิวา่เป็นชนิดเดียวกนักบั C. clivicola subsp. lutea  
เน่ืองจากลกัษณะที่คลา้ยคลึงกนัและพบในแหล่งใกล้ๆ  กนันั้น มีคา่ความเหมือนทางพนัธุกรรม
เท่ากบั 0.88 กลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ยปรง 5 ชนิด คือ  C. nongnoochiae, C. pectinata, C. siamensis, 
C. simplicipinna และ C. pranburiensis กลุ่มที่ 3 มีเพยีงชนิดเดียว คือ C. tansachana ซ่ึงปรงชนิดน้ี
มีลกัษณะทางสณัฐานวทิยาที่แตกต่างจากปรงทุกชนิดที่พบในประเทศไทยอยา่งชดัเจน เช่น เปลือก
ตน้ค่อนขา้งหนาและมีกล่ินของไม ้บริเวณเรือนยอดที่มีการแตกใบใหม่ จะมีขนสีสม้ปกคลุม จาก
การทดสอบความเหมาะสมในการจดักลุ่มทางพนัธุกรรม (cophenetic correlation coefficient หรือ 
Mantel test ) ผลการทดสอบพบวา่ไดค้่า  r = 0.964 ซ่ึงถือวา่การจดักลุ่มทีไ่ดอ้ยูใ่นระดบัที่ดีมาก 
(very good of fitness) และการจดักลุ่มโดยวธีิ  UPGMA  ใหผ้ลที่สอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มโดยใช้
การวเิคราะห์ความแปรปรวน (principal component analysis) ค่า principal component ที่ 1, 2 และ 
3 ครอบคลุมความแปรปรวน 58.62, 7.03 และ 6.03 เปอร์เซ็นตข์องความแปรปรวนทั้งหมด
ตามล าดบั (ภาพที่ 10) 
 

ณัฐฐาพชิชามณชุ ์(2551) จดักลุ่มปรงสกุล cycas จ  านวน 22 ชนิด โดยใชล้ าดบันิวคลีโอ
ไทดใ์นส่วนของคลอโรพลาสต ์บริเวณ psbM-trnDGUCR intergenic spacer โดยใชว้ธีิ Maximum 
parsimony (MP) แบ่งปรงออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่โดยกลุ่ม A มีถ่ินก าเนิดในทวปีเอเชีย และกลุ่มที่สอง
มีถ่ินก าเนิดในทวปีออสเตรเลีย ในกลุ่ม A  C. pectinata, C. chamaoensis, C. simplicipinna และ   
C. pranburiensis จดัอยูใ่นกลุ่มยอ่ยเดียวกนัและ C. clivicola subsp. clivicola และ C. clivicola 
subsp. lutea แยกไปอยูอี่กกลุ่มยอ่ยหน่ึงซ่ึงสอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มโดยการใช ้nucleotide 
polymorphism จากการทดลองน้ี ซ่ึง C. pectinata, C. simplicipinna และ C. pranburiensis จดัอยูใ่น 
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ภาพที่ 9  Phylogenetic tree ของปรงทั้ง 10 ชนิด เม่ือใชก้ารวเิคราะห์ขอ้มูลจาก nucleotide 

polymorphism 
 

 

 
ภาพที่ 10  Principal component analysis ของปรงทั้ง 10 ชนิด เม่ือใชก้ารวเิคราะห์ขอ้มูลจาก 

nucleotide polymorphism PCA 1= 58.62, PCA 2 = 7.03 และ PCA3 = 6.03  
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กลุ่มยอ่ยเดียวกนั ยกเวน้ C. chamaoensis ที่ให้ผลการจดัต่างกนั ในขณะที ่C. clivicola subsp. 
clivicola   และ C. clivicola subsp. lutea แยกไปอยูอี่กกลุ่ม ขอ้มูลทีไ่ดย้งัสอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Mekanawakul (2003) ที่ใชเ้ทคนิค AFLP ในการจดัจ าแนกปรงสกุล Cycas พบวา่   
C. pectinata, C. chamaoensis, C. simplicipinna และ C. pranburiensis ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั
ส่วน C. nongnoochiae และ C. siamensis ถูกจดัอยูอี่กกลุ่มหน่ึง รวมทั้ง C. tansachana ที่มีความ
เหมือนกบัปรงชนิดอ่ืนๆ นอ้ยที่สุดและแยกไปอยูใ่นกลุ่มเด่ียวๆ ยกเวน้ C. chamaoensis ที่ให้ผลการ
จดักลุ่มไม่สอดคลอ้ง อยา่งไรก็ตามพบวา่ C. pectinata, C. simplicipinna และ C. pranburiensis 
มกัจะถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัเสมอ 

 
4.2  การศึกษาความแปรปรวนของการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอโดยใชชุ้ดขอ้มูล EcoRI-

MspI  และ EcoRI-HpaII เพือ่ศึกษาความแตกต่างของรูปแบบการเติมหมู่เมธิลในปรงแต่ละชนิด 
 

       การวเิคราะห์ epigenetic diversity โดยอาศยัขอ้มูลของต าแหน่งที่มีการเติมหมู่เมธิลจะ
ใชชุ้ดขอ้มูล EcoRI-MspI และ EcoRI-HpaII เพือ่สร้าง phylogenetic tree โดยใชว้ธีิ UPGMA และ
การวเิคราะห์ PCA เปรียบเทียบผลระหวา่งการจดักลุ่มโดยอาศยัความแตกต่างของ ล าดบันิวคลีโอ
ไทด ์กบัชุดขอ้มูลที่เกิดจากความแตกต่างของการเติมหมู่เมธิลทั้งสองชุด 

 
       การจดัจ าแนกโดยใชชุ้ดขอ้มูล EcoRI-MspI มีค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่ง   

0.78-0.94 และค่า principal component ที่ 1, 2 และ 3 มีค่าเท่ากบั 10.96, 8.33 และ 5.46 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดบั และจ าแนกไดเ้ป็น 3 กลุ่ม (ภาพที่ 11 a) ดงัน้ี กลุ่มแรกประกอบไปดว้ย C. chamaoensis,  
C. clivicola subsp. clivicola, C. clivicola subsp. lutea, C. elephantipes และ C. edentata  
กลุ่มที่ 2 ประกอบดว้ย C. nongnoochiae, C. pectinata และ C. tansachana กลุ่มที่ 3 ประกอบดว้ย               
C. simplicipinna,  C. siamensis และ C. pranburiensis ในขณะที่การจดักลุ่มโดยใชชุ้ดขอ้มูลของ 
EcoRI-HpaII  พบวา่มีค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่ง  0.79-0.95  และค่า principal 
component ที่ 1, 2 และ 3 มีค่าเท่ากบั 11.59, 7.84 และ 6.47 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั ซ่ึงสามารถจ าแนก
ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม (ภาพที ่11 b)  ดงัน้ี กลุ่มแรกประกอบไปด้วย  C. chamaoensis, C. clivicola subsp. 
clivicola, C. clivicola subsp. lutea, C. elephantipes และ C. edentata กลุ่มที ่2 ประกอบดว้ย 
C. tansachana เพยีงชนิดเดียว กลุ่มที่ 3 ประกอบดว้ย C. nongnoochiae, C. pectinata และ 
C. pranburiensis กลุ่มสุดทา้ยประกอบดว้ย C. simplicipinna และ C. siamensis 
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                                (a)                                                                (b) 
ภาพที ่11  การจดักลุ่มปรงทั้ง 66 ตวัอยา่งโดยวธีิ PCA โดยใชข้อ้มูล EcoRI-MspI (a)  และ             

EcoRI -HpaII (b) 
 

เม่ือน าผลการจดักลุ่มจากทั้งส่วนของ nucleotide polymorphism และ methylation 
polymorphism มาเปรียบเทียบกนัพบวา่ ทั้ง C. chamaoensis, C. clivicola subsp. clivicola,                
C. clivicola subsp. lutea, C. elephantipes และ C. edentata ยงัคงอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัสอดคลอ้งกบั
การศึกษาของฐิติ (2549) ที่จดั C. chamaoensis, C. clivicola subsp. clivicola, C. clivicola subsp. 
lutea และ C. elephantipes ไวใ้นกลุ่มเดียวกนั ยกเวน้ C. edentata ที่จดัอยูอี่กกลุ่มหน่ึง เช่นเดียวกบั
กบัการศึกษาของ สจี (2547) และที่เป็นที่น่าสงัเกตวา่ในการศึกษาคร้ังน้ี  แม ้C. edentata จะจดัอยู่
ในกลุ่มน้ี แต่ก็กระจายตวัอยูห่่างจากปรงชนิดอ่ืนๆ ในกลุ่มเดียวกนั ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบลกัษณะที่
แตกต่างและสงัเกตไดช้ดัเจนของ C. edentata กบัปรงชนิดอ่ืนๆ พบวา่ C. edentata  นั้นเป็นปรง
ทะเล มีถ่ินทีอ่ยูต่ามแนวชายฝ่ัง ส่วนปรงชนิดอ่ืนๆ ที่ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มน้ีลว้นอาศยัอยูต่ามภูเขาที่ใช้
น ้ าจืดในการเจริญเติบโต 

 
อยา่งไรก็ตามมีการจดักลุ่มบางส่วนที่เกิดจากความแตกต่างของการเติมหมู่เมธิล ที่

แตกต่างกนัออกไปจากการจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูลภาวะพหุสณัฐานของล าดบันิวคลีโอไทดเ์ช่น  
C. tansachana  ถูกจดักลุ่มรวมกบั C. pectinata และ C. nongnoochiae ในการจดักลุ่มโดยใชชุ้ด
ขอ้มูล EcoRI-MspI ในขณะที่การจดักลุ่มโดยใชชุ้ดขอ้มูลของ EcoRI-HpaII  และการจดักลุ่มโดย
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ชุดขอ้มูล nucleotide polymorphism นั้นใหผ้ลเหมือนกนัคือ C. tansachana แยกออกมาเพยีงชนิด
เดียวเป็นกลุ่มเด่ียว ในขณะที่การจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูล nucleotide polymorphism นั้น                     
C. pranburiensis, C. pectinata, C. nongnoochiae, C. siamensis และ C. simplicipinna ถูกจดัอยูใ่น
กลุ่มเดียวกนั แต่เม่ือวเิคราะห์ผลร่วมกบัการใชชุ้ดขอ้มูล EcoRI-MspI  และชุดขอ้มูลของ 
 EcoRI-HpaII ในการจดักลุ่มพบวา่สามารถแยกกลุ่มยอ่ยลงไปอีกระดบัหน่ึงโดยที่ C. siamensis,                    
C. simplicipinna ยงัคงถูกจดัอยูด่ว้ยกนั และ C. pectinata และ C. nongnoochiae ก็แยกออกเป็นอีก
กลุ่มหน่ึง ยกเวน้ C. pranburiensis ที่ไปรวมกลุ่มกบั C. siamensis  และ C. simplicipinna เม่ือใชชุ้ด
ขอ้มูล EcoRI-MspI  แต่กลบัมารวมอยูก่บั กลุ่มของ C. pectinata และ C. nongnoochiae เม่ือใชชุ้ด
ขอ้มูลของ EcoRI-HpaII ผลจากการศึกษาบ่งช้ีวา่ปรงแต่ละชนิดมีรูปแบบการเติมหมู่เมธิลที่จ  าเพาะ 
โดยเม่ือเปรียบเทียบผลการจดักลุ่มโดยใช ้methylation sensitive polymorphism พบวา่การจดักลุ่มมี
ความแตกต่างจากการใชข้อ้มูลสองชุด เม่ือพจิารณาผลการจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูล nucleotide 
polymorphism และ methylation polymorphism พบวา่ปรงส่วนใหญ่จะถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัใน
การจดักลุ่มทุกรูปแบบ แต่ในปรงบางชนิดมีความแตกต่างในการจดักลุ่ม ผลการทดลองบ่งช้ีวา่
รูปแบบของการเติมหมู่เมธิล อาจมีรูปแบบการเปล่ียนแปลงที่เป็นอิสระกบัการเปล่ียนแปลงของ
ล าดบันิวคลีโอไทด ์ซ่ึงอาจมีส่วนร่วมในกระบวนการเกิดววิฒันาการของปรง 
 
5.  การวิเคราะห์รูปแบบแถบดีเอ็นเอและปริมาณการเติมหมู่เมธิลระหว่างเพศของปรงแต่ละชนิด 

 
ระดบัของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอในปรงที่ศึกษาโดยค านวณจากเคร่ืองหมาย MSAP 

จ านวน 720 เคร่ืองหมาย จะอยูใ่นช่วง 36 – 58 เปอร์เซ็นต ์ค่าเฉล่ียของเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิล
ใหดี้เอ็นเอในปรงเพศผูแ้ละเพศเมียเท่ากบั 43.48 และ 43.75 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั ปรงที่มี
เปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอในเพศผูม้ากกวา่เพศเมียประกอบดว้ย C. chamaoensis,        
C. edentata, C. elephantipes, C. clivicola subsp. lutea, C. pectinata, C. siamensis ในขณะที่ปรงที่
มีเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอในเพศผูน้อ้ยกวา่เพศเมียประกอบดว้ย C. clivicola subsp. 
clivicola, C. nongnoochiae, C. pranburiensis, C. simplicipinna and C. tansachana อยา่งไรก็ตาม
เม่ือเปรียบเทียบกบัเปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ ระหวา่งปรงเพศผูแ้ละเพศเมีย
ภายในชนิดเดียวกนั (ตารางที่ 12 และ ภาพที่ 12) ค่าที่ไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัที่ค่า P-value 
= 0.05 ซ่ึงหมายความวา่เปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลนั้นไม่ใช่ปัจจยัที่ส าคญัต่อการก าหนดเพศ
ของปรง ซ่ึงเปอร์เซ็นตด์งักล่าวมีผลต่อการก าหนดเพศของส่ิงมีชีวติบางชนิดเช่น mealy bug 
(Mohan and Chandra, 2005) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Kunachowicz et al. (2001) ที่พบวา่ใน
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Chara tomentosa เพศเมียจะมีการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนประมาณ 5.9 เปอร์เซ็นต ์ในขณะที่
ตน้เพศผูจ้ะมีมากกวา่โดยสูงถึง 9.1 เปอร์เซ็นต ์

 
เม่ือน าขอ้มูลของรูปแบบการเติมหมู่เมธิลไปค านวณค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่ง

เพศของปรงแต่ละชนิดตามวธีิของ Sneath and Sokal (1973) เพือ่ตรวจสอบวา่รูปแบบของการเติม
หมู่เมธิลในปรงทั้งสองเพศมีความเหมือนกนัหรือไม่ ผลจากการศึกษาพบวา่ปรงทั้งสองเพศในทุก
ชนิดมีรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอเหมือนกนัอยูใ่นช่วงประมาณ 55.3 ถึง 72.8 
เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่รูปแบบของการเติมหมู่เมธิลประมาณ 30 เปอร์เซ็นต ์มีความแตกต่างกนัในปรง
ทั้งสองเพศ (ตารางที่ 13) 
 

โดยปกติแลว้ในจีโนมของพชืจะมีการเติมหมู่เมธิลใหก้บัเบสไซโทซีน ซ่ึงเป็นที่ทราบดีวา่
การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอนั้นมีบทบาทต่อกระบวนการท างานของพชือยา่งเป็นระบบ เช่น 
เก่ียวขอ้งกบัการยบัย ั้งการเคล่ือนที่ของ transposon ควบคุมการท างานของยนี และกระบวนการเกิด 
genomic imprinting (Gehring and Henikoff, 2007) การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอยงัเป็นปัจจยั
ส าคญัในการพฒันาของพชืทั้งในส่วนของการสร้างเซลลสื์บพนัธุแ์ละการพฒันาของเอ็มบริโอ 
(Xiao et al., 2006; Takeda and Paszkowski, 2006; Viejo et al., 2010) ความแตกต่างของรูปแบบ
ของการเติมหมู่เมธิลระหวา่งปรงทั้งสองเพศอาจจะพบในส่วนของยนีและโครโมโซม จาก
การศึกษาทางดา้นพนัธุศาสตร์ของเซลลเ์กี่ยวกบัรูปแบบการเติมหมู่เมธิลของ Melandrium album 
ในเซลลข์องเพศผูพ้บวา่มีสญัญาณของ 5-mC บนแขนขา้งสั้นของโครโมโซม X ในขณะที่ไม่พบ
สญัญาณการเติมหมู่เมธิลบนโครโมโซม Y ในระดบัที่มากนกั (บ่งช้ีวา่มีความเป็น euchromatin 
มากกวา่) ส่วนในเซลลข์องตน้เพศเมียพบรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลแบบจ าเพาะในโครโมโซม X
เพยีง 1 โครโมโซม ในขณะที่โครโมโซม X อีก 1 โครโมโซม สามารถตรวจพบ 5-mC ที่ติดฉลาก
โดยรวมอยูใ่นระดบัสูง (Siroky et al., 1998) 
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ตารางที่ 12  ค่าเฉล่ียจ านวนแถบดีเอ็นเอของปรงแต่ละชนิด และเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอระหวา่งเพศของปรงทั้ง 10 ชนิด 

ชนิดปรง 

จ านวนแถบดีเอ็นเอ เปอร์เซ็นต ์
hemi-methylation 
(% รูปแบบท่ี 2) 

เปอร์เซ็นต ์
full-methylation  
(%รูปแบบท่ี 3) 

รวมเปอร์เซ็นตก์าร
เติมหมู่เมธิล              

(% รูปแบบท่ี 2+3) 
รูปแบบท่ี 1 รูปแบบท่ี 2 รูปแบบท่ี 3 รวม 

เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย เพศผู ้ เพศเมีย 
C. chamaoensis 295.7 291.0 53.7 71.3 127.7 104.7 477.0 467.0 11.26 15.28 26.76 22.41 38.02 37.69 
C. clivicola subsp. 
 clivicola 326.3 318.3 60.7 51.0 124.7 153.0 511.7 522.3 11.86 9.77 24.36 29.29 36.22 39.06 
C. edentata 287.3 259.7 78.7 69.7 142.0 128.3 508.0 457.7 15.49 15.22 27.95 28.04 43.44 43.26 
C. elephantipes 322.3 339.0 69.0 64.3 138.7 140.0 530.0 543.3 13.02 11.84 26.16 25.77 39.18 37.61 
C. clivicola subsp. 
 lutea 321.7 336.7 70.7 73.3 125.3 116.3 517.7 526.3 13.65 13.94 24.21 22.10 37.86 36.04 
C. nongnoochiae 303.0 294.7 61.7 64.7 155.3 163.7 520.0 523.0 11.86 12.37 29.87 31.29 41.73 43.66 
C. pectinata 281.3 290.0 64.7 69.0 170.0 162.0 516.0 521.0 12.53 13.25 32.95 31.09 45.48 44.34 
C. pranburiensis 204.3 197.3 80.0 57.3 184.0 218.0 468.3 472.7 17.08 12.4 39.29 46.12 56.37 58.52 
C. siamensis 221.0 215.0 77.0 87.0 177.0 149.0 475.0 451.0 16.21 19.29 37.26 33.04 53.47 52.33 
C. simplicipinna 248.7 241.3 79.0 81.0 147.7 140.3 475.3 462.7 16.62 17.51 31.07 30.33 47.69 47.84 
C. tansachana 312.0 306.0 61.0 79.7 137.7 131.7 510.7 517.3 11.94 15.4 26.96 25.45 38.90 40.85 
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ตารางที่ 13  ค่าเฉล่ียของค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมของรูปแบบการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ
ระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมียของปรงทั้ง 10 ชนิด 

 

ชนิดปรง 
ค่าเฉล่ียความเหมือนของ
รูปแบบการเติมหมู่เมธิล 

(%) 

ค่าเฉล่ียความแตกต่าง
ของรูปแบบการเติมหมู่

เมธิล (%) 
1. C. chamaoensis 62.9 37.1 
2. C. clivicola subsp. clivicola 66.2 33.8 
3. C. edentata 67.3 32.7 
4. C elephantipes 70.5 29.5 
5. C. clivicola subsp. lutea 70.6 29.4 
6. C. nongnoochiae 69.7 30.3 
7. C. pectinata 63.5 36.5 
8. C. pranburiensis 65.1 34.9 
9. C. siamensis 55.3 44.6 
10. C. simplicipinna 63.4 36.6 
11. C. tansachana 72.8 27.2 
 

 
 
ภาพที่ 12  กราฟเสน้เปรียบเทียบการเติมหมู่เมธิลระหวา่งเพศของปรง 10 ชนิด
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6.   การวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่เกี่ยวข้องกับเพศ 
 

จากการสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค MSAP  กบัปรงทั้ง 11 ชนิด โดยเลือกคู่ไพรเมอร์ 
ทั้งหมด 14 คู่ไพรเมอร์ ดงัน้ี E1/HM1, E2/HM3, E2/HM4, E3/HM3, E3/HM4, E5/HM2, E5/HM3, 
E5/HM5, E5/HM8,  E6/HM4, E7/HM3,  E7/HM4, E8HM1 และ  E8HM8  คดัเลือกรูปแบบของ
แถบดีเอ็นเอที่น่าจะมีผลตอ่เพศในปรง โดยจะคดัเลือกจากแถบดีเอ็นเอที่พบเฉพาะเพศใดเพศหน่ึง
ทั้ง 3 แถบ และไม่พบในอีกเพศหน่ึง หรือเป็นแถบดีเอ็นเอที่มกัพบในเพศใดเพศหน่ึงมากกวา่ ซ่ึง
จากการสร้างลายพมิพดี์เอ็นเอของปรง โดยใชไ้พรเมอร์ทั้งหมด 14 คู่น้ี พบวา่มีแถบดีเอ็นเอที่
แตกต่างระหวา่งเพศในปรงทั้งหมด 8 ชนิดจาก 10 ชนิด และมีเพยีง  5 คู่ไพรเมอร์เท่านั้นที่พบแถบ
ดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศ ดงัแสดงในภาพที่ 13-17 โดยแถบดีเอ็นเอที่พบความต่างระหวา่งเพศ
นั้นจะพจิารณาจากรูปแบบที่พบเฉพาะในเพศใดเพศหน่ึง หรือที่มีรูปแบบใกลเ้คียง โดยรูปแบบที่
น่าจะเก่ียวขอ้งกบัเพศทั้งหมด 6 รูปแบบ แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มที่เพศผูเ้ติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ
มากวา่เพศเมีย จ  านวน 25 ต  าแหน่ง และกลุ่มที่เพศเมียเติมหมู่เมธิลมากกวา่เพศผู ้34 ต  าแหน่ง รวม 
59 ต  าแหน่ง ดงัตารางที่ 14  จากนั้นเลือกตดัแถบดีเอ็นเอเพือ่น าไปโคลนและหาล าดบันิวคลีโอไทด ์ 
 
ตารางที่ 14  จ  านวนรูปแบบการเติมหมู่เมธิลที่จ  าเพาะต่อลกัษณะเของปรงที่ศึกษา  
 

รูปแบบการเติมหมู่เมธิล ลกัษณะของการ
เติมหมู่เมธิล จ านวน EcoRI/HpaII EcoRI/MspI 

M1 M2 M3 F1 F2 F3 M1 M2 M3 F1 F2 F3 เพศผู ้ เพศเมีย 
1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 no hyper 1 
1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 hemi hyper 11 
0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 full hyper 22 
0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 hyper no 3 
0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 hyper hemi 5 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 hyper full 17 
            Total 59 

       
หมายเหตุ รูปแบบของแถบดีเอ็นเอประกอบไปดว้ยเลข 12 ตวัแบ่งเป็น 4 ชุด ชุดละ 3 ตวั ตวัเลข 1

และ 0 ในช่อง EcoRI-HpaII และ EcoRI-MspI หมายถึงปรากฎแถบดีเอ็นเอ (1) และไม่
ปรากฎแถบ ดีเอ็นเอ (0)  
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ภาพที่ 13  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ  C. edentata, C. elephantipes และ C. clivicola subsp. lutea จาก

เทคนิค MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E3/HM3 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วาม
ต่างระหวา่งเพศของ C. clivicola subsp. lutea (C2) มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 000 111 111 
111 ) 

 
 
 
 
 
 
 
 

C2 

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 19 20  21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 25 26 27 28  29 30 

      C. edentata                   C. elephantipes                       C. clivicola subsp. lutea 
             M                      H          M                       H                     M            
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ภาพที่ 14  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. nongnoochiae, C. pectinata และ C. pranburiensis  จากเทคนิค 

MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E1/HM1 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามต่าง
ระหวา่งเพศของ C. nongnoochiae (C3, C4) มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 111 000 111 000) 

 
 
 
 
 
 
 
 

C3 C4 

 31 32 33 34 35 36 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 

                  C. nongnoochiae            C. pectinata             C. pranburiensis 
   H     M               H               M              H 
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ภาพที่ 15  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. nongnoochiae, C. pectinata และ C. pranburiensis  จากเทคนิค 

MSAP โดยใช ้ไพรเมอร์ E3/HM3 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามต่าง
ระหวา่งเพศของ C. pectinata มีรูปแบบแถบดีเอน็เอ 111 000 111 100 (C6), มีรูปแบบ
แถบดีเอ็นเอ 111 000 000 000 (C7)  

 
 
 
 
 
 
 

 31 32 33 34 35 36 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41  42 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 

                  C. nongnoochiae            C. pectinata             C. pranburiensis 
   H     M               H               M              H 

C6 

C7 
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ภาพที่ 16  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. pranburiensis, C. siamensis  และ C. simplicipinna จากเทคนิค 

MSAP โดยใชไ้พรเมอร์ E3/HM3 (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามต่าง
ระหวา่งเพศของ C. siamensis (C10) มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 111 111 111 000  และ       
C. simplicipinna (C11) มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 111 000 111 000)  

 
 
 
 
 
 

C11 

C10 

43  44 45  46 47 48 49  50  51 52  53 54  49 50  51 52 53  54 55  56 57 58  59 60  55 56  57 58 59  60 

       C. pranburiensis                C. siamensis                                   C. simplicipinna 
              M                         H                        M      H                          M 
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ภาพที่ 17  ลายพมิพดี์เอ็นเอของ C. tansachana จากเทคนิค MSAPโดยใชไ้พรเมอร์ E3/HM3 (ก) 

และ E5/HM2 (ข) (กรอบส่ีเหล่ียมแสดงแถบดีเอ็นเอที่ใหค้วามต่างระหวา่งเพศของ                       
C. tansachana  C13 มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 111 000 111 000, C17 มีรูปแบบแถบ             
ดีเอ็นเอ 111 000 000 000 และ C18, C19 มีรูปแบบแถบดีเอ็นเอ 000 111 000 111) 

 
 

       61  62  63  64  65  66   61 62 63  64   65  66 

                C. tansachana 
            H      M  

18, 19 

  C17 

(ก) (ข) 

        61   62  63  64   65  66   61  62   63  64   65  66 

                C. tansachana 
            H      M  

  C13 
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น าแถบดีเอ็นเอที่พบความแตกต่างระหวา่งเพศของปรงที่ไดค้ดัเลือกไวท้ั้งหมด 16 แถบ 
ประกอบดว้ย Cycas clivicola subsp. clivicola จ  านวน 1 แถบ C. clivicola subsp. lutea จ  านวน 1 
แถบ C. elephantipes จ านวน 1 แถบ C. nongnoochiae จ  านวน 2 แถบ C. pectinata จ  านวน 3 แถบ 
C. pranburiensis จ  านวน 1 แถบ C. siamensis จ  านวน 1 แถบ C. simplicipinna จ  านวน 4 แถบ และ 
C. tansachana จ  านวน 5 แถบ มาหาล าดบันิวคลีโอไทด ์แถบละ 2-3 โคลน รวมทั้งหมด 40 โคลน 
ไดล้  าดบันิวคลีโอไทดท์ั้งหมด 19 แบบ โดยมีล าดบันิวคลีโอไทดจ์ากปลาย 5′-3′ ดงัต่อไปน้ี 

 
>C1 
TAATTCGCAAGAGAATAAATTTCATGGCAAGTGACGCCCTTCCAATCGTTCGGCGCA
CGTGATAGACTTACGTAACGACGACGTCATGCTCTCCACGTCACGCGGGGTTGCCAC
GTCCGCTATAAAACAATTGCATAGAATGCGGATCTGGACGGGTGGTAAAAATTAATT
AATTAATTCATTAAGCCAGCCTGGGCATCACCGCGATTTGCCGCGGATTCCGCG 
 
>C2 
TGACTGCGTACCAATTCACTATTCTAAGGGTGACTTTGATTCTCTTCAACAATGATTG
CAACAAATTGATCAAACTCAAGGACTGTTATCTGCCGTCAGACTAAGTAAGAGAATG
GAGAATAATTACCGCAAAGCACAGCACAATCCTAACATGAAGAATGGATCTTCAGCC
TTGTGTTCTGGAAGTGGAAGACTCAATGCTTTGGAACAATGGAAATTCTTTTAAAATG
CTCAATAAAATTGCAAATTTTAGGTCAAATTTCTTCGCTGGATAGATGTACGCCCCAT
CCTGAGTTCTTCCTTTTCCTTTTTTTCCAACTATATTATGGTCGAATAGCCATTGTATC
CATCAAATTCACCAAGGACTAGCTGCCAAGTCGCCCCGTCACTAGTGGTAAAGGAAA
GAATAATCCCAAAGCTGGAATTGTATCGGACCCAATAACGTAAATTATGGGAACCGA
GCAGGACTCATGAT 
 
>C3 
CTATCGTCTTCAACATCACAATTTTTATATCTCAAATATTCCACGTGGCACCGAGACC
ATCGTGGGATGTCCCTGGCAGACACCGTTGGCTCGTATTAGATTTTAGTGCCTAGAGT
CATAAAAATAGAATTAAAAATAAGAATGAGGCGGCTCTCGGTGTACGAAAGACATT
GAATTAATGTGTGCTGGATAAGGCCTTC 
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>C4 
GACCTGGCAAAAAGAGCGCTAACTCTTCGTAATCTCCAAAGGCGGAGCATATTATGA
AAACCAAATACTTGACTTTTGCTTCGTTTCCCTGAAATTATTAAATAGATAAGCTCGG
ACGGCATTGTTGATGCCACATCTAATATGAACGATCTGGAAACGTACCTGCAACATC
AAATATGGCAAATGAGTAAGACTCAGG 
 
>C5 
CTCATCGAGTTAAAAGGACAAAAATTTAAAAGGTATTGAAACTGCAATAATAAAGTG
CTGAAAAGTGATAACGTAAATAATAAATGCCAAATTAAACAATGACGGAAAGCACG
CCAATGATAATCAAAGGCTGCAATAAATCGCAAATACATAGAGAGACACAAATCCA
ATACGGAATGCAATAAATGATAGACGCAGATCGCAAATATATAATGACGTGCACAA
AGCCGTAATAAAGAGAATGCAGAACGGCATAATCAAATGAATATATAGAAACGCA 
TAGATAATCAAGAGCAGCAGATTAGAATGAATCAAAGTGATCAAATACATGAAGGA
CTGA 
 
>C6 
CTCATCGAGTTAAAAGGACAAAAATTTAAAAGGTATTGAAACTGCAATAATAAAGTG
CTGAAAAGTGATAACGTAAATAATAAATGCCAAATAAAACAATGACGGAAAGCACG
CCAATGATAATCAAAGGCTGCAATAAATCGCAAATACATAGAGAGACACAAATCTA
ATACGGAATACAATAAATGATAGACGCAGATCGCAAATATATAATGACGGGCACAA
AGCCGTAATAAAGAGAATGCAGAACTGCATAATCAAATGAATATATAGAAACGCAT
AGATAATCAAGAGCAGCAGATTAGAATGAATCAAAGTGATCAAATACATGAAGGAC
T 
 
>C7 
CTGGAAATGCGGACGTACATTGACACCTGCAACGAAGATTCGCCTCGGACAAGTTTT
ATTTCCCATTTATGAGAAGGGATGTGCATCAATTCTGCGCCTCACCTACCTTCTTAAA
TACCCACCTCATCCGCATCTTTAAATTTGGTTCGATGGAAGGCTGCCTTAAATCCAAG
TCAGCCAGGATACGTTTGTAAGAGCTTTAGAGCACGGTCACATGGAGGAAACATTAA
ATTTTCTATCAGTTTGACAATTATTACATTTGTTTCTGTTACCCTTTCTGTTACGTGAC
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AGGAGGGCAATGCACTCGTAAGAATTAATATATTTCAAAAAATGTGAGTTTACATTT
GGA 
 
>C8 
CCTATCCGCGAGCGACAGTCGTCCATCACGAGCACAACGGCATCCTCGAGCTCAATA
AATCGTCCCAGCATCACCAACATGTCTTCTACCTCGAGTGTTCACGACCTCAATCGTC
GTCCATCATTAGCCAATTCGTTGGACGCAAAATCGCGGCTCAACCCCATGACGCCGT
CCATGTCTAGTCAAAAGGCCAGAGACGACTCTCTGACTCCCACCGTGAGTGCGACTA
CTGCCTCTACCAGCGGCAGAAGGCCTAGCGACGCGGCACTGGCAGCTGCAATCACTC
CAGAAAGTATGACGACGAAGCCCAAGTCGAACAGACGCAGCTT 
 
>C9 
GAATGCCAAAGGGGGGTTCCGTCAGTAACGGCGTGATTGATCGTCAATCCGATGCCA
ATCCCGTCTCTCATCTTCGTCGCCTGCACAGCCAGCAACGGAAGGAAGTGTCCGTCA
TAATTGACAGCGCCGTCCAGTGCGAACAGCTGGCGAATGACGGCTGCCATGTCTTCC
GTTTCAATTTCTGCTAGACAGACGTCTTCACTAGCGGAAGCTTCAATGAAATCCACTC
CTACATCGTTGCAGTCCACATATACAACGCCATCTTCTTCCGAAGTAATCAGC 
 
>C10 
TATGTTTAGATATAATGGAGATGCTTTACACATTCCTCTCTAATGTAGTAGCATGTGA
TGATTCTAGTATCAATCTTGTTGATTGTTTTTGATCATTTATAGACATTGTGTAATTTT
GTTTCATTTTCATTTCTTGTTTGGGGTTTATTCATTTTGGTTTAATAATGTAGTTTATAA
TGGTATTGCAAACATTTGGTCACCATTTAAATTGTTCAAGATAAGTTAGTTAAATGAA
CTTCATAGGCGCTTTATTGTTTTAAAACTATGAGAATGCATAATATACAACGTTGGTC
TTTCTTTGTTGCTATAGATAGTGTTCATTTTTTAAGCACTTGTGTGCAATTATGTTGAA
TTTTGTTGTATTATAGGGAGATATTCTTGAAGACCCAGCTAATGAACCACAAAAGGA
TATGTATGTGATGACTGTGGATCCAGAGGATGCACCAAAT 
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>C11 
TGACTGCGTACCAATTCACTCACCTACAAAAGCTAATTGACCGCTGGAGTCCAATGT
CATGCATGATATCTAAAGTCCCTGATGAAGAGGACAGTTCAAACCAACAAGACAGAT
GGCATAGCCAATCCCGAGGTAGAAACAACTCCAGAAACAATAGATTTTCAATGCAA
AAGAGGGCCTCACCATCACCACAAAAACAGCCACCAGTCCAGAGAGTGAAAAAGCA
CAAAAACCAGAGACCACACAGAATCATGTCCCAGTCATTGTGGAACCGAGCAGGAC
TCATGATA 
 
>C12 
CTCATTGAGTTAAAAGGACAAAAATTTAAAAGGTATTGAAACTGCAATAATAAAGTG
CTGAAAAGTGATAACGTAAATAATAAATGCCAAATAAAACAATGACGGAAAGCACG
CCAATGATAATCAAAAGCTGCAATAAATCGCAAATACATAGAGAGACACAAATCCA
ATACGGAATGCAATAAATGATAGACGCAGATCGCAAATATATAATGACGTGCACAA
AGCCGTAATAAAGAGAATGCAGAACGGCATAATCAAATGAATATATAGAAACGCAT
AGATAATCAAGAGCAGCAGATTAGTATGAATCAAAGTGATCAAATACATGAAGGAC
TGA 
 
>C13 
CTGGAAATGCGGACGTACATTGACACCTGCAACGAAGATTCGCCTCAGACAAGTTTT
ATTTCCCATTTATGAGAAGGGATGTGCATCAATTCTGCGCCTCAGCTACCTTCTTAAA
TACCCACCTCATCCGCATCTTTAAATTTGGTTTGATGGAAGGCTGCCTTAAATCCAAG
TCAGCCAGGATACGTTTGTAAGAGCTTTAGAGCACGGTCACATGGAGGAAACATTAA
ATTTTCTATCAGTTTGACAATTATTACATTTGTTTCTGTTACGTGACAGGAGGGCAAT
GCACTCGTAAGAATTAATATATTTCAAAAAATGTGAGTTTACATTTGGA 
 
>C14 
ACAAAGTTTCGCAGAAGGGTATCCGCCTACGTAGTGGACTGGAAAGATTCGAAAAAT
CTAGGCTCCCAGGATCGAACTCCGGCCTCGACAATAAGGCGGTTAAGCCACGGGGAT
GGGAGAAGAGGTTCTGTGAAGTGAATGACACTGCACTGCAACACTTCACTAAGATGG
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TTTTCTCTGTGAAGAACGGGAAAGAAAGGGACTACAGAATGCAGTGGCAATGACAC
AGGGATGTGGCCAAG 
 
>C15 
CTCCCGTATACCCCACAATAAAATGCAATTGCTGAAAGAAAGAATCGTACCATGATG
GAGATGGCAAGGTGCATTCTAAAAACTTGCAACTGATGTTTTAGGCAGAAGTTGTGG
CAACTACTGTTTATATTTTGAATTGGGCACCCACCCAGGTAGTTCGTAGTATGACCCC
CGAAGTGAAAT 
 
>C16 
CACAGCAGCAGCAACAATGGCAAGCACAGACACAATCAAGGAGAATGCTAAGTGAT
AGAGGTGGCAGTTCATATCAAAGTGGAGAAGGTGGACAGAACCATGGTAAAATGGG
ATTGGGAAGGAGTGGACATGGGCAGGGTATGAGTGGTAGAGGACAAGTGGGGCAAG
GAAGAGGTCGAGCAGGCATGGGTGGAAAAAACATGGGAGGAGTTGGAGGAGGTTCT
TATGGGCAAGGGT 
 
>C17 
CCAAACCCTTTTCCTTACATAAGGATGTCAAAAGATCCACAACAAGGTAAAAGGTCA
AGGAGATGTGAATTAGAGTCTCATACATATAAAAGGTGGGAGGCAGTTGGTATTATT
GAGACTTTGGGCGAGTCACTTGGTATTGGTATTAACGAGAGTCTCCATTGTTGAACCC
CAAAAGATGTTGATCTTGTAGTCAACCAATATCAAGAGAATAGAGCGGTTGGAATTG
GCGGGGCATATATTTATAATGAAGTAATATTTTTATAGTAAAGCGGCGGCCATGGGA
T 
 
>C18 
AGGGATTTCTGGCCATAATTTCTGCAGAGTTTAATTGATTACCTTCATAAAGATTGCG
TCTGCTGAGGGTATACGCTCGAACATGTTGCCGCCCACATGCTCCACTCCTGAAATAT
ATTGGGAGCCGCGGAATTAGTTTGGATTATATATTGATACTGAGAAGAAGGGGAATT
ATATACAGAGACGG 
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>C19 
AGCTTACACAATGATCCTTCTTATTTCACAGAACAAATCGAGCGCGCGCTTCTGAGTA
CTGTAGTTCAAGGCGACTTCCGAGATTGAAGAAAGATTACAAACGCCCTTCTCATCC
TGCCTCACTCCATTGAAGCTGCAGGATGCATACGCAACAATCAGATGCAGATGAAAT
GTGAGCGCACTGTATGG 
 

ล าดบันิวคลีโอไทดท์ั้ง 19 แบบน้ีสามารถจดัจ าแนกไดเ้ป็นสองกลุ่มใหญ่ตามรูปแบบของ
ปริมาณการเติมหมู่เมธิลไดแ้ก่ รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่เพศผูมี้ปริมาณการเติมหมู่เมธิลนอ้ยกวา่เพศ
เมีย (female hypermethylation) และกลุ่มที่สองคอืกลุ่มที่รูปแบบแถบดีเอ็นเอของเพศผูมี้ปริมาณ
การเติมหมู่เมธิลมากกวา่เพศเมีย (male hypermethylation) ช้ินดีเอ็นเอของกลุ่มที่เพศผูมี้ปริมาณการ
เติมหมู่เมธิลมากกวา่เพศเมียประกอบดว้ย C1, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C11, C12, C13, C14, C16, 
และ C17 ส่วนช้ินดีเอ็นเอของของกลุ่มที่เพศผูมี้ปริมาณการเติมหมู่เมธิลนอ้ยกวา่เพศเมีย
ประกอบดว้ย C2, C9, C10, C15, C18 และ C19 เม่ือน าขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดท์ีไ่ดไ้ป
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล NCBI เลือก program BLAST (basic local alingememt search 
tools) ไดผ้ลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูลดงัตารางที่ 15   

  
ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บัฐานขอ้มูล NCBI พบวา่ส่วนใหญ่ไม่ตรงกบั

ล าดบันิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูลซ่ึงอาจจะมาจากสาเหตุส าคญั 4 ประการคือ 1) ขอ้มูลล าดบันิวคลี
โอไทดข์องปรงสกุล Cycas ยงัมีอยูไ่ม่มากนกัจึงท าใหย้ากต่อการระบุความเหมือนของล าดบันิวคลี
โอไทดท์ี่ได ้2) ช้ีนดีเอ็นเอที่ไดม้าจากการเพิม่ปริมาณดว้ยเทคนิค MSAP มีลกัษณะที่คลา้ยคลึงกบั
แถบดีเอ็นเอที่ไดจ้าก AFLP คือช้ินดีเอ็นเอที่ไดจึ้งมีขนาดค่อนขา้งสั้น ท าใหอ้าจคน้หาความเหมือน
ของล าดบันิวคลีโอไทดไ์ดย้าก โดยเฉพาะในส่ิงมีชีวติที่ไม่ใช่ตน้แบบ (non-model organisms) 3) 
การเติมหมู่เมธิลในดีเอ็นเอนั้นมกัเกิดบริเวณที่ไม่ใช่ยนี หรือบริเวณหนา้ยนีซ่ึงเป็นส่วนควบคุมการ
แสดงออกของยนี ซ่ึงเป็นบริเวณที่มกัจะไม่พบในฐานขอ้มูล และ 4) ดีเอ็นเอที่ถูกเติมหมู่เมธิลนั้น
อาจอยูใ่นบริเวณที่เป็น heterochomatin ซ่ึงจะไม่พบในฐานขอ้มูล Zhang et al. (2008) สณันิษฐาน
วา่ การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอและการเกิดเฮเทอโรโครมาทินนั้นมีบทบาทส าคญัตอ่ววิฒันาการ
ของการเกิดโครโมโซมเพศในระยะแรก  
 

อยา่งไรก็ตามแถบดีเอน็เอหลายช้ินมีความเหมือนกบัยนีในส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืนเช่น C4 และ 
C8 ที่เป็นบริเวณที่เพศผูไ้ม่ถูกเติมหมู่เมธิลแต่เพศเมียเติมหมู่เมธิลแบบ hypermethylated                
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ล าดบันิวคลีโอไทดข์อง C4 มีความเหมือนกบั mRNA ของ Vicia faba ที่เก่ียวขอ้งกบั potasium 
channel ส่วน C8 นั้นมีความเหมือนกบัยนี SLFL1-Sf (S locus F-box gene with low allelic 
sequence Polymorphism) ของ Prunus mume และมีรายงานวา่ยนี SLFL1 นั้นน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการ
เพิม่ประสิทธิภาพการท าหนา้ที่ของการเกิดละอองเรณู หรือเป็น third molecule ในระบบ 
gametophytic self incompatability (GSI) (Matsumoto et al., 2008)  มีความเป็นไปไดว้า่เม่ือไม่มี
การเติมหมู่เมธิลที่ยนีน้ีส่งผลให้ยนีมีการแสดงออกและน าไปสู่การสร้างเซลลสื์บพนัธุเ์พศผูใ้น
ขณะที่เพศเมียจะมีการเติมหมู่เมธิลที่ยนีน้ี ซ่ึงอาจจะมีส่วนใหย้นีน้ีไม่แสดงออกในเพศเมีย 
นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่ potasium channel มีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของหลอดละอองเรณู 
(Mouline et al., 2002; Wu et al., 2011) 

 
  นอกจากน้ีล าดบันิวคลีโอไทด ์C10 ซ่ึงไม่มีการเติมหมู่เมธิลในเพศผูแ้ต่เติมหมู่เมธิลในเพศ
เมียแบบ full methylation นั้น ตรงกบั  cDNA  library  ที่มาจากแกมีโทไฟต ์เพศเมียของ Zamia 
vazquezii ซ่ึงเป็นยนีที่เก่ียวขอ้งกบัการสงัเคราะห์ arginosuccinate ส่วน C15 นั้นตรงกบั cDNA  
library  ที่มาจากแกมีโทไฟต ์เพศเมียของ Zamia vazquezii ส่วน C18 และ C19 ซ่ึงไม่มีการเติมหมู่
เมธิลในเพศเมียแต่เติมหมู่เมธิลในเพศผูน้ั้นล าดบันิวคลีโอไทดท์ีไ่ดมี้ความเหมือนกบั mRNA ของ 
ยนี  caffeic acid O-methyltransferase ของ Picea sitchensis และ cDNA 3' mRNA ที่ไดจ้าก ovule 
ของ Cycas rumphii ตามล าดบั  ซ่ึงขอ้มูลเหล่าน้ีแสดงให้เห็นวา่ การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอนั้น
อาจส่งผลหรือมีอิทธิพลต่อการแสดงออกของยนีระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมียที่ต่างกนั 
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ตารางที่ 15  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอ และรูปแบบการเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างระหวา่งเพศของปรงทั้ง 11 ชนิด และผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดก์บั
ฐานขอ้มูล NCBI 

 

ล าดบั
โคลนที่ 

ชนิดปรง ไพรเมอร์ 
ขนาด
(bp.) 

รูปแบบแถบดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเติมหมู่เมธิล 

ผลการ BLAST 
เพศผู ้ เพศเมีย 

C-1 C. clivicola subsp. clivicola E5-HM5 225 111000 000000 hemi hyper Unknown match 
C-2 C. clivicola subsp. lutea E3-HM3 475 000111 111111 full no Unknown match 
C-3 C. nongnoochiae E1-HM1 200 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-4 C. nongnoochiae E1-HM1 199 111000 111000 no hyper Vicia faba mRNA for 

potassium channel;                          
E- value = 0.052 

C-5 C. pectinata E3-HM3 241 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-6 C. pectinata E3-HM3 336 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-7 C. pectinata E3-HM3 345 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-8 C. pectinata E2-HM3 329 111000 111000 no hyper Prunus mume SLFL1-Sf gene 

for S locus F-box protein;         
E- value = 1.4 
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  ตารางที่ 15 (ต่อ) 
  

ล าดบั
โคลนที่ 

ชนิดปรง ไพรเมอร์ 
ขนาด
(bp.) 

รูปแบบแถบดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเติมหมู่เมธิล 

ผลการ BLAST 
เพศผู ้ เพศเมีย 

C-9 C. pranburiensis E2-HM4 282 000000 000111 hyper full Ricinus communis Anthocyanin 5 –
aromatic acyl transferase; E- value = 
0.008 

C-10 C. siamensis E3-HM3 449 111111 111000 no full Zamia vazquezii; cDNA library 
derived from female gametophytes; 
 E-value = 3e-22 

C-11 C. simplicipinna E3-HM3 290 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-12 C. tansachana E3-HM3 340 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-13 C. tansachana E3-HM3 343 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-14 C. simplicipinna E5-HM2 243 111000 000000 hemi hyper Unknown match 
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   ตารางที่ 15 (ต่อ) 
 

ล าดบั
โคลนที่ 

ชนิดปรง ไพรเมอร์ 
ขนาด
(bp.) 

รูปแบบแถบดีเอ็นเอ 
รูปแบบการเติมหมู่เมธิล 

ผลการ BLAST 
เพศผู ้ เพศเมีย 

C-15 C. simplicipinna E5-HM2 183 000000 111000 full hyper Zamia vazquezii: cDNA 
library derived from female 
gametophytes;                        
E-value = 3e-17  

C-16 C. simplicipinna E5-HM2 237 111000 000000 hemi hyper Unknown match 
C-17 C. tansachana E5-HM2 287 111000 111000 no hyper Unknown match 
C-18 C. tansachana E5-HM2 187 000111 000111 hyper no Picea sitchensis caffeic acid 

O-methyltransferase mRNA; 
E-value = 7e-12 

C-19 C. tansachana E5-HM2 189 000111 000111 hyper no Cycas rumphii cDNA 3',  
mRNA sequence from Cycas 
ovule (NYBG);                     
E-value = 8e-04  
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การศึกษาการจ าแนกเพศในปรงไดมี้การด าเนินการมาอยา่งยาวนาน ทั้งวธีิการทางเซลล์
พนัธุศาสตร์ และวธีิการทางโมเลกุล แต่ยงัไม่สามารถหาขอ้สรุปในการจ าแนกเพศของปรงไดอ้ยา่ง
ชดัเจนนกั (เมธานี, 2546; สจี, 2547; ฐิติ, 2549; Sangduen et al., 2007) อยา่งไรก็ตามผลการศึกษา
ของ Kanchanaketu et al. (2007) ไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่การเติมหมู่เมธิลในปรงเพศผูต้่างกบัปรงเพศเมีย 
และ Gorelick (2003) ยงัเสนอขอ้คิดเห็นเก่ียวกบัการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอวา่ การเติมหมู่เมธิล
ใหก้บัดีเอ็นเอนั้น อาจเป็นหน่ึงในปัจจยัที่ท  าใหก้ารเกิดรีคอมบิเนชนัระหวา่งโครโมโซมถูกขดัขวาง
หรือถูกยบัย ั้ง และน าไปสู่การเกิดโครโมโซมเพศในที่สุด  นอกจากน้ี Ma et al. (2004) พบวา่บริเวณ
รอบๆ ต าแหน่งที่เก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศของมะละกอ มกัจะเป็นบริเวณที่มีการยบัย ั้งการเกิดรี
คอมบิเนชนัมากกวา่ปกติ  

 
การศึกษาในคร้ังน้ีถึงแมว้า่เปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอไม่แตกต่างกนัแต่

แสดงให้เห็นวา่รูปแบบของการเติมหมู่เมธิลระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมียแตกต่างกนัประมาณ 30 
เปอร์เซ็นต ์เม่ือวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดข์องบริเวณที่มีการเติมหมู่เมธิลแตกต่างกนัในปรงทั้ง
สองเพศพบวา่ล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนใหญ่เม่ือน าไปเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทดใ์น
ฐานขอ้มูล NCBI นั้น ไม่ตรงกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล อยา่งไรก็ตามล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนก็มี
ความคลา้ยกบัยนีซ่ึงน่าจะมีความเก่ียวขอ้งกบักระบวนการพฒันาของระบบสืบพนัธุ ์ ถึงแมว้า่ล าดบั
นิวคลีโอไทดท์ีไ่ดอ้าจไม่ช่วยสนบัสนุนสมมติฐานในการทดลองเท่าไรนกั เน่ืองจากการทดลองคร้ัง
น้ีเป็นตรวจสอบการเติมหมู่เมธิลในปรงแต่ละพนัธุเ์พยีง 720 ต  าแหน่งเท่านั้น ซ่ึงอาจยงัไม่มาก
พอที่จะสรุปไดว้า่การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอจะไม่เก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศในปรง เน่ืองจาก
กระบวนการเติมหมู่เมธิลในพชืนั้นสามารถพบทั้งที่เบสไซโทซีนแบบ CpG, CpHpG  และ CpHpH 
โดยในการศึกษาคร้ังน้ีตรวจสอบเพียงการเติมหมู่เมธิลที่มีล  าดบัเบสแบบ CCGG เท่านั้น แต่ผลจาก
การทดลองคร้ังน้ีก็สามารถแสดงใหเ้ห็นวา่มีความแตกต่างของการเติมหมู่เมธิลในปรงทั้งสองเพศ
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแนวความคิดของ Osborne and Gorelick (2007) ที่เสนอวา่การกลบัเพศของปรงนั้น
เก่ียวขอ้งกบัการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ และเป็นที่ทราบกนัดีวา่สภาพแวดลอ้มมีผลกระทบต่อ
การเปล่ียนแปลงการเติมหมู่เมธิล จากรายงานการกลบัเพศของปรงในหลายๆ สภาวะการณ์เช่น การ
ตอ้งอยูใ่นสภาพที่มีแสงนอ้ย มีความกดดนัจากสภาพอากาศที่หนาวเยน็ และอยูใ่นสภาวะแหง้แลง้
รุนแรง ท าใหป้รงเพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผูไ้ด ้ (Osborne and Gorelick, 2002) ในการทดลองของ 
Wang et al. (2011) พบวา่ความกดดนัจากสภาวะแหง้แลง้ชกัน าใหก้ารเติมหมู่เมธิลในจีโนมของ
ขา้วเปล่ียนไปจากเดิมถึง 12.1 เปอร์เซ็นต ์นอกจากน้ียงัมีการศึกษาอีกมากมายที่แสดงใหเ้ห็นวา่
ความเครียดเน่ืองจากความหนาวเยน็ หรือการให้สารที่เป็น DNA demethylating agent อยา่งเช่น 5-
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azacytidine สามารถชกัน าใหเ้กิดการสร้างดอก หรือเขา้สู่สภาวะเจริญพนัธุเ์ร็วขึ้น (Kondo et al., 
2007; Horvath et al., 2002) 

 
 Osborne and Gorelick (2007) กล่าวถึงสภาพแวดลอ้มมีผลต่อการแสดงออกของเพศของ
ปรง ความกดดนัจากสภาพอากาศที่หนาวเยน็ท าใหป้ริมาณการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอนอ้ยลง 
สามารถท าใหป้รงเพศผูส้ร้างเซลลสื์บพนัธุเ์พศเมียได ้ในขณะที่เม่ือปรงไดรั้บความกดดนัเน่ืองจาก
สภาพแวดลอ้มที่แหง้แลง้จะกระตุน้ใหเ้กิดการเพิ่มปริมาณการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอส่งผลให้
ปรงเพศเมียสร้างเซลลสื์บพนัธุเ์พศผูไ้ดเ้ช่นกนั นอกจากน้ียงัมีรายงานวา่กระบวนการเติมหมู่เมธิลที่
เบสไซโทซีนมีความเก่ียวขอ้งกบัการส่งสญัญาณกระตุน้ใหเ้กิดการสร้างฮอร์โมนเพศในพืช (Grant, 
1999) ในปี ค.ศ. 2007 Moneger ไดศึ้กษาเก่ียวกบัการก าหนดเพศใน Silane latifolia ซ่ึงเป็นพชื
ตน้แบบที่ใชใ้นการศึกษากนัมากในปัจจุบนั โดยท าใหเ้กิดการขาดหายของโครโมโซม (deletion) ที่
โครโมโซม Y ผลการศึกษาพบวา่ที่โครโมโซม Y มีบริเวณที่เก่ียวเน่ืองกบัการก าหนดเพศ 2 บริเวณ 
บริเวณแรกท าหนา้ที่ยบัย ั้งการพฒันาไปเป็นอวยัวะสืบพนัธุเ์พศเมีย (suppression of female sex 
organ develpoment) ไดแ้ก่ capel และบริเวณที่สองเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาไปเป็นอวยัวะสืบพนัธุ์
เพศผู ้ไดแ้ก่ stamen โดยที่เน้ือเยือ่เจริญบริเวณตาดอกนั้นเร่ิมแรกจะพบจุดก าเนิดเของทั้งสองเพศ 
แต่เม่ือเร่ิมพฒันาเป็นอวยัวะ ในดอกเพศผูมี้เน่ือเยือ่เจริญที่จะพฒันาเป็นดอกเพศเมียเล็กกวา่อยา่ง
เห็นไดช้ดัและจากนั้น filament ก็ถูกพฒันาขึ้นมาแทนที่บริเวณของจุดก าเนิดอวยัวะเพศเมีย ใน
ท านองเดียวกนักบัตาดอกของเพศเมียพบวา่ช่วงแรกยงัคงมีการเจริญของ stamen  แต่จะสลายไป
อยา่งรวดเร็วแลว้แทนที่ดว้ยการสร้าง carpel แทน แสดงให้เห็นวา่ การพฒันาเป็นดอกเพศใดเพศ
หน่ึงนั้นขึ้นอยูก่บัการท างานของยนีที่อยูบ่นโครโมโซม Y วา่จะยบัย ั้งการพฒันาอวยัวะสืบพนัธุเ์พศ
เมียหรือไม่  
 

งานวจิยัน้ีช่วยสนบัสนุนความคิดเก่ียวกบัการก าหนดเพศโดยมีกระบวนการทาง 
epigenetics เขา้มาเก่ียวขอ้งนัน่ก็คอื การเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอน่าจะมีผลต่อการแสดงออกของ
ยนี จากการศึกษาของ Janousak et al., 1996 ที่กล่าววา่สามารถกระตุน้ใหต้น้ Silane latifolia เพศ
ผูส้ร้างอวยัวะสืบพนัธุข์องเพศเมียไดเ้ม่ือชกัน าดว้ยสารประเภท demethylating agent เช่น  5- 
azacytidine แต่ไม่สามารถชกัน าใหเ้กิดการกลบัเพศจากเพศเมียไปเป็นเพศผูไ้ดด้ว้ยวธีิน้ี กรณีน้ีช่วย
ยนืยนัไดว้า่ตน้เพศผูมี้ยนีที่ควบคุมการพฒันาอวยัวะสืบพนัธุข์องเพศเมียซ่ึงอยูบ่นโครโมโซม Y แต่
ในเพศเมียไม่มียนีส าหรับสร้างอวยัวะสืบพนัธุ์เพศผู ้ อีกนยัหน่ึงคือในตน้เพศผู ้มียนีที่ท  าหนา้ที่
ยบัย ั้งการสร้างส่วนประกอบของดอกเพศเมียโดยการเติมหมู่เมธิลใหก้บัยนีส าหรับการพฒันา
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ส่วนประกอบของดอกเพศเมียไว ้ และเม่ือมีการดึงหมู่เมธิลออก การพฒันาของดอกเพศเมียจึง
เกิดขึ้น จากขอ้มูลดงักล่าวช่วยอธิบายการกลบัเพศของปรงโดยใชก้ลไกการเติมหมู่เมธิลไดค้ลา้ยๆ 
กบัที่เกิดขึ้นใน Silane latifolia แต่ต่างกนัตรงที่กรณีการกลบัเพศของปรงนั้นสามารถกลบัไปมา
ระหวา่งเพศผูแ้ละเพศเมียได ้หรือกล่าวไดว้า่ ปรงน่าจะมี sex determining region อยู ่แต่อาจจะ
ไม่ไดอ้ยูบ่นโครโมโซม Y เน่ืองจากพบวา่มีเพยีง Cycas cercinalis เท่านั้นที่มีรายงานวา่พบ
โครโมโซม Y นอกจากนั้นปรงชนิดอ่ืนๆ ยงัไม่สามารถบ่งช้ีการก าหนดเพศโดยระบบ XY ที่เห็นได้
ชดันกั มีเพยีงส่วนของ satellite บนโครโมโซมเท่านั้นที่มีความแตกต่างกนั (เมธานี, 2546) ส่วน
กลไกที่อธิบายการกลบัเพศในปรงนั้นบ่งช้ีวา่บริเวณที่ก  าหนดเพศของปรงทั้งการก าหนดใหเ้ป็นเพศ
ผูห้รือเมียนั้นอยูใ่นตน้เดียวกนัแต่การแสดงออกนั้นต่างกนัขึ้นอยูก่บัสภาวะของตน้ปรงในขณะนั้น 
และกระบวนการเติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอก็เป็นกลไกหน่ึงที่ใชใ้นการก าหนดเพศ โดยที่การเติม
หมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอของเพศผูจ้ะมากกวา่ในเพศเมียและเม่ือเคล่ือนยา้ยหมู่เมธิลในเพศผูอ้อกท า
ใหเ้กิดการกลบัเพศของปรงจากเพศผูไ้ปเป็นเพศมียได ้หรือกล่าวไดว้า่บริเวณที่ก  าหนดใหเ้กิดเพศ
ของปรงนั้นในปรงเพศผูจ้ะมีการยบัย ั้งการแสดงออกของเพศเมียโดยการเติมหมู่เมธิลไว ้ดงันั้นการ
เติมหรือการดึงหมู่เมธิลออกจึงท าใหเ้กิดการกลบัเพศได ้จากการศึกษาในคร้ังน้ี ล าดบันิวคลีโอไทด์
ทีอยูใ่นกลุ่มที่เพศผูมี้การเติมหมู่เมธิลมากกวา่ในเพศเมียไดแ้ก่ C2, C9, C15, C18 และ C19 ซ่ึงทั้ง 5 
ต  าแหน่งน้ีมีความเป็นไปไดท้ีอ่าจจะเป็นบริเวณที่เก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศในปรง สกุล Cycas  
อยา่งไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไดพ้บบริเวณที่เพศเมียมีการเติมหมู่เมธิลมากกวา่ในเพศผูด้ว้ย
เช่นกนั 
 

ผลการน าล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่เกิดจากแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหวา่งเพศไปพฒันา
ไพรเมอร์จ าเพาะกบัเพศของปรง พบวา่เม่ือน าไพรเมอร์มาทดสอบกบัปรงทั้งสองเพศ ผลการ
ทดสอบไม่พบความแตกต่างของการเพมิปริมาณดีเอ็นเอระหวา่งเพศ แสดงวา่แถบดีเอ็นเอที่มีความ
แตกต่างระหวา่งเพศที่ไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ี เกิดจากรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลที่แตกต่างกนั 
คือเกิดจากการเติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนตวันอกทั้ง 2 สาย หรือ เติมหมู่เมธิลที่เบสไซโทซีนทั้ง 2 
ตวั ทั้ง 2 สาย  ดงันั้นแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างระหวา่งเพศที่พบนั้นจึงไม่ไดเ้กิดจากความแตกต่างใน
ส่วนของล าดบันิวคลีโอไทด ์แต่เกิดจากรูปแบบการเติมหมู่เมธิล 

 
อยา่งไรก็ตามการศึกษาในคร้ังน้ีพบล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่บ่งช้ีความแตกต่างของการเติมหมู่

เมธิลในปรงเพียงบางส่วนเท่านั้นที่มีความคลา้ยกบัยนี เพือ่ทดสอบแนวคิดดงักล่าวจ าเป็นตอ้งมีการ
ตรวจสอบ คน้หาบริเวณของจีโนม หรือยนีที่เป็น candidate ของ sex determining factor ในปรง
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เพิม่เติม ทั้งน้ีบริเวณที่เก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศ และกลไกการพฒันาของส่วนสืบพนัธุใ์นปรงยงั
เป็นเร่ืองที่ตอ้งมีการศึกษาต่อไป 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

1.  เก็บตวัอยา่งปรงสกุล Cycas ที่พบแหล่งก าเนิดในประเทศไทยจากสวนนงนุช จงัหวดั
ชลบุรี 10 ชนิด กบั 1 ชนิดยอ่ย ไดแ้ก่ Cycas chamaoensis, C. clivicola subsp. clivicola,                       
C. edentata, C. elephantipes, C. clivicola subsp. lutea, C. nongnoochiae, C. pectinata,                      
C. pranburiensis, C. siamensis, C. simplicipinna และ C. tansachana โดยเก็บตวัอยา่งทั้งปรงเพศผู ้
และเพศเมียชนิดละ 3 ตน้ รวม 6 ตวัอยา่ง ต่อปรง 1 ชนิด รวมตวัอยา่งทั้งหมด 66 ตวัอยา่ง การสกดั
ดีเอ็นเอตามวธีิการประยกุตจ์าก Molecular Laboratory Protocol ไดผ้ลค่อนขา้งดี แต่ยงัมีปัญหาใน
การสกดัดีเอ็นเอจากปรงบางชนิด ในการศึกษาต่อไปอาจจ าเป็นตอ้งปรับปรุงวิธีการสกดัดีเอ็นเอ
เพือ่ใหไ้ดผ้ลที่ดียิง่ขึ้น 

  
 2.  การทดสอบไพรเมอร์ MSAP จ านวน 64 คู่ กบัดีเอ็นเอของปรง C. chamaoensis เพศผู ้

และเพศเมีย พบวา่ไพรเมอร์จ านวน 40 คู่ใหแ้ถบดีเอ็นเอที่ชดัเจนและใหแ้ถบดีเอ็นเอที่มีความ
แตกต่างระหวา่งเพศ ไดค้ดัเลือกไพรเมอร์จ านวน 11 คู่น ามาวเิคราะห์กบัปรงทั้ง 66 ตวัอยา่ง ไดแ้ถบ
ดีเอ็นเอจ านวน 720 แถบจากแต่ละชุดของการตดั น าแถบดีเอ็นเอดงักล่าวมาค านวณเปอร์เซ็นตข์อง
การเติมหมู่เมธิล พบวา่ปรงที่น ามาศึกษามีเปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลอยูร่ะหวา่ง 36.95-57.44 
เปอร์เซ็นต ์และมีเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหก้บัเบสไซโทซีนค านวณจากรูปแบบการเติมหมู่
เมธิลรูปแบบที่ 1, 2 และ 3 เฉล่ีย 22.28 เปอร์เซ็นต ์

 
3.  เม่ือจดักลุ่มปรงที่ศึกษาโดยใชข้อ้มูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอเน่ืองจากล าดบั 

นิวคลีโอไทดเ์ปรียบเทียบกบัการจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูลความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอเน่ืองจากการ
เติมหมู่เมธิลใหก้บัดีเอ็นเอ พบวา่โดยภาพรวมการจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูลทั้งสองชุดใหผ้ลการจดักลุ่ม
ที่คลา้ยคลึงกนั อยา่งไรก็ตามการจดักลุ่มโดยใชข้อ้มูลความแตกต่างของการเติมหมู่เมธิลใหก้บั 
ดีเอ็นเอจากการตดัดว้ยเอนไซม ์EcoRI-MspI และ EcoRI-HpaII ใหรู้ปแบบของการจดักลุ่มที่
แตกต่างในปรงบางชนิด บ่งช้ีวา่ล าดบันิวคลีโอไทดแ์ละรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอมี
ความจ าเพาะในปรงแต่ละชนิด รูปแบบและปริมาณของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอน่าจะมีผลตอ่
กระบวนการววิฒันาการของปรงเช่นเดียวกบัล าดบัของนิวคลีโอไทด ์ 
 

4.  การศึกษาผลของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอที่อาจมีความเก่ียวขอ้งกบัการก าหนดเพศ 
ของปรงโดยค านวณเปอร์เซ็นตข์องการเติมหมู่เมธิลจากลายพมิพ ์MSAP พบวา่ไม่มีความแตกต่าง
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ทางสถิติของเปอร์เซ็นตก์ารเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอปรงในทั้งสองเพศ แต่เม่ือวเิคราะห์ความเหมือน
ของรูปแบบของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเอพบว่า ในปรงที่ศึกษาทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียมีรูปแบบ
เหมือนกนัประมาณ 55.3 ถึง 72.8 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่รูปแบบของการเติมหมู่เมธิลใหดี้เอ็นเออีก
ประมาณ 30 ถึง 40 เปอร์เซ็นตมี์ความแตกต่างในปรงทั้งสองเพศ  

 
5.  การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดท์ี่แตกต่างระหวา่งเพศของปรงที่ไดจ้ากการใชเ้ทคนิค 

MSAP ผลการเปรียบทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI ล าดบันิวคลีโอไทดส่์วนใหญ่ที่ศึกษาไม่คลา้ยกบัยนี
ในฐานขอ้มูล NCBI แต่บางล าดบันิวคลีโอไทดพ์บวา่มีความคลา้ยกบัยนีเช่น ยนีเก่ียวขอ้งกบั 
potassium channel และ ยนี SLFL1-Sf บริเวณ S locus ของ F-box protein ซ่ึงมีรายงานวา่มีความ
เก่ียวขอ้งกบักระบวนการสร้างเซลลสื์บพนัธุใ์นพชื ในขณะที่ล  าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนมีความ
คลา้ยคลึงกบัยนีซ่ึงยงัไม่ทราบความเก่ียวขอ้งกบัเพศ ซ่ึงยงัตอ้งมีการศึกษาในรายละเอียดต่อไป 
อยา่งไรก็ตามผลการทดลองในคร้ังน้ีไดแ้สดงใหเ้ห็นถึงความแตกต่างของรูปแบบการเติมหมู่เมธิล
ใหดี้เอ็นเอในปรงทั้งสองเพศ 
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ตารางผนวกที ่1  ลกัษณะทัว่ไป และแหล่งการกระจายตวัของปรงทั้ง 12 ชนิดที่มีแหล่งก าเนิดในประเทศไทย 
 

 
  

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย เมล็ด 

1 C. chamaoensis 
K.D. Hill (ปรงเขา
ชะเมา) 

เขาชะเมา  ป่าแลง้ ที่มีแสง
มาก พบตาม
หนา้ผาที่ลาด
ชนั หรือบน
หินแกรนิต 

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง หรือ 
โคง้หอ้ยลง สูง
ไดถึ้ง 10 m บาง
ตน้ก็แตกก่ิง 

ใบประกอบขน
นก ยาว  1.2-
2.5 m ขอบใบ
โคง้ 

รูปไข่แคบ
หรือรูปลูกข่าง     
 สีสม้                   
ยาว 35-51 cm 
กวา้ง 12-15 
cm 

รูปร่างกลม
แป้น ใบสร้าง
เมกะสปอร์       
ยาว 13-18 cm 

รูปไข่แบน   
กวา้ง 30-40 
mm              
ยาว 35-40 mm 
 

2 C. clivicola subsp. 
clivicola K.D. Hill  
(ปรงเขาใต)้ 
 
 
 

ภาคใต ้ 
 
 
 
 
 

ป่าดิบเขา พบ
ตามหนา้ผาบน
ภูเขาหินปูน
ตามชายฝ่ังและ
หมู่เกาะต่างๆ 
 
 

ล าตน้เหนือดิน
สีเทา ตั้งตรง 
หรือ โคง้หอ้ย 
สูงไดถึ้ง 8 m 
 
 

ใบประกอบขน
นก ยาว  0.7-
1.9 m ขอบใบ
เรียบ-โคง้ 
 
 

รูปไข่แคบ  สี
เหลือง น ้ าตาล  
ยาว 25-63 cm 
กวา้ง 8-15 cm 
 
 

รูปร่างกลม
แป้น ใบสร้าง
เมกะสปอร์       
ยาว 12-22 cm 
มีขนสีเหลือง 
 

รูปไข่แบน   
กวา้ง 23-35 
mm 
ยาว 35-45 mm 
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  ตารางผนวกที่ 1 (ต่อ) 
 

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย เมล็ด 

 C. clivicola subsp. 
lutea K.D. Hill 
(ปรงเขา
ตะวนัออก) 

ภาคตะวนัออก
เฉียงใต ้

ป่าเขตร้อนช้ืน 
พบตามหนา้ผา
บนภูเขาหินปูน 

ล าตน้เหนือดิน
สีเหลือง ตั้งตรง 
หรือ โคง้หอ้ย 
สูงไดถึ้ง 6 m 

ใบประกอบขน
นก ยาว  0.9-
1.6 m ขอบใบ
เรียบ 

รูปไข่แคบ       
สีเหลือง น ้ าตาล  
ยาว 20 cm 
กวา้ง 8 cm 

คลา้ยกบัปรง
เขาใต ้

รูปไข่แบน    
กวา้ง 33 mm 
ยาว 30 mm   

3 C. elephantipes A. 
Lind str. & K.D. 
Hill 
(ปรงชยัภูมิ, ปรงไอ้
ตีนโต) 

จงัหวดัชยัภูมิ 
ภาคตะวนัออก 
เฉียงเหนือ 

ป่าโปรง ที่ราบ
บนเขา ป่าแลง้ 
ป่าผลดัใบ 

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง           
สูง 1-3 m 

ใบประกอบ
แบบขนนก 
ขนาด  0.3 x 
1.5-2 m        

รูปไข่ สีน ้ าตาล       
กวา้ง 20 cm 
ยาว 30  cm 

รูปร่างกลม
แป้น ใบสร้าง
เมกะสปอร์ สี
น ้ าตาล เทา     

กลมแบน 
ขนาด 3.5 cm 

4 C. edentata  
(ปรงทะเล) 

ภาคใต ้และภาค
ตะวนัออก 

พบตามป่า
ชายหาด 
ตามโขดหินริม
ภูเขา ทั้งสอง
ชายฝ่ังของไทย 

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง สูง  5-
10 m บางคร้ัง
พบตน้ที่แตกก่ิง 
หรือแตกหน่อ 

ใบประกอบ
แบบขนนก                   
ยาว  1-2.5 m 
ขอบใบโคง้ 

รูปไข่ สีเหลือง 
กวา้ง 9-17 cm
ยาว 16-59 cm 

รูปกรวยแคบ
ใบสร้างเมกะ
สปอร์ปกคลุม
ดว้ยขนสีขาว 
เหลือง ยาว
18-32 cm  

รูปไข่           
กวา้ง 30-43 
mm  
ยาว 45-55 
mm 
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  ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 
 

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย   เมล็ด 

5 C. macrocarpa 
subsp. Macrocarpa 
Griffith 
(ปรงป่า, ผกักูดฮะ
ย)ี 
 

ภาคใต ้
 
 
 

ป่าดิบช้ืน 
 
 
 

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง สูง 12 m 
เป็นตน้เด่ียวไม่
แตกหน่อ 

ใบประกอบ
แบบขนนก  
ยาว 2.5-3.2 m 
ขอบใบหยกั 
 

รูปไข่ สีสม้  
กวา้ง 9-12 cm 
ยาว16-22 cm 
 

รูปกรวย        
ใบสร้าง         
ไมโครสปอร์  
กวา้ง 1.4-2 cm 

รูปรี             
กวา้ง35-42 
mm 
ยาว 45-53 
mm 
 

 
 

C. macrocarpa 
subsp. Brevidens 
K.D. Hill 
 

ภาคตะวนัตก
เฉียงใต ้ติดต่อ
กบัชายแดน
ประเทศพม่า 

ป่าดิบช้ืน ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง สูงไดถึ้ง 
6  m เป็นตน้
เด่ียวไม่แตก
หน่อ 

ใบประกอบ
แบบขนนก 
ขอบใบหยกั 

ยาว 5-6 cm 
กวา้ง 2.5 cm 

ยงัไม่มีขอ้มูล ยาว 45 mm 
กวา้ง 30 mm 
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  ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 
 

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย เมล็ด 

6 C. nongnoochiae 
K.D. Hill 
(ปรงตากฟ้า) 

ภาคกลาง  
บริเวณจงัหวดั
นครสวรรค ์

ป่าแลง้ ป่าผลดั
ใบขึ้นบนภูเขา
หินปู 

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง           
สูง 1-2 m 

ใบประกอบ
แบบขนนก 
ขนาด          
0.8x1.4 m  
ขอบใบเรียบ-
โคง้ 
 

รูปไข่แคบ       
สีเหลืองอ่อน
หรือเขียว            
ยาว 15-23 cm 
กวา้ง 7-10 cm 

รูปกลมแป้น
ใบสร้างเมกะ
สปอร์ปกคลุม
ดว้ยขนสีขาว 
เหลือง ยาว 
16-19 cm 

รูปไข่แบน   
ยาว 35 mm 
กวา้ง 28-35 
mm 
 

7 C. pectinata  
Buch.-Ham. 
(ปรงเขา) 

ภาคตะวนัตก
และภาคเหนือ 

ป่าดิบเขา และ
ป่าไผ ่

ล าตน้เหนือดิน
ตั้งตรง สูง 10 m             
มกัแตกก่ิงแบบ 
dichotomous 

ใบประกอบขน
นก ขนาด
1.5x2.4 m  
ขอบใบเรียบ 

รูปไข่ สี
เหลืองหรือ
เขียว     ขนาด  
30-69x 16-28 
cm 

รูปร่างกลม
แบนกวา้ง ใบ
สร้างเมกะ
สปอร์ ยาว 
21-30 cm 

ทรงกลมถึงรูป
ไข่  ขนาด     
33-45 x 42-45 
mm  
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  ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 
 

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย เมล็ด 

8 C. pranburiensis 
S.L. Yang, K.D. 
Hill, W. Tang& P. 
Vatcharakorn 
(ปรงเขาสามร้อย
ยอด) 

 พบรอบๆ เขา
สามร้อยยอด
จงัหวดั
ประจวบ            
คีรีขนัธ ์

พบบนภูเขา
หินปูนและหนา้
ผา ทั้งที่รกทึบ
และที่มีแสง
มาก 

ล าตน้เหนือดิน
สูงไดถึ้ง 3 m 

ใบประกอบ
แบบขนนก 
ขนาด 1.5 x 2.4 
m  ขอบใบโคง้ 

รูปไข่ สีสม้
ขนาด 5-10 x  
9-28 cm 

 

รูปกรวยแคบ 
ใบสร้างเมกะ
สปอร์ ยาว 21-
30 cm   ปก
คลุมดว้ยขนสี
เทา 

รูปไข่  ขนาด
21-32x 25-40 
mm 
 

9 
 

C. petrea H.D. 
Hill  
(ปรงเขาภูกระดึง) 

ภาคตะวนัออก 
เฉียงเหนือ 

ภูเขาหินปูน 
 

ล าตน้เหนือดิน
สูงไดถึ้ง 10 m 
 

ใบประกอบ
แบบขนนก   
ขนาด 0.25 x 
1.70 m   

คลา้ยกบั     
ปรงเขา 
 

คลา้ยกบั     
ปรงเขา 
 

กลมแบนขนาด
ใหญ่ เสน้ผา่น
ศูนยก์ลาง 3 cm 

10 C. siamensis 
Miquel 
(ปรงแกว้สีเงิน) 

ภาคกลาง และ
ภาคเหนือ
ตอนล่าง 

ป่าแลง้ ป่าผลดั
ใบ 

ล าตน้เหนือดิน
สูง 1.5  m และ
มีล าตน้ใตดิ้นที่
ขยายออก 

ใบประกอบ
แบบขนนก ยาว  
0.6-1.2 m ขอบ
ใบโคง้ ใบมีขน 

รูปไข่แคบ       
สีเหลือง  
ขนาด 4-8.5 
x8-24 cm 
 

ทรงดอก
บวัตูม มีขน
ปุยปกคลุม 

ขนาด           
22-30 x 27-29 
mm 
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  ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 
 

ล าดบั
ที่ 

ชนิดปรง 
แหล่งการ

กระจายตวัใน
ประเทศไทย 

สภาพแวดลอ้ม 
/ ถ่ินที่อยู ่

ล  าตน้ ใบ โคนเพศผู ้ โคนเพศเมีย เมล็ด 

11 C. simplicipinna  
(Smitinand) K.D. 
Hill 
(มะพร้าวเต่า) 

ภาคเหนือ ป่าดิบเขา และ
ป่าไผ ่

ไม่มีล าตน้
เหนือดิน         
มีล าตน้ใตดิ้น
เป็นกระเปาะ 
กวา้งถึง 10  m 

ใบประกอบขน
นก ยาว  0.9-
2.5 m ขอบใบ
หยกั 
 

รูปกระสวย     
สีเหลือง 
ขนาด2.2-4 
x15-20 cm 
 

ทรงกลม     ใบ
สร้างเมกะ
สปอร์       ยาว 
7-12 cm    

รูปไข่ ขนาด 
18-21 x 25-27 
mm 
 

12 C. tansachana 
K.D. Hill & S.L. 
Yang  
(ปรงสระบุรี) 

พบที่จงัหวดั
สระบุรี  

ป่าแลง้ ขึ้นบน
ภูเขาหินปูน
ตามหนา้ผาที่มี
ความชนัมาก 

ล าตน้ยาว 2-5 
m ล าตน้ทอด
นอน 

ยาว  1-1.7 m 
ขอบใบโคง้ 

รูปไข่แคบ 
ขนาด 11-13 x 
25-34 cm 
 

ทรงกลมแบน     
ใบสร้างเมกะ
สปอร์       ยาว 
20-22 cm    

รูปไข่แบน 
ขนาด           
35-40x 45-50 
mm 

 
ที่มา พนูศกัด์ิ (2548); Tang et al. (1997) 
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  ตารางผนวกที่  2 สภาวะการณ์การกลบัเพศของปรง 
 

ชนิดปรง การกลบัเพศ สภาวะการณ์/ลกัษณะการกลบัเพศ แหล่งขอ้มูลอา้งอิง 

Ceratozamia  matudae เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เคล่ือนยา้ยจากโรงเรือนไปปลูกในสวน Osborne & Gorelick, 2002 

Cycas cercinalis [C. rumphii ?] เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) แตกหน่อจากตน้เพศเมีย Chamberlain, 1935 

Cycas cercinalis [C. rumphii ?] เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) เกิดบาดแผล Menninger, 1967 

Cycas cercinalis [C. rumphii ?] เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เผชิญกบัสภาพอากาศหนาวอยา่งรุนแรง Menninger, 1967 

Cycas revoluta ไม่ทราบแน่ชดั เกิดบาดแผล Schuter, 1932 

Cycas revoluta เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) ไม่ทราบแน่ชดั Chamberian, 1935 

Cycas revoluta เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เคล่ือนยา้ยที่ปลูก Kemp, 1985 

Cycas revoluta เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) ไม่ทราบแน่ชดั Osborne, 1994 
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  ตารางผนวกที่  2 (ต่อ) 
 

ชนิดปรง การกลบัเพศ สภาวะการณ์/ลกัษณะการกลบัเพศ แหล่งขอ้มูลอา้งอิง 

Cycas revoluta เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) เกิดขึ้นบนก่ิงแขนงของตน้เพศเมีย Tomiyama, 1995 

Cycas taitungensis (3 ตน้) เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) ยา้ยที่ปลูกไปยงัที่ๆ มีแสงนอ้ย Osborne, 1998 

Cycas thouarsii เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เกิดบาดแผล Osborne & Gorelick, 2002 

Encepharatos latifrons เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) อยูใ่นสภาวะแหง้แลง้อยา่งรุนแรง Osborne, 1988 

Encephalartos middelbergensis เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) ไม่ทราบแน่ชดั Osborne, 1991 

Encephalartos senticosus เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) Suckers from female S. J. Walkley, pers. Comm. 

Eencephalartos senticosus (2 ตน้) เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) Suckers from male Osborne, 1990 

Encephalartos senticosus เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เคล่ือนยา้ยที่ปลูก Steenkamp, 1995 

Encephalartos umleluziensis เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เผชิญกบัสภาพอากาศหนาวอยา่งรุนแรง Osborne & Gorelick, 2002 
 

96 



97 

 

  ตารางผนวกที่  2 (ต่อ) 

ชนิดปรง การกลบัเพศ สภาวะการณ์/ลกัษณะการกลบัเพศ แหล่งขอ้มูลอา้งอิง 

Encephalartos villosus เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) อยูใ่นสภาวะแหง้แลง้อยา่งรุนแรง Van Wyk & Claassen, 1981 

Encephalartos villosus เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) เคล่ือนยา้ยที่ปลูก Osborne, 1990 

Stangeria eriopus เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) แตกก่ิงจากตน้เพศเมีย Osborne, 1990 

Zamia fairchildiana เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เปล่ียนกระถาง และเพิม่การใหน้ ้ า D. Retzlaff, pers. comm. 

Zamia fischeri เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) เปล่ียนกระถางและ สภาพแวดลอ้ม Anonymous, 1989 

Zamia vasguezii (4ตน้) เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย  (M to F) ยา้ยที่ปลูกไปยงัที่ร่ม Osborne & Gorelick, 2002 

Zamia sp. เพศเมียเปล่ียนเป็นเพศผู ้(F to M) Side crown Norstog & Nicholls, 1997 

Zamia fairchildiana เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) เปล่ียนกระถาง และเพิม่การใหน้ ้ า D. W.  Stevenson, pers. comm 
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  ตารางผนวกที่  2 (ต่อ) 

ชนิดปรง การกลบัเพศ สภาวะการณ์/ลกัษณะการกลบัเพศ แหล่งขอ้มูลอา้งอิง 

Zamia vasquezii (4ต้น) เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) ยา้ยที่ปลูกไปยงัที่ๆ มีแสงนอ้ย Osborne, 1994 

Zamia sp. เพศผูเ้ปล่ียนเป็นเพศเมีย (M to F) Side crown Osborne, 1985 

  ที่มา:  Osborne and Gorelick (2002) 
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