
บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัพิเศษ) การประชมุวิชาการระดบัชาติ “วิทยาศาสตร์วิจยั ครัง้ที่ 9” 433 

 

ล ำดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอ 
ของมันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz) ไม่มีควำมแปรปรวน 

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

ยรุนนัท์  ทรวงทองหลาง และ ชตูา  บญุภกัดี* 
Yuranun  Thuangtonglang and Chuta  Boonphakdee* 

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา   
Department of Biology, Faculty of Science, Burapha University 

Received  :   11   June   2017 
Accepted  :     15    August    2017 

Published  online  :   22   August    2017 
 

บทคดัย่อ 
มนัส าปะหลงั  (Manihot  esculenta  Crantz)  เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีความส าคญัของประเทศไทย   ในงานวิจยันี ้

ท าการศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัที่ยังไม่มีรายงาน
การศกึษา เพื่อพิจารณาใช้เป็นเคร่ืองหมายชีวโมเลกลุในการระบสุายพนัธุ์ โดยศกึษากบัมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์ 
เพิ่มปริมาณชิน้ดีเอ็นเอขนาด 368 คู่เบส ด้วยคู่ไพรเมอร์  trn-Phe และ trn-F ในปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส เมื่อวิเคราะห์
ความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์ระหว่างสายพนัธุ์พบว่าบริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนั
ส าปะหลังทุกตัวอย่างมีขนาดเท่ากับ 268 คู่เบส ไม่มีล าดับเบสที่แตกต่างกันและผลการศึกษาร่วมกับพืชในวงศ์  

Euphorbiaceous เดียวกันอีก 2 ชนิด คือ ยางพารา (Hevea brasiliensis) และละหุ่ง (Ricinus communis) พบความ
แตกต่างจ านวน 10 และ 33 คู่เบส ตามล าดับ และพืชต่างวงศ์อีก 1 ชนิด คือถั่วเขียว (Vigna radiata (L.)) พบความ
แตกต่างจ านวน 32 คู่เบส ดงันัน้บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอไม่เหมาะสมที่จะใช้เป็นเคร่ืองหมาย              
ชีวโมเลกลุในระดบัสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงั 
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 ABSTRACT 
Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important economic crop of Thailand. The purpose of this 

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

มนัส าปะหลงัเป็นแหลง่อาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตที่ส าคญัของมนษุย์ที่มีราคาถกูกว่าพืชผลิตแป้งชนิดอื่นๆ 
(Lebot, 2009) การจ าแนกสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงัมีประโยชน์ในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุ์เพื่อพฒันาสายพนัธุ์ที่มี
ลกัษณะดีตรงตามความต้องการ เช่น ผลผลิตสงู มีคณุสมบตัิต้านทานต่อโรคและแมลง เป็นต้น ปัจจุบนันีก้ารน าเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล เช่น ปฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction) หรือ พีซีอาร์ (PCR) มาเพิ่มจ านวนดีเอ็น
เอและศกึษาข้อมลูพนัธุกรรมพืช เพื่อใช้ระบชุนิดหรือสายพนัธุ์ได้รับความนิยมมากขึน้ ซึง่ให้ข้อมลูที่ถกูต้องแมน่ย ากวา่การ
จ าแนกแบบดัง้เดิมที่ใช้แต่เพียงลกัษณะสณัฐานวิทยาภายนอก และข้อความพนัธุกรรมนอกจากจะจ าแนกชนิดหรือสาย
พนัธุ์ออกจากกนัแล้ว ยงับอกได้ถึงความสมัพนัธ์ทางวิวฒันาการ (Archak, 2000; Duangjit, 2011)  

ไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอในพืช มีโครงสร้างของจีโนมเป็นลกัษณะวงแหวนเกลียวคู ่มีขนาดตา่งกนัมากประมาณ  
200 - 2,400 กิโลเบส (Ward et al.,1981; Palmer 1985; Pring & Lonsdale 1985) ยีนในไมโทคอนเดรียลดี เอ็นเอ             
มีบริเวณถอดรหสัส าหรับการสงัเคราะห์โปรตีน tRNA และ rRNA เรียกว่า coding DNA sequence และมีบริเวณที่ไม่มี
การถอดรหสั เรียกว่า non-coding DNA หรือ non-functional DNA ในพืชเป็นบริเวณที่อยูร่ะหวา่งยีน trn-Phe และ trn-F 
คือ สว่นท่ีไมเ่ก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์โปรตีนสว่นใหญ่ ซึง่มีล าดบัเบสเหมือนหรือคล้ายกนัได้หลายซ า้ เรียกวา่ repeated 
sequence ท าหน้าที่สร้างเสถียรภาพให้กบั coding DNA sequence ปัจจุบนัถกูน ามาใช้เป็นสว่นหนึ่งของดีเอ็นเอพาหะ 
และเป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุ (molecular marker) (Anand et al., 2014)  

ดังนัน้ การน าเทคนิคทางชีวโมเลกุลมาศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียล             
ดีเอ็นเอที่ปัจจบุนัมีรายงานการศกึษาค่อนข้างน้อย อีกทัง้ล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงั ยงัไม่
ปรากฏอยูใ่นฐานข้อมลู GenBank จึงเป็นที่นา่สนใจทีอ่าจพบความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธุ์ และสามารถ
น ามาใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุบง่ชีค้วามเป็นเอกลกัษณ์หรือระบสุายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงัได้ นอกจากนีจ้ะท าให้ทราบ
ถึงความหลากหลายและความสมัพันธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธุ์ต่างๆ ของมันส าปะหลงัอีกด้วย ซึ่งจะเป็นการ             
ต่อยอดภมูิปัญญาท าให้เกิดองค์ความรู้ใหม่ได้ตอ่ไป ดงันัน้การศกึษาในครัง้นี ้จึงเร่ิมต้นศกึษาด้วยการออกแบบไพรเมอร์ 
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และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ แล้ววิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ในสายพนัธุ์ตา่งๆ ของมนัส าปะหลงัเพื่อใช้
เป็นข้อมลูบง่บอกความเป็นเอกลกัษณ์ในระดบัสายพนัธุ์ของพืชชนิดนีไ้ด้ 
 
วิธีด ำเนินกำรกำรวิจัย 

1. กำรเตรียมตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 
 ท าการเก็บตวัอยา่งใบออ่นของมนัส าปะหลงั จากส านกัวิชาเทคโนโลยีการเกษตร มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี 
จังหวดันครราชสีมา จ านวน 18 สายพนัธุ์  น ามาสกดัเป็นจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยชุดสกดัส าเร็จ SP Plant DNA Kit (Omega 
bio-tek, USA) จากนัน้น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ไปตรวจสอบปริมาณและคณุภาพด้วยเคร่ือง NanaDropTM 2000/2000C 
spectrophotometer และเก็บสารละลายดีเอ็นเอไว้ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 

2. กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอบริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์ 
  ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ในปริมาตรรวม 30 ไมโครลติร ประกอบด้วย 2X GoTaq™ Green MasterMix 10 ไมโครลติร 
 ดีเอ็นเอของมันส าปะหลังแต่ละตัวอย่าง (แยกหลอด) 200 นาโนกรัม ไพรเมอร์ที่จ าเพาะในบริเวณยีน trn-Phe                 
(5'- AATCCTTGTGTCAGTGGTTCG) และ  trn-F (5'- ATTCGAACCTATGGCCCTCT)  ที่ ออกแบบมาจากล าดับ             
นิวคลีโอไทด์ของยางพารา (GenBank accession no. AP014526) ข้างละ 0.2 ไมโครลิตร จากนัน้ปรับปริมาตรสดุท้าย
ด้วยน า้ปราศจาก Nuclease ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์จ านวนทัง้หมด 30 รอบ โดยมีขัน้ตอน Pre-denaturation ที่ 94 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ขัน้ตอน Denaturation ที่อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที ขัน้ตอน Annealing              
ที่อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ตอน Extention ที่อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที และ
ขัน้ตอน Final Extention 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วย 1.0 % agarose gel 
electrophoresis โดยใช้ 0.5 SB buffer ภายใต้ความต่างศกัย์ไฟฟ้า 60 โวลต์ นาน 60 นาที แล้วท าการตรวจสอบดแูถบ            
ดีเอ็นเอภายใต้แสงอลัตราไวโอเลตด้วยชดุ gel documentation (Syngene international Ltd., England) 

3. กำรอ่ำนล ำดับเบส 
น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีผ่านการท าให้บริสทุธ์ิด้วยชุดท าบริสทุธ์ิส าเร็จรูป GenepHlowTM Gel/PCR Kit (Genenaid 

International, Taiwan) สง่วิเคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยวิธีอ่านโดยตรง จากนัน้ตรวจสอบความถกูต้องด้วยตาโดยใช้
โปรแกรม BioEdit version 7.0.0 และน าข้อมูลไปเปรียบเทียบความเหมือนระหว่างสายพันธุ์ของมันส าปะหลังและ            
ที่บันทึกไว้ในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BLAST ผ่านระบบเครือข่ายอินเตอร์เนต (www.ncbi.nlm.nih.gov/)               
ท าการวิเคราะห์ความแตกตา่งของล าดบันิวคลโีอไทด์ระหวา่งสายพนัธุ์ด้วยการท า multiple sequence alignment โดยใช้
โปรแกรม Clustal X version 2.0 
 
ผลกำรวิจัยและวิจำรณ์ผล 

เมื่อเพิ่มปริมาณบริเวณ non-coding ของมันส าปะหลัง จ านวน 18 สายพันธุ์  ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้               
คูไ่พรเมอร์ trn-Phe และ trn-F พบวา่ได้ผลผลติที่มีขนาด 368 คูเ่บส เทา่กนัทกุสายพนัธุ์ (ภาพท่ี 1) และเมื่อวิเคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding พบว่ามีขนาดเท่ากับ 268 คู่เบส ที่มีล าดบัเบสเหมือนกันทัง้หมด (ภาพที่ 2) และเมื่อ
น ามาเปรียบเทียบกับล าดบันิวคลีโอไทด์ของยางพารา (Hevea brasiliensis) และละหุ่ง (Ricinus communis) ซึ่งอยู่ใน
วงศ์ Euphorbiaceae เช่นเดียวกันกับมันส าปะหลงั พบจ านวนล าดับเบสในบริเวณ non-coding มีความแตกต่างกัน              
10 และ 33 คู่เบส ตามล าดับ (ไม่ได้แสดงผล) โดยมีค่าระยะห่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.063 และ 0.158 ตามล าดบั 
(ตารางที่1) และกับพืชต่างวงศ์ คือ ถั่วเขียว Vigna radiata (L.) มีล าดับเบสต่างกันจ านวน 32 คู่เบส (ไม่ได้แสดงผล)               

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ค่าระยะห่างทางพันธุกรรมเท่ากับ 0.092 แสดงว่าบริเวณ non-coding ของพืช มีความแปรปรวนน้อย ผลการศึกษา
สอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ Jeffrey et al. (1988) ที่พบว่าในไมโทคอนเดรียลจีโนมของพืชสกุล Brassica             
และ Raphanus มีความแปรปรวนต ่ามาก เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Kress & Erickson (2005) ที่ระบุว่าการใช้                 
ไมโทคอนเดรียลจีโนมเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดในพืชนัน้มีข้อจ ากัดเนื่องจากวิวัฒนาการของจีโนมพืชจะมีอัตราการ
เปลี่ยนแปลงที่ต ่ากว่าในสัตว์สอดคล้องกับ Petcha et al. (2016)  ที่ศึกษาความแปรผันของล าดับนิวคลีโอไทด์                   
ในไมโทคอนเดรียลจีโนมพบวา่ไมเ่พียงพอท่ีจะใช้จ าแนกพืชในระดบัสายพนัธุ์ได้  

มนัส าปะหลงัสายพนัธุ์ต่างๆ ที่ปลกูในประเทศไทยคาดว่ามีแหล่งก าเนิดเดียวกนั คือประเทศบราซิลเนื่องจาก            
พบการกระจายตวัและความแปรปรวนของสายพนัธุ์มากมายในบริเวณดงักล่าว (Wongtiem, 2012) มนัส าปะหลงั 18 
สายพันธุ์ที่น ามาศึกษาครัง้นีท้ราบข้อมูลแหล่งที่มาของพ่อพันธุ์และแม่พันธุ์ น้อยมาก เมื่อพิจารณาร่วมกับรายงาน
การศึกษาของ Wongtiem (2012) สามารถแบ่งมนัส าปะหลงัออกเป็นเป็น 3 กลุ่มใหญ่ตามแหล่งที่มา คือ 1) สายพนัธุ์
พืน้เมือง ได้แก่ HANATEE, RAYONG1, WILD1 และ WILD2 2) สายพนัธุ์จากตา่งประเทศ ได้แก่ YOLK และ MENTEGA 
3) สายพันธุ์ ที่ ได้ รับการปรับปรุงพันธุ์ โดยผสมข้ามสายพันธุ์  ได้แก่  PIROON, KU50, RAYONG5, RAYONG11, 
RAYONG9, RAYONG72, RAYONG90 และ SRIRACHA1 และ 4)สายพนัธุ์ที่ไม่ทราบข้อมลูแหลง่ที่มา ได้แก่ NEP, V13 
และ LOAS ซึ่งผลการศึกษาในครัง้นีพ้บว่าทุกสายพนัธุ์ไม่มีความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ non-coding 
นอกจากนีย้งัมีรายงานการศกึษาจีโนมของไมโทคอนเดรียในพืชมีวิวฒันาการน้อยมากเนื่องจากกลไกการซอ่มแซมตวัเอง
ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอมีประสิทธิภาพสงูกว่าไมโทคอนเดียลดีเอ็นเอของสตัว์ กล่าวคือเมื่อมีการเปลี่ยนแปลงหรือ
แทนที่ของล าดบัเบสบริเวณ non-coding บริเวณดงักลา่วจะมีความสามารถในการจดัเรียงล าดบัเบสให้เป็นแบบเดิมได้
อย่างรวดเร็วและแม่นย า (Christensen, 2014) แต่อย่างไรก็ตาม ควรท าการศึกษาในบริเวณ non-coding ของพืชชนิด
อื่นๆ เพิ่มเติมมากขึน้เป็นล าดบัต่อไป และหากพบว่าภายในพืชชนิดเดียวกนัแต่ต่างสายพนัธุ์กนั ล าดบันิวคลีโอไทด์ไม่มี
ความแปรปรวนหรือมีความแปรปรวนต ่า บริเวณ non-coding จะมีความเหมาะสมส าหรับการน าไปใช้เพื่อการพิสูจน์
เอกลกัษณ์หรือการระบุชนิดของพืชได้ ดังเช่นที่ในการศึกษาครัง้นี ้สามารถแยกความแตกต่างระหว่างมันส าปะหลงั               
กบัยางพาราและละหุง่ได้ เป็นต้น  

 

 
ภาพที่ 1 ผลผลติ PCR ของ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์ 

ตรวจสอบด้วย 1% agarose  gel electrophoresis ใน 0.5 SB buffer ที่ความตา่งศกัย์ 60 โวลต์ 
 เป็นเวลา 60 นาที  
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ตารางที ่1 ระยะหา่งทางพนัธุกรรมของล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ non-coding ของมนัส าปะหลงักบัพืช 
   ในวงศ์ Euphorbiaceae และตา่งวงศ์คือ  Vitaceae และ Fabaceae 

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

M. esculenta  0.000     
H. brasiliensis 0.063 0.000    
R. communis 0.158 0.102 0.000   
V. radiata 0.092 0.059 0.148 0.000  
V. vinifera 0.186 0.132 0.214 0.137 0.000 

 
 

 
ภาพที ่2 เปรียบเทียบล าดบันิวคลโีอไทด์บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอขนาด 268 คูเ่บส  
 ของมนัส าปะหลงัจ านวน 18 สายพนัธุ์ สญัลกัษณ์จดุ (.) คือล าดบันิวคลโีอไทด์ชนิดเดียวกนัในต าแหนง่ตรงกนั  
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สรุปผลกำรวิจัย 
 บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงั (Manihot esculenta Crantz) ที่อยู่ระหวา่ง
ยีน trn-Phe และ trn-F ทกุสายพนัธุ์มีขนาดเท่ากบั 268 คู่เบส ล าดบันิวคลีโอไทด์มีลกัษณะอนุรักษ์ไม่พบความแตกต่าง
ระหว่างสายพนัธุ์ของมนัส าปะหลงัที่น ามาทดสอบทัง้ 18 สายพนัธุ์ เมื่อเปรียบเทียบกบัยางพาราและละหุง่ที่จดัอยูใ่นวงศ์
เดียวกนั พบล าดบัเบสแตกต่างกัน 10 และ 33 คู่เบส ตามล าดบั มีค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.063 และ 0.158 
ตามล าดบั ดงันัน้บริเวณ non-coding ของไมโทคอนเดรียลดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัจึงไมเ่หมาะสมที่จะใช้ระบเุอกลกัษณ์
ในระดบัสายพนัธุ์ แตห่ากมีการศกึษาในพืชชนิดอื่นๆ เพิ่มเติมมากขึน้และให้ผลการทดลองที่สอดคล้องกบัมนัส าปะหลงัดงั
การศกึษาครัง้นี ้บริเวณ non-coding จะสามารถใช้เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อการพิสจูน์เอกลกัษณ์ของพืชในระดบัชนิด
หรือระดบัสงูกวา่ชนิดได้ 
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