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 มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) เป็นพืชเศรษฐกิจท่ีมีความส าคญัของ
ประเทศไทย ในงานวิจยันีท้ าการศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ Internal Transcribed Spacers 1 
(ITS1) และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของไมโทคอนเดรียเพ่ือพิจารณาใช้เป็นเคร่ืองหมาย     
ชีวโมเลกลุในระดบัสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงั โดยศกึษาจ านวน 18 สายพนัธุ์ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยคูไ่พรเมอร์ ITS1 Mes_R และ ITS1 Mes_L ด้วยปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส ผลผลิตพีซีอาร์มี
ขนาดเท่ากบั 514 คูเ่บส เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบวา่บริเวณ ITS1 ของมนัส าปะหลงัทกุ
ตวัอยา่งมีขนาดเทา่กบั 225 คูเ่บส ล าดบัเบสแตกตา่งกนั 8 ต าแหนง่ ส่วนบริเวณ non-coding  
ดีเอ็นเอ ของมนัส าปะหลงัเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยคูไ่พรเมอร์ trn-Phe และ trn-F ได้ผลผลิต 
พีซีอาร์มีขนาด 368 คูเ่บส เม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์พบวา่ทกุตวัอยา่งมีขนาด 268 คูเ่บส 
เทา่กนั ดงันัน้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS1 และ non-coding ดีเอ็นเอ ในไมโทคอนเดรียของ 
มนัส าปะหลงัมีความแปรปรวนต ่า ไมเ่หมาะสมท่ีจะใช้เป็นเคร่ืองหมายชีวโมเลกุลในระดบั 
สายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงั 
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 Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important economic crop of 
Thailand. The purpose of this study was to investigate the nucleotide sequences of 
Internal Transcribed Spacers1 ( ITS1) and non-coding mitochondrial DNA of cassava to 
use as the molecular marker. In this study, 18 cassava cultivars were used to obtain the 
514-bp segment using ITS1 Mes_R and ITS1 Mes_L primers in the polymerase chain 
reaction. The ITS1 region of all samples was 225 -base pairs comparison between 
nucleotide sequences among samples revealed 8 positions difference. The amplified 
368-bp non-codind DNA segment using trn-Phe and trn-F primers was investigated. The 
non-coding DNA of all samples was 268 -bp, with no nucleotide difference. Therefore, 
the nucleotide sequences of ITS1 and non-coding mitochondrial DNA of cassava are not 
suitable for cassava identification at the cultivar level. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 
 มนัส ำปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) เป็นแหลง่อำหำรประเภทคำร์โบไฮเดรตท่ี
ส ำคญัของมนษุย์ท่ีมีรำคำถกูกวำ่พืชผลิตแปง้ชนิดอ่ืน ๆ (Lebot, 2009) สำมำรถแบง่ออกได้เป็น 
2 ชนิด คือ ชนิดหวำน (sweet type) ใช้เพ่ือกำรบริโภค มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคต ่ำ สำมำรถใช้
หวัสดมำท ำอำหำรได้โดยตรง เชน่ น ำไปปิง้ นึง่ เช่ือม หรือ ทอด ได้แก่ พนัธุ์ห้ำนำที พนัธุ์ระยอง 2 
พนัธุ์ญวน และพนัธุ์สวน และมนัส ำปะหลงัชนิดขม (bitter type) มีรสขม มีแปง้มำก ปลกูอยู่ตำมไร่
ทัว่ไปเพ่ือสง่โรงงำนอตุสำหกรรมส ำหรับใช้ท ำแปง้และสำค ูหรือน ำไปแปรรูปเป็นมนัอดัเม็ดหรือมนั
เส้นเพ่ือใช้เลีย้งสตัว์ไมเ่หมำะส ำหรับกำรบริโภคของมนษุย์หรือน ำเอำหวัสดมำใช้เลีย้งโดยตรง
เน่ืองจำกมีกรดไฮโดรไซยำนิคสงูเกินกว่ำ 50-60 มิลลิกรัมมำบริโภคจะท ำให้เป็นพิษตอ่ผู้บริโภคได้
มนัส ำปะหลงัในกลุม่นี ้ได้แก่ สำยพนัธุ์ระยอง 3 ระยอง 5 ระยอง 60 ระยอง 90 และเกษตรศำสตร์ 
50 เป็นต้น (โสภณ สินธุประมำ, 2526) กำรผลิตมนัส ำปะหลงัจะได้ผลผลิตสงูหรือต ่ำมีคณุภำพ
ของผลผลิตดีหรือไมอ่ยำ่งไรนัน้ขึน้อยูก่บัสำยพนัธุ์ และสภำพแวดล้อมท่ีปลกูกำรใช้สำยพนัธุ์ดีถือ
วำ่เป็นเทคโนโลยีท่ีสะดวก และง่ำยส ำหรับเกษตรกรในกำรเพิ่มผลผลิตหรือปรับปรุงคณุภำพของ
มนัส ำปะหลงั แทนท่ีจะเปล่ียนวิธีกำรเขตกรรมหรือวิธีกำรปฏิบตัิตอ่มนัส ำปะหลงั อยำ่งไรก็ตำม
หำกมีกำรใช้พนัธุ์ดีร่วมกบัเทคโนโลยีท่ีเหมำะสม ผลผลิตท่ีได้ก็จะสงูขึน้ (สกล ฉำยศรี และคณะ, 
2550) กำรจ ำแนกสำยพนัธุ์มีประโยชน์ในกำรคดัเลือก และปรับปรุงพนัธุ์พืชเพื่อพฒันำสำยพนัธุ์ท่ี
มีลกัษณะดีตรงตำมควำมต้องกำร เชน่ ผลผลิตสงู ผลผลิตมีคณุภำพ ต้ำนทำนต่อโรค และแมลง 
เป็นต้น ส ำหรับกำรจ ำแนกมนัส ำปะหลงันัน้ ศำนิต สวสัดิกำญจ์ (2557) ได้รวบรวมข้อมลูกำร
จ ำแนกมนัส ำปะหลงัโดยใช้หลำยลกัษณะด้วยกนั เชน่ จ ำแนกตำมกำรน ำไปใช้ประโยชน์ใช้สอย 
จ ำแนกตำมปริมำณของกรดไฮโดรไซยำนิค จ ำแนกทรงสณัฐำนวิทยำจำกลกัษณะภำยนอก ได้แก่ 
พุม่ สีของยอดอ่อน สีของก้ำนใบ สีของเปลือกหวั สีของล ำต้น เป็นต้น กำรจ ำแนกดงักลำ่วเป็น
เพียงกำรจดักลุม่เบือ้งต้นลกัษณะท่ีปรำกฏต้องอำศยัผู้ เช่ียวชำญในกำรจดัจ ำแนก 
 ปัจจบุนันีมี้กำรใช้เทคนิคทำงชีวโมเลกลุมำศกึษำข้อมลูพนัธุกรรมพืชใช้ในกำรระบชุนิด
หรือสำยพนัธุ์ของสิ่งมีชีวิตมำกขึน้ ซึง่ให้ข้อมลูท่ีถกูต้องแมน่ย ำกว่ำกำรจ ำแนกแบบดัง้เดมิท่ีใช้แต่
เพียงลกัษณะสณัฐำนวิทยำภำยนอกสำมำรถจ ำแนกชนิดหรือสำยพนัธุ์ตำ่ง ๆ ออกจำกกนัพร้อมทัง้
บอกควำมสมัพนัธ์ทำงวิวฒันำกำร ได้อยำ่งชดัเจน (Archak, 2000) ดงันัน้กำรน ำเทคนิคทำง 



2 

ชีวโมเลกลุมำศกึษำล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ Internal Transcribed Spacers1 (ITS1) ของ
นิวเคลียร์ดีเอ็นเอ และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของไมโทคอนเดรีย จงึเป็นอีกแนวทำงหนึง่ท่ี
จะชว่ยกำรจดัจ ำแนกสำยพนัธุ์ ทรำบควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม และควำมสมัพนัธ์ทำง
พนัธุกรรมของมนัส ำปะหลงัซึง่เป็นกำรตอ่ยอดภมูิปัญญำกำรจ ำแนกแบบดัง้เดมิท ำให้เกิดองค์
ควำมรู้ในระดบัพนัธุกรรมตอ่ไป 
 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 เพ่ือศกึษำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ และ
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ในไมโทคอนเดรียของมนัส ำปะหลงัโดยใช้เทคนิคชีววิทยำระดบั
โมเลกลุ 
  
สมมตฐิำนกำรวิจัย 
 ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ และบริเวณ non-coding  
ดีเอ็นเอ ในไมโทคอนเดรียของมนัส ำปะหลงัแตล่ะสำยพนัธุ์มีควำมแตกตำ่งกนั  
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวิจัย 
 1. ทรำบข้อมลูล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ และบริเวณ 
non-coding ดีเอ็นเอ ในไมโทคอนเดรียของมนัส ำปะหลงัจ ำนวน 18 สำยพนัธุ์ 
 2. ทรำบควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอ และ
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ในไมโทคอนเดรียของสำยพนัธุ์ตำ่ง ๆ ของมนัส ำปะหลงัท่ีมีกำรปลกู
ในประเทศไทย 
 3. เพ่ือสร้ำงองค์ควำมรู้พืน้ฐำนทำงพนัธุกรรมในระดบัดีเอ็นเอของมนัส ำปะหลงัเพ่ือ
น ำไปใช้ในกำรวิจยัขัน้สงูตอ่ไป 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 
 น ำใบออ่นของมนัส ำปะหลงัท่ีได้รับควำมอนเุครำะห์จำกส ำนกัวิชำเทคโนโลยีกำรเกษตร
มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีสรุนำรี จงัหวดันครรำชสีมำ จ ำนวน 18 สำยพนัธุ์ มำสกดัเป็น 
จีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) จำกนัน้เพิ่มจ ำนวนดีเอ็นเอของบริเวณ ITS1 และบริเวณ 
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non-coding ดีเอ็นเอ ด้วยเทคนิคพีซีอำร์ อำ่นล ำดบันิวคลีโอไทด์และวิเครำะห์ควำมแตกตำ่งของ
ล ำดบันิวคลีโอไทด์ในมนัส ำปะหลงัแตล่ะสำยพนัธุ์  



 

 

บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
ต้นก าเนิดและการกระจายพันธ์ุของมันส าปะหลัง 
 มนัส ำปะหลงัมีกำรแพร่กระจำยในยคุสมยัท่ีมีกำรลำ่อำณำนิคมในคริสต์ศตวรรษท่ี 15 
โดยพวกนกัค้ำทำสได้น ำมนัส ำปะหลงัจำกประเทศบรำซิลซึง่อยูใ่นทวีปอเมริกำใต้ไปปลกูในทวีป
แอฟริกำ ตอ่มำในปี ค.ศ.1739 (พ.ศ. 2282) มีชำวโปรตเุกสได้น ำมนัส ำปะหลงัไปปลกูท่ีเกำะ 
รียเูนียน (Reunion) และในเวลำตอ่มำได้แพร่กระจำยไปยงัเกำะมำดำกสักำร์ จำกนัน้ชำวสเปนได้
น ำมนัส ำปะหลงัจำกเม็กซิโกมำปลกูท่ีฟิลิปปินส์เป็นแหง่แรกในทวีปเอเชียในคริสต์ศตวรรษท่ี 17 
และในเวลำตอ่มำก็มีกำรปลกูท่ีอินโดนีเซีย นอกจำกนีมี้หลกัฐำนวำ่เม่ือรำวปี พ.ศ. 2337 ได้มีกำร
น ำมนัส ำปะหลงัจำกทวีปแอฟริกำมำปลกูท่ีอินเดียเพ่ือใช้ในกำรทดลอง ส ำหรับไทยนัน้ยงัไมมี่
หลกัฐำนข้อมลูท่ีแนช่ดัวำ่มีกำรน ำมนัส ำปะหลงัเข้ำมำปลกูเม่ือใด แตค่ำดวำ่นำ่จะมีกำรน ำเข้ำมำ
จำกมำเลเซียในระยะเดียวกนักบักำรน ำเข้ำสูศ่รีลงักำ และฟิลิปปินส์ ในช่วงประมำณปี พ.ศ. 
2329-2383 มนัส ำปะหลงัในภำษำมำเลเซีย และภำษำอินโดนีเซียนัน้เรียกวำ่ Ubikayu แปลวำ่พืช
ท่ีมีรำกขยำยใหญ่คล้ำยกบัภำษำชวำตะวนัตกว่ำ “สมัเปอ” (Sampeu) ในประเทศไทยเดมิเรียกกนั
วำ่ “มนัส ำโรง มนัไม้” ทำงภำคตะวนัออกเฉียงเหนือ เรียกวำ่ “มนัต้นเตีย้” ทำงภำคใต้เรียก  
“มนัเทศ (แตเ่รียกมนัเทศวำ่มนัหลำ)” ค ำวำ่ “ส ำปะหลงั” ท่ีคนส่วนใหญ่นิยมเรียกกนัในปัจจบุนั
อำจมำจำกค ำวำ่ “สมัเปอ (Sampeu)” ของชวำตะวนัตกซึ่งมีควำมหมำยเหมือนค ำ “ยนุิคำย”ู ใน
ภำษำมำเลย์ ซึง่แปลวำ่พืชท่ีมีรำกขยำยใหญ่ (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2537) 
ประเทศไทยมีกำรปลกูมนัส ำปะหลงัเป็นกำรค้ำครัง้แรกในภำคใต้เม่ือประมำณ 70 ปี มำแล้วโดยมี
กำรปลกูระหวำ่งแถวต้นยำงพำรำขนำดเล็ก แล้วสง่ผลิตผลท่ีได้ไปจ ำหน่ำยยงัโรงงำนท ำแปง้ และ
โรงงำนท ำสำค ูโดยเฉพำะท่ีจงัหวดัสงขลำมีอตุสำหกรรมท ำแปง้ และสำค ูส ำหรับสง่จ ำหนำ่ยไป
ยงัเกำะปีนงั และประเทศสิงคโปร์ แตก่ำรปลกูมนัส ำปะหลงัเพ่ือกำรค้ำในภำคใต้นัน้คอ่ย ๆ หมด
ไปเน่ืองจำกกำรปลกูกนัในระหวำ่งแถวยำงพำรำ และพืชยืนต้นอ่ืน ๆ เม่ือปลกูได้ 4-5 ปี ต้น
ยำงพำรำจะเจริญเติบโตคลมุพืน้ท่ีหมดจนไมส่ำมำรถปลกูมนัส ำปะหลงัได้อีกตอ่ไป ในขณะท่ี
สภำพภมูิประเทศริมฝ่ังทะเลภำคตะวนัออกของประเทศไทย คือ จงัหวดัชลบรีุ ระยอง และจงัหวดั
ใกล้เคียงนัน้ มีลกัษณะเป็นเนินเขำลำดเอียงดนิเป็นดนิทรำย ไมมี่แมน่ ำ้ใหญ่ท่ีจะท ำกำร
ชลประทำนได้ซึง่ลกัษณะพืน้ท่ีดงักลำ่วไมเ่หมำะแก่กำรท ำนำ และปลกูพืชไร่ชนิดอ่ืนชำวบ้ำนจงึ
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เร่ิมเพำะปลกูมนัส ำปะหลงั ปรำกฏวำ่กำรปลกูมนัส ำปะหลงัได้รับผลดีจนกลำยเป็นอำชีพท่ี
แพร่หลำยอยำ่งรวดเร็ว (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2537) 
 ประเทศไทยเร่ิมมีกำรปลกูมนัส ำปะหลงัเพ่ือกำรค้ำอย่ำงแพร่หลำยหลงัสงครำมโลก 
ครัง้ท่ี 2 เม่ือประมำณปี พ.ศ. 2491 เน่ืองจำกในระยะนัน้ประเทศญ่ีปุ่ นขำดแคลนวตัถดุบิ และได้
เร่ิมสัง่ซือ้แปง้มนัส ำปะหลงัจำกประเทศไทย นอกจำกญ่ีปุ่ นเป็นประเทศคูค้่ำท่ีส ำคญัแล้ว ในเวลำ
ตอ่มำสหรัฐอเมริกำ และประเทศเพ่ือนบ้ำนของไทย ก็ได้สัง่แปง้มนัส ำปะหลงัจำกไทยเพิ่มขึน้ จงึ
ท ำให้มีโรงงำนแปง้มนัส ำปะหลงัท่ีทนัสมยัเพิ่มขึน้มำกมำย เน่ืองจำกตลำดมีควำมต้องกำรใช้
ผลิตภณัฑ์จำกมนัส ำปะหลงัในกำรเลีย้งสตัว์ และอตุสำหกรรมเพิ่มสงูขึน้ ท ำให้มีกำรขยำยพืน้ท่ี
ปลกูเดมิจำกภำคตะวนัออกไปยงัจงัหวดัอ่ืน ๆ โดยเฉพำะภำคตะวนัออกเฉียงเหนือเพ่ือให้เพียงพอ 
ตอ่ควำมต้องกำรสง่ผลให้ปัจจบุนัภำคตะวนัออกเฉียงเหนือมีพืน้ท่ีเพำะปลกูมนัส ำปะหลงัมำก
ท่ีสดุในประเทศไทย (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2547) นอกจำกนีร้ำคำรับซือ้ 
มนัส ำปะหลงัท่ีเพิ่มสงูขึน้ ท ำให้มีกำรขยำยพืน้ท่ีปลกูมนัส ำปะหลงัเพิ่มขึน้ (ส ำนกังำนเศรษฐกิจ
กำรเกษตร, 2557) จงึกลำ่วได้วำ่อตุสำหกรรมแปง้มนัส ำปะหลงั เป็นต้นเหตใุห้มีกำรปลกู 
มนัส ำปะหลงัเป็นกำรค้ำในระยะแรก แตอ่ตุสำหกรรมแปง้มนัส ำปะหลงัเพ่ือสง่ออกมิได้มีกำร
เปล่ียนแปลงมำกมำยไมเ่หมือนกบักำรสง่ออกผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัส ำหรับใช้เลีย้งสตัว์ ซึง่
ปัจจบุนัมีกำรค้ำอย่ำงแพร่หลำยในตลำดโลก (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2547)  
 

ลักษณะพฤกษศาสตร์ของมันส าปะหลัง (เจริญศกัดิโ์รจนฤทธ์ิพิเชษฐ์, 2546) 
 1. การจ าแนกทางอนุกรมวิธาน 
 ลกัษณะทำงพฤกษศำสตร์ของมนัส ำปะหลงัมีช่ือทัว่ไป (common name) 
ภำษำองักฤษเรียกวำ่ แคสซำวำ (cassava) หรือภำษำสเปนเรียกวำ่ ทำพิโอกำ (tapioca) 
โดยประเทศแถบอเมริกำใต้ และอเมริกำกลำงเรียกว่ำ ยกู้ำ (yuca) ภำษำโปตเุกสในประเทศ
บรำซิลเรียกวำ่ แมนดิโอก้ำ (mandioca) ภำษำฝร่ังเศสในประเทศทวีปแอฟริกำเรียกวำ่
แมนดอิอค (mandioc) มีช่ือวิทยำศำสตร์คือ Manihot esculenta Crantz มนัส ำปะหลงั
ได้รับกำรจดัหมวดหมูท่ำงพฤกษศำสตร์อยู่ในคลำส (Class) Dicotyledonae วงศ์ (Family) 
Euphorbiaceae เชน่เดียวกบั ยำงพำรำ (Hevea brasiliensis) และละหุง่  
(Ricinus communis) สมยัก่อนแบง่มนัส ำปะหลงัเป็นชนิดหวำน คือ M. esulenta และ 
ชนิดขม คือ M. palmata หรือ M. dulcis แตปั่จจบุนัมีจดัเป็นชนิดเดียวกนั คือ M. esulenta  
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  1.1 รำก (Root) 
  มนัส ำปะหลงัมีระบบรำกเป็นแบบ adventitious root system ซึง่รำกท่ีงอกจำกทอ่น
พนัธุ์ (cutting) สำมำรถงอกได้จำก 3 สว่นคือ รำกจำกส่วนเนือ้เย่ือ cambium รำกจำกสว่นตำ และ
รำกจำกส่วนรอยหลดุร่วงของใบ (leaf scar) ส่วนรำกในสว่น parenchyma cell ของมนัส ำปะหลงั 
คือ ท่ีขยำยใหญ่เพ่ือสะสมอำหำรแปง้ เรียกวำ่ หวั (tuber) แตล่ะต้นมีจ ำนวนหวั 5–15 หวั ขนำด
ควำมยำว 15-10 ซม เส้นผำ่ศนูย์กลำง 3-15 ซม. ขนำดของรำกขึน้อยู่กบัพนัธุ์ อำย ุสภำพ
ภมูิอำกำศ และดิน เม่ือตดัตำมขวำงของสว่นหวั หรือรำกสะสมอำหำร  
  1.2 ล ำต้น (Stem) 
  มนัส ำปะหลงัมีล ำต้นเป็น woody stem มีขนำดเส้นผ่ำศนูย์กลำง 2-6 ซม. 
เจริญเตบิโตเป็นแบบไม้พุม่มีขนำดเล็ก ล ำต้นมีสีแตกตำ่งกนัไปตำมสำยพนัธุ์ สว่นท่ีอยูใ่กล้ยอดมีสี
เขียวสว่นแก่ท่ีต ่ำลงมำอำจมีสีน ำ้เงิน เหลือง หรือน ำ้ตำล ต้นมีควำมสงู 2-4 เมตร ทัง้นีมี้ควำม 
สมัพนัธ์ตรงกนัข้ำมกบักำรแตกก่ิง สำยพนัธุ์ท่ีไมแ่ตกก่ิง (unbranched) ล ำต้นจะสงูกวำ่สำยพนัธุ์ท่ี
ไมมี่กำรแตกก่ิง กำรแตกก่ิงของมนัส ำปะหลงัจะแตกออกเป็น 2 ก่ิง (dichotomous branching) 
หรือ 3 ก่ิง (trichotomous branching) ก่ิงท่ีแตกออกจำกล ำต้นเรียกวำ่ primary branch สว่นก่ิงท่ี
แตกออกจำก primary branch เรียกว่ำ secondary branch บนล ำต้นหรือก่ิงของมนัส ำปะหลงัจะ
มีรอยหลดุร่วงของใบแก่เรียกวำ่ leaf scar ซึง่เป็นรอยตอ่ระหวำ่งก้ำนใบกบัล ำต้นหรือก่ิง ระยะ
ระหวำ่งรอยหลดุร่วงของใบมี 2 รอยตอ่กนัเรียกวำ่ storey length ด้ำนบนเหนือรอยหลดุร่วงของใบ
จะมีตำ (bud) ซึง่จะงอกเป็นต้นใหมเ่ม่ือน ำท่อนพนัธุ์ไปปลกู  
  1.3 ใบ (Leaf) 
  มนัส ำปะหลงัมีใบเป็นแบบใบเด่ียว (simple leaf) กำรเกิดของใบจะหมนุเวียนรอบล ำ
ต้น (spiral) มีคำ่ phyllotaxy คอ่นข้ำงคงท่ีแนน่อนคือ 2/5 ก้ำนใบ (petiole) ตอ่ระหว่ำง 
ล ำต้นหรือก่ิงกบัตวัแผน่ใบ ตวัใบหรือแผน่ใบ (lamina) จะเว้ำเป็นหยกัลกึเป็นแบบ palmately lobe 
ก้ำนใบอำจมีสีเขียวหรือสีแดง จ ำนวนหยกัมีตัง้แต ่3-9 หยกั ใบท่ีอยูใ่กล้ชอ่ดอก และยอดมกัจะมี
ขนำดเล็กกวำ่ และมีจ ำนวนหยกัน้อยกว่ำใบด้ำนล่ำง  
  1.4 ชอ่ดอก (Inflorescences) 
  มนัส ำปะหลงัมีชอ่ดอกเป็นแบบ panicle มีดอกตวัผู้  และดอกตวัเมียอยู่คนละดอกใน
ชอ่เดียวกนั (monoecious plant) ชอ่ดอกจะเกิดตรงปลำยยอดของล ำต้นหรือก่ิง หรืออำจเกิดตรง
รอยตอ่ท่ีเกิดกำรแตกก่ิงดอกตวัผู้  (staminate flower) มกัเกิดบริเวณสว่นปลำยหรือยอดของช่อ
ดอก ไมมี่กลีบดอก (petal) มีกลีบรองดอก (sepal) 5 กลีบมีเกสรตวัผู้  (stamen) 10 อนั แบง่เป็น  
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2 วง วงละ 5 อนั เกสรตวัผู้ วงในมีก้ำนชเูกสรตวัผู้  (filament) สัน้กวำ่วงนอก ดอกตวัเมีย (pistillate 
flower) มีขนำดใหญ่กว่ำดอกตวัผู้มกัเกิดอยู่บริเวณสว่นโคนของช่อดอกไมมี่กลีบดอกแตมี่กลีบรอง
ดอก 5 กลีบ เชน่เดียวกบัดอกตวัผู้ตรงกลำงจะเป็นเกสรตวัเมีย (pistil) รังไข ่(ovary) มี 3 carpel 
ภำยในแตล่ะ carpel มีไข ่(ovule) อยู ่1 ใบ ในชอ่ดอกเดียวกนัดอกตวัเมียจะบำนก่อนดอกตวัผู้   
7-1 วนั กำรบำนของดอกตวัผู้  และดอกตวัเมียจะบำนในเวลำ 11.30-12.30 น. 
  1.5 ผล (Fruits) 
  หลงักำรผสมเกสรแล้ว รังไข่จะเจริญเตบิโตขยำยใหญ่กลำยเป็นผลแบบ capsule มี
เส้นผำ่ศนูย์กลำงเม่ือโตเตม็ท่ีขนำดประมำณ 1 ซม. ยำว 1-1.5 ซม. ภำยในผลมี 3 ชอ่งแตล่ะชอ่งมี
จ ำนวน 1 เมล็ด หลงัจำกกำรผสมเกสรได้ประมำณ 3 เดือนผลจะแกเ่ตม็ท่ีแล้วแตกดีดเมล็ด
กระเดน็ออกไป (dehiscent)  
  1.6 เมล็ด (Seed) 
  เมล็ดมีสีน ำ้ตำล และมีลำยด ำ รูปร่ำงยำวรี ขนำดกว้ำง 3/4 ซม. หนำ 1/2 ซม. และ
ยำว 1 ซม.ตอนปลำยของเมล็ดท่ีติดกบัผนงัรังไข ่จะมีสว่น caruncle หรือมีตำอย่ำงน้อย 3 ตำ 
 2. หน่วยงานท่ีเก่ียวข้องกับการปรับปรุงสายพันธ์ุมันส าปะหลัง 
 เจริญศกัดิ์ โรจนฤทธ์ิพิเชษฐ์ (2546) ได้รำยงำนข้อมลูวำ่มีหนว่ยงำนส ำคญัของไทยท่ี
เก่ียวข้องกำรปรับปรุงสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงั ได้แก่ 
  2.1 สถำบนัวิจยัพืชไร่ กรมวิชำกำรเกษตร มีศนูย์วิจยัพืชไร่ระยอง ตัง้อยูท่ี่ 
ต ำบลห้วยโป่ง อ ำเภอเมือง จงัหวดัระยอง เป็นศนูย์วิจยัหลกัในกำรสร้ำงสำยพนัธุ์ 
มนัส ำปะหลงัซึง่สำยพนัธุ์ท่ีได้มำจะใช้ช่ือสำยพนัธุ์ “ระยอง” หมำยเลขตำ่ง ๆ  
  2.2 มหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ ภำยใต้กำรประสำนงำนโดยภำควิชำพืชไร่นำ 
คณะเกษตร มีสำยพนัธุ์ท่ีแนะน ำออกมำคือ สำยพนัธุ์ศรีรำชำ 1 เกษตรศำสตร์ 50 และห้วยบง 60  
  2.3 ศนูย์เกษตรเขตร้อนนำนำชำต ิ(Centro Internacional de Agricultura Tropical, 
CIAT) ตัง้อยูท่ี่เมืองคำลี ประเทศโคลมัเบีย เป็นศนูย์วิจยัมนัส ำปะหลงันำนำชำติมีช่ือย่อวำ่ 
“เซียท (CIAT)” เชน่เดียวกนักบัศนูย์วิจยัข้ำวนำนำชำตปิระเทศฟิลิปปินส์ CIAT ได้ร่วมมือในกำร
ปรับปรุงมนัส ำปะหลงักบัประเทศไทย โดยสง่พนัธุ์ และเชือ้พนัธุกรรมมนัส ำปะหลงัให้โครงกำร
ปรับปรุงพนัธุ์มนัส ำปะหลงัไทยจ ำนวนมำก และใช้เป็นวตัถดุบิส ำหรับกำรสร้ำงพนัธุ์ใหม ่ๆ  
  2.4 มลูนิธิสถำบนัพฒันำมนัส ำปะหลงัแหง่ประเทศไทย ก่อตัง้เม่ือปี พ.ศ. 2536 ด้วย
จดุมุง่หมำยท่ีจะพฒันำกำรผลิต และกำรค้ำมนัส ำปะหลงัทำงมลูนิธิฯ ให้กำรสนบัสนนุกำรวิจยั
พฒันำสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัตลอดจนขยำย และแจกจ่ำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัสูเ่กษตรกร  
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 3. สายพันธ์ุมันส าปะหลังท่ีได้รับการปรับปรุงพันธ์ุในประเทศไทย 
เจริญศกัดิ์ โรจนฤทธ์ิพิเชษฐ์ (2546) ได้รำยงำนข้อมลูวำ่มีสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงับำงสำยพนัธุ์ท่ี
ได้รับกำรปรับปรุงพนัธุ์ในประเทศไทย ตวัอยำ่งเชน่ 
  3.1 สำยพนัธุ์ระยอง 1 (RAYONG 1) 
  สำยพนัธุ์ระยอง 1 เคยเป็นสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัท่ีส ำคญัท่ีสดุของประเทศไทย และ
ส ำคญัท่ีสดุในโลก เคยเป็นสำยพนัธุ์เดียวท่ีปลกูกนัทัว่ประเทศจ ำนวน 8-10 ล้ำนไร่ และผลผลิตของ
สำยพนัธุ์นีถ้กูแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ เพ่ือสง่ออกเป็นมลูคำ่ถึงปีละสองหม่ืนล้ำนบำท ให้ผลผลิตสงู
ปำนกลำง มีกำรปรับตวัได้กว้ำงขวำล ำต้นสงูใหญ่ และตัง้ตรงมีสีเงินงอกได้ดีทัง้ในฤดแูล้ง และ 
ฤดฝูน หวัมีสีขำวเป็นกระจกุถอนง่ำยยอดอ่อนมีสีมว่งมีขนใบแตกก่ิงน้อยก้ำนใบมีสีเขียวเหลือบ
แดง เปลือกหวัมีสีน ำ้ตำลอ่อน เนือ้หวัมีสีขำวนวล มีรสขม มีกรดไฮโดรไซยำนิคในหวัสงู ไมเ่หมำะท่ี
ใช้เป็นอำหำรมนษุย์โดยตรงเหมำะส ำหรับเป็นพนัธุ์เพ่ือแปรรูปในโรงงำนมนัเส้นหรือแปง้ 
  3.2 สำยพนัธุ์ระยอง 3 (RAYONG 3) 
  เกิดจำกกำรผสมพนัธุ์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ M.Mex 55 กบัสำยพนัธุ์ M.Ven 307 ท่ี CIAT 
ประเทศโคลมัเบียน ำเมล็ดมำปลกูเพ่ือคดัเลือกในประเทศไทยมีลกัษณะเดน่ คือ ผลผลิตหวัสด
ใกล้เคียงกบัสำยพนัธุ์ระยอง 1 ยอดออ่นมีสีเขียวออ่น ก้ำนใบมีสีเขียวออ่นปนแดง ล ำต้น และ
เปลือกมีสีน ำ้ตำลอ่อนสีของเนือ้มีสีขำว แตเ่กษตรกรไมน่ิยมปลกูเน่ืองจำกมีลกัษณะต้นเตีย้ขนำด
ต้นเล็กปกคลมุวชัพืชได้ไมดี่ ต้นขยำยพนัธุ์ได้น้อย  
  3.3 สำยพนัธุ์ระยอง 60 (RAYONG 60) 
  เกิดจำกกำรผสมพนัธุ์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ MCol 1684 กบัสำยพนัธุ์ระยอง 1 มีลกัษณะ
เดน่ คือผลผลิตหวัสงูกวำ่สำยพนัธุ์ระยอง 1 ปริมำณแปง้ในหวัไมส่งูนกัแตส่งูกวำ่สำยพนัธุ์ระยอง 1 
เล็กน้อยทอ่นพนัธุ์งอกดี แตกก่ิงน้อย ล ำต้นสงู ทรงต้นสวย ยอดอ่อนมีสีเขียวอมน ำ้ตำล ก้ำนใบมีสี
เขียวปนมว่งล ำต้น และเปลือกมีสีน ำ้ตำลอ่อน เนือ้หวัมีสีขำวครีม 
  3.4 สำยพนัธุ์ระยอง 5 (RAYONG 5) 
  สำยพนัธุ์นีเ้ป็นลกูผสมระหว่ำงสำยพนัธุ์ 27-77-10 กบัสำยพนัธุ์ระยอง 3 เป็น 
สำยพนัธุ์ท่ีให้ผลผลิตสงู และมีปริมำณแปง้ในหวัสงู ท่อนพนัธุ์งอกดีปรับตวัเข้ำกบัสภำพแวดล้อม
ตำ่ง ๆ ได้ดี หวัอ้วนสัน้เก็บเก่ียวได้ง่ำยยอดอ่อนมีสีมว่งอ่อนก้ำนใบมีสีแดงเข้มล ำต้นมีสีน ำ้ตำลออ่น
อมเขียว เปลือกหวัมีสีน ำ้ตำลออ่น เนือ้หวัมีสีขำว  
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  3.5 สำยพนัธุ์ระยอง 90 (RAYONG 90) 
  เกิดจำกกำรผสมพนัธุ์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ CMC 76 กบัสำยพนัธุ์ V 43 มีลกัษณะ
เดน่ คือ ผลผลิตสงู และปริมำณแปง้ในหวัสงูซึง่เป็นท่ีต้องกำรของโรงงำนแปง้มนัส ำปะหลงั 
จดุอ่อนคือท่อนพนัธุ์หลงัจำกกำรเก็บเก่ียวควรรีบน ำไปปลกูให้เร็วท่ีสดุหำกเก็บไว้เกิน 3 
สปัดำห์จะเสียควำมงอกอยำ่งรวดเร็วซึง่พนัธุ์ดีพนัธุ์อ่ืนทอ่นพนัธุ์ไมเ่สียควำมงอกเร็วเท่ำนี ้
ลกัษณะทัว่ไปมีสียอดอ่อนสีเขียวก้ำนใบมีสีเขียวอ่อนล ำต้นมีสีน ำ้ตำลอมส้มเปลือกหวัมีสี
น ำ้ตำลเข้มเนือ้หวัมีสีขำว  
  3.6 สำยพนัธุ์ระยอง 72 (RAYONG 72) 
  สำยพนัธุ์นีเ้ป็นพนัธุ์ใหมล่ำ่สดุของกรมวิชำกำรเกษตร เกิดจำกกำรผสมระหวำ่ง 
สำยพนัธุ์ระยอง 1 ผสมกบัสำยพนัธุ์ระยอง 5 ลกัษณะเดน่ คือให้ผลผลิตหวัสดคอ่นข้ำงสงูคือหวัสด
สงูกวำ่สำยพนัธุ์ระยอง 1 ระยอง 5 และระยอง 90 นอกจำกนัน้ลกัษณะของท่อนพนัธุ์งอกดีล ำต้น
ตรงสงูใหญ่ทรงต้นสวยท่อนพนัธุ์งอกดีเจริญเตบิโตเร็วข้อจ ำกดั คือมีปริมำณแปง้ในหวัไมส่งูมำก
นกัลกัษณะทัว่ไปคือมีสียอดออ่นสีมว่งก้ำนใบมีสีแดงเข้มล ำต้นมีสีเขียวเงินเปลือกหวัมีสีน ำ้ตำล
ออ่นและเนือ้หวัมีสีขำว 
  3.7 สำยพนัธุ์ศรีรำชำ 1 (SRIRACHA 1) 
  สำยพนัธุ์ศรีรำชำเป็นสำยพนัธุ์ท่ีพฒันำมำจำกมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ เกิดจำก
กำรผสมระหวำ่งสำยพนัธุ์ MKU2-162 กบัสำยพนัธุ์ระยอง 1 ซึง่พนัธุ์นีย้งัคงรักษำคณุสมบตัขิอง 
สำยพนัธุ์ระยอง 1 ไว้ คือทอ่นพนัธุ์งอกดีทรงต้นสงูใหญ่แตกก่ิงน้อยคมุวชัพืชได้ดีผลผลิตหวัสด
ใกล้เคียงกบัพนัธุ์ระยอง 1 แตมี่ปริมำณแปง้สงูกวำ่ลกัษณะทัว่ไปคือยอดออ่น ก้ำนใบมีสีเขียว 
ปนมว่งล ำต้นมีสีเขียวเงินแตกลำยเปลือกหวัมีสีขำวนวล และเนือ้หวัมีสีครีม  
  3.8 สำยพนัธุ์เกษตรศำสตร์ 50 (KU 50) 
  สำยพนัธุ์นีเ้ป็นผลงำนวิจยัร่วมกนัของ 3 หนว่ยงำนคือ มหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์  
กรมวิชำกำรเกษตร และศนูย์เกษตรเขตร้อนนำนำชำต ิ(Centro Internacional de Agricultura 
Tropical, CIAT) เกิดจำกกำรผสมพนัธุ์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ระยอง 1 ผสมกบัสำยพนัธุ์ระยอง 90 และ
เน่ืองในวำระครบรอบ 50 ปีในปี 2535 ของกำรก่อตัง้มหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์จงึตัง้ช่ือสำยพนัธุ์
นีว้ำ่ “เกษตรศำสตร์ 50” มีลกัษณะเดน่ คือ ผลผลิตสงูปริมำณแปง้ในหวัสงู และยงัคงลกัษณะเดน่
ของสำยพนัธุ์ระยอง 1 ไว้ คือ ทอ่นพนัธุ์งอกดีล ำต้นสงูใหญ่คมุวชัพืชได้ดีหวัเป็นกลุม่ขดุเก็บเก่ียว
สะดวกพนัธุ์นีเ้ป็นพนัธุ์ท่ีได้รับกำรสง่เสริม และเป็นท่ีต้องกำรของเกษตรกรและปลกูมำกท่ีสดุใน
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ประเทศลกัษณะทัว่ไปคือ ยอดอ่อนมีสีมว่งไมมี่ขนอ่อน ก้ำนใบมีสีเขียว ล ำต้นมีสีเขียวเงิน เปลือก
หวัมีสีน ำ้ตำลอ่อน และเนือ้หวัมีสีขำว  
  3.9 สำยพนัธุ์ห้วยบง 60 
  สำยพนัธุ์ห้วยบง 60 เป็นมนัส ำปะหลงัสำยพนัธุ์ท่ีพฒันำโดยควำมร่วมมือของ
นกัวิชำกำรจำกมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ และมลูนิธิสถำบนัพฒันำมนัส ำปะหลงัแห่งประเทศไทย
สำยพนัธุ์นีเ้กิดจำกกำรผสมพนัธุ์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ระยอง 5 กบัสำยพนัธุ์เกษตรศำสตร์ 50 ลกัษณะ
เดน่ของสำยพนัธุ์ห้วยบง 60 คือ ให้ผลผลิตหวัสดสงูกวำ่พนัธุ์เกษตรศำสตร์ 50 อยู ่7 เปอร์เซ็นต์ 
และมีแปง้ในหวัสงูกว่ำสำยพนัธุ์เกษตรศำสตร์ 50 เล็กน้อย สำมำรถปลกูได้ทัว่ไป และน ำมำสกดั
แปง้จำกหวัสดได้มำกแปง้มีสีขำวและมีควำมหนืดสงูเหมำะสมกบัอตุสำหกรรมแปง้ และ
อตุสำหกรรมตอ่เน่ือง นอกจำกนัน้สำยพนัธุ์นีย้งัมีคณุสมบตัท่ีิท่อนพนัธุ์งอกดี ล ำต้นสงูใหญ่ 
สำมำรถคลมุวชัพืชได้ดี ลกัษณะทัว่ไปคือ ยอดอ่อนมีสีมว่งออ่นไมมี่ขน ก้ำนใบมีสีเขียว ล ำต้นมีสี
เขียวเงิน เปลือกหวัมีสีน ำ้ตำลออ่นและเนือ้หวัมีสีขำว  
 4. พันธุศาสตร์มันส าปะหลัง 
 มนัส ำปะหลงัมีโครโมโซม 2n=36 จดัเป็นพวก allotetraploid และเป็นพืชท่ีมี 
heterozygosity สงูมำกซึง่สำมำรถรักษำลกัษณะนีไ้ด้โดยกำรขยำยพนัธุ์ด้วยท่อนพนัธุ์โดย
ธรรมชำตมินัส ำปะหลงัมีทัง้กำรผสมข้ำมและกำรผสมตวัเอง (self-pollination) ซึง่กำรผสมข้ำม
(crosspollination) ของมนัส ำปะหลงัจะท ำให้เมล็ดท่ีได้จำกกำรผสมแตล่ะเมล็ดมี genotype ท่ี
แตกตำ่งกนัท ำให้เกิดกำรกระจำยตวัทำงพนัธุกรรมในลกัษณะตำ่ง ๆ ทัง้ทำงด้ำนรูปทรง ลกัษณะ
ต้น ผลผลิต และดชันีกำรเก็บเก่ียว แตล่กูท่ีได้จำกกำรผสมตวัเองนัน้อิทธิพลของ inbreeding 
depression ท ำให้ลกูท่ีได้นัน้ออ่นแอผลผลิตต ่ำ และลกัษณะตำ่ง ๆ เชน่ ควำมสงู ควำมแข็งแรง 
ลดลงอยำ่งมำก ต้นท่ีได้จำก F1 จงึไมส่ำมำรถน ำไปปลกูเป็นกำรค้ำได้ (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศิลำ และ
อจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2537) 
 5. การจ าแนกมันส าปะหลัง 
 แบง่มนัส ำปะหลงัตำมปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคได้เป็น 2 ชนิด (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และ
อจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2547) คือ 
  5.1 ชนิดหวำน (sweet cassava) เป็นมนัส ำปะหลงัท่ีมีปริมำณ 
กรดไฮโดรไซยำนิคต ่ำไมมี่รสขม ใช้เพ่ือบริโภคของมนษุย์ มีทัง้ชนิดเนือ้ร่วน ยุ่ย และชนิดเนือ้แนน่
เหนียว ในประเทศไทยไมมี่กำรปลกูเป็นพืน้ท่ีใหญ่ ๆ เน่ืองจำกมีตลำดจ ำกดั สว่นใหญ่จะปลกู 
รอบ ๆ บ้ำน หรือตำมร่องสวนเพ่ือบริโภคเอง ในครัวเรือนหรือเพ่ือจ ำหนำ่ยตำมตลำดสดในท้องถ่ิน
ในปริมำณไมม่ำก รำคำกิโลกรัมละ 4-8 บำท และสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัชนิดหวำน ท่ีนิยมปลกู 
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เชน่ ระยอง 2 และห้ำนำที ในระยะหลงัมีกำรปรับปรุงสำยพนัธุ์ขึน้มำแล้วไมมี่กำรศกึษำจริงจงัท ำ
ให้ไมมี่สำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัชนิดนีใ้หม่ ๆ ออกมำ สำยพนัธุ์ห้ำนำทีเป็นสำยพนัธุ์พืน้เมืองท่ีมีปลกู
มำนำนในประเทศไทย (คำดวำ่มำจำกทำงภำคใต้ผำ่นมำทำงประเทศมำเลเซีย) โดยไมท่รำบเวลำ
น ำเข้ำมำท่ีแน่นอน มีกำรปลกูจ ำนวนเล็กน้อยเพ่ือใช้รับประทำน ลกัษณะเดน่ เนือ้หวัร่วน เหมำะ
ส ำหรับท ำขนม เชน่ เช่ือม ย่ำง ผลผลิตคอ่นข้ำงต ่ำประมำณ 1,500-2,000 กิโลกรัมตอ่ไร่ ปลกูใน
สภำพสวนจะมีคณุภำพของหวัดีกวำ่ปลกูในสภำพไร่มีกรดไฮโดรไซยำนิคในหวัคอ่นข้ำงต ่ำ 
ต้ำนทำนโรคปำนกลำง ล ำต้นตรง สงู แตกก่ิง ก้ำนใบสีแดงใบกว้ำง ยอดออ่นสีเขียว ล ำต้นสี
น ำ้ตำลเข้ม สีเปลือกหวัน ำ้ตำลเข้ม เนือ้สีขำว เปลือกในสีมว่ง รูปร่ำงหวัเรียวยำว เปลือกปอกง่ำย 
กำรเก็บเก่ียว ในสภำพไร่ ไมค่วรเก็บเก่ียวอำยเุกิน 10 เดือน เพรำะจะมีเส้นใยมำก ในสภำพสวน
เก็บเก่ียวเม่ืออำย ุ8 เดือน 
  5.2 ชนิดขม (bitter cassava) เป็นมนัส ำปะหลงัท่ีมีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคสงู  
เป็นพิษ และมีรสขม เชน่ ระยอง 1 ระยอง 2 ระยอง 60 ระยอง 90 ระยอง 5 ระยอง 72 
เกษตรศำสตร์ 50 และห้วยบง 60 ไมเ่หมำะส ำหรับกำรบริโภคของมนษุย์ หรือใช้หวัสดเลีย้งสตัว์
โดยตรง แตใ่ช้ส ำหรับอตุสำหกรรมแปรรูปตำ่ง ๆ เชน่ แปง้มนั มนัอดัเม็ด แอลกอฮอล์ เน่ืองจำกมี
ปริมำณแปง้สงูรำคำกิโลกรัมละ 0.80-1.25 บำท ประเทศไทยจงึนิยมปลกูมนัส ำปะหลงัชนิดนีม้ำก
ท่ีสดุ สำรไซยำไนด์ในมนัส ำปะหลงัจะอยูใ่นรูปของกรดไฮโดรไซยำนิค (HCN) ซึง่เกิดจำกสำร 
ไซยำโนเจนิค ไกลโคไซค์ซึง่มีอยูใ่นสว่นตำ่ง ๆ ของมนัส ำปะหลงั เม่ือเซลล์ถกูท ำลำย เช่น ถกูบด  
ถกูสบั จะท ำให้เอนไซม์เข้ำมำท ำปฏิกิริยำกบัสำรไซยำโนเจนิค ไกลโคไซด์ ได้กรดไฮโดรไซยำนิค 
ออกมำ สำรไซยำโนเจนิคไกลโคไซด์มีอยูห่ลำยชนิดแตท่ี่พบในมนัส ำปะหลงัมีอยู ่2 ชนิดคือ  
ไลนำมำริน (linamarin) และ โลทอสตรำลิน (lotaustralin) นกัวิทยำศำสตร์พบวำ่สำร 

ไซยำโนเจนิคไกลโคไซด์นัน้ สร้ำงขึน้ในสว่นของใบมนัส ำปะหลงั แล้วล ำเลียงไปเก็บยงัสว่นตำ่ง ๆ 
ของมนัส ำปะหลงั เชน่ ท่ีรำก หรือ หวั เป็นต้น (Bediako, Tapper, & Pritchard, 1981) พบวำ่กรด
ไฮโดรไซยำนิคในบริเวณเปลือกของหวัจะพบมำกท่ีสดุ ประมำณ 150-1,110 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม
น ำ้หนกัสด รองลงมำคือ ใบประมำณ 83-878 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัมน ำ้หนกัสด และในเนือ้หวัมี 
ประมำณ 5-490 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัมน ำ้หนกัสด 
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 BruiJn (1971) ได้จดัล ำดบัควำมเป็นพิษของกรดไฮโดรไซยำนิคได้ ดงันี ้ 
 1) ระดบัไมเ่ป็นพิษ มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคน้อยกว่ำ 50 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม
น ำ้หนกัสด 
 2) ระดบัเป็นพิษปำนกลำง มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิค 50-100 มิลลิกรัมตอ่กิโลกรัม
น ำ้หนกัสด 
 3) ระดบัเป็นพิษมำก (อนัตรำย) มีปริมำณกรดไฮโดรไซยำนิคมำกกวำ่ 100 มิลลิกรัมตอ่
กิโลกรัมน ำ้หนกัสด 
 
ประโยชน์ของมันส าปะหลัง 
 มนัส ำปะหลงัเป็นพืชอำหำรท่ีส ำคญัของประเทศในเขตร้อนโดยเฉพำะประเทศตำ่ง ๆ ใน
ทวีปแอฟริกำ และอเมริกำใต้ ในเอเชีย ประเทศอินโดนีเซีย และอินเดียมีกำรบริโภคมนัส ำปะหลงั
กนัเป็นจ ำนวนมำก (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2547) เป็นแหลง่คำร์โบไฮเดรตของคน
ในประเทศเขตร้อนท่ีส ำคญัอนัดบั 4 ของโลกรองจำกข้ำว น ำ้ตำล และข้ำวโพด ผลผลิตทัว่โลก 166 
ล้ำนตนัตอ่ปี พืน้ท่ีปลกู 16.6 ล้ำนเฮกตำร์ (ha) ผลผลิตเฉล่ีย 9.9 ตนัตอ่เฮกตำร์ โดยใช้เป็นอำหำร
ของมนษุย์ 57 เปอร์เซ็นต์ เป็นอำหำรสตัว์ 32 เปอร์เซ็นต์ ใช้ในอตุสำหกรรม 11 เปอร์เซ็นต ์ผลผลิต
ประมำณ 51.3 เปอร์เซ็นต์ ผลิตในทวีปแอฟริกำรองลงมำ คือ ทวีปเอเชีย ผลิตประมำณ 29.4 
เปอร์เซ็นต์ และอเมริกำใต้ 19.3 เปอร์เซ็นต์ (Bellotti, Smith, & Lapointe, 1999) ประเทศไทยเป็น
ประเทศท่ีสง่ผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัออกมำกท่ีสดุในโลก ทัง้นีเ้พรำะประเทศท่ีผลิตมนัส ำปะหลงั
ได้มำก เชน่ ไนจีเรีย บรำซิล คองโก กำนำ และประเทศอ่ืน ๆ น ำผลผลิตท่ีได้ใช้เป็นอำหำรของ
พลเมืองภำยในประเทศ ในขณะท่ีประเทศไทยใช้มนัส ำปะหลงัเพ่ือบริโภคน้อยมำก ประเทศท่ีไทย
สง่ผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัในรูปของมนัอดัเม็ดไปขำยมำกท่ีสุด คือ ประเทศในกลุม่ประชำคมยโุรป 
เกำหลีใต้ และญ่ีปุ่ น สว่นกำรสง่ออกในรูปแปง้มนัส ำปะหลงั ประเทศท่ีสัง่ซือ้มำกท่ีสดุ คือ ญ่ีปุ่ น 
รองลงมำ คือ ฮ่องกง สหรัฐอเมริกำ มำเลเซีย สิงค์โปร์ และไต้หวนั (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และอจัฉรำ 
ลิ่มศลิำ, 2547) มีหลำยประเทศในโลกบริโภคมนัส ำปะหลงัเป็นอำหำรหลกั เชน่ ประเทศในแถบ
ทวีปอเมริกำใต้ ทวีปแอฟริกำ ตลอดจนบำงประเทศในทวีปเอเชีย เชน่ อินโดนีเซีย และมีหลำย
ประเทศท่ีบริโภคมนัส ำปะหลงัเป็นอำหำรส ำคญัรองจำกธญัพืชแตเ่น่ืองจำกหวัมนัส ำปะหลงัสดไม่
สำมำรถเก็บรักษำให้คงสภำพเดมิไว้ได้นำนวนัมกัจะเกิดกำรเนำ่เสียจงึมกัจะมีกำรแปรสภำพก่อน
เก็บรักษำเพ่ือให้สำมำรถเก็บไว้บริโภคนำนวนั สว่นมำกมกัจะน ำไปหมกัก่อนน ำไปปรุงอำหำร เชน่ 
น ำไปนึง่ ทอด ยำ่ง นอกนัน้กำรน ำหวัสดไปบดใส่ถงุทบัให้แห้งทิง้ไว้ 4 วนั ระหว่ำงนัน้จะเกิดกำร
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หมกั จำกนัน้จงึน ำไปทอด ชำวไนจีเรียเรียกอำหำรชนิดนีว้ำ่ Gari สว่นของชำวมำดำกสักำ เรียกวำ่ 
Bononoka นัน้กำรหมกัโดยน ำไปแชใ่นน ำ้ท่ีไหลหลำย ๆ วนั แล้วน ำไปนึง่เพ่ือเป็นอำหำร นอกจำก 
นัน้ยงันิยมน ำมำรับประทำนได้หลำยรูปแบบ เชน่ ท ำเป็นแปง้มนัเพ่ือน ำไปปรับเป็นอำหำรอ่ืนตอ่ไป 
หวัสดยงัน ำมำท ำเป็นมนัทอดได้โดยปอกเปลือกฝำนเป็นแผน่บำง ๆ น ำมำทอด ใช้เป็นอำหำรวำ่ง
ได้ (Adewui & Akindahunsi, 1994) 
 กำรใช้ผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัเพ่ือกำรเลีย้งสตัว์เร่ิมประมำณปี พ.ศ. 2499 สมยันัน้มี
ชำวเยอรมนัทดลองน ำเอำขีแ้ปง้ซึง่เป็นผลิตผลพลอยได้จำกกำรท ำแปง้มนัส ำปะหลงัไปใช้เลีย้ง
สตัว์ได้ผลเป็นท่ีพอใจคุ้มกบัรำคำ แตขี่แ้ปง้มีไมม่ำกพอกบัควำมต้องกำรของตลำดยโุรปจงึมีผู้ ริเร่ิม
เอำหวัมนัส ำปะหลงัสดมำหัน่เป็นชิน้ ๆ น ำมำตำกแห้งและบดด้วยหินบดข้ำวเป็นมนัป่น ปรำกฏวำ่ 
มนัป่นท่ีได้จำกกำรบดหวัมนัส ำปะหลงันีเ้ป็นท่ีนิยมของโรงงำนอำหำรสตัว์ในทวีปยโุรป ตอ่มำใน
รำวปี พ.ศ. 2503-2504 ได้มีผู้น ำเอำกำกมนัส ำปะหลงัเหลือทิง้จำกโรงงำนผลิตแปง้มนัส ำปะหลงั
มำผสมปนรวมกนัเป็น กำกมนัป่น (waste meal) ปรำกฏวำ่กลำยเป็นสินค้ำท่ีขำยดี แตภ่ำยหลงัมี
ผู้ปลอมปนกำกมนัป่นมำกขึน้ โดยน ำดนิ ทรำย แกลบ ขีเ้ล่ือยมำบดผสมปนลงไป ผู้ ซือ้ในยโุรปจงึ
หนัมำซือ้มนัเส้นแทน ซึง่กำรผลิตมนัเส้นท ำได้โดยน ำหวัมนัส ำปะหลงัสดมำฝำน หรือตดั เป็นชิน้
เล็ก ๆ แล้วตำกแดดให้แห้ง ระยะนัน้ชำวชลบรีุได้คิดเคร่ืองท ำมนัเส้นขึน้แล้ว กำรสง่มนัเส้นออกไป
จ ำหนำ่ยในยโุรปด ำเนินเร่ือยมำจนกระทัง่ปี พ.ศ. 2510-2511 ได้มีบริษัทสัง่ซือ้เคร่ืองอดัเม็ดมำจำก
ตำ่งประเทศเพ่ือท ำมนัส ำปะหลงัอดัเม็ด โดยน ำมนัเส้นเข้ำเคร่ืองอดัออกมำเป็นแทง่เหมือนแทง่
ชอล์กซึง่มีน ำ้หนกัเบำ เพ่ือใช้สง่ออกขำยแทนมนัเส้นท่ีเปลืองเนือ้ท่ีบรรทกุในระวำงเรือมำกท ำให้
เสียคำ่ใช้จำ่ยในกำรขนสง่สงู ตอ่มำวิศวกรไทยได้สร้ำงเคร่ืองอดัเม็ดเลียนแบบของตำ่งประเทศเป็น
ผลส ำเร็จ และใช้ได้ดีทัง้รำคำถกูวำ่สัง่จำกตำ่งประเทศ แตปั่จจบุนัเคร่ืองอดัเม็ดในโรงงำน 
มนัส ำปะหลงัอดัเม็ดสว่นใหญ่เป็นเคร่ืองอดัเม็ดท่ีผลิตขึน้ในประเทศไทย (จรุงสิทธ์ิ ลิ่มศลิำ และ
อจัฉรำ ลิ่มศลิำ, 2547) 
 กล้ำณรงค์ ศรีรอด และเกือ้กลู ปิยะจอมขวญั (2546) รำยงำนวำ่ผลิตภณัฑ์จำก 
มนัส ำปะหลงัของประเทศไทยสำมำรถแปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ได้ ดงันี.้  
 1) มนัส ำปะหลงัเส้น (cassava chips หรือ shredded) คือ ผลิตภณัฑ์ 
มนัส ำปะหลงัท่ีได้จำกกำรน ำหวัมนัส ำปะหลงัสดมำหัน่ หรือฝำน ให้เป็นแผ่นบำง ๆ แล้วน ำไปตำก
แดดให้แห้ง ซึง่ใช้เวลำตำกประมำณ 2-3 วนั หวัมนัส ำปะหลงัสด 1 กิโลกรัม ผลิตเป็นมนัส ำปะหลงั
เส้นได้ประมำณ 0.40 กิโลกรัม 
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 2) มนัส ำปะหลงัอดัเม็ด (cassava pellets) คือ ผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัท่ีได้มำจำกกำร
น ำหวัมนัส ำปะหลงัสด หรือมนัส ำปะหลงัเส้นน ำไปบด แล้วอดัด้วยเคร่ืองจกัรให้มีรูปร่ำงเป็นแทง่
ทรงกระบอก ขนำดเส้นผ่ำศนูย์กลำง 0.4-0.7 ซม. แล้วท ำให้แห้งเพ่ือลดอณุหภมูิ และลดควำมชืน้
ให้เหลือ 14 เปอร์เซ็นต์ มนัส ำปะหลงัเส้นหนกั 1 กิโลกรัม ผลิตเป็นมนัส ำปะหลงัอดัเม็ดได้
ประมำณ 0.89-0.93 กิโลกรัม 
 3) แปง้มนัส ำปะหลงั (cassava flour หรือ tapioca flour) คือ ผลิตภณัฑ์มนัส ำปะหลงัท่ี
ได้จำกกำรน ำหวัมนัส ำปะหลงัสดไปล้ำงท ำควำมสะอำดแยกเอำดนิ หรือสิ่งสกปรกออกแล้วน ำไป
ขดูเปลือกออกพร้อมกบัสบัให้มีขนำดเล็กลง จำกนัน้น ำไปบดยอ่ยพร้อมทัง้แยกเอำกำก 
มนัส ำปะหลงั และน ำ้แปง้ออกจำกกนั สว่นกำกมนัส ำปะหลงั (cassava meal หรือ cassava 
waste) จะถกูแยกออกไปตำกให้แห้ง เพ่ือน ำไปจ ำหน่ำยเป็นกำกมนัส ำปะหลงัหรือน ำไปใช้ผสมกบั
มนัเส้นเพ่ืออดัเป็นมนัเม็ดอีกครัง้หนึง่ น ำ้แปง้ท่ีถกูแยกออกมำจะถกูสง่ไปฟอกด้วยไอก ำมะถนั เพ่ือ
ขจดัยำง และฟอกสีให้ขำวสะอำดขึน้ จำกนัน้จะถกูสง่ตอ่ไปท ำให้แห้งเพ่ือได้แปง้มนัส ำปะหลงั
ออกมำ กำรท ำให้แห้งมีทัง้กำรใช้วิธีกำรสลดั (centrifuge) และกำรอบด้วยควำมร้อน หวัมนั
ส ำปะหลงัสดน ำ้หนกั 1 กิโลกรัม ผลิตเป็นแปง้มนัส ำปะหลงัได้ 0.20 กิโลกรัม และได้กำกมนั
ส ำปะหลงัประมำณ 0.04-0.09 กิโลกรัม จำกแปง้มนัส ำปะหลงั สำมำรถน ำไปผลิตเป็นแปง้แปรรูป 
(modified starch) ชนิดตำ่ง ๆ ซึง่มีควำมส ำคญัทำงอตุสำหกรรมอำหำร ยำ ตลอดจนสิ่งพิมพ์ หรือ
กำว และคำดวำ่แปง้แปรรูปจำกมนัส ำปะหลงัจะมีบทบำทตอ่อตุสำหกรรมมนัส ำปะหลงัเพิ่มมำก
ขึน้ในอนำคต  
 4) แอลกอฮอล์จำกมนัส ำปะหลงั (alcohol) กรรมวิธีในกำรผลิตแอลกอฮอล์จำก 
มนัส ำปะหลงั เร่ิมต้นด้วยกำรน ำหวัมนัส ำปะหลงัสดไปล้ำงให้สะอำดแล้วบดให้ละเอียด จำกนัน้
น ำไปยอ่ยแปง้ให้มีโมเลกลุเล็กลง (saccharification) ด้วยกำรใช้กรด (hydrolysis) หรือใช้
จลุินทรีย์ (biological process) แล้วจงึน ำสำรละลำยแปง้ท่ียอ่ยได้ไปหมกั (fermentation) ด้วย
ยีสต์ ซึง่จะได้น ำ้ไวน์ (wine) เม่ือน ำไปกรองและกลัน่ ก็จะได้แอลกอฮอล์และกำก (stillage) 
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การใช้เทคนิคทางโมเลกุลในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช 
 กำรจ ำแนกควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของสิ่งมีชีวิตท ำโดยกำรศกึษำอนกุรมวิธำน 
กำรเปรียบเทียบทำงกำยวิภำค สณัฐำนวิทยำ กำรศกึษำเอมบริโอ และสรีรวิทยำ (สริุนทร์  
ปิยะโชคณำกลุ, 2545) กำรใช้ลกัษณะดงักลำ่วเพ่ือบอกถึงสำยพนัธุ์พืชนัน้ บำงครัง้ยงัไมเ่พียงพอ
ตอ่กำรแยกควำมแตกตำ่งให้ชดัเจน และแมน่ย ำได้ เน่ืองจำกอิทธิพลของสภำพแวดล้อมท่ีพืชนัน้
ขึน้อยู่กำรแยกควำมแตกตำ่งของสำยพนัธุ์โดยใช้ลกัษณะท่ีพืชแสดงออก หรือลกัษณะทำง 
ฟีโนไทป์ ของพืชนัน้ อำจได้รับอิทธิพลจำกสภำพแวดล้อมเข้ำมำเก่ียวข้อง ดงันัน้จงึจ ำเป็นต้อง
อำศยัวิธีกำรทำงด้ำนโมเลกลุ มำชว่ยแยกควำมแตกตำ่งของพืชแตล่ะสำยพนัธุ์ ในระดบัโมเลกลุ ซึง่
ปัจจบุนัเป็นท่ีนิยม ดงันัน้ท่ีผ่ำนมำจงึได้มีกำรพฒันำวิธีกำรในกำรตรวจสอบสำยพนัธุ์ของสิ่งมีชีวิต 
โดยกำรใช้อิเล็กโทรโฟริซีสของไอโซไซม์ในระดบัโปรตีนมำใช้ในกำรแยกควำมแตกตำ่งของ 
สำยพนัธุ์ท่ีมีควำมใกล้ชิดกนัทำงจีโนไทป์ (genotype) ได้ (สมิต บญุเสริมสขุ และประวิทย์  
จิตต์จ ำนงค์, 2532; Bassiri, 1976; Stegemann, 1984) 
 เทคนิคทำงโมเลกลุมีควำมส ำคญัในกำรวิจยัควำมหลำกหลำย และวิวฒันำกำรของ
สิ่งมีชีวิตโดยเฉพำะกำรศกึษำลกัษณะพนัธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดตำ่ง ๆ หรือท่ีเรียกว่ำเคร่ืองหมำย
ทำงพนัธุกรรม ซึง่เป็นกำรศกึษำเคร่ืองหมำยพนัธุศำสตร์ท่ีส ำคญัอีกทัง้เป็นตวับง่ชีส้ว่นกำรท ำงำน
ของยีน ซึง่เป็นบริเวณของดีเอ็นเอท่ีสง่ผลกำรแสดงออกในสิ่งมีชีวิตรุ่นตำ่ง ๆ ดงันัน้ในปัจจบุนันี ้
นวตักรรมทำงเคร่ืองหมำยทำงพนัธุกรรมจงึมีควำมส ำคญัมำก (Wagner, 1992) กำรวิเครำะห์
ควำมหลำยหลำยทำงพนัธุกรรมของพืชด้วยเทคนิคชีววิทยำโมเลกลุกำรศกึษำ ในระดบั ดีเอ็นเอ 
เชน่ ลำยพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชมีสว่นได้เปรียบกวำ่กำรศกึษำทำงสณัฐำนวิทยำ เพรำะข้อมลู
พนัธุกรรมในสำยดีเอ็นเอของพืชจะมีควำมคงตวั และไมมี่ควำมแปรปรวนทำงพนัธุกรรมท่ีเกิดจำก
อิทธิพลของสภำพแวดล้อม สำมำรถตรวจสอบได้ทกุระยะของกำรเจริญเตบิโตจำกกำรตรวจสอบ
ในระดบัดีเอ็นเอ เกิดจำกกำรกลำยพนัธุ์ของเบสในสำยนิวคลีโอไทด์ จงึท ำให้เกิดลกัษณะท่ีมี
ควำมจ ำเพำะของสิ่งมีชีวิตแตล่ะชนิด จงึนิยมน ำมำใช้ในกำรศกึษำควำมแปรปรวน หรือควำม
หลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของพืช โดยทัว่ไปกำรพิสจูน์เอกลกัษณ์ของพืชชนิดตำ่ง ๆ ซึ่งพืชหลำย
ชนิดมีลกัษณะทำงกำยภำพคล้ำยคลงึกนัมำก จงึมีกำรประยกุต์โดยอำศยัเทคนิควิเครำะห์ 
ล ำดบันิวคลีโอไทด์แตล่ะต ำแหนง่ของยีน หรือดีเอ็นเอ เพ่ือกำรพิสจูน์เอกลกัษณ์ เน่ืองจำกเป็น
วิธีกำรท่ีใช้ตวัอยำ่งพืชปริมำณน้อยและมีควำมถกูต้องแมน่ย ำสงู (สริุนทร์ ปิยะโชคณำกลุ, 2545) 
ซึง่ปัจจบุนัเป็นท่ีนิยมได้มีกำรพฒันำวิธีกำรในกำรตรวจสอบสำยพนัธุ์ของสิ่งมีชีวิต โดยกำรใช้ 
อิเล็กโตรโฟรีซีสของไอโซไซม์มำใช้ในกำรแยกควำมแตกตำ่งของสำยพนัธุ์ท่ีมีควำมใกล้ชิดกนัทำง 
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จีโนไทป์ได้ (สมิต บญุเสริมสขุ และประวิทย์ จิตต์จ ำนง, 2532; Bassiri, 1976; Stegemann, 1984) 
ปัจจบุนัมีกำรน ำเอำวิธีกำรวิเครำะห์ในระดบัโมเลกลุโดยใช้เคร่ืองหมำยโมเลกลุ (molecular 
marker) ท่ีมีกำรแสดงควำมแตกตำ่ง หรือพอลิมอร์ฟิซมึ (polymorphism) ในระดบัโมเลกลุของ
โปรตีนและดีเอ็นเอ โดยเคร่ืองหมำยโมเลกลุมีสว่นชว่ยในกำรจ ำแนกหรือตรวจสอบพนัธุ์สตัว์และ
พนัธุ์พืช โดยสำมำรถตรวจสอบได้จำกทัง้ต้นกล้ำหรือต้นท่ีโตแล้ว (สริุนทร์ ปิยะโชคณำกลุ, 2545) 
และยงัสำมำรถน ำไปศกึษำควำมสมัพนัธ์ทำงพนัธุกรรม และกำรปรับปรุงพนัธุ์พืชได้อย่ำงมี
ประสิทธิภำพมำกขึน้ ซึง่กำรใช้เทคนิคทำงโมเลกลุ เพ่ือศกึษำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอเป็นวิธีกำรท่ีน ำมำใช้
ในกำรจ ำแนก หรือตรวจสอบสิ่งมีชีวิตตำ่ง ๆ และยงัสำมำรถน ำไปใช้ในกำรศกึษำวิวฒันำกำร
ตรวจสอบควำมสมัพนัธ์ทำงสำยเลือด และพิสจูน์บคุคล (Weising, Atkinson, & Gardner, 1995)  
 
หลักการท าพีซีอาร์ (polymerase chain reaction) 
 พีซีอำร์ หรือเรียกอีกช่ือวำ่ in vitro enzymatic gene amplification เป็นวิธีกำรเพิ่ม
ปริมำณดีเอ็นเอเฉพำะบริเวณท่ีต้องกำรท ำกำรศกึษำให้มีปริมำณสงูกวำ่เดมิหลำยล้ำนเทำ่ โดยใช้
วิธีกำรในหลอดทดลองเทคนิคนีถ้กูค้นพบโดย Kary Mullis ในปี ค.ศ.1983 (วชัรี อตัถทิพพหลคณุ 
และมนตรี อตัถทิพพหลคณุ, 2536) หลกักำรท ำพีซีอำร์คือ น ำดีเอ็นเอท่ีสกดัได้มำเป็นดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (DNA template) ซึง่ในปฏิกิริยำพีซีอำร์ต้องมีองค์ประกอบเหลำ่นีคื้อ ดีเอ็นเอต้นแบบ  
นิวคลีโอไทด์ทัง้ 4 ชนิด ไพรเมอร์ เอนไซม์ Tag DNA polymerase และบพัเฟอร์ (buffer) แล้ว
น ำมำเพิ่มปริมำณชิน้สว่นดีเอ็นเอโดยใสเ่คร่ือง Thermal Cycle ซึง่กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอจะท ำ
เป็นรอบ ๆ โดยแตล่ะรอบจะมี 3 ขัน้ตอน คือ Denaturation เกิดขึน้ ท่ีอณุหภมูิสงูประมำณ 90-95 
องศำเซลเซียส Annealing ไพรเมอร์จะเข้ำไปจบักบัเบสท่ีเป็นคูผ่สมของเบสแตล่ะตวับนดีเอ็นเอ
ของแมพ่ิมพ์ท่ีเป็นสำยเด่ียวเกิดขึน้ท่ีอณุหภมูิท่ีเหมำะสมในชว่ง 40-60 องศำเซลเซียส Extension 
เป็นกำรสงัเครำะห์ดีเอ็นเอให้สมบรูณ์ตอ่เน่ืองจำกจดุท่ีไพรเมอร์เข้ำไปจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบ ท่ี 72 
องศำเซลเซียส เทคนิคกำรท ำพีซีอำร์นัน้ เป็นวิธีท่ีต้องกำรปริมำณดีเอ็นเอน้อยและไมจ่ ำเป็นต้องมี
ควำมบริสทุธ์ิมำกนกั (เอกดนยั กอกิมพงษ์, 2548) วิธีกำรสกดัดีเอ็นเอเพ่ือกำรประยกุต์ส ำหรับ 
PCR นัน้มีรำยงำนในพืชหลำยชนิด Kasajima, Ide, Ohkama-Ohtsu, and Hayashi (2004) ได้
ดดัแปลงวิธี ของ Edwards, Johnstone, and Thompson (1991) ซึง่ใช้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ SDS เป็น
สำรประกอบส ำคญัในสำรสกดั โดยลดปริมำณควำมเข้มข้นของ SDS ลงสิบเทำ่ เพ่ือไมใ่ห้สำร
ดงักลำ่วมีผลรบกวนตอ่กำรน ำดีเอ็นเอไปใช้ และได้ลดขัน้ตอนกำรสกดัให้เหลือเพียงขัน้ตอนเดียว 
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ผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำวิธีดดัแปลงดงักลำ่วสำมำรถน ำไปใช้ส ำหรับพีซีอำร์ ได้อยำ่งมี
ประสิทธิภำพ  
 
จีโนมพืช  
 จีโนม (genome) คือ สำรพนัธุกรรม (ดีเอ็นเอ) ทัง้หมดท่ีมีอยูภ่ำยในเซลล์ มีอยู่ทัง้ใน
นิวเคลียส คลอโรพลำสต์ และไมโทคอนเดรีย ในเซลล์มีจีโนม 1 ชดุ หรือ หมำยถึง 1 ชดุของ 
ดีเอ็นเอ หรือ 1 ชดุของโครโมโซม มีสำรพนัธุกรรมของจีโนมร้อยละ 99 อยูใ่นนิวเคลียสเรียกวำ่
นิวเคลียร์ดีเอ็นเอซึง่ได้รับจำกพอ่คร่ึงหนึง่ และแมค่ร่ึงหนึ่งเป็นตวัควบคมุลกัษณะทำงพนัธุกรรม
ของลกู นอกจำกนีย้งัมีดีเอ็นเอสว่นท่ีไมใ่ชยี่น ซึง่พบเป็นส่วนใหญ่ในจีโนมประมำณ 95 เปอร์เซ็นต์ 
และยงัไมท่รำบบทบำทท่ีชดัเจน (สชุำดำ สขุหร่อง, 2552) 
 1) นิวเคลียร์จีโนม เป็นดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นนิวเคลียสของพืช มีลกัษณะเป็นเส้นเรียงตวักนัอยู่
บนโครโมโซม เป็นองค์ประกอบท่ีใหญ่ท่ีสดุของจีโนมได้รับกำรถ่ำยมำจำกพอ่และแม่คนละคร่ึง 
ขนำดของจีโนมในสิ่งมีชีวิตแตล่ะชนิดแตกตำ่งกนั ขนำดของนิวเคลียร์จีโนมผนัแปรมำกในสิ่งมีชีวิต 
(Hawkins, Grover, & Wendel, 2008) ส ำหรับดีเอ็นเอท่ีนิยมในกำรใช้ในกำรพิสจูน์เอกลกัษณ์ของ
พืชนัน้สำมำรถใช้ดีเอ็นเอในนิวเคลียสซึง่สว่นท่ีนิยมใช้ คือ ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA) 
เน่ืองจำกเป็นบริเวณนีมี้จ ำนวนชดุของยีนเดียวกนับนโครโมโซมสงูท ำให้เพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ หรือ
โคลนได้ง่ำย 
 2) จีโนมท่ีอยู่นอกนิวเคลียส เป็นสำรพนัธุกรรมท่ีบรรจอุยู่ในไมโทคอนเดรีย และ 
คลอโรพลำสต์ โดยท่ีดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรียของสิ่งมีชีวิตจะมีต ำแหนง่ของดีเอ็นเอจ ำนวนมำก 
โดยแตล่ะต ำแหนง่นัน้จะมีโมเลกลุของดีเอ็นเออยูห่ลำยชดุ จีโนมในไมโทคอนเดรีย และ 
คลอโรพลำสต์จะประกอบด้วยยีนท่ีเป็นสว่นอำร์อำร์เอ็นเอ (rRNA) ของไรโบโซมของออร์แกแนลนี ้
ส ำหรับทีอำร์เอ็นเอ (tRNA) จ ำนวนมำกใช้ในกำรสงัเครำะห์โปรตีน มีโปรตีนจ ำนวนหนึง่ท่ียงัคงอยู่
และแสดงหน้ำท่ีจ ำเพำะตอ่ออร์แกแนลนี ้สว่นโปรตีนอ่ืน ๆ จะอยูภ่ำยในนิวเคลียส สงัเครำะห์บน 
ไซโทพลำสมิกไรโบโซมแล้วจึงสง่มำยงัออร์แกแนลตำ่ง ๆ มีกำรค้นพบวำ่รหสัพนัธุกรรมท่ีแตกตำ่ง
กนัของสิ่งมีชีวิตบำงชนิดมีผลเน่ืองจำกยีนท่ีมำจำกไมโทคอนเดรียนัน่เอง ด้วยเหตนีุก้ำรวิเครำะห์ 
ดีเอ็นเอในไมโทคอนเดรีย จงึถกูน ำมำใช้เพ่ือศกึษำควำมสมัพนัธ์ระหวำ่งสิ่งมีชีวิตท่ีนำ่จะมีลกัษณะ
อนัสืบทอดมำจำกแมเ่พียงฝ่ำยเดียว ลกัษณะพนัธุกรรมท่ีถกูควบคมุ และถ่ำยทอดมำสูรุ่่นลกูซึง่
เป็นผลมำจำกยีนในไมโทคอนเดรียนัน้ แตกตำ่งจำกลกัษณะพนัธุกรรมท่ีควบคมุจำกสำรพนัธุกรรม
ในนิวเคลียส เน่ืองจำกไมมี่กำรกระจำยอนัเน่ืองจำกกำรแบง่เซลล์แบบไมโอซีส เป็นลกัษณะจำก
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แมเ่พียงฝ่ำยเดียว ถกูก ำหนดให้แสดงออกอยำ่งเฉพำะเจำะจง ไมส่ำมำรถท ำแผนท่ียีนเช่ือมตอ่กบั
กลุม่ลิงเกจในนิวเคลียสได้ และลกัษณะทำงฟีโนไทป์ท่ีเป็นผลจำกกำรกลำยของสำรพนัธุกรรม 
ภำยนอกนิวเคลียสนัน้จะแสดงออกภำยหลงักำรแลกเปล่ียนโครโมโซมในนิวเคลียส (สชุำดำ  
สขุหร่อง, 2552) 
 
งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 การจ าแนกมันส าปะหลังโดยใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 ปัจจบุนัมีงำนวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบัด้ำนสรีระวิทยำของมนัส ำปะหลงั เชน่ กำรศกึษำ
ลกัษณะทำงสณัฐำนวิทยำในแปลงรวบรวมพนัธุ์ (Ex situ) และสภำพถ่ินเดมิ (In situ) ซึง่เก็บ
รวบรวมข้อมลู 277 สำยพนัธุ์ ในแตล่ะลกัษณะใช้เกณฑ์ และกำรตรวจสอบลกัษณะพนัธุ์ตำมหลกั
สำกล โดยใช้ทรงต้น มมุของกำรแตกก่ิง จ ำนวนระดบักำรแตกก่ิง จ ำนวนล ำตอ่ต้น ควำมสงูของต้น 
ควำมสงูของกำรแตกก่ิงชัน้ท่ี 1 ควำมนนูของรอยแผลใบ สีของล ำต้น กำรเจริญเติบโตทำงล ำต้น สี
ของยอดอ่อน ขนท่ียอดอ่อน รูปร่ำงแผน่ใบกลำง สีของแผ่นกลำงใบ ควำมยำวก้ำนใบ มมุของก้ำน
ใบท่ีท ำกบัล ำต้น จ ำนวนแฉกบนแผน่ใบ ควำมยำวแผน่ใบกลำง ควำมกว้ำงแผ่นใบกลำง สีก้ำนใบ 
รูปทรงของหวั กำรมีขัว้ของหวั ลกัษณะผิวของหวั สีผิวเปลือกชัน้นอกของหวั สีเปลือกชัน้ในของหวั 
กำรหลดุลอ่นของผิวชัน้นอก ควำมยำกง่ำยในกำรลอกเปลือกมนัชัน้ใน ลกัษณะกำรลงหวั รอยคอด 
ท่ีหวั สีเนือ้ของหวั จ ำนวนหวัตอ่ต้น และเปอร์เซ็นต์แปง้ของหวั สำมำรถน ำข้อมลูลกัษณะทำง
สณัฐำนวิทยำมำใช้ในกำรจ ำแนกเบือ้งต้น และน ำไปใช้ประโยชน์ในกำรคดัเลือกพอ่พนัธุ์  และ 
แมพ่นัธุ์ได้ (ประพิศ วองเทียม, 2555) แตก่ำรศกึษำดงักล่ำวใช้ระยะเวลำยำวนำนถึง 5 ปี กำรวิจยั 
และพฒันำสำยพนัธุ์มนัส ำปะหลงัต้องด ำเนินงำนอยำ่งตอ่เน่ืองจ ำเป็นต้องมีแผนกำรด ำเนินงำน 
และกำรท ำงำนเป็นทีมจงึจะประสบผลส ำเร็จ กำรได้พนัธุ์มนัส ำปะหลงัท่ีมีศกัยภำพในกำรให้ผล
ผลิตสงู มีลกัษณะตำ่ง ๆ ท่ีดี ปรับตวัได้ดีในเขตพืน้ท่ีปลกู ต้ำนทำนตอ่โรค และแมลงท่ีส ำคญั (สกล 
ฉำยศรี และคณะ, 2550) 
 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของนิวเคลียร์ดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 
 ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ ITS มีควำมแปรผนัสงูเพียงพอท่ีจะใช้แยก และระบชุนิดพืชได้ดี
โดยพบวำ่มีควำมแปรผนัสงูกวำ่ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของคลอโรพลำสต์ดีเอ็นเอ 3-4 เทำ่ เป็นสว่น
ของดีเอ็นเอท่ีมีรำยงำนกำรใช้พิสจูน์ควำมแตกตำ่งระหวำ่งพืชหลำยชนิด (Kress & Erickson, 
2008) บริเวณ ITS1 ในพืชทัว่ไปรำยงำนวำ่มีขนำด 107-681 คูเ่บส (Wang et al., 2015) ซึง่
นกัวิจยัเลือกใช้ในกำรศกึษำทำงอนกุรมวิธำน และสำยสมัพนัธ์วิวฒันำกำรของพืชอย่ำงกว้ำงขวำง
ท ำให้มีข้อมลูของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณนีมี้มำกกว่ำ 50,000 ข้อมลูจำกพืชหลำกหลำยชนิดท่ี
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ถกูบนัทกึเก็บไว้ในฐำนข้อมลูล ำดบันิวคลีโอไทด์สำกล หรือ GenBank ท ำให้ง่ำยตอ่กำรน ำมำ
พฒันำสร้ำงไพรเมอร์ส ำหรับเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอ (Hajibabaei, Singer, Hebert, & Hickey, 2007) 
รำยงำนกำรวิจยัท่ีใช้บริเวณ ITS1 ในกำรแยกควำมแตกตำ่งของพืชในระดบัสกลุ ได้แก่ Booy, 
Hendriks, Smulders, Groenendael, and Vosman (2000) รำยงำนศกึษำควำมแตกตำ่งของ
ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของพืชสกลุ Tulipa (Liliaceae) โดยเทคนิค PCR-RFLP ท่ีใช้
เอนไซม์ตดัจ ำเพำะ RsaI และ HinfI พบวำ่บริเวณ ITS1 มีควำมแปรปรวนสำมำรถจ ำแนกชนิดของ
พืชสกลุ Tulipa ออกจำกกนัได้ Qiao et al., (2009) รำยงำนข้อมลูบริเวณ ITS1 เพิ่มปริมำณดีเอ็น
เอได้ขนำด 175~179 คูเ่บส เม่ือวิเครำะห์ควำมแตกตำ่งระหวำ่งเคร่ืองยำท่ีได้จำก Amomum 
villosum กบัพืชอีก 10 ชนิด จำกสกลุ Alpinia พบวำ่แยกพืชสกลุ Amomum และ Alpinia ออก
จำกกนัได้ นอกจำกนี ้ประสบอร รินทอง, ภทัรพล เพียรชนะ และวนิดำ ไทรชมภ.ู (2556) ศกึษำ
แหลง่ท่ีมำทำงพฤกษศำสตร์ของสมนุไพรเร่วใหญ่ซึง่เป็นพืชในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) บริเวณ 
ITS1 ของตวัอย่ำงพืชท่ีใช้ศกึษำกบัพืชท่ีอ้ำงอิง 4 ชนิด ได้แก่ Amomum xanthioides, Amomum 
villosum, Alpinia mutica และ Alpinia nigra พบวำ่บริเวณ ITS1 ของเร่วใหญ่ลกัษณะของทกุ
ตวัอยำ่งท่ีน ำมำศกึษำตรงกบั A. mutica ท่ีเกิดกำรผสมข้ำมสำยพนัธุ์บง่ชีไ้ด้ว่ำเร่วใหญ่ท่ีใช้เป็นยำ
ในปัจจบุนัมีแหลง่ท่ีมำทำงพฤกษศำสตร์จำกพืช A. mutica ในสว่นของ Dhivya et al., (2012)  
ได้ศกึษำพืชสมนุไพรพืน้เมืองของอินเดียท่ีใช้เป็นยำ คือ Boerhavia diffusa ร่วมกบัพืชในวงศ์
เดียวกนัท่ีมีพนัธุกรรมใกล้ชิดกนัจ ำนวน 15 ตวัอยำ่งโดยศกึษำบริเวณ nuclear ribosomal DNA 
ประกอบด้วย ITS, ITS1, ITS2 และยีนจำกคลอโรพลำสต์ดีเอ็นเอ คือ psbA-trnH วิเครำะห์โดย
สร้ำงแผนภมูิแสดงควำมสมัพนัธ์ทำงวิวฒันำกำรพบวำ่มีควำมแตกตำ่งกนั 26, 30, 16 และ 6 
เปอร์เซ็นต์ ตำมล ำดบั แสดงให้เห็นวำ่บริเวณ ITS และ ITS1 มีควำมเหมำะสมในกำรแยกควำม
แตกตำ่งระดบัชนิดในสกลุของ Boerhavia ในสว่นของงำนกำรวิจยัท่ีใช้บริเวณ ITS1 ศกึษำควำม
แตกตำ่งของพืชในระดบัสำยพนัธุ์จนสำมำรถพฒันำไปเป็นเคร่ืองหมำยโมเลกลุได้ เชน่ ประสบอร 
รินทอง และคณะ (2556) ตรวจเอกลกัษณ์เคร่ืองยำเร่วน้อย (Amomum uliginosum) จ ำนวน 7 
ตวัอยำ่ง มีเคร่ืองหมำยดีเอ็นเอตรงกบั A. uliginosum โดยใช้บริเวณ ITS1 พบวำ่เคร่ืองยำเร่วน้อย
ทกุตวัอย่ำงมีขนำดเท่ำกบั 180 คูเ่บส ล ำดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแตกตำ่งกนัของเคร่ืองหมำยดีเอ็นเอ
บริเวณ ITS1 แสดงให้เห็นวำ่เคร่ืองยำเร่วน้อยตำ่งชนิดกนั สำมำรถใช้เป็นเคร่ืองหมำยดีเอ็นเอใน
กำรตรวจสอบเอกลกัษณ์เคร่ืองยำเร่วน้อยได้ นอกจำกนี ้Drabkova, Kirschner, and Vlcek 
(2002) ใช้บริเวณ ITS1 ศกึษำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมในระดบัสำยพนัธุ์ของ 
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 Haberlea rhodopensis จำกตวัอยำ่งท่ีเก็บได้จำกสถำนท่ีแตกตำ่งกนั 4 แหง่ พบวำ่บริเวณ
ดงักลำ่วมีควำมแปรปรวนเพียงพอท่ีจะใช้จ ำแนกในระดบัสำยพนัธุ์ได้ 
 

 
 

ภำพท่ี 2-1 บริเวณ Internal transcribed spacer1 (ITS1) ของพืชท่ีอยูร่ะหวำ่ง 
  ยีน 18S rRNA และ 5.8S rRNA (ประสบอร รินทอง และคณะ, 2556) 
 

  ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของไมโทคอนเดรีย 
  พืชสว่นใหญ่จะมีโครงสร้ำงของไมโทคอนเดรียลจีโนมท่ีมีลกัษณะเป็นวงแหวนเกลียวคู่
(double stranded circular DNA) ถ่ำยทอดลกัษณะทำงพนัธุกรรมทำงด้ำนแม ่(maternal 
inheritance) ไมโทคอนเดรียลจีโนมของพืชมีขนำดตำ่งกนัมำกประมำณ 180-2500 กิโลเบส อตัรำ
กำรแทนท่ีของนิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียของพืชช้ำกวำ่ในสตัว์ 40-100 เทำ่ ช้ำกว่ำใน 
นิวเคลียร์จีโนม และคลอโรพลำสต์จีโนม 12 และ 3-4 เทำ่ ตำมล ำดบั (สชุำดำ สขุหร่อง, 2552) ซึง่
เป็นท่ีทรำบกนัดีอยูแ่ล้ววำ่ไมโทคอนเดรียมีหน้ำท่ีในกำรผลิตพลงังำนให้กบัเซลล์สิ่งมีชีวิตผลลพัธ์
บำงอย่ำงท่ีได้ในกระบวนกำรนี ้ได้แก่ อนมุลูอิสระของออกซิเจน ท ำให้เกิดควำมเสียหำยกบั 
สำรพนัธุกรรม ซึง่หลำยทฤษฎีสนบัสนนุวำ่ควำมเสียหำยนีส้ำมำรถท ำให้เกิดกำรแก่ของเซลล์ได้ 
นอกจำกนีก้ำรท่ีดีเอ็นเอพอลิเมอเรสของไมโทคอนเดรียนัน้มีประสิทธิภำพกำรซอ่มแซมตวัเองต ่ำ 
จงึเป็นผลให้เม่ือเกิดควำมผิดพลำดในกระบวนกำรจ ำลองตวัเองจำกดีเอ็นเอต้นแบบจึงสง่ผลให้
เกิดกำรสง่ตอ่รูปแบบสำรพนัธุกรรมท่ีผิดพลำดไปยงัเซลล์อ่ืน ๆ ท่ีเกิดจำกกำรแบง่ตวั หรืออำจเกิด
กำรสง่ทอดพนัธุกรรมไปสูล่กูหลำนได้ (สทุศัน์ ดวงจิตร, 2554) ท ำให้สำมำรถใช้วิเครำะห์
ควำมสมัพนัธ์เชิงวิวฒันำกำรในระดบัท่ีสงูกวำ่ระดบัชนิด (species) หรือวงศ์ (family) เชน่ ใน
ระดบัซบัคลำส(subclass) หรือไฟลมั (phylum) ได้ดี (สชุำดำ สขุหร่อง, 2552) ยีนใน  
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีบริเวณถอดรหสัส ำหรับกำรสงัเครำะห์โปรตีน สงัเครำะห์ tRNA และ 
rRNA นอกจำกนีย้งัมีบริเวณท่ีไมมี่กำรถอดรหสั เรียกว่ำ non-coding ดีเอ็นเอ ท่ียงัไมมี่รำยงำน
กำรศกึษำกำรท ำงำนของบริเวณนีแ้นช่ดั สว่นสำเหตขุองกำรแปรผนัของล ำดบัเบสใน 
ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอนัน้มำจำกข้อสนันิษฐำนหลำยประกำร คือ สำยดีเอ็นเอของไมโทคอนเดรีย
นัน้ไมไ่ด้รับกำรปอ้งกนัจำกโปรตีน เชน่ ฮีสโตน เหมือนกนักบันิวเคลียร์ดีเอ็นเอจงึท ำให้มีกำร
แลกเปล่ียนหรือสมัผสักบัสิ่งท่ีจะท่ีมีผลตอ่กำรกลำยพนัธุ์ได้ง่ำย และอำจเกิดจำกกำรท่ี 
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ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีโอกำสถกูท ำให้เสียหำยจำกอนมุลูอิสระได้ง่ำย โดยเฉพำะ reactive 
oxygen species ซึง่เป็นผลตอ่เน่ืองจำกกระบวนกำรหำยใจระดบัเซลล์ท่ีเกิดขึน้ภำยในออแกเนลล์ 
บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ คำดวำ่เป็นบริเวณไมเ่ก่ียวข้องกบักำรแสดงออกของยีนมำกนกั จงึ
นำ่จะท ำให้เกิดหลำกหลำยของล ำดบัเบสในระดบัยอ่ยกว่ำชนิด เชน่ ระดบัย่อยในประชำกรได้ง่ำย
กวำ่บริเวณอ่ืน ด้วยเหตนีุอ้ตัรำกำรกลำยพนัธุ์ในไมโทคอนเดรีย จงึสงูกว่ำในนิวเคลียสนิยมน ำมำ 
ใช้ในกำรศกึษำเพ่ือจ ำแนกชนิดพนัธุ์ของสิ่งมีชีวิต ในระดบัวงศ์ สกลุ ชนิด หรือแม้แตส่ำยพนัธุ์ 
(LeDoux et al., 1992) ส ำหรับในพืช และมนัส ำปะหลงัยงัไมมี่รำยงำนกำรใช้ บริเวณ non-coding 
ดีเอ็นเอ ศกึษำควำมแตกตำ่งระดบั สกลุ ชนิด หรือสำยพนัธุ์ 



บทที่ 3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 
3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 
 1. ปิเปตอตัโนมตั ิ(Auto pipette) ขนาด 2, 20, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
 2. ทิป และทริปกรอง ขนาด 10, 20, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
 3. หลอดทดลองขนาด 0.2, 0.6, 1.5 และ 2 มิลลิลิตร 
 4. ชดุอปุกรณ์ gel documentation (Ingenius, Syngene, United Kingdom) 
 5. เคร่ืองเพิ่มขยายปริมาณดีเอ็นเอ (Biometra, Germany) 
 6. เคร่ืองป่ันเหว่ียง (Microcentrifuge) (Sigma, Germany) 
 7. ชดุเคร่ืองสกดัดีเอ็นเอภายใต้กระแสไฟฟ้า (Bio-Active Ltd., Jappan)  
 8. เคร่ืองถ่ายภาพเจล 
 9. อา่งควบคมุอณุหภมูิ (Memment GmbH) 
 10. เคร่ืองชัง่ 2 ต าแหนง่ (Tanita, Japan) 
 11. NanoDrop 200/2000 C spectrophotometer (Themo Scientific, USA) 
 12. เคร่ืองแก้ว 
 13. เคร่ืองนึง่ฆา่เชือ้ด้วยความดนัไอน า้ 
 14. เคร่ืองไมโครเวฟ 
 
3.2 สำรเคมี 
 1. ชดุสกดัดีเอ็นเอ Plant DNA Kit (OMEGA, USA) 
 2. Agarose (Seakem, USA) 
 3. Ethidium bromide (Vivantis Technologies Bhb, Malaysia) 
 4. 6X Loading dry 
 5. Absolute ethanol (Merck, Germany) 
 6. 2X GoTaq™ Green MasterMix 
 7. 100 bp DNA Ladder 
 8. LB broth (Hardy dianostics) 
 9. ไพรเมอร์จ าเพาะบริเวณ ITS1 และ non-coding ดีเอ็นเอ 
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 10. 0.5X SB buffer 
 11. ชดุท าบริสทุธ์ิส าเร็จรูป GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Genenaid International, 
Taiwan) 
 
3.3 กำรเตรียมตัวอย่ำง 
 เก็บตวัอย่างใบออ่นของมนัส าปะหลงั 18 สายพนัธุ์ ได้แก่ สายพนัธุ์ RAYONG 72, 
MENTEGA, PIROON, KRABURI, V13, WILD 2, HANATEE, LOAS, WILD 1, RAYONG 5, 
SRIRACHA 1, NEP, RAYONG 1, YOLK, RAYONG 9, KU50 และ RAYONG 90 จากแปลง
ทดลองของส านกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี จงัหวดันครราชสีมา ใส่
ถงุแชล่งในน า้แข็ง ขนสง่มาวิเคราะห์ในห้องปฏิบตักิารชีวโมเลกลุ (BS3109) อาคารวิทยาศาสตร์
ชีวภาพ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับรูพา 
 
3.4 วิธีกำรทดลอง 
 3.4.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
 สกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนของมนัส าปะหลงัด้วยชดุสกดัส าเร็จรูป Plant DNA Kit ท าตาม
วิธีแนะน าของบริษัทผู้ผลิต (OMEGA, USA) มีขัน้ตอนดงันี ้ตดัตวัอยา่งใบสดให้มีขนาดเล็กท่ีสดุ
รวบรวมน า้หนกัให้ได้ประมาณ 30 มิลลิกรัม ใสล่งในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บดตวัอยา่ง
ด้วยแทง่บดให้ละเอียดเตมิ P1 buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร vortex ให้เข้ากนัแล้วน าไปบม่ท่ี 
65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ระหวา่งการบม่ให้กลบัหลอดขึน้ลงเป็นระยะหลงัจากนัน้เตมิ 
P2 buffer 140 ไมโครลิตร vortex ให้เข้ากนัแล้วป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 10 นาที ดดูสว่น
ใสใสใ่นหลอดทดลองใหมข่นาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วเตมิ 100% Isopronol ปริมาตร 210 ไมโครลิตร
น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 14,000 g เป็นเวลา 2 นาที เทส่วนท่ีใสทิง้ เตมิน า้ปราศจาก Nuclease ปริมาตร 
300 ไมโครลิตร และ RNAseA ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 4 ไมโครลิตร vortex 
ให้เข้ากนัทนัทีเตมิ P3 buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร และ 100% ethanol ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร vortex ให้เข้ากนัทนัที ย้ายตวัอยา่งลงใน Hibind DNA Mini ท่ีประกอบด้วย Collection 
tube ขนาด 2 มิลลิกรัมแล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที เทสารใน Collection 
tube ทิง้และประกอบเข้ากบั HiBind DNA Mini column เหมือนเดมิ แล้วป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g 
ใช้เวลา 2 นาที หลงัจากนัน้ย้าย HiBind DNA Mini column ประกอบเข้ากบัหลอดทดลองขนาด 
1.5 มิลลิลิตร จากนัน้ เตมิน า้ปราศจาก Nuclease ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ 5 นาที จากนัน้
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น าไปป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 g เป็นเวลา 1 นาที จากนัน้วดัปริมาตรดีเอ็นเอและคณุภาพดีเอ็นเอด้วย 
NanoDrop 200/2000 C spectrophotometer (Themo Scientific, USA) เก็บ DNA ท่ีสกดัได้ไว้ท่ี
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 
 3.4.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
  1) บริเวณ ITS1 
  ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2X GoTaq™ 
Green MasterMix 10 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอต้นแบบของมนัส าปะหลงัแตล่ะตวัอยา่ง 200 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะในบริเวณ ITS1 ปริมาตร10 ไมโครลิตร และ
ปรับปริมาตรรวมด้วยน า้ปราศจาก Nuclease ให้เป็น 20 ไมโครลิตร ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยมี
ขัน้ตอน ดงันี ้
 ขัน้ตอนท่ี 1    Pre-denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที  
 ขัน้ตอนท่ี 2    Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที 
      Annealing ท่ีอณุหภมูิ 53 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
      Extention ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  
      ท าซ า้จ านวน 35 รอบ  
 ขัน้ตอนท่ี 3     Final Extention ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
 ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ ท่ีได้โดยปิเปตแตล่ะตวัอยา่งท่ีเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอได้ปริมาตร 
5 ไมโครลิตร ด้วย 1% Agarose gel electrophoresis โดยใช้ 0.5X SB buffer ภายใต้ความตา่ง
ศกัย์ไฟฟ้า 60 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที เปรียบเทียบขนาดกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA 
marker จ านวน 400 นาโนกรัม จากนัน้ท าการตรวจสอบดแูถบดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลต 
ด้วยชดุถ่ายภาพเจล และโปรแกรมวิเคราะห์ (Gel documentation for fluorescence) (Syngene 
international Ltd., England) 
  2) บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
  ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร เชน่เดียวกบับริเวณ ITS1 แต่
เปล่ียนไพรเมอร์เป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะในบริเวณยีน trn-Phe และ trn-F ท่ีออกแบบมาจากล าดบั 
นิวคลีโอไทด์ของยางพารา (GenBank accession no. AP014526) และเปล่ียนอณุหภมูิ 
Annealing เป็นท่ี 54 องศาเซลเซียส  
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 3.4.3 การท าผลผลิตพีซีอาร์ให้มีความบริสุทธ์ิ 
 ท าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีให้บริสทุธ์ิด้วยชดุท าบริสทุธ์ิส าเร็จรูป GenepHlowTM Gel/PCR Kit 
(Genenaid International, Taiwan) โดยเตมิ DF buffer ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ลงไปในหลอด
ทดลองท่ีมีผลผลิตพีซีอาร์ผสมให้เข้ากนักบัการ vortex เป็นเวลา 30 วินาที จากนัน้ดดูถ่าย
สารละลายทัง้หมดใสล่งใน DF column ท่ีอยูบ่น collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร น าไปป่ัน
เหว่ียงท่ีความเร็ว 12,000 g เป็นเวลา 30 วินาที จากนัน้ทิง้หลอด collection tube ท่ีมีสารละลาย
ไหลลงมาทิง้ไป น าหลอด collection tube หลอดใหมม่าสวมแทนหลงัจากนัน้เตมิ wash buffer 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 1-2 นาที แล้วน าไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ท่ีความเร็ว 
12,500 g เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายท่ีไหลลงมาทิง้ไปจากนัน้น าหลอด collection  tube 
สวมกลบัตามเดมิ แล้วน าไปป่ันเหว่ียงอีกครัง้ท่ีความเร็ว 12,500 g เป็นเวลา 3 นาที จากนัน้ย้าย 
DF column ไปใสใ่นหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมน า้ปราศจาก Nuclease อณุหภมูิ 55 
องศาเซลเซียส ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 นาที โดยเปิดฝาทัง้ DF column และ หลอด
ทดลอง จากนัน้ผลผลิตพีซีอาร์จะตกลงมาท่ีหลอดทดลอง 
 3.4.4 การอ่านล าดับเบส 
 น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีผา่นการท าให้บริสทุธ์ิแล้วในข้างต้นส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์
กบับริษัท 1st BASE Laboratories SdnBhd (Malaysia) จากนัน้ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
บริเวณท่ีสนใจด้วยโปรแกรม BioEdit  version 7.0.0 (Hall,1999) เปรียบเทียบความเหมือนกบั
สิ่งมีชีวิตชนิดอ่ืนท่ีบนัทกึไว้ในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST ผา่นระบบเครือข่าย
อินเตอร์เนต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) และวิเคราะห์ความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
ITS1 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ระหวา่งยีน trn-Phe และ trn-F ของไมโทคอนเดรียด้วย
โปรแกรม Clustal X (Thomson, Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins, 1997) หาคา่
ระยะหา่งทางพนัธุกรรม และสร้างแผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) โดยใช้โปรแกรม MEGA 
version 7 
 



บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ ITS1 ของมนัส ำปะหลงัจ ำนวน 17 สำยพนัธุ์ 
ด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้คูไ่พรเมอร์ ITS1 Mes_R และ ITS1 Mes_L ท่ีออกแบบมำจำกล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์ของ Plukenetia loretensis จำกฐำนข้อมลู GenBank (accession no. KP794453) 
ต ำแหนง่ท่ี 110 และต ำแหนง่ท่ี 334 ตำมล ำดบั (ภำพท่ี 4-1) พบผลผลิตพีซีอำร์ของมนัส ำปะหลงัมี
ขนำดเท่ำกนัทกุสำยพนัธุ์ ภำยหลงัอำ่นล ำดบัเบสพบว่ำผลผลิตท่ีได้มีขนำดเท่ำกบั 514 คูเ่บส  
(ภำพท่ี 4-2)  
 

   

                                                                  ITS1 
                        
 

 

          

 

 

 
ภำพท่ี 4-1 บริเวณ ITS1 ของมนัส ำปะหลงัท่ีเพิ่มจ ำนวนได้จำกคูไ่พรเมอร์ ITS1 Mes_R  
  และ ITS1 Mes_L  
 
 

 
 

 
 

ภำพท่ี 4-2 ผลผลิตพีซีอำร์บริเวณ ITS1 ของมนัส ำปะหลงั ตรวจสอบด้วย 1% agarose gel 
     electrophoresis ใน 0.5 SB buffer ท่ีควำมตำ่งศกัย์ 60 โวลต์เป็นเวลำ 60 นำที  

500 bp 

18S rRNA 
 110 334 
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  5.8S rRNA 

Primer ITS1 Mes_L 

Primer ITS1 Mes_R 

109  1 
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การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 
 เม่ือน ำผลผลิตพีซีอำร์ ดงัภำพท่ี 4-2 ของมนัส ำปะหลงัสง่วิเครำะห์ล ำดบันิวคลีโอไทด์ 
แล้วน ำมำตรวจสอบผลด้วยโปรแกรม BioEdit version 7.0 (Hall, 1999) และเทียบเคียงล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์ของมนัส ำปะหลงัทัง้ 17 สำยพนัธุ์ พบวำ่ทกุสำยพนัธุ์มีจ ำนวน 225 คูเ่บส (ภำพท่ี 4-3 
และภำพท่ี 4-4) พบควำมแตกตำ่งของล ำดบัเบส 8 ต ำแหนง่คือต ำแหนง่ท่ี 178, 185, 186, 197, 
208, 210, 244 และ 236 มีกำรแทนท่ีของเบสแตล่ะสำยพนัธุ์ ดงัตำรำงท่ี 4-1 มีคำ่ระยะหำ่งทำง
พนัธุกรรมเทำ่กบั 0.000-0.016 (ตำรำงท่ี 4-2) 
 
ตำรำงท่ี 4-1 ต ำแหนง่ของเบสบริเวณ ITS1 ท่ีแตกตำ่งกนัของมนัส ำปะหลงั 17 สำยพนัธุ์ 
    เทียบเคียงกบัมนัส ำปะหลงัสำยพนัธุ์ PIROON 
 
ต ำแหนง่เบส
ถกูแทนท่ี 

สำยพนัธุ์ ชนิดเบส 
ท่ีเทียบเคียง 

ชนิดเบส 
ท่ีถกูแทนท่ี 

178 WILD 2 C T 
185 LOAS, RAYONG 9 C A 
186 LOAS C G 
197 WILD 2 T C 
208 WILD 2 T C 
210 KU 50, HANATEE, RAYONG 72, 

YOLK, MENTEEGA, KRABURI, V 13, 
RAYONG 11, NEP, SRIRACHA 1, 
RAYONG 5, RAYONG 1, RAYONG 90 

C A 

244 WILD 2  G  A 
326 KU 50, HANATEE, RAYONG 72, 

YOLK, MENTEEGA, KRABURI, V 13, 
WILD 2, RAYONG 11, NEP, 
SRIRACHA 1, RAYONG 90 

C T 
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ภำพท่ี 4-3 ต ำแหนง่ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ท่ีเทียบเคียงกนัระหว่ำงตวัอยำ่งมนัส ำปะหลงั  
  17 สำยพนัธุ์ โดยต ำแหนง่ และสญัลกัษณ์จดุ (.) คือ ล ำดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนั 
  ในต ำแหนง่ตรงกนั 
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ภำพท่ี 4-3 (ตอ่) 
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การวิเคราะห์ระยะห่างทางพันธุกรรมบริเวณ ITS1 
 เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส ำปะหลงัทัง้ 18 สำยพนัธุ์ มำเปรียบเทียบล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์ระหวำ่งสำยพนัธุ์ พบวำ่มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมเทำ่กบั 0.000-0.016  
(ตำรำงท่ี 4-1) เม่ือใช้ล ำดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส ำปะหลงั สำยพนัธุ์ระยอง 1 เป็นตวัแทน
เปรียบเทียบกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำ (Hevea brasiliensis) และละหุง่  
(Ricinus communis) ซึง่อยู่ในวงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงัพบวำ่บริเวณ 
ITS1 มีคำ่ระยะห่ำงทำงพนัธุกรรมต ่ำเท่ำกบั 0.048 และ 0.134 ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 4-1) และเม่ือ
เปรียบเทียบกบัพืชตำ่งวงศ์คือถัว่เขียว (V. radiate) และองุ่นแดง (V. vinifera ) มีคำ่ระยะหำ่งทำง
พนัธุกรรมเทำ่กบั 0.234 และ 0.272 ตำมล ำดบั แสดงวำ่บริเวณ ITS1 ของพืชมีควำมแปรปรวนต ่ำ 
 
ตำรำงท่ี 4-2 ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ระหวำ่งสำยพนัธุ์ของ      
     มนัส ำปะหลงั 
 

Cultivar of 
M. esculenta 

WILD 2 RAYONG 9 LOAS PIROON, 
RAYONG 1 

RAYONG 5 K 50, H, Y, M, K, V,  
R 11 ,N, R 90, R 72, S 

WILD 2 0.000      
RAYONG 9 0.013 0.000     
LOAS 0.016 0.002 0.000    
PIROON, RAYONG 1 0.011 0.002 0.004 0.000   
RAYONG 5 0.013 0.004 0.007 0.002 0.000  
K 50, H, Y, M, K, V,  
R 11 ,N, R 90, R 72, S 

0.011 0.007 0.009 0.004 0.002 0.000 

 
หมำยเหต ุ  วิเครำะห์ระยะห่ำงทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 โดยใช้ 
   โปรแกรม MEGA version 7 ด้วยโมเดลของ Tamura 3-parameter  
   H = HANATEE                   K 50 = KU 50                  K = KRABURI 
   M = MENTEGA                  N = NEP                          R 11 = RAYONG 11    
   R 72 = RAYONG 72          R 90 = RAYONG 90        S = SRIRACHA 1             
   Y = YOLK                          V = V 13                                
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ตำรำงท่ี 4-3 ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 ของมนัส ำปะหลงักบัพืช 
    ในวงศ์เดียวกนั (Euphorbiaceae) และตำ่งวงศ์ คือ Vitaceae และ Fabaceae 
 

Species M. esculenta H. brasiliensis R. communis V. radiata V. vinifera 
M. esculenta 0.000     
H. brasiliensis 0.048 0.000    
R. communis 0.134 0.125 0.000   
V. radiata 0.234 0.218 0.234 0.000  
V. vinifera 0.272 0.286 0.307 0.345 0.000 

 
หมำยเหต ุ วิเครำะห์ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 โดยใช้ 
   โปรแกรม MEGA version 7 ด้วยโมเดลของ Tamura 3-parameter  

 
เม่ือน ำคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของมนัส ำปะหลงัไปสร้ำงแผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic 

tree) พบวำ่มนัส ำปะหลงัทกุสำยพนัธุ์อยูใ่นกลุม่เดียวกนั ซึง่แยกจำกตวัอยำ่งนอกกลุ่ม คือ พืชใน
วงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงั ได้แก่ ยำงพำรำ (H. brasiliensis) และละหุง่ 
(R. communis) กบัพืชตำ่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว (V. radiate) และองุ่นแดง (V. vinifera ) อยำ่งชดัเจน 
(ภำพท่ี 4-5) 
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ภำพท่ี 4-4  แผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) บริเวณ ITS1 ของมนัส ำปะหลงัทัง้หมด และของ 
   ตวัอย่ำงพืชนอกกลุม่จำกฐำนข้อมลู GenBank คือ พืชวงศ์ Euphorbiaceae  
   เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงั ได้แก่ ยำงพำรำ (H. brasiliensis) และละหุง่  
   (R. communis) กบัพืชตำ่งวงศ ์คือ ถัว่เขียว (V. radiate) และองุ่นแดง (V. vinifera ) 
   โดยใช้โปรแกรม MEGA version 7 ด้วยโมเดลของ Tamura 3-parameter สบัเปล่ียน 
   ข้อมลู 1,000 ครัง้  
หมำยเหต ุ  ตวัเลข 0.050 = คำ่ควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ต ำแหนง่  
   และตวัเลขบนก่ิง (%) = คำ่ควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้ 
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การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 เม่ือท ำกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส ำปะหลงั จ ำนวน
ทัง้ 18 สำยพนัธุ์ ด้วยเทคนิคพีซีอำร์โดยใช้คูไ่พรเมอร์ trn-Phe และ trn-F ท่ีออกแบบมำจำกล ำดบั 
นิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำ (GenBank acession no. AP014526) (ภำพท่ี 4-5) พบวำ่ผลผลิต 
พีซีอำร์มีขนำดเทำ่กนัทกุสำยพนัธุ์เทำ่กบั 368 คูเ่บส (ภำพท่ี 4-6)  
 
   

                                                                 non-coding 
 
                        
 

 

          

 
ภำพท่ี 4-5 บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส ำปะหลงัท่ีเพิ่มจ ำนวนได้จำกคูไ่พรเมอร์ trn-F 
   และ trn-P 
 

 
 
ภำพท่ี 4-6 ผลผลิต PCR ของบริเวณ non-coding ของมนัส ำปะหลงั ตรวจสอบด้วย 1% agarose  
   gel electrophoresis ใน 0.5 SB buffer ท่ีควำมตำ่งศกัย์ 60 โวลต์ เป็นเวลำ 60 นำที  
 
 
 
 
 

    trn-F   38 305 
306 368 

        Primer trn-F 

   Primer trn-P 

37 1 

 trn-Phe 
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การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
 เม่ือน ำข้อมลูของล ำดบันิวคลีโอไทด์ของผลผลิตพีซีอำร์ในภำพ 4-6 มำวิเครำะห์ และ
เทียบเคียงแตล่ะล ำดบันิวคลีโอไทด์ พบวำ่บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส ำปะหลงัมีขนำด
เทำ่กบั 268 คูเ่บส ทกุสำยพนัธุ์ไมพ่บควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์ ดงัภำพท่ี 4-5 
 

 
 
ภำพท่ี 4-7 ต ำแหนง่ล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ท่ีเทียบเคียงกนัระหวำ่ง 
     ตวัอยำ่งมนัส ำปะหลงั 18 สำยพนัธุ์ โดยต ำแหนง่ และสญัลกัษณ์จดุ (.) คือ 
     ล ำดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนัในต ำแหนง่ตรงกนั  
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การวิเคราะห์ระยะห่างทางพันธุกรรมบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
 เม่ือน ำล ำดบันิวคลีโอไทด์ของ RAYONG 1 เป็นตวัแทนของมนัส ำปะหลงัมำ
เปรียบเทียบกบัล ำดบันิวคลีโอไทด์ของยำงพำรำ (H. brasiliensis) และละหุง่ (R. communis) ซึง่
อยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงั พบวำ่ non-coding ดีเอ็นเอ มีคำ่
ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมเทำ่กบั 0.063 และ 0.158 ตำมล ำดบั (ตำรำงท่ี 4-3) เม่ือเปรียบเทียบกบั
พืชตำ่งวงศ์คือ ถัว่เขียว (V. radiate) และองุ่นแดง (V. vinifera ) มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม
เทำ่กบั 0.092 และ 0.186 ตำมล ำดบั  
 
ตำรำงท่ี 4-4 ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non coding ดีเอ็นเอ ของ 
     มนัส ำปะหลงัและพืชในวงศ์เดียวกนั (Euphorbiaceae) และตำ่งวงศ์ คือ Vitaceae  
     และ Fabaceae 
 

Species M. esculenta  H. brasiliensis R. communis V. radiata V.V. vinifera 

M. esculenta  0.000 
    H. brasiliensis 0.063 0.000 

   R. communis 0.158 0.102 0.000 
  V. radiata 0.092 0.059 0.148 0.000 

 V. vinifera 0.186 0.132 0.214 0.137 0.000 

 
หมำยเหต ุ วิเครำะห์ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non coding ดีเอ็นเอ 
  โดยใช้โปรแกรม MEGA version 7 ด้วยโมเดลของ Jukes-Cantor  
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การวิเคราะห์ระยะห่างทางพันธุกรรมของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 
เปรียบเทยีบกับบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
 เม่ือน ำคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 เปรียบเทียบกบั non-coding ดีเอ็นเอ 
พบวำ่บริเวณ ITS1 มีควำมแปรปรวนในระดบัสำยพนัธุ์มำกกวำ่ non-coding ดีเอ็นเอ โดยมีคำ่
ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมระเท่ำกบั 0.000-0.016 สว่นบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ มีคำ่ระยะหำ่ง
ทำงพนัธุกรรมเทำ่กบัศนูย์ เม่ือเปรียบเทียบคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมระหวำ่งชนิดในพืชในวงศ์
เดียวกนั (Euphorbiaceae) พบวำ่มีคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมบริเวณ ITS1 กบั non-coding  
ดีเอ็นเอ ใกล้เคียงกนัคือ 0.048-0.134 และ 0.063-0.158 ตำมล ำดบั สว่นระหวำ่งวงศ์พบวำ่
บริเวณ ITS1 มีควำมแปรปรวนมำกกวำ่บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ โดยมีคำ่ระยะห่ำงทำง
พนัธุกรรมเทำ่กบั 0.234-0.272 และบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ มีคำ่เทำ่กบั 0.092-0.186 
 
ตำรำงท่ี 4-5 ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมของล ำดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ ITS1 และ non coding ดีเอ็นเอ 
    ของมนัส ำปะหลงั กบัพืชในวงศ์เดียวกนั (Euphorbiaceae) และตำ่งวงศ์คือ Vitaceae  
    และ Fabaceae 
 

cultivar 
คำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรม 
ITS non-coding 

ระหวำ่งสำยพนัธุ์  0.000-0.016 0.000 
ระหวำ่งชนิดในวงศ์เดียวกนั 0.048-0.134 0.063-0.158 
ระหวำ่งวงศ์ 0.234-0.272 0.092-0.186 
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เม่ือน ำคำ่ระยะหำ่งทำงพนัธุกรรมบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส ำปะหลงัไปสร้ำงแผนภมูิ
ต้นไม้ (phylogenetic tree) พบวำ่มนัส ำปะหลงัทกุสำยพนัธุ์อยูใ่นกลุม่เดียวกนั ซึง่แยกจำก
ตวัอยำ่งนอกกลุม่ คือ พืชในวงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงั ได้แก่ ยำงพำรำ 
(H. brasiliensis) และละหุง่ (R. communis) กบัพืชตำ่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว (V. radiate) และ 
องุ่นแดง (V. vinifera ) อยำ่งชดัเจน (ภำพท่ี 4-9) 
 

 
 
ภำพท่ี 4-8 แผนภมูิต้นไม้ (phylogenetic tree) บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส ำปะหลงั 
  ทัง้หมด และของตวัอย่ำงพืชนอกกลุม่จำกฐำนข้อมลู GenBank คือ พืชในวงศ์  
  Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนัส ำปะหลงั ได้แก่ ยำงพำรำ (H. brasiliensis)  
   และละหุง่ (R. communis) กบัพืชตำ่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว (V. radiate) และองุ่นแดง  
  (V. vinifera ) โดยใช้โปรแกรม MEGA version 7 ด้วยโมเดลของ Jukes-Cantor  
 สบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้  
หมำยเหต ุตวัเลข 0.0100 = คำ่ควำมแตกตำ่งของล ำดบันิวคลีโอไทด์ตอ่ต ำแหนง่  
 และตวัเลขบนก่ิง (%) = คำ่ควำมเช่ือมัน่ท่ีเกิดจำกกำรสบัเปล่ียนข้อมลู 1,000 ครัง้ 



บทที่ 5 
อภปิราย และสรุปผล 

 
 การศกึษาครัง้นีเ้ลือกศกึษาบริเวณ ITS1 ท่ีอยูใ่นนิวเคลียร์ดีเอ็นเอเพ่ือท่ีจะใช้เป็นข้อมลู
ในการบง่บอกถึงความเป็นเอกลกัษณ์ท่ีสามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบระดบัสายพนัธุ์ของ 
มนัส าปะหลงัท่ีอยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceous โดยเร่ิมต้นจากการใช้ไพรเมอร์ ITS1 Mes_R และ 
ITS1 Mes_L ท่ีออกแบบมาจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของมนัส าปะหลงั GenBank accession no. 
JQ743203 ในต าแหนง่ของยีน 18S rRNA และ 5.8S rRNA ตามล าดบั ผลผลิตพีซีอาร์ของ 
มนัส าปะหลงัทัง้หมดมีขนาด 514 คูเ่บส เทา่กนัทกุสายพนัธุ์เม่ือน าข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์
เปรียบเทียบกบัฐานข้อมลู GenBank มีความเหมือนมากท่ีสดุกบั ITS1 ของมนัส าปะหลงัดงัท่ี
คาดการณ์ไว้ เม่ือวิเคราะห์ขนาดของบริเวณ ITS1 มีขนาดเทา่กบั 225 คูเ่บส เทา่กนัทกุสายพนัธุ์
สอดคล้องกบับริเวณ ITS1 ในพืชทัว่ไปท่ีมีขนาดระหวา่ง 107-681 คูเ่บส (Wang et al., 2015) เชน่ 

ในวงศ์กะทกรก (Passifloraceae) สกลุย่อย (Subgenus) ของ Passiflora ได้แก่ Astrophea, 
Decaloba, Deidamioides และ Passiflora ซึง่บริเวณ ITS1 มีขนาดเทา่กบั 291, 291, 301 และ 
292 คูเ่บส ตามล าดบั (Giovanna, Geraldo, & Loreta, 2015) พืชวงศ์ตบัเตา่ (Boletaceae) ใน 
Genus Mimulus พบวา่ M. platycalyx, M. nasutus, M. laciniatus, M. guttatus, M. tilingii 
และ M. glaucescens มีขนาดเทา่กบั 189, 213, 214, 214, 214 และ 214 คูเ่บส ตามล าดบั 
(Carol, Kermit, & Neil, 1993) และในพืชวงศ์ขนนุ (Moraceae) เชน่ มะเดื่อ (F. carica L.) 
จ านวน 10 สายพนัธุ์ มีขนาดระหวา่ง 200-279 คูเ่บส (Ghada et al., 2009) สว่นพืชในวงศ์ขิง 
(Zingiberaceae) ได้แก่ เร่วน้อย (Amomum villosum) ท่ีมีขนาดเท่ากบั 178 คูเ่บส (Qiao et al., 
2009) เคร่ืองยาเร่วน้อย (A. uliginosum) มีขนาดเทา่กบั 180 คูเ่บส (ประสบอร รินทอง และคณะ, 
2556) และเร่วใหญ่ (A. mutica) มีขนาด 184 คูเ่บส (ประสบอร รินทอง และคณะ, 2556) และใน
วงศ์ถัว่ (Fabaceae) เชน่ สกลุยอ่ยของราชพฤกษ์ (Chamaecrista) มีขนาด 315 คูเ่บส  
(Mishra, Kumar, Rodrigues, Shukla, & Sundaesan, 2016) เป็นต้น 
 ผลการศกึษาในครัง้นีพ้บวา่บริเวณ ITS1 ของมนัส าปะหลงัทัง้ 18 สายพนัธุ์มีล าดบัเบส
แตกตา่งกนัเพียง 8 ต าแหนง่ (1.76 เปอร์เซ็นต์) แสดงวา่บริเวณ ITS1 ของมนัส าปะหลงัมีความ
แปรปรวนต ่ามีคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรม 0.000 - 0.016 สอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้านีข้อง 
ลกัษณา ชยัประสิทธ์ิ และชตูา บญุภกัดี (2556) ท่ีศกึษาบางสว่นของบริเวณ ITS1 ขนาดประมาณ 
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60 คูเ่บส ไรโบโซมอลดีเอ็นเอชนิด 5.8S และบางสว่นของบริเวณ ITS2 (ระหวา่ง 5.8S และ 28S) 
ของยางพารา ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 382 คูเ่บส พบความแตกตา่งของล าดบัเบสบริเวณดงักลา่ว  
2 คูเ่บส (ระยะหา่งทางพนัธุกรรม 0.000-0.005) ซึง่ไมส่ามารถจ าแนกความแตกตา่งระหวา่ง 
สายพนัธุ์ได้ แตร่ายงานวิจยัของ Ertuğrul et al. (2014) ท่ีพบวา่บริเวณ ITS1 ใช้จ าแนกความ
แตกตา่งระดบัสายพนัธุ์ของ Barbarea integrifolia DC. วงศ์ผกักาด (Brassicaceae) ซึง่เป็นพืช
ท้องถ่ินท่ีใกล้จะสญูพนัธุ์ของประเทศตรุกี จ านวน 27 ตวัอยา่งได้ เชน่เดียวกบั Ghada et al. 
(2009) จ าแนกสายพนัธุ์ในมะเดื่อ (F. carica L.) จ านวน 11 สายพนัธุ์ได้ นอกจากนี ้ประสบอร  
รินทอง และคณะ (2556) น ามาใช้ตรวจเอกลกัษณ์ระดบัสายพนัธุ์ของเคร่ืองยาเร่วน้อย  
(A. uliginosum) ได้จ านวน 7 ตวัอยา่ง 
 อนึง่ในการศกึษาครัง้นีไ้มส่ามารถน าพืชชนิดอ่ืนในสกลุเดียวกนักบัมนัส าปะหลงัมาท า
การทดลองได้ อีกทัง้ไมพ่บข้อมลูใน GenBank จงึใช้พืชชนิดอ่ืนซึง่อยูใ่นวงศเ์ดียวกนักบั 
มนัส าปะหลงัอีก 2 ชนิด ร่วมในการศกึษา คือ ยางพารา (H. brasiliensis) และละหุง่  
(R. communis) มีความแตกตา่งจ านวน 28 (6.29 เปอร์เซ็นต)์ และ 93 (20.57 เปอร์เซ็นต์) คูเ่บส 
ตามล าดบั มีคา่ระยะห่างทางพนัธุกรรม 0.048-0.134 เม่ือน าไปเปรียบเทียบกบัพืชตา่งวงศ์อีก  
2 ชนิด คือ ถัว่เขียว (V. radiata (L.)) และองุ่นแดง (V. vinifera) พบความแตกตา่งจ านวน 105  
คูเ่บส มีคา่ระยะห่างทางพนัธุกรรม 0.234-0.272 เม่ือน าคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมระดบั 
สายพนัธุ์ และระดบัสกลุมาวิเคราะห์ร่วมกนัพบว่าคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมระดบัชนิดนา่จะอยู่
ระหวา่ง 0.016-0.048 แสดงวา่บริเวณ ITS1 มีความแปรปรวนเหมาะส าหรับใช้ในการแยกความ
แตกตา่งระดบัชนิดได้ซึง่มีการใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดแล้วในพืชหลายชนิด เชน่ พืชในวงศ์ถัว่ 
(Fabaceae) ได้แก่ สกลุ Cassia, Senna และ Chamaecrista (Mishra et al., 2016) พืชในวงศ์
กระเพรา (Lamiaceae) ได้แก่ มิน้ (Mentha) (Hribova et al., 2011) เป็นต้น  
 เม่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงัทัง้หมดด้วยเทคนิค 
พีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ในบริเวณยีน trn-Phe และ trn-F ท่ีขนาบข้างของบริเวณ non-coding  
ดีเอ็นเอของยางพารา (H. brasiliensis) (GenBank accession no. AP014526) ผลผลิตพีซีอาร์ท่ี
ได้มีขนาดเท่ากบั 368 คูเ่บส เทา่กนัทกุสายพนัธุ์ และพบว่าขนาดของ non-coding ดีเอ็นเอเท่ากบั 
268 คูเ่บส เทา่กนัหมดและไมพ่บความแตกตา่งของล าดบัเบส สอดคล้องกบัรายงานวา่สว่นใหญ่ท่ี 
ไมโทคอนเดรียในพืชมีวิวฒันาการช้ามากเม่ือเทียบกบัไมโทคอนเดรียของสตัว์ สาเหตท่ีุไมโทคอน 
เดรียลดีเอ็นเอของพืชมีการกลายพนัธุ์น้อยมากอาจเน่ืองมาจากมีระบบการซ่อมแซมดีเอ็นเอท่ีมี
ประสิทธิภาพท่ีชว่ยในการตรวจสอบข้อมลูได้ถกูต้อง การใช้ไมโทคอนเดรียลจีโนมเป็นดีเอ็นเอ
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บาร์โค้ดในพืชจงึมีข้อจ ากดั (Kress et al., 2008; Mustapha et al., 2015; Asaf et al., 2016) 
สอดคล้องกบั ณฐักร เพชรชา, ดวงกมล แม้นศริิ และสรุพล แสนสขุ (2554) ศกึษาความแปรผนั
ของล าดบันิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลจีโนมพบวา่ไมเ่พียงพอท่ีจะใช้จ าแนกพืชในระดบัสาย
พนัธุ์ได้ จงึเลือกศกึษายีนในคลอโรพลาสต์ คือ rpoB และ rpoC1 และใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดระดบั
ชนิดส าหรับศกึษาในพืชสกลุ Alpinia  
 เม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ ของมนัส าปะหลงัไป
เปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของพืชในวงศ์เดียวกนัแตต่า่งสกลุจากมนัส าปะหลงั คือ
ยางพารา และละหุง่ มีคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมอยูใ่นช่วง 0.063-0.158 และพืชตา่งวงศ์ คือ ถัว่
เขียว และองุ่นแดง มีคา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมอยูใ่นชว่ง 0.234-0.272 ไมส่ามารถแยกความ
แตกตา่งระดบัสายพนัธุ์ แตบ่ริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ นา่จะน ามาใช้ระบเุอกลกัษณ์ตัง้แตร่ะดบั
สกลุขึน้ไปได้  
 เม่ือเปรียบเทียบความผนัแปรทางพนัธุกรรมระหวา่งบริเวณ ITS1 และ non-coding  
ดีเอ็นเอ พบว่าบริเวณ ITS1 มีความแปรปรวนมากกวา่โดยมีคา่ระยะห่างทางพนัธุกรรม 0.000-
0.016 สว่นบริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ มีคา่เทา่กบั 0 ท่ีเป็นดงันีเ้พราะนิวเคลียร์จีโนมได้รับการ
ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมมาจากพอ่ และแมค่นละคร่ึง (Hawkins et al., 2008) สว่น non-coding  
ดีเอ็นเอ ของไมโทคอนเดรียลจีโนมนา่จะสืบทอดมาจากแมเ่พียงฝ่ายเดียว (สชุาดา สขุหร่อง, 
2552) ทัง้นีล้ าดบัเบสบริเวณ ITS1 ท่ีมีความแปรปรวนต ่า และไมพ่บความแปรปรวนบริเวณ  
non-coding ดีเอ็นเอ อาจเน่ืองมาจากตวัอยา่งมนัส าปะหลงัทกุสายพนัธุ์ท่ีน ามาศกึษานา่จะมี
บรรพบรุุษร่วมกนัท าให้มีล าดบันิวคลีโอไทด์เหมือนหรือซ า้กนัในแตล่ะชดุของจีโนม (Baldwin  
et al., 1995) ซึง่เม่ือพิจารณาจากแหลง่ท่ีมาของมนัส าปะหลงัพบวา่มีข้อมลูของการแลกเปล่ียน 
และปรับปรุงพนัธุ์มาอยา่งตอ่เน่ืองจงึคาดว่ามนัส าปะหลงัปัจจบุนัจะมีแหลง่ก าเนิดเดียวกนั คือมา
จากประเทศบราซิลเน่ืองจากพบการกระจายตวั และความแปรปรวนของสายพนัธุ์มากมายใน
ประเทศดงักลา่ว (ประพิศ วองเทียม, 2555) 
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สรุปผลการทดลอง 
 บริเวณ ITS1 ของมนัส าปะหลงัทัง้ 18 สายพนัธุ์มีขนาดเท่ากนัคือ 225 คูเ่บส มีความ
แตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์เพียง 8 ต าแหนง่ (1.76 เปอร์เซ็นต์) บริเวณ non-coding ดีเอ็นเอ 
ของมนัส าปะหลงัทัง้หมด มีขนาดเทา่กนัคือ 268 คูเ่บส ไมมี่ความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ 
แสดงวา่บริเวณ ITS1 และบริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงัมีความแปรปรวนต ่า ไม่
เหมาะสมท่ีจะใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในการระบเุอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ 
 
ข้อเสนอแนะ 
 1. ควรศกึษาเพิ่มเตมิบริเวณอ่ืนของนิวเคลียร์จีโนม หรือคลอโรพลาสต์จีโนมเพ่ือใช้แยก
ความแตกตา่งระดบัสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงั 
 2. ควรศกึษาพืชกลุม่ท่ีมีความแตกตา่งจากมนัส าปะหลงัในระดบัชนิด และสกลุ เพ่ือ
พิจารณาใช้บริเวณ ITS1 และ non-coding ดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอเคร่ืองหมายในล าดบัขัน้ท่ี
เหมาะสมทางอนกุรมวิธาน (taxonomic categories) ตอ่ไปได้ 
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ภาคผนวก ก 
สารเคมี และวธีิการเตรียม 

 
วิธีการเตรียมสารเคมี 
1. ดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA plus) 
  เตรียมปริมาณ 50 µg 100 reaction 
  Stock 100 bp DNA ladder plus (0.5 µg)     50  µl 
  TE buffer         200  µl 
  6X Orange DNA loading dye       20  µl 
  6X DNA loading dye          20  µl 
 
2. 1X SB buffer (เตรียมสารละลายปริมาตร 100 ml) 
  NaOH          8  g 
  Boric acid         45  g 
  น า้กลัน่          1,000 ml 
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ล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
ของมันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) ไม่มีควำมแปรปรวน 

No Nucleotide Sequence Variation at Non-Coding Mitochondrial DNA of Cassava 
(Manihot esculenta Crantz) 

 
ยรุนนัท์ ทรวงทองหลาง และ ชตูา บญุภกัด*ี 

Yuranun Thuangtonglang and Chuta Boonphakdee*  
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา   

 
บทคดัย่อ 

 
มนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคญัของประเทศไทยในงานวิจยันี ้

ท าการศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอเพื่อพิจารณาใช้เป็นเคร่ืองหมายชีวโมเลกลุของ
มนัส าปะหลงั โดยศกึษากบัมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์ เพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอขนาด 368 คูเ่บส ด้วยคูไ่พรเมอร์ trn-Phe 
และ trn-F ในปฏิกิริยาลกูโซพ่อลิเมอเรส เม่ือวิเคราะห์ความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์พบวา่บริเวณ non-
coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัทกุตวัอยา่งมีขนาดเทา่กบั 268 คูเ่บส ไมมี่ล าดบัเบสทีแ่ตกตา่งกนัและผล
การศกึษาร่วมกบัพืชในวงศ์ Euphorbiaceous เดียวกนัอีก 2 ชนิด คือ ยางพารา (Hevea brasiliensis) และละหุง่ (Ricinus 
communis) พบความแตกตา่งจ านวน 10 และ 33 คูเ่บส ตามล าดบั และพืชตา่งวงศ์อีก 1 ชนิด คือถัว่เขียว (Vigna radiata (L.)) 
พบความแตกตา่งจ านวน 32 คูเ่บส ดงันัน้บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอไมเ่หมาะสมที่จะใช้เป็นเคร่ืองหมายชีว
โมเลกลุในระดบัสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงั 
 
ค ำส ำคัญ: ดีเอ็นเอ/ มนัส าปะหลงั/ ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ/ พีซีอาร์ 

 
 ABSTRACT 

 
Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important economic crop of Thailand. The purpose of this study 

is to investigate the non-coding mitochondrial DNA region of cassava for use as a molecular marker. In this study, 18 
cassava cultivars were used to obtain the 368-bp segment using trn-Phe and trn-F primers in the polymerase chain 
reaction. The non-coding mitochondrial DNA region of all samples were 268 base pairs, with no nucleotide difference. 
Comparison between sequences of other members within Euphorbiaceous (same family as cassava), Para rubber 
( Hevea brasiliensis) and castor bean ( Ricinus communis), revealed 10 and 33 base pairs being different,  
respectively. Moreover, when compared to mung bean (Vigna radiata (L.)), out of Euphorbiaceous family, found 32 
base pairs different. Therefore, the non-coding mitochondrial DNA region is not suitable for cassava identification at 
the cultivar level. 

 

Keywords: DNA/ Cassava/ Mitochondrial DNA/ PCR 
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1. บทน ำ 

มนัส าปะหลงัเป็นแหลง่อาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตที่ส าคญัของมนษุย์ที่มีราคาถกูกวา่พืชผลิตแป้งชนิดอื่นๆ (Lebot, 
2009) การจ าแนกสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงัมีประโยชน์ในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุ์เพ่ือพฒันาสายพนัธุ์ที่มีลกัษณะดีตรงตาม
ความต้องการ เชน่ ผลผลิตสงู มีคณุภาพ ต้านทานตอ่โรคและแมลง เป็นต้น (วลยัลกัษณ์ หตัถบรูณ์, 2554) ปัจจบุนันีก้ารน าเทคนิค
ทางชีวโมเลกลุมาศกึษาข้อมลูพนัธุกรรมพืช เพื่อใช้ระบชุนิดหรือสายพนัธุ์ได้รับความนิยมมากขึน้ ซึง่ให้ข้อมลูที่ถกูต้องแมน่ย ากวา่
การจ าแนกแบบดัง้เดิมที่ใช้แตเ่พียงลกัษณะสณัฐานวิทยาภายนอก และสามารถจ าแนกชนิดหรือสายพนัธุ์ตา่งๆ ออกจากกนัพร้อม
ทัง้บอกความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการได้อยา่งชดัเจน (Archak, 2000) ดงันัน้การน าเทคนิคทางชีวโมเลกลุมาศกึษาล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของบริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอจงึเป็นอีกแนวทางที่ภายหลงัทราบล าดบัเบสแล้วจะสามารถน ามาใช้บง่ชี ้
ความเป็นเอกลกัษณ์ หรือความหลากหลายทางพนัธุกรรม และความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมนัส าปะหลงัระหวา่งสายพนัธุ์
ตา่งๆ ได้ ซึง่จะเป็นการตอ่ยอดภมิูปัญญาท าให้เกิดองค์ความรู้ใหมด้่านความหลากหลายทางพนัธุกรรมตอ่ไป 
 ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในพืชจะมีโครงสร้างของจีโนมเป็นลกัษณะวงแหวนเกลียวคู ่มีขนาดตา่งกนัมากประมาณ 200-
2,400 กิโลเบส (Ward et al.,1981; Palmer 1985; Pring and Lonsdale 1985) ยีนในไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีบริเวณถอดรหสั
ส าหรับการสงัเคราะห์โปรตีน tRNA และ rRNA และมีบริเวณที่ไมมี่การถอดรหสั เรียกวา่ non-coding DNA หรือ non-functional 
DNA ในพืชเป็นบริเวณที่อยูร่ะหวา่งยีน trn-Phe และ trn-F คือ สว่นที่ไมเ่ก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์โปรตีนสว่นใหญ่ ซึง่มีล าดบัเบส
เหมือนหรือคล้ายกนัได้หลายซ า้ เรียกวา่ repeated sequence ท าหน้าทีส่ร้างเสถียรภาพให้กบั coding DNA ปัจจบุนัถกูน ามาใช้
เป็นสว่นหนึ่งของดีเอ็นเอพาหะ และเป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุ (molecular marker) บริเวณนีจ้งึน่าจะพบความแปรปรวนของล าดบั
เบสในระดบัชนิดหรือยอ่ยกวา่ระดบัชนิดในพืชได้ (Anand et al., 2014) แตใ่นปัจจบุนัยงัไมมี่รายงานล าดบันิวคลีโอไทด์ของบริเวณ 
non-coding ของมนัส าปะหลงัในฐานข้อมลู GenBank ดงันัน้การศกึษาในครัง้นีจ้งึเร่ิมต้นด้วยการออกแบบไพรเมอร์และเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ แล้ววิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในสายพนัธุ์ตา่งๆ ของมนัส าปะหลงั ที่อาจใช้เป็นข้อมลูบง่บอก
ความเป็นเอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ของพืชชนิดนีไ้ด้ 

 
2.  วิธีกำรกำรวิจัย 
2.1 กำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 
 ท าการเก็บตวัอยา่งใบออ่นของมนัส าปะหลงั จากส านกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี จงัหวดั
นครราชสีมา จ านวน 18 สายพนัธุ์ น ามาสกดัเป็นจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยชดุสกดัส าเร็จ SP Plant DNA Kit (Omega bio-tek, USA) 
จากนัน้น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบปริมาณและคณุภาพด้วยเคร่ือง  NanaDropTM 2000/2000C spectrophotometer  
และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่อณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส 
 
2.2 กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์ 
  ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 30 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 2X GoTaq™ Green MasterMix 10 ไมโครลิตร 
 ดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัแตล่ะตวัอยา่ง (แยกหลอด) 200 นาโนกรัม ร่วมกบัไพรเมอร์ที่จ าเพาะในบริเวณยีน trn-Phe และ trn-F ที่
ออกแบบมาจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพารา (GenBank accession no. AP014526) ข้างละ 0.2 ไมโครลิตร จากนัน้ปรับ
ปริมาตรสดุท้ายด้วยน า้ปราศจาก Nuclease ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยมีขัน้ตอน Pre-denaturation ที่ 94  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ขัน้ตอน Denaturation ที่อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที ขัน้ตอน Annealing ที่
อณุหภมิู 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ตอน Extention ที่อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 
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 30 วินาที จ านวนทัง้หมด 30 รอบ ขัน้ตอน Final Extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วย 1.0 
% Agarose gel electrophoresis โดยใช้ 0.5 SB buffer ภายใต้ความตา่งศกัย์ไฟฟา้ 60 โวลต์ นาน 60 นาที แล้วท าการตรวจสอบ
ดแูถบดีเอ็นเอภายใต้รังสีอลัตราไวโอเลตด้วยชดุ gel documentation (Syngene international Ltd., England) 
 
 
2.3 กำรอ่ำนล ำดับเบส 

น าผลผลิตพีซีอาร์ที่ผ่านการท าให้บริสุทธ์ิด้วยชุดท าบริสุทธ์ิส าเร็จรูป  GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Genenaid 
International, Taiwan) ส่งวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีอา่นโดยตรง จากนัน้ตรวจสอบความถกูต้องด้วยตาโดยใช้โปรแกรม 
BioEdit  version 7.0.0 และน าข้อมลูไปเปรียบเทียบความเหมือนระหว่างสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงัและที่บนัทึกไว้ในฐานข้อมลู 
GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST ผ่านระบบเครือข่ายอินเตอร์เนต (www.ncbi.nlm.nih.gov/) ท าการวิเคราะห์ความแตกต่างของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์ด้วยการท า multiple sequence alignment โดยใช้โปรแกรม Clustal X  
 
3. ผลกำรวิจัยและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

เม่ือเพ่ิมปริมาณบริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงั จ านวน 18 สายพนัธุ์ ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้คูไ่พรเมอร์ trn-
Phe และ trn-F พบวา่ได้ผลผลิตที่มีขนาด 368 คูเ่บส เทา่กนัทกุสายพนัธุ์ (ภาพที่ 1) และเม่ือวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ 
non-coding พบวา่มีขนาดเทา่กบั 268 คูเ่บส ที่มีล าดบัเบสเหมือนกนัทัง้หมด (ภาพที ่2) และเม่ือน ามาเปรียบเทียบกบัล าดบันิวคลี
โอไทด์ของยางพารา (Hevea brasiliensis) และละหุง่ (Ricinus communis) ซึง่อยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae เชน่เดียวกนักบัมนั
ส าปะหลงั พบจ านวนล าดบัเบสในบริเวณ non-coding มีความแตกตา่งกนั 10 และ 33 คูเ่บส ตามล าดบั (ไมไ่ด้แสดงผล) โดยมี
ระยะหา่งทางพนัธุกรรมเทา่กบั 0.063 และ 0.158 ตามล าดบั (ตารางที1่) และกบัพืชตา่งวงศ์ คือ ถัว่เขียว Vigna radiata (L.) มี
ล าดบัเบสตา่งกนัจ านวน 32 คูเ่บส (ไมไ่ด้แสดงผล) คา่ระยะหา่งทางพนัธุกรรมเทา่กบั 0.092 แสดงวา่บริเวณ non-coding ของพืช 
มีความแปรปรวนน้อยผลการศกึษาสอดคล้องกบัรายงานการวิจยัของ Jeffrey et al. (1988) ที่พบวา่ในไมโทคอนเดรียลจีโนมของ
พืชสกลุ Brassica และ Raphanus มีความแปรปรวนต ่ามาก เชน่เดียวกนักบังานวิจยัของ Kress et al. (2005) ที่ระบวุา่การใช้ไมโท
คอนเดรียลจโีนมเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดในพืชนัน้มีข้อจ ากดัเน่ืองจากวิวฒันาการของจีโนมพืชจะมีอตัราการเปลี่ยนแปลงที่ต ่ากวา่ใน
สตัว์ สอดคล้องกบั ณฐักร เพชรชา และคณะ (2554) ที่ศกึษาความแปรผนัของล าดบันิวคลีโอไทด์ในไมโทคอนเดรียลจีโนมพบวา่ไม่
เพียงพอที่จะใช้จ าแนกพืชในระดบัสายพนัธุ์ได้  

มนัส าปะหลงัสายพนัธุ์ตา่งๆ ที่ปลกูในประเทศไทยคาดวา่มีแหลง่ก าเนิดเดียวกนั คือประเทศบราซลิเน่ืองจากพบการ
กระจายตวัและความแปรปรวนของสายพนัธุ์มากมายในบริเวณดงักลา่ว (ประพิศ วองเทียม, 2555) มนัส าปะหลงั 18 สายพนัธุ์ที่
น ามาศกึษาครัง้นีท้ราบข้อมลูแหลง่ที่มาของพอ่พนัธุ์และแมพ่นัธุ์น้อยมากเม่ือพิจารณาร่วมกบัการศกึษาของ ประพิศ วองเทียม 
(2555) สามารถแบง่มนัส าปะหลงัออกเป็นเป็น 3 กลุม่ใหญ่ตามแหลง่ที่มา คอื 1) สายพนัธุ์พืน้เมือง ได้แก่ HANATEE RAYONG1 
WILD1 WILD2 2) สายพนัธุ์จากตา่งประเทศ ได้แก่ YOLK MENTEGA 3) สายพนัธุ์ที่ได้รับปรับปรุงพนัธุ์โดยผสมข้ามสายพนัธุ์ 
ได้แก่ PIROON KU50 RAYONG5 RAYONG11 RAYONG9 RAYONG72 RAYONG90 SRIRACHA1 4)สายพนัธุ์ที่ไมท่ราบ
ข้อมลูแหลง่ที่มา ได้แก่ NEP V13 LOAS ซึง่พบวา่ทกุสายพนัธุ์ไมมี่ความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding 
นอกจากนีย้งัมีรายงานการศกึษาจีโนมของไมโทคอนเดรียในพืชมีวิวฒันาการน้อยมากเน่ืองจากกลไกการซอ่มแซมตวัเองของไมโท
คอนเดรียลดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพสงูกวา่ไมโทคอนเดียลดีเอ็นเอของสตัว์ กลา่วคือเม่ือมีการเปลี่ยนแปลงหรือแทนทีข่องล าดบัเบส
บริเวณ non-coding  บริเวณดงักลา่วจะมีความสามารถซอ่มแซมตวัเองในการจดัเรียงของล าดบัเบสให้เป็นแบบเดมิได้อยา่ง
รวดเร็วและแมน่ย า (Christensen, 2014) แตอ่ยา่งไรก็ตาม ถ้ามีรายงานการศกึษาในพืชชนิดอื่นๆ เพิ่มเติมมากขึน้เป็นล าดบัตอ่ไป 
และภายในพืชชนิดเดียวกนัแตต่า่งสายพนัธุ์ ไมพ่บความแปรปรวนของล าดบันิวคลีโอไทด์หรือมีความแปรปรวนต า่ บริเวณ non-
coding นีอ้าจพิจารณาน าไปใช้เพ่ือการพิสจูน์เอกลกัษณ์ในระดบัชนิดของพืชได้ 
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ภำพที่ 1 ผลผลิต PCR ของ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์

ตรวจสอบด้วย 1% agarose  gel electrophoresis ใน 0.5 SB buffer ที่ความตา่งศกัย์ 60 โวลต์ 
 เป็นเวลา 60 นาที  

 
ภำพที่ 2 เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอขนาด 268 คูเ่บส  
 ของมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์ สญัลกัษณ์จดุ (.) คือล าดบันิวคลีโอไทด์ชนิดเดียวกนัในต าแหน่งตรงกนั  
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ตำรำงที่ 1 ระยะหา่งทางพนัธุกรรมของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงักบัพืช 

   ในวงศ์ Euphorbiaceae และตา่งวงศ์คือ Vitaceae และ Fabaceae 

Species M. esculenta  H. brasiliensis R. communis V. radiata V. vinifera 

M. esculenta  0.000 
    H. brasiliensis 0.063 0.000 

   R. communis 0.158 0.102 0.000 
  V. radiata 0.092 0.059 0.148 0.000 

 V. vinifera 0.186 0.132 0.214 0.137 0.000 

 
4.  สรุป 
 บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) ที่อยูร่ะหว่างยีน trn-
Phe และ trn-F ทกุสายพนัธุ์มีขนาดเท่ากับ 268  คูเ่บส ล าดบันิวคลีโอไทด์มีลกัษณะอนรัุกษ์ไม่พบความแตกต่างระหวา่งสายพนัธุ์
ของมันส าปะหลงัที่น ามาทดสอบทัง้ 18 สายพันธุ์ เม่ือเปรียบเทียบกับยางพาราและละหุ่งที่จัดอยู่ในวงศ์เดียวกัน พบล าดับเบส
แตกต่างกัน 10 และ 33 คู่เบส ตามล าดับ มีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.063 และ 0.158 ตามล าดบั  ดังนัน้บริเวณ non-
coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัไมเ่หมาะสมที่จะใช้ระบเุอกลกัษณ์ในระดบั 
สายพนัธุ์  
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ขอขอบคณุส านกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี จงัหวดันครราชสีมา ที่อนเุคราะห์ตวัอยา่งใบออ่นของมนั
ส าปะหลงั 
 
6.  เอกสำรอ้ำงอิง 
ณฐักร เพชรชา, ดวงกมล  แม้นศิริ และสรุพล  แสนสขุ. (2554). การประเมินดีเอ็นเอในพลาสติดบริเวณ rpoC1 และ rpoB  
 ในการใช้เป็น DNA barcode และกรณีศกึษาในพืชสกลุ Alpinia Roxb. (Zingiberaceae) Assessment of   

rpoB and rpoC1 Plastid DNA Regions for Their Suitability as DNA Barcodes for Identification of  
Plants in the Genus Alpinia Roxb. (Zingiberaceae). วิทยานิพนธ์ปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต,  
สาขาวิชาชีววิทยา, บณัฑิตวิทยาลยั, มหาวิทยาลยัขอนแก่น. 

วลยัลกัษณ์ หตัถบรูณ์. (2554). การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุส าหรับการจ าแนกพืชสกลุระก าพนัธุ์เศรษฐกิจ   
 และการระบเุพศของสละหม้อจากจงัหวดัจนัทบรีุ. วิทยานิพนธ์มหาบณัฑิต, สาขาชีววิทยา, วิทยาศาสตร์,  

มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ. 
Archak, S. (2000). Plant DNA Fingerprinting: an Overview. AgBiotechNet, 2, 1-6. 
Anand, P., Samit, Ray., and Amit, R. (2014). Molecular Markers in Phylogenetic Studies-A Review. 
 Phylogenetics and Evolutionary Biology, 2, 1-9. 



59 
 

การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วิทยาศาสตร์วจิยั” ครัง้ที่ 9 ระหวา่งวนัท่ี 25-26 พฤษภาคม พ.ศ. 2560 

Christensen, A.C. (2014). Plant Mitochondrial Genome Evolution can be Explained by DNA repair Mechanisms. 
Genome Biology and Evolution, 5(6), 1079-1086. 

Jeffrey, D.P. and Laura, A.H. (1988). Plant Mitochondrial DNA Evolves Rapidly in Structure, but Slowly 
 in Sequence. Journal of Molecular Evolution, 28, 87-97.  

Kress, J.W. and Erickson, D.L. (2008). DNA Barcodes: Genes, Genomics, and Bioinformatics. 
Proceedings of the National Academy of Sciences, 105, 2761-2762. 

Lebot, V. (2009). The Tropical Root and Tuber Crops: Cassava, SweetPotato, Yams and Aroids. 
The Centre for Agriculture and Bioscience International, 17, 143. 

Palmer, J.D. (1985). Evolution of Chloroplast and Mitochondrial DNA in Plants and Algae. Plenum,131-240. 
Pring, D.R., and Lonsdale, D.M. (1985). Moleccular biology of Higher Plant Mitochondrial DNA. 

International Review of Cytology, 97, 1-46. 
Ward, B.L., Anderson, R.S. and Bendich, A.J. (1981). The Mitochondrial Genome is Large and Variable  

in a Family of Plants (cucurbitaceae). Cell, 25, 793-803. 
 




