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ของยีน ITS และ matK
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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 

J. Agri. Prod. 71ว. ผลิตกรรมการเกษตร 3(1):71-85



(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

บทคัดยอ
ในชวงระยะเวลาที่ผานมา มัลเบอรรี่ไดรับความนิยมมากขึ้น เนื่องจากเปนแหลงของสารประกอบ

ฟนอลิกที่มีการศึกษาถึงความสามารถในการยับยั้งอนุมูลอิสระ จึงจัดเปนพืชเศรษฐกิจทางเลือกใหม และ
สามารถสงออกไปยังตางประเทศ อยางไรก็ตาม มัลเบอรรี่เปนพืชที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม
คอนขางสูง อีกทั้งการจําแนกมัลเบอรรี่โดยใชลักษณะสัณฐานวิทยามักตองใชระยะเวลา และมีความ
ยุงยาก ดังน้ันการวิจัยในคร้ังนี้มีวัตถุประสงคเพื่อการจําแนกพันธุ และการวิเคราะหความแปรผันทาง
พนัธกุรรมของมัลเบอรรีใ่นจังหวดัพษิณุโลก โดยอาศยัการวเิคราะหจากลาํดบันวิคลโีอไทดของยนีบรเิวณ 
ITS และ matK ขนาด 805 และ 830 คูเบส นํามาสรางเปนแผนภูมิตนไมดวยวิธี Maximum Likelihood 
(ML) จากผลการศึกษาพบวา การสรางแผนภูมิตนไมจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ ITS แสดงเปน
กลุมเดียวกัน ในขณะท่ีลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ matK สามารถแบงกลุมของมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ ไดเปนสองกลุมอยางชัดเจน ทั้งนี้ความผันแปรนิวคลีโอไทดระหวางพันธุ จากท้ังยีนทั้งสองบริเวณ
มีคาตํ่า อยางไรก็ตาม การจัดกลุมนี้สามารถใชเปนขอมูลที่เปนประโยชนตอการคัดเลือกพันธุพอแมเพื่อ
การปรับปรุงพันธุตอไป
คําสําคัญ:  มัลเบอรรี่ ดีเอ็นเอบารโคด ยีน ITS ยีน matK

คํานํา
มัลเบอรรี่ (mulberry) หรือหมอนเปนพืช

ในวงศ Moraceae มีหลายชนิด (species) เชน 
ไวทมัลเบอรรี่ (white mulberry; Morus alba), 
เรดมลัเบอรรี ่(red mulberry; Morus rubra) และ
แบลค็มลัเบอรรี ่(black mulberry; Morus nigra) 
เปนตน ที่ผานมาในประเทศไทยสวนใหญพบ
มลัเบอรรี ่2 ชนิด คอื ไวทมลัเบอรรีท่ีป่ลกูเพือ่นาํใบ
ไปเลีย้งตัวไหม (silkworm) ซึง่ชนิดนีม้ใีบขนาดใหญ 

และแบล็คมัลเบอรรี่ที่ปลูกเพื่อรับประทานผล 
(ลือชัย, 2555) ขณะที่ในปจจุบัน มัลเบอรรี่กําลัง
ไดรับความนิยมจากผูที่ชื่นชอบในการดูแลสุขภาพ
เปนอยางมากเนื่องจากมัลเบอรรี่มีปริมาณสาร
ประกอบฟนอลิก (phenolic compounds) และ
มคีวามสามารถในการตานอนมุลูอสิระ (antioxidant) 
สงู อนัเปนสาเหตสุาํคญัทีท่าํใหระบบตาง ๆ  ภายใน
รางกายทํางานผิดปกติ และสงผลใหเกิดความ
แกชราเรว็ข้ึน ทัง้ยงัเปนสาเหตขุองโรคอกีหลายชนดิ 
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เชน โรคมะเร็ง โรคอัลไซเมอร โรคหัวใจ และโรคที่
เกี่ยวกับหลอดเลือดหัวใจ (Yuan and Walsh, 
2006) เปนตน นอกจากนี้ยังพบวามีฤทธิ์ตาน
เอนไซมไทโรซิเนส (anti-tyrosinase) ฤทธิต์านการ
อักเสบ (anti-inflammatory activity) และฤทธิ์
ยบัยัง้การสังเคราะหเมลานิน (anti-melanogenesis) 
(ปญญดา และคณะ, 2556; Lee et al., 2002; 
Chang et al., 2011) โดยผลมัลเบอรรี่สามารถ
รบัประทานสดหรือนาํไปแปรรูปเพ่ือเพ่ิมมลูคา และ
เปนการยืดอายุการเก็บรักษา ซึ่งผลจากความนิยม
ตอมัลเบอรรี่ทําใหมีการปลูก และจําหนายกิ่งพันธุ
กันอยางแพรหลายโดยเฉพาะจังหวัดพิษณุโลกท่ีมี
การปลกู และจาํหนายกิง่พนัธุของมลัเบอรรีท่ัง้พนัธุ
พืน้เมอืงและพนัธุตางถิน่เพือ่ประโยชนในการเลีย้งไหม
และการบริโภคเปนจํานวนมาก โดยมีแนวโนมวา
จะไดรบัความนิยมเพ่ิมมากข้ึนอกีในอนาคต อยางไร
ก็ตาม ขอมูลทางความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของมัลเบอรรี่ในพ้ืนที่ยังมีอยูอยางจํากัด ดังนั้น
ในงานวิจยัน้ีจงึมีความสนใจท่ีจะทําการจําแนกพันธุ 
(cultivar) ของมัลเบอรรีด่วยเทคนิคดีเอน็เอบารโคด 
(DNA barcoding) และวเิคราะหความแปรผนัทาง
พันธุกรรมของมัลเบอรรี่ เพื่อจัดทําฐานขอมูลพันธุ
ของมัลเบอรรี่ในจังหวัดพิษณุโลกเพื่อเปนการ
อนุรักษพันธุดั้งเดิม และสงเสริมพันธุที่ใหผลผลิตดี
ตอไป

อุปกรณและวิธีการ
การเก็บและเตรียมตัวอยางเพื่อจําแนกพันธุ

เก็บตัวอยางมัลเบอรรี่พันธุตาง ๆ จากฟารม
ในเขตอําเภอบางระกํา จงัหวัดพษิณุโลก แลวนํามา
จําแนกพันธุ โดยใชทั้งลักษณะสัณฐานวิทยา และ
ขอมูลดีเอ็นเอในการจําแนกพันธุ  ซึ่งจะทําการ
ตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา โดยเปรียบเทียบ

ลักษณะของใบ และผลของมัลเบอรรี่แตละพันธุ 
เปรยีบเทียบตวัอยางมลัเบอรรีก่บัฐานขอมลูพชืจาก
องคการสวนพฤกษศาสตร (http://www.qsbg.
org) ฐานขอมูลออนไลนของ Plant of the World 
online (http://www.plantsoftheworldonline.
org/) พรอมทั้งใชคูมือการจําแนกของ Berg et al. 
(2011) และ Heuzé et al. (2019) จากนั้นทําการ
เปรียบเทียบกับผลของพันธุ  ที่ไดจากการตรวจ
วิเคราะหดีเอ็นเอ

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางมัลเบอรรี่
นําตัวอยางใบออนของมัลเบอรรี่แตละพันธุ 

มาสกัดดเีอน็เอโดยดดัแปลงตามวธิขีอง Sambrook 
et al. (1989) โดยบดใหละเอยีดแลวเตมิสารละลาย 
CTAB เขมขน 2% ปริมาตร 200 ไมโครลิตร (μl) 
และสารละลาย Rnase A ความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (μg/ml) จากนั้นนําไป 
vortex และบมท่ี อณุหภมู ิ65 °C เปนเวลา 60 นาที 
โดยจะทําการพลิกกลับหลอดไปมา 2-3 ครั้ง เมื่อ
ครบเวลานําไป vortex และปนเหว่ียงท่ีความเร็ว
รอบ 12,000 รอบตอนาที (rpm) ที่อุณหภูมิ 4 °C 
เปนเวลา 10 นาที ดูดสวนนํ้าใสที่อยูดานบนใสใน
หลอด microcentrifuge ใหมแลวเติมสารละลาย 
phenol: chloroform: isoamyl alcohol (อัตรา 
25: 24: 1) (Research organics, USA) ปริมาตร 
1 เทาของสวนน้ําใสท่ีเก็บได นําไป vortex และ
ปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนนํ้าใส
ดานบนใสในหลอด microcentrifuge ใหม แลว
เตมิสารละลาย sodium acetate (NaOAc) เขมขน 
3 โมลาร (Molarity, M) ที่แชเย็นในปริมาณ 
1/10 เทาของปริมาตรนํ้าใส เติมสารละลาย 
isopropanol ที่แชเย็น ในปริมาตร 1 เทาของ

J. Agri. Prod. 73ว. ผลิตกรรมการเกษตร 3(1):71-85



ปริมาตรท้ังหมด แลวพลิกกลับหลอดไปมาใหเขา
กนัเบา ๆ  นาํไปแชในนํา้แขง็เปนเวลา 30 นาท ีและ
ปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที 
ที่อุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 20 นาที เทสวนนํ้าทิ้ง 
เติมสารละลาย ethanol เขมขน 70% ที่แชเย็น
ปริมาตร 300 ไมโครลิตร นําไปปนเหวี่ยงท่ีความ
เร็วรอบ 12,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 °C เปน
เวลา 10 นาที เทสวนนํ้าทิ้ง และปลอยทิ้งไวใหแหง 
ที่อุณหภูมิหอง หลังจากน้ันเติมนํ้าที่ปราศจาก
เอนไซม Dnase และ Rnase ปริมาณ 20-50 
ไมโครลิตร แลวเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิ -20 °C 
จนกวาจะนําไปใช

การตรวจสอบหาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได
การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของ

ดเีอน็เอทีส่กดัไดดวยเทคนคิ Gel electrophoresis 
โดยเตรียมอะกาโรส (agarose gel) ความเขมขน 
1% โดยผสมผงอะกาโรส 0.5 กรัม ในสารละลาย 
1X TAE buffer ปริมาณ 50 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปใหความรอนดวยไมโครเวฟ (micro wave) 
ที่ 360 นาน 3 นาที จนอะกาโรสเจลละลายหมด 
เทเจลใสลงถาดที่เตรียมไว มีหวี (comb) เสียบไว
อยูแลว ทิง้ไวใหเจลเยน็และแข็งตัว ดงึหวอีอกจะได
เจลที่เปนหลุม (well) นําเจลที่ไดใสลงใน gel 
chamber ทีม่สีารละลาย 1X TAE buffer อยู ผสม
สารละลายดีเอ็นเอตัวอยางปริมาตร 3 ไมโครลิตร 
ผสมกับสารละลาย loading dye ปริมาตร 
1 ไมโครลิตร หยดสารละลายท่ีผสมแลวลงในหลุม
เจล โดยหยดสารละลายดเีอน็เอมาตรฐานปรมิาตร 
7 ไมโครลิตร ใชกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
30 นาที นําเจลที่ไดมาตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
ภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่องกําเนิดแสง
อลัตราไวโอเลตสําหรับสองเจล (UV-transilluminator) 

(Gel DocTH XR+) พรอมทั้งปรับภาพพื้นหลังใหมี
ความคมชัดของแถบดีเอ็นแบบกลับพื้นดําเปน
พื้นขาว (invert) ผานโปรแกรม Image Lab 
Software 5.0

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยีน matK และ ITS 
ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ของยีน matK และ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) 
โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบ
ดวย 1xPCR buffer, 0.4 mM dNTP, 2.0 mM 
MgCl2, 0.5 uM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Vivantis) และดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรัม (ng) 
โดยคูไพรเมอรที่ใชสําหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 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) แลว
ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอ (Polymerase Chain Reaction (PCR) 
machine) ซึ่งโปรแกรมท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส ประกอบดวยขัน้ตอนตาง 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) 
เปนจํานวน 30 รอบ และ final extension ที่ 
72 °C (10 นาที) 1 รอบ หลังจากเพิ่มปริมาณ
ดเีอน็เอแลวนาํดเีอน็เอทีไ่ดมาตรวจสอบขนาดดวย
วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซีส (Agarose gel 
electrophoresis) ดวยชุดเคร่ืองเจลอิเล็กโตร

J. Agri. Prod.74 ว. ผลิตกรรมการเกษตร 3(1):71-85



โฟรีซสิ โดยเปรียบเทียบกับ ขนาดดีเอน็เอมาตรฐาน 
(100 bp DNA ladder marker) ใชความเขมขน
ของเจลอะกาโรส 1% ใน สารละลายบฟัเฟอร 0.5X 
TBE (Amresco) ใชกระแสไฟฟาที่ความตางศักย 
100 โวลต เปนเวลา 30 นาที นําไปตรวจสอบแถบ
ดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลตดวยเครื่อง
กําเนิดแสงอัลตราไวโอเลตสําหรับสองเจล และ
บันทึกภาพ

การทําชิ้นดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์
การทําชิ้นสวนดีเอ็นเอใหบริสุทธิ์โดยการ

สกัดดี เอ็นเอออกจากผลผลิตพีซีอาร ด วยชุด 
GenUP PCR /Gel Cleanup Kit โดยทําตาม
วธิกีารของผูผลิต (Biotechrabbit, Germany) โดย
ถายโอนผลผลติพซีอีาร (PCR product) ลงในหลอด 
micro-centrifuge tube ขนาด 1.5 มลิลลิติร แลว
เตมิบฟัเฟอร BINDING BP ปรมิาตร 500 ไมโครลิตร 
แลวผสมใหเขากันจากน้ันทาํการถายสารทีไ่ดลงใน 
Mini filter ที่ตอกับ Collection tube นําไป
ปนเหวี่ยงที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที 
จากนั้นนํา Mini filter ไปตอกับหลอด Elution 
tube 1.5 มลิลลิติร ทาํการเตมิบฟัเฟอร ELUTION 
ปริมาตร 10-15 ไมโครลิตร ลงตรงกลางของ Mini 
filter ตัง้ไวทีอ่ณุหภมูหิองเปนเวลานาน 2 นาท ีแลว
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
เปนเวลา 1 นาท ีแลวดงึสวน Mini filter ทิง้ จากนัน้
นําสารที่ไดไปเก็บ 4 °C เพ่ือนําสงไปเขาขั้นตอน
การหาลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ตอไป

การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทด
นําลําดับเบสหรือนิวคลีโอไทดที่ไดไปเทียบ

กับฐานขอมูลของมัลเบอรรี่ใน GenBank (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) ดวยการ 
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.
cgi) จากนัน้ทาํการศึกษารปูแบบพนัธกุรรมดวยการ
สรางแผนภูมิวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) 
แบบวธิ ีMaximum Likelihood (ML) โดยใชโมเดล
คํานวณ Kimura-2-parametera (K2P) ผาน
โปรแกรม MEGA 7.0 (Kumar et al., 2016) 
ทาํการวิเคราะหหาความหลากหลายทางพันธกุรรม 
(Genetic Diversity) ของตัวอยางมัลเบอรรี่ที่
สํารวจไดโดยคํานวณหาคา mtDNA haplotypes 
(h) haplotype diversity (hd), nucleotide 
diversity (π), total number of mutations (m) 
mean และ number of pairwise nucleotide 
differences (k) โดยใชโปรแกรม DnaSP version 
5 (Librodo and Rozas, 2009)

ผลการวิจัย
การตรวจสอบลักษณะสัณฐานวิทยา

เกบ็ตวัอยางมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  ซึง่ประกอบ
ดวย 9 พันธุ โดยเปนพันธุจากตางประเทศ 7 พันธุ 
คือ ไวทคิง สหรัฐอเมริกา มังกร สหรัฐอเมริกาขาว 
ฝรัง่เศส ไตหวนั เรดคงิ และพนัธุพืน้ถิน่ทีใ่ชเปนพนัธุ
อางอิง จํานวน 2 พันธุ คือ กําแพงแสน และบุรีรัมย 
ตามลําดบั จากน้ันนาํมาจําแนกพันธุ โดยใชสณัฐาน
วทิยาและดเีอน็เอทาํการตรวจสอบลกัษณะสณัฐาน
วิทยา โดยเปรียบเทียบลักษณะของใบ และผล
ของมลัเบอรรีแ่ตละพนัธุ เปรยีบเทยีบกบัฐานขอมลู
พืช และใชเปรียบเทียบกับผลของพันธุ ที่ไดจาก
การตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอ ซึ่งโครงสรางลักษณะ
โดยท่ัวไปของใบในแตละพันธุ มีความแตกตางกัน
ออกไป (Figure 1)

J. Agri. Prod. 75ว. ผลิตกรรมการเกษตร 3(1):71-85



การศึกษาทางชีวโมเลกุล
หลังจากนําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอของยีน matK และ ITS ดวยปฏิกิริยาลูกโซ
พอลเิมอเรส (polymerase chain reaction; PCR) 
โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบ
ดวย 1xPCR buffer, 0.4 mM dNTP, 2.0 mM 
MgCl2, 0.5 μM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Vivantis) และดีเอ็นเอตนแบบ 20 นาโนกรัม โดย
คูไพรเมอรทีใ่ชสาํหรบัเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ 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) 
แลวทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเคร่ือง PCR 
ซึ่งโปรแกรมท่ีใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส 
ประกอบดวยขัน้ตอนตาง 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) เปนจํานวน 30 รอบ 
และ final extension ที่ 72 °C (10 นาที) 1 รอบ 
และทําการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร  (PCR 
product) ผลการศกึษาสามารถเพิม่ผลผลติพซีอีาร
ในแตละพันธุ 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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จากผลการสังเคราะหลาํดับนวิคลโีอไทด พบวา 
ยีนบริเวณ ITS ของมัลเบอรรี่สามารถสังเคราะหได
เกือบทุกพันธุ ยกเวน พันธุ ฝรั่งเศส (FR) และมี
ขนาดประมาณ 805 คูเบส ขณะทีย่นีบรเิวณ matK 
สามารถสังเคราะหไดเพียงในพันธุไวทคิง (AUSW) 
พันธุสหรัฐอเมริกาขาว (USAW) พันธุไตหวัน (TW) 
พนัธุมงักร (MK) และพันธุบรุรีมัย (BRR) โดยมขีนาด
ประมาณ 830 คูเบส เม่ือนาํลาํดับนวิคลีโอไทดของ

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)

ยนีท้ังสองบรเิวณท่ีไดไปเทยีบกับลาํดบันวิคลโีอไทด
ที่อยูในฐานขอมูล NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) พบวา ลําดับ
นิวคลีโอไทดที่ไดตรงกับลําดับนิวคลีโอไทดของ
แตละยีนในพืช จากนั้นไดฝากเก็บขอมูลลําดับ
นวิคลโีอไทดของยนี ITS และ matK ของมลัเบอรรี่
ทกุพนัธุทีว่เิคราะหได ลงในฐานขอมลู NCBI และไดรบั
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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เมื่อเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดโดยใช
โปรแกรม ClustalW พบวา มเีปอรเซน็ตองคประกอบ
ของนิวคลีโอไทด (Nucleotide composition) 
ในมัลเบอรรี่แตละพันธุ โดยในยีนบริเวณ ITS มี
สดัสวนของ Thymine (T = 20.4%) และ Adenine 
(A = 21.8%) ตํ่า และมีสัดสวนของ Cytosine 
(C = 28.0%) และ Guanine (G =29.8%) สูง 
ในขณะทีย่นีบริเวณ matK มีสดัสวนของ Thymine 
(T = 36.9%) และ Adenine (A = 30.2%) สงู และ
มีสัดสวนของ Cytosine (C = 16.8%) และ 
Guanine (G =16.0%) ตํา่ และการกระจายความถ่ี

ของนิวคลีโอไทดโดยรวมตําแหนงโคดอนท่ี 1, 2 
และ 3 ของยีนบริเวณ ITS มีคาเปน 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 
สวนการกระจายความถี่ของนิวคลีโอไทดโดยรวม
ตาํแหนงโคดอนที ่1, 2 และ 3 ของยนีบรเิวณ matK 
มีคาเปน 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) ของมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ  โดยการเปรยีบเทยีบระหวางพนัธุทกุ ๆ  พนัธุ 
จากยีนบริเวณ ITS พบวา มลีาํดับการเปล่ียนแปลง
ของลาํดับนิวคลโีอไทด หรอื ตาํแหนงพอลมิอรฟซมี 
(polymorphic site, S) ถึง 9 ตําแหนง โดยเกิดท่ี
ตําแหนงที่ 6 ของทุก ๆ  พันธุ (A<->G) พันธุไตหวัน 
(TW) ตําแหนงที่ 50 (T<->G) พันธุสหรัฐอเมริกา 
(USA) ตาํแหนงที ่555 (T<->G) พนัธุสหรฐัอเมรกิา
ขาว (USAW) (G<-A) ตําแหนงที่ 675 (C<->T) 
ตําแหนงที่ 685 (C<->T) ตําแหนงที่ 687 (C<->T) 
ตําแหนงที่ 687 (G<-A) พันธุสหรัฐอเมริกา (USA) 
ตาํแหนงที ่754 (C<->T) และตาํแหนงที ่773 (C<-
>T) ตามลําดับ ขณะที่ยีนบริเวณ matK มีตําแหนง
พอลิมอรฟซีมเกิดขึ้นเพียง 2 ตําแหนง คือ ในพันธุ
สหรัฐอเมริกาขาว (USAW) พันธุไตหวัน (TW) และ
พนัธุบรุรีมัย (BRR) ในตาํแหนงที ่153 (T<->C) และ
พันธุสหรัฐอเมริกาขาว (USAW) ตําแหนงท่ี 827 
(A<->G) ตามลําดับ ทั้งนี้การเปล่ียนแปลงลําดับ
นวิคลโีอไทดทีเ่กดิขึน้เปนไดทัง้ลกัษณะ transition 
(A<->G หรือ C<->T) และ transversion (A<->C, 
A<->T, G<->C และ G<->T)

นอกจากนี้ เมื่อวิเคราะหความหลากหลาย
ทางพันธกุรรม (Genetic diversity) ของมลัเบอรรี่
ทุกพันธุ ในยีนบริเวณ ITS พบจํานวน haplotype 
(No.) เทากบั 5 รปูแบบ, number of polymorphic 
(segregating) sites (S) เทากับ 9 ตําแหนง, 

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

เมื่อวิ เคราะห หาความสัมพันธ ทางสาย
วิวัฒนาการ (Phylogenetic relationship) ของ
มลัเบอรรีร่ะดับพนัธุ จากลําดบันวิคลีโอไทดของยีน 
ITS ดวยวิธี Maximum likelihood (ML) ดวย
โปรแกรม MEGA version 6.0 โดยพืชสกุล Trophis 
และ Sorocea เปน outgroup สําหรับแผนภูมิ
ตนไม (phylogenetic tree) พบวาไมสามารถแบง
กลุมพันธุ ของมัลเบอรรี่ออกจากกันได (Figure 3) 
ในขณะที่ การวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดจากยีน 
matK พบวา สามารถแบงกลุมไดเปน 2 กลุม 
(clade) คือ clade A ประกอบดวย พันธุไวทคิง 
(AUSW) และพันธุมังกร (MK) และ clade B 
ประกอบดวย พนัธุบรุรีมัย (BRR) พนัธุไตหวนั (TW) 
และพันธุสหรัฐอเมริกาขาว (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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วิจารณผล
จากการศึกษาการจําแนกพันธุ  และการ

วเิคราะหความแปรผนัทางพนัธกุรรมของมลัเบอรรี่ 
9 พันธุ โดยเปนพันธุ ตางประเทศ 7 พันธุ คือ 
ไวทคิง สหรัฐอเมริกา มังกร สหรัฐอเมริกาขาว 
ฝรั่งเศส ไตหวัน เรดคิง และพันธุพื้นถิ่นซึ่งใชเปน
พันธุอางอิงจํานวน 2 พันธุ คือ กําแพงแสนและ
บุรีรัมย ตามลําดับ ในจังหวัดพิษณุโลก โดยอาศัย
การวเิคราะหจากลาํดับ นวิคลโีอไทดของยนีบริเวณ 
ITS และ matK โดยในผลผลิตพีซีอาร (PCR 
product) จากยีนบริเวณ ITS สามารถใหขนาด
คูเบสได 805 คูเบส ในขณะท่ี ยีนบริเวณ matK 
สามารถใหผลผลิต PCR ไดประมาณ 830 คูเบส แต
เมื่อสังเคราะหลําดับเบสหรือนิวคลีโอไทด พบวา 
บริเวณยีน ITS ใหผลการสังเคราะหมัลเบอรรี่
ไดเพียง 8 พันธุ (ยกเวน พันธุฝรั่งเศส) ในทาง
ตรงกนัขาม การสังเคราะหนวิคลโีอไทดจากบริเวณ
ยนี matK จากมลัเบอรรี ่ใหผลไดเพยีง 5 พนัธุ ไดแก 
พันธุ ไวทคิง (AUSW) พันธุ สหรัฐอเมริกาขาว 
(USAW) พันธุไตหวัน (TW) พันธุมังกร (MK) และ
พันธุบุรีรัมย (BRR) อาจเปนผลจากกระบวนการ
เตรียมตัวอยาง หรอืขัน้ตอนกําหนดการเพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเครื่อง PCR ยังไมมีความเหมาะสม
สาํหรบัในบางพนัธุ อยางไรก็ตาม ลาํดับนวิคลโีอไทด
ทีส่ามารถสังเคราะห (sequencing) ได เมือ่ทาํการ
เทียบความคลายคลึงทางชนิด (identity) จากฐาน
ขอมูลทางพันธุกรรม (GenBank) พบวาแตละพันธุ
ถูกระบุเปนมัลเบอรรี่ชนิด Morus alba โดย 
มีความคลายคลึงหรือเหมือนกันในฐานขอมูลต้ัง 
99-100 เปอรเซ็นต ซึ่งเหมือนการรายงานท่ีผาน
การใชยีนทั้งสองบริเวณสําหรับการระบุชนิดนั้น
ใหผลไดด ีเชนการใช ITS ในการระบุพนัธุ มลัเบอรรี่ 
8 พันธุ (Zeng et al., 2015) หรือแมแตหมอน

ในสกลุเดยีว (Morus) แตแตกตางชนดิอยางชดัเจน 
และลูกผสมพันธุตาง ๆ (Weiguo et al., 2005) 
ไดเปนผลสําเร็จ จากผลการศึกษาในครั้งนี้พบวา
ความแปรผันทางพันธุกรรมระหวางมัลเบอรรี่พันธุ
ตาง ๆ ที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหในบริเวณทั้งสอง
คอนขางตํ่า อาจเปนไปไดที่ลักษณะอัตราการ
กลายพันธุ (mutation) ไมไดมีการเปลี่ยนกันมาก 
ซึ่งอาจตองใชปรับปรุงพันธุใหมีความหลากหลาย
มากข้ึน และใชระยะในการใหเกิดการแปรผัน
มากข้ึนตอไป ทัง้นีจ้ากการจดักลุมความสัมพันธทาง
วิวัฒนาการของลําดับนิวคลีโอไทดจากบริเวณยีน 
ITS นัน้ไมสามารถแยกกลุมของมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  
ออกจากกันได ในขณะที่การใชลําดับนิวคลีโอไทด
จากบริเวณยีน matK นั้น สามารถแบงออกไดเปน
สองกลุมหลัก แมวา ยีนบริเวณ ITS จะใหผลผลิต 
PCR ที่ดีกวา matK ก็ตาม ซึ่งจากการรายงานการ
ศกึษาวงศวานวฒันาการในพชืทีผ่านมา มขีอแนะนาํ
ถึงการใช matK เปนดีเอ็นเอบารโคดมาตรฐาน
สาํหรบัการระบุชนิดและการวิเคราะหความแปรผัน
ทางพันธุกรรม (Hollingsworth et al., 2009; 
วุฒิพงศ, 2554) และยังคงใชยีนบริเวณนี้กับงาน
วจิยัของกลุมพชืในหลาย ๆ  กลุมมาจวบจนปจจบุนั 
(Chase et al., 2007; Asahina et al., 2010; 
มัทนา และคณะ, 2552; พรรษา และคณะ, 2556; 
นฤมล และคณะ, 2557ก, ข)

การศึกษาของ นฤมล และคณะ (2557ก) 
ที่ไดทําการจําแนกพันธุ และการวิเคราะหความ
สัมพันธทางพันธุกรรม ของกลวยไมสกุลกุหลาบ
ดวยลําดับนิวคลีโอไทดของตําแหนงจําเพาะ โดย
พบวา การใชยนีบริเวณ matK สามารถจําแนกพันธุ
กลวยไมออกจากกนัได 11 พนัธุ โดยไมสามารถแยก
เอื้องกุหลาบชมพูกระบ่ีกับเอื้องกุหลาบนานออก
จากกัน แตพบวา บริเวณ ITS ไมเหมาะสมท่ีจะนํา
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มาใชเนื่องจากไมสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอ
ของกลวยไมไดครบทั้ง 13 พันธุ นอกจากนี้ยังไดมี
การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของ
กลวยไม สิงโตกลอกตาหมู สิงโตโดยใช ลําดับ
นิวคลีโอไทดของยีนจําเพาะ กลับพบวา การใช
บริเวณ matK เพียงลําพังนั้นไมสามารถแยก
สงิโตกามปูใหญ และกามปูแดง สิงโตอาจารยเต็ม
กบัสงิโตงาม และสงิโตอคีอรกบัสงิโตสคุรินิออกจาก
กันได ซึ่งมีขอแนะนําวาใหใชยีน matK รวมกับยีน 
rbcL เพ่ือใหการจําแนกไดดีขึ้น ซึ่งเหมือนกับการ
รายงานในอดีตที่ผานมาเชนกัน (Sugita et al., 
1985; นฤมล และคณะ, 2557ข) นอกจากนี้
เพื่อความเหมาะสมตอการนําไปประยุกตใชกับพืช
ชนิดตาง ๆ จึงไดมีการเสนอใหใชรวมกันเปน 
2-3 บริเวณ (Kress and Ericson, 2007; 
Newmaster et al., 2008; Kress et al., 2009) 
หรือ 3 บริเวณรวมกัน (Chase et al., 2007) และ
การเลือกใชผสมผสาน 3-4 บริเวณ (Fazekas 
et al., 2008) เปนตน แตอยางไรก็ตาม เพื่อการ
จาํแนกชนดิของมลัเบอรรีพ่นัธุตาง ๆ  ใหมปีระสทิธภิาพ
มากยิง่ขึน้ และครอบคลมุ มขีอแนะนาํวา ควรศกึษา
ในขอมูลสวนอ่ืนประกอบ อาทิ การศึกษาลักษณะ
สัณฐานวิทยาทั้งสายพันธุไวทมัลเบอรรี่ (white 
mulberry; Morus alba), เรดมัลเบอรรี่ (red 
mulberry; Morus rubra) และแบล็คมัลเบอรรี่ 
(black mulberry; Morus nigra) การกระจายตัว
ทางภูมิศาสตร รวมทั้งการวิเคราะหดวยยีนรวม
หลายบริเวณรวมกัน เชน rbcL, rpoB, rpoC1, 
trnH และ psbA เปนตน

สรุปผลการวิจัย
การศึกษาทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว

อาจไมสามารถระบุสายพันธุมัลเบอรรี่ที่ได จึงตอง
มกีารศกึษาเพิม่เตมิในสวนของอณชูวีวทิยา ซึง่การ
ศึกษาการจําแนกพันธุในครั้งนี้อาศัยการวิเคราะห
จากลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ ITS และ 
matK พบวา แผนภูมิตนไมจากลําดับนิวคลีโอไทด
ของยีนบริเวณ ITS มีวัฒนาการเชิงเดี่ยว ในขณะท่ี
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีนบริเวณ matK สามารถ
จัดกลุมของมัลเบอรรี่พันธุตาง ๆ ไดเปนสองกลุม
อยางชัดเจน ทัง้นีค้วามผันแปรนิวคลีโอไทดระหวาง
พันธุจากท้ังยีนทั้งสองบริเวณมีคาคอนขางตํ่า จึงมี
ขอแนะนาํใหวิเคราะหดวยยนีหลายบรเิวณรวมกนั 
เพือ่ใหเกดิความมีประสิทธภิาพของการจัดกลุมตาม
วงศวานวิวัฒนาการตอไป อีกท้ังตองทําการพัฒนา
ปรบัปรุงพนัธุตาง ๆ  เพือ่การอนุรกัษพนัธุมลัเบอรรี่
ในเขตพื้นที่ตอไปอีกดวย

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบพระคุณแหลงทุนจากการสนับสนุน

การวิจัยโครงการวิจัยสนองพระราชดําริโครงการ
อนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ 
สมเดจ็พระเทพรตันราชสดุาฯ สยามบรมราชกมุารี 
(อพ. สธ., 2562) ไดรบัทนุสนบัสนนุจากมหาวทิยาลยั
ราชภัฏพิบูลสงคราม  งบประมาณแผ นดิน 
ปงบประมาณ 2562 ที่สนับสนุนงบประมาณ
การวิจัยในคร้ังนี้ ทั้งนี้คณะผู วิจัยขอขอบคุณ
ศูนยวิทยาศาสตร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัย
ราชภัฏพบิลูสงคราม ทีใ่หความอนุเคราะหทางดาน
เครื่องมือ และหองอุปกรณในการวิจัยครั้งนี้ 
คณะผูวิจัยจึงกราบขอบพระคุณเปนอยางสูงไว 
ณ ที่นี้
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