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บทคัดย่อ 
 

ตาล (Borassus flabellifer L.) เป็นพืชอยู่ในวงศ์ Arecaceae มีต้นเดี่ยวขนาดใหญ่ดอก
แยกเพศตา่งต้น การจ าแนกเพศและพันธุ์ของตาล จ าแนกโดยใช้วิธีสงัเกตลกัษณะสณัฐานวิทยา 
ซึ่งต้องอาศยัระยะเวลาในการจ าแนกเพศและพันธุ์ตาล การน าเคร่ืองหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการ
จ าแนกพนัธุ์เป็นการลดเวลาในการจ าแนกเพศและพนัธุ์ของพืช ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงจ าแนกเพศและ
พนัธุ์ของตาลโดยรวบรวมตวัอย่างตาลในจงัหวดัเพชรบรีุทัง้เพศผู้และเพศเมียจ านวน 3 พนัธุ์ ได้แก่ 
ตาลพนัธุ์หม้อ ตาลพนัธุ์ไข ่ตาลพนัธุ์ผสม และพืชนอกสกลุ Borassus จ านวน 1 พนัธุ์ คือช้างไห้  
โดยใช้ เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) จ าแนกเพศและเทคนิค DNA 
Barcode จ าแนกพันธุ์และศึกษาความสมัพันธ์เชิงวิวฒันาการของตาลในจงัหวดัเพชรบุรี รวมทัง้
เพ่ือหาต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปของยีน rbcL และยีน matK ในตาลพนัธุ์ตา่งๆ 
ส าหรับน าไปประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ ผลการศกึษาพบวา่เมื่อท าการตรวจหาไพรเมอร์
แบบสุม่ท่ีตอบสนองตอ่ปฏิกิริยาพีซีอาร์ แบบ RAPD จ านวน 100 ไพรเมอร์ เลือกแถบดีเอน็เอจาก
ไพรเมอร์ท่ีสามารถจ าแนกความแตกตา่งระหว่างต้นเพศผู้และต้นเพศเมียของตาล พบว่ามีเพียง
ไพรเมอร์ OPD-04 แสดงแถบดีเอน็เอท่ีแตกตา่งระหวา่งเพศผู้และเพศเมีย ซึ่งไพรเมอร์ OPD-04 มี
ความจ าเพาะกับเพศผู้  ในขณะท่ีไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอในเพศเมีย ขนาดประมาณ 1.0 kb ไพร
เมอร์ OPD-04 สามารถตรวจสอบเพศของตาลได้อย่างถูกต้อง เมื่อน าดีเอ็นเอของตาลไปเพ่ิม
ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิคปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรสด้วยคูไ่พรเมอร์ของยีน rbcL และยีน matK 
ได้ชิน้ดีเอ็นเอมีขนาด 600 คู่เบส ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข ่
ตาลพนัธุ์ผสม และช้างไห้มีคา่เฉล่ียต ่ากวา่ 5 เปอร์เซ็นต์ในทกุตวัอย่าง และเมื่อวิเคราะห์แผนภาพ
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของยีนทัง้สองร่วมกัน ด้วยวิธี Bayesian inference พบว่าสามารถ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการจ าแนกพันธุ์ตาลให้สงูขึน้ และช้างไห้นัน้ถูกจัดกลุ่มรวมอยู่กับตาลพันธุ์
หม้อ ซึ่งจากผลของความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมนี ้แสดงวา่ช้างไห้ควรจดัอยู่ในสกลุ Borassus และ
ไม่พบต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL พบใน
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในตาลพันธุ์หม้อ และตาลพันธุ์ไข่ซึ่งสามารถน าไปประยุกต์ใช้
เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอในการจ าแนกพนัธุ์ตาล  

ค าส าคัญ: เคร่ืองหมายอาร์เอพีด,ี แผนภมูิวงศ์วานเชิงวิวฒันาการ, ตาล, ดีเอน็เอบาร์โค้ด 
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Abstract 
 

Palmyra palm (Borassus flabellifer L.) belongs to family Arecaceae. Palmyra palm 
is dioecious plant with a single trunk. Sex and variety of palmyra palm can be identified 
by morphology of mature tree which takes a long time about 10–15 years. The attempts 
of molecular marker seems to be useful in term of time reduction and more precision. 
Thereby, this research was attempted to identify sex and variety of palmyra palm using 
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)  and DNA barcode. The both male and 
female specimens of 3 palmyra palm varieties were collected from Phetchaburi province 
including Borassodendron machadonis (Ridl.) Becc. the closely related species once 
belongs to Borassus. DNA was extracted from young leaves and performed by Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) Polymerase Chain Reaction (PCR) with 100 RAPD 
primers. The results show that only primer OPD-04 primer was expressed 1 kilobase of 
DNA band which is specific in males. Thus, primer OPD-04 can use to specify sex of 
Palmyra palm. The single nucleotide polymorphism (SNP) and phylogenetic analysis were 
performed from DNA sequences of rbcL and matK gene with 600 base pairs long. The 
results show that, interpecies variation of all specimens were under 5% in both genes and 
the phylogeny of concatenated sequences demonstrated the position of B. machadonis 
associated among  Borassus species. The SNPs between Borassus variety were found 
only in matK. From the results indicated that, B. machadonis should be belong to genus 
Borassus instead of Borassodendron and the SNP of matK can be used to identify the 
variety of palmyra palm  
Keywords: RAPD marker, Phylogenetic, Borassus flabellifer L., DNA barcode 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
ท่ีมาและความส าคัญ  

 ตาล (Borassus flabellifer L.) เป็นพืชอยู่ในวงศ์ Arecaceae มีต้นเดี่ยวขนาดใหญ่ดอก
แยกเพศตา่งต้น (Dioecious) ออกดอกหลายครัง้ เจริญเติบโตในเขตมรสมุเขตร้อน และเขตกึ่งเขต
ร้อนตอนใต้แอฟริกา มาดากัสการ์ ปากีสถานตอนใต้ ชายฝ่ังอินเดีย เอเชียเฉียงใต้ มาเลเซีย 
อินโดนีเซีย นิวกินี และออสเตรเลียตอนเหนือ ตาลเป็นปาล์มต้นเดี่ยวมีอายเุป็นร้อยปี (บุญสนอง 
ช่วยแก้ว และวฒุิชยั ฤทธิ, 2559) ตาลมีบทบาทส าคญัในการช่วยรักษาสมดลุของระบบนิเวศ โดย
เป็นท่ีอยู่อาศยัของศัตรูธรรมชาติจึงเป็นการลดการใช้สารเคมีในนาข้าว การท่ีมีรากลึกจะช่วย
หมนุเวียนธาตอุาหารให้แก่ดิน ช่วยยึดเกาะลดมลภาวะและปรับปรุงสภาพแวดล้อม (สรุพล จนัทร์
เรือง, 2545) ผลผลิตจากตาลส่งผลต่อเศรษฐกิจและสงัคมของจังหวดัเพชรบุรีมาอย่างต่อเน่ือง
ตัง้แต่อดีตจนถึงปัจจบุนั ตาลท่ีมีอยู่ทัว่ไปเป็นพนัธุ์ท่ีได้รับการคดัเลือกจากธรรมชาติ การคดัเลือก
โดยมนุษย์มีน้อยมากด้วยข้อจ ากัดหลายๆประการ จึงไม่ได้มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุ์เพ่ือให้ได้
ผลผลิตสงู เน่ืองจากการให้ผลผลิตมีระยะเวลากว่าสิบปี (Morton, 1998) ตาลเป็นพืชท่ีแยกเพศ
ต่างต้น (Dioecious) ตาลท่ีพบในจังหวดัเพชรบุรีมีความหลากหลายพันธุ์ จากท่ีมีการส ารวจพบ
พันธุ์ตาล 3 พันธุ์ ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ และตาลพันธุ์ผสม (อบุล สมทรง, 2556) การ
ประเมินลักษณะ เพศและการคัดเลือกสายพันธุ์มักใช้ วิธีสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยา 
(Morphological character) หรือลกัษณะท่ีปรากฏ (Phenotype) ซึ่งลกัษณะท่ีปรากฏเป็นผลจาก
การแสดงออกของจีโนไทป์ (Genotype) และผลกระทบของสภาพแวดล้อมท่ีสิ่งมีชีวิตเจริญเติบโต
ในช่วงเวลานัน้ (จรัสศรี นวลศรี, 2548) ดงันัน้การใช้ลกัษณะท่ีปรากฏจ าแนกสิ่งมีชีวิตจึงอาจไม่
เพียงพอในการคัดเลือกเพศหรือระบุสายพันธุ์ของสิ่งมีชีวิตให้ถูกต้องแม่นย าได้  นอกจากนัน้
กระบวนการปรับปรุงพันธุ์ยังต้องอาศยัระยะเวลานานและใช้แรงงานจ านวนมากอีกด้วย  (กรม
วิชาการเกษตร, 2543) 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) หรือเคร่ืองหมายโมเลกลุ (Molecular marker) ได้เข้า
มามีบทบาทในงานด้านพนัธศุาสตร์และการปรับปรุงพนัธุ์พืชอย่างมาก เน่ืองจากการจดักลุ่มหรือ
การจ าแนกสิ่งมีชีวิตโดยอาศยัลกัษณะสณัฐานวิทยาท าได้ยาก โดยเฉพาะพืชซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมี
ลักษณะคล้ายคลึงกัน (สรพงศ์ เบญจศรี, 2554) จึงท าให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความ
แตกต่างของสายพนัธุ์ได้ โดยเฉพาะอย่างย่ิงสายพนัธุ์พืชบางชนิดท่ีมีความใกล้ชิดทางพันธกุรรม
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การใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอช่วยในการบ่งชีค้วามแตกตา่งของสายพนัธุ์พืช (Varietal identification) 
ได้เข้ามาช่วยให้การจ าแนกความแตกตา่งของสายพนัธุ์ให้มีความถกูต้องแมน่ย ามากย่ิงขึน้ (สรีุพร 
เกตุงาม, 2546) การใช้วิธีการทางระดับชีววิทยาโมเลกุล โดยใช้การเปรียบเทียบแบบสุ่ม หรือ
จ าเพาะเจาะจงจากโครโมโซมซึ่งดีเอ็นเอมีคณุสมบัติเป็นสารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตต่างๆ ท่ีมี
ความจ าเพาะส าหรับแต่ละสิ่งมี ชี วิต (Morris, 1994) Consortium for the Barcode of Life 
(CBOL) เสนอว่าชิน้ดีเอ็นเอต าแหน่งจ าเพาะ (Specific site) เหมาะส าหรับการระบพุันธุ์พืช โดย
ต าแหน่งท่ีเหมาะสมคือชิน้ดีเอน็เอในคลอโรพลาสต์ (Chloroplast) ได้แก่ยีน matK, rpoB, rpoC1, 
rpoC2, accD, ndhA, ndhJ, ndhK,YCF5,YCF9 และ rbcLและได้เสนอต าแหน่งมาตรฐาน 2 ยีน 
คือ ยีน matK และ rbcL (CBOL Plant Working Group, 2009) โดยการศึกษาความสมัพันธ์ทาง
พันธุกรรมในพืชสามารถเลือกใช้ชิน้ดีเอ็นเอสัน้ๆ ท่ีมีความแตกต่างทางพันธุกรรม ภายในแต่ละ
ชนิด (หรือพันธุ์) เดียวกันต ่า แต่มีความแตกตา่งทางพันธุกรรมระหว่างชนิด (หรือพันธุ์) สงู ดงันัน้
การวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ต าแหน่งจ าเพาะนีจ้ึงให้ความแมน่ย าสงู สะดวก และรวดเร็ว  

งานวิจยันีผู้้ วิจยัได้ศกึษาล าดบันิวคลีโอไทด์ต าแหน่งจ าเพาะในคลอโรพลาสต์ 2 ยีน คือยีน 
matK และ rbcL ซึ่งแตล่ะยีนมีความส าคญัดงันี ้ยีน MuturaseK (matK) เป็นยีนท่ีก าหนดการสร้าง
เอนไซม์แมทัวเรส (Maturase) ซึ่งเก่ียวข้องกับกระบวนการตัดแต่งอาร์เอ็นเอ (RNA splicing) 
(Reimo et al., 2006) ยีน Ribulose  bisphosphate  carboxylase (rbcL) เ ป็นยีนก าหนดการ
ส ร้าง โปรตีนหน่ วยย่ อย ของ เอน ไซม์  RuBisCO (Ribulose bisphosphate carbo-xylase 
oxygenase) ซึ่งเก่ียวข้องกบัการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ในกระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสง 
(Photosynthesis) ดังนัน้จึงนิยมใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) ส าหรับศึกษา
ความสัมพันธ์และวิวัฒนาการในพืช (Schuettpelz et al., 2006) งานวิจัยนีม้ีวัตถุประสงค์เพ่ือ
จ าแนกพันธุ์ของตาลในจังหวัดเพชรบุรี โดยใช้ DNA Barcode และศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของตาลในจังหวัดเพชรบุรีเพ่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (Genetic 
relationship) และสร้างแผนภมูิความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม (Phylogenetic tree) รวมทัง้ระบตุาล
พนัธุ์หม้อ ตาลพนัธุ์ไข ่และตาลพนัธุ์ผสมรวม 3 ชนิด/พนัธุ์ โดยวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
matK และ rbcL รวมทัง้เพ่ือหาต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปของยีน rbcL และยีน 
matK ซึ่งผลการวิจยันีส้ามารถใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานส าหรับการระบุพนัธุ์ตาลทัง้ 3 พนัธุ์ ได้แก้ พนัธุ์
หม้อ ตาลพนัธุ์ไข ่และตาลพนัธุ์ผสม ใช้วางแผนการผสมเพ่ือปรับปรุงพนัธุ์  
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วัตถุประสงค์ของการวจิัย 
1.  เพ่ือใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุในการจ าแนกเพศและพนัธุ์ของตาลในจงัหวดัเพชรบรีุ 
2.  เพ่ือศกึษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของตาลในจงัหวดัเพชรบรีุ 

สมมติฐานของการวจิัย  
 ตาลใช้ระยะเวลานานในการให้ผลผลิต ทัง้เพศและพันธุ์ในตาล ให้ผลผลิตท่ีแตกตา่งกนั 
ท าให้ไมต่รงตามความต้องการของเกษตรกร เกษตรกรผู้มีประสบการณ์จะอาศยัการแยกเพศและ
พนัธุ์ของตาลจากลกัษณะภายนอก แตวิ่ธีการดงักลา่วก็ยงัไม่ถกูต้องถึง 100% ดงันัน้เพ่ือเป็นการ
ลดความเสี่ยงต่อการปลูกตาลผิดไปจากความต้องการ การใช้เทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์จึงมี
ความส าคญัอย่างย่ิงท่ีในการน ามาใช้พันธุ์ของตาล โดยอาศยัทฤษฎีการใช้ความแตกต่างของ
ล าดบัดีเอน็เอสร้างเป็นลายพิมพ์ดีเอน็เอโดยใช้เทคนิค PCR (Polymerase chain reaction)  

จะเห็นได้วา่ผลท่ีได้จากการพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุอย่างง่ายใช้ในการจ าแนกเพศและ
พนัธุ์ของตาลเพ่ือให้เกษตรกรสามารถเลือกปลกูตาลได้อย่างถกูต้อง และตรงตามความต้องการซึ่ง
จะสามารถพฒันาตอ่ยอดไปในระดบัของการให้บริการตรวจสอบตาลแก่เกษตรกรในอนาคตตอ่ไป 

 
ขอบเขตการวจิัย 

1. ส ารวจพนัธุ์ตาลในจงัหวดัเพชรบรีุโดยน าตวัอย่างสายพนัธุ์ตาลจากสวนตาลของนาย 
ถนอม ภูเ่งิน ซึ่งตัง้อยู่ในอ าเภอบ้านลาด 

2. เพ่ือพัฒนาและทดสอบความสามารถในการจัดจ าแนกเพศของตาลด้วยเคร่ืองหมาย
โมเลกลุแบบ RAPD และพนัธุ์ของตาลด้วย DNA Barcode  

โดยการใช้เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ่โพรีเมอเรส (Polymerase chain reaction: PCR) ท่ีหน่วยวิจัย
ชีววิทยาพืช คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี และห้องปฏิบัติการอณูพันธุศาสตร์ คณะ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัราชภฎัเพชรบรีุ 
 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

1. เป็นแนวทางในการศึกษาทางอนุกรมวิธาน การอนุรักษ์พันธุกรรมพืช และการปรับปรุง
พนัธุ์พืช  

2. เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการใช้จดัจ าแนกเพศและชนิดพนัธุ์ของตาลตอ่ไปได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวข้อง 

 
1. สวนตาลนายถนอม ภู่เงนิ  

สวนตาลนายถนอม ภู่เงิน เป็นแหล่งเรียนรู้ภมูิปัญญาตาล หรือกลุ่มอนุรักษ์และสืบสาน
ตาล สวนตาลนายถนอม ภู่เงินเป็นพืน้ท่ีท่ีได้รวมพนัธุ์ตาลทัง้ 3 พันธุ์ไว้ ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ ตาล
พนัธุ์ไข่ และตาลพันธุ์ผสม การจ าแนกพันธุ์นัน้นายถนอมได้เรียนรู้วิธีสงัเกตต้นตาลในธรรมชาติ
แล้วน ามาปรับใช้กบัการลงมือปลกูจริงซึ่งพนัธุ์ท่ีปลกูส่วนใหญ่จะเป็นตาลพนัธุ์ไข ่มีลกัษณะเดน่ท่ี
อยู่ท่ีโคนต้นจะอ้วน ขนาดใหญ่กวา่ต้นตาลทัว่ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพท่ี 2.1 แผนท่ีสวนตาลนายถนอม ภูเ่งิน ต าบลถ า้รงค์ อ าเภอบ้านลาด จงัหวดัเพชรบรีุ 
 
2. ข้อมูลท่ัวไปเก่ียวกับตาล 

ตาลมีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ Borassus flabellifer L. เป็นพืชใบเลีย้งเดี่ยว วงศ์ Arecaceae 
มีชดุโครโมโซม 2n=2X=36 (Venkatasubban, 1946 อ้างโดย Kovoor, 1983) 

หลกัฐานทางประวตัิศาสตร์ยืนยนัวา่ตาลมีถ่ินก าเนิดอยู่บนโลกนานแล้วนบัล้านปี อีกทัง้ยงัมี
การสนันิษฐานว่ามีถ่ินก าเนิดอยู่ในประเทศเขตร้อนของทวีปแอฟริกา (Kovoor, 1983) ต่อมามีการ
แพร่กระจายไปสูป่ระเทศตา่งๆ ในประเทศทางเขตร้อนภมูิภาคเอเชีย โดยเฉพาะทางฝ่ังตะวนัออกและ
ทางตอนใต้ของอินเดีย ศรีลงักา เมียนมา่ร์ ลาว มาเลเซีย อินโดนีเซียและไทย 

ตาลเป็นพืชเศรษฐกิจในระดบัท้องถ่ินท่ีเก่ียวข้องกบัวิถีชีวิตและภมูิปัญญาของคนไทยมา
ช้านาน พบทัว่ภมูิภาคของประเทศไทย ตาลเป็นพืชท่ีอยู่ในวงศ์ปาล์ม เช่นเดียวกบัมะพร้าว มีล าต้น
ท่ีแขง็แรง ทนทาน สงูใหญ่และสามารถมองเห็นได้ในระยะไกลๆ อีกทัง้ตาลยงัไมต้่องการ การดแูลเฉก
เช่นเดียวกบัต้นไม้ชนิดอ่ืนๆ คือ ไมจ่ าเป็นต้องรดน า้ พรวนดิน ใสปุ่๋ ย และพ่นสารเคมี ท าให้เกษตรกรท่ี

 



5 

 

ท าอาชีพเก่ียวข้องกบัตาลท าอาชีพอ่ืนๆ เป็นอาชีพหลกัได้ และท าอาชีพท่ีเก่ียวข้องกบัตาลเป็นอาชีพ
รอง  

ตาลเป็นพืชท่ีเจริญเติบโตได้ดีในดินแทบทุกประเภทของเขต อีกทัง้ยังสามารถทนทานต่อ
ความแห้งแล้งและสภาพท่ีดินมีน า้ท่วมขงั โดยลกัษณะรากของตาลจะไม่แผ่ออกด้านข้าง ดงันัน้จึง
สามารถปลกูร่วมกบัพืชชนิดอ่ืนๆได้ดี อีกทัง้ตาลยงัช่วยป้องกนัลมพายแุละเป็นท่ีอยู่อาศยัของนกและ
ค้างคาว ซึ่งสามารถช่วยในเร่ืองการควบคมุแมลงศตัรูพืชได้ นอกจากนีต้้นตาลนัน้ยงัสามารถน ามา
สร้างผลิตภณัฑ์ไม่ว่าจะเป็นแบบสดหรือแปรรูปเพ่ือเป็นผลิตภณัฑ์อ่ืนๆ เช่น เฟอร์นิเจอร์หรืองาน
หัตถกรรมอ่ืนๆ นับว่าตาลมีความส าคญัตอ่การพฒันาเกษตรกรรมทัง้ทางด้านเศรษฐกิจ สงัคม และ
สิ่งแวดล้อม (สรุพล จันทร์เรือง, 2545) ตาลเป็นพืชสารพัดประโยชน์ชนิดหนึ่งทกุส่วนของตาล ได้แก่ 
ล าต้น ทางตาล ใบตาล ช่อดอก ผลตาล เมล็ด ราก และน า้ตาล สามารถน ามาใช้ประโยชน์ ทางด้าน
อาหาร ยารักษาโรค ด้านอตุสาหกรรม การก่อสร้าง เฟอร์นิเจอร์ ด้านหัตถกรรม ด้านการเกษตร และ
สามารถน าไปใช้เป็นพลงังานเชือ้เพลิงในอนาคตได้อีกด้วย 
 
3. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของตาล 

3.1 ใบ ใบมีสีเขียวเข้ม (Green 137C) รูปพดั (Palmate leaf) สามารถมองเห็นได้ในระยะไกล 
ๆ ขอบใบหยกัคล้ายฟันเลื่อย แต่ละใบมีใบย่อยท่ีเรียกว่า เซกเมนท์ (Segment) ซึ่งแตกออกจากจดุๆ
เดียวกนัท่ีปลายของก้านใบตาล ท่ีขอบก้านใบหรือทางตาลทัง้สองด้านมีหนามสีด าแหลมคม ขนาดไม่
สม ่าเสมอกนั ยอดตาลแตล่ะยอดประกอบด้วยใบประมาณ 25-40 ใบ ขึน้อยู่กับอายุของตาลต้นหนึ่ง
สามารถให้ใบตาลได้ 12-15 ใบตอ่ปี (พรรณิภา โสตถิพนัธุ์และคณะ, 2547) 

3.2 ล าต้น ตาลเป็นพืชท่ีเป็นล าต้นเดียว (Single stem) ไม่มีหน่อ ล าต้นมีขนาดใหญ่ ความ
สงูโดยทัว่ไปประมาณ 25–30 เมตร โดยตาลจะมีความสงูเพ่ิมขึน้ปีละ 30-40 เซนติเมตร เปลือกล าต้น
มีลกัษณะขรุขระสีด า เป็นวงปล้องซ้อนๆกนั เน่ืองจากก้านใบท่ีหลดุร่วงไป เนือ้ไม้มีลกัษณะเป็นเสีย้น
สีด า แขง็ เหนียว (สรุพล จนัทร์เรือง, 2545) 

3.3 ดอก ตาลเป็นพืชท่ีมีดอกไมส่มบรูณ์เพศ ดอกเพศผู้และดอกเพศเมียเป็นดอกแยกเพศ
ตา่งต้น ช่อดอกออกระหวา่งซอกใบ 6-12 ช่อ ช่อดอกเพศผู้ห้อยลง ช่อดอกรวมยาว 1.60 เมตร ก้าน
ช่อดอกอ้วน ยาว 50 เซนติเมตร ช่อดอกยาว 90 เซนติเมตร แยกออกเป็น 5-8 ช่อ ขนาด กว้าง 2-
2.5 ยาว 25-40 เซนติเมตร ช่อดอกเพศเมียเป็นแท่ง เป็นช่อเชิงลด หรืออาจแตกก่ิงเลก็น้อยยาว 1-
1.20 เมตร ก้านช่อดอกอ้วนยาว 40 เซนติเมตร แยกออกเป็นก่ิงย่อยอ้วน 1-3 ก่ิง ยาว  30-45 
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เซนติเมตร โค้งลงขณะท่ีดอกบาน แต่ห้อยลงเมื่อเป็นผล ลกัษณะของผลนัน้คอ่นข้างกลม ขนาด 
15-20 เซนติเมตร (พนูศกัดิ์ วชัรากร, 2548) 

3.4 ผล ตาลตวัเมียจะมีลกูตาลต้องตดัเมื่อยังไม่สกุ เพ่ือให้ได้เต้าตาล หรือลอนตาล ผล
ของตาลมีขนาดใหญ่เป็นทะลาย ผลกลมมีขนาด 6-8 นิว้ ผลออ่นมีสีเขียวออ่น ผลแก่มีสีมว่งแก่ผล
สกุเตม็ท่ีมีสีมว่งแก่เกือบด าหรือด า ผิวเป็นมนัภายในผลมีเมลด็ขนาดใหญ่แขง็ประมาณ 1-4 เมลด็ 
ส่วนใหญ่มี 3 เมล็ด มีเปลือกหุ้มเป็นเส้นใยละเอียด เมื่อสกุจะมีสีเหลืองสดประกอบด้วยแป้งและ
น า้ตาล เนือ้นุ่มมีกลิ่นหอมใช้ปรุงแต่งสีและกลิ่นในขนมหวาน  ภายในเมล็ดมีเนือ้สีขาวขุ่น เมล็ด
แบนกลม (สนัติธรรม โชติประทมุ, 2557) 

3.5 ราก รากจะมีลกัษณะเป็นเส้นกลมยาว เป็นกระจุกคล้ายรากมะพร้าวและหยั่งลงไป
ในดินได้ลกึมาก ไมแ่ผไ่ปตามผิวดินเหมือนรากมะพร้าว รากตาลจะยึดติดดินได้ดี ดงันัน้โอกาสท่ีจะ
โคน่ล้มหรือถอนรากเป็นไปได้ยาก (สรุพล จนัทร์เรือง, 2545) 

ปัจจุบันการแบ่งพนัธุ์ตาลยงัไม่สามารถจ าแนกได้ในขณะท่ีต้นตาลยังเล็กอยู่ เน่ืองจากการ
แบ่งพันธุ์ของตาล ได้ท าการแบ่งกลุ่มตามลักษณะสีและขนาดของผลตาลเท่านัน้ ซึ่งเกณฑ์การ
พิจารณาด้วยสีนัน้สามารถแบ่งตาลได้เป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรก คือตาลพันธุ์หม้อ เป็นตาลท่ีมีผลขนาด
ใหญ่กวา่ตาลพนัธุ์ไข ่และตาลพนัธุ์ผสม ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 20–25 เซนติเมตร ผิวสีด าเป็นมนัไม่
มีสีอ่ืนปน ผลแก่จะมีรอยขีดตามแนวยาวของผล เปลือกหนา มีเนือ้มาก กลุม่ท่ีสอง คือตาลพนัธุ์ไขเ่ป็น
ตาลท่ีมีผลขนาดเล็กกว่าตาลพนัธุ์หม้อ และผลสีค่อนข้างเหลืองสามารถแบ่งออกเป็นอีก 2 ชนิด คือ
ตาลพันธุ์ไข่เล็ก ผลค่อนข้างเลก็ เปลือกบาง และเต้ามีขนาดเลก็ และตาลพันธุ์ไขใ่หญ่ มีผลและเต้า
ขนาดใหญ่กวา่ตาลพนัธุ์ไขเ่ลก็ และกลุม่ท่ีสาม คือตาลพนัธุ์ผสม เป็นตาลท่ีเกิดจากการผสมข้ามพนัธุ์
ระหว่างตาลพันธุ์หม้อกบัตาลพันธุ์ไข ่ลกัษณะผลค่อนข้างใหญ่เกือบเท่าตาลพนัธุ์หม้อ ผลมีสีด าปน
น า้ตาล หรือสีเหลืองด า (นรินทร์ พลูเพ่ิม, 2550) 
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ภาพท่ี 2.2 ตาลพนัธุ์หม้อ  
 

   
ภาพท่ี 2.3 ตาลพนัธุ์ไข ่
 

   
ภาพท่ี 2.4 ตาลพนัธุ์ผสม 
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4. เคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular marker) 
หมายถึง ลกัษณะหรือตวับ่งชีท่ี้มีสามารถน ามาใช้บ่งบอกความเฉพาะเจาะจงทางพนัธุกรรม

ของสิ่งมีชีวิต ลกัษณะหรือตวับ่งชีนี้ส้ามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลกูได้ เคร่ืองหมายทางพนัธกุรรมท่ีมีการ
ใช้กันมานานแล้วในงานปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ การใช้ลกัษณะรูปพรรณสณัฐานพืช เช่น ความสงู 
ลกัษณะทรงพุ่ม สีของล าต้น ขนาด รูปร่าง และสีของเมลด็ เคร่ืองหมายชนิดนีเ้รียกวา่เคร่ืองหมายทาง
สณัฐาน (Morphological markers) อย่างไรก็ตามลกัษณะดงักลา่วมกัแปรผนัไปตามสภาพแวดล้อมท่ี
เปลี่ยนแปลงไป ท าให้เกิดความผิดพลาดในการแยกความแตกต่างของสายพันธุ์ได้ นอกจากนีก้าร
เปรียบเทียบลกัษณะภายนอกยังไม่สามารถแยกความแตกต่างของสายพันธุ์พืชบางชนิดท่ีมีความ
ใกล้ชิดทางพันธุกรรมได้ ดังนัน้จึงมีการพัฒนาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมชนิดอ่ืนเพ่ือช่วยให้การ
จ าแนกความแตกต่างของสายพันธุ์มีความถูกต้องย่ิงขึน้ โดยใช้สารชีวโมเลกุลภายในสิ่งมีชีวิตเป็น
เคร่ืองบ่งชี เ้รียกเคร่ืองหมายบ่งชีนี้ว้่าเคร่ืองหมายโมเลกุล  ซึ่งสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 
เคร่ืองหมายโปรตีน (Protein marker) และเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) โดยในการวิจัยนีจ้ะ
มุ่งเน้นการใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอเป็นหลัก เคร่ืองหมายดีเอ็นเอเป็นดีเอ็นเอในจีโนมซึ่งอาจเป็น
ต าแหน่งของยีนหรือไมใ่ช่ยีน ดีเอน็เอนีส้ามารถน าไปใช้ในกระบวนการไบบริไดเซซัน่ (Hybridization) 
กับโพรบ (Probe) หรือใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่หรือปฏิกิริยาพีซีอาร์เพ่ือใช้
บ่งชีล้กัษณะทางพันธุกรรม ซึ่งจะใช้ดีเอ็นเอเร่ิมต้นหรือไพรเมอร์ (Primer) เพียงคู่เดียวหรือหลายคู ่
โดยหลกัการจะใช้ความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอไทด์ในจีโนมของสิ่งมีชีวิต เมื่อมีความแตกตา่งกัน
จะท าให้ความสามารถของไพรเมอร์เข้าจับสายดีเอ็นเอต้นแบบเกิดความแตกต่างกัน ส่งผลให้เกิด
ความแตกตา่งของแถบดีเอน็เอขึน้ (สริุนทร์ ปิยะโชคณากลุ, 2552) 
 
5. เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

เคร่ืองหมายดีเอน็เอ การใช้ดีเอน็เอเป็นเคร่ืองหมายในการบ่งชีค้วามจ าเพาะของสิ่งมีชีวิต
โดยดีเอ็นเอนัน้อาจเป็นดีเอ็นเอท่ีอยู่ต าแหน่งหนึ่งๆบนโครโมโซม (Nuclear DNA) หรือดีเอน็เอใน 
ออร์แกเนล (Mitochondrial DNA หรือ chloroplast DNA) การท่ีสามารถใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
เป็นเคร่ืองหมายได้เน่ืองจากเกิดความผนัแปร (Variation) ของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกลุดีเอน็เอ หรือ
เกิดความหลากรูป (Polymorphism) ของล าดบันิวคลีโอไทด์ การตรวจสอบในระดบัโมเลกลุของดี
เอ็นเอมีความเสถียรกว่าการตรวจสอบในระดบัโมเลกลุของโปรตีน เน่ืองจากสามารถเก็บไว้ได้ใน
ระยะเวลาท่ียาวนานกวา่ และดีเอน็เอเป็นองค์ประกอบท่ีมีอยู่เกือบทกุเซลล์ในปริมาณท่ีเท่ากันจึง
สามารถตรวจสอบกบัเนือ้เย่ือใดๆก็ได้ไม่ขึน้กบัสภาพแวดล้อม สามารถตรวจสอบได้ทัง้ส่วนท่ีเป็น
ยีนหรือสว่นท่ีไมใ่ช่ยีนก็ได้จะมีการแสดงออกของยีนหรือไมม่ีการแสดงออกของยีนก็ได้ครอบคลมุ
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ทัง้จีโนมและมีเคร่ืองหมายหลายแบบให้เลือกใช้ ท าให้การใช้ดีเอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายท่ีสามารถ
ประยุกต์ใช้ได้อย่างกว้างขวาง และสามารถใช้ในด้านต่างๆได้อย่างไม่จ ากัด (สริุนทร์ ปิยะโชคณา
กลุ, 2552)  

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอสามารถแบ่งออกได้ 2 ประเภท คือ Hybridization-based marker และ 
PCR-based marker 

5.1 เคร่ืองหมายจากการไบบริดไดซ์ (Hybridization-based marker) เป็นเคร่ืองหมายดี
เอ็นเอซึ่งพัฒนาขึน้โดยอาศยัหลกัการเข้าคู่กนัของล าดบันิวคลีโอไทดีเอ็นเอเป็นคูส่มกนัระหวา่งดี
เอ็น เอติดตาม (Probe) กับดี เอ็น เอท่ี ต้องการตรวจสอบโดยใ ช้ เทคนิคไบบริ ดไดเซชัน 
(Hybridization) ตัวอย่าง เช่น อาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment Length Polymorphism, 
RFLP) (McCouch and Tankslay, 1991; Kochert, 1994) 
 5.2 เคร่ืองหมายจากปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (PCR-based marker) เป็นนเคร่ืองหมาย
โมเลกลุดีเอน็เอท่ีพฒันาขึน้ โดยอาศยัหลกัการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส 
หรือ พีซีอาร์ (Polymerase chain reaction, PCR) ตวัอย่างเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้ในงาน
ปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ อาร์เอพีดี (Random amplified polymorphic DNA, RAPD) (William et 
al., 1990) เอเอฟแอลพี (Amplified fragment length polymorphism, AFLP) (Vos et al., 1995) 
และไมโครแซทเทลไลท์ (Microsatellite) หรือ เอสเอสอาร์ (Simple sequence repeat, SSR) 
(Brown et al., 1996; Powell et al., 1996) 
 
6. การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอมาตรฐานด้วยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 ขัน้ตอนนีเ้ป็นการน าเอาดีเอ็นเอของพืชท่ีสกดัได้มาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีสนใจ 
ในท่ีนีค้ือ ดีเอน็เอมาตรฐาน ซึ่งการเลือกดีเอน็เอมาตรฐานท่ีดีและเหมาะสมส าหรับงานสร้าง DNA 
barcode เป็นสิ่งส าคัญมาก เพราะจะมีผลต่อการน าไปใช้ระบุชนิดพืชให้มีความถูกต้องและ
น่าเช่ือถือ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอมาตรฐานท าด้วยเทคนิค PCR โดยการใช้ไพรเมอร์ ท่ีมี
ความจ าเพาะสงูกับบริเวณดีเอ็นเอมาตรฐาน วิธีการเตรียมปฏิกิริยา PCR สามารถศึกษาได้จาก
เวปไซต์ของ CBOL Plant Working Group 

Polymerase Chain Reaction (PCR) ซึ่ง Polymerase คือเอนไซม์ท่ีท าให้เกิดการต่อสาย 
DNA จากสายท่ีมีอยู่แล้ว Chain reaction คือปฏิกิริยาท่ีตอ่เน่ืองกนัไปเร่ือยๆ PCR ก็คือปฏิกิริยาท่ี
มีการสร้างสาย Nucleotides ต่อเน่ืองไปเร่ือยๆ ท าให้เราสามารถเพ่ิมจ านวน DNA ได้มหาศาล
จากจ านวนเร่ิมต้นเพียงเลก็น้อยภายในเวลาไมน่าน ด้วยหลกัการง่ายๆ ประกอบไปด้วย 3 ขัน้ตอน 

1. ขัน้ตอน Denaturation เป็นขัน้ตอนการแยกสายคูข่องดีเอน็เอแมพิ่มพ์ให้เป็นสายเดี่ยว  
โดยใช้อณุหภมูิประมาณ 94-95 องศาเซลเซียส 
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2. ขัน้ตอน Annealing เป็นขัน้ตอนลดอณุหภมูิลงมาท่ี 50-55 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ Primer  
สามารถเกาะติดกบัดีเอน็เอแมพิ่มพ์สายเดี่ยวตรงบริเวณล าดบันิวคลีโอไทด์คูส่ม 

3. ขัน้ตอน Primer extension เป็นขัน้ตอนการสร้างสายดีเอน็เอสายใหมต่อ่ออกจากสาย  
Primer ในทิศทางจาก 5’ ไป 3’ อณุหภมูิในขัน้นีจ้ะอยู่ในช่วง 70-75 องศาเซลเซียส การสงัเคราะห์
จะด าเนินตามล าดับ 3 ขัน้ตอน ซ า้กันเป็นจ านวน 20-30 รอบ ท าให้ได้ PCR product หรือ 
Amplified product เป็นดีเอน็เอสายใหมเ่พ่ิมขึน้เป็นจ านวนมาก  

ดีเอ็นเอแม่พิมพ์ (DNA Template) คณุภาพและปริมาณของดีเอ็นเอแม่พิมพ์จะมีผลต่อ
ประสิทธิภาพของการท า PCR ตวัอย่าง ตวัอย่างตรวจท่ีมีปริมาณ RNA อยู่สงู สามารถแย่งจบักับ 
Mg++ ท าให้ปริมาณ PCR product ลดลง หรือ ตวัอย่างตรวจไมมี่ความบริสทุธ์ิพอ อาจมีตวัยบัยงั 
(Inhibitor) การท างานของ polymerase เป็นเหตใุห้ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาลดลง ด้วยเหตผุลนี ้
วิธีการเตรียมดีเอ็นเอแม่พิมพ์จากตวัอย่างตรวจจึงเป็นสิ่งท่ีต้องให้ความส าคญั ในปัจจุบันมีการ
เตรียมดีเอน็เอแมพิ่มพ์ตลอดจนชดุน า้ยาส าเร็จรูปจ านวนมากมาย ซึ่งสามารถใช้เตรียมดีเอน็เอท่ีมี
ความบริสทุธ์ิพอส าหรับการท า PCR ได้โดยไม่ต้องท าการแยกสารสกัดดีเอนเอเพ่ิมเติม ส าหรับ
ปริมาณดีเอนเอท่ีเหมาะสมส าหรับการท า PCR จะอยู่ในช่วง 102-105copies ส่วน plasmid DNA 
ใช้ปริมาณเท่ากบั 0.1-1 ไมโครกรัม 

Primers เป็นองค์ประกอบส าคญัของความส าเร็จในการท า PCR ซึ่งขึน้อยู่กับการเลือก
หรือออกแบบ Primers ให้เหมาะสมมีหลกัการดงัตอ่ไปนี ้

- Primers มีขนาดยาวประมาณ 18-24 เบส 
- ประกอบด้วย G+C ประมาณ 40-60 เปอร์เซ็นต์ 
- การเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงบริเวณปลาย 3’ ของ Primers ทัง้คูไ่มค่วรมีเบสคูส่ม 

กนั เพ่ือป้องกนัการเกิด Primers-dimers 
- มีคา่ Tm อยู่ในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส และคา่ Tm ของ Primers ทัง้คูค่วรมีคา่ใกล้ 

เคียงกนั ส าหรับความเข้มข้นของ Primers ท่ีเหมาะสมควรมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.1-0.6 นาโน
กรัมต่อไมโครลิตร การใช้ Primers ในปริมาณท่ีมากเกินไปจะท าให้โอกาสการเกิด Mispriming 
primer-dimer และ Non-specific amplified product เพ่ิมสงูขึน้ ในทางกลบักัน การใช้ Primers 
ในปริมาณท่ีน้อยเกินไปจะท าให้ Primers ถกูใช้หมดก่อนปฏิกิริยาสิน้สดุลง เป็นผลให้ผลผลิตของ
ปฏิกิริยาลดลง (วีระพงศ์ ลลุิตานนท์ และคณะ, 2551) 
 วิธีการวิเคราะห์ข้อมลูทางพนัธุกรรมถกูพฒันาขึน้เพ่ือใช้จ าแนกและศึกษาความสมัพนัธ์
ของสิ่งมีชีวิต นิยมใช้เทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกลุท่ีปฏิบัติการได้ง่าย จะให้ข้อมลูทางพันธุกรรมท่ี
แสดงลกัษณะความคล้ายคลงึกนั (Monomorphic) และลกัษณะหลากรูป (Polymorphic) ระหวา่ง
ตวัอย่าง ซึ่งสามารถน าไปค านวณตามหลกัสมการอลักอริทึม (Algorithm) ทางคณิตศาสตร์และ
วิเคราะห์โดยแบบจ าลองเพ่ือสร้างเป็นแผนภมูิความสมัพันธ์ทางพนัธกุรรม หรือแผนภมูิวงศ์วาน
เชิงวิวัฒนาการ ท่ีสามารถแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสิ่งมี ชีวิตได้  (Simson et al., 2012) 
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นอกจากนีก้ารวิเคราะห์ข้อมลูทางพนัธกุรรมจากล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณจ าเพาะ (Specific site 
sequencing) เป็นเทคนิคท่ีถกูพฒันาขึน้เพ่ือวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ระดบัสงูจากตวัอย่างดี
เอน็เอในบริเวณสว่น “ดีเอน็เอมาตรฐาน” ท่ีต้องการทราบชนิด หรือจดัจ าแนก โดยการสกดัดีเอน็เอ
เพียงเล็กน้อยจากตวัอย่างแล้วน ามาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณดีเอ็นเอมาตรฐานด้วยไพรเมอร์
จ าเพาะของยีน โดยอาศยัการท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอร์เรส แล้วจึงน าตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณแล้วไปวิเคราะห์หาล าดบันิวคลีโอไทด์ ข้อมลูพันธุกรรมท่ีได้จะถูกน าไปสร้างแผนภมูิสาย
สมัพนัธ์ทางวิวฒันาการด้วยแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ 
 
7. เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ RAPD  
 เทคนิคอาร์เอพีดี (RAPD, random amplified polymorphic DNA) เป็นเทคนิคท่ีสามารถ
สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ได้ด้วยการใช้ไพรเมอร์แบบสุ่มขนาด 8 ถึง 12              
นิวคลีโอไทด์ เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) ซึ่งสะดวก 
รวดเร็ว ใช้ดีเอน็เอปริมาณน้อย ไมจ่ าเป็นต้องทราบข้อมลูล าดบัเบสของดีเอน็เอ  

เคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (RAPD marker) นิยมใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์  เป็นเคร่ืองหมาย
โมเลกลุดีเอน็เอท่ีพฒันาขึน้ โดยอาศยัหลกัการเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอโดยปฏิกิริยาลกูโซ่จ าลองดีเอ็น
เอ หรือ เทคนิค PCR สรีุพร เกตงุาม (2546) จากการศกึษาวิจยัของ Dhawan et al. (2013) ได้ท า
การศกึวิจยัการแยกเพศของอินทผลมั เน่ืองจากเพศของอินทผลมัจะทราบเมื่ออยู่ในระยะออกดอก 
ซึ่งใช้เวลาหลายปี ทีมวิจัยจึงใช้เทคนิค RAPD และ ISSR ในการตรวจสอบเพศ พบว่ามีเพียง          
ไพรเมอร์  OPA-02 ท่ีจ าเพาะต่ออินทผลมัเพศผู้ซึ่งมีขนาดประมาณ 1000 คู่เบส และได้ออกแบบ 
SCAR ไพรเมอร์ จากล าดับดีเอ็นเอบริเวณนัน้ จากนัน้น ามาตรวจสอบกับตัวอย่างต้นอ่อน
อินทผลมั ผลปรากฏว่าสามารถแยกเพศอินทผลัมได้อย่างถูกต้อง ในลกัษณะเดียวกันเดียวกัน  
Sollimana et al. (2017) ได้ท าการศึกษาการแยกเพศของอินทผลมัแต่ใช้เทคนิคการทดสอบโดย
การทดสอบการขยายตวัของยีน sry ซึ่งเป็นยีนท่ีพบเฉพาะในเพศผู้  โดยเทคนิค PCR เพ่ือใช้เป็น
แนวทางในการก าหนดเพศอินทผลมัท่ีตา่งกนั ได้มีการออกแบบ ไพรเมอร์ คูใ่หมท่ี่มีความสามารถ
ในการก าหนดเป้าหมายของยีน sry เพ่ือคดัเลือกพืชเพศผู้  เพราะจะช่วยรับประกันกระบวนการ
ระบุเพศได้อย่างชัดเจนและรวดเร็ว ความถูกต้องตามกฎหมายและความเหมาะสมควบคู่ไปกบั
ความจ าเพาะของไพรเมอร์ และการศึกษางานวิจยัของ วลยัลกัษณ์ หัตถบูรณ์ (2554) ได้ท าการ
จ าแนกพืชสกลุระก าพนัธุ์เศรษฐกิจจากจงัหวดัจนัทบรีุ ได้แก่ สละสมุาลี สละเนินวง และสละหม้อ 
เน่ืองจากความคล้ายคลงึกนัของลกัษณะทางสณัฐานวิทยา จึงท าให้ไมส่ามารถแยกพนัธุ์ในระยะ
ต้นกล้าได้ จึงพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลเพ่ือจ าแนกพืชสกุลระก าพันธุ์ เศรษฐกิจ โดยใช้เทคนิค 
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RAPD เช่นเดียวกบังานวิจยัของ เรือนแก้ว ประพฤติ (2553) ได้ท าการศกึษาวิจยัเพ่ือแยกสายพนัธุ์
ของเห็ดหลินจือ เน่ืองจากบางสายพันธุ์มีสณัฐานวิทยาใกล้เคียงกันมาก ผู้ วิจัยจึงได้ใช้เทคนิค 
ISSR มาศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอและความสมัพันธ์ใกล้ชิดทางพันธุกรรมของเห็ดหลินจือ 9 สาย
พันธุ์ จากการทดสอบโดยเทคนิค ISSR สามารถระบุพันธุ์ของเห็ดหลินจือได้และผลงานวิจยัของ 
ภทัรา หงส์ทองดี (2558) ได้ศึกษาการจ าแนกพันธุ์และการประเมินความสมัพันธ์ทาง พันธุกรรม
ของกล้วยไม้สกุลเอือ้งเทียนด้วย เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ผู้ วิจัยจึงสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเอือ้ง
เทียนจ านวน 14 ชนิด โดยใช้ RAPD ไพรเมอร์ 72 ชนิด และ ISSR 

 ไพรเมอร์ 35 ชนิด พบว่า ไพรเมอร์ RAPD 10 ชนิด และ ไพรเมอร์ ISSR 5 ชนิด สามารถ
จ าแนกกล้วยไม้สกลุเอือ้งเทียนได้ด้วย การใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว และใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ต าแหน่งจ าเพาะของยีน matK, rpoC1, rbcL และชิน้ดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH และ psbA 
เพ่ือระบุชนิดของกล้วยไม้สกุลเอือ้งเทียน 24 ชนิด เมื่อสร้างแผนภมูิความสมัพันธ์ทางพันธกุรรม 
พบว่าสามารถจ าแนกกล้วยไม้สกุลเอือ้งเทียนได้17, 7, 6 และ 15 ชนิด ตามล าดบั ผลการวิจยัจึง
ใช้ในการวางแผนการผสมพนัธุ์เพ่ือพฒันาพนัธุ์ใหมไ่ด้อีกทัง้มีการศกึษาผลงานวิจยัของ จนัทร์เพญ็ 
สะระ และคณะ (2557) ได้พัฒนาเคร่ืองหมาย SCAR เพ่ือใช้ในการจ าแนกล าไยลกูผสมระหวา่ง
พันธุ์ดอ 27 กับสีชมพู โดยใช้ RAPD ไพรเมอร์ จ านวน 50 ชนิด จากนัน้ออกแบบไพรเมอร์จาก
ล าดบัเบสบริเวณนัน้และออกแบบไพรเมอร์ ท่ีจ าเพาะกับล าไยพนัธุ์สีชมพู เคร่ืองหมาย SCAR นี ้
สามารถใช้ในการจ าแนกล าไยพันธุ์สีชมพูและลูกผสมของพันธุ์สีชมพูได้ และยังมีงาน วิจัยใน
ลักษณะเดียวกันคือการพัฒนาเคร่ืองหมาย RAPD-SCAR เพ่ือใช้ในการระบุชนิดบัวสายสกุล 
Nymphaea ของ มลิวรรณ นาคขนุทด (2561) พบ RAPD ไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอน็เอท่ีแตกตา่งกัน
มี 18 ไพรเมอร์ (60 เปอร์เซ็นต์) และเมื่อพฒันาเคร่ืองหมาย SCAR ส าหรับบวัสายแตล่ะสกุลย่อย 
พบว่าในสกุลย่อย Anecphya จ านวน 7 ตัวอย่าง สามารถคัดเลือกได้ 5 เคร่ืองหมาย โดยมี 2 
เคร่ืองหมาย คือ NYM007 ท่ีมีความจ าเพาะกบับัวสายชนิด N. atrans และ N. immutabilis และ 
NYM010 ท่ีมีความจ าเพาะกบับวัสายชนิด N. gigantea var. neorosea ในสกลุย่อย Nymphaea 
จ านวน 10 ตวัอย่าง สามารถคดัเลือกได้ 2 เคร่ืองหมาย โดยมี 1 เคร่ืองหมาย ท่ีมีความจ าเพาะต่อ 
Nymphaea ‘Sunrise’ และในสกุลย่อยLotos จ านวน 10 ตัวอย่าง  สามารถคัดเลือกได้  3 
เคร่ืองหมาย แต่ไม่มีเคร่ืองหมายใดท่ีจ าเพาะต่อบัวสายในสกุลย่อยนีเ้ลย ดงันัน้สามารถพัฒนา
เคร่ืองหมาย RAPD-SCAR ทัง้หมด 3 เคร่ืองหมาย ส าหรับใช้ระบุชนิดของบัวสายในสกุลย่อย 
Anecphya และ Nymphaea เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Baruah et al. (2019) ได้ท าการการ
ประเมินความหลากหลายทางพนัธกุรรมของขิง โดยใช้เทคนิค RAPD และ ISSR ในการทดสอบใช้
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ไพรเมอร์ (RAPD 40 ไพรเมอร์ และ ไพรเมอร์ ISSR 50 ไพรเมอร์) ผลวิจัยพบว่าไพรเมอร์เหล่านี ้
สามารถใช้ส าหรับการศึกษาโปรแกรมการพัฒนาสายพันธุ์ในอนาคตได้  และ การศึกษาการ
ประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสน  Grevillea สายพันธุ์ลูกผสม Pharmawati and 
Macfarlane (2013) ด้วยใช้เทคนิค PCR-RAPD พบว่าสน Grevillea ลูกผสมนี ้มีความสัมพันธ์
อย่างใกล้ชิดกับสน Robyn Gordon เน่ืองจากเป็นลกูผสมของ G. Banksii และ G. bipinnatifida 
Grevillea (Proteaceae) และงานวิจยัของแยกเพศมะละกอของ Modi et al. (2018) ได้ศกึษาการ
แยกเพศของมะละก่อนตัง้แตเ่ป็นต้นออ่นโดยใช้เทคนิค RAPD เน่ืองจากมะละกอเป็นพืชเศรษฐกิจ
และไม่สามารถแยกเพศได้ตัง้แต่ต้นอ่อน จากงานวิจัยเคร่ืองหมาย SCAR จากเทคนิค RAPD นี ้
สามารถแยกเพศมะละกอตัง้แตต้่นออ่นได้อย่างแมน่ย า และลดคา่ใช้จ่ายให้กบัเกษตรกรได้ 
 
8. โครโมโซมเพศในพืช (Plant sex chromosome)   
 ระบบการก าหนดเพศในพืชโดยเฉพาะในพืชท่ีมีเพศแยก (Dioecious plant) จะคล้ายคลงึ
กับในสตัว์ กล่าวคือมีโครโมโซมเพศเป็น XX ในเพศเมีย และ XY ในเพศผู้  (Westergaard, 1958) 
แต่อย่างไรก็ดี พืชท่ีมีลักษณะเพศแยกนีพ้บได้เพียงร้อยละ 5 ของจ านวนพืชดอกทัง้หมด 
(Charlesworth, 2002) ยกตวัอย่างเช่น พืชในวงศ์ Arecaceae ได้แก่ ตาล อินทผลมั เป็นต้น 

 
9. แผนภูมิวงศ์วานเชงิววิัฒนาการ (Phylogenetic) 

แผนภมูิวงศ์วานเชิงวิวฒันาการ (Phylogenetic) คือการใช้แผนภาพคล้ายต้นไม้ ศึกษาหรือ
อธิบายวิวฒันาการ (Evolution) เป็นการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงของยีน หรือโปรตีนจนกระทั่ง
ก่อให้เกิดความแตกตา่งของสิ่งมีชีวิต ก่อให้เกิดสิ่งมีชีวิตชนิดตา่งๆท่ีแตกแขนงออกไปจากสิ่งมีชีวิต
ชนิดเดียวกนั โดยเป็นการศึกษาจากข้อมลูจริงท่ีมีอยู่ในปัจจุบนั และใช้ข้อมลูเหล่านัน้เพ่ือศกึษา
ย้อนกลบัไปเพ่ือหาท่ีมาและความสมัพนัธ์ท่ีเคยมีอยู่ในอดีต นอกจากนัน้การศกึษาดงักลา่วอาจท า
ให้เราสามารถเรียนรู้ถึงสาเหตขุองการเปลี่ยนแปลงโดยเฉพาะอย่างย่ิงการเปลี่ยนแปลงทางด้าน
พนัธกุรรมท่ีท าให้สิ่งมีชีวิตบางชนิดสญูพนัธุ์ไป หรือท าให้สิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งถกูเปลี่ยนแปลงไปเป็น
สิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง ซึ่งความรู้เหล่านีอ้าจมีประโยชน์อย่างมากมายส าหรับการรักษาโรคท่ี
เก่ียวข้องกับพันธุกรรมท่ีเป็นอยู่ในปัจจุบัน หรือการปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์ด้วยวิธีการทาง       
ชีวโมเลกลุพนัธศุาสตร์ เพ่ือให้พืชหรือสตัว์มียีนในรูปแบบท่ีเราต้องการได้ 

ผลจากการศึกษาในความสัมพันธ์เหล่านีจ้ะชัดเจนได้ด้วยแผนภูมิท่ีแสดงให้เห็นถึง
ความสมัพนัธ์ หรือจดุท่ีเกิดการเปลี่ยนแปลงของสิ่งมีชีวิตชนิดหนึ่งไปเป็นสิ่งมีชีวิตอีกชนิดหนึ่ง โดย
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แผนภมูิดงักลา่วจะมีโครงสร้างคล้ายกับต้นไม้ ซึ่งประกอบด้วยก่ิงก้านสาขาท่ีแตกแขนงออกจาก
จดุรวมเดียวกนั ดงันัน้จึงเรียกแผนภมูินีว้า่ แผนภมูิต้นไม้ Phylogenetic tree หรือ Tree of life หรือ 
Evolutionary tree ในอดีตการสร้าง Phylogenetic tree มกัสร้างจากข้อมลูของลกัษณะท่ีปรากฏ 
หรือ Phenotypic data เน่ืองจากเป็นข้อมูลท่ีเก็บบันทึกได้ โดยไม่ยุ่งยากมากนักอย่างไรก็ตาม
ลกัษณะท่ีปรากฏหลายๆ ลกัษณะมีอิทธิพลอนัเน่ืองมาจากสิ่งแวดล้อมเข้ามาเก่ียวข้องกับการ
แสดงออกด้วย ดงันัน้ข้อมลูดงักล่าวท่ีจะใช้ในการ Phylogenetic tree เพ่ือศึกษาความสมัพันธ์
ระหว่างสิ่งมีชีวิตจึงมีความคลาดเคลื่อนค่อนข้างสูง ดังนัน้การใช้ล าดับดีเอ็นเอในการศึกษา
ความสัมพันธ์จึงเป็นท่ีนิยมหลังจากท่ีเทคโนโลยีทางด้านชีวโมเลกุลได้ถูกพัฒนาจนมี
ความก้าวหน้าอย่างรวดเร็วดงัท่ีเป็นอยู่ในปัจจบุนั (อมรรัตน์ โมฬี, 2549) 

 
8. Single nucleotide polymorphism (SNP) 
 การกลายเฉพาะจุด (Point mutation) คือ การท่ีเบสท่ีจุดหนึ่งภายในโมเลกุลของดีเอ็นเอ
เปลี่ยนแปลงไป หรือมีรูปแบบท่ีแตกตา่งกนั ซึ่งมกัจะกลา่วถึงการเปลี่ยนแปลงท่ีเกิดขึน้ในสว่นของยีน
โดยจะรวมถึงการเพ่ิมขึน้หรือขาดหายไปของเบส (Insert / Deletion) ท่ีจุดหนึ่งๆ จ านวน 1-2 (หรือ
จ านวนน้อย ๆ ) เบสด้วย การเปลี่ยนแปลงแทนท่ีเบส (Base substitution) ท่ีจดุหนึ่งๆ ท าให้เกิดรูปแบบ
ท่ีแตกต่างกันของดีเอ็นเอบริเวณดงักล่าว อาจจะไม่มีผลตอ่การเปลี่ยนแปลงฟีโนไทป์ เน่ืองจากเกิด
การเปลี่ยนแปลงของเบสในต าแหน่งท่ีไม่ใช่ยีน หรือภายในยีนแตไ่ม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงชนิด
ของกรดอะมิโนภายหลงัการแปลรหัส จึงมีค าเรียกแบบกลางๆ ว่า เป็นสภาวะท่ีมีการเปลี่ยนแปลง
รูปแบบของเบสเพียง 1 เบสท่ีต าแหน่งหนึ่ง คือ SNP (Single nucleotide polymorphism) ซึ่งพบได้
บ่อยมาก เมื่อเปรียบเทียบล าดบัเบสในจีโนมของคนพบว่ามี SNP ประมาณทกุๆ 250-400 คูเ่บส การ
แทนท่ีเบสหรือ SNP บางต าแหน่งท าให้เกิด RFLP ถ้าเกิดท่ีต าแหน่งจดจ าของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ แต่
ส่วนใหญ่ไม่ท าให้เกิด RFLP การเกิด SNP ท่ีต าแหน่งหนึ่งๆ มกัมีรูปแบบของเบสเพียง 2 ชนิด คือมี
เพียง 2 แอลลีล เพราะโอกาสจะเกิดการเปลี่ยนแปลงแทนท่ีเบสท่ีจดุเดิมเป็นไปได้ยาก 
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ภาพท่ี 2.5 การเปลี่ยนแปลงรูปแบบของเบสเพียง 1 เบสท่ีต าแหน่งหนึ่งหรือ SNP (Single Nucleotide  
Polymorphism) ซึ่งพบได้จากการหาล าดบัเบส ท่ีมา: http://biology.ipst.ac.th/wp-content/uploads 
/sites/16/2014/07/55-11-3.jpg 6 มีนาคม 2562 
 การตรวจสอบ SNP ได้จากการหาล าดบัเบส หรือการเปรียบเทียบล าดบัเบสจากข้อมลูท่ีมีอยู่
แล้วในฐานข้อมลู การตรวจสอบ SNP หรือการหาจีโนไทป์ของ SNP แบบต่างๆ (SNP genotyping) 
โดยตรง คือ การหาล าดบัเบส แล้วเปรียบเทียบระหวา่งแตล่ะตวัอย่าง หรือการตรวจสอบทางอ้อมโดย
ใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอบางชนิด ประโยชน์ของการศกึษา SNP คือ  

1. ช่วยในการวินิจฉยัโรคทางพนัธกุรรม ในกรณีท่ีแอลลีลของ SNP อยู่ใกล้ (linkage) หรือเป็น
สว่นของยีนท่ีเก่ียวข้องกบัโรคพนัธกุรรมนัน้ 

2. ใช้ท านายความเสี่ยงหรือแนวโน้มในการเกิดโรคทางพนัธกุรรมทางพนัธกุรรมท่ีเกิดจากพหุ
ปัจจยั โดยเปรียบเทียบ SNP ของคนปกติกบัผู้ป่วย เช่น เบาหวาน มะเร็ง ไมเกรน หอบหืด ภมูิแพ้ 

3. ศึกษาความสมัพันธ์ระหว่างจีโนไทป์ของ SNP กับการตอบสนองต่อยา หรือการศึกษา 
SNP ท่ีอยู่ในส่วนของยีน (Coding region) ท่ีมีผลต่อโครงสร้างของโปรตีน (สริุนทร์ ปิยะโชคณากลุ, 
2552) 
 รายงานวิจยัของ หทยัรัตน์ อไุรรงค์ และคณะ (2560) วิเคราะห์ชนิดของปาล์มน า้มนัโดยการ
อ่านและเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ในผลแบบ Dura Pisifera และ Tenera 
ของ 10 กลุ่มพันธุ์  จ านวน 129 ตัวอย่าง พบสนิปท่ีสามารถแยกชนิดของปาล์มน า้มันได้ คือ 
SNPENGC(T/C) ใน Ekona Ghana Nigeria และ Calabar SNPTaYa(A/T) ใน Tanzania และ Yangambi 
SNPDA(C/G) ใน DAMI, SNPLaAv (C/A) ใน La Me และ AVROS, SNPTan (C/G) ใน Tanzania จาก
ข้อมลู SNP ท่ีพบได้พฒันาไพรเมอร์และโพรบจ านวน 4 ชดุ ส าหรับตรวจสอบชนิดของปาล์มน า้มนัได้
แมน่ย าและรวดเร็วด้วยเคร่ือง Real-time PCR เพ่ือประโยชน์ในการ ตรวจควบคมุคณุภาพกล้าปาล์ม
น า้มนัและคดัเลือกต้นพ่อพนัธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเพ่ือประโยชน์ในการตรวจความตรงตาม

http://biology.ipst.ac.th/wp-content/uploads
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พันธุ์ แล้วยังสามารถใช้เป็นหลกัฐานทางวิทยาศาสตร์กรณีท่ีมีเร่ืองฟ้องร้องเร่ืองชนิดของกล้าพนัธุ์ 
และความตรงตามพันธุ์ ได้คุมคุณภาพกล้าปาล์มน า้มันและคัดเลือกต้นพ่อพันธุ์ ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนีแ้ล้วยังพบรายงานวิจัยของ ประสาน สืบสขุและคณะ (2558) ท่ีได้ศึกษา     
สนิปของยีน COMT (Caffeate O-methyl-transferase) ในยางพารา 12 พันธุ์ พบว่ามีการเปลี่ยนเบส
แบบสนิปจ านวน 15 ต าแหน่ง คือ C116T, A239G, A251G, G272T, A302T, C340T, C572T, 
G590T, A854T, A856T, C866T, C1101T, C1062G, A1158G และ G1179C มีล าดบัเบสแตกตา่ง
กันในยางพาราแต่ละพันธุ์ ยกเว้น PB235 และ PB260 การเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปท่ีพบ
จัดเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพาราเพ่ือทดสอบ
ความเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีนท่ีควบคมุคณุสมบตัิของไม้ และน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็น
เอเพ่ือระบคุวามเป็นเอกลกัษณ์ของยางพาราแตล่ะพนัธุ์ได้ 
 
10. ดีเอน็เอบาร์โค้ด (DNA barcode) 

การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดมีวตัถุประสงค์ท่ีส าคญัคือการระบุชนิดของตวัอย่างท่ีไม่ทราบ   
สปี ชีส์ โดยการเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดับนิวคลี โอไทด์  (Hebert et al., 2003) 
นักวิทยาศาสตร์นัน้ได้พัฒนาเทคโนโลยีทางด้านชีวโมเลกุลเพ่ือช่วยในการระบุชนิดและบอก
ความสมัพนัธ์ระหวา่งสิ่งมีชีวิต เช่น การใช้ข้อมลูโปรตีนและข้อมลูดีเอน็เอ เพ่ือศกึษาอนกุรมวิธาน
ของสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะข้อมลูระดบั DNA ซึ่งเป็นข้อมลูท่ีเป็นหลกัฐานแสดงถึงสายวิวฒันาการใน
สิ่งมีชีวิตท่ีแตกตา่งกนัได้ (Chaveerach, 2009) การระบชุนิดของสิ่งมีชีวิตด้วยเคร่ืองหมายดีเอน็เอ
บาร์โค้ดนกัวิทยาศาสตร์ได้แนวคิดจากการท าบาร์โค้ดในสินค้าต่างๆแล้วน ามาประยกุต์ใช้ในการ
ระบุชนิดและจ าแนกสิ่งมีชีวิตเพ่ือลดความผิดพลาดมีความรวดเร็วในการจ าแนกสิ่งมีชีวิตชนิด
ตา่งๆโดยอาศยัหลกัการวา่สิ่งมีชีวิตแตล่ะชนิดมีสารพนัธกุรรมท่ีแสดงลกัษณะเฉพาะของสิ่งมีชีวิต
ชนิดหนึ่งหนึ่งแตกต่างไปจากสิ่งมีชีวิตอ่ืนและสามารถจ าแนกได้ทุกระยะของพัฒนาการชีวิต
(Kositrattana, 2009) นักวิทยาศาสตร์จึงได้เลือกล าดบันิวคลีโอไทด์สัน้ๆของ DNA ท่ีแสดงความ
แตกตา่งระหวา่งชนิดสงูแตม่ีความแตกตา่งระหวา่งชนิดเดียวกนัตามมาใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ
แบบบาร์โค้ดในการจ าแนกสิ่งมีชีวิต ปัจจุบันองค์กร The Consortium for the Barcode of Life 
(CBOL), Canadian Centre for DNA Barcoding, Global Biodiversity Information Facility  
(GBIF) ก าลงัจัดท ามาตรฐานและคู่มือในการท า DNA Barcode มาตรฐานท่ีจดัท าชิน้ใช้สว่นของ
ยีน Cytochrome C oxidase I (COI) ของไมโทคอนเดรียเป็นบาร์โค้ดส าหรับสัตว์และค่อนข้าง
ประสบความส าเร็จอย่างมากส าหรับกลุม่พืชมีงานวิจัยท่ีเลือกศึกษายีน COI ในการจ าแนกสตัว์
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แล้วประสบความส าเร็จ ท าให้การใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน COI ได้รับความนิยมอย่าง
แพร่หลายในสตัว์ แตก่ลบัไมป่ระสบความส าเร็จในพืช เน่ืองจากยีนมีอตัราการเปลี่ยนแปลงขอลง
ล าดับ นิวคลีโอไทด์ต ่ามาก จึงไม่เ พียงพอท่ีจะน ามาใช้ในการแยกและระบุชนิดพืชท่ีมี
ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการห่างไกลกัน (ต่างสกุลหรือต่างวงศ์) (Ford et al., 2009) ดงันัน้จึง
ต้องค้นหาดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีเหมาะสมส าหรับการใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดในพลาสติด เน่ืองจาก
เช่ือถือวา่น่าจะมีอตัราการเกิดวิวฒันาการเพียงพอท่ีจะท าให้เกิดความแตกตา่งของล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ช่วยให้จ าแนกพืชคนละชนิดออกจากกันได้คือบริเวณ matK, rpoB, rpoC1, rpoC2, accD, 
ndhA, ndhJ, ndhK, YCF5, YCF9 และ rbcL ต่อมาได้มีการศึกษาเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บางส่วนของยีนและบริเวณท่ีไม่ถอดรหสัของพืช 3 บริเวณต่อพืช 1 ชนิด โดยเสนอทางเลือก
เป็น 2 แนวทางคือ rpoC1, matK และ trnH -psbA intergenic spacer หรือ matK, rpoB และ 
rpoC1 (Chase et al., 2007) และล่าสุดได้มีการเสนอบริเวณมาตรฐานคือ 2 บริเวณ คือ rbcL 
และ matK เป็น Core barcode regions (Hollingsworth et al., 2009) งานวิจยัของ วฒุิพงศ์ มหา
ค า (2554) ศึกษายีน rbcL เป็นยีนท่ีเหมาะส าหรับการจ าแนกพืช ยีน matK เป็นยีนท่ีมีความยาว
ประมาณ 1500 คู่เบส ท าหน้าท่ีถอดรหัสเอนไซม์ Maturase ท าหน้าท่ีเก่ียวข้องกับ Group lI 
introns splicing  (Hilu & Liang, 1997) แม้ว่าจะมีรายงานวิจยัเสนอให้ใช้ดีเอ็นเอ เพียงต าแหน่ง
เดียวเป็นดีเอน็เอบาร์โค้ดของพืชได้ แตก่็พบข้อจ ากดัท่ียงัไมส่ามารถใช้กบัพืชได้ทกุชนิด จึงท าให้มี
หลายงานวิจยัแนะน าให้ใช้ DNA Barcode ส าหรับพืชมากกวา่ 1 ต าแหน่งร่วมกนัโดยกลุม่ CBOL 
plant working group ได้เสนอให้ใช้ดีเอ็นเอต าแหน่ง matK และ rbcL ร่วมกันเพ่ือใช้เป็น DNA 
Barcode ของพืช 

หลกัการของ DNA Barcode มีแนวคิดจากรูปแบบการเรียงตวัท่ีแตกต่างกนัของนิวคลีโอ
ไทด์ 4 ชนิดคือ อะดีนีน (Adenine, A) ไทมีน (Thymine, T) ไซโทซีน (Cytosine, C) และกวานีน
(Guanine, G) โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ บริเวณใดบริเวณหนึ่งจะมีการจัดเรียงตวัท่ี
แตกต่างกันออกไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดซึ่งจัดเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะตวัของสิ่งมีชีวิตนัน้ๆ โดย
ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณนัน้อาจเกิดจากการแทนท่ีของเบส (Substitution) 
การขาดหายของเบส (Deletion) และการเพ่ิมของเบส ( Insertion) ซึ่งเ ป็นผลให้เกิดความ
หลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic variation) ขึน้ในการเปรียบเทียบสิ่งมีชีวิตโดยอาศยัความ
แตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์นีจ้ึงจ าเป็นต้องเลือกดีเอ็นเอมาตรฐาน หรือยีนมาตรฐานท่ีเป็น
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตขนาดสัน้ๆ ท่ีมีความผนัแปรสงูและมีความแตกตา่งกนัมากพอท่ีจะ
ใช้ในการจ าแนกชนิดได้ท่ีเรียกว่า ดีเอ็นเอบาร์โค้ด (DNA barcode) เพ่ือท าหน้าท่ีในการระบชุนิด
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ของสิ่งมีชีวิตได้อย่างถูกต้องและรวดเร็ว การออกแบบไพรเมอร์จะสามารถช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
ในการระบุต าแหน่งของยีนได้ดีและมีความจ าเพาะมากขึน้  ซึ่งพบว่ามีหลายงานวิจัยท่ีได้มีการ
ออกแบบไพร เมอ ร์ ท่ี จ า เพาะส าหรับ ยีน ท่ี ใ ช้ ในการระบุต าแหน่ ง  เ ช่ น งาน วิจัยของ 
Juwattanasomran et al. (2010) ได้ออกแบบไพรเมอร์ให้มีล าดับนิวคลีโอไทด์คู่สมกับยีน ณ 
ต าแหน่งท่ีต้องการเพ่ิม หรือ ขาดหายไปของล าดบันิวคลีโอไทด์ ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส
แบบ Multiplexed PCR  Ramkumar et.al (2010) ได้น าไปศกึษากบัยีน GS3 ท่ีควบคมุความยาว
ของเมลด็ข้าว โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีล าดบัเบสคูส่มกบัยีน GS3 ใน Exon 2 และน าไปช่วยใน
การคดัเลือกพนัธุ์ข้าว และสวุรรณี ปาลี และคณะ (2558) ได้ศกึษาการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอ
ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน BADH2 ในถัว่เหลืองฝักสด ดงันัน้การออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยีนท่ี
ใช้ในการจ าแนกพืชย่อมท าให้ผลในการจ าแนกพืชนัน้มีประสิทธิภาพมากขึน้  

งานศึกษาวิจยัเร่ืองดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชส่วนใหญ่ เป็นการศกึษาเพ่ือหาและทดสอบสว่น
ของดีเอน็เอท่ีจะใช้เป็นบาร์โค้ดเป็นส าคญั แม้วา่จะมีการทดสอบกบัพืชจ านวนหลากหลายสปีชีส์ แต่
เป้าหมายยงัมิใช่การเก็บรวบรวมข้อมลูเพ่ือการใช้งาน อย่างไรก็ตามการใช้ความแตกต่างของล าดบั
เบสในช่วงดีเอน็เอสัน้ๆ เพ่ือจ าแนกสปีชีส์นัน้มีการน าไปประยกุต์ใช้เพ่ือจ าแนกพืชหลายชนิด (Vischi 
et al., 2006) โดยมีรายงานวิจัยด้านดีเอ็นเอบาร์โค้ดท่ีท าในการศึกษาล าดบันิวคลีโบไทด์ของยีน 
matK เพ่ือใช้เป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอ ส าหรับการระบุพืชสกุล Alpinia พบว่าข้อมูลล าดับดีเอ็นเอ
บริเวณยีน matK สามารถจ าแนกพืชได้ 85.97 เปอร์เซ็นต์แตไ่มส่ามารถจ าแนกพืชชนิดท่ีมีล าดบัดี
เอ็นเหมือนกนัออกจากกันได้ ดงันัน้ ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK มีความเหมาะสมในการใช้
เป็นรหัสแท่งดีเอ็นเอ (มทันา จองกา และคณะ 2552) ในงานวิจัยของณัฐกร เพชรชาและคณะ 
(2554) ศกึษาและประเมินความสามรถของยีนในพลาสติด rpoB และ rpoC1 ในการใช้เป็นดีเอน็
เอบาร์โค้ดส าหรับพืชสกลุ Alpinia พบวา่ยีน rpoB สามารถจ าแนกพืชออกจากกนัได้ คิดเป็น 62.5 
เปอร์เซ็นต์ สว่นยีน rpoC1 สามารถจ าแนกพืชออกจากกนัได้ คิดเป็น 53.3 เปอร์เซ็นต์ การจ าแนก
ชนิดโดยใช้ rpoB หรือ rpoC19 เพียงชนิดเดียวพบว่าจ าแนกได้ไม่ดี เมื่อใช้ข้อมลูจากยีนหลาย
ต าแหน่งมาวิเคราะห์ ร่วมกันเพ่ือจ าแนกพืช  พบว่าสามารถจ าแนกพืชได้ดีขึน้โดยยีนคู่ท่ีมี
ประสิทธิภาพในการจ าแนกพืชแตล่ะชนิดออกจากกนั คือยีน rpoB และ matK ซึ่งสามารถจ าแนก
พืชออกจากกันได้ทุกชนิด ต่อมาพรรษา มนต์แข็งและคณะ (2556) ได้ศึกษารหัสแท่งดีเอ็นเอ
ส าหรับใช้ระบุชนิดสมุนไพรแปรรูปสกุล  Senna พบว่าชิน้ดีเอ็นท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH-psbA 
สามารถระบุชนิดของพืชสกุล Senna ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่าความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์   
0.04-0.60 ส่วนล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL มีค่าความผันแปร 0.02-0.33 และ 
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0.04-0.25 ตามล าดบั หรือการศกึษาในข้าวโดย จาตรุงค์ สมัฤทธ์ิ และคณะ (2557) พบวา่ข้าวมีสี
มีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมสงู แตล่ าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และ rpoC1 ในข้าวมีสีทัง้ 10 
พนัธุ์ มีความแตกตา่งกนั ซึ่งสามารถประยกุต์ใช้ในการจ าแนกพนัธุ์ข้าวมีสีได้  

การศึกษาเพ่ิมเติมในด้านดีเอ็นเอบาร์โค้ดนีแ้สดงให้เห็นว่ามีผู้ วิจยัให้ความสนใจท่ีจะน า

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนในพืชไปใช้อย่างแพร่หลายในการจ าแนกพืช ได้แก่ งานวิจัยการจัด

จ าแนกพืชวงศ์บัวสายโดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ 2 ยีนวิเคราะห์ คือยีน trnK ร่วมกับยีน matK ท่ี

สามารถจ าแนกพืชในวงศ์บัวสายออกได้เป็น 3 กลุม่ คือ กลุม่บวัญ่ีปุ่ น (Nuphar) กลุม่ไส้ปลาไหล 

(Barclaya) บัวสาย บัวกระด้ง ยูริอาเ ร่ และออนดิเ นีย (Nymphaea, Victoria, Euryale and 

Ondinea (ณัฐกานต์ โกเสนตอ และคณะ, 2557) หรืองานวิจัยของปิยดา บุสดี และคณะ (2558) 

ได้ศกึษาการจ าแนกพนัธุ์มะมว่งในประเทศไทย จากล าดบัดีเอน็เอของยีน rpoC1 และ rbcL พบวา่

ไม่สามารถแยกมะม่วงทัง้ 18 พันธุ์ ออกจากกันนอกจากนัน้ในการระบุสายพันธุ์หน้าวัว พบว่า

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของต้นหน้าววัเพียง 3 สายพันธุ์เท่านัน้ ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์

ของยีน matK มีความคล้ายคลึงกับพืชชนิดอ่ืน (ณัฐพงษ์ ศรีสมทุร และคณะ, 2559) และทัศนีย์ 

สิงห์ศิลารักษ์ และคณะ  (2561) ประเมินความสมัพันธ์ทางพนัธกุรรม และการจ าแนกทเุรียนด้วย

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ไม่สามารถแยกความ

แตกตา่งของทเุรียน 40 พนัธุ์  ดงันัน้จึงควรวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของต าแหน่งจ าเพาะอ่ืนหรือ

วิเคราะห์ร่วมกนัหลายบริเวณ ทัง้นีเ้พ่ือเพ่ิมความผนัแปรของล าดบันิวคลีโอไทด์และประสิทธิภาพ

ในการจ าแนกให้สงูขึน้ ซึ่งในการจับคู่ของยีนนัน้หากไม่เหมาะสมกันก็ไม่มีประสิทธิภาพในการ

จ าแนกได้หรือขึน้อยู่กบัชนิดของพืชในการจ าแนกด้วย   

จากการสืบค้นจากฐานข้อมลูการตีพิมพ์ผลงานวิจยั ยังไม่พบรายงานการจดัท าดีเอน็เอ
บาร์โค้ดของตาล แต่จากการสืบค้นนัน้มีงานวิจัยทางด้านกล้วยไม้ท่ีมีผู้ วิจัยหลายท่านให้ความ
สนใจในการศึกษาด้านเอ็นเอบาร์โค้ด ได้แก่ นฤมล ธนานันต์ และคณะ (2557) ศึกษาวิเคราะห์
จีโนมของกล้วยไม้สิงโตกลอกตา หมู่สิงโตสยาม 12 ชนิด พบว่าไม่มีล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณใด
สามารถแยก กล้วยไม้สกลุสิงโตกลอกตา หมูส่ิงโตสยาม 12 ชนิด ออกจากกนัได้ทัง้หมด อย่างไรก็
ตามการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL ร่วมกนัสามารถแยกกล้วยไม้สกลุกลอกตา 
หมูส่ิงโตสยามออกจากกนัได้ ยกเว้นสิงโตก้ามปใูหญ่และสิงโตก้ามปแูดงซึ่งสามารถแยกด้วยการ
ใช้ล าดบันิวคลีโอทด์ของยีน rpoC1 หรือชิน้ดีเอ็นเอระหว่างยีน trnH กับ psbA จินต์ ทองสม และ
คณะ (2558) พบวา่แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมท่ีได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอน็เอ
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ท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA สามารถแยกชนิดกล้วยไม้ได้ดี แต่แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมท่ีได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL มีประสิทธิภาพต ่ากว่า เมื่อใช้ล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของทัง้ 2 บริเวณร่วมกันสามารถแยกชนิดกล้วยไม้เป็น 3 กลุ่ม ท่ีมีความสมัพันธ์กันภายใน
กลุ่ม ซึ่งแสดงให้เห็นว่าความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมสอดคล้องกับแหล่งแพร่กระจายพันธุ์ ต่อมา   
นฤมล ธนานนัต์ และคณะ (2559) พบวา่เคร่ืองหมายดีเอน็เอสามารถใช้จ าแนกกลุม่กล้วยไม้สกุล
แวนด้าหมูเ่ขม็ได้ครบทกุชนิดและศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมได้ โดยล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีนยีน matK และ rpoC1 สามารถแสดงการจดักลุม่ความสมัพนัธ์ของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม
ได้อย่างน่าเช่ือถือมากขึน้ ซึ่งสอดคล้องกับการจ าแนกด้วยลกัษณะสณัฐานและการจดักลุม่ใหม่
ของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็ม โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rpoC1 มีความ
เหมาะสมต่อการศึกษาความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลแวนด้าหมู่เข็มในระดบัท่ี
แตกต่างกัน ซึ่งนอกจากนี ้นฤมล ธนานันต์ และคณะ (2559) ยังพบว่าแผนภมูิความสมัพนัธ์ทาง
พันธุกรรมของยีน matK และ rbcL สามารถจ าแนกเอือ้งเทียนได้ 17 และ 6 ชนิด ตามล าดบั โดย
ไม่สามารถจ าแนกเอือ้งเทียนทัง้ 24 ชนิด ออกจากกันได้ หรือในงานวิจัยการศึกษาความสมัพนัธ์
ทางพนัธกุรรมและการระบพุนัธุ์กล้วยไม้สกลุหวาย หมูไ่นโกรเบอร์ซูเธ และลกูผสมด้วยล าดบันิวคลี
โอไทด์ของยีน matK และ rbcL พบวา่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการระบพุนัธุ์ให้สงูขึน้ได้ แตร่ะบุ
ได้เพียง 15 ชนิด/พนัธุ์ ซึ่งคิดเป็น 71.4 เปอร์เซ็นต์ (ธีระชยั ธนานนัต์ และคณะ, 2560) จากงานวิจยั
ทัง้สองนีเ้พ่ือให้งานวิจยัมีความน่าเช่ือถือได้มากขึน้ ดงันัน้จึงควรใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณอ่ืน
ร่วมด้วย ทัง้นีเ้พ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการระบพุันธุ์ให้สงูย่ิงขึน้ ในการศกึษาการจ าแนกกล้วยไม้โดย
ใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์นัน้ยังมีผู้ ให้ความสนใจท่ีจะศึกษาเพ่ิมเติมโดย ฐิตาพร มณีเนตร และคณะ 
(2561) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และชิน้ดีเอน็เอระหวา่งยีน trnH กบั psbA สามารถ
จ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกลุหวาย หมูแ่คลิสตาได้ 7 และ 15 ชนิด ตามล าดบั เมือ่วิเคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทด์ของทัง้ 2 ยีน ร่วมกนั พบวา่จ าแนกกล้วยไม้สกลุหวายหมูแ่คลิสตาได้ทัง้ 17 ชนิด แล้ว
มีรายงานการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และ matK จ าแนกกล้วยไม้สกุลหวาย หมู่แค
ลิสตา พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rpoC1 และ matK สามารถจ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกลุ
หวายหมูแ่คลิสตา 8 และ 11 ชนิด ตามล าดบั เมื่อวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ของทัง้ 2 ยีน ร่วมกนั 
พบว่าจ าแนกกล้วยไม้สกลุหวายหมูแ่คลิสตาได้ 15 ชนิด (นฤมล ธนานันต์ และคณะ, 2561) การ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและการระบุพันธุ์กล้วยไม้รองเท้านารีกลุ่มใบลาย เมื่อ
วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ matK และ rbcL ร่วมกนัพบวา่มีประสิทธิภาพเพ่ิมขึน้ (ทีปกา มีเสง่ียม 
และคณะ, 2561)  
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจยั 

 
1. ตัวอย่างพันธ์ุตาล 

ชนิดพืชท่ีน ามาศึกษาในครัง้นีม้ี  2 ชนิด คือตาล (Borassus flabellifer L.) และช้างไห้
(Borassodendron machadonis (Ridl.) Becc.) ตาลในจังหวดัเพชรบุรี เพศผู้และเพศเมีย จ านวน 3 
พันธุ์  ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม (ถนอม ภู่เงิน, 2534) และช้างไห้ โดยเก็บ
ตวัอย่างใบอ่อนของตาลท่ีทราบพันธุ์แน่ชดั อายุ 15–20 ปี ท่ีสวนตาลลงุถนอม ต าบลถ า้รงค์ อ าเภอ
บ้านลาด จังหวดัเพชรบุรี และใบอ่อนของช้างไห้ ท่ีสวนพฤกษศาสตร์เพชรวนาลยั มหาวิทยาลยัราช
ภฏัเพชรบรีุ 

           
2. เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 2.1 การสกัดดีเอน็เอและการตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอ 
1. ชดุโกร่งบดตวัอย่าง (Mortar และ Pestle)  
2. กระบอกตวง (Cylinder)   
3. หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  
4. ปิเปตอตัโนมตัิ  (Automatic pipettes) และทิปขนาดตา่งๆ  
5.  ตู้ดดูควนั (Fume hood)  
6. เคร่ืองปรับอณุหภมูิด้วยน า้ (water bath)  
7. เคร่ืองหมนุเหว่ียงความเร็วสงู  (High speed refrigerated centrifuge)  
8. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่งไฟฟ้า (Electric balance)  
9. เคร่ืองท าความเย็น (Freezer) ได้แก่ ตู้แช่ –20 oC และตู้เย็น 4 oC  
10. ตู้อบแห้ง (Hot air oven)  
11. เคร่ืองผสม (Vortex mixer)  
12. หม้อนึ่งความดนั (Autoclave)  
13. เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสงชนิดนาโน (Nano drop) เป็นต้น   

 
2.2 การเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอน็เอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส  

1. หลอดส าหรับท าปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (PCR tube)  
2. หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

 



22 

 

3. ปิเปตอตัโนมตัิ (Automatic pipettes) และทิปขนาดตา่งๆ  
4. เคร่ืองผสม (Vortex mixer)  
5. เคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพนัธกุรรม (Thermal cycler machine)  
6. เคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า (Power supply)  
7. เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่งไฟฟ้า (Electric balance)   
8. ชดุอปุกรณ์อิเลก็โทรโฟรีซิส (Electrophoresis set)  
9. เคร่ืองไมโครเวฟ (Microwave) 
10. เคร่ืองวิเคราะห์เจล (Gel documentation)  
11. เคร่ืองถ่ายภาพเจล (UV trans-illuminator)  

 
3. สารเคมี 

3.1 การสกัดดีเอน็เอ    
1. 4% ซิทิลไตรเมทธิลแอมโมเนียมโบรไมด์ (CTAB, cetyltrimethyl ammonium bromide)  
2. โซเดียมคลอไรด์ (Sodium chloride, NaCI) ความเข้มข้น 2.8 โมลาร์  
3. เอทิลีนไดอามีนเตตราอะซิติก (Ethylene diamine tetra acetic acid, EDTA) พีเอช 8.0  

ความเข้มข้น 40 มิลลิโมลาร์  
4. ทริสคลอไรด์ (Tris-HCI) พีเอช 8.0 ความเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์  
5. ตาเมอแคปโตเอทานอล (β –mercaptoethanol)  
6. คลอโรฟอร์ม (Chloroform)  
7. ไอโซ-เอมิล แอลกอบอล์ (isoamyl alcochol)  
8. ไอโซโพรพานอล (Isopropanol)  
9. เอทานอลบริสทุธ์ (Absolute ethanol)  
10. เอนไซม์ Proteinase K  
11. ฟีนอล (phenol)  
12. สารละลายบฟัเฟอร์ TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ความเข้มข้น  

10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  
13. ไนโตเจนเหลว (Liquid nitrogen) 
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3.2 การเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอน็เอด้วยปฎิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส    
1. ชุดสารเคมีส าเร็จรูป Taq DNA polymerase (Recombinant, Vivantis®) ประกอบด้วย

เอนไซม์ Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร สารละลายบพัเฟอร์
สารละลายบัฟเฟอร์  ความเข้มข้น 10 เท่า แมกนีเซียมคลอไรด์ (MgCl2) ความเช้มข้น 
ความเข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์   

2. dNTPs (Deoxyribonucleotide triphosphate) ความเข้มข้น 2 มิลลิโมลาร์  
3. น า้กลัน่  

 
3.3 การวเิคราะห์เจลอะกาโรสอเิล็กโทรโฟรีซสิ    

1. เจลอะกาโรส (Agarose gel)  
2. สารละลายบพัเฟอร์ TAE ความเข้มข้น 1 เท่า (Tris-base, EDTA pH 8.0 และ glacial  

acetic acid)  
3. สารละลายบพัเฟอร์ DNA loading  ความเข้มข้น 6 เท่า (Glyceral และ bromophenol  

blue)  
4. สารเรืองแสง (RedSafe DNA Stain)  
5. ดีเอน็เอมาตรฐาน (DNA Ladder, (InvitrogenTM Life Technology, USA)   
6. น า้กลัน่  

 
4. วธีิด าเนินการทดลอง 
     4.1 การสกัดดีเอน็เอ (DNA Extraction)  

1. สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของตาลและช้างไห้โดยประยุกต์ตามวิธีการของ Doyle et al. 
(1987) โดยบดในไนโตรเจนเหลวให้เป็นผงละเอียด น าผงใบตาลบด 0.1 กรัม ตกัใส่หลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตรเติมบัฟเฟอร์สกัด (Extraction buffer) (2% cethyl trimethyl ammonium bromide 
(CTAB), 1.4 M NaCl, 20 mM Ethylenediamine tetra acetic acid (EDTA) และ100 mM Tris-
HCl pH 8.0 10 มิลลิลิตร ซึ่งมี β-mercaptoethanol เข้มข้น 2%) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร บ่มท่ี
อณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  

2. เมื่อครบเวลาเติม ฟีนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอบอล์ (Phenol: Chloroform: 
Isoamyl alcohol = 25: 24: 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปหมนุเหว่ียงท่ี 
10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที ดดูน า้ใสส่วนบน ประมาณ 400 ไมโครลิตร ใส่หลอดขนาด 
1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่
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3. จากนัน้เติมคลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอบอล์ (Chloroform: Isoamyl alcohol ใน
อตัราสว่น 24:1) ปริมาตร 400 ไมโครลิตร (ดดูน า้ใสจากข้อ 2 ได้เท่าไหร่เติมคลอโรฟอร์ม: ไอโซเอ
มิลแอลกอบอล์ ปริมาตร 1 เท่าของน า้ใสท่ีดดูได้) ผสมให้เข้ากัน แล้วน าไปหมนุเหว่ียงท่ี 10,000 
รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที  

4. เมื่อครบเวลาดดูน า้ใสสว่นบน ใสห่ลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ่แล้วเติม ไอโซ-
โพรพานอล (Isopropanol) 0.6 เท่า ของปริมาตรสารละลาย ผสมให้เข้ากัน และน าไปบ่มท่ี
อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าไปหมนุเหว่ียงท่ี 10,000 รอบ/นาที 
เป็นเวลา 5 นาที  

5. จากนัน้จึงเทสารละลายทิง้และล้างตะกอนด้วย  70% Ethanol จ านวน 2 ครัง้ แล้วผึ่ง
ตะกอนให้แห้ง 

6. ละลายตะกอนด้วย TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0 และ 1.0 mM EDTA)  
ปริมาตร 200-300 ไมโครลิตร หรือละลายด้วยน า้ 100 ไมโครลิตร 

7. ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยวิธีวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 
280 นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลก็โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 
(Gel electrophoresis) 1.5 เปอร์เซ็นต์  
     

4.2 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอ  
 ตรวจสอบดีเอน็เอด้วยการวดัคา่การดดูกลืนแสงตรวจสอบปริมาณดีเอน็ได้ด้วย เคร่ืองวดั

การดดูกลืนแสงชนิดนาโน (Nano drop) ท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตรโดย
ดูอัตราส่วนของค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร
(O.D260/O.D280 ) และน ามาตรวจสอบด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรรีซิส โดยใช้ความเข้มข้นของ
เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ผสมกบัสารเรืองแสง (Red safe) ในการย้อม และใช้ก าลงัไฟฟ้า 
100 โวลต์ เวลา 25 นาที จากนัน้ตรวจสอบด้วยเคร่ืองถ่ายภาพเจล (Gel documentation)   

 
4.3 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยเทคนิครหัสแท่งดีเอน็

เอ (DNA barcode)  
เจือจางดีเอ็นเอจากตาลทัง้ 3 พันธุ์และช้างไห้ ให้มีความเข้มข้น 50 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร (ng/µl) เพ่ือเป็นดีเอน็เอแมแ่บบ (DNA template) ในการเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอน็เอท่ีต าแหนง่
จ าเพาะ จากนัน้เพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอบริเวณยีน rbcL และ matK โดยวิธี Polymerase chain 
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reaction (PCR) โดยใช้ไพรเมอร์ชนิดท่ีออกแบบให้มีความจ าเพาะดงัท่ีแสดงในตารางท่ี 3.1 และมี
รายละเอียดของปริมาณและสารเคมีท่ีใช้ในการเพ่ิมปริมาณดงัตารางท่ี 3.2 , 3.3 และ 3.4 ตามล าดบั 
 

ตารางท่ี 3.1 ไพรเมอรท่ีใช้ส าหรับเป็นรหัสแท่งดีเอน็เอ (DNA barcode) 

Name 
Forward primer 

(5’→3’) 
Reverse primer 

(5’→3’) 
Product 
size (bp) 

Annealing 
Temp (°C) 

rbcL 
ATGTCACCACAAAC
AGAGACTAAAGC 

GTAAAATCAAGTCC
ACCRCG 

600 62.5 

matK 
ATCGATTCGTTGGG
CACAAC 

GCATGAAGGGATC
CTGAAG 

600 64 

 
ตารางท่ี 3.2 องค์ประกอบท่ีใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

สาร ปริมาตร (µl) 
ddH2O 7.31 

50 ng/µl genomic DNA 4 
10 µM F Primer 0.6 
10 µM R Primer 0.6 
50 mM MgCl2 0.6 
2 mM dNTP 0.3 
10X บฟัเฟอร์ 1.5 

5 unit/µl Taq DNA polymerase 0.09 
ปริมาตรรวม 15 

 
ตารางท่ี 3.3 สภาวะท่ีใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของยีน rbcL 

ขัน้ตอน อุณหภูมิ (oC) ระยะเวลา(นาที) จ านวนรอบ 
Initiation Denaturation 95 5 - 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

95 
62.5 
72 

0.30 
0.40 

1 
35 

Final Extension 72 10 - 
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ตารางท่ี 3.4 สภาวะท่ีใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสของยีน matK 
ขัน้ตอน อุณหภูมิ (oC) ระยะเวลา(นาที) จ านวนรอบ 

Initiation Denaturation 95 5 - 
Denaturation 

Annealing 
Extension 

95 
64 
72 

0.30 
0.30 
1.20 

35 

Final Extension 72 10 - 
 

     4.4 การตรวจสอบคุณภาพของผลผลิตท่ีได้จากปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (PCR 
product ) โดยวธีิ Electrophoresis 

น าดีเอน็เอท่ีเตรียมได้มาท าการตรวจสอบคณุภาพโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิส โดยเตรียมอะกา
โรสเจล 1.5 เปอร์เซ็นต์ ใน 1X TAE ผสมให้เข้ากนั น าไปอุน่ด้วยตู้ไมโครเวฟ นาน 3 นาที น าออกมา
ให้อณุหภมูิลงลด เทใส่ถาดแล้วเสียบหวี ทิง้ให้เจลแข็ง 20-30 นาที เมื่อเจลแข็งดงึหวีออกน าเจล 
วางลงบนชัน้วางเจล เท 1X TAE ลงในถาดให้ท่วมเจล น า PCR Product ผสมกับสารเรืองแสง 
(Red safe) และ Loading dye ท่ีเตรียมไว้หยอดลงไปในหลมุเจล ด้วยกระแสไฟฟ้าท่ี 100 โวลต์ 
เวลานาน 25 นาที แล้วตรวจสอบผลโดยน าแผ่นเจลมาส่องภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตด้วยเคร่ือง 
Gel documentation บนัทึกภาพผลการทดลอง 

 
4.5 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 

การหาล าดบันิวคลีโอไทด์มกัใช้เป็นขัน้ตอนสดุท้ายเพ่ือหาผลสรุปท่ีแน่นอนและยงัถือวา่
เป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) เพราะให้ผลถกูต้องเกือบ 100 เปอร์เซ็นต์ ในการตรวจหาล าดบั
นิวคลีโอไทด์ รายละเอียดขัน้ตอนการท าประกอบด้วยการน าผลผลิต PCR ท่ีได้มาท าให้บริสทุธ์ิ 
(Purification) ด้วย EXOSAP-IT (Thermo fisher scientific, USA) โดยใช้ผลิตผล PCR จ านวน 5 
µl ผสมกับ ExoSAP-IT จ านวน 2 µl จากนัน้ท าการบ่มท่ีอณุหภมูิ 37 °C นาน 10 นาที และตาม
ด้ วยบ่ ม ท่ี อุณหภูมิ  80°C นาน  15 นา ที  ท า ก า ร วัดความ เ ข้ม ข้น ท่ี ไ ด้ โ ดย ใ ช้ เค ร่ือง 
Spectrophotometer (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, USA) ผลผลิต PCR ท่ีได้ถูก
สง่ไปหาล าดบันิวคลีโอไทด์ จากบริษัทผู้ให้บริการ (First base, ประเทศมาเลเซีย) ด้วยเคร่ืองอ่าน
แบบอัตโนมตัิ (Direct DNA sequencing) โดยใช้แสงเลเซอร์และเคร่ืองตรวจจับสญัญาณสาย 
DNA ท่ี มี ความยาว เ พ่ิมขึ น้ ที ละหนึ่ ง นิ วคลี โอไทด์ และมีสาร เ รืองแสงตาม ช นิดข อง 
Dideoxynucleotide เมื่อเคลื่อนท่ีผา่นแสงเลเซอร์และจะถกูอา่นเป็นล าดบัเบสของสาย DNA  
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5. การวเิคราะห์ผล 
 น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และ matK ในตาลและช้างไห้ มาตรวจสอบเบือ้งต้น
เพ่ือยืนยันความถูกต้องด้วยการเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ในฐานข้อมูล  
GenBank ของ  NCBI (National Center for Biotechnology Information) โดยใ ช้ โปรแกรม 
nBLAST (Altschul et al., 1990) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) หลังจากนัน้จึงน า
ล าดบัของนิวคลีโอไทด์ rbcL และ matK ของตาลและช้างไห้มาเปรียบเทียบด้วยการจัดให้ตรง
ต าแหน่ง (Alignment) โดยใช้โปรแกรม MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis 
Version 7.0) (Tamura et al., 2013) และทดสอบโมเดลท่ีเหมาะสมก่อนการน าไปสร้างแผนภูมิ
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมโดยท าการค านวณหาโมเดลท่ีเหมาะสม จากโปรแกรม Kakusan4 
(Tanabe, 2007)   และสร้าง  Phylogenetic tree ในรูปแบบของ Bayesian inferences โดยใช้
โปรแกรม MrBayes; Bayesian inference of phylogeny (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) 
เพ่ือท าการจ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้จ านวน 100,000 tree น าข้อมลู Phylogenetic 
tree ท่ีได้มาผสานเข้าด้วยกนัด้วยโปรแกรม Tree Annotator (Drummond et al., 2012) ตรวจสอบ
และตกแตง่โดยใช้โปรแกรม FigTree v1.4.4 (Page, 1996)         
 
6. การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD และการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR 

เตรียมตวัอย่างดีเอ็นเอของตาลเพศเมีย โดยน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ของตาลเพศเมีย 3 สาย
พันธุ์  ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ และตาลพันธุ์ผสม มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1:1 และ
ตัวอย่างดีเอ็นเอของตาลเพศผู้  โดยน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ของเพศผู้ทัง้ 3 สายพันธุ์มาผสมกันใน
อตัราส่วน 1:1:1 จากนัน้น าดีเอ็นเอท่ีเตรียมได้ทัง้ 2 ตวัอย่าง มาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย
เทคนิค PCR ดงัตารางท่ี 3.2  

แล้วน าไปใส่ในเคร่ือง Thermal Cycler ท่ีเป็นเคร่ืองควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยใช้
อณุหภมูิตามขัน้ตอนตา่งๆ ดงัตอ่ไปนี ้

 Pre-denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5.00 นาที 
 Denaturation  ท่ีอณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 0.30 นาที 
 Annealing  ท่ีอณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส       เป็นเวลา 0.30 นาที    34 รอบ 
 Extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1.00 นาที 
 Final extension  ท่ีอณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5.00 นาที 
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แล้วเก็บไว้ท่ีอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Electrophoresis ดงัในหวัข้อท่ี 4.4 
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บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
1. ผลการสกัดแยกดีเอน็เอ 
 

ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากใบของตาล เมื่อน ามาตรวจวิเคราะห์จะพบว่าดีเอ็นเอมีแถบชดัเจน 
เมื่อน าไปวดัค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้ด้วยเคร่ือง Nanodrop พบว่าดีเอ็นเอมีความเข้มข้น
ตัง้แต ่348 ถึง 980 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร เมื่อน าดีเอน็เอท่ีได้มาท าการวิเคราะห์โดยวิธี Agarose 
gel electrophoresis โดยใช้ Agarose gel ท่ีมีความเข้มข้น 1.5 เปอร์เซ็นต์ ท าการย้อมแถบดีเอน็
เอด้วยสารเรืองแสง (Redsafe) แล้วตรวจดดูีเอน็เอภายใต้แสง UV ด้วยเคร่ือง Gel documentation 
พบว่าดีเอ็นเอท่ีได้มีการแตกหักเล็กน้อยและมีคณุภาพดีเพราะดีเอ็นเอมีลกัษณะเป็นแถบชดัเจน 
ดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 โดยก าหนดหมายเลขของดีเอ็นเอท่ีได้จากตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาล
พนัธุ์ผสม และช้างไห้ ดงัตารางท่ี 4.1  

 
 

ภาพท่ี 4.1 คณุภาพของดีเอน็จากการตรวจสอบโดยวิธี Agarose gel electrophoresis 

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของการสกัดดีเอ็นเอโดยดดัแปลงจาก Doyle and Doyle (1987)  
หมายเลข 1-10 คือดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม และช้างไห้  
รายละเอียดดงัตารางท่ี 4.1 
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ตารางท่ี 4.1 การก าหนดดีหมายเลขของเอ็นเอท่ีได้จากตาลพันธ์ุหม้อ ตาลพันธ์ุไข่ ตาล
พันธ์ุผสม และช้างไห้ 

พนัธุ์ตาล ต้นท่ี หมายเลข 

พนัธุ์หม้อ 
 

1 1 
2 2 
3 3 

 
พนัธุ์ไข ่

 

1 4 
2 5 
3 6 

 
พนัธุ์ผสม 

 

1 7 
2 8 
3 9 

ช้างไห้ 1 10 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบตาล ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม และช้างไห้ 

พบว่าสารละลายท่ีได้จากใบตาล มีลักษณะใส ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วย ไอโซโพรพานอล 

(Isopropanol) จะเห็นตะกอนสีขาว ละลายตะกอนด้วยน า้ เมื่อน าไปตรวจสอบปริมาณด้วยวิธี

อิเลคโตรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ สามารถแยกดีเอ็นเอจากใบตาลได้ทกุพนัธุ์ แถบดี

เอน็เอท่ีแยกได้มีความคมชดั เมื่อดจูากแถบดีเอน็เอของไรโบโซมท่ีแยกจากกนัอย่างเห็นได้ชดั และ

ไม่มีการปนเปื้อนของเอนไซม์ไรโบนิวคลีเอสในระหวา่งขัน้ตอนการแยกดีเอ็นเอ แต่จะต้องใช้การ

วดัค่าดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) เพ่ือตรวจสอบคณุภาพของดี

เอน็เอด้วย ดงัแสดงภาพท่ี 4.2 
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ภาพท่ี 4.2 วดัคา่ดดูกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) 
วัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ โดยใช้เคร่ือง Nanodrop spectrophotometer 

วดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (DNA concentration) ความบริสทุธ์ิ (DNA purity) และคณุภาพของ
ดีเอ็นเอ (DNA quality) ดูผล จากการน า DNA ไปวัด OD และหาอัตราส่วน (Ratio) ของ OD 
260/280  

 
2. ผลการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอด้วยปฏิกริิยาลูกโซ่พอลิเมอเรสโดยเทคนิครหัสแท่งดีเอน็เอ 
(DNA barcode)  
  
 2.1 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
 
  2.1.1 การเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอน็เอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

การเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสของตาลทัง้ 3 พันธุ์ และ
ช้างไห้ รวม 10 ตวัอย่าง โดยใช้คูไ่พรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยีน rbcL พบวา่สามารถเพ่ิมปริมาณ
ชิน้ดีเอน็เอได้ทัง้ 10 ตวัอย่าง โดยแถบดีเอน็เอของตวัอย่างท่ีน ามาศกึษาทัง้หมดนีม้ขีนาดประมาณ 
600 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพท่ี 4.3 
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ภาพท่ี 4.3 แถบดีเอน็เอท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอน็เอของยีน rbcL ในตาลและช้างไห้ 

เพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอน็เอของยีน rbcL ในตาลและช้างไห้ 10 ตวัอย่างด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอรเส โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogenTM Life  Technology, USA), 1-10 คือ (1) ตาลพันธุ์หม้อ 1 (2) ตาลพันธุ์หม้อ 2 (3) 
ตาลพันธุ์หม้อ 3 (4) ตาลพันธุ์ไข่ 1 (5) ตาลพันธุ์ไข่ 2 (6) ตาลพันธุ์ไข่ 3 (7) ตาลพันธุ์ผสม 1 (8) 
ตาลพนัธุ์ผสม 2 (9) ตาลพนัธุ์ผสม 3 (10) ช้างไห้ ]    
  

 2.1.2 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอน็เอหลงัจากเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอ

เรสของยีน rbcL จากบริษัทผู้ ให้บริการ (Firstbase, ประเทศมาเลเซีย) ด้วยเคร่ืองอ่านแบบ 
อตัโนมตัิ (Direct DNA sequencing) โดยใช้แสงเลเซอร์และเคร่ืองตรวจจบัสญัญาณสาย DNA ท่ี
มีความยาวเพ่ิมขึน้ทีละหนึ่งนิวคลีโอไทด์และมีสารเรืองแสงตามชนิดของ Dideoxynucleotide เมื่อ
เคลื่อนท่ีผ่านแสงเลเซอร์และจะถูกอ่านเป็นล าดับเบสของสาย DNA ผลล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ตวัอย่างท่ี 4.1 - 4.10 เป็นล าดบัเบสท่ีได้จากยีน rbcL ได้แก่ ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 ตาล
พันธุ์หม้อ3 ตาลพันธุ์ไข่ 1 ตาลพันธุ์ไข ่2 ตาลพันธุ์ไข ่3 ตาลพันธุ์ผสม1 ตาลพันธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์
ผสม 3 และช้างไห้ ตามล าดบั ซึ่งได้ผลการหาล าดบัเบสดงัแสดงในภาคผนวก ก ผลล าดบั  นิวคลี
โอไทด์ 
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2.1.3 ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ของตาลแต่ละพันธุ์และช้างไห้ท่ีได้ เมื่อน าไป

เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับดี เอ็นเอในฐานข้อมูล Genbank (NCBI, National Center for 
Biotechnology Information) พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในตาลทัง้ 9 ตวัอย่าง ตรงกบั
พืช ในฐาน ข้อมูล  คือ  Borassus flabellifer และใน ช้าง ไ ห้ตรงกับ พืช ในฐาน ข้อมูล  คือ 

Borassodendron machadonis ผลการเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล Genbank ตรงกับ
ชนิดของพืชท่ีน ามาศกึษาโดยเปอร์เซ็นต์ความเหมือนมีค่าอยู่ท่ีระดบั 97%-100% แสดงให้เห็นว่า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ของตาลแต่ละพันธุ์และช้างไห้ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลใน
ฐานข้อมลู Genbank มีความถกูต้อง ดงัตารางท่ี 4.2 

 

ตารางท่ี 4.2 หมายเลขเฉพาะของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ของตาลแต่ละพันธ์ุและ
ช้างไห้ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล NCBI 

 

ตัวอย่าง
ท่ี 

ชื่อตัวอย่าง ชนิดของพืชท่ีตรงกับ
ฐานข้อมูล 

Accession # % ความ
เหมือน 

1 ตาลพนัธุ์หม้อ 1 Borassus flabellifer LC377173.1 99% 

2 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 Borassus flabellifer AM903205.1 99% 

3 ตาลพนัธุ์หม้อ 3 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

4 ตาลพนัธุ์ไข ่1 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

5 ตาลพนัธุ์ไข ่2 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

6 ตาลพนัธุ์ไข ่3 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

7 ตาลพนัธุ์ผสม 1 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

8 ตาลพนัธุ์ผสม 2 Borassus flabellifer  AM903205.1 99% 

9 ตาลพนัธุ์ผสม 3 Borassus flabellifer  LC377175.1 100% 

10 ช้างไห้ Borassodendron machadonis AJ404768.1 97% 
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2.1.4 การวเิคราะห์ความสัมพันธ์ทางววิัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์      
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตาลและช้างไห้ รวมทัง้หมด 10 ตัวอย่าง ของยีน 

rbcL มาท าการค านวณหาโมเดลท่ีเหมาะสมจากโปรแกรม Kakusan4 (Tanabe, 2007) และสร้าง 
Phylogenetic tree ในรูปแบบของ Bayesian inferences โดยใช้โปรแกรม MrBayes; Bayesian 
inference of phylogeny โดยท าการจ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้ จ านวน 100,000 
tree น าข้อมูล Phylogenetic tree ท่ีได้มาผสานเข้าด้วยกันด้วยโปรแกรม Tree Annotator 
ตรวจสอบและตกแตง่โดยใช้โปรแกรม FigTree V.1.4.4 ซึ่งผลของ tree ดงัแสดงในภาพท่ี 4.4 และ
มีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.000-0.029 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 ซึ่งความแตกตา่ง
ทางพันธุกรรมของยีน rbcL ท่ีใช้แตกต่างกันไม่เกิน 5% แสดงให้เห็นว่าช้างไห้ ไม่ควรถูกจัดเป็น 
Borassodendron machadonis 

 
ภาพท่ี 4.4 แผนภาพความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในรูปแบบ
ของ Bayesian inferences 
  

การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในรูปแบบ
ของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุม่ได้ 3 กลุม่ ดงันี ้กลุม่ท่ี 1 ประกอบด้วย ช้างไห้ กลุม่ท่ี 
2 ประกอบด้วย ตาลพันธุ์ผสม 1 ตาลพันธุ์หม้อ 3 ตาลพันธุ์ผสม 3 และตาลพันธุ์ไข่ 1 กลุ่มท่ี 3 
ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์ไข ่2 และตาลพนัธุ์หม้อ 2 

I 

II 

III 
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ตารางท่ี 4.3 ค่าทางพันธุกรรมระหว่างพันธ์ุตาลเม่ือวเิคราะห์ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของความแตกต่างยีน rbcL 
 

      ตาลพันธ์ุหม้อ 1 0.000          

      ตาลพันธ์ุหม้อ 2 0.002 0.000         

      ตาลพันธ์ุหม้อ 3 0.005 0.007 0.000        

      ตาลพันธ์ุไข่ 1 0.007 0.009 0.005 0.000       

      ตาลพันธ์ุไข่ 2 0.002 0.000 0.007 0.009 0.000      

      ตาลพันธ์ุไข่ 3 0.004 0.002 0.005 0.011 0.002 0.000     

      ตาลพันธ์ุผสม 1 0.005 0.007 0.000 0.005 0.007 0.005 0.000    

      ตาลพันธ์ุผสม 2 0.005 0.004 0.004 0.009 0.004 0.002 0.004 0.000   

      ตาลพันธ์ุผสม 3 0.004 0.005 0.002 0.004 0.005 0.007 0.002 0.005 0.000  

      ช้างไห้ 0.026 0.027 0.024 0.029 0.027 0.026 0.024 0.024 0.026 0.000 

 ตา
ลพ

ันธุ์
หม้

อ 
1 

 ตา
ลพ

ันธุ์
หม้

อ 
2 

 ตา
ลพ
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อ 
3 

ตา
ลพ

ันธุ์
ไข่
 1

 

ตา
ลพ

ันธุ์
ไข่
 2

 

ตา
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ไข่
 3
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1 
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ห้ 
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2.2 การตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK 
 
  2.2.1 การเพิ่มปริมาณชิน้ดีเอน็เอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

การเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสของตาลทัง้ 3 พันธุ์ และ
ช้างไห้ รวม 10 ตัวอย่าง โดยใช้คู่ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีน matK พบว่าสามารถเพ่ิม
ปริมาณชิน้ดีเอน็เอได้ทัง้ 10 ตวัอย่าง โดยแถบดีเอน็เอของตวัอย่างท่ีน ามาศกึษาทัง้หมดนีม้ีขนาด
ประมาณ 600 คูเ่บส ดงัแสดงในภาพท่ี 4.5 

 
ภาพท่ี 4.5 แถบดีเอน็เอท่ีได้จากการเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอน็เอของยีน matK ในตาลและช้างไห้ 

เพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอน็เอของยีน matK ในตาลและช้างไห้ 10 ตวัอย่างด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอ
ลิเมอรเส โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะ [M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb Plus DNA Ladder 
(InvitrogenTM Life  Technology, USA), 1-10 คือ (1) ตาลพันธุ์หม้อ 1 (2) ตาลพันธุ์หม้อ 2 (3) 
ตาลพันธุ์หม้อ 3 (4) ตาลพันธุ์ไข่ 1 (5) ตาลพันธุ์ไข่ 2 (6) ตาลพันธุ์ไข่ 3 (7) ตาลพันธุ์ผสม 1 (8) 
ตาลพนัธุ์ผสม 2 (9) ตาลพนัธุ์ผสม 3 (10) ช้างไห้ ]    
  

 2.2.2 การหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอน็เอหลงัจากเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอ

เรสของยีน matK จากบริษัทผู้ ให้บริการ (Firstbase, ประเทศมาเลเซีย) ด้วยเคร่ืองอ่านแบบ 
อตัโนมตัิ (Direct DNA sequencing) โดยใช้แสงเลเซอร์และเคร่ืองตรวจจบัสญัญาณสาย DNA ท่ี
มีความยาวเพ่ิมขึน้ทีละหนึ่งนิวคลีโอไทด์และมีสารเรืองแสงตามชนิดของ Dideoxynucleotide เมื่อ
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เคลื่อนท่ีผ่านแสงเลเซอร์และจะถูกอ่านเป็นล าดบัเบสของสาย DNA ผลล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ตวัอย่างท่ี 4.11 - 4.20 เป็นล าดบัเบสท่ีได้จากยีน matK ได้แก่ ตาลพันธุ์หม้อ 1 ตาลพันธุ์หม้อ 2 
ตาลพันธุ์หม้อ3 ตาลพันธุ์ไข่ 1 ตาลพันธุ์ไข่ 2 ตาลพันธุ์ไข่ 3 ตาลพันธุ์ผสม1 ตาลพันธุ์ผสม 2 ตาล
พันธุ์ผสม 3 และช้างไห้ ตามล าดบั ซึ่งได้ผลการหาล าดบัเบสดงัแสดงในภาคผนวก ก ผลล าดบันิ
วคลีโอไทด์ 

 
2.2.3 ตรวจสอบล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของตาลแต่ละพันธุ์และช้างไห้ท่ีได้ เมื่อน าไป
เปรียบเทียบกับข้อมูลล าดับดี เอ็นเอในฐานข้อมูล Genbank (NCBI, National Center for 
Biotechnology Information) พบว่าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในตาลทัง้ 9 ตวัอย่าง ตรง
กับพืชในฐานข้อมูล  คือ  Borassus flabellifer และในช้างไห้ตรงกับ พืชในฐานข้อมูล  คือ 

Borassodendron machadonis ผลการเปรียบเทียบกับข้อมูลในฐานข้อมูล Genbank ตรงกับ
ชนิดของพืชท่ีน ามาศกึษาโดยเปอร์เซ็นต์ความเหมือนมีค่าอยู่ท่ีระดับ 98%-100% แสดงให้เห็นว่า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ของตาลแต่ละพันธุ์และช้างไห้ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมลูใน
ฐานข้อมลู Genbank มีความถกูต้อง ดงัตารางท่ี 4.4 

 

ตารางท่ี 4.4 ตารางแสดงความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK กับฐานข้อมูล 
Genbank 

ตัวอย่าง
ท่ี 

ชื่อตัวอย่าง ลักษณะของพืชสกุลท่ี
ใกล้เคียง 

Accession # % ความ
เหมือน 

1 ตาลพนัธุ์หม้อ 1 Borassus flabellifer AM114604.1 100% 
2 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 Borassus flabellifer KP901247.1 98% 
3 ตาลพนัธุ์หม้อ 3 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
4 ตาลพนัธุ์ไข ่1 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
5 ตาลพนัธุ์ไข ่2 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
6 ตาลพนัธุ์ไข ่3 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
7 ตาลพนัธุ์ผสม 1 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
8 ตาลพนัธุ์ผสม 2 Borassus flabellifer  KP901247.1 98% 
9 ตาลพนัธุ์ผสม 3 Borassus flabellifer  KP901247.1 99% 
10 ช้างไห้ Borassodendron machadonis KT312937.1 99% 
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2.2.4 การวเิคราะห์ความสัมพันธ์ทางววิัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์      
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของตาลและช้างไห้ รวมทัง้หมด 10 ตัวอย่าง ของยีน 

matK มาท าการค านวณหาโมเดลท่ีเหมาะสมจากโปรแกรม Kakusan4 และสร้าง Phylogenetic 
tree ในรูปแบบของ Bayesian inferences โดยใช้โปรแกรม MrBayes; Bayesian inference of 
phylogeny โดยท าการจ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้ จ านวน 100,000 tree น าข้อมูล 
Phylogenetic tree ท่ีได้มาผสานเข้าด้วยกนัด้วยโปรแกรม Tree Annotator ตรวจสอบและตกแต่ง
โดยใช้โปรแกรม FigTree v1.4.4 ซึ่งผลของ tree ดงัแสดงในภาพท่ี 4.6 และมีคา่ความแตกตา่งทาง
พันธุกรรมเท่ากับ 0.000–0.040 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.5 ซึ่งความแตกต่างทางพันธุกรรมของยีน 
matK ท่ีใช้แตกต่างกันไม่เกิน 5% แสดงให้เห็นว่าช้างไห้ ไม่ควรถูกจัดเป็น  Borassodendron 
machadonis 

 
ภาพท่ี 4.6 แผนภาพความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในรูปแบบ
ของ Bayesian inferences 

 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ใน
รูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุ่มได้ 4 กลุ่ม ดงันี ้กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย ตาล
ตาลพนัธุ์ผสม 2 และตาลพนัธุ์ผสม 3 กลุม่ท่ี 2 ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์ไข ่1 และตาล
พนัธุ์ไข ่2 กลุม่ท่ี 3 ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ผสม 1 กลุม่ท่ี 4 ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์
หม้อ 2 ตาลพนัธุ์หม้อ 3 และช้างไห้ 

I 

II 

 

III 

IV 
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ตารางท่ี 4.5 ค่าทางพันธุกรรมระหว่างพันธ์ุตาลเม่ือวเิคราะห์ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของความแตกต่างยีน matK 
 

      ตาลพันธ์ุหม้อ 1 0.000          

      ตาลพันธ์ุหม้อ 2 0.005 0.000         

      ตาลพันธ์ุหม้อ 3 0.005 0.007 0.000        

      ตาลพันธ์ุไข่ 1 0.014 0.016 0.014 0.000       

      ตาลพันธ์ุไข่ 2 0.011 0.013 0.007 0.007 0.000      

      ตาลพันธ์ุไข่ 3 0.025 0.027 0.023 0.023 0.027 0.000     

      ตาลพันธ์ุผสม 1 0.004 0.005 0.005 0.011 0.011 0.022 0.000    

      ตาลพันธ์ุผสม 2 0.009 0.011 0.011 0.013 0.013 0.023 0.005 0.000   

      ตาลพันธ์ุผสม 3 0.009 0.011 0.011 0.013 0.013 0.023 0.005 0.000 0.000  

      ช้างไห้ 0.022 0.023 0.016 0.031 0.023 0.040 0.022 0.020 0.020 0.000 
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2.3 การวเิคราะห์ความสัมพันธ์ทางววิฒันาการจากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
และ matK ร่วมกัน     

เมื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของตาลและช้างไห้ รวมทัง้หมด 10 ตวัอย่าง rbcL และ matK 
ร่วมกนั มาท าการค านวณหาโมเดลท่ีเหมาะสมจากโปรแกรม Kakusan4 และสร้าง Phylogenetic 
tree ในรูปแบบของ Bayesian inferences โดยใช้โปรแกรม MrBayes; Bayesian inference of 
phylogeny โดยท าการจ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้ จ านวน 100,000 tree น าข้อมลู 
Phylogenetic tree ท่ีได้มาผสานเข้าด้วยกนัด้วยโปรแกรม Tree Annotator ตรวจสอบและตกแต่ง
โดยใช้โปรแกรม FigTree v1.4.4  

ดงันัน้น าต าแหน่งท่ีท าการตรวจสอบทัง้หมดมาวิเคราะห์ร่วมกนั โดยน าล าดบันิวคลีโอไทด์ 
ทัง้ 2 ต าแหน่ง มาสร้าง Phylogenetic tree ซึ่งผลของ tree ดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 และมีค่าความ
แตกต่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.000-0.033 ดังแสดงในตารางท่ี 4.6 ซึ่งความแตกต่างทาง
พันธุกรรมของยีน rbcL และ matK ท่ีใช้ร่วมกันแตกต่างไม่เกิน 5% แสดงให้เห็นว่าช้างไห้ ไม่ควร
แยกออกเป็น Borassodendron machadonis 

 

 
ภาพท่ี 4.7 แผนภาพความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcLและยีน 
matK ในรูปแบบของ Bayesian inferences 

 
การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และยีน 

matK ใน รูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุ่มได้  2 กลุ่ม  ดัง นี  ้ กลุ่ม ท่ี  1 

II 

 

I 
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ประกอบด้วย ตาลพันธุ์หม้อ 3 และช้างไห้ กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วย ตาลพันธุ์ผสม 1 ตาลพันธุ์ไข่ 1 
ตาลพนัธุ์ผสม 3 ตาลพนัธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์ไข ่2 ตาลพนัธุ์หม้อ 1 และตาลพนัธุ์หม้อ 
2 

จาก Phylogenetic tree ของตาลท่ีน ามาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการจาก
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในรูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุม่ได้ 3 กลุม่ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในรูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุ่มได้ 4 
กลุ่มซึ่งใน 4 กลุ่มนีส้ามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ได้คือ กลุ่มของตาลพันธุ์หม้อ และกลุ่มของ
ตาลพันธุ์ไข่ โดยช้างไห้นัน้ถกูจัดรวมในกลุม่ของตาลพนัธุ์หม้อ แสดงให้เห็นว่าช้างไห้น่าจะยงัจดั
อยู่ในกลุ่มของตาลเหมือนเดิม และล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และ matK ร่วมกันในรูปแบบ
ของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุม่ได้ 2 กลุม่ ซึ่งพบวา่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการ
จ าแนกความสมัพนัธ์ของตาลได้ดีกว่าการวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยยีนเพียงตวัเดียว และ
จากการศึกษาคา่ทางพนัธกุรรมระหว่างพันธุ์ตาลและช้างไห้พบว่า ความแตกต่างทางพันธุกรรม
ของยีนท่ีใช้แตกตา่งกนัไมเ่กิน 5% แสดงให้เห็นวา่ช้างไห้ ไมค่วรถกูแยกออกเป็น Borassodendron 
machadonis ควรจดัไว้ในสกลุเดียวกบัตาล 
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  ตารางท่ี 4.6 ค่าทางพันธุกรรมระหว่างพันธ์ุตาลเม่ือวเิคราะห์ด้วยล าดับนิวคลีโอไทด์ของความแตกต่างยีน rbcL และ matK ร่วมกัน 
 

      ตาลพันธ์ุหม้อ 1 0.000          

      ตาลพันธ์ุหม้อ 2 0.004 0.000         

      ตาลพันธ์ุหม้อ 3 0.005 0.007 0.000        

      ตาลพันธ์ุไข่ 1 0.011 0.013 0.010 0.000       

      ตาลพันธ์ุไข่ 2 0.006 0.006 0.007 0.008 0.000      

      ตาลพันธ์ุไข่ 3 0.015 0.015 0.015 0.017 0.015 0.000     

      ตาลพันธ์ุผสม 1 0.005 0.006 0.003 0.008 0.009 0.014 0.000    

      ตาลพันธ์ุผสม 2 0.007 0.007 0.007 0.011 0.008 0.013 0.005 0.000   

      ตาลพันธ์ุผสม 3 0.006 0.008 0.006 0.008 0.009 0.015 0.004 0.003 0.000  

      ช้างไห้ 0.024 0.025 0.020 0.030 0.025 0.033 0.023 0.022 0.023 0.000 
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3. การเปรียบเทียบต าแหน่ง SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
การเปลี่ยนแปลงของต าแหน่งล าดบัเบสแบบ SNP ของยีน matK ท่ีเกิดกบัตาล 2 พนัธุ์ คือ 

ตาลพันธุ์หม้อ และตาลพันธุ์ไข ่โดยพบต าแหน่งของ SNP ทัง้หมด 1 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งท่ี 513
ของในตาลพันธุ์หม้อมีล าดับเบส T ในตาลพันธุ์ ไข่ล าดับเบส A แสดงให้เห็นการเปลี่ยนแปลง
รูปแบบของเบสเพียง 1 เบสดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของต าแหน่งล าดบัเบสแบบ 
SNP ในสว่นของยีนล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ไมพ่บการเปลี่ยนของต าแหน่งล าดบัเบสแบบ 
SNP  

 

 
 
ภาพท่ี 4.8 ต าแหน่งท่ี 513 การเปลีย่นแปลงรูปแบบของเบสเพียง 1 เบสของยีน matK 

 
4. ผลการสร้างลายพมิพ์ดีเอน็เอโดยเทคนิค RAPD และการเพิ่มปริมาณของดีเอน็เอด้วย
วธีิ PCR 
 ท าการตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มท่ีตอบสนองต่อปฏิกิริยา PCR โดยรวมดีเอ็นเอของตาล
แต่ละเพศทัง้หมดเข้าด้วยกนัเป็นตวัอย่างเดียวกนัและวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธกุรรม 
โดยคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมียอย่าง
ชัดเจนมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอของตาลท่ีทราบเพศแน่ชัดโดยท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ด้วย
เทคนิค PCR โดย มี 3 ขัน้ตอน คือ (1) ท าให้ดีเอ็นเอแยกเป็นสายเดี่ยว โดยใช้อณุหภมูิ  95 องศา
เซลเซียส นาน 30 วินาที (2) ไพรเมอร์เข้ามาจับกับดีเอ็นเอแม่แบบ โดยลดอุณหภูมิลงมาท่ี 
อณุหภมูิ 55 องศาเซลเซียส  นาน 30 วินาที และ  (3) สงัเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่ โดยบ่มท่ี
อณุหภมูิ  72  องศาเซลเซียส  นาน 1 นาที โดยท าซ า้ทัง้หมด 34 รอบ แล้วเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ  4 

513 

ตาลพันธ์ุหม้อ 1 

ตาลพันธ์ุไข่ 1  

ตาลพันธ์ุหม้อ 2 

ตาลพันธ์ุหม้อ 3 

ตาลพันธ์ุไข่ 2 

ตาลพันธ์ุไข่ 3 
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องศาเซลเซียส  ก่อนน าไปตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค Electrophoresis ใน Agarose 
gel 1 เปอร์เซ็นต์  ซึ่งได้ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของไพรเมอร์  OPA-OPE ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.9-4.12 พบวา่ท่ีไพรเมอร์ OPD-04, OPD-7 และ OPD-10 ให้ลกัษณะลายพิมพ์  ดีเอน็เอท่ี
มีความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมีย  ดงัแสดงในภาพท่ี  4.5 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดี
เอน็เอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดีเอน็เอด้วยวิธี PCR ของ ไพรเมอร์ OPD-01 ถึง 
OPD-10 จากนัน้น าคู่ดีเอ็นเอท่ีให้ลกัษณะลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างระหว่างเพศผู้และ
เพศเมีย มาท า PCR ซ า้เพ่ือให้ได้ผลการทดลองท่ีชดัเจนย่ิงขึน้พบวา่ ท่ีไพรเมอร์  OPD-04 ให้ลาย
พิมพ์ดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมียอย่างชดัเจน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.13 ผล
การตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR 
ซ า้   
 

 
 

ภาพท่ี 4.9 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดีเอน็
เอด้วยวิธี PCR ของ ไพรเมอร์  OPA-01 ถึง OPA-10 โดย  M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน หมายเลข  
1-10 คือ คูต่าลเพศเมียและเพศผู้ของ ไพรเมอร์  OPA-01 ถึง OPA-10 ตามล าดบั   
 

1Kb 
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ภาพท่ี 4.10 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอน็เอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดีเอ็น
เอด้วยวิธี PCR ของ ไพรเมอร์  OPB-01 ถึง OPB-10 โดย  M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน หมายเลข 
 1-10 คือ คูต่าลเพศเมียและเพศผู้ของ ไพรเมอร์  OPB-01 ถึง OPB-10 ตามล าดบั   
 
 

 
 

ภาพท่ี 4.11 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดเีอน็เอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดเีอน็
เอด้วยวิธี PCR ของ ไพรเมอร์  OPC-01 ถึง OPC-10 โดย  M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
หมายเลข 1-10 คือ คูต่าลเพศเมียและเพศผู้ของ ไพรเมอร์  OPC-01 ถึง OPC-10 ตามล าดบั  
 

1Kb 

1Kb 
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ภาพท่ี 4.12 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดเีอน็เอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดเีอน็
เอด้วยวิธี PCR ของ ไพรเมอร์  OPE-01 ถึง OPE-10 โดย  M คือ แถบดีเอน็เอมาตรฐาน หมายเลข 
1-10 คือ คูต่าลเพศเมียและเพศผู้ของ ไพรเมอร์  OPE-01 ถึง OPE-10 ตามล าดบั   
 
 

 
 

ภาพท่ี 4.13 ผลการตรวจสอบลายพิมพ์ดเีอน็เอด้วยเทคนิค RAPD และการเพ่ิมปริมาณของดเีอน็
เอด้วยวิธี PCR ซ า้ ของไพรเมอร์ OPD-09, OPD-08, OPD-06, OPD-05 และ OPD-04    

 
 

 

1Kb 

1Kb 
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บทที่ 5 
อภปิราย สรุปผลการวิจยัและข้อเสนอแนะ 

 

1. สรุปการวจิัย 
การใช้เทคนิครหสัแทง่ดีเอน็เอ (DNA barcode) ในการตรวจสอบเพ่ือจ าแนกและวิเคราะห์

ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของตาลในจงัหวดัเพชรบุรีทัง้ 3 พนัธุ์และช้างไห้ เมื่อสกดัดีเอน็เอและ
เพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีน 
rbcL และยีน matK พบวา่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะตอ่ยีนดงักลา่วทัง้ 2 ไพรเมอร์สามารถเพ่ิมปริมาณชิน้
ดีเอ็นเอของตาลและช้างไห้โดยใช่ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสได้ทกุตวัอย่างโดยแถบดีเอน็เอท่ีได้มี
ความชดัเจนและมีขนาดตรงตามท่ีคาดไว้  

ยีน rbcL สามารถเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ โดยแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 600 คู่เบส 
และเมื่อวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL เมื่อน ามาเปรียบเทียบ
ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม และช้างไห้ มี
ค่าเฉลี่ยต ่ากว่า 5 เปอร์เซ็นต์ ในทุกตัวอย่าง ซึ่งเห็นได้ว่าตาลและช้างไห้ท่ีน ามาศึกษามี
ความสมัพันธ์ท่ีจัดเป็นSpeciesเดียวกัน และไม่พบการเปลี่ยนแปลงของล าดบัเบสแบบสนิปใน
ล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน rbcL ท่ีท าให้เกิดความแตกตา่งระหวา่งพนัธุ์ตาลหม้อและพนัธุ์ตาลไข่ 

ยีน matK สามารถเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอ โดยแถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 600 คู่เบส 
และเมื่อวิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK เมื่อน ามาเปรียบเทียบ
ค่าความแตกต่างทางพันธุกรรมของตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม และช้างไห้  มี
คา่เฉล่ียต ่ากวา่ 5 เปอร์เซ็นต์ ในทกุตวัอย่าง เห็นได้วา่ตาลและช้างไห้ท่ีน ามาศกึษามีความสมัพนัธ์
ท่ีจดัเป็น Species เดียวกนั และพบวา่มีการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปของยีน matK ในตาล
พนัธุ์หม้อ และตาลพนัธุ์ไข ่ซึ่งสามารถน าไปประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ ในการจ าแนกพนัธุ์
ตาล 

การวิเคราะห์แผนภาพความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของยีน rbcL และยีน matKร่วมกัน 
ด้วยวิธี Bayesian inference พบวา่สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจ าแนกพนัธุ์ตาลให้สงูขึน้ และ
ช้างไห้นัน้ถกูจดักลุม่รวมอยู่กบัตาลพนัธุ์หม้อ ซึ่งจากผลของความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมนี ้แสดงวา่
ช้างไห้น่าจะยังคงจัดอยู่ในสกุล Borassus เช่นเดิม และพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของล าดบัเบส
แบบสนิปในล าดบันิวคลีโอไทด์ยีน matK 1 ต าแหน่ง ในตาลพนัธุ์หม้อ และตาลพนัธุ์ไขซ่ึ่งสามารถ
น าไปประยกุต์ใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ ในการจ าแนกพนัธุ์ตาล จากงานวิจยันีส้ามารถน าไปใช้
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ประโยชน์ในการศกึษาทางอนกุรมวิธาน การอนรุักษ์พนัธกุรรมพืช และการปรับปรุงพนัธุ์พืช อีกทัง้
ยงัเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการใช้ในการจดัจ าแนกชนิดพนัธุ์ของตาลตอ่ไปได้ในอนาคต 

จากการศึกษาการพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลอย่างง่ายเพ่ือใช้ในการแยกชนิดเพศของ
ตาล (Borassus flabellifer L.) ในจงัหวดัเพชรบรีุ จากตวัอย่างตาล 3 สายพนัธุ์ คือ พนัธุ์หม้อ พนัธุ์
ไข ่และพนัธุ์ผสม โดยใช้ไพรเมอร์ RAPD ทัง้หมด 100 ไพรเมอร์ พบวา่ ไพรเมอร์ OPD-4 สามารถ
จ าแนกความแตกตา่งทางพนัธกุรรมระหวา่งตาลเพศผู้และเพศเมียได้ โดยไพรเมอร์ OPD-4 แสดง
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีความจ าเพาะต่อตาลเพศผู้  และไม่ปรากฏในตาลเพศเมีย เทคนิค RAPD 
สามารถแยกเพศของตาลได้และเหมาะสมท่ีจะน าไปพัฒนาเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอส าหรับการ
แยกเพศตาลได้อย่างถกูต้องและรวดเร็วย่ิงขึน้  

 
2. อภปิรายผล 

การใช้เทคนิครหสัแทง่ดีเอน็เอ (DNA barcode) ในการตรวจสอบเพ่ือจ าแนกและวิเคราะห์
ความสมัพันธ์ทางพันธุกรรมของตาลในจังหวดัเพชรบุรีทัง้ 3 พันธุ์และช้างไห้ มีงานวิจัยท่ีเลือก
ศึกษายีน COI ในการจ าแนกสตัว์แล้วประสบความส าเร็จ ท าให้การใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
COI ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในสตัว์ แต่กลบัไม่ประสบความส าเร็จในพืช เน่ืองจากยีนมี
อตัราการเปลี่ยนแปลงขอลงล าดบันิวคลีโอไทด์ต ่ามาก จึงไมเ่พียงพอท่ีจะน ามาใช้ในการแยกและ
ระบุชนิดพืชท่ีมีความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการห่างไกลกัน (ต่างสกุลหรือต่างวงศ์) (Ford et al., 
2009) ดงันัน้จึงต้องค้นหาดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีเหมาะสมกับสิ่งมีชีวิตนัน้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพตอ่
การระบจุ าแนกชนิดพืชของสิ่งมีชีวิต ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงเลือกใช้ยีนท่ีมีความจ าเพาะในการจ าแนก
พืช ได้แก่ยีน rbcL และยีน matK โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยีน rbcL และยีน matK ซึ่ง
สอดคล้องกบังานวิจยัของ วฒุิพงศ์ มหาค า (2554) ท่ีได้ศกึษาวา่ยีน rbcL เป็นยีนท่ีเหมาะส าหรับ
การจ าแนกพืช Ribulose bisphosphate carboxylase (rbcL) เป็นยีนก าหนดการสร้างโปรตีน
หน่ วยย่ อยของ เอนไซม์  RuBisCO (Ribulose bisphosphate carbo-xylase oxygenase) ซึ่ ง
เ ก่ียวข้องกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์  (CO2) ในกระบวนการสัง เคราะห์ ด้วยแสง 
(Photosynthesis) ส่วนยีน matK เป็นยีนท่ีมีความยาวประมาณ 1500 คู่เบส ท าหน้าท่ีถอดรหัส
เอนไซม์ Maturase ท าหน้าท่ีเก่ียวข้องกับ Group lI introns splicing  (Hilu & Liang, 1997) ใน
การน ามาใช้เป็นดีเอน็เอมาตรฐานจะเลือกเพียงบางบริเวณของยีนให้มีความยาว 700-800 คูเ่บส
(Ford et al., 2009) ข้อดีของยีนนีค้ือมีความแปรผนัของล าดบันิวคลีโอไทด์สงูเพียงพอท่ีจะน ามา
ใช่ระบุชนิดได้ อีกยังให้คณุภาพของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ในเกณฑ์ท่ีดีเช่น  เดียวกับยีน rbcL 
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ดงันัน้จึงนิยมใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) ในงานวิจยันีพ้บวา่ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อ
ยีนดงักล่าวทัง้ 2 ไพรเมอร์สามารถเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอของตาลและช้างไห้  โดยใช้ปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรสได้ทุกตวัอย่าง แถบดีเอ็นเอท่ีได้มีความชัดเจนและมีขนาดตรงตามท่ีคาดไว้ 
เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้นัน้ได้ถูกออกแบบล าดบันิวคลีโอไทด์ให้คู่สมกับยีน rbcL และยีน matK 
ก าหนดขนาดท่ีจ าเพาะซึ่งก าหนดขนาดท่ีต้องการไว้ท่ีประมาณ 600 คู่เบสท าให้แถบดีเอ็นเอท่ี
เกิดขึน้มีขนาด 600 คูเ่บส การออกแบบไพรเมอร์ใช้ข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีจ าเพาะตอ่ยีน rbcL 
และยีน matK จากฐานข้อมลู Genbank และฐานข้อมลู Barcode of life และหาโอกาสท่ีไพร์เมอร์
จะจับกันเองระหว่างเกิดปฏิกิริยา (Self-dimer) ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ Oligoanalyzer แล้ว
ทดสอบความจ าเพาะด้วยโปรแกรม BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) ซึ่งพบวิธี
เดียวกันกับหลายงานวิจัยเช่นงานวิจัยของ Juwattanasomran et al. (2010) พบว่าได้ออกแบบ
ไพรเมอร์ให้มีล าดบันิวคลีโอไทด์คู่สมกบัยีน ณ ต าแหน่งท่ีต้องการเพ่ิม หรือ ขาดหายไปของล าดบั
นิวคลีโอไทด์ ด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสแบบ Multiplexed PCR  Ramkumar et.al (2010) ได้
น าไปศึกษากบัยีน GS3 ท่ีควบคมุความยาวของเมล็ดข้าว โดยออกแบบไพรเมอร์ให้มีล าดบัเบสคู่
สมกับยีน GS3 ใน Exon 2 และน าไปช่วยในการคัดเลือกพันธุ์ข้าว และสวุรรณี ปาลี และคณะ 
(2558) ได้ศกึษาการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีจ าเพาะตอ่ยีน BADH2 ในถัว่เหลืองฝักสด ดงันัน้
การออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะตอ่ยีนท่ีใช้ในการจ าแนกพืชย่อมท าให้ผลในการจ าแนกพืช
นัน้มีประสิทธิภาพมากขึน้  

งานวิจัยนีไ้ด้สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของตาลจ านวน 3 พันธุ์ ประกอบด้วยตาลพนัธุ์หม้อ 
ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม และช้างไห้ โดยใช้การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีของ  Doyle and Doyle 
(1987) ท่ีเติมบพัเฟอร์สกดั (Extraction buffer) และสกัดโปรตีนด้วยเติมฟีนอล: คลอโรฟอร์ม: ไอ
โซเอมิลแอลกอบอล์  (Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol) สารละลายท่ีได้มีลักษณะใส 
ตกตะกอนแยกเฉพาะส่วนท่ีเป็นดีเอ็นเอและโปรตีน ด้วยไอโซโพรพานอล (Isopropanol) ละลาย
ตะกอนด้วยน า้ (ddH2O) และน าไปตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลคโตโฟรีซิสบนอะกาโรส
เจล 1 เปอร์เซ็นต์ พบวา่ดีเอน็เอท่ีได้มีการแตกหกัเลก็น้อย มีคณุภาพดีและมีความบริสทุธ์ิสามารถ
น าไปตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธกุรรมได้ ซึ่งสิ่งส าคญัในการสกดัดีเอน็เอ คือการป้องกนั
การแตกตัวของดีเอ็นเอระหว่างขัน้ตอนการสกัด วิธีการสกัดดีเอ็นเอในพืชเร่ิมจากการท าลาย
โครงสร้างของผนังเซลล์พืช ซึ่งประกอบด้วย Cellulose, Pectin และ Xyloglucans การใช้วิธีกล
เป็นวิธีหนึ่งท่ีมีประสิทธิภาพในการท าลายโครงสร้างผนังเซลล์ โดยการบดชิน้ส่วนพืชท่ีต้องการ
แยกดีเอ็นเอด้วยไนโตรเจนเหลวในสภาพอุณหภูมิต ่า  สามารถยับยัง้การไม่ให้ เอนไซม์ 
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Ribonuclease ท างานได้ การสกดัจะร่วมกบัการเติม Extraction buffer ท่ีประกอบไปด้วยสารเคมี
หลายชนิดท่ีมีคณุสมบตัิยบัยัง้การท างานของ Nuclease เพ่ือรักษาสภาพของดีเอน็เอ และท าลาย
โครงสร้างของเซลล์เมมเบรน ท่ีประกอบด้วยโปรตีน และไขมัน เพ่ือท าให้เซลล์แตกออก แล้ ว
ปลดปล่อยดีเอ็นเอออกสู่นอกเซลล์ ซึ่งการท าลายเซลล์เมมเบรนนีม้ีผลต่อปริมาณของดีเอ็นเอท่ี
แยกได้  ขัน้ตอนการสกัดดี เอ็นเอหลังจากท าลายผนังเซลล์ด้วยการบดตัวอย่างพืชใน
ไนโตรเจนเหลวแล้วผนงัเซลล์จะถกูท าลายน าตวัอย่างท่ีได้เติม Extraction buffer เพ่ือสกดัเอาสาร
ภายในเซลล์ เมมเบรนออกมารวมทัง้อาร์เอน็เอด้วย ตอ่มาสกดัแยกเอาโปรตีนออกด้วยสารในกลุม่ 
Phenol, Chloroform และ Isoamyl alcohol ซึ่งมีคณุสมบัติท าลายโครงสร้างโปรตีนและตอ่มาจะ
ตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย NaCl เพ่ือแยกตกตะกอนเฉพาะดีเอ็นเอ จากนัน้ล้างตะกอนด้วย 
Alcohol เพ่ือล้างสารสกัดท่ีตกค้างออกเช่น Phenol เน่ืองจากสารเหล่านีม้ีผลท าให้โปรตีนเสีย
สภาพ หากปนเปือ้นกบัดีเอน็เอจะท าให้เอนไซม์ท่ีจะใช้ท าการทดลองตอ่ไปเสียสภาพได้ (อญัชรีย์ 
ตัง้จิตมัน่ธรรม, 2549) ในการวิจยันีจ้ึงใช้วิธีการสกดัดีเอ็นเอ Dolye and Dolye (1987) คล้ายกบั
งานวิจัยของณัฐพงษ์ ศรีสมุทรและคณะ (2559)ท่ีได้ใช้การสกัดดีเอ็นเอ  Dolye and Dolye 
(1987)พบว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีแถบของจีโนมิคดีเอ็นเอขนาดใหญ่ (Genomic DNA) สามารถ
น าไปใช้ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีน matK ต่อไปด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส และ
งานวิจยัของชมนาถ เกิดคง และเนตรชนก นุ้ยสีรุ่ง (2561) ท่ีได้ศกึษาการเปรียบเทียบวิธีการสกดัดี
เอ็นเอจากใบโคลงเคลง (Melastoma malabathricum L.) 3 วิธี ได้แก่ วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ี
ดัดแปลงจากวิธีของ Dellaporta และคณะ (1983) วิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดัดแปลงจากวิธีของ 
Doyle และ Doyle (1987) และวิธีการสกัดดีเอ็นเอท่ีดดัแปลงจากวิธีของ Lim และคณะ (1997) 
เมื่อตรวจวดัปริมาณและคณุภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีสและสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ พบวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัได้จากใบสดของโคลงเคลงด้วยวิธีการสกดัดีเอน็เอท่ีดดัแปลงจาก
วิธีของ Doyle และ Doyle (1987) ให้ดีเอน็เอท่ีมีปริมาณและคณุภาพดีท่ีสดุ ดีเอน็เอท่ีสกดัได้จาก
วิธีการนีม้ีคุณภาพดีสามารถยืนยันผล  ด้วยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR จากผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าวิธีการสกัดดีเอ็นเอของ Doyle และ Doyle (1987) นัน้มีประสิทธิภาพ
สามารถน าไปใช้ในการสกดัดีเอน็เอจากพืชโคลงเคลงได้ ซึ่งมีรายงานการประยกุต์ใช้วิธีการสกัดดี
เอ็นเอของ Doyle และ Doyle (1987) กับพืชชนิดอ่ืน ได้แก่ กล้วยไม้ หม้อข้าวหม้อแกงลิง มะมว่ง 
สบู่ด า อินทผลัม เป็นต้น ซึ่งดี เอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธ์ิสามารถน าไปตรวจสอบความ
หลากหลายทางพันธุกรรมได้ ต่อมาใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะต่อยีน rbcL และยีน matK ท่ีได้
ออกแบบแล้วน าไปเพ่ิมปริมาณชิน้ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส พบว่าสามารถเพ่ิม
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ปริมาณชิน้ดีเอน็เอได้ทัง้ 10 ตวัอย่าง โดยแถบดีเอน็เอของตวัอย่างท่ีน ามาศกึษาทัง้หมดนีม้ีขนาด
ประมาณ 600 คู่เบส แถบดีเอ็นเอท่ีได้มีความชัดเจน ตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL 
และยีน matK พบวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ยีน matK ในตาลทัง้ 9 ตวัอย่าง ตรงกบัพืชใน
ฐานข้อมลู คือ Borassus flabellifer และในช้างไห้ตรงกับพืชในฐานข้อมลู คือ Borassodendron 
machadonis ผลการเปรียบเทียบกับข้อมลูในฐานข้อมลู Genbank ตรงกับชนิดของพืชท่ีน ามา
ศึกษา โดยเปอร์เซ็นต์ความเหมือนมีคา่อยู่ท่ีระดบั 97% - 100% ในยีน rbcL ส่วนล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ของยีน matK เปอร์เซ็นต์ความเหมือนมีค่าอยู่ท่ีระดบั 98% - 100% แสดงให้เห็นว่าล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของยีนยีน rbcL และ matK ของตาลแตล่ะพนัธุ์และช้างไห้ท่ีได้ไปเปรียบเทียบกบัข้อมลู
ในฐานข้อมลู Genbank มีความถูกต้อง ให้ผลสอดคล้องกับงานวิจัยของ ธีระชัย ธนานันต์และ
คณะ (2560) ท่ีได้ศึกษาการประเมินความสมัพันธ์ทางพนัธุกรรมและการระบุพนัธุ์  กล้วยไม้สกลุ
หวาย หมูไ่นโกรเบอร์ซูเธ และลกูผสม ด้วยล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL พบวา่ได้น า
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL ในกล้วยไม้สกลุหวาย หมูไ่นโกรเบอร์ซูเธ และลกูผสม
แต่ละ ชนิด/พันธุ์มาตรวจสอบเบือ้งต้นเพ่ือ  ยืนยันความถูกต้องด้วยการเปรียบเทียบกับข้อมลู
ล าดบั นิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ในฐานข้อมูล GenBank หรือในงานวิจัยของ นฤมล ธนานันต์ และคณะ 
(2559) ศกึษาการประเมินความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมและการจ าแนกกล้วยไม้สกลุเอือ้งเทียนด้วย
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL โดยได้เปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK
และ rbcL กับข้อมลูล าดบันิวคลีโอไทด์ใน GenBank พบว่าคล้ายคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของ
ยีน matK ในพืชอ่ืน 

การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และยีน matK เมื่อน ามาเปรียบเทียบคา่ความ
แตกต่างทางพันธุกรรม (Interspecies variation) ของตาลพันธุ์หม้อ ตาลพันธุ์ไข่ ตาลพันธุ์ผสม 
และช้างไห้ มีคา่เฉล่ียต ่ากวา่ 5 เปอร์เซ็นต์ ในทกุตวัอย่างซึ่งเห็นได้วา่ตาลและช้างไห้ท่ีน ามาศกึษา
มีความสมัพนัธ์ท่ีจดัเป็นspeciesเดียวกนั จากการเปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งทางพนัธกุรรมของ
ตาลพนัธุ์หม้อ ตาลพนัธุ์ไข ่ตาลพนัธุ์ผสม และช้างไห้ พบวา่สอดคล้องกบังานวิจยัของ ปิยดา บสุดี 
และคณะ (2558) ในการศึกษาการจ าแนกพันธุ์มะม่วงในประเทศไทย จากล าดับดีเอ็นเอของ 
rpoC1 และ rbcL ท่ีได้ศกึษาคา่ความแตกตา่งทางพนัธกุรรมเท่ากบั 0.000-0.003 ซึ่งมีคา่เฉล่ียต ่า
กวา่ 5 เปอร์เซ็นต์แสดงให้วา่มะมว่งท่ีได้น ามาศกึษามีความสมัพนัธ์ท่ีใกล้ชิดกนัมาก ตามทางการ
ปฏิบตัินัน้จะพบวา่หากเป็นพืชท่ีมีระดบัชนิด หรือมีสปีชีส์เดียวกนันัน้จะสามารถแยกความสมัพนัธ์
ทางพันธุกรรมได้ยาก เน่ืองจากพืชเหล่านัน้มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมากดงันัน้หากต้องการ
วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางทางพันธุกรรมโดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ควรท าการวิเคราะห์ในพืชท่ีมี
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ความแตกตา่งกนัในระดบัชนิดหรือสปีชีส์ขึน้ไป จึงจะเห็นความผนัแปรทางพนัธกุรรม เน่ืองจากพืช
ท่ีมีระดบัชนิดหรือสปีชีส์เดียวกนันัน้จะมีความผนัแปรทางพนัธุกรรมต ่าจึงไม่สามารถบอกความ
แตกตา่งทางพนัธกุรรมของพืชนัน้ได้ และการใช้เทคนิครหสัแท่งดีเอน็เอในการจ าแนกพืชนัน้ควรท่ี
จะใช้จ านวนยีนตัง้แต่ 2 ยีนขึน้ไปส าหรับการวิเคราะห์ร่วมกัน เหมือนกันงานวิจยันีท่ี้ได้วิเคราะห์
ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของตาลและช้างไห้ โดยพิจารณายีน rbcL 
และยีน matK ทีละ 1 ยีน แล้วจึงพิจารณายีนร่วมกนัทัง้ 2 ยีน โดยในยีน rbcL นัน้ท าการค านวณหา
โมเดลท่ีเหมาะสมจากโปรแกรม Kakusan4 และสร้าง  Phylogenetic tree ในรูปแบบของ 
Bayesian inferences ใช้โปรแกรม MrBayes; Bayesian inference of phylogeny โดยท าการ
จ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้ จ านวน 100,000 tree น าข้อมูล Phylogenetic tree ท่ี
ได้มาผสานเข้าด้วยกันด้วยโปรแกรม Tree Annotator ตรวจสอบและตกแต่งโดยใช้โปรแกรม 
FigTree v1.4.4 ซึ่งผลของ tree ดังแสดงในภาพท่ี 4.4 และมีค่าความแตกต่างทางพันธุกรรม
เท่ากับ 0.000 - 0.029 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการจาก
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ในรูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุม่ได้ 3 กลุม่ 
ดงันี ้กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย ช้างไห้ กลุ่มท่ี 2 ประกอบด้วย ตาลพันธุ์ผสม 1 ตาลพันธุ์หม้อ 3 ตาล
พันธุ์ผสม 3 และตาลพันธุ์ไข่ 1 กลุ่มท่ี 3 ประกอบด้วย ตาลพันธุ์ผสม 2 ตาลพันธุ์ไข่ 3 ตาลพันธุ์
หม้อ 1 ตาลพนัธุ์ไข ่2 และตาลพนัธุ์หม้อ 2และวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการจากล าดบันิ
วคลีโอไทด์ของยีน matK เมื่อน าล าดบั     นิวคลีโอไทด์ของตาลและช้างไห้ รวมทัง้หมด 10 ตวัอย่าง 
ของยีน matK ใช้วิธีการเดียวกบัการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการของยีน rbcL และมีคา่
ความแตกต่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.000-0.049 ในการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ
จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK ในรูปแบบของ Bayesian inferences สามารถแยกกลุ่มได้
เป็น 4 กลุ่มใหญ่ ดงันี ้กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย ตาลตาลพันธุ์ผสม 2 และตาลพันธุ์ผสม 3 กลุ่มท่ี 2 
ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์ไข ่1 และตาลพนัธุ์ไข ่2 กลุม่ท่ี 3 ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ผสม 
1 กลุม่ท่ี 4 ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 ตาลพนัธุ์หม้อ 3 และช้างไห้ ซึ่งช้างไห้ท่ี
ถูกจัดในกลุ่มรวมอยู่กับตาลพันธุ์หม้อจากผลของวงศ์วานวิวฒันาการนี ้ แสดงให้เห็นว่าช้างไห้
น่าจะยังคงจัดอยู่ในสกลุ Borasus เช่นเดิม และการวิเคราะห์ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการจาก
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และยีน matK ร่วมกัน ในรูปแบบของ Bayesian inferences 
สามารถแยกกลุ่มได้ 2 กลุ่ม ดังนี ้กลุ่มท่ี 1 ประกอบด้วย ตาลพันธุ์หม้อ 3 และช้างไห้ กลุ่มท่ี 2 
ประกอบด้วย ตาลพนัธุ์ผสม 1 ตาลพนัธุ์ไข ่1 ตาลพนัธุ์ผสม 3 ตาลพนัธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาล
พันธุ์ไข่ 2 ตาลพันธุ์หม้อ 1 และตาลพันธุ์หม้อ 2 แล้วน าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และยีน 
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matK มาท าการค านวณหาโมเดลท่ีเหมาะสมจากโปรแกรม Kakusan4 และสร้าง Phylogenetic 
tree ในรูปแบบของ Bayesian inferences โดยใช้โปรแกรม MrBayes; Bayesian inference of 
phylogeny โดยท าการจ าลอง Phylogenetic tree 10 ล้านครัง้ จ านวน 100,000 tree น าข้อมูล 
Phylogenetic tree ท่ีได้มาผสานเข้าด้วยกนัด้วยโปรแกรม Tree Annotator ตรวจสอบและตกแต่ง
โดยใช้โปรแกรม FigTree v1.4.4 ดงันัน้น าต าแหน่งท่ีท าการตรวจสอบทัง้หมดมาวิเคราะห์ร่วมกัน 
โดยน าล าดบันิวคลีโอไทด์ ทัง้ 2 ต าแหน่ง มาสร้าง Phylogenetic tree ซึ่งผลของ tree ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.7 และมีคา่ความแตกตา่งทางพนัธกุรรมเท่ากบั 0.000-0.064 ดงัแสดงในตารางท่ี 4.6 การ
วิเคราะห์ยีน rbcL และยีน matK ร่วมกันนีท้ าให้สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการจ าแนกตาลได้
ดีกว่าการใช้ต าแหน่งของยีนเพียงต าแหน่งเดียวในการจ าแนก ผลการวิจัยนีส้นับสนุนแนวคิดใช้
ข้อมลูจากยีนหลายต าแหน่งในการประยกุต์เป็นดีเอน็เอบาร์โค้ด ซึ่งมีรายงานวิจยัของณฐักร เพชร
ชาและคณะ (2554) ศกึษาและประเมินความสามรถของยีนในพลาสติด rpoB และ rpoC1 ในการ
ใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดส าหรับพืชสกลุ Alpinia พืชท่ีใช้ในการศกึษามี 17 ชนิด 19 ตวัอย่าง พบวา่
ยีน rpoB สามารถจ าแนกพืชออกจากกนัได้ 10 ชนิด จากทัง้หมด 16 ชนิดคิดเป็น  62.5 เปอร์เซน็ต์ 
ส่วนยีน rpoC1 สามารถจ าแนกพืชออกจากกันได้  8 ชนิด จากทัง้หมด 15 ชนิด  คิดเป็น 53.3 
เปอร์เซ็นต์ การจ าแนกชนิดโดยใช้ rpoB หรือ rpoC19 เพียงชนิดเดียวพบวา่จ าแนกได้ไมด่ี อย่างไร
ก็ตามเมื่อใช้ข้อมลูจากยีนหลายต าแหน่งมาวิเคราะห์ร่วมกนัเพ่ือจ าแนกพืช พบวา่สามารถจ าแนก
พืชได้ดีขึน้โดยยีนคู่ท่ีมีประสิทธิภาพในการจ าแนกพืชแต่ละชนิดออกจากกัน คือยีน rpoB และ 
matK ซึ่งสามารถจ าแนกพืชออกจากกันได้ทุกชนิด หรือในงานวิจัยของจินต์ ทองสม และคณะ 
(2558) ศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมและจ าแนกกล้วยไม้สกลุแวนด้า หมูเ่ขม็ด้วยล าดบัดีเอน็
เอจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL และชิน้ดีเอ็นเอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กับ psbA ด้วยวิธี 
neighbor-joining, maximum parsimony และ maximum likelihood พบวา่แผนภมูิความสมัพนัธ์
ทางพนัธกุรรมท่ีได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอน็เอท่ีอยู่ระหว่างยีน trnH กบั psbA สามารถ
แยกชนิดกล้วยไม้ได้ดี แต่แผนภมูิความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมท่ีได้จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน 
rbcL มีประสิทธิภาพต ่ากว่า คือ สามารถแยกชนิดกล้วยไม้ได้น้อยกว่า ซึ่งเกิดจากมีอัตราการ
แทนท่ีของล าดบันิวคลีโอไทด์ต ่าอย่างไรก็ตามเมื่อใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของทั ง้ 2 บริเวณร่วมกนั
สามารถแยกชนิดกล้วยไม้เป็น 3 กลุม่ ท่ีมีความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมสอดคล้องกบัแหลง่กระจาย
พันธุ์ และในรายงานการวิจัยของ นฤมล ธนานันต์ และคณะ (2557) ศึกษาวิเคราะห์จีโนมของ
กล้วยไม้สิงโตกลอกตา หมู่สิงโตสยาม 12 ชนิด โดยตรวจสอบล าดบันิวลีโอไทด์ของยีน matK, 
rbcL, rpoB, rpoC1 และชิน้ดีเอน็เอท่ีอยู่ระหวา่งยีน trnH กบั psbA พบวา่ไมม่ีล าดบันิวคลีโอไทด์
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บริเวณใดสามารถแยก กล้วยไม้สกลุสิงโตกลอกตา หมูส่ิงโตสยาม 12 ชนิด ออกจากกนัได้ทัง้หมด 
อย่างไรก็ตามการใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน matK และ rbcL ร่วมกนัสามารถแยกกล้วยไม้สกุล
กลอกตา หมูส่ิงโตสยามออกจากกนัได้ ยกเว้นสิงโตก้ามปใูหญ่และสิงโตก้ามปแูดงซึ่งสามารถแยก
ด้วยการใช้ล าดบันิวคลีโอทด์ของยีน rpoC1 หรือชิน้ดีเอน็เอระหวา่งยีน trnH กบั psbA 

การศึกษาวิจัยในครัง้นีล้ าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ไม่พบการเปลี่ยนของต าแหน่ง
ล าดับเบสแบบ SNP ท่ีให้ความแตกต่างระหว่างตาลพันธุ์หม้อและตาลพันธุ์ไข่ แต่พบว่ามีการ
เปลี่ยนแปลงของต าแหน่งล าดบัเบสแบบ SNP ของยีน matK ท่ีเกิดกับตาล 2 พันธุ์ คือ ตาลพันธุ์
หม้อ และตาลพันธุ์ไข่ โดยพบต าแหน่งของ SNP ทัง้หมด 1 ต าแหน่ง คือ ต าแหน่งท่ี 513 ในตาล
พันธุ์หม้อมีล าดบัเบส T ในตาลพันธุ์ไข่ล าดบัเบส A ซึ่งการเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปท่ีพบ
จดัเป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีสามารถน าไปประยกุต์ใช้ในการปรับปรุงพนัธุ์ หรือในการระบชุนิดพืช 
โดยมีรายงานวิจยัของ หทยัรัตน์ อไุรรงค์ และคณะ (2560) วิเคราะห์ชนิดของปาล์มน า้มนัโดยการ
อา่นและเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน MADS-box ชนิด Dura Pisifera และ Tenera ของ
10 กลุ่มพันธุ์ จ านวน 129 ตวัอย่างพบสนิปท่ีสามารถแยกชนิดของปาล์มน า้มนัได้ คือ SNPENGC 
(T/C) ใ น Ekona Ghana Nigeria แ ล ะ Calabar SNPTaYa(A/T) ใ น Tanzania Yangambi, 
SNPDA(C/G) ใน DAMI, SNPLaAv(C/A) ใน La Me และ AVROS, SNPTan(C/G) ใน Tanzania จาก
ข้อมลู SNP ท่ีพบได้พฒันาไพรเมอร์และโพรบจ านวน 4ชดุ ส าหรับตรวจสอบชนิดของปาล์มน า้มนั
ได้แมน่ย าและรวดเร็วด้วยเคร่ือง Real-time PCR เพ่ือประโยชน์ในการ ตรวจควบคมุคณุภาพกล้า
ปาล์มน า้มนัและคดัเลือกต้นพ่อพันธุ์ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และเพ่ือประโยชน์ในการตรวจความ
ตรงตามพนัธุ์ แล้วยังสามารถใช้เป็นหลกัฐานทางวิทยาศาสตร์กรณีท่ีมีเร่ืองฟ้องร้องเร่ืองชนิดของ
กล้าพนัธุ์ และความตรงตามพนัธุ์ได้คมุคณุภาพกล้าปาล์มน า้มนัและคดัเลือกต้นพ่อพนัธุ์ได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ นอกจากนีแ้ล้วยงัพบรายงานวิจยัของ ประสาน สืบสขุและคณะ (2558) ท่ีได้ศกึษา 
สนิปของยีน COMT (Caffeate O-methyl-transferase) ในยางพารา 12 พันธุ์ พบว่ามีการเปลี่ยน
เบสแบบสนิปจ านวน 15 ต าแหน่ง คือ C116T A239G A251G G272T A302T C340T C572T 
G590T A854T A856T C866T C1101T C1062G A1158G และ G1179C มีล าดับเบสแตกต่าง
กนัในยางพาราแตล่ะพนัธุ์ ยกเว้น PB235 และ PB260 การเปลี่ยนแปลงล าดบัเบสแบบสนิปท่ีพบ
จัดเป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถน าไปประยุกต์ใช้กบัการปรับปรุงพนัธุ์ยางพาราเพ่ือทดสอบ
ความเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีนท่ีควบคมุคณุสมบัติของไม้ และน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดี
เอ็นเอเพ่ือระบคุวามเป็นเอกลกัษณ์ของยางพาราแตล่ะพันธุ์ได้  ซึ่งงานวิจยัของ หทัยรัตน์ อไุรรงค์ 
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และคณะ (2560)และประสาน สืบสขุและคณะ (2558) นีส้อดคล้องกับงานของผู้ วิจัยท่ีได้ศกึษา
เก่ียวกบัการจ าแนกพนัธุ์ตาลโดยศกึษาต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงเบสแบบสนิป  

การใช้เทคนิค RAPD ในการแยกเพศของตาลในจังหวัดเพชรบุรี มีงานวิจัยท่ีเลือกใช้
เทคนิค RAPD ในการแยกเพศของพืชท่ีประสบความส าเร็จสอดคล้องกบังานวิจยัของ Dhawan et 
al. (2013) ได้ศกึวิจยัการแยกเพศของอินทผลมั โดยใช้เทคนิค RAPD และ ISSR ในการตรวจสอบ
เพศ พบว่าไพรเมอร์ OPA-02 จ าเพาะต่ออินทผลมัเพศผู้  และได้ออกแบบ SCAR ไพรเมอร์ และ
น ามาตรวจสอบกบัตวัอย่างต้นอ่อนอินทผลมั และงานวิจยัของ รัตนา  นาคสิงห์และคณะ (2558) 
ได้ศกึษาการระบุเพศของมะละกอพันธุ์บอลแลนด์ด้วยไพรเมอร์  W-11 ซึ่งใช้เทคนิค RAPD และ
ออกแบบเคร่ืองหมาย SCAR พบว่า สามารถใช้จ าแนกเพศมะละกอได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้ในการท า RAPD ใช้วิธีสังเคราะห์ขึน้แบบสุ่ม ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมลู
ล าดบัเบสของสิ่งมีชีวิตท่ีต้องการศกึษา จึงเหมาะสมท่ีจะน ามาใช้ในการศกึษาวิจยั ในงานวิจยันีใ้ช้
ไพรเมอร์ RAPD ทัง้หมด 100 ไพรเมอร์ พบ 1 ไพรเมอร์ คือ OPD-4 ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอน็เอ
ได้อย่างชัดเจน และให้แถบท่ีมีความแตกต่างกันระหว่างตาลเพศผู้และเพศเมีย สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ วฒุิชัย ศรีช่วย (2557) ได้ศึกษาการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมของ
ยางพาราในหลอดทดลองโดยเคร่ืองหมาย RAPD ใช้ไพรเมอร์จ านวน 7 ไพรเมอร์ คือ OPAB-01, 
OPAD-01, OPAD-10, OPB-17, OPN-16,OPR-02 และ  OPZ-04 พบว่า  ไพร เมอ ร์  OPZ-04 
สามารถน ามาใช้ในการตรวจสอบการตรงตามพันธุ์ของต้นยางพาราจากกระบวนการเพาะเลีย้ง
เนือ้เย่ือได้ และงาวิจัยของ วราภรณ์ หิดฉิม (2557) ได้ท าการวิจัยลกัษณะทางสณัฐานวิทยาและ
เคร่ืองหมาย RAPD กับการตรวจสอบความผิดปกติของต้นกล้าปาล์มน า้มันในหลอดทดลอง 
ส าหรับการตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรม โดยใช้เทคนิค RAPD ใช้ไพรเมอร์จ านวน 11 
ไพรเมอร์ พบวา่ มี 3 ไพรเมอร์ท่ีสามารถแยกความแตกตา่งของแถบดีเอน็เอในต้นกล้าปาล์มน า้มนั
ดงักลา่วได้ โดยไพรเมอร์ OPA-14 ให้ อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึมสงูท่ีสดุ 60 เปอร์เซ็นต์ รองลงมา
คือไพรเมอร์ OPA-03 และ OPR-11 ซึ่งให้อตัราการเกิดโพลีมอร์ฟิซึม 50 และ 14.28 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดบั สรุปได้ว่าการใช้เคร่ืองหมาย RAPD ในการตรวจสอบความผิดปกติของต้นกล้าปาล์ม
น า้มนัให้ผลท่ีน่าเช่ือถือกว่าการใช้ลกัษณะทางสณัฐานวิทยา นอกจากการใช้เทคนิค RAPD ใน
การแยกเพศของพืชงานวิจยันี ้ยงัพบงานวิจยัท่ีใช้เทคนิคนีป้ระสบความส าเร็จในการแยกสายพนัธุ์
ของพืชอีกหลายงานวิจยั เช่น งานวิจยัของ วลยัลกัษณ์ หตัถบรูณ์ (2554) ใช้เทคนิค RAPD ในการ
แยกได้ท าการจ าแนกพืชสกุลระก าพันธุ์ เศรษฐกิจจากจังหวัดจันทบุรี  โดยใช้ RAPD ไพรเมอร์ 
จ านวน 500 ไพรเมอร์ พบวา่ไพรเมอร์ NAPS062 ท่ีมีความจ าเพาะกบัระก าพนัธุ์เศรษฐกิจ และงาย
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วิจัยของ Pharmawati and Macfarlane (2013) ศึกษาการประเมินความสมัพันธ์ทางพันธุกรรม
ของสน  Grevillea สายพันธุ์ ลูกผสม  ด้วยเทคนิค RAPD พบว่าสน  Grevillea ลูกผสมนี  ้ มี
ความสมัพันธ์อย่างใกล้ชิดกับ สน Robyn Gordon รวมไปถึงงานวิจัยของ มลิวรรณ นาคขนุทด 
(2561) ได้ศึกษาการพัฒนาเคร่ืองหมาย RAPD-SCAR เพ่ือใช้ในการระบุชนิดบัวสายสกุล 
Nymphaea พบไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันมี 18 ไพรเมอร์ (60 เปอร์เซ็นต์) และเมื่อ
พฒันาเคร่ืองหมาย SCAR ส าหรับบวัสายแตล่ะสกลุย่อย พบวา่ในสกลุย่อย Anecphya จ านวน 7 
ตวัอย่าง สามารถคดัเลือกได้ 5 เคร่ืองหมาย โดยมี 2 เคร่ืองหมาย คือ NYM007 ท่ีมีความจ าเพาะ
กับบัวสายชนิด N. atrans และ N. immutabilis และ NYM010 ท่ีมีความจ าเพาะกับบัวสายชนิด 
N. gigantea var. neorosea ในสกุลย่อย Nymphaea จ านวน 10 ตวัอย่าง สามารถคดัเลือกได้2 
เคร่ืองหมาย โดยมี 1 เคร่ืองหมาย ท่ีมีความจ าเพาะต่อ Nymphaea ‘Sunrise’ และในสกุลย่อย 
Lotos จ านวน 10 ตวัอย่าง สามารถคดัเลือกได้ 3 เคร่ืองหมาย แตไ่มม่ีเคร่ืองหมายใดท่ีจ าเพาะต่อ
บวัสายในสกลุย่อยนีเ้ลย ดงันัน้สามารถพฒันาเคร่ืองหมาย RAPD-SCAR ทัง้หมด 3 เคร่ืองหมาย 
ส าหรับใช้ระบชุนิดของบวัสายในสกลุย่อย Anecphya และ Nymphaea ได้ 
 
3. ข้อเสนอแนะ 

 การตรวจสอบพันธุ์พืชโดยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์นัน้ หากเป็น
ระดบัชนิดหรือมีสปีชีส์เดียวกนันัน้จะสามารถแยกความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมได้ยาก เน่ืองจากพืช
เหล่านัน้มีความสมัพนัธ์ใกล้ชิดทางพันธกุรรมมาก ดงันัน้หากต้องการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทาง
พนัธกุรรมโดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ควรท าการวิเคราะห์ในพืชท่ีมีความแตกต่างกนัในระดบัสปีชีส์
ขึน้ไป และในการท าวิจยันีส้ามารถท าการตอ่ยอดวิจยัได้ด้วยการใช้การเปลี่ยนแปลงของล าดบัเบส
แบบสนิป ร่วมกับ เทคนิค  PCR-RFLP (Polymerase chain reaction-Restriction Fragment 
Length Polymorphism) ในการจ าแนกพนัธุ์ของตาลโดยใช้เอนไซม์ตดัจ าเพาะตดัในต าแหน่งท่ีมี
การเปลี่ยนแปลงแบบสนิปเพ่ือจ าแนกพนัธุ์ของตาลได้ และหากจะน างานวิจยัไปท าตอ่ ให้น าแถบ 
Polymorphic ท่ีได้จาก OPD-04 ไปหาล าดบัดีเอ็นเอและพัฒนาเป็นเคร่ืองหมาย SCAR เพ่ือใช้
เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุอย่างง่ายในการแยกเพศของตาลตอ่ไป 
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1. ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ 
 
 1.1. ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอน็เอหลงัจากเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส
ของยีน rbcL จากบริษัทผู้ ให้บริการ (Firstbase, ประเทศมาเลเซีย) ด้วยเคร่ืองอ่านแบบอตัโนมตัิ 
(Direct DNA sequencing) ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างท่ี 4.1 - 4.10 เป็นล าดบัเบสท่ีได้
จากยีน rbcL ได้แก่ ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 ตาลพนัธุ์หม้อ3 ตาลพนัธุ์ไข ่1 ตาลพนัธุ์ไข ่2 
ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์ผสม1 ตาลพนัธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์ผสม 3 และช้างไห้ ตามล าดบั  

 
4.1 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุหม้อ 1 

AGTTACAATGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
 

4.2 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุหม้อ 2 
AGTTACAATGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
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4.3 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุหม้อ 3 
AATCACATAGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
 

4.4 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุไข่ 1 
AGTTACAATGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CTTTGTAGGTAATGTATTGGGGTTTCCATCACTCCACACATTGTCCATG

TACCATTAGAAAATTCCGCCTACAGCTGCCTGTTTCCTCGGGCGGAACT

CCGGGTTGAGGAGTTACTCGAATGCTGCCAAAATATGTATCTTTGGTTG

CGTACTCCGAGTATAATAAGTCGAGTTTAATCTTTAACACCACCGTTAA

AACCGACAATTGGTGTGTCGCGGTGGAATAAAAGA 

 
4.5 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุไข่ 2 

AGTTACAATGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
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4.6 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุไข่ 3 
AATCACATAGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
 

4.7 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุผสม 1 
AATCACAGAGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 
 

4.8 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุผสม 2 
AATCACATAGACTTAACTCCTGAGTACGAAACCAAAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGAATTA 
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4.9 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของตาลพันธ์ุผสม 3 
ACCAACAGAGACTAAGCTGGTGGACTTGATTTTACAGTCACCACAAACA

TAGACTAAAGCGGGATGGACTTGATTTTACATTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCTGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAGGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 

 

4.10 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน rbcL ของช้างไห้ 
ACCCACATAGACTAAACTCCTGAATTACATTTACCAGATACTGATATCT

TGGCAGCATTCCGAGTAACCTCAACCCGGAGTTCCGCCTGAGGAAGCAG

GGGCAGCGGTAGCTGCCGAATCTTCTACCGGTACATGGACAACTGTGTG

GACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTACCAC

ATCGAAACCGTTGTCGGGGAGGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTT

ATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGTTTACTTC

CATTGTAGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTACGAGCTCTACGTCTG

GAGGATCTGCGAATTCCCCCTTCTTATTCAAACTTTCCAAGGCCCGCCT

CATGGCATCCAGGTTGAAAAGATGTTGAACAAGTATTCGTCCTCTATTG

GGATGTACATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAGAACTACGGTAG

AGCGGTTTATGAATGTTACGCGGTGGACTGGATTA 

 
 1.2. ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ล าดบันิวคลีโอไทด์ของชิน้ดีเอ็นเอหลงัจากเพ่ิมปริมาณด้วยปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอ
เรสของยีน matK จากบริษัทผู้ ให้บริการ (Firstbase, ประเทศมาเลเซีย) ด้วยเคร่ืองอ่านแบบ
อตัโนมตัิ (Direct DNA sequencing) ผลล าดบันิวคลีโอไทด์ของตวัอย่างท่ี 4.11 - 4.20 เป็นล าดบั
เบสท่ีได้จากยีน matK ได้แก่ ตาลพนัธุ์หม้อ 1 ตาลพนัธุ์หม้อ 2 ตาลพนัธุ์หม้อ3 ตาลพนัธุ์ไข ่1 ตาล
พนัธุ์ไข ่2 ตาลพนัธุ์ไข ่3 ตาลพนัธุ์ผสม1 ตาลพนัธุ์ผสม 2 ตาลพนัธุ์ผสม 3 และช้างไห้ ตามล าดบั 
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4.11 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุหม้อ 1 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTTTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 
 

4.12 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุหม้อ 2 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTAGTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTGTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 

 
4.13 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุหม้อ 3 

TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTTTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 
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4.14 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุไข่ 1 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGGGAAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACTTTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTGTATTATCTTTTCTTCGTAAACACTTCTTATTTACTATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAAAACAT

CTTGCTTTAATAATAATGCGCCGAAATTATTTAAAAAAAA 

 
4.15 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุไข่ 2 

TTTTTTCTGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGAAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTTTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAAAAAA 
 

4.16 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุไข่ 3 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTAGTGCGATTCGTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAGTAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTGTTTTCAAAAG

AAAATACAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATGTGAATG

CATTGTATTAGCTTTTCTTCGTAAACACATCTTAGTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTTGTAGTGCGCCAAAATTATTTTCAGAAGA 
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4.17 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุผสม 1 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTAGTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTGTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 
 

4.18 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุผสม 2 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAAAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCAAAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTGTATTATCTTTTCTTCGTAAACACTTCTTATTTACTATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAATAGTGCGCCGAAATTATTTTCAAAAAA 

 
4.19 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของตาลพันธ์ุผสม 3 

TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCTGGATCCGAGA

TGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTTTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 
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4.20 ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากยีน matK ของช้างไห้ 
TTATTCTCGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCAT

TCTTGCTGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATC

TCAGAATTTGAATTTACGATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAG

GACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGTCAGATATACTAATACCTTATC

CCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATTCTGAGATTCTGGATCCAAGA

TGTTCCTTCTTTACTTTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAAT

TGGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAG

AAAATAAAAGACTATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATG

CATTTTATTAGCTTTTCTTCGTAAACTCTTCTTATTTACGATTAACATC

TTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATTTCTATGGAAAAATAGAACAT

CTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCATAATTATTTTCAAAAAA 
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ภาคผนวก ข 
ออกแบบไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อ 

ต าแหน่งของยีน matK 
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การออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อต าแหน่งของยีน matK 
Primers เป็นองค์ประกอบส าคญัของความส าเร็จในการท า PCR ซึ่งขึน้อยู่กับการเลือก

หรือออกแบบ Primers ให้เหมาะสมมีหลกัการดงัตอ่ไปนี ้
1. Primers มีขนาดยาวประมาณ 18-24 เบส 
2. ประกอบด้วย G+C ประมาณ 40-60 เปอร์เซ็นต์ 
3. การเรียงล าดบันิวคลีโอไทด์ตรงบริเวณปลาย 3’ ของ Primers ทัง้คูไ่มค่วรมีเบสคูส่ม 

กนั เพ่ือป้องกนัการเกิด Primers-dimers 
4. คา่ Tm อยู่ในช่วง 50-60 องศาเซลเซียส และคา่ Tm ของ Primers ทัง้คูค่วรมีคา่ใกล้ 

เคียงกนั 
 จากหลกัการข้างต้นสามารถเลือกต าแหน่งท่ีเหมาะสมในการออกแบบไพรเมอร์ได้ดงันี ้

 
                                                   
AM114603.1                    GACCATATTGCACTATGTATCATTTGATAACCTAAAAAATGAAATAGGTCCCGCCTCTGG 60 

GBVS3610-13.matKBorassus      ------------------------------------------------------------ 0 

Borassus                      ------------------------------------------------------------ 0 

HQ720244.1                    ------------------------------------------------------------ 0 

AM114604.1:1-1628             GACCATATTGCACTATGTATCATTTGATAACCTAAAAAATGAAATAGGTCCCGCCTCTGG 60 

KP901247.1:c3294-1744         ------------------------------------------------------------ 0 

AM114604.1                    GACCATATTGCACTATGTATCATTTGATAACCTAAAAAATGAAATAGGTCCCGCCTCTGG 60 

HQ265564.1:1-1534             ------------------------------------------------------------ 0 

GBVA2695-11.matKCocos         ------------------------------------------------------------ 0 

HG969989.1:72-1605            ------------------------------------------------------------ 0 

AM114637.1:1-1619             GACCATATTGCACTATGTATCATTTGATAACCCAAAAAATGAAATGGGTCCTGTCTCTGG 60 

NC_022417.1:c3129-1588        ------------------------------------------------------------ 0 

GBVA2690-11.matKCocos         GACCATATTGCACTATGTATCATTTGATAACCCAAAAAATGAAATGGGTCCTGTCTCTGG 60 

                                                                                           

 

AM114603.1                    TTCAAGTAGAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 120 

GBVS3610-13.matKBorassus      -----------------ATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 43 

Borassus                      -----------------ATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 43 

HQ720244.1                    --------GAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 52 

AM114604.1:1-1628             TTCAAGTAGAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 120 

KP901247.1:c3294-1744         -----------------ATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 43 

AM114604.1                    TTCAAGTAGAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTTGGC 120 

HQ265564.1:1-1534             -------------------------ATTACAAGGATATTTAGAAGAAGATGGATCTCGGC 35 

GBVA2695-11.matKCocos         -------------------------ATTACAAGGATATTTAGAAGAAGATGGATCTCGGC 35 

HG969989.1:72-1605            -----------------ATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTCGGC 43 

AM114637.1:1-1619             TTCAAGTAGAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTCGGC 120 

NC_022417.1:c3129-1588        -----------------ATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTCGGC 43 

GBVA2690-11.matKCocos         TTCAAGTAGAAATGTAAATGGAAGAATTACAAGGATATTTAGAAAAAGATAGATCTCGGC 120 

                                                       ******************* ***** ***** *** 

 

AM114603.1                    AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATATTTACCCATTTGCTCATGATC 180 

GBVS3610-13.matKBorassus      AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 103 

Borassus                      AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 103 

HQ720244.1                    AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 112 

AM114604.1:1-1628             AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 180 

KP901247.1:c3294-1744         AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 103 

AM114604.1                    AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATTTTTACCCATTTGCTCATGATC 180 

HQ265564.1:1-1534             ANCAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTAAAGGAGTATATTTACNCATTTGCTCATGATC 95 

GBVA2695-11.matKCocos         ANCAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTAAAGGAGTATATTTACNCATTTGCTCATGATC 95 

HG969989.1:72-1605            AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATATTTACACATTTGCTCATGATC 103 

AM114637.1:1-1619             AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATATTTACACATTTGCTCATGATC 180 

NC_022417.1:c3129-1588        AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATATTTACACATTTGCTCATGATC 103 

GBVA2690-11.matKCocos         AACAACACTTTCTATATCCGCTTCTCTTTAAGGAGTATATTTACACATTTGCTCATGATC 180 

                              * ************************** ********* ***** *************** 

 

AM114603.1                    GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 240 

GBVS3610-13.matKBorassus      GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 163 

Borassus                      GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 163 

HQ720244.1                    GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 172 

AM114604.1:1-1628             GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 240 

KP901247.1:c3294-1744         GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 163 

AM114604.1                    GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTACGAATCCACGGAAATTTTTGGTTATGACAATAAAT 240 

HQ265564.1:1-1534             GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 155 

GBVA2695-11.matKCocos         GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 155 

HG969989.1:72-1605            GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 163 

AM114637.1:1-1619             GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 240 

NC_022417.1:c3129-1588        GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 163 

GBVA2690-11.matKCocos         GTGGTTTAAATGGTTCGATTTTTTATGAATCCACGGAAATTTTTTGTTATGACAATAAAT 240 

                              ************************* ****************** *************** 
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AM114603.1                    CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 300 

GBVS3610-13.matKBorassus      CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 223 

Borassus                      CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 223 

HQ720244.1                    CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 232 

AM114604.1:1-1628             CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 300 

KP901247.1:c3294-1744         CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 223 

AM114604.1                    CTAGTTCATTACTTGTGAAACGCTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 300 

HQ265564.1:1-1534             CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGNATCAACAGAATTATTNGATTT 215 

GBVA2695-11.matKCocos         CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGNATCAACAGAATTATTNGATTT 215 

HG969989.1:72-1605            CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 223 

AM114637.1:1-1619             CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 300 

NC_022417.1:c3129-1588        CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 223 

GBVA2690-11.matKCocos         CTAGTTCAGTACTTGTGAAACGTTCAATTATTCGAATGTATCAACAGAATTATTTGATTT 300 

                              ******** ************* *************** *************** ***** 

 

AM114603.1                    ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 360 

GBVS3610-13.matKBorassus      ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 283 

Borassus                      ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 283 

HQ720244.1                    ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 292 

AM114604.1:1-1628             ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 360 

KP901247.1:c3294-1744         ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 283 

AM114604.1                    ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTTTTTTTATTTTC 360 

HQ265564.1:1-1534             ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 275 

GBVA2695-11.matKCocos         ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 275 

HG969989.1:72-1605            ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 283 

AM114637.1:1-1619             ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 360 

NC_022417.1:c3129-1588        ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 283 

GBVA2690-11.matKCocos         ATTCGGTTAATGATTCTAACCAAAATCGATTCGTTGGGCACAACAATTATTTTGATTTTC 360 

                              ************************************************ **** ****** 

 

AM114603.1                    ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 420 

GBVS3610-13.matKBorassus      ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 343 

Borassus                      ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 343 

HQ720244.1                    ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 352 

AM114604.1:1-1628             ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 420 

KP901247.1:c3294-1744         ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 343 

AM114604.1                    ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTTATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 420 

HQ265564.1:1-1534             ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 335 

GBVA2695-11.matKCocos         ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 335 

HG969989.1:72-1605            ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 343 

AM114637.1:1-1619             ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 420 

NC_022417.1:c3129-1588        ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 343 

GBVA2690-11.matKCocos         ATTTTTATTCTCAGATGATATTGGAAGGTTTTGCAGTCATTGTGGAAATTCCATTCTTGC 420 

                              ************************************* ********************** 

 

AM114603.1                    TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 480 

GBVS3610-13.matKBorassus      TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 403 

Borassus                      TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 403 

HQ720244.1                    TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 412 

AM114604.1:1-1628             TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 480 

KP901247.1:c3294-1744         TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 403 

AM114604.1                    TGCGATTAGTATCCTCCCTCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 480 

HQ265564.1:1-1534             TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 395 

GBVA2695-11.matKCocos         TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 395 

HG969989.1:72-1605            TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 403 

AM114637.1:1-1619             TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 480 

NC_022417.1:c3129-1588        TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 403 

GBVA2690-11.matKCocos         TGCGATTAGTATCTTCCCCCGAAGAAAAAAAAATACCAAAATCTCAGAATTTGAATTTAC 480 

                              ************* **** ***************************************** 

 

AM114603.1                    GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 540 

GBVS3610-13.matKBorassus      GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 463 

Borassus                      GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 463 

HQ720244.1                    GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 472 

AM114604.1:1-1628             GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 540 

KP901247.1:c3294-1744         GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 463 

AM114604.1                    GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 540 

HQ265564.1:1-1534             GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 455 

GBVA2695-11.matKCocos         GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 455 

HG969989.1:72-1605            GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 463 

AM114637.1:1-1619             GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 540 

NC_022417.1:c3129-1588        GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 463 

GBVA2690-11.matKCocos         GATCTATTCATTCAATATTTCCCTTTTTGGAGGACAAATTATCGCATTTAAATTATGTGT 540 

                              ************************************************************ 

 

AM114603.1                    CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATTCTGAGATTCT 600 

GBVS3610-13.matKBorassus      CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 523 

Borassus                      CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 523 

HQ720244.1                    CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 532 

AM114604.1:1-1628             CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 600 

KP901247.1:c3294-1744         CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 523 

AM114604.1                    CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATTCT 600 

HQ265564.1:1-1534             CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 515 

GBVA2695-11.matKCocos         CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 515 

HG969989.1:72-1605            CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 523 

AM114637.1:1-1619             CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 600 

NC_022417.1:c3129-1588        CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 523 

GBVA2690-11.matKCocos         CAGATATACTAATACCTTATCCCATCCATCTGAAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCT 600 

                              ************************************************* **   ** ** 
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AM114603.1                    GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 660 

GBVS3610-13.matKBorassus      GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 583 

Borassus                      GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 583 

HQ720244.1                    GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 592 

AM114604.1:1-1628             GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 660 

KP901247.1:c3294-1744         GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 583 

AM114604.1                    GGATCCGAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 660 

HQ265564.1:1-1534             GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 575 

GBVA2695-11.matKCocos         GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 575 

HG969989.1:72-1605            GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 583 

AM114637.1:1-1619             GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 660 

NC_022417.1:c3129-1588        GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 583 

GBVA2690-11.matKCocos         GGATCCAAGATGTTCCTTCTTTACATTTATTGCGATTCTTTCTTCACGAATATCATAATT 660 

                              ****** ***************************************************** 

 

AM114603.1                    GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 720 

GBVS3610-13.matKBorassus      GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 643 

Borassus                      GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 643 

HQ720244.1                    GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 652 

AM114604.1:1-1628             GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 720 

KP901247.1:c3294-1744         GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 643 

AM114604.1                    GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTTCTTTTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 720 

HQ265564.1:1-1534             GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 632 

GBVA2695-11.matKCocos         GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 632 

HG969989.1:72-1605            GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 640 

AM114637.1:1-1619             GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 717 

NC_022417.1:c3129-1588        GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 640 

GBVA2690-11.matKCocos         GGAATAGTCTTATTACTCCGAATAATTCTATTTTT---TTTTCAAAAGAAAATAAAAGAC 717 

                              ***********************************   ********************** 

 

AM114603.1                    TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 780 

GBVS3610-13.matKBorassus      TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 703 

Borassus                      TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 703 

HQ720244.1                    TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 712 

AM114604.1:1-1628             TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 780 

KP901247.1:c3294-1744         TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 703 

AM114604.1                    TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGCTTTTCTTC 780 

HQ265564.1:1-1534             TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 692 

GBVA2695-11.matKCocos         TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 692 

HG969989.1:72-1605            TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 700 

AM114637.1:1-1619             TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 777 

NC_022417.1:c3129-1588        TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 700 

GBVA2690-11.matKCocos         TATTTCGGTTCCCATATAATTCTTATGTATCTGAATGCGAATTTGTATTAGTTTTTCTTC 777 

                              *************************************************** ******** 

 

AM114603.1                    GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 840 

GBVS3610-13.matKBorassus      GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 763 

Borassus                      GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 763 

HQ720244.1                    GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 772 

AM114604.1:1-1628             GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 840 

KP901247.1:c3294-1744         GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 763 

AM114604.1                    GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 840 

HQ265564.1:1-1534             GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 752 

GBVA2695-11.matKCocos         GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 752 

HG969989.1:72-1605            GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 760 

AM114637.1:1-1619             GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 837 

NC_022417.1:c3129-1588        GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 760 

GBVA2690-11.matKCocos         GTAAACAATCTTCTTATTTACGATTAACATCTTCTGGAGCTTTTCTTGAGCGAACACATT 837 

                              ************************************************************ 

 

AM114603.1                    TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCATAATTATTTTCAGAAGA 900 

GBVS3610-13.matKBorassus      TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 823 

Borassus                      TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 823 

HQ720244.1                    TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 832 

AM114604.1:1-1628             TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 900 

KP901247.1:c3294-1744         TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 823 

AM114604.1                    TCTATGGAAAAATAGAACATCTTGTAGTAGTAGTAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 900 

HQ265564.1:1-1534             TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 806 

GBVA2695-11.matKCocos         TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 806 

HG969989.1:72-1605            TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 814 

AM114637.1:1-1619             TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 891 

NC_022417.1:c3129-1588        TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 814 

GBVA2690-11.matKCocos         TCTATGGAAAAATAGAACATCTTATAG------TAGTGCGCCGTAATTATTTTCAGAAGA 891 

                              *********************** ***      ********* ***************** 

 

AM114603.1                    CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 960 

GBVS3610-13.matKBorassus      CTCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 883 

Borassus                      CTCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 883 

HQ720244.1                    CTCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 892 

AM114604.1:1-1628             CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 960 

KP901247.1:c3294-1744         CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 883 

AM114604.1                    CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 960 

HQ265564.1:1-1534             CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 866 

GBVA2695-11.matKCocos         CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 866 

HG969989.1:72-1605            CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 874 

AM114637.1:1-1619             CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 951 

NC_022417.1:c3129-1588        CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 874 

GBVA2690-11.matKCocos         CCCTATGGTTCTTCAAGGATCCCTTCATGCATTATGTTCGATATCAAGGAAAAGCAATTC 951 

                              * ********************************************************** 
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AM114603.1                    TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 1020 

GBVS3610-13.matKBorassus      TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 943 

Borassus                      TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 943 

HQ720244.1                    TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 952 

AM114604.1:1-1628             TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 1020 

KP901247.1:c3294-1744         TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 943 

AM114604.1                    TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCGCCTTGTCAATTTCT 1020 

HQ265564.1:1-1534             TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 926 

GBVA2695-11.matKCocos         TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 926 

HG969989.1:72-1605            TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 934 

AM114637.1:1-1619             TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 1011 

NC_022417.1:c3129-1588        TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 934 

GBVA2690-11.matKCocos         TGGTTTCAAAGGGGACTCATCTTCTGATGAAGAAATGGAAATGTCATCTTGTCAATTTCT 1011 

                              *********************************************  ************* 

 

AM114603.1                    GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGCACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1080 

GBVS3610-13.matKBorassus      GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1003 

Borassus                      GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1003 

HQ720244.1                    GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1012 

AM114604.1:1-1628             GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1080 

KP901247.1:c3294-1744         GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1003 

AM114604.1                    GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCAGATAAACCAATTATCAA 1080 

HQ265564.1:1-1534             GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 986 

GBVA2695-11.matKCocos         GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 986 

HG969989.1:72-1605            GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 994 

AM114637.1:1-1619             GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 1071 

NC_022417.1:c3129-1588        GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 994 

GBVA2690-11.matKCocos         GGCAATATTATTTTCACTTTTGGTCTCAACCGTACAGGATCCATATAAACCAATTATCAA 1071 

                              ******************************** ********** **************** 

 

AM114603.1                    ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1140 

GBVS3610-13.matKBorassus      ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1063 

Borassus                      ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1063 

HQ720244.1                    ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1072 

AM114604.1:1-1628             ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1140 

KP901247.1:c3294-1744         ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1063 

AM114604.1                    ACTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCTTTCGGCGGTAA 1140 

HQ265564.1:1-1534             GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1046 

GBVA2695-11.matKCocos         GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1046 

HG969989.1:72-1605            GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1054 

AM114637.1:1-1619             GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1131 

NC_022417.1:c3129-1588        GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1054 

GBVA2690-11.matKCocos         GCTGTTCTTTCTATTTTCTAGGTTATCTTTCAAGTGTACTAATAAATCCTTCGGCGGTAA 1131 

                               *********************************************** *********** 

 

AM114603.1                    GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1200 

GBVS3610-13.matKBorassus      GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1123 

Borassus                      GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1123 

HQ720244.1                    GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1132 

AM114604.1:1-1628             GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1200 

KP901247.1:c3294-1744         GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1123 

AM114604.1                    GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTTTTAAAAAATTCGATACCA 1200 

HQ265564.1:1-1534             GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1106 

GBVA2695-11.matKCocos         GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1106 

HG969989.1:72-1605            GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1114 

AM114637.1:1-1619             GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1191 

NC_022417.1:c3129-1588        GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1114 

GBVA2690-11.matKCocos         GGAATCAAATGCTAGAGAATTCATTTCTAATAGATACTGTTATTAAAAAATTCGATACCA 1191 

                              ***************************************** ****************** 

 

AM114603.1                    GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1260 

GBVS3610-13.matKBorassus      GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1183 

Borassus                      GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1183 

HQ720244.1                    GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1192 

AM114604.1:1-1628             GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1260 

KP901247.1:c3294-1744         GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1183 

AM114604.1                    GAGTCCCAGTCATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCGAAATTTTGTACCGTATCGG 1260 

HQ265564.1:1-1534             GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1166 

GBVA2695-11.matKCocos         GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1166 

HG969989.1:72-1605            GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1174 

AM114637.1:1-1619             GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1251 

NC_022417.1:c3129-1588        GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1174 

GBVA2690-11.matKCocos         GAGTCCCAGTTATTCCTCTTATTGGATCATTGTCTAAAGCTAAATTTTGTACCGTATCGG 1251 

                              ********** ***************************** ******************* 

 

AM114603.1                    GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1320 

GBVS3610-13.matKBorassus      GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1243 

Borassus                      GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1243 

HQ720244.1                    GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1252 

AM114604.1:1-1628             GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1320 

KP901247.1:c3294-1744         GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1243 

AM114604.1                    GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCGATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1320 

HQ265564.1:1-1534             GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1226 

GBVA2695-11.matKCocos         GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1226 

HG969989.1:72-1605            GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1234 

AM114637.1:1-1619             GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1311 

NC_022417.1:c3129-1588        GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1234 

GBVA2690-11.matKCocos         GGCATCCTATTAGTAAGCCGATCTGGACCAATTTATCAGATTGCGATATTATTGATCGAT 1311 

                              ***************************** ****************************** 
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AM114603.1                    TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1380 

GBVS3610-13.matKBorassus      TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1303 

Borassus                      TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1303 

HQ720244.1                    TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1312 

AM114604.1:1-1628             TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1380 

KP901247.1:c3294-1744         TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1303 

AM114604.1                    TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCATAGTGGATCCTCAAAAAAACAAAGTT 1380 

HQ265564.1:1-1534             TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1286 

GBVA2695-11.matKCocos         TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1286 

HG969989.1:72-1605            TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1294 

AM114637.1:1-1619             TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1371 

NC_022417.1:c3129-1588        TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1294 

GBVA2690-11.matKCocos         TTGGTCGGATATGTAGAAATCTTTCTCATTATCACAGTGGATCCTCAAAAAAACAGAGTT 1371 

                              ********************************** ******************** **** 

 

AM114603.1                    TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1440 

GBVS3610-13.matKBorassus      TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1363 

Borassus                      TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1363 

HQ720244.1                    TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1372 

AM114604.1:1-1628             TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1440 

KP901247.1:c3294-1744         TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1363 

AM114604.1                    TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAAAACTTTGGCTCGTAAACATA 1440 

HQ265564.1:1-1534             TGTGNAAAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGCGCNAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1346 

GBVA2695-11.matKCocos         TGTGNAAAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGCGCNAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1346 

HG969989.1:72-1605            TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1354 

AM114637.1:1-1619             TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1431 

NC_022417.1:c3129-1588        TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1354 

GBVA2690-11.matKCocos         TGTATCGAATAAAGTATATACTTCGATTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAACATA 1431 

                              ***    *************************** ** * ******************** 

 

AM114603.1                    AAAGTATGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1500 

GBVS3610-13.matKBorassus      AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1423 

Borassus                      AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1423 

HQ720244.1                    AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1432 

AM114604.1:1-1628             AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1500 

KP901247.1:c3294-1744         AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1423 

AM114604.1                    AAAGTACGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTTTTTA 1500 

HQ265564.1:1-1534             ANAGTATGGTNCGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1406 

GBVA2695-11.matKCocos         ANAGTATGGTNCGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1406 

HG969989.1:72-1605            AAAGTATGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1414 

AM114637.1:1-1619             AAAGTATGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1491 

NC_022417.1:c3129-1588        AAAGTATGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1414 

GBVA2690-11.matKCocos         AAAGTATGGTACGCGCTTTTTTGCAAAGATTAGGTTCGGGATTATTAGAAGAATTCTTTA 1491 

                              * **** *** ******************************************** **** 

 

AM114603.1                    TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1560 

GBVS3610-13.matKBorassus      TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1483 

Borassus                      TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1483 

HQ720244.1                    TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1492 

AM114604.1:1-1628             TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1560 

KP901247.1:c3294-1744         TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1483 

AM114604.1                    TGGAAGAAGAACAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCCAAAACCAACTTCTTTTTCTTTACATG 1560 

HQ265564.1:1-1534             CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1466 

GBVA2695-11.matKCocos         CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1466 

HG969989.1:72-1605            CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1474 

AM114637.1:1-1619             CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1551 

NC_022417.1:c3129-1588        CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1474 

GBVA2690-11.matKCocos         CGGAAGAAGAAGAAGTTGTTTCTTTGATCTTCCAAAAAACAACCTCTTTTTCTTTACATG 1551 

                               ********** ********************* **** **** **************** 

 

AM114603.1                    AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1620 

GBVS3610-13.matKBorassus      AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1543 

Borassus                      AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1543 

HQ720244.1                    AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1552 

AM114604.1:1-1628             AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1620 

KP901247.1:c3294-1744         AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1543 

AM114604.1                    AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAGTGACCTGGTGAATT 1620 

HQ265564.1:1-1534             AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1526 

GBVA2695-11.matKCocos         AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1526 

HG969989.1:72-1605            AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1534 

AM114637.1:1-1619             AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1611 

NC_022417.1:c3129-1588        AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1534 

GBVA2690-11.matKCocos         AATCACATATAGAACGTATTTGGTATTTGGATATTATCCGTATCAATGACCTGGTGAATT 1611 

                              ********************************************* ************** 
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ภาคผนวก ค 
ตารางแสดงไพรเมอร์ RAPD 
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ตารางท่ี 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RAPD KIT PRIMER SEQUENCE PRIMER SEQUENCE 
KIT A OPA-01 CAGGCCCTTC OPA-11 CAATCGCCGT 
 OPA-02 TGCCGAGCTG OPA-12 TCGGCGATAG 
 OPA-03 AGTCAGCCAC OPA-13 CAGCACCCAC 
 OPA-04 AATCGGGCTG OPA-14 TCTGTGCTGG 
 OPA-05 AGGGGTCTTG OPA-15 TTCCGAACCC 
 OPA-06 GGTCCCTGSC OPA-16 AGCCAGCGAA 
 OPA-07 GAAACGGGTG OPA-17 GACCGCTTGT 
 OPA-08 GTGACGTAGG OPA-18 AGGTGACCGT 
 OPA-09 GGGTAACGCC OPA-19 CAAACGTCGG 
 OPA-10 GTGATCGCAG OPA-20 GTTGCGATCC 

RAPD KIT PRIMER SEQUENCE PRIMER SEQUENCE 
KIT B OPB-01 GTTTCGCTCC OPB-11 GTAGACCCGT 
 OPB-02 TGATCCCTGG OPB-12 CCTTGACGCA 
 OPB-03 CATCCCCCTG OPB-13 TTCCCCCGCT 
 OPB-04 GGACTGGAGT OPB-14 TCCGCTCTGG 
 OPB-05 TGCGCCCTTC OPB-15 GGAGGGTGTT 
 OPB-06 TGCTCTGCCC OPB-16 TTTGCCCGGA 
 OPB-07 GGTGACGCAG OPB-17 AGGGAACGAG 
 OPB-08 GTCCACACGG OPB-18 CCACAGCAGT 
 OPB-09 TGGGGGACTC OPB-19 ACCCCCGAAG 
 OPB-10 CTGCTGGGAC OPB-20 GGACCCTTAC 
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ตารางท่ี 3 
 
 
 
 
 
                   

 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

RAPD KIT PRIMER SEQUENCE PRIMER SEQUENCE 
KIT C OPC-01 TTCGAGCCAG OPC-11 AAAGCTGCGG 
 OPC-02 GTGAGGCGTC OPC-12 TGTCATCCCC 
 OPC-03 GGGGGTCTTT OPC-13 AAGCCTCGTC 
 OPC-04 CCGCATCTAC OPC-14 TGCGTGCTTG 
 OPC-05 GATGACCGCC OPC-15 GACGGATCAG 
 OPC-06 GAACGGACTC OPC-16 CACACTCCAG 
 OPC-07 GTCCCGACGA OPC-17 TTCCCCCCAG 
 OPC-08 TGGACCGGTG OPC-18 TGAGTGGGTG 
 OPC-09 CTCACCGTCC OPC-19 GTTGCCAGCC 
 OPC-10 TGTCTGGGTG OPC-20 ACTTCGCCAC 

RAPD KIT PRIMER SEQUENCE PRIMER SEQUENCE 
KIT D OPD-01 ACCGCGAAGG OPD-11 AGCGCCATTG 
 OPD-02 GGACCCAACC OPD-12 CACCGTATCC 
 OPD-03 GTCGCCGTCA OPD-13 GGGGTGACGA 
 OPD-04 TCTGGTGAGG OPD-14 CTTCCCCAAG 
 OPD-05 TGAGCGGACA OPD-15 CATCCGTGCT 
 OPD-06 ACCTGAACGG OPD-16 AGGGCGTAAG 
 OPD-07 TTGGCACGGG OPD-17 TTTCCCACGG 
 OPD-08 GTGTGCCCCA OPD-18 GAGAGCCAAC 
 OPD-09 CTCTGGAGAC OPD-19 CTGGGGACTT 
 OPD-10 GGTCTACACC OPD-20 ACCCGGTCAC 
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ตางรางท่ี 5 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

RAPD KIT PRIMER SEQUENCE PRIMER SEQUENCE 
KIT E OPE-01 CCCAAGGTCC OPE-11  GAGTCTCAGG 
 OPE-02 GGTGCGGGAA OPE-12 TTATCGCCCC 
 OPE-03 CCAGATGCAC OPE-13 CCCGATTCGG 
 OPE-04 GTGACATGCC OPE-14 TGCGGCTGAG 
 OPE-05 TCAGGGAGGT OPE-15 ACGCACAACC 
 OPE-06 AAGACCCCTC OPE-16 GGTGACTGTG 
 OPE-07 AGATGCAGCC OPE-17 CTACTGCCGT 
 OPE-08 TCACCACGGT OPE-18 GGACTGCAGA 
 OPE-09 CTTCACCCGA OPE-19 ACGGCGTATG 
 OPE-10 CTTCACCCGA OPE-20 AACGGTGACC 
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