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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคในสรางดีเอ็นเอบารโคดของมันสำปะหลังจากลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 พันธุมันสำปะหลัง
ที่ใชศึกษาจำนวน 17 พันธุ มีขอมูลลักษณะประจำพันธุถูกตองตรงตามพันธุ ตัวอยางเหลานี้ถูกเก็บรักษาพรรณไมแหงไวที่
พิพิธภัณฑพืชสิรินธร กรมวิชาการเกษตร ดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากมันสำปะหลังแตละพันธุถูกนำมาใชเปนสารพันธุกรรมตนแบบในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรสากลท่ีจำเพาะบรเิวณของยีน ITS2 ดวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรส ไดผลผลิตชิ้นดีเอ็นเอ
จากทุกตัวอยางมีขนาด 317 คูเบส มีความเหมือนกันกับลำดับนิวคลีโอไทดของมันสำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) บน
ฐานขอมูลสากล GenBank 99.05-100 เปอรเซ็นต มีตำแหนงลำดับนิวคลีโอไทดที่ผันแปรทางพันธุกรรมระหวางพันธุจำนวน        
5 ตำแหนง ซึ่งแสดงถึงความเปนเอกลักษณของพันธุ ลำดับนิวคลีโอไทดทั้งหมดที่ตรวจสอบความถูกตองแลวจะถูกเก็บไวที่
ฐานขอมูลสากล GenBank เมื่อพิจารณาแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยใชยางพาราเปนตัวอยางนอกกลุม พบวาสามารถ
แบงออกเปน 3 กลุม และแยกพันธุหานาที ระยอง 3 และระยอง 72 ออกจากพันธุอื่น ๆ ได การนำลำดับนิวคลีโอไทดจาก            
มันสำปะหลังที่เก็บมาจากแหลงปลูกตางๆ จำนวน 50 ตัวอยาง ที่มีลักษณะประจำพันธุตรงกับพันธุระยอง 72 และ เกษตรศาสตร 
50 เมื่อเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมูลสากล GenBank พบวาขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดมีความเหมือนกัน 100 

เปอรเซ็นตกับลำดับนิวคลีโอไทดของระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 ที่เก็บไวในฐานขอมูล แสดงใหเห็นวาลำดับนิวคลีโอไทดของ
ยีน ITS2 เปนบริเวณที่มีความเหมาะสมในการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดชนิดหนึ่งของมันสำปะหลังได สามารถนำไปใชเปนดีเอ็นเอ
บารโคดเพื่อเปนเครื่องมือจำแนกระดับพันธุของมันสำปะหลัง แตควรใชรวมกับดีเอ็นเอบารโคดอื่น ๆ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
จำแนก และนำเอาไปใชประโยชนในงานวิจัยโดยเฉพาะดานงานการอนุรักษพันธุกรรมและปรับปรุงพันธุ   

คำสำคัญ: มันสำปะหลัง ลำดับนิวคลีโอไทด ดีเอ็นเอบารโคด 
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Abstract 

This research aimed to study of construct DNA barcode based on nucleotide sequence of ITS2 gene. 

In this study, 17 cassava cultivars were recorded the characteristics that their decided the correct naming of 

each cultivar. These cultivars were made herbarium specimen and remained in Bangkok Herbarium (BK), 

Department of Agriculture. DNA extracts from each cultivar used as a template for amplified and universal 

primer, matching ITS2 region using polymerase chain reaction technique. The sequences length of DNA 

fragment were 317 base pairs in all samples. Sequencing analysis was compared with GenBank. The 

nucleotide sequences showed a value of 99.05 to 100 percent similarity of gene among M. esculenta Crantz. 

The ITS2 sequences found the variation among cassava cultivars contain unique signatures at 5 nucleotide 

positions. All sequences were validated and deposited in GenBank. When analysis the phylogenetic tree using 

rubber as an outgroup, results presented that could effective divided of 3 groups and distinguished Hanatee, 

Rayong 3 and Rayong 72 from cassava cultivars. 50 samples from several crops have accurate characteristics 

as Rayong 72 and Kasetsart 50. All samples were collected and were successfully DNA extracted and 

nucleotides sequenced. The ITS2 nucleotide sequences were determined alignment search tool of GenBank. 

The result found that nucleotide sequence data were highly similar (100 percent) to deposit nucleotide 

sequences of Rayong 72 and Kasetsart 50 into GenBank. Results suggested that ITS2 sequences facilitates 

independent assessment one of DNA barcode as an effective tool for cassava cultivar identification. However, 

a combination with other DNA barcode could increase effective identification. This research information can 

be applied to research, especially plant genetic conservation and breeding.  

Keywords: cassava, nucleotide sequences, DNA barcode 
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1. บทนำ
มันสำปะหลัง (Manihot esculenta CrantZ) เปนวัตถุดิบที่สำคัญในการผลิตทั้งอาหารมนุษย อาหารสัตว สิ่งอุปโภค 

เครื่องมือทางการแพทย และพลังงานทดแทน ซึ่งมีตลาดอุตสาหกรรมรองรับผลผลิตทางการเกษตร ผลผลิตมันสำปะหลังป พ.ศ. 
2563 คาดวามีพื้นท่ีเก็บเกี่ยว 8.75 ลานไร ผลผลิต 31.104 ลานตัน ผลผลิตตอไร 3.56 ตัน เมื่อเทียบป พ.ศ. 2562 พ้ืนที่เก็บเกี่ยว 
และผลผลิต เพิ่มขึ้นรอยละ 0.93 และรอยละ 0.08 ตามลำดับ แตผลผลิตตอไรลดลงรอยละ 0.84 (สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 
2564) เนื่องจากราคาหัวมันสำปะหลังสดมีแนวโนมสูงข้ึนจึงมีแรงจูงใจท่ีสำคัญทำใหมีพื้นที่การผลิตมันสำปะหลังเพ่ิมข้ึน การผลิต
มันสำปะหลังเพ่ือใหไดผลผลิตตอไรสูงนั้นเกษตรกรจำเปนตองใชพันธุท่ีเหมาะกับพ้ืนท่ี และทอนพันธุมีคุณภาพที่ดี การจำแนกพันธุ
มันสำปะหลังโดยใชคุณลักษณะประจำพันธุ 50 ลักษณะ (Fukuda et al., 1998) มีคุณลักษณะเดนที่นำมาใช 10 ลักษณะ 
แบงเปนลักษณะประจำพันธุหลังการเพาะปลูกที่อายุ 4 เดือน 6 ลักษณะ และกอนเก็บเกี่ยวที่อายุ 11 เดือน 4 ลักษณะ เห็นไดวา
ตองใชระยะเวลานาน และตองอาศัยความเชี่ยวชาญเฉพาะทางในการพิสูจนพันธุ นอกจากน้ียังอาจเกิดความเคลื่อนคลาดจากความ
ไมสม่ำเสมอของตัวอยางเนื่องจากสภาพแวดลอม วิธีเครื่องหมายโมเลกุลไดรับความนิยมเนื่องจากมีความแมนยำและไมขึ้นอยูกับ
สภาพแวดลอม ซึ่งปจจุบันมีนักวิทยาศาสตรรวมกับนักอนุกรมวิธานพืชไดนำเสนอการทำดีเอ็นเอมาตรฐานเพื่อใชเปนดีเอ็นเอ
บารโคดสำหรับชวยเรงการพิสูจนเอกลักษณของสิ่งมีชีวิต ซึ่งดีเอ็นเอมาตรฐานนั้นไดมาจากลำดับนิวคลีโอไทดที่ผานหลักเกณฑ             
3 ประการ (CBOL Plant Working Group, 2009) ไดแก 1) ความเปนสากล (universality) 2) คุณภาพของลำดับนิวคลีโอไทด 
(sequence quality) และ 3) ประสิทธิภาพในการแยกพืชแตละชนิดออกจากกัน (species discrimination) การเลือกใชลำดับ  
นิวคลีโอไทดของยีน ITS2 จัดเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพและเปนที่ยอมรับโดยทั่วไป 

2. วัตถุประสงคการวิจัย
เพื่อสรางดีเอ็นเอบารโคดของมันสำปะหลังจากลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 

3. อปุกรณและวิธีการ

 3.1 ตัวอยางมันสำปะหลัง ที่ใชในงานวิจัยนี้แบงเปน 
- พันธุมันสำปะหลังที่ไดการรับรองพันธุโดยกรมวิชาการเกษตร ไดแก พันธุระยอง 1  ระยอง 2 ระยอง 3 ระยอง 5 

ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 ระยอง 86-13 ระยอง 60 ระยอง 72 และระยอง 90 

- พันธุมันสำปะหลังท่ีเปนพันธุจากความรวมมือกันระหวางกรมวิชาการเกษตรและสำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและ
เทคโนโลยีแหงชาติ ไดแก พันธุพิรุณ 1 และ พิรุณ 2 

- พันธุมันสำปะหลังท่ีไดรับการปรับปรังพันธุจากแหลงอื่น ๆ ไดแก พันธุพิรหวยบง 60 หวยบง 80 และเกษตรศาสตร 50 

 - พันธุพ้ืนเมือง ไดแก พันธุหานาที 

 - ตัวอยางนอกกลุมที่ศึกษา (outgroup) ใชยางพารา (Hevea brasiliensis (Kunth) Muell. Arg.)  

 3.2 การเก็บขอมูลลกัษณะประจำพันธุและจัดทำพรรณไมแหง 
บันทึกลักษณะประจำพันธุของมันสำปะหลังเพื่อตรวจสอบความถูกตองของพันธุท่ีนำมาใชในการทดลองนี้ แบงเปนหลัง

การเพาะปลูกที่อายุ 4 เดือน 5 ลักษณะ ไดแก 1) สียอดออน 2) สีของใบออน 3) ขนที่ยอดออน 4) สีกานใบ 5) รูปรางของแฉกที่
อยูกลางใบ กอนเก็บเกี่ยวท่ีอายุ 11 เดือน 4 ลักษณะ ไดแก 6) สีของลำตน 7) การมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอกของหัว 9) สี
เนื้อของหัว ซึ่งดำเนินการปฏิบัติตามคูมือการบันทึกขอมูลของกรมสงเสริมการเกษตร (2559) จัดทำการเก็บรักษาหลักฐานอางอิง
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งานวิจัยของมันสำปะหลังท้ัง 17 พันธุ ในรูปตัวอยางพรรณไมแหงไวในพิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ กรมวิชาการเกษตร (Bangkok 

Herbarium, BK)  

 3.3 การสกัดดีเอ็นเอ การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และการวิเคราะหหาลำดับนิวคลีโอไทด 
นำใบมันสำปะหลังมาห่ันเปนช้ินเล็ก ๆ ประมาณ 0.1 กรัม ใสลงในโกรงท่ีมีไนโตรเจนเหลว บดใหละเอียดเปนผงแลวใช

ชุดน้ำยาสกัดดีเอ็นเอสำเร็จรูป (DNA extraction GF-1, vivantis) จากนั้นตรวจสอบคุณภาพสารละลายดเีอ็นเอท่ีสกัดไดการวัดคา
การดูดกลืนแสง นำสารสกดัดีเอ็นเอตัวอยางทั้งหมดมาเจือจางใหมีความเขมขน 100 ng/ul จากนั้นเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเทคนคิ 
PCR บริเวณยีน ITS2 ดวยไพรเมอร ITS3 (5´-GCA TCG ATG AAG AAC GCA GC-3') / ITS4 (5´-TCC TCC GCT TAT TGA TAT 

GC-3') (White et al., 1990) ตรวจสอบผลผลิต PCR ดวยเทคนิค agarose gel electrophoresis หลังจากน้ันทำดีเอ็นเอให
บริสุทธ์ิ และวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดดวยเครื่อง IIIumina Hiseq (illumine) ดวย เทคนิค BT-Sequencing (Barcode taq 

sequencing base on Next generation sequencing ตามกรรมวิธีของบริษัท Celemics ประเทศสาธารณรัฐเกาหล ี

 3.4 การวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดและการสรางแผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรม 
  นำขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาจัดเรียงตำแหนงเปรียบเทียบกันโดยใชโปรแกรม ClustalW2 ดวยวิธี Multiple 

alignment ใหถูกตองตรงกันทุกตัวอยาง เพื่อเปรียบเทียบใหเห็นความผันแปรทางพันธุกรรมของดีเอ็นเอ นำลำดับนิวคลีโอไทดมา
สรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยโปรแกรม MEGA 6.0 (Molecular Evolution Genetics Analysis) ดวยวิธี 
Neighbor-joining โดยกำหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ำ 

 3.5 การทดสอบระบุพันธุมันสำปะหลัง 
  การเก็บตัวอยางมันสำปะหลังในแหลงปลูกที่ตาง ๆ จำนวน 50 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ
มาตรฐาน ITS2 เก็บบันทึกขอมูลลักษณะประจำพันธุ แลวนำผลลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาเปรียบเทียบกับขอมูลลำดับนิวคลีโอไทด
ของยีน ITS2 ที่ใชเปนดีเอ็นเอมาตรฐานบนฐานขอมูลสากล GenBank เพื่อทดสอบประสิทธิภาพการนำมาใชเปนดีเอ็นเอบารโคด 

4. ผลการวิจัย

 4.1 ลักษณะประจำพันธุของมันสำปะหลัง 
จากการบันทกึลักษณะประจำพันธุของมันสำปะหลังจากตัวอยางตนท่ีเก็บมาสกัดดีเอ็นเอ พบวา 1) สียอดออน สามารถ

แบงออกไดเปน 7 สี ดังนี้ สีเขียวออน สีเขียว สีมวงอมเขียว สีมวงอมน้ำตาล สีมวง สีเขียวอมมวง และสีน้ำตาลอมเขียว 2) สีของใบ
ออน สามารถแบงออกไดเปน 3 สี ดังน้ี สีเขียวออน สีเขียวอมมวง และสีมวง 3) ขนที่ยอดออน สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ 
ดังนี้ มีขน และไมมีขน 4) สีกานใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังนี้ สีเขียวออน สีเขียวอมชมพู สีเขียวอมแดง และสีแดงเขม 5) 

รูปรางของแฉกท่ีอยูกลางใบ สามารถแบงออกไดเปน 4 รูปแบบ ดังนี้ ใบหอกปลายมน  ใบแหลมแบบใบหอก  ใบหอก และใบหอก
กลับ 6) สีของลำตน สามารถแบงออกไดเปน 5 สี ดังนี้ สีเขียวเงิน สีเขียวอมน้ำตาล สีน้ำตาลอมเหลือง สีน้ำตาลอมสม และ         
สีน้ำตาลออน 7) การมีขั้วของหัว สามารถแบงออกไดเปน 2 ลักษณะ ดังนี้ มีขั้วของหัว และไมมีขั้วของหัว 8) สีผิวเปลือกช้ันนอก
ของหัว สามารถแบงออกไดเปน 4 สี ดังนี ้สีน้ำตาลออน สีขาวครีม สีน้ำตาล และสีน้ำตาลเขม 9) สีเนื้อของหัว สามารถแบงออกได
เปน 3 สี ดังนี้ สีขาว สีขาวครีม และสีเหลืองออน ขอมูลลักษณะประจำพันธุของมันสำปะหลังแตละพันธุถูกตองตรงตามลักษณะ
ประจำพันธุตามเกณฑการจำแนกพันธุมันสำปะหลัง (กรมสงเสริมการเกษตร, 2559). ตัวอยางเหลานี้ไดถูกดำเนินการเก็บตัวอยาง
พรรณไมแหงเพื่อใชเปนพันธุไมอางอิงงานวิจัยไวที่พิพิธภัณฑพืชสิรินธร ซึ่งมีหมายเลขอางอิง (voucher specimen) ดังตารางที่ 1 
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 4.2 การวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของมันสำปะหลัง 17 พันธุ และยางพารา ดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสโดยใชไพรเมอร ITS3/4 

ซึ่งมีความจำเพาะกับยีน ITS2 พบวาสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเปาหมายอยางจำเพาะไดทั้งหมด (ผลสำเร็จ 100 เปอรเซ็นต) 
แสดงใหเห็นวาบริเวณของดีเอ็นเอดังเหลานี้ทำไดงายมีเปอรเซ็นตความสำเร็จสูง มีขนาดช้ินดีเอ็นเอ 317 คูเบส เมื่อตรวจสอบ
ลำดับนิวคลีโอไทดของดวยโปรแกรม Blastn ในฐานขอมูลสากล พบวาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 ในทุกพันธุมีความ
เหมือนกันกับมันสำปะหลัง (M. esculenta Crantz) 99.05-100 เปอรเซ็นต ซึ่งขอมูลนี้ยืนยันไดวาลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดมีความ
ถูกตองและมีความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางพันธุ ขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดถูกจัดเก็บไวในฐานขอมูลสากล GenBank และ
ไดรับหมายเลขเฉพาะ (accession number) ดังตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 หมายเลขอางอิงพรรณไมแหง และหมายเลขเฉพาะลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 ของมันสำปะหลัง 17 พันธุ. 

พันธุมันสำปะหลัง หมายเลขอางอิง 
หมายเลขเฉพาะลำดับนิวคลีโอไทดของ

ยีน ITS2 

ระยอง 1 01-001 MK809337 

ระยอง 2 01-002 MK809338 

ระยอง 3 01-003 MK809339 

ระยอง 5 01-004 MK809340 

ระยอง 7 01-005 MK809341 

ระยอง 9 01-006 MK809342 

ระยอง 11 01-007 MK809343 

ระยอง 86-13 01-008 MK809344 

ระยอง 60 01-009 MK809345 

ระยอง 72 01-010 MK809346 

ระยอง 90 01-011 MK809347 

เกษตรศาสตร 50 01-012 MK809348 

หวยบง 60 01-013 MK809349 

หวยบง 80 01-014 MK809350 

พิรุณ 1 01-015 MK809351 

พิรุณ 2 01-016 MK809352 

หานาที 01-017 MK809353 

  เมื่อเปรยีบเทียบลำดับนิวคลีโอไทด พบวามีความผันแปรทางพันธุกรรมระหวางพันธุจำนวน 5 ตำแหนง เปนตำแหนงท่ี
ผันแปรรปูแบบไพริมิดินทรานสิชนั ทรานสเวอรชัน พิวรินทรานสชัิน จำนวน 2 ตำแหนง (ตำแหนง T97C และ T290C), 1 

ตำแหนง (ตำแหนงที่ A120C) และ 2 ตำแหนง (ตำแหนงที่ A148G และ A249G) ตามลำดับ (ตารางที่ 2) ขอมูลดังกลาวแสดงให
เห็นวาตำแหนงท่ี T290C สามารถแบงพันธุมันสำปะหลังออกเปน 2 กลุม ดังนี้ กลุมท่ีตำแหนงที่ 290 เปน T ไดแก ระยอง 2 

ระยอง 3 ระยอง 7 ระยอง 60 ระยอง 90 เกษตรศาสาตร 50 หวยบง 60 และพิรุณ 2 ในขณะท่ีตำแหนงที่ T97C แสดงเอกลักษณ
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จำเพาะพันธุระยอง 72 ตำแหนงที่  A120C แสดงเอกลักษณจำเพาะพันธุหานาที ตำแหนง A148G และ A249G แสดงเอกลักษณ
จำเพาะพันธุระยอง 3 

ตารางที่ 2 รูปแบบความผันแปรทางพันธุกรรมของลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 

รูปแบบความผันแปร
ทางพันธุกรรม 

พันธุมันสำปะหลัง 

pyrimidine 

transitions (T97C) 

ระยอง 72 

พันธุอื่น ๆ 
transversions  

(A120C) 

หานาที 

พันธุอื่น ๆ 

purine transitions 

(A148G) 

ระยอง 3 

พันธุอื่น ๆ 

purine transitions 

(A249G) 

ระยอง 3 

พันธุอื่น ๆ 

pyrimidine 

transitions (T290C) 

ระยอง 2, ระยอง 3, ระอง 7, ระยอง 60, ระยอง 90, เกษตรศาสาตร 50, หวยบง 60, พิรณุ 2 

พิรุณ 1, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 86-13, ระยอง 72, หวยบง 80, พิรุณ 1, หานาที 

เมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 ของมันสำปะหลังทั้ง 17 พันธุ และใชยางพาราเปนตัวอยางนอกกลุมมาวิเคราะห
ดวยโปรแกรม MEGA เพื่อสรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมและวิเคราะหดวยวิธี neighbor-joining โดยกำหนดคา 
bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ำ พบวาสามารถแบงออกไดเปน 3 กลุม (ภาพที่ 1) ดังนี้ กลุมที่ 1 มันสำปะหลังพันธุหานาทีซึ่งเปน
พันธุพ้ืนเมืองที่นิยมปลูกเพื่อรับประทานถูกแยกออกจากพันธุมันสำปะหลังอื่น ๆ กลุมที่ 2 ประกอบดวย ระยอง 1 ระยอง 5 ระยอง 
9 ระยอง 86-13 หวยบง 80 พิรุณ 1 และระยอง 72 กลุมที่ 3 ประกอบดวย    ระยอง 2 ระยอง 7 ระยอง 60 ระยอง 90 

เกษตรศาสตร 50 หวยบง 60 พิรุณ 2 เมื่อพิจารณาภายในกลุมจะเห็นไดวาพันธุระยอง 3 และ ระยอง 72Neighbor-joining โดย
กำหนดคา bootstrap test ที่ 1,000 ซ้ำ 

 4.3 การทดสอบระบุพันธุมันสำปะหลัง 
เก็บตัวอยางมันสำปะหลังท่ีอายุประมาณ 4-5 เดือน จากแหลงปลูกในพ้ืนที่อำเภอน้ำพอง และอำเภอบานไผ จังหวัด

ขอนแกน จำนวน 50 ตัวอยาง ตั้งช่ือวา unknown 01-50 จากการบันทึกลักษณะประจำพันธุ พบวาลักษณะปรากฏที่บันทึกขอมูล
ไดมีความคลายคลึงกันมาก ยกเวนสีกานใบ unknown 01-40 กานใบมีสีแดงเขม สวน unknown 41-50 กานใบมีสีแดง ซึ่งตรง
กับลักษณะประจำพันธุระยอง 72 และเกษตรศาสตร 50 เก็บใบออนมาสกัดดีเอ็นเอและใชเปนสารพันธุกรรมตนแบบในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอร ITS3/4 พบวาสามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยางจำเพาะมีผลสำเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต 
จากการตรวจสอบความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทดโดยเทียบกับขอมูลในฐานขอมูลสากล GenBank พบวาตัวอยาง unknown 

01-40 มีความเหมือนกันกับ M. esculenta Crantz ที่ 100 เปอรเซ็นต ตรงกับขอมูลดีเอ็นเอหมายเลขเฉพาะ (GenBank 

accession number) MK809346 ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสำปะหลังพันธุระยอง 72 และ unknown 41-50 มีความ
เหมือนกันกับ M. esculenta Crantz ที่ 100 เปอรเซ็นต ซึ่งขอมูลตรงกับขอมูลดีเอ็นเอหมายเลขเฉพาะ (GenBank accession 

number) MK809348 ซึ่งเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคดของมันสำปะหลังพันธุเกษตรศาสตร 50  
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ภาพท่ี 1 แผนภูมิความสมัพันธทางพันธุกรรมของมันสำปะหลังจำนวน 16 พันธุและยางพาราเปนตัวอยางนอกกลุม  

จากลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 วิเคราะหโดยโปรแกรม MEGA ดวยวิธี neighbor-joining  

5. สรปุผลการวิจัย
ลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 สามารถเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอเปาหมายอยางจำเพาะมีผลสำเร็จ 100 เปอรเซ็นต แสดง

ใหเห็นวาบริเวณของดีเอ็นเอน้ีทำไดงายมีเปอรเซ็นตความสำเร็จสูง มีความผันแปรทางพันธุกรรม 5 ตำแหนง รูปแบบไพริมิดิน  
ทรานสิชัน ทรานสเวอรชัน และพิวรินทรานสิชัน จำนวน 2 1 และ 2 ตำแหนง ตามลำดับ ขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดถูกนำมาสราง
แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวามันสำปะหลังถูกแบงออกเปน 3 กลุม สามารถแยกพันธุหานาที ระยอง 3 ระยอง 72 

ออกจากกลุมได และสามารถแยกยางพาราที่ใชเปนตัวอยางนอกกลุมได แสดงใหเห็นวาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มี
ประสิทธิภาพในการแยกมันสำปะหลังระดับพันธุได การทดสอบการระบุพันธุมันสำปะหลัง พบวาตัวอยางท่ีเก็บมา (unknown) มี
ลักษณะประจำพันธุที่ปรากฏและลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 ตรงกันกับขอมูลดีเอ็นเอมาตรฐานอางอิงบนฐานขอมูล 
GenBank 100 เปอรเซ็นต ดังนั้นลำดับนิวคลีโอไทดของบริเวณยีน ITS2 จึงมีประสิทธิภาพสามารถใชเปนขอมูลดีเอ็นเอบารโคด
ชนิดหนึ่งของมันสำปะหลังได 

6. อภิปรายผลการวิจัย
ลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีคุณลักษณะสำคัญ 3 ประการ ไดแก 1) เปนบริเวณดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

โดยเทคนิค PCR ไดงาย มีผลสำเร็จสูง 100 เปอรเซ็นต 2) ลำดับนิวคลีโอไทดมีคุณภาพ เมื่อลำดับนิวคลีโอไทดเปรียบเทียบกับ
ขอมูลในฐานขอมูลสากล GenBank พบวามีความเหมือนสูงถึง 99.05-100 เปอรเซ็นต ซึ่งยืนยันไดวาเปนลำดับนิวคลีโอไทดที่
ถูกตอง และ 3) มีประสิทธิภาพในการแยกพันธุ มันสำปะหลังที่ใชในงานวิจัยนี้อยูในสปชีสเดียวกัน จึงมีความสัมพันธทางพันธุกรรม
ที่ใกลชิดกันสูงทำใหแยกความแตกตางระหวางพันธุไดยาก แตผลของความผันแปรทางพันธุกรรมของลำดับนิวคลีโอไทดและการ
สรางแผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวามันสำปะหลังแยกไดเปน 3 กลุม และสามารถแยกพันธุหานาที ระยอง 3 ระยอง 
72 ออกจากกลุมได ซึ่งสอดคลองกับรายงานวิจัยลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ ITS2 พบมีความหลากหลายมากกวาสวนของยีนอื่น ๆ 
ซึ่งสามารถนำไปใชในการระบุความจำเพาะของสายพันธุบัวได (ณัฐชา แสงศรี และคณะ, 2562) ขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดของยีน 
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ITS2 ในมะเขือมีความผันแปรทางพันธุกรรมมากกวายีน matK และ rbcL และใหผลสอดคลองกับการสรางแผนภูมิความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมโดยใชขอมูลลำดับนิวคลีโอไทด ITS2 นั้นสามารถจัดจำแนกมะเขือไดดีกวายีนอ่ืน ๆ (วิกานดา พรหมณี, 2560) กอน
รายงานผลงานวิจัยนี้ไดมีรายงานการศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรีย ดวยไพรเมอร trn-Phe 

และ trn-F ในมันสำปะหลังจำนวน 18 พันธุ พบวา ไมสามารถแยกความแตกตางในระดับสายพันธุได (ยุรนันท ทรวงทองหลาง 
และชูตา, 2560) ดังนั้นผลการวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน ITS2 มีความเหมาะสมในการเปนดีเอ็นเอมาตรฐาน
เพื่อนำมาใชเปนดีเอ็นเอบารโคดชนิดหนึ่งของมันสำปะหลังไดชนิดหนึ่งของมันสำปะหลังได 

7. ขอเสนอแนะ
การแยกพันธุพืชท่ีมีระดับชนิดหรือมีสปชีสเดียวกันโดยการใชลำดับนิวคลีโอไทดนั้นทำไดยาก เนื่องจากมีความผันแปร

ทางพันธุกรรมต่ำ ดังนั้นการใชดีเอ็นเอบารโคดในการระบุและแยกพันธุมันสำปะหลังนั้นจำเปนตองใชลำดับนิวคลีโอไทดมากกวา 2 
ยีนขึ้นไป จึงควรทำการศึกษาและวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดบริเวณอ่ืน ๆ ท้ังในคลอโรพลาสและนิวเคลียรไรโบโซมอลดีเอ็นเอ
เพิ่มเติม เพื่อหาตำแหนงที่มีอัตราการผันแปรที่สามารถจำแนกระดับพันธุไดมากข้ึนตอไป 
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