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Abstract
Over the years, the mulberry is popular with people due to it is rich in phenolic 

compounds which possess the ability to inhibit oxidation. It is considered as alternative 
economic plant and can be exported. Nevertheless, the mulberry is a high genetic diversity 
and discrimination using morphological traits often require long and difficult to identify. 
This current research, therefore, aimed to identify cultivar and to analyze the genetic 
variation of mulberry (Morus alba) in Phitsanulok province inferred from ITS (805 bp) and 
matK (830 bp) sequences. Afterwards, the phylogenetic tree using Maximum Likelihood 
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(ML) method was constructed. It was found that ITS Sequence based phylogenetic 
relationship demonstrated as monophyly. Whereas phylogeny inferred from matK 
sequence obviously displayed as two main clades. In this regard, the nucleotide diversities 
among mulberry verities from both nucleotide sequences were relatively low. However, 
these obtained results provide the information for parental line selection in the future 
breeding program.
Keywords:  Mulberry, DNA barcoding, ITS, matK

บทคัดยอ
ในชวงระยะเวลาที่ผานมา มัลเบอรรี่ไดรับความนิยมมากขึ้น เนื่องจากเปนแหลงของสารประกอบ

ฟนอลิกที่มีการศึกษาถึงความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ จึงจัดเปนพืชเศรษฐกิจทางเลือกใหม และ
สามารถสงออกไปยังตางประเทศ อยางไรก็ตาม มัลเบอรรี่เปนพืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
คอนขางสูง อีกทั้งการจําแนกมัลเบอรรี่โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยามักตองใชระยะเวลา และมีความ
ยุงยาก ดังน้ันการวิจัยในคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อการจําแนกพันธุ และการวิเคราะหความแปรผันทาง
พนัธกุรรมของมัลเบอรรีใ่นจังหวดัพษิณุโลก โดยอาศยัการวเิคราะหจากลาํดบันวิคลโีอไทดของยนีบรเิวณ 
ITS และ matK ขนาด 805 และ 830 คูเบส นํามาสรางเปนแผนภูมิตนไมดวยวิธี Maximum Likelihood 
(ML) จากผลการศึกษาพบวา การสรางแผนภูมิตนไมจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ ITS แสดงเปน
กลุมเดียวกัน ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ matK สามารถแบงกลุมของมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ ไดเปนสองกลุมอยางชัดเจน ทั้งนี้ความผันแปรนิวคลีโอไทดระหวางพันธุ จากท้ังยีนทั้งสองบริเวณ
มีคาตํ่า อยางไรก็ตาม การจัดกลุมนี้สามารถใชเปนขอมูลที่เปนประโยชนตอการคัดเลือกพันธุพอแมเพื่อ
การปรับปรุงพันธุตอไป
คําสําคัญ:  มัลเบอรรี่ ดีเอ็นเอบารโคด ยีน ITS ยีน matK

คํานํา
มัลเบอรรี่ (mulberry) หรือหมอนเปนพืช

ในวงศ Moraceae มีหลายชนิด (species) เชน 
ไวทมัลเบอรรี่ (white mulberry; Morus alba), 
เรดมลัเบอรรี ่(red mulberry; Morus rubra) และ
แบลค็มลัเบอรรี ่(black mulberry; Morus nigra) 
เปนตน ที่ผานมาในประเทศไทยสวนใหญพบ
มลัเบอรรี ่2 ชนิด คอื ไวทมลัเบอรรีท่ีป่ลกูเพือ่นาํใบ
ไปเลีย้งตัวไหม (silkworm) ซึง่ชนิดนีม้ใีบขนาดใหญ 

และแบล็คมัลเบอรรี่ที่ปลูกเพื่อรับประทานผล 
(ลือชัย, 2555) ขณะที่ในปจจุบัน มัลเบอรรี่กําลัง
ไดรับความนิยมจากผูที่ชื่นชอบในการดูแลสุขภาพ
เปนอยางมากเนื่องจากมัลเบอรรี่มีปริมาณสาร
ประกอบฟนอลิก (phenolic compounds) และ
มคีวามสามารถในการตานอนมุลูอสิระ (antioxidant) 
สงู อนัเปนสาเหตสุาํคญัทีท่าํใหระบบตาง ๆ  ภายใน
รางกายทํางานผิดปกติ และสงผลใหเกิดความ
แกชราเรว็ข้ึน ทัง้ยงัเปนสาเหตขุองโรคอกีหลายชนดิ 
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เชน โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร โรคหัวใจ และโรคที่
เกี่ยวกับหลอดเลือดหัวใจ (Yuan and Walsh, 
2006) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวามีฤทธิ์ตาน
เอนไซมไทโรซิเนส (anti-tyrosinase) ฤทธิต์านการ
อักเสบ (anti-inflammatory activity) และฤทธิ์
ยบัยัง้การสังเคราะหเมลานิน (anti-melanogenesis) 
(ปญญดา และคณะ, 2556; Lee et al., 2002; 
Chang et al., 2011) โดยผลมัลเบอรรี่สามารถ
รบัประทานสดหรือนาํไปแปรรูปเพ่ือเพ่ิมมลูคา และ
เปนการยืดอายุการเก็บรักษา ซึ่งผลจากความนิยม
ตอมัลเบอรรี่ทําใหมีการปลูก และจําหนายกิ่งพันธุ
กันอยางแพรหลายโดยเฉพาะจังหวัดพิษณุโลกท่ีมี
การปลกู และจาํหนายกิง่พนัธุของมลัเบอรรีท่ัง้พนัธุ
พืน้เมอืงและพนัธุตางถิน่เพือ่ประโยชนในการเลีย้งไหม
และการบริโภคเปนจํานวนมาก โดยมีแนวโนมวา
จะไดรบัความนิยมเพ่ิมมากข้ึนอกีในอนาคต อยางไร
ก็ตาม ขอมูลทางความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของมัลเบอรรี่ในพ้ืนที่ยังมีอยูอยางจํากัด ดังนั้น
ในงานวิจยัน้ีจงึมีความสนใจท่ีจะทําการจําแนกพันธุ 
(cultivar) ของมัลเบอรรีด่วยเทคนิคดีเอน็เอบารโคด 
(DNA barcoding) และวเิคราะหความแปรผนัทาง
พันธุกรรมของมัลเบอรรี่ เพื่อจัดทําฐานขอมูลพันธุ
ของมัลเบอรรี่ในจังหวัดพิษณุโลกเพื่อเปนการ
อนุรักษพันธุดั้งเดิม และสงเสริมพันธุที่ใหผลผลิตดี
ตอไป

อุปกรณและวิธีการ
การเก็บและเตรียมตัวอยางเพื่อจําแนกพันธุ

เก็บตัวอยางมัลเบอรรี่พันธุตาง ๆ จากฟารม
ในเขตอําเภอบางระกํา จงัหวัดพษิณุโลก แลวนํามา
จําแนกพันธุ โดยใชทั้งลักษณะสัณฐานวิทยา และ
ขอมูลดีเอ็นเอในการจําแนกพันธุ  ซึ่งจะทําการ
ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา โดยเปรียบเทียบ

ลักษณะของใบ และผลของมัลเบอรรี่แตละพันธุ 
เปรยีบเทียบตวัอยางมลัเบอรรีก่บัฐานขอมลูพชืจาก
องคการสวนพฤกษศาสตร (http://www.qsbg.
org) ฐานขอมูลออนไลนของ Plant of the World 
online (http://www.plantsoftheworldonline.
org/) พรอมทั้งใชคูมือการจําแนกของ Berg et al. 
(2011) และ Heuzé et al. (2019) จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบกับผลของพันธุ  ที่ไดจากการตรวจ
วิเคราะหดีเอ็นเอ

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางมัลเบอรรี่
นําตัวอยางใบออนของมัลเบอรรี่แตละพันธุ 

มาสกัดดเีอน็เอโดยดดัแปลงตามวธิขีอง Sambrook 
et al. (1989) โดยบดใหละเอยีดแลวเตมิสารละลาย 
CTAB เขมขน 2% ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (μl) 
และสารละลาย Rnase A ความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (μg/ml) จากนั้นนําไป 
vortex และบมท่ี อณุหภมู ิ65 °C เปนเวลา 60 นาที 
โดยจะทําการพลิกกลับหลอดไปมา 2-3 ครั้ง เมื่อ
ครบเวลานําไป vortex และปนเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 12,000 รอบตอนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนนํ้าใสที่อยูดานบนใสใน
หลอด microcentrifuge ใหมแลวเติมสารละลาย 
phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตรา 
25: 24: 1) (Research organics, USA) ปริมาตร 
1 เทาของสวนน้ําใสท่ีเก็บได นําไป vortex และ
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนนํ้าใส
ดานบนใสในหลอด microcentrifuge ใหม แลว
เตมิสารละลาย sodium acetate (NaOAc) เขมขน 
3 โมลาร (Molarity, M) ที่แชเย็นในปริมาณ 
1/10 เทาของปริมาตรนํ้าใส เติมสารละลาย 
isopropanol ที่แชเย็น ในปริมาตร 1 เทาของ
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ปริมาตรท้ังหมด แลวพลิกกลับหลอดไปมาใหเขา
กนัเบา ๆ  นาํไปแชในนํา้แขง็เปนเวลา 30 นาท ีและ
ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 นาที เทสวนนํ้าทิ้ง 
เติมสารละลาย ethanol เขมขน 70% ที่แชเย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความ
เร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เปน
เวลา 10 นาที เทสวนนํ้าทิ้ง และปลอยทิ้งไวใหแหง 
ที่อุณหภูมิหอง หลังจากน้ันเติมนํ้าที่ปราศจาก
เอนไซม Dnase และ Rnase ปริมาณ 20-50 
ไมโครลิตร แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 °C 
จนกวาจะนําไปใช

การตรวจสอบหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได
การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ

ดเีอน็เอทีส่กดัไดดวยเทคนคิ Gel electrophoresis 
โดยเตรียมอะกาโรส (agarose gel) ความเขมขน 
1% โดยผสมผงอะกาโรส 0.5 กรัม ในสารละลาย 
1X TAE buffer ปริมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปใหความรอนดวยไมโครเวฟ (micro wave) 
ที่ 360 นาน 3 นาที จนอะกาโรสเจลละลายหมด 
เทเจลใสลงถาดที่เตรียมไว มีหวี (comb) เสียบไว
อยูแลว ทิง้ไวใหเจลเยน็และแข็งตัว ดงึหวอีอกจะได
เจลที่เปนหลุม (well) นําเจลที่ไดใสลงใน gel 
chamber ทีม่สีารละลาย 1X TAE buffer อยู ผสม
สารละลายดีเอ็นเอตัวอยางปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลาย loading dye ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร หยดสารละลายท่ีผสมแลวลงในหลุม
เจล โดยหยดสารละลายดเีอน็เอมาตรฐานปรมิาตร 
7 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
30 นาที นําเจลที่ไดมาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่องกําเนิดแสง
อลัตราไวโอเลตสําหรับสองเจล (UV-transilluminator) 

(Gel DocTH XR+) พรอมทั้งปรับภาพพื้นหลังใหมี
ความคมชัดของแถบดีเอ็นแบบกลับพื้นดําเปน
พื้นขาว (invert) ผานโปรแกรม Image Lab 
Software 5.0

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน matK และ ITS 
ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ของยีน matK และ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) 
โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบ
ดวย 1xPCR buffer, 0.4 mM dNTP, 2.0 mM 
MgCl2, 0.5 uM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Vivantis) และดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรัม (ng) 
โดยคูไพรเมอรที่ใชสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ คือ 
ITS: 18d (5’-CAC ACC GCC CGT CGC TCC TAC 
CGA-3’) 28cc (5’-ACT CGC CGT TAC TAG GGG 
AA-3’) (Sitthithaworn et al., 2010) และ matK: 
matK-390f (CGATCTATTCATTCAATATTTC) 
และ matK-1326r (TCTAGCACACGAAA
GTCGAAGT) (Cuenoud et al., 2002) แลว
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอ (Polymerase Chain Reaction (PCR) 
machine) ซึ่งโปรแกรมท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส ประกอบดวยขัน้ตอนตาง ๆ  ดงันี ้pre-
denaturation ท่ี 94 °C (5 นาที) 1 รอบ 
denaturation ที่ 94 °C (1 นาที) annealing 
50 °C (1 นาที) และ extension ที่ 72 °C (2 นาที) 
เปนจํานวน 30 รอบ และ final extension ที่ 
72 °C (10 นาที) 1 รอบ หลังจากเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอแลวนาํดเีอน็เอทีไ่ดมาตรวจสอบขนาดดวย
วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Agarose gel 
electrophoresis) ดวยชุดเคร่ืองเจลอิเล็กโตร
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โฟรีซสิ โดยเปรียบเทียบกับ ขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 
(100 bp DNA ladder marker) ใชความเขมขน
ของเจลอะกาโรส 1% ใน สารละลายบฟัเฟอร 0.5X 
TBE (Amresco) ใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 
100 โวลต เปนเวลา 30 นาที นําไปตรวจสอบแถบ
ดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่อง
กําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตสําหรับสองเจล และ
บันทึกภาพ

การทําชิ้นดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์
การทําชิ้นสวนดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยการ

สกัดดี เอ็นเอออกจากผลผลิตพีซีอาร ด วยชุด 
GenUP PCR /Gel Cleanup Kit โดยทําตาม
วธิกีารของผูผลิต (Biotechrabbit, Germany) โดย
ถายโอนผลผลติพซีอีาร (PCR product) ลงในหลอด 
micro-centrifuge tube ขนาด 1.5 มลิลลิติร แลว
เตมิบฟัเฟอร BINDING BP ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร 
แลวผสมใหเขากันจากน้ันทาํการถายสารทีไ่ดลงใน 
Mini filter ที่ตอกับ Collection tube นําไป
ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที 
จากนั้นนํา Mini filter ไปตอกับหลอด Elution 
tube 1.5 มลิลลิติร ทาํการเตมิบฟัเฟอร ELUTION 
ปริมาตร 10-15 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ Mini 
filter ตัง้ไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลานาน 2 นาท ีแลว
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาท ีแลวดงึสวน Mini filter ทิง้ จากนัน้
นําสารที่ไดไปเก็บ 4 °C เพ่ือนําสงไปเขาขั้นตอน
การหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ตอไป

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
นําลําดับเบสหรือนิวคลีโอไทดที่ไดไปเทียบ

กับฐานขอมูลของมัลเบอรรี่ใน GenBank (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) ดวยการ 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) จากนัน้ทาํการศึกษารปูแบบพนัธกุรรมดวยการ
สรางแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
แบบวธิ ีMaximum Likelihood (ML) โดยใชโมเดล
คํานวณ Kimura-2-parametera (K2P) ผาน
โปรแกรม MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) 
ทาํการวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธกุรรม 
(Genetic Diversity) ของตัวอยางมัลเบอรรี่ที่
สํารวจไดโดยคํานวณหาคา mtDNA haplotypes 
(h) haplotype diversity (hd), nucleotide 
diversity (π), total number of mutations (m) 
mean และ number of pairwise nucleotide 
differences (k) โดยใชโปรแกรม DnaSP version 
5 (Librodo and Rozas, 2009)

ผลการวิจัย
การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา

เกบ็ตวัอยางมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  ซึง่ประกอบ
ดวย 9 พันธุ โดยเปนพันธุจากตางประเทศ 7 พันธุ 
คือ ไวทคิง สหรัฐอเมริกา มังกร สหรัฐอเมริกาขาว 
ฝรัง่เศส ไตหวนั เรดคงิ และพนัธุพืน้ถิน่ทีใ่ชเปนพนัธุ
อางอิง จํานวน 2 พันธุ คือ กําแพงแสน และบุรีรัมย 
ตามลําดบั จากน้ันนาํมาจําแนกพันธุ โดยใชสณัฐาน
วทิยาและดเีอน็เอทาํการตรวจสอบลกัษณะสณัฐาน
วิทยา โดยเปรียบเทียบลักษณะของใบ และผล
ของมลัเบอรรีแ่ตละพนัธุ เปรยีบเทยีบกบัฐานขอมลู
พืช และใชเปรียบเทียบกับผลของพันธุ ที่ไดจาก
การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ ซึ่งโครงสรางลักษณะ
โดยท่ัวไปของใบในแตละพันธุ มีความแตกตางกัน
ออกไป (Figure 1)
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การศึกษาทางชีวโมเลกุล
หลังจากนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอของยีน matK และ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) 
โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบ
ดวย 1xPCR buffer, 0.4 mM dNTP, 2.0 mM 
MgCl2, 0.5 μM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Vivantis) และดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรัม โดย
คูไพรเมอรทีใ่ชสาํหรบัเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ คอื ITS: 
18d (5’-CAC ACC GCC CGT CGC TCC TAC 
CGA- 3’) 28cc (5’-ACT CGC CGT TAC TAG 
GGG AA-3’) (Sitthithaworn et al., 2010) และ 
matK:  matK-390f (CGATCTATTCATT
CAATATTTC) และ matK-1326r (TCTAGCA

CACGAAAGTCGAAGT) (Cuenoud et al., 2002) 
แลวทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ือง PCR 
ซึ่งโปรแกรมท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
ประกอบดวยขัน้ตอนตาง ๆ  ดงันี ้pre-denaturation 
ที่ 94 °C (5 นาที) 1 รอบ denaturation ที่ 94 °C 
(1 นาที) annealing 50 °C (1 นาที) และ 
extension ที่ 72 °C (2 นาที) เปนจํานวน 30 รอบ 
และ final extension ที่ 72 °C (10 นาที) 1 รอบ 
และทําการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร  (PCR 
product) ผลการศกึษาสามารถเพิม่ผลผลติพซีอีาร
ในแตละพันธุ จากยีนทั้ง 2 บริเวณ โดยพบแถบ
ขนาดประมาณ 850 คู เบส (basepair, bp) 
(Figure 2)

Figure 1  General external morphology of mulberry leaves in different varieties. (a) White 
king (AUSW) (b) United State of America (USA) (c) Mungkorn (MK) (d) White 
United State of America (USAW) (e) French (f) Taiwan (g) Red king (AUSR) (h) 
Kampaengsaeng (KPS) and (i) Buriram (BRR).
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จากผลการสังเคราะหลาํดับนวิคลโีอไทด พบวา 
ยีนบริเวณ ITS ของมัลเบอรรี่สามารถสังเคราะหได
เกือบทุกพันธุ ยกเวน พันธุ ฝรั่งเศส (FR) และมี
ขนาดประมาณ 805 คูเบส ขณะทีย่นีบรเิวณ matK 
สามารถสังเคราะหไดเพียงในพันธุไวทคิง (AUSW) 
พันธุสหรัฐอเมริกาขาว (USAW) พันธุไตหวัน (TW) 
พนัธุมงักร (MK) และพันธุบรุรีมัย (BRR) โดยมขีนาด
ประมาณ 830 คูเบส เม่ือนาํลาํดับนวิคลีโอไทดของ

Figure 2  DNA bands of ITS (a) and matK (b) from different mulberry strains (Marker (M) 
= 1,000 bp ladder DNA) (1) White king (AUSW) (2) United State of America (USA) 
(3) Mungkorn (MK) (4) White United State of America (USAW) (5) French 
(6) Taiwan (7) Red king (AUSR) (8) Kampaengsaeng (KPS) (9) Buriram (BRR)).

a) b)

ยนีท้ังสองบรเิวณท่ีไดไปเทยีบกับลาํดบันวิคลโีอไทด
ที่อยูในฐานขอมูล NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) พบวา ลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ไดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
แตละยีนในพืช จากนั้นไดฝากเก็บขอมูลลําดับ
นวิคลโีอไทดของยนี ITS และ matK ของมลัเบอรรี่
ทกุพนัธุทีว่เิคราะหได ลงในฐานขอมลู NCBI และไดรบั
หมายเลขเฉพาะ (accession number) (Table 1)

Table 1  Accession numbers obtained from ITS and matK sequences of different mulberry 
varieties.

Mulberries
Accession numbers

ITS (805 bps) matK (830 bps)

Red king (AUSR)
White king (AUSW)
United State of America (USA)
White United State of America (USAW)
French (FR)
Taiwan (TW)
Mungkorn (MK)
Kampaengsaen (KPS)
Buriram (BRR)

MH187214
MH187215
MH187216
MH187217

-
MH187218
MH187219
MH187220
MH187221

-
MH187244

-
MH187245

-
MH187246
MH187247

-
MH187248
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เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช
โปรแกรม ClustalW พบวา มเีปอรเซน็ตองคประกอบ
ของนิวคลีโอไทด (Nucleotide composition) 
ในมัลเบอรรี่แตละพันธุ โดยในยีนบริเวณ ITS มี
สดัสวนของ Thymine (T = 20.4%) และ Adenine 
(A = 21.8%) ตํ่า และมีสัดสวนของ Cytosine 
(C = 28.0%) และ Guanine (G =29.8%) สูง 
ในขณะทีย่นีบริเวณ matK มีสดัสวนของ Thymine 
(T = 36.9%) และ Adenine (A = 30.2%) สงู และ
มีสัดสวนของ Cytosine (C = 16.8%) และ 
Guanine (G =16.0%) ตํา่ และการกระจายความถ่ี

ของนิวคลีโอไทดโดยรวมตําแหนงโคดอนท่ี 1, 2 
และ 3 ของยีนบริเวณ ITS มีคาเปน A = 22.7%, 
19.4% และ 23.2%; C = 28.5%, 30.9% และ 
24.5%; G = 31.6%, 26.9% และ 30.9% และ 
T = 17.0%, 23.0% และ 21.0% ตามลําดับ 
สวนการกระจายความถี่ของนิวคลีโอไทดโดยรวม
ตาํแหนงโคดอนที ่1, 2 และ 3 ของยนีบรเิวณ matK 
มีคาเปน A = 29.6%, 32.1% และ 29.0%; 
C = 19.9%, 16.6% และ 14.0%; G = 16.6%, 
16.3% และ 15.2% และ T = 34.0%, 35.0% และ 
42.0% ตามลําดับ (Table 2)

Table 2  Compositional properties of ORFs and nucleotide composition in each codon 
of ITS and matK genes of different mulberry varieties.

Mulberries

ITS T(U) C A G T-1 C-1 A-1 G-1 T-2 C-2 A-2 G-2 T-3 C-3 A-3 G-3

AUSR
AUSW
USA
USAW
TW
MK
KPS
BRR

20.4
20.4
20.6
20.7
20.2
20.4
20.4
20.4

28.1
28.1
27.8
27.7
28.1
28.1
28.1
28.1

21.9
21.7
21.9
21.9
21.7
21.7
21.7
21.7

29.7
29.8
29.7
29.7
29.9
29.8
29.8
29.8

17
17
17
17
17
17
17
17

28.6
28.6
28.3
28.3
28.6
28.6
28.6
28.6

22.7
22.7
22.7
23.0
22.7
22.7
22.7
22.7

31.6
31.6
31.6
31.2
31.6
31.6
31.6
31.6

23
23
23
23
22
23
23
23

31.0
31.0
30.6
31.0
31.0
31.0
31.0
31.0

19.4
19.4
19.4
19.4
19.4
19.4
19.4
19.4

26.9
26.9
26.9
26.9
27.2
26.9
26.9
26.9

21
21
21
22
21
21
21
21

24.6
24.6
24.6
23.9
24.6
24.6
24.6
24.6

23.5
23.1
23.5
23.1
23.1
23.1
23.1
23.1

30.6
31.0
30.6
31.0
31.0
31.0
31.0
31.0

Average 20.4 28.0 21.8 29.8 17 28.5 22.7 31.6 23 30.9 19.4 26.9 21 24.5 23.2 30.9

matK
AUSW

USAW

TW
MK

BRR

37.0

36.9
36.9

37.0
36.9

16.7

16.9
16.9
16.7

16.9

30.2
30.1

30.2
30.2

30.2

16.0
16.1
16.0

16.0

16.0

34

34
34

34
34

19.9
19.9

19.9

19.9
19.9

29.6
29.6

29.6
29.6

29.6

16.6

16.6

16.6
16.6

16.6

35

35
35

35
35

16.6

16.6
16.6
16.6

16.6

32.1
31.8

32.1
32.1

32.1

16.2
16.6
16.2

16.2

16.2

42

42
42

42
42

13.8
14.1

14.1

13.8
14.1

29.0
29.0

29.0
29.0

29.0

15.2

15.2

15.2
15.2

15.2

Average 36.9 16.8 30.2 16.0 34 19.9 29.6 16.6 35 16.6 32.1 16.3 42 14.0 29.0 15.2

Note: AUSR (Red king), AUSW (White king), USA (United State of America), USAW (White United State 

of America) TW (Taiwan), MK (Mungkon), KPS (Kampaengsaeng) and BPP (Buriram).
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ตําแหน งที่ เกิดการเปลี่ยนแปลงลําดับ
นวิคลีโอไทด (point mutation) หรอืการกลายพันธุ
ระดับยีน (Gene mutation) ของมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ  โดยการเปรยีบเทยีบระหวางพนัธุทกุ ๆ  พนัธุ 
จากยีนบริเวณ ITS พบวา มลีาํดับการเปล่ียนแปลง
ของลาํดับนิวคลโีอไทด หรอื ตาํแหนงพอลมิอรฟซมี 
(polymorphic site, S) ถึง 9 ตําแหนง โดยเกิดท่ี
ตําแหนงที่ 6 ของทุก ๆ  พันธุ (A<->G) พันธุไตหวัน 
(TW) ตําแหนงที่ 50 (T<->G) พันธุสหรัฐอเมริกา 
(USA) ตาํแหนงที ่555 (T<->G) พนัธุสหรฐัอเมรกิา
ขาว (USAW) (G<-A) ตําแหนงที่ 675 (C<->T) 
ตําแหนงที่ 685 (C<->T) ตําแหนงที่ 687 (C<->T) 
ตําแหนงที่ 687 (G<-A) พันธุสหรัฐอเมริกา (USA) 
ตาํแหนงที ่754 (C<->T) และตาํแหนงที ่773 (C<-
>T) ตามลําดับ ขณะที่ยีนบริเวณ matK มีตําแหนง
พอลิมอรฟซีมเกิดขึ้นเพียง 2 ตําแหนง คือ ในพันธุ
สหรัฐอเมริกาขาว (USAW) พันธุไตหวัน (TW) และ
พนัธุบรุรีมัย (BRR) ในตาํแหนงที ่153 (T<->C) และ
พันธุสหรัฐอเมริกาขาว (USAW) ตําแหนงท่ี 827 
(A<->G) ตามลําดับ ทั้งนี้การเปล่ียนแปลงลําดับ
นวิคลโีอไทดทีเ่กดิขึน้เปนไดทัง้ลกัษณะ transition 
(A<->G หรือ C<->T) และ transversion (A<->C, 
A<->T, G<->C และ G<->T)

นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะหความหลากหลาย
ทางพันธกุรรม (Genetic diversity) ของมลัเบอรรี่
ทุกพันธุ ในยีนบริเวณ ITS พบจํานวน haplotype 
(No.) เทากบั 5 รปูแบบ, number of polymorphic 
(segregating) sites (S) เทากับ 9 ตําแหนง, 

haplotype diversity (hd) (±SD) เทากับ 0.786 
(±0.151), nucleotide diversity (π) (±SD) เทากบั 
0.00280 (±0.00144), total number of 
mutations (m) เทากับ 9 ตวั และ mean number 
of pairwise nucleotide differences (k) เทากับ 
2.250 ตามลําดับ สําหรับในยีนบริเวณ matK 
จํานวน haplotype (No.) เทากับ 3 รูปแบบ, 
number of polymorphic (segregating) sites 
(S) เทากบั 2 ตาํแหนง, haplotype diversity (hd) 
(±SD) เทากับ 0.800 (±0.164), nucleotide 
diversity (π) (±SD) เทากบั 0.00120 (±0.00082), 
total number of mutations (m) เทากับ 2 ตัว 
และ mean number of pairwise nucleotide 
differences (k) เทากับ 1.000 ตามลําดับ

เมื่อวิ เคราะห หาความสัมพันธ ทางสาย
วิวัฒนาการ (Phylogenetic relationship) ของ
มลัเบอรรีร่ะดับพนัธุ จากลําดบันวิคลีโอไทดของยีน 
ITS ดวยวิธี Maximum likelihood (ML) ดวย
โปรแกรม MEGA version 6.0 โดยพืชสกุล Trophis 
และ Sorocea เปน outgroup สําหรับแผนภูมิ
ตนไม (phylogenetic tree) พบวาไมสามารถแบง
กลุมพันธุ ของมัลเบอรรี่ออกจากกันได (Figure 3) 
ในขณะที่ การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากยีน 
matK พบวา สามารถแบงกลุมไดเปน 2 กลุม 
(clade) คือ clade A ประกอบดวย พันธุไวทคิง 
(AUSW) และพันธุมังกร (MK) และ clade B 
ประกอบดวย พนัธุบรุรีมัย (BRR) พนัธุไตหวนั (TW) 
และพันธุสหรัฐอเมริกาขาว (USAW) (Figure 4)
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Figure 4  Phylogenetic tree based on ITS gene of the five mulberry varieties using Maximum 
Likelihood (ML) method and confidence level was calculated with the bootstrap 
test (1,000 replicates). AUSW (White king), USAW (White United State of America), 
TW (Taiwan), MK (Mungkon) and BPP (Buriram).

Figure 3  Phylogenetic tree based on ITS gene of the eight mulberry varieties using 
Maximum Likelihood (ML) method and confidence level was calculated with the 
bootstrap test (1,000 replicates). AUSR (Red king), AUSW (White king), USA 
(United State of America), USAW (White United State of America), TW (Taiwan), 
MK (Mungkon), KPS (Kampaengsaeng) and BPP (Buriram).
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วิจารณผล
จากการศึกษาการจําแนกพันธุ  และการ

วเิคราะหความแปรผนัทางพนัธกุรรมของมลัเบอรรี่ 
9 พันธุ โดยเปนพันธุ ตางประเทศ 7 พันธุ คือ 
ไวทคิง สหรัฐอเมริกา มังกร สหรัฐอเมริกาขาว 
ฝรั่งเศส ไตหวัน เรดคิง และพันธุพื้นถิ่นซึ่งใชเปน
พันธุอางอิงจํานวน 2 พันธุ คือ กําแพงแสนและ
บุรีรัมย ตามลําดับ ในจังหวัดพิษณุโลก โดยอาศัย
การวเิคราะหจากลาํดับ นวิคลโีอไทดของยนีบริเวณ 
ITS และ matK โดยในผลผลิตพีซีอาร (PCR 
product) จากยีนบริเวณ ITS สามารถใหขนาด
คูเบสได 805 คูเบส ในขณะท่ี ยีนบริเวณ matK 
สามารถใหผลผลิต PCR ไดประมาณ 830 คูเบส แต
เมื่อสังเคราะหลําดับเบสหรือนิวคลีโอไทด พบวา 
บริเวณยีน ITS ใหผลการสังเคราะหมัลเบอรรี่
ไดเพียง 8 พันธุ (ยกเวน พันธุฝรั่งเศส) ในทาง
ตรงกนัขาม การสังเคราะหนวิคลโีอไทดจากบริเวณ
ยนี matK จากมลัเบอรรี ่ใหผลไดเพยีง 5 พนัธุ ไดแก 
พันธุ ไวทคิง (AUSW) พันธุ สหรัฐอเมริกาขาว 
(USAW) พันธุไตหวัน (TW) พันธุมังกร (MK) และ
พันธุบุรีรัมย (BRR) อาจเปนผลจากกระบวนการ
เตรียมตัวอยาง หรอืขัน้ตอนกําหนดการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเครื่อง PCR ยังไมมีความเหมาะสม
สาํหรบัในบางพนัธุ อยางไรก็ตาม ลาํดับนวิคลโีอไทด
ทีส่ามารถสังเคราะห (sequencing) ได เมือ่ทาํการ
เทียบความคลายคลึงทางชนิด (identity) จากฐาน
ขอมูลทางพันธุกรรม (GenBank) พบวาแตละพันธุ
ถูกระบุเปนมัลเบอรรี่ชนิด Morus alba โดย 
มีความคลายคลึงหรือเหมือนกันในฐานขอมูลต้ัง 
99-100 เปอรเซ็นต ซึ่งเหมือนการรายงานท่ีผาน
การใชยีนทั้งสองบริเวณสําหรับการระบุชนิดนั้น
ใหผลไดด ีเชนการใช ITS ในการระบุพนัธุ มลัเบอรรี่ 
8 พันธุ (Zeng et al., 2015) หรือแมแตหมอน

ในสกลุเดยีว (Morus) แตแตกตางชนดิอยางชดัเจน 
และลูกผสมพันธุตาง ๆ (Weiguo et al., 2005) 
ไดเปนผลสําเร็จ จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบวา
ความแปรผันทางพันธุกรรมระหวางมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ ที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหในบริเวณทั้งสอง
คอนขางตํ่า อาจเปนไปไดที่ลักษณะอัตราการ
กลายพันธุ (mutation) ไมไดมีการเปลี่ยนกันมาก 
ซึ่งอาจตองใชปรับปรุงพันธุใหมีความหลากหลาย
มากข้ึน และใชระยะในการใหเกิดการแปรผัน
มากข้ึนตอไป ทัง้นีจ้ากการจดักลุมความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณยีน 
ITS นัน้ไมสามารถแยกกลุมของมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  
ออกจากกันได ในขณะที่การใชลําดับนิวคลีโอไทด
จากบริเวณยีน matK นั้น สามารถแบงออกไดเปน
สองกลุมหลัก แมวา ยีนบริเวณ ITS จะใหผลผลิต 
PCR ที่ดีกวา matK ก็ตาม ซึ่งจากการรายงานการ
ศกึษาวงศวานวฒันาการในพชืทีผ่านมา มขีอแนะนาํ
ถึงการใช matK เปนดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐาน
สาํหรบัการระบุชนิดและการวิเคราะหความแปรผัน
ทางพันธุกรรม (Hollingsworth et al., 2009; 
วุฒิพงศ, 2554) และยังคงใชยีนบริเวณนี้กับงาน
วจิยัของกลุมพชืในหลาย ๆ  กลุมมาจวบจนปจจบุนั 
(Chase et al., 2007; Asahina et al., 2010; 
มัทนา และคณะ, 2552; พรรษา และคณะ, 2556; 
นฤมล และคณะ, 2557ก, ข)

การศึกษาของ นฤมล และคณะ (2557ก) 
ที่ไดทําการจําแนกพันธุ และการวิเคราะหความ
สัมพันธทางพันธุกรรม ของกลวยไมสกุลกุหลาบ
ดวยลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะ โดย
พบวา การใชยนีบริเวณ matK สามารถจําแนกพันธุ
กลวยไมออกจากกนัได 11 พนัธุ โดยไมสามารถแยก
เอื้องกุหลาบชมพูกระบ่ีกับเอื้องกุหลาบนานออก
จากกัน แตพบวา บริเวณ ITS ไมเหมาะสมท่ีจะนํา
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มาใชเนื่องจากไมสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
ของกลวยไมไดครบทั้ง 13 พันธุ นอกจากนี้ยังไดมี
การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
กลวยไม สิงโตกลอกตาหมู สิงโตโดยใช ลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีนจําเพาะ กลับพบวา การใช
บริเวณ matK เพียงลําพังนั้นไมสามารถแยก
สงิโตกามปูใหญ และกามปูแดง สิงโตอาจารยเต็ม
กบัสงิโตงาม และสงิโตอคีอรกบัสงิโตสคุรินิออกจาก
กันได ซึ่งมีขอแนะนําวาใหใชยีน matK รวมกับยีน 
rbcL เพ่ือใหการจําแนกไดดีขึ้น ซึ่งเหมือนกับการ
รายงานในอดีตที่ผานมาเชนกัน (Sugita et al., 
1985; นฤมล และคณะ, 2557ข) นอกจากนี้
เพื่อความเหมาะสมตอการนําไปประยุกตใชกับพืช
ชนิดตาง ๆ จึงไดมีการเสนอใหใชรวมกันเปน 
2-3 บริเวณ (Kress and Ericson, 2007; 
Newmaster et al., 2008; Kress et al., 2009) 
หรือ 3 บริเวณรวมกัน (Chase et al., 2007) และ
การเลือกใชผสมผสาน 3-4 บริเวณ (Fazekas 
et al., 2008) เปนตน แตอยางไรก็ตาม เพื่อการ
จาํแนกชนดิของมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  ใหมปีระสทิธภิาพ
มากยิง่ขึน้ และครอบคลมุ มขีอแนะนาํวา ควรศกึษา
ในขอมูลสวนอ่ืนประกอบ อาทิ การศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาทั้งสายพันธุไวทมัลเบอรรี่ (white 
mulberry; Morus alba), เรดมัลเบอรรี่ (red 
mulberry; Morus rubra) และแบล็คมัลเบอรรี่ 
(black mulberry; Morus nigra) การกระจายตัว
ทางภูมิศาสตร รวมทั้งการวิเคราะหดวยยีนรวม
หลายบริเวณรวมกัน เชน rbcL, rpoB, rpoC1, 
trnH และ psbA เปนตน

สรุปผลการวิจัย
การศึกษาทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว

อาจไมสามารถระบุสายพันธุมัลเบอรรี่ที่ได จึงตอง
มกีารศกึษาเพิม่เตมิในสวนของอณชูวีวทิยา ซึง่การ
ศึกษาการจําแนกพันธุในครั้งนี้อาศัยการวิเคราะห
จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ ITS และ 
matK พบวา แผนภูมิตนไมจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนบริเวณ ITS มีวัฒนาการเชิงเดี่ยว ในขณะท่ี
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ matK สามารถ
จัดกลุมของมัลเบอรรี่พันธุตาง ๆ ไดเปนสองกลุม
อยางชัดเจน ทัง้นีค้วามผันแปรนิวคลีโอไทดระหวาง
พันธุจากท้ังยีนทั้งสองบริเวณมีคาคอนขางตํ่า จึงมี
ขอแนะนาํใหวิเคราะหดวยยนีหลายบรเิวณรวมกนั 
เพือ่ใหเกดิความมีประสิทธภิาพของการจัดกลุมตาม
วงศวานวิวัฒนาการตอไป อีกท้ังตองทําการพัฒนา
ปรบัปรุงพนัธุตาง ๆ  เพือ่การอนุรกัษพนัธุมลัเบอรรี่
ในเขตพื้นที่ตอไปอีกดวย

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณแหลงทุนจากการสนับสนุน

การวิจัยโครงการวิจัยสนองพระราชดําริโครงการ
อนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 
สมเดจ็พระเทพรตันราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี 
(อพ. สธ., 2562) ไดรบัทนุสนบัสนนุจากมหาวทิยาลยั
ราชภัฏพิบูลสงคราม  งบประมาณแผ นดิน 
ปงบประมาณ 2562 ที่สนับสนุนงบประมาณ
การวิจัยในคร้ังนี้ ทั้งนี้คณะผู วิจัยขอขอบคุณ
ศูนยวิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
ราชภัฏพบิลูสงคราม ทีใ่หความอนุเคราะหทางดาน
เครื่องมือ และหองอุปกรณในการวิจัยครั้งนี้ 
คณะผูวิจัยจึงกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว 
ณ ที่นี้
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