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บทคัดย่อ  
 

หญ้าหวาน (Stevia rebaudiana Bertoni) เป็นพืชที่ให้ความหวานสูง แต่ไม่ให้พลังงาน ปัจจุบันน าสารสกัดสติวิโอไซด์
จากหญ้าหวานมาใช้ในผลิตภัณฑ์อาหารส าหรับผู้บริโภคที่หันมาใส่ใจเรื่องสุขภาพ และนิยมปลูกทางภาคเหนือของประเทศไทย 
งานวิจัยนี้ด าเนินการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ปลูกเปรียบเทียบผลผลิต ปริมาณสารส าคัญ ได้แก่ สารสติวิโอไซด์ และสาร
ต้านอนุมูลอิสระ ของหญ้าหวานสายพันธ์ุคัดเลือก จ านวน 3 สายต้น คือ SMOL2 SMOL3 และ SMOL4 วางแผนการทดลองแบบ
สุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก (RCBD) จ านวน 7 ซ้ า ใน 2 พื้นที่ ได้แก่ 1) แปลงเกษตรกร อ าเภอสะเมิง (ระดับความสูงจากน้ าทะเล 
700 เมตร) และศูนย์วิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม่ (หน่วยย่อยขุนวาง ที่ระดับความสูงจากน้ าทะเล 1 ,300 เมตร) จังหวัดเชียงใหม่         
จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมด้วยเทคนิค Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) พบว่า หญ้า
หวานทั้ง 3 สายต้นมีความใกล้ชิดทางสายพันธุ์ แต่ไม่ใช่พันธุ์เดียวกัน โดยสายต้น  SMOL3 มีความใกล้ชิดกับสายต้น SMOL4 
มากกว่าสายต้น SMOL2 เมื่อเปรียบเทียบผลผลิต และปริมาณสารส าคัญ พบว่า หญ้าหวานทั้ง 3 สายต้น ที่ระดับความสูง          
จากระดับน้ าทะเล 700 เมตร มีน้ าหนักผลผลิตสด ผลผลิตแห้ง ไม่แตกต่างกันทางสถิติ อย่างไรก็ตาม สายต้น SMOL3 ให้ผลผลิต
สดและแห้งสูงท่ีสุด แต่สายต้น SMOL2 ให้ปริมาณสารสติวิโอไซด ์และสารตา้นอนุมูลอิสระสูงสดุที่ 7.59 กรัม/100กรัม และ 50.96 
มิลลิกรัม Trolox/กรัม ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างทางสถิติจากสายต้นอื่น ๆ ในขณะที่พื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล 1,300 เมตร ผลผลิต
สด ผลผลิตแห้ง และปริมาณสารสติวิโอไซด์ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยสายต้น SMOL2 ให้ผลผลิตสดที่ 618.84 กิโลกรัมต่อไร่ 
ผลผลิตแห้งท่ี 117.10 กิโลกรัมต่อไร่ และปริมาณสารสติวิโอไซด์ที่ 7.06 กรัม/100กรัม ซึ่งสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสายต้นอื่น ๆ 
แต่สายต้น SMOL3 มปีริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงที่สุด และแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญจากสายต้นอื่น ๆ  
ค าส าคัญ: หญ้าหวาน ผลผลิต ปรมิาณสารส าคัญ สติวิโอไซด ์

 

Abstract  
 

Stevia (Stevia rebaudiana Bertoni) is a plant which high sweetness, but non-caloric. Now, stevioside 
has been used incorporate it in numerous food products for conscious consumers and commonly grown in 
the North of Thailand. This study was investigated genetic relationship, yields, biochemical characteristics such 
as stevioside and antioxidant of stevia 3 clones; SMOL2 SMOL3and SMOL4. The experiments were designed to 
RCBD with 7 replications under 2 locations 1) farmer's field in Samoeng district (700 meters above sea level) 
and Chiang Mai Royal Agricultural Research Centre (Khun Wang at 1,300 meters above sea level) Chiang Mai 
Province. Genetic relationship was analyzed by Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD) technique; 
the result showed all of stevia 3 clones have been closely related genetic relationship but not the same 

118



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

clone. Clone SMOL3 has higher genetic similarity with SMOL4 than SMOL2. Yield and biochemical 
characteristics were evaluated; the results showed fresh and dry weight of all stevia clones at 700 meters 
above sea level was not significantly different. However, clones SMOL3 showed the highest fresh weight and 
dry weight, but SMOL2 gave the highest of stevioside and antioxidant at 7.59 g/100g and 50.96 mg Trolox/g, 
respectively and significant differences from other clones. While at 1300 meters above sea level, fresh and dry 
weights and stevioside were not significantly different. SMOL2 showed high fresh weight at 618.84 kg/rai, dry 
weight at 117.10 kg/rai, and steviside at 7.06 g/100g, but SMOL3 gave the highest antioxidant and significant 
differences from other clones. 
Keywords: stevia, yield, biochemical characteristics, stevioside 
 
บทน า  

หญ้าหวาน (Stevia rebaudiana Bertoni) หรือ stevia เป็นพืชล้มลุกขนาดเล็กจัดอยู่ในวงศ์ Asteraceac ปัจจุบันปลูก
กันมากในภาคเหนือโดยเฉพาะที่จังหวัดเชียงใหม่ ล าพูน และเชียงราย เนื่องจากพืชนิดนี้ชอบอากาศค่อนข้างเย็น อุณหภูมิประมาณ 
20-26 องศาเซลเซียส และเจริญเติบโตได้เป็นอย่างดีเมื่อเพาะปลูกในพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเลประมาณ  600-700 เมตร     
(หทัยชนก, 2558) เมื่อน าใบหญ้าหวานมาสกัดด้วยน้ าจะได้สารที่ให้ความหวานมากกว่าน้ าตาลทราย 250-300 เท่า มีความคงตัว
สูงทั้งในตัวท าละลายที่เป็น กรดอ่อน เบสอ่อน และทนความร้อนได้ ถึง 200 องศาเซลเซียส จึงไม่สลายตัวหรือเปลี่ยนสภาพจาก
ความร้อนในการปรุงอาหาร ไม่มีพิษและปลอดภัยในการบริโภค (พิสมัย, 2555) ปัจจุบันมีการน าสารสกัดจากหญ้าหวานไปใช้เป็น
ส่วนประกอบในผลิตภัณฑ์ต่าง ๆ ได้แก่ อาหาร อาหารเสริม เครื่องดื่ม เบเกอรี่ หมากฝรั่ง ยาสีฟัน ฯลฯ ในต่างประเทศมีการ
อนุญาตให้ใช้สารสกัดจากหญ้าหวานเป็นสารทดแทนน้ าตาล และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ ส่วนในประเทศไทย กระทรวง
สาธารณสุขได้ออกประกาศให้มีการใช้สตีวิโอไซด์ (Stevioside) เป็นวัตถุเจือปนอาหาร (ประกาศกระทรวงสาธารณสุข, 2556) อีก
ทั้งในปี 2560 กระทรวงสาธารณสุขได้มีการรณรงค์ให้ลดการบริโภคน้ าตาลของคนไทย รวมถึงผู้บริโภคหันมาใส่ใจในเรื่องของ
สุขภาพมากขึ้น ส่งผลให้ผู้ประกอบการในระบบอุตสาหกรรมอาหารทุกระดับ มีการคิดค้น พัฒนา และปรับปรุงสูตรผลิตภัณฑ์
อาหารให้มีการลดการใช้ปริมาณน้ าตาลซูโครสลง และน าสารให้ความหวานแทนน้ าตาลมาใช้แทนมากขึ้น ส่งผลให้การใช้สารให้
ความหวานแทนน้ าตาลได้รับความนิยมเพิ่มมากขึ้นอย่างกว้างขวาง Libik-Konieczny และคณะ (2018) กล่าวว่า หญ้าหวานแต่ละ
สายพันธ์ุมีลักษณะแตกต่างกันออกไป เช่น ขนาดของใบ ระยะเวลาการออกดอก และความเข้มข้นของสติวิออลไกลโคไซด์ รวมถึง
ปริมาณสารประกอบฟีนอลลิก ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับลักษณะทางจีโนไทป์ และสภาพแวดล้อมที่ปลูก จากการตรวจเอกสารด้านการศึกษา
ข้อมูลทางด้านการเกษตรของหญ้าหวานในไทยนั้นมนี้อยมาก ซึ่ง บุญฤทธ์ิ และ สมยศ (2560) ได้ศึกษาผลของการตัดช่อดอกท่ีมีต่อ
การเจริญเติบโต และผลผลิตของหญ้าหวาน พบว่า การตัดช่อดอกจ านวนบ่อยครั้งที่สุดมีการเจริญเติบโตทางล าต้น การสะสม
น้ าหนักต้น ใบและรากแห้งมากที่สุด ส่วนหญ้าหวานที่ไม่ได้ท าการตัดช่อดอกออก มีการเจริญเติบโต และการสะสมน้ าหนักแห้ง
น้อยที่สุด  ส าหรับการศึกษาและการพัฒนาสายพันธุ์หญ้าหวานนั้น สุพัฒธณกิจ และคณะ (2563) ได้รวบรวมหญ้าหวานที่ได้จาก
การส ารวจเขตภาคเหนือตอนบนในปี 2559 สามารถแยกลักษณะความแตกตา่งกันทางสัณฐานวิทยาได ้4 กลุ่มลักษณะ คือ 1) กลุ่ม
ใบใหญ่มีขน (BLHS) 2) กลุ่มยอดอ่อนสีม่วง (PYSS) 3) กลุ่มใบแคบยาว (ไต้หวัน, LNLS) และ 4) กลุ่มทรงพุ่มเล็ก (SSS) ในด้าน
การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหญ้าหวานจ านวน 4 กลุ่ม พบว่า มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมทั้งหมด จึงได้
คัดเลือกหญ้าหวานในกลุ่มใบใหญ่มีขน (BLHS) 2) กลุ่มยอดอ่อนสีม่วง (PYSS) 3) กลุ่มใบแคบยาว (ไต้หวัน, LNLS) มาด าเนินการ
ทดสอบเปรียบเทียบต่อเนื่องจากเป็นหญ้าหวานในกลุ่มที่เกษตรกรนิยมปลูกมากที่สุด ดังนั้นวัตถุประสงค์ของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเพื่อหาความใกล้ชิดหรือความแตกต่างทางพันธุกรรม โดยใช้เทคนิค RAPD และเปรียบเทียบผลผลิต
และปริมาณสารส าคัญของหญ้าหวานสายพันธ์ุคัดเลือกที่เจริญเติบโตได้ดีในสภาพภูมิอากาศของประเทศไทย  
 

อุปกรณ์และวธิีการ  
1. การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหญ้าหวานสายพันธุ์คัดเลือกด้วยเทคนิค Random Amplification of 
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Polymorphic DNA (RAPD) สกัดดีเอ็นเอหญ้าหวานทั้ง 3 สายต้นด้วยวิธี PVP extraction method (ปรับใช้จาก Kim et al., 
1997) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ด้วย ไพรเมอร์ RAPD จ านวน 11 ไพรเมอร์ 
(Table 1) จากนั้นน าดีเอ็นเอที่ได้ไปเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส ประกอบ ด้วย 3 ขั้นตอน (Table 2) แล้ว
ตรวจสอบขนาดชิ้นดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ด้วยอิเล็กโทรโฟรีซิสใช้เจลอะกาโรสความเข้มข้น 1.5 % วิเคราะห์ข้อมูลความสัมพันธ์
ของหญ้าหวานแต่ละสายต้น โดยน าผลผลิตที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอนเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอร์เรส มาเปรียบเทียบความ
คล้ายคลึงในระดับพันธุกรรม โดยการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NTSYS 2.11a จากนั้นหาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยสร้าง
แผนภูมิต้นไม้โดยวิธี Neighbor-joining (NJ) ด้วยโปรแกรม Unweighted Pair Group Method with Arithmetic average 
(UPGMA) 

Table 1 RAPD primers used for amplification of Stevia genomic DNA in this study 
 

No. Primer name Sequence 
1 OPA-01 CAGGCCCTTC 
2 OPA-02 TGCCGAGCTG 
3 OPA-14 CTCGTGCTGG 
4 OPB-08 GTCCACACGG 
5 OPB-12 CCTTGACGCA 
6 OPD-18 GAGAGCCAAC 
7 OPA-03 AGTCAGCCAC 
8 OPB-10 CTGCTGGGAC 
9 OPB-15 GGAGGGTGTT 
10 OPD-09 CTCTGGAGAC 
11 OPD-20 ACCCGGTCAC 

 

Table 2 Optimized conditions for PCR amplifications 
 

Steps involved (temperature C) Time No. of cycles 
Initial denaturation (94 °C) 5 min 1 

Denaturation (94 °C) 30 s 39 
Annealing (34 °C) 40 s 
Extension (72 °C) 1 min 15 s 

Final extension (72 °C) 7 min 1 
 

2. ปลูกทดสอบหญ้าหวาน จ านวน 3 สายต้น ได้แก่ สายต้น SMOL2 SMOL3 และ SMOL4 ในจังหวัดเชียงใหม่ พื้นที่
อ าเภอสะเมิง ที่ความสูง 700 เมตร จากระดับน้ าทะเล และศูนย์วิจัยเกษตรหลวงหน่วยย่อยขุนวาง ที่ความสูง 1,300 เมตร 
ด าเนินการทดสอบในช่วงเดือนพฤษภาคม 2566 ถึง เดือนมีนาคม 2567 วางแผนการทดลองแบบบล็อกสุ่มสมบูรณ์ (Randomized 
Complete Block Design : RCB) จ านวน 3 กรรมวิธี (สายต้น) กรรมวิธีละ 7 ซ้ า ๆ ละ 144 ต้น (จ านวน 4 แถว ๆ ละ 36 ต้น) 
พื้นที่เก็บเกี่ยว 8 ตารางเมตร ระยะปลูก 25 × 25 เซนติเมตร (กรมวิชาการเกษตร, 2565)  เมื่อพืชอายุ 135 วันหลังปลูก  
ด าเนินการเก็บข้อมูลผลผลิต ได้แก่ น้ าหนักผลผลิตใบสด และน้ าหนักผลผลิตใบแห้ง   

3. การวิเคราะห์ปริมาณสารสติวิโอไซด์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง เตรียมตัวอย่างดัดแปลงจากวิธี
ของ Woelwer-Rieck และคณะ (2010) ช่ังใบหญ้าหวานแห้งที่บดเป็นผงละเอียดมา 0.5 กรัม ลงในหลอดปั่นแยก (centrifuge 
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tube) ขนาด 10 มิลลิลิตร แล้วเติมน้ าปราศจากไอออน (deionized water) 8 มิลลิลิตร หลังจากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุม
อุณหภูมิที่ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน าตัวอย่างออกมาตั้งทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิปกติ แล้วน าไปปั่นเหวี่ยง 
ที่ความเร็วรอบ 3,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที กรองสารละลายตัวอย่างที่ได้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 ลงในขวดปรับ
ปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร สกัดซ้ าแบบเดิมอีก 2 ครั้ง ปรับปริมาตรให้ครบ 25 มิลลิลิตร ด้วยน้ าปราศจากไอออน จากนั้นกรอง
สารละลายตัวอย่างด้วย nylon filter ขนาดความละเอียด 0.45 ไมโครเมตร แล้วน าสารที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโครมาโทกราฟี 
ของเหลวสมรรถนะสูง โดยใช้คอลัมน์ C-18 ขนาด 4.6 × 150 มิลลิเมตร 5 ไมครอน (Sunfire C18 , Waters) ที่อุณหภูมิ 36 องศา
เซลเซียสในการแยกสาร ตรวจวัด ด้วยเครื่องตรวจวัดชนิดโฟโตไดโอดอาเรย์ (Photodiode Array) ที่ความยาวคลื่น 210 นาโน
เมตร แล้วค านวณหาปริมาณสารสติวิโอไซด์ เทียบกับสารละลายมาตรฐานสติวิโอไซด์ ในช่วงความเข้มข้น 5 - 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร วิเคราะห์ปริมาณสติวิโอไซด์ในตัวอย่างหญ้าหวานแห้ง ในหน่วยร้อยละ (g/100g DW)  

4. การวิเคราะห์ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี DPPH (DPPH antioxidant assay) สกัดใบหญ้าหวานดัดแปลงจากวิธีของ
Prommajak และคณะ (2014) โดยช่ังผงตัวอย่างใบหญ้าหวานท่ีบดละเอียดมาตัวอย่างละ 0.5 กรัม ลงในหลอดที่มีฝาปิดขนาด 50 
มิลลิลิตร เติมสารสกัดเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 50 ปริมาตร 25 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปแช่ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ ที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วกรองสารละลายที่ได ้ด้วยกระดาษกรองเบอร์ 1 และน าสารละลายที่สกัดได้ไประเหยจนแห้ง
ด้วยเครื่องกลั่นระเหยแบบสุญญากาศ (rotary evaporator) และละลายสารสกัดหยาบด้วยสารละลาย DMSO ปริมาตร            
5 มิลลิลิตร จากนั้นทดสอบฤทธิ์การต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธีดีพีพีเอช (DPPH radical scavenging) ดัดแปลงมาจากวิธีของ Singh 
และคณะ (2002) โดยเตรียมสารละลายตัวอย่างสารสกัดใบหญ้าหวานให้มีความเข้มข้น 0.1-0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ด้วย DMSO 
และเติมสารละลาย DPPH เข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน และเตรียมสารละลายควบคุมโดยใช้ 
DMSO ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร และเติมสารละลาย DPPH เช่นเดียวกันกับสารละลายตัวอย่าง ตั้งทิ้งไว้ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที 
จากนั้นน าสารละลายที่เตรียมได้ มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 515 นาโนเมตร ด้วยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ น าค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ได้มาค านวณร้อยละการยับยั้ง ดังสมการ  

%DPPH radical scavenging activity = {(Actrl - Asample)/Actrl} ×100 
เมื่อ  Actrl คือ ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดควบคุม 
Asample คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่าง 

 

5. การวิเคราะห์ข้อมูล 
การวิเคราะห์ข้อมูลผลผลิตของหญ้าหวานแต่ละสายต้นโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน  (analysis of variance; 

ANOVA) ตามการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCB) เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของ
แต่ละกรรมวิธีด้วยวิธี Least significant difference (LSD) และการวิเคราะห์ข้อมูลปริมาณสารสติวิโอไซด์ และสารต้านอนุมูล
อิสระ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) ตามการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design; CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของแต่ละกรรมวิธีด้วยวิธี Least significant difference 
(LSD) 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  
เมื่อน าแถบดีเอ็นเอของหญ้าหวานท้ัง 3 สายต้น มาวิเคราะห์และค านวณหาค่าดัชนี โดยการน าผลที่ได้จากขั้นตอนการท า 

PCR มาวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม เพื่อสร้างเป็นแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม (dendrogram) พบว่ามีค่า

สัมประสิทธ์ิความใกล้ชิดอยู่ในช่วง 0.43 – 0.64 โดยหญ้าหวานสายต้น SMOL2 มีค่าดัชนีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรมกับสายต้น 

SMOL3 ที่ 0.43 และมีค่าดัชนีความใกล้ชิดกันกับสายต้น SMOL4 ที่ 0.55 ในขณะที่หญ้าหวานสายต้น SMOL3 มีค่าดัชนีความ

ใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับสายต้น SMOL4 ที่ 0.62 (Table 3 and Figure 1) แสดงให้เห็นว่าหญ้าหวานทั้ง 3 สายต้นมีความใกล้ชิด

ทางพันธุกรรม แต่ไม่ใช่พันธุ์เดียวกัน และหญ้าหวานสายต้น SMOL3 มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับสายต้น SMOL4 มากกว่าสาย

ต้น SMOL2 ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ สุพัฒธณกิจ และคณะ (2563) ที่ส ารวจและศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของหญ้า
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หวานได้รายงานว่าสามารถแยกลักษณะความแตกต่างกันทางสัณฐานวิทยาได 4 กลุ่มลักษณะ และได้ศึกษาความสัมพันธ์ทางด้าน

พันธุกรรมของหญ้าหวานจ านวน 4 กลุ่ม พบว่า มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมทั้งหมด 
 

Table 3 Similarity matrix table of S. rebaudiana 3 samples 
 

Samples SMOL2 SMOL3 SMOL4 
SMOL2 1   
SMOL3 0.428 1  
SMOL4 0.547 0.642 1 

 

 
Figure 1 Dendrogram shows the results of DNA band analysis of 3 Stevia using NTSYSpc version 2.11a 

program  

ผลผลิตรวมที่เก็บเกี่ยวจ านวน 5 ครั้ง ในช่วงเดือนพฤศจิกายน 2566-เดือนมีนาคม 2567 และปริมาณสารสติวิโอไซด์ของ
หญ้าหวานสายพันธุ์คัดเลือกปลูกที่ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล  700 เมตร พบว่า  ผลผลิตน้ าหนักใบสดและน้ าหนัก            
ใบแห้งต่อไร่ ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยที่หญ้าหวานสายต้น SMOL3 มีผลผลิตใบสดต่อไร่มากที่สุด คือ 1,178.70 กิโลกรัมต่อไร่ 
รองลงมาคือ สายต้น SMOL2 และสายต้น SMOL4 คือ 1,145.40 และ 1,139.90 กิโลกรัมต่อไร่ ตามล าดับ และหญ้าหวานสายต้น 
SMOL3 ให้ผลผลิตน้ าหนักแห้งต่อไร่มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับสายต้นอื่น ๆ ที่ปลูกในพื้นที่เดียวกัน รองลงมา คือ สายต้น 
SMOL4 และ SMOL2 คือ 178.94, 172.61 และ 170.00 กิโลกรัมต่อไร่ ทั้งนี้หญ้าหวานสายพันธุ์คัดเลือกทั้ง 3 สายต้น มีปริมาณ
สารสติวิโอไซด์แตกต่างกันทางสถิติ โดยหญ้าหวานสายต้น SMOL2 มีปริมาณสารมากที่สุดและไม่แตกต่างกันทางสถิติกับหญ้า
หวานสายต้น SMOL3  คือ 7.59 และ 7.26 กรัมต่อน้ าหนักแห้ง 100 กรัม ตามล าดับ ในขณะที่หญ้าหวานสายต้น SMOL4                 
มีปริมาณของสารสติวิโอไซด์น้อยที่สุด แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติกับสายต้น SMOL3 คือ 7.01 กรัมต่อน้ าหนักแห้ง 100 กรัม 
(Table 4) และปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของหญ้าหวานทั้ง 3 สายต้นที่วิเคราะห์ด้วยวิธี DPPH โดยสายต้น SMOL2 มีปริมาณ
สารต้านอนุมูลอิสระมากที่สุดแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญ รองลงมาคือ สายต้น SMOL3 และ SMOL4 ซึ่งมีปริมาณสาร
ต้านอนุมูลอิสระที ่50.96, 45.77 และ 37.49 mg Trolox/g (Table 4) 

ผลผลิตรวมที่เก็บเกี่ยวจ านวน 5 ครั้ง ในช่วงเดือนพฤศจิกายน 2566-เดือนมีนาคม 2567 ปริมาณสารสติวิโอไซด์ และ
ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระของหญ้าหวานสายพันธุ์คัดเลือกปลูกที่ระดับความสูงจากระดับน้ าทะเล 1,300 เมตร พบว่า ผลผลิต
น้ าหนักสด น้ าหนักแห้ง และปริมาณสารสติวิโอไซด์ของหญ้าหวานท้ัง 3 สายต้น ไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยที่สายต้น SMOL2 ให้
ผลผลิตน้ าหนักสด และผลผลิตน้ าหนักแห้งสูงที่สุด คือ 618.84 และ 117.10 กิโลกรัมต่อไร่ รองลงมาคือ หญ้าหวานสายต้น 
SMOL4 และ SMOL3 ที่ให้ผลผลิตใบสดที่ 506.74 และ 464.50 กิโลกรัมต่อไร่ ตามล าดับ และผลผลิตน้ าหนักแห้งที่ 106.41 และ 
98.70 กิโลกรัมต่อไร่ ตามล าดับ ส่วนปริมาณสารสติวิโอไซด์ พบว่า หญ้าหวานสายต้น SMOL2 ให้ปริมาณสารสติวิโอไซด์มากที่สุด 
คือ 7.06 กรัมต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง รองลงมาคือสายต้น SMOL4 และ SMOL3 ที่มีปริมาณสารสติวิโอไซด์ 7.00 และ 6.80 
กรัมต่อ 100 กรัมน้ าหนักแห้ง ตามล าดับ ในขณะที่ปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระทั้ง 3 สายต้นแตกต่างกันทางสถิติ โดยสายต้น 
SMOL3 มีปริมาณสูงที่สุดแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญกับสายต้นอื่น ๆ คือ มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระ 48.88 mg 
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Trolox/g รองลงมาคือ สายต้น SMOL4 และ SMOL2 คือ 39.59 และ 17.63 mg Trolox/g ตามล าดับ (Table 4) จากการ
ทดสอบ พบว่า ปริมาณของสารสติวิโอไซด์ในหญ้าหวานทั้ง 3 สายต้น ที่ปลูกในพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล 700 เมตร ให้ปริมาณ
สารสติวิโอไซด์มากกว่าพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล 1,300 เมตร ทั้งนี้เนื่องจากปริมาณสารสติวิโอไซด์ที่สะสมในใบหญ้าหวานขึ้นอยู่
กับสายพันธุ ์ช่วงแสง อุณหภูมิ และปริมาณธาตุอาหารที่ได้รับ นอกจากน้ันแล้วเมื่อเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความสูญเสียของน้ าหนัก 
พบว่า ผลผลิตของของหญ้าหวานท่ีปลูกในพ้ืนท่ี 1,300 เมตรจากระดับน้ าทะเล มีเปอร์เซ็นต์การสูญเสียน้อยกว่าหญ้าหวานที่ปลูก
ในพื้นที่ 700 เมตรจากระดับน้ าทะเล เนื่องจากชีวมวลของใบและความเข้มข้นของปริมาณสารขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมในการ
เจริญเติบโต การจัดการและการดูแลรักษา (Pal et al. 2015)  Kang และ Lee (1981) กล่าวว่า สภาพภูมิอากาศมีผลต่อการ
เจริญเติบโตและการสร้างสารทุติยภูมิของหญ้าหวาน  พื้นที่ 1,300 เมตรจากระดับน้ าทะเล มีอุณหภูมิต่ ากว่า ส่งผลให้การสะสม
อาหารมากกว่า น้ าหนักแห้งจึงสูงกว่า และเนื่องจากหญ้าหวานเป็นพืชวันสั้นที่มีช่วงวันวิกฤตที่ 13-14 ช่ัวโมง เมื่อหญ้าหวานอยู่ใน
สภาพวันที่ขึ้นยาวจะส่งผลให้ชีวมวลของใบและปริมาณสารสติวิโอไซด์เพิ่มมากขึ้น ในทางเดียวกัน Guerrero และคณะ (2018) 
กล่าวว่า ปริมาณสารสตีวิออลไกลโคไซด์ของหญ้าหวานที่ปลูก 2 แหล่งแตกต่างกัน ในขณะที่การเจริญเติบโตและช่วงของการเก็บ
เกี่ยวไม่แตกต่างกัน 
 

Table 4 Total fresh leaves and dry leaves weight per rai which harvesting 5 times and Content of 
stevioside and DPPH in three promising stevia clones cultivated in Chiang Mai province at 700 and 1,300 
meters above sea level. 
 

Promising line 

Yield/rai (kg) Stevioside content 
(g/100g DW) 

Antioxidant capacity 
(mg Trolox/g)  Fresh leaves Dry leaves 

700 m. 1,300 m. 700 m. 1,300 m. 700 m. 
1,300 
m. 

700 m. 1,300 m. 

SMOL2 1145.4 618.84 170.00 117.10 7.59a 7.06 50.96a 17.63c 
SMOL3 1178.7 464.50 178.94 98.70 7.26ab 6.80 45.77b 48.88a 
SMOL4 1139.9 506.74 172.61 106.41 7.01b 7.00 37.49c 39.59b 
C.V. (%) 12.86 33.58 11.57 39.69 3.73 6.24 0.70 8.26 

Means within the same column followed by the same letter are not significantly different at the 5% level by DMRT.   

สรุปผล  
จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหญ้าหวานสายพันธ์ุคัดเลือกจ านวน 3 สายต้น พบว่า หญ้าหวานทั้ง 3 สาย

ต้นไม่ได้เป็นพันธุ์เดียวกัน แต่มีความใกล้ชิดกันทางพันธุกรรม โดยที่สายต้น SMOL3 มีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกับสายต้น 
SMOL4 มากกว่าสายต้น SMOL2 และเมื่อทดสอบเปรียบเทียบผลผลิต ปริมาณสารสติวิโอไซด์ และสารต้านอนุมูลอิสระของหญ้า
หวานสายพันธุ์คัดเลือกจ านวน 3 สายต้น ได้แก่ SMOL2 SMOL3 และ SMOL4 ที่ปลูกทดสอบในพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล        
ที่แตกต่างกัน พบว่า หญ้าหวานสายต้น SMOL2 เหมาะสมกับการปลูกในพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล 700 และ 1,300 เมตร และ
หากต้องการหญ้าหวานที่มีปริมาณสารต้านอนุมูลอิสระสูงในพื้นที่สูงจากระดับน้ าทะเล 1,300 เมตร พบว่า สายต้น SMOL3      
มีศักยภาพมากท่ีสุด 

 
ค าขอบคุณ  

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณส านักงานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์  วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) ส าหรับแหล่งทุน
สนับสนุนงานวิจัยในการวิจัยและพัฒนาการผลิตหญ้าหวาน ศูนย์วิจัยเกษตรหลวงเชียงใหม่ สถาบันวิจัยพืชสวน กรมวิชาการเกษตร 
เกษตรกรส าหรับสถานที่ในการด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้  ตลอดจนเจ้าหน้าที่ผู้เกี่ยวข้องทุกท่านที่สนับสนุนการท างานวิจัยให้ส าเร็จ
ด้วยดี 
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บทคัดย่อ  
 

พืชสกุลปุดเป็นพืชสมุนไพรล้มลุกอำยุหลำยปีที่จัดอยู่ในวงศ์ขิง พืชสกุลปุดหลำยชนิดมีกำรน ำไปใช้เป็นอำหำรและยำพื้นบ้ำน 
อย่ำงไรก็ตำมอีกหลำยชนิดยังไม่เป็นที่รู้จักมำกนักทั้งด้ำนสรรพคุณเชิงบ ำบัดและกำรน ำไปใช้ประโยชน์ ด้วยเหตุนี้จึงได้ศึกษำ
องค์ประกอบในน้ ำมันหอมระเหยของพืชสกุลปุด 2 ชนิด ได้แก่ ปุดช้อนทอง (E. pauciflora) และปุดช้ำง (E. littoralis) ที่เก็บรวบรวม
จำกจังหวัดสตูล โดยสกัดน้ ำมันหอมระเหยจำกใบและล ำต้นของพืชแล้ววิเครำะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโทกรำฟี-แมสสเปกโทรเมตรี 
น้ ำมันหอมระเหยของปุดช้อนทองมีเบต้ำ-ไพนีน (68.21%) และแอลฟำ-ไพนีน (16.34%) เป็นองค์ประกอบหลัก ขณะที่
องค์ประกอบหลักในน้ ำมันหอมระเหยที่ตรวจพบในปุดช้ำง ได้แก่ 1,8-ซินิออล (20.55%) เบต้ำ-ไพนีน (18.42%) แอลฟำ-ไพนีน 
(15.65%) และซำบินีน (13.69%) องค์ประกอบที่วิเครำะห์ได้เหล่ำนี้เกี่ยวข้องกับสรรพคุณเชิงบ ำบัดของชนิดพืชสกุลปุด อย่ำงไรก็
ตำมต้องมีกำรศึกษำฤทธิ์ทำงชีวภำพของน้ ำมันหอมระเหยเพื่อพิสูจน์สรรพคุณทำงยำของพืชสกุลปุดทั้ง 2 ชนิดก่อนที่จะส่งเสริม
กำรน ำไปใช้ประโยชน์ในอนำคต  
ค้ำส้ำคัญ: พืชสกุลปุด พืชวงศ์ขิง จังหวัดสตลู แก๊สโครมำโทกรำฟี-แมสสเปกโทรเมตรี  

 

Abstract  
 

Etlingera is a genus of herbaceous perennial plants belonging to the Zingiberaceae family. Several 
species of Etlingera have been used as foods and folk medicines. However, many species do not know their 
therapeutic properties and application widely. Hence, the volatile oil compositions of two Etlingera species 
including E. pauciflora and E. littoralis, which were collected from Satun province, were studied. The essential 
oils of leaves and stems of plant samples were extracted using the hydrodistillation method and then 
analyzed by Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS). The E. pauciflora essential oil contained 
β-pinene (68.21%) and α-pinene (16.34%) as major components, whereas the dominant constituents detected 
in E. littoralis volatile oil were 1,8-cineole (20.55%), β-pinene (18.42%), α-pinene (15.65%), and sabinene 
(13.69%). These identified compounds would relate to the therapeutic attributes of Etlingera species. 
However, the bioactivities of their volatile oils need to be further investigated to prove their medicinal 
properties before being promoted to their application in the future.                 
Keywords: Etlingera, Zingiberaceae, Satun Province, Gas Chromatography-Mass Spectrometry 
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บทน้ำ   
สกุลปุด (Etlingera) จัดเป็นหนึ่งในพืชวงศ์ขิง (Zingiberaceae) ที่มีควำมหลำกหลำยของชนิดมำกท่ีสุดถึง 150-200 ชนิด 

และพบกำรกระจำยพันธุ์อย่ำงกว้ำงขวำงตั้งแต่ภำคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศอินเดีย เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ตอนเหนือ
ของออสเตรเลีย หมู่เกำะในมหำสมุทรแปซิฟิก อเมริกำกลำง ไปจนถึงหมู่เกำะในอ่ำวกินีของทวีปแอฟริกำ (Poulsen, 2012; 
Yeats, 2013) พืชสกุลปุดเป็นไม้ล้มลุกอำยุหลำยปีที่มีควำมสูงของต้นไม่เกิน 50 เซนติเมตร จนกระทั่งสูงถึงเกือบ 10 เมตร โดยปุด
ชนิดที่มีขนำดใหญ่จะมีล ำต้นเทียม (leafy shoot) ที่แข็งแรงซึ่งเจริญเติบโตมำจำกเหง้ำที่อยู่ใต้ดิน (Yeats, 2013; Trimanto and 
Hapsari, 2018) ปุดหลำยชนิดได้มีกำรน ำไปใช้ประโยชน์ตำมวิถีชำวบ้ำนและเชิงพำณิชย์ทั้งเป็นอำหำร สมุนไพร ยำรักษำโรค และ
ไม้ดอกไม้ประดับ (Poulsen, 2012) 
 
 ส ำหรับประเทศไทยได้มีรำยงำนกำรค้นพบพืชสกุลปุดทั้งหมด 17 ชนิด (Mood and Ibrahim, 2000; Khaw, 2001; 
Kittipanangkul and Ngamriabsakul, 2008; Chongkraijak et al., 2013; Saensouk et al., 2016) แต่ส่วนใหญ่เป็นที่รู้จัก
และน ำมำใช้ประโยชน์เพียงไม่กี่ชนิดเท่ำนั้น ตัวอย่ำงเช่น ดำหลำ (E. elatior (Jack) R. M. Smith) ซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีและมีกำร
น ำไปใช้ประโยชน์มำกที่สุดโดยทั้งเป็นอำหำร เครื่องดื่ม เวชส ำอำง ตลอดจนเป็นไม้ดอกไม้ประดับ ปุดช้ำง  (E. littoralis (König) 
Giseke) และเร่วหอม (E. pavieana (Pierre ex Gagnep.) R.M. Smith) น ำผลและหน่ออ่อนมำรับประทำนและใช้เป็นยำขับลม
แก้ปวดท้อง อำหำรไม่ย่อย แก้ท้องอืด ท้องเฟ้อ แก้โรคกระเพำะอำหำร และแก้อำหำรเป็นพิษ ส ำหรับกะลำขี้แมว (E. maingayi 
(Baker) R.M. Smith) จะน ำดอกมำรับประทำนเป็นพืชผัก เป็นต้น (Sirirugsa, 1997; Larsen et al., 1999)  

พืชสกุลปุดอุดมไปด้วยพฤกษเคมีที่มีฤทธิ์ทำงชีวภำพด้ำนต่ำง ๆ เช่น ต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนจุลินทรีย์ เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง 
ยับยั้งกำรท ำงำนของเอนไซม์ไทโรซิเนส ยับยั้งควำมชรำ และปกป้องตับ เป็นต้น ซึ่งคุณสมบัติเหล่ำนี้สัมพันธ์กับชนิดและปริ มำณ
ของพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบในพืชสกุลปุด (Chan et al., 2013; Ghasemzadeh et al., 2015) จำกรำยงำนของ Chiang 
และคณะ (2010) สำมำรถวิเครำะห์องค์ประกอบของน้ ำมันหอมระเหยที่สกัดได้จำกใบพืชสกุลปุด 4 ชนิด ได้แก่ ปุดใบลำย     
(E. rubrostriata) ดำหลำ (E. elatior) ดำหลำปำกนกแก้ว (E. fulgens) และดำหลำขี้แมว (E. maingayi) ที่พบในประเทศ
มำเลเซีย ได้เท่ำกับ 23, 15, 11, และ 4 ชนิดตำมล ำดับ โดยพฤกษเคมีที่พบในน้ ำมันหอมระเหยส่วนใหญ่เป็นสำรในกลุ่มเทอร์พีน 
(terpenes) และอนุพันธ์ กรดไขมัน เอสเทอร์ และแอลกอฮอล์ ข้ึนอยู่กับชนิดพืชสกุลปุด นอกจำกนี้น้ ำมันหอมระเหยที่สกัดได้จำก
พืชสกุลปุดทั้ง 4 ชนิด สำมำรถยับยั้งกำรเจริญของแบคทีเรียแกรมบวก 3 ชนิด ได้แก่ Bacillus cereus, Micrococcus luteus, 
และ Staphylococcus aureus ข้อมูลพฤกษเคมีและฤทธ์ิทำงชีวภำพของพืชสกุลปุดทั้ง 4 ชนิดนี้แสดงให้เห็นถึงสรรพคุณของพืช
สกุลปุดที่มีศักยภำพในน ำไปใช้ประโยชน์เชิงสุขภำพและเภสัชบ ำบัดได้ 

งำนวิจัยนี้ได้ส ำรวจพืชสกุลปุดในจังหวัดสตูล ซึ่งเป็นหนึ่งในพื้นที่ภำคใต้ตอนล่ำงที่มีควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของพืชสูง 
โดยเก็บตัวอย่ำงปุดช้อนทอง (E. pauciflora (Ridl.) R.M. Smith) และปุดช้ำงจำก ต.วังประจัน อ.ควนโดน จ.สตูล มำวิเครำะห์ 
องค์ประกอบทำงเคมีในน้ ำมันหอมระเหยด้วยเทคนิคแก๊สโครมำโทกรำฟี-แมสสเปกโทรเมตรี (Gas Chromatography-Mass 
Spectrometry, GC-MS) เพื่อระบุชนิดพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักและสืบค้นฤทธิ์ทำงชีวภำพ ส ำหรับเป็นแนวทำงกำร
พัฒนำต่อยอดกำรใช้ประโยชน์จำกพืชสกุลปุดทั้ง 2 ชนิด  
 

อุปกรณ์และวิธีกำร  
ส ำรวจพืชสกุลปุดใน ต.วังประจัน อ.ควนโดน จ.สตูล คัดเลือกใบและก้ำนของพืชสกุลปุด 2 ชนิด ได้แก่ ปุดช้อนทองและ

ปุดช้ำง มำล้ำงให้สะอำด ผึ่งให้แห้ง หั่นเป็นช้ินเล็ก ๆ แล้วช่ังน้ ำหนัก 750 กรัม ก่อนน ำไปสกัดน้ ำมันหอมระเหยด้วยวิธีต้มกลั่น 
(hydrodistillation) โดยใช้ชุดสกัด clevenger type apparatus ก ำจัดน้ ำที่ปนมำ ก่อนเก็บน้ ำมันหอมระเหยที่ได้ใส่ขวดแก้วสีชำ 
ค ำนวณเปอร์เซ็นต์ปริมำณน้ ำมันหอมระเหยที่สกัดได้ (%yield) จำกนั้นกรองน้ ำมันหอมระเหยผ่ำนตัวกรอง (filter membrane) 
ขนำดรูพรุน 0.2 ไมโครเมตร แล้ววิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีในน้ ำมันหอมระเหยด้วยเครื่อง GC-MS (Agilent Technologies, 
Model 6890 N, Quadrupole Mass Selective Detector Model 5973 inert) โดยใช้คอลัมน์ HP-5MS (30 m x 0.25 mm, 
film thickness 0.25 µm) ฉีดตัวอย่ำงแบบ pulse split (split ratio, 20:1) ที่อุณหภูมิเท่ำกับ 230°C สภำวะคอลัมน์เริ่มต้นที่
อุณหภูมิ 50°C แล้วเพิ่มขึ้นในอัตรำ 4°C ต่อนำทีจนถึง 230°C โดยใช้ฮีเลียมเป็นแก๊สตัวพำ (11.01 psi, flow 1.2 mL/min) 
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ตรวจวัดด้วยเครื่อง MSD (EI 70 eV, scan mode, 40-400 amu) และวิเครำะห์ชนิดขององค์ประกอบทำงเคมีในน้ ำมันหอม
ระเหยเทียบกับฐำนข้อมูลของ Wiley 7n และ Adams (2001) โดยใช้ 90% quality match 
 

ผลและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง  
ประเทศไทยได้มีกำรส ำรวจควำมหลำกหลำยของพืชสกุลปุดในพื้นที่ต่ำง ๆ รวมถึงปุดช้อนทองและปุดช้ำง โดยมีรำยงำน

กำรค้นพบปุดช้อนทองเป็นครั้งแรกในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2543 ในพื้นที่ อ.แว้ง จ.นรำธิวำส และ อ.เบตง จ.ยะลำ (Maknoi 
and Sirirugsa, 2002) ส่วนปุดช้ำงนั้นมีรำยงำนกำรค้นพบเป็นครั้งแรกในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2322 ณ จ.ภูเก็ด (Burtt and 
Smith, 1986) และต่อมำก็พบกำรกระจำยพันธุ์อยู่เกือบทั่วทุกภูมิภำคของประเทศ รวมถึงภำคใต้ทั้งฝั่งอ่ำวไทยและทะเลอันดำมัน 
(Chongkraijak et al., 2013) งำนวิจัยนี้ได้รำยงำนกำรค้นพบปุดช้อนทองและปุดช้ำงเป็นครั้งแรกใน จ.สตูล ซึ่งอยู่ในเขตภำคใต้
ตอนล่ำงอันเป็นส่วนหนึ่งของแหลมมลำยูที่มีควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพของพืชสูงเนื่องจำกมีระบบนิเวศเป็นป่ำดิบช้ืนและป่ำฝน
เขตร้อน โดยด ำเนินกำรส ำรวจและเก็บตัวอย่ำงปุดช้อนทองและปุดช้ำงจำกแหล่งที่อยู่ตำมธรรมชำติในพื้นท่ี ต.วังประจัน อ.ควนโดน 
จ.สตูล (Figure 1A-C) ซึ่งพบว่ำปุดทั้ง 2 ชนิดมีลักษณะทำงพฤกษศำสตร์ที่คล้ำยคลึงกันโดยเฉพำะส่วนของใบและล ำต้นเทียม 
อย่ำงไรก็ตำมสำมำรถจ ำแนกปุดทั้ง 2 ชนิดได้จำกลักษณะดอก โดยปุดช้อนทองจะมีกลีบดอกสีส้มขอบแดง ช่อดอกประกอบด้วย
ดอกย่อย 2-5 ดอก ส่วนปุดช้ำงจะมีกลีบดอกหลำยเฉดสีตั้งแต่ขำวอมชมพู แดงขอบเหลือง และแดงขอบส้ม ช่อดอกประกอบด้วย
ดอกย่อย 4-12 ดอกท่ีบำนพร้อมกัน อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรจัดจ ำแนกในระดับชีวโมเลกุลเพื่อยืนยันผลวิเครำะห์ทำงพฤกษศำสตร์
และเพื่อระบุเอกลักษณ์ของปุดแต่ละชนิด  
 

 
Figure 1 Leafy shoots and leaves of E. pauciflora (A) and E. littoralis (B) collected from their native 
habitat in the lower part of southern Thailand (C) 
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ผลกำรสกัดน้ ำมันหอมระเหยจำกใบและล ำต้นเทียมของปุดช้อนทองและปุดช้ำงด้วยวิธีต้มกลั่น ได้น้ ำมันหอมระเหยใสสี
เหลืองอ่อนและมีกลิ่นหอม โดยปุดช้อนทองและปุดช้ำงได้ปริมำณน้ ำมันหอมระเหยเท่ำกับ 0.15 และ 0.13 มิลลิลิตรเทียบต่อ
น้ ำหนักสดตำมล ำดับ ซึ่งถือว่ำได้ปริมำณที่ใกล้เคียงกัน และใกล้เคียงกับปริมำณน้ ำมันหอมระเหยที่สกัดได้จำกใบและล ำต้นเทียม
ของปุดช้ำงที่พบในประเทศมำเลเซียที่สกัดได้ 0.2 มิลลิลิตรเทียบต่อน้ ำหนักที่เท่ำกัน (Wong et al., 2010) น้ ำมันหอมระเหยที่
สกัดได้จะน ำไปวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีด้วยเทคนิค  GC-MS ผลกำรวิเครำะห์แสดงในรูปของโครมำโทแกรม 
(chromatogram) ดังภำพที่ 2 (Figure 2) จะเห็นได้ว่ำน้ ำมันหอมระเหยจำกปุดช้อนทองและปุดช้ำงมีรูปแบบโครมำโทแกรมที่
แตกต่ำงกัน แต่มีช่วงแรกที่คล้ำยคลึงกันซึ่งส่วนใหญ่เป็นองค์ประกอบหลักที่พบในน้ ำมันหอมระเหย โดยสำมำรถระบุชนิดพฤกษ
เคมีเทียบกับฐำนข้อมูล (library) ได้ 8 และ 16 ชนิด จำกปริมำณ 96.05% และ 89.95% ขององค์ประกอบท้ังหมดที่พบในน้ ำมัน
หอมระเหยของปุดช้อนทองและปุดช้ำงตำมล ำดับ (Table 1)  

 
Figure 2 GC-MS chromatograms of the essential oils extracted from E. pauciflora (A) and E. littoralis (B) 
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องค์ประกอบทำงเคมีที่พบในน้ ำมันหอมระเหยของปุดช้อนทองและปุดช้ำงทั้งหมด 16 ชนิด เป็นพฤกษเคมีในกลุ่มของ
เทอร์พีน โดยอยู่ในกลุ่มโมโนเทอร์พีน (monoterpenes) แทบทั้งหมด ยกเว้นทรำน-คำริโอฟีลเลน (trans-caryophyllene) และ
แอลฟำ-ฮูมูลีน (α-humulene) ที่จัดอยู่ในกลุ่มเซสควิเทอร์พีน (sesquiterpenes) ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลกำรจ ำแนกองค์ประกอบ
ในน้ ำมันหอมระเหยในพืชสกุลปุดชนิดต่ำง ๆ ของ Ud-Daula และ Basher (2019) เมื่อพิจำรณำเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบในน้ ำมัน
หอมระเหยของพืชสกุลปุดทั้ง 2 ชนิดพบว่ำปุดช้อนทองมีเบต้ำ-ไพนีน (β-pinene, 68.21%) และแอลฟำ-ไพนีน (α-pinene, 
6.34%) เป็นองค์ประกอบหลัก ส่วนปุดช้ำงมี 1,8-ซินิออล (1,8-cineole, 20.55%) เบต้ำ-ไพนีน (18.42%) แอลฟำ-ไพนีน 
(15.65%) และซำบินีน (sabinene, 13.69%) เป็นองค์ประกอบหลัก ซึ่งทั้งหมดจัดอยู่ในกลุ่มโมโนเทอร์พีนที่มีโครงสร้ำงหลักเป็น
คำร์บอน 10 อะตอม (Figure 3)  
 

Table 1 Essential oil constituents (% of total) of E. pauciflora and E. littoralis collected from Satun 
province 

 

No. RT Compounds % Constituent in each species 
E. pauciflora E. littoralis 

1 6.35 α-pinene 16.34 15.65 
2 7.47 sabinene - 13.69 
3 7.57 β-pinene 68.21 18.42 
4 7.93 β-myrcene 0.65 2.02 
5 8.35 α-phellandrene - 4.37 
6 8.72 α-terpinene - 0.66 
7 8.97 p-cymene - 1.01 
8 9.10 limonene 2.16 3.63 
9 9.29 1,8-cineole 6.50 20.55 

10 10.06 γ-terpinene - 1.47 
11 11.02 α-terpinolene - 0.74 
12 11.52 linalool - 0.32 
13 14.14 terpinene-4-ol 0.85 3.41 
14 14.62 α-terpineol 2.62 2.27 
15 21.98 trans-caryophyllene 0.61 3.35 
16 23.07 α-humulene - 0.72 

  others 3.95 10.05 
  
 

 
Figure 3 Structures of top five components identified from the volatile oils of E. pauciflora and E. 
littoralis  
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เมื่อสืบค้นฤทธิ์ทำงชีวภำพของพฤกษเคมีที่พบเป็นองค์ประกอบหลักในน้ ำมันหอมระเหยของปุดช้อนทองและปุดช้ำง   
พบว่ำพฤกษเคมีเหล่ำนี้ต่ำงมีฤทธิ์ทำงชีวภำพที่หลำกหลำย แอลฟำ-ไพนีนและเบต้ำ-ไพนีนเป็นพฤกษเคมีที่อำจกล่ำวได้ว่ำเป็น
ของขวัญที่น่ำอัศจรรย์จำกธรรมชำติ (Salehi et al., 2019) เนื่องจำกมีฤทธิ์ทำงชีวภำพหลำยด้ำน อำทิเช่น แก้ปวด ต้ำนจุลินทรีย์ 
ยับยั้งเซลล์เนื้องอก ต้ำนกำรอักเสบ ปกป้องระบบทำงเดินอำหำร ต้ำนอนุมูลอิสระ รักษำอำกำรชักและอำกำรซึมเศร้ำ (da Silva 
et al., 2012; Guzmán-Gutiérrez et al., 2015; Salehi et al., 2019) ซำบินีนมีฤทธิ์ต้ำนแบคทีเรีย ต้ำนเช้ือรำ ต้ำนอนุมูลอิสระ 
ต้ำนกำรอักเสบ และป้องกันกำรฝ่อของกล้ำมเนื้อเมื่อทดสอบในหนูทดลอง เป็นต้น (Ryu et al., 2019; Sharma et al., 2019) 
1,8-ซินิออลมีศักยภำพในกำรต้ำนกำรอักเสบ ต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนจุลินทรีย์ ต้ำนมะเร็ง บรรเทำปวด และช่วยขยำยหลอดลม เป็นต้น 
จนอำจกล่ำวได้ว่ำ 1,8-ซินิออลเป็นพฤกษเคมีเอนกประสงค์ที่สำมำรถน ำไปใช้ในกำรรักษำโรคต่ำง ๆ ได้อย่ำงหลำกหลำย (Hoch et 
al., 2023; Bicak, 2024) นอกจำกนี้ยังมีแอลฟำ-เทอพินีออล (α-terpineol) ลิโมนีน (limonene) และแอลฟำ-ฟีแลนดรีน 
(α-phellandrene) ในปริมำณสูงสุด 5 อันดับแรกขององค์ประกอบที่พบในน้ ำมันหอมระเหยด้วย โดยแอลฟำ -เทอพินีออลมี
คุณสมบัติต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนกำรอักเสบ ต้ำนจุลินทรีย์ ต้ำนมะเร็ง บรรเทำอำกำรปวด รักษำอำกำรท้องร่วง บ ำรุงประสำท 
ปกป้องระบบทำงเดินอำหำร และป้องกันกำรเกิดโรคหัวใจ (Chen et al., 2023) ลิโมนีนมีสรรพคุณในกำรบรรเทำปวด ต้ำนกำร
อักเสบ ต้ำนอนุมูลอิสระ ปกป้องระบบประสำท ต้ำนจุลินทรีย์ ฆ่ำพยำธิและแมลง เป็นต้น (Lin et al., 2024) ส่วนแอลฟำ-ฟีแลน 
ดรีน (α-phellandrene) มีฤทธ์ิยับยั้งเซลล์เนื้องอก บรรเทำปวด และสำมำรถฆ่ำหนอนแมลงได้ (Radice et al., 2022) 

ปุดช้อนทองมีเปอร์เซ็นต์ของแอลฟำ-ไพนีนและเบต้ำ-ไพนีนในปริมำณสูง 84.55% เมื่อเทียบกับองค์ประกอบทั้งหมดที่
พบในน้ ำมันหอมระเหย ในขณะที่ปุดช้ำงมีเปอร์เซ็นต์ของ 1,8-ซินิออล เบต้ำ-ไพนีน แอลฟำ-ไพนีน และซำบินีน รวมกันสูงถึง 
68.31% ขององค์ประกอบทั้งหมด โดยพฤกษเคมีเหล่ำนี้ส่วนใหญ่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนจุลินทรีย์ ต้ำนกำรอักเสบ และ
บรรเทำปวด ซึ่งฤทธิ์ทำงชีวภำพของพฤกษเคมีที่เป็นองค์ประกอบหลักเหล่ำนี้อำจเป็นตัวแปรที่ก ำหนดสรรพคุณและแนวโน้มกำร
น ำไปใช้ประโยชน์ของพืชสกุลปุดทั้ง 2 ชนิด นอกจำกนี้องค์ประกอบอื่นในน้ ำมันหอมระเหยก็มีผลต่อสรรพคุณของปุดแต่ละชนิด 
และอำจเป็นตัวแปรที่ท ำให้ปุดแต่ละชนิดมีศักยภำพที่โดดเด่นแตกต่ำงกัน งำนวิจัยนี้ได้เปิดเผยถึงองค์ประกอบทำงเคมีในน้ ำมัน
หอมระเหยของปุดช้อนทองและปุดช้ำงที่พบในภำคใต้ตอนล่ำงของประเทศไทยและแนวโน้มฤทธิ์ทำงชีวภำพที่อำจเช่ือมโยงถึง
สรรพคุณของปุดทั้ง 2 ชนิด และแสดงให้เห็นว่ำปุดช้อนทองและปุดช้ำงมีศักยภำพในกำรน ำไปใช้ประโยชน์นอกเหนือจำกพืชสกุล
ปุดชนิดอื่นท่ีได้รับควำมนิยมอย่ำงแพร่หลำย อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรทดสอบทำงเภสัชและคลินิกของพฤกษเคมีในน้ ำมันหอมระเหย 
รวมถึงตรวจวิเครำะห์และทดสอบฤทธิ์ทำงชีวภำพของพฤกษเคมีในส่วนที่ไม่ใช่น้ ำมันหอมระเหย (non-volatile compounds) 
เพื่อประเมินสรรพคุณและศักยภำพโดยรวมของปุดช้อนทองและปุดช้ำง ก่อนที่จะน ำไปส่งเสริมกำรใช้ประโยชน์ในระดับชุมชนและ
ต่อยอดงำนวิจัยและพัฒนำผลิตภัณฑ์เชิงสุขภำพ เภสัช และเวชส ำอำงจำกปุดช้อนทองและปุดช้ำง 

 

สรุปผล  
งำนวิจัยนีถ้ือเป็นครั้งแรกของกำรค้นพบปุดช้อนทองและปุดช้ำงในพื้นที่ จ.สตูล รวมถึงรำยงำนผลกำรวิเครำะห์พฤกษเคมี

ในน้ ำมันหอมระเหยของปุดทั้ง 2 ชนิด ผลกำรสกัดน้ ำมันหอมระเหยจำกใบและล ำต้นเทียมของปุดช้อนทองและปุดช้ำง ได้
ปริมำณน้ ำมันหอมระเหยเท่ำกับ 0.15% และ 0.13% เทียบกับน้ ำหนักสดตำมล ำดับ เมื่อวิเครำะห์องค์ประกอบทำงเคมีด้วยวิธี 
GC-MS สำมำรถระบุชนิดขององค์ประกอบทำงเคมีในปุดช้อนทองได้ 8 ชนิด คิดเป็น 96.05% ขององค์ประกอบทั้งหมดที่พบใน
น้ ำมันหอมระเหย โดยมีเบต้ำ-ไพนีน (68.21%) และแอลฟำ-ไพนีน (16.34%) เป็นองค์ประกอบหลัก ส ำหรับปุดช้ำงสำมำรถระบุ
ชนิดขององค์ประกอบทำงเคมีในน้ ำมันหอมระเหยได้ 16 ชนิด คิดเป็น 89.95% ขององค์ประกอบทั้งหมด โดยมี 1,8-ซินิออล 
(20.55%) เบต้ำ-ไพนีน (18.42%) แอลฟำ-ไพนีน (15.65%) และซำบินีน (13.69%) เป็นองค์ประกอบหลัก พฤกษเคมีเหล่ำนี้ส่วน
ใหญ่มีฤทธิ์ต้ำนอนุมูลอิสระ ต้ำนจุลินทรีย์ ต้ำนกำรอักเสบ และบรรเทำปวด เป็นต้น อย่ำงไรก็ตำมจะเห็นว่ำปุดทั้ง 2 ชนิดมี
เปอร์เซ็นต์ขององค์ประกอบในน้ ำมันหอมระเหยที่แตกต่ำงกัน ซึ่งอำจส่งผลให้ปุดทั้ง 2 ชนิดมีสรรพคุณที่แตกต่ำงกัน จึงควรทดสอบ
ฤทธิ์ทำงชีวภำพของพฤกษเคมีในพืชสกุลปุด เพื่อประเมินศักยภำพและส่งเสริมกำรน ำไปใช้ประโยชน์ในเชิงสุขภำพ เภสัช และ
เวชส ำอำงในอนำคต 
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ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อการจัดจ าแนกชนิดและความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไพลด าในภาคใต้ของประเทศไทย  
DNA Barcoding for Identification and Phylogenetic Relationship of Zingiber ottensii Valeton 

in Southern Thailand 
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บทคัดย่อ 
 
 ไพลด า (Zingiber ottensii Valeton) เป็นพืชสมุนไพรที่มีมูลค่าสูงและนิยมปลูกมากทางภาคใต้ของประเทศไทย การ
ระบุชนิดพืชสกุลขิงยากที่จะใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาแต่เพียงอย่างเดียว โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะต้นอ่อนหรือวัตถุดิบสมุนไพร 
การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจั ดจ าแนกชนิด และศึกษาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการระหว่างไพลด าและพืชสกุลขิงชนิดต่าง ๆ โดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง ITS และ rps16 ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการ จาการศึกษา พบว่า ต าแหน่ง ITS มีประสิทธิภาพสูงในการระบุชนิดไพลด า ซึ่งสามารถจ าแนกไพลด าออกจาก
กระทือพิลาส (Z. spectabile) และกระทือ (Z. zerumbet) ในขณะที่ต าแหน่ง rps16 ไม่สามารถใช้ในการจัดจ าแนกไพลด า และ
กระทือออกจากกันได้ จากการวิเคราะห์วิวัฒนาการชาติพันธุ์ของต าแหน่ง ITS ร่วมกับ rps16 ท าให้มีความเช่ือมั่น และความ
ชัดเจนในการระบุชนิดพืชในสกุลขิงได้เพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของไพลด ามีความใกล้ชิดกับ
กระทือ (Z. zerumbet) มากกว่ากระทือพิลาส (Z. spectabile) ซึ่งสอดคล้องกับลักษณะสัณฐานวิทยาของช่อดอกและเหง้า 
ค าส าคัญ: ไพลด า ดีเอ็นเอบาร์โค้ด การจัดจ าแนก ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 
 

Abstract 
 
 Phlai Dam (Zingiber ottensii) is a high-value medicinal plant that popular cultivated in the southern 
Thailand. Species identification of Zingiber genera have been difficult based on morphological characters 
alone, especially in immature stage or herbal raw materials. The objective of this study is to test the efficiency 
of DNA barcode loci for species identification and investigate on the phylogenetic relationships between Z. 
ottensii and other species within genus Zingiber. Two DNA loci of ITS and rps16 were chosen for phylogenetic 
analysis. The ITS locus showed a high efficiency for identifying Z. ottensii species which could be separated Z. 
ottensii from Z. spectabile and Z. zerumbet. While the rps16 locus could not separate Z. ottensii from Z. 
zerumbet. Phylogenetic analysis based on combination of ITS and rps16 regions made confident and clear 
identification of the species. In addition, the phylogenetic relationship of Z. ottensii was more closely related 
to Z. zerumbet than Z. spectabile. Similar result was obtained from morphological characters of inflorescence 
and rhizome.  
Keywords: Zingiber ottensii, DNA barcoding, identification, phylogenetic relationship 
 
บทน า  

ไพลด า (Zingiber ottensii Valeton) เป็นพืชล้มลุกอายุหลายปีจัดอยู่ในสกุลขิง (Zingiber) มีถิ่นก าเนิดในเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ และสามารถพบการกระจายพันธุ์ได้ตั้งแต่เกาะชวาของประเทศอินโดนีเซียไปจนถึงประเทศพม่า (Valeton, 
1918; Aung and Tanaka, 2019) ส าหรับในประเทศไทยไพลด าสามารถพบเห็นได้ทุกภูมิภาคแต่ส่วนใหญ่เป็นการน าไปปลูก 
อย่างไรก็ตามสามารถพบไพลด าในแหล่งธรรมชาติได้เฉพาะพื้นที่ภาคใต้ของประเทศไทยเท่านั้น (Kittipanangkul and 
Ngamriabsakul, 2008) โดยไพลด านิยมปลูกมากทางภาคใต้ของประเทศไทยและเป็นพืชสมุนไพรที่มีมูลค่า ถูกน ามาใช้ประโยชน์
ทางการแพทย์ในภูมิปัญญาท้องถิ่น (Samuel et al., 2010; Inta et al., 2023) การระบุชนิดพืชสกุลขิงยากที่จะจัดจ าแนกโดยใช้
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาแต่เพียงอย่างเดยีว โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะต้นกล้าหรือวัตถุดิบสมุนไพร ส าหรับไพลด าในระยะต้นกล้า
จะมีลักษณะคล้ายคลงึกับกระทือ (Zingiber zerumbet (L.) Smith) (Larsen et al., 1999) เมื่อเจริญเติบโตสมบรูณ์จะมีลักษณะ
ต่างกัน โดยไพลด ามีล าต้นสีแดงเข้มและเหง้ามีสีม่วงค่อนข้างเทา (Malek et al., 2005) แต่อย่างไรก็ตามลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาดังกล่าวมีความแปรผันสูงตามปัจจัยต่าง ๆ ที่ได้รับ (Pant et al., 2021) จนก่อให้เกิดความสับสนในการจัดจ าแนกชนิดหรือ
ระบุชนิดพันธุ์เพื่อการน ามาใช้ประโยชน์ได้อย่างถูกต้อง การใช้วิธีการทางชีวโมเลกุลเพื่อการระบุชนิดพืชด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด
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บริเวณนิวเคลียสและคลอโรพลาสต์เป็นวิธีการที่นิยมน ามาใช้ในการจัดจ าแนกชนิดของพืชดอกหลายชนิด (Kress et al., 2005) 
โดยจะใช้ข้อมูลทางชีวโมเลกุลจากบริเวณดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่เหมาะสมกับชนิดพืชร่วมกับการใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจะช่วยให้
สามารถจัดจ าแนกชนิดพืชได้อย่างถูกต้อง ส าหรับการศึกษาพันธุกรรมในระดับอณูชีววิทยาของไพลด าในประเทศไทยยังมีรายงาน
การศึกษาค่อนข้างน้อย ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่เหมาะสมในการ
จัดจ าแนกไพลด า (Zingiber ottensii) ออกจากพืชสกุลขิงอื่น ๆ ที่มลีักษณะทางสัณฐานวิทยาคล้ายคลึงกันและศึกษาความสัมพันธ์
เชิงวิวัฒนาการระหว่างไพลด า (Zingiber ottensii) และพืชสกุลขิง (Zingiber) ชนิดต่าง ๆ เพื่อความเข้าในความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของไพลด า อีกทั้งยังเป็นฐานข้อมูลและเป็นวิธีการส าหรับใช้ในการจัดจ าแนกชนิดไพลด า (Zingiber ottensii) เพื่อการ
น าไพลด า (Zingiber ottensii) ไปใช้ประโยชน์ท่ีถูกต้อง 
 
อุปกรณ์และวิธีการ 

การเก็บตัวอย่างไพลด าและการศึกษาลักษณะทางพฤกศาสตร์ 
 เก็บตัวอย่างไพลด าจากแหล่งชุมชนที่มีการใช้ประโยชน์เป็นพืชสมุนไพรจากจังหวัดต่าง ๆ ทางภาคใต้ของประเทศไทย 
และพืชสกุลขิงที่มีลักษณะใกล้เคียงกับไพลด า จากนั้นน าตัวอย่างที่ได้มาศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเปรียบเทียบกับรูป
วิธานของพืชแต่ละชนิดเพื่อใช้ประกอบการทดสอบประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกโดยใช้ดีเอ็นบาร์โค้ดและอธิบายความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการ (Table 1)  
 
Table 1 Species and sample locations of Zingiber ottensii and related species used in this study 
 

Scientific name ID Local name Location 
Zingiber ottensii Valeton Z2 Phlai Dam Sai Buri district, Pattani province 
Zingiber ottensii Valeton Z3 Phlai Dam Sai Buri district, Pattani province 
Zingiber ottensii Valeton Z9 Phlai Dam Saba Yoi district, Songkhla province 
Zingiber ottensii Valeton Z14 Phlai Dam Sawi district, Chumphon province 
Zingiber ottensii Valeton KT8 Phlai Dam Srinagarindra district, Phatthalung province 
Zingiber cf. fragile S.Q.Tong Z16 - Mueang Nakhon Nayok district, Nakhon Nayok province 
Zingiber cf. fragile S.Q.Tong  Z17 - Mueang Prachin Buri district, Prachin Buri province  
Zingiber parishii Hook.f. Z19 Khing Phu Phan Phu Ruea district, Loei province  
Zingiber spectabile Griff. KT1 Kratue Philad Srinagarindra district, Phatthalung province 
Zingiber spectabile Griff. KT2 Kratue Philad Yan Ta Khao district, Trang province 
Zingiber zerumbet (L.) Smith KT3 Kratue Thai Mueang district, Phang Nga province 
Zingiber zerumbet (L.) Smith KT10 Kratue Yan Ta Khao district, Trang province 

 

การสกัดจีโนมกิส์ดีเอ็นเอ  
น าตัวอย่างไพลด าและพืชสกุลขิงมาสกัดจีโนมิกส์ดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจากวิธีของ Cubero และ Crespo 

(2002) โดยเตรียมใบพืชประมาณ 20-50 มิลลิกรัม และ stainless steel beads ขนาด 1 มิลลิเมตร จ านวน 10 เม็ด ใส่ลงใน
หลอด ไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 2.0 มิลลิลิตร แช่ในไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าไปบดด้วยเครื่อง Mixer MM 400 
โดยความถี่ 30 เฮิรตซ์ เป็นเวลา 2 นาทีหรือจนกว่าตัวอย่างจะละเอียด เติม CTAB extraction buffer หลอดละ 400 ไมโครลิตร 
และ เติม 5% (w/v) PVPP (Polyvinyl polypyrrolidone) 100 ไมโครลิตร จากน้ันบ่มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 
นาที เติมสารละลายคลอโรฟอร์ม/ไอโซเอมิล แอลกอฮอล์ (Choloroform / isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน 24 : 1 ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex) ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายส่วน
ใสที่อยู่ชั้นบนใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวก์หลอดใหม่เจือจางส่วนใส 3 เท่า ด้วย CTAB precipitation buffer ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอน เติมสารละลาย 1.2 M NaCl ปริมาตร 25 ไมโครลิตร เพื่อ
ละลายตะกอน เติม RNAase buffer ความเข้มข้น 10 เท่า ปริมาตร 3 ไมโครลิตร และเติม RNAase A ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องเขย่าผสมสาร (vortex) บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที เติมละลาย 1.2 โมลาร์ NaCl ปริมาตร 370 ไมโครลิตร จากนั้นเติมสารละลายคลอโรฟอร์มต่อไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ 
(Choloroform : isoamyl alcohol) ในอัตราส่วน 24 : 1 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร อีกครั้ง ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องเขย่าผสม
สาร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ถ่ายส่วนใสที่อยู่ชั้นบนใส่ในหลอดไมโครเซ็นตรฟิิวก์หลอดใหม ่เติม
สารละลาย 2-โพรพานอล (isopropanol) ปริมาณ 0.6 เท่า ของปริมาตรส่วนใสในแต่ละหลอด ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบ
ต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้งให้เหลือเพียงตะกอน เติมเอทานอลความเข้มข้น 70 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เท
ส่วนใสทิ้ง แล้วทิ้งตะกอนให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย TE buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร  
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การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และการหาล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าจีโนมิกส์ดีเอ็นเอที่สกัดได้มาท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่บริเวณดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง Internal transcribed 

spacer (ITS) และ ribosomal protein S16 (rps16) ส าหรับปฏิกิริยาลูกโซพ่ีซีอาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ
ต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร 5X PCR buffer 2 ไมโครลิตร 25 มิลลิโมลาร์ MgCl2 1 ไมโครลิตร 2 มิลลิโมลาร์ 
dNTP 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ (20 ไมโครโมลาร์) อย่างละ 0.5 ไมโครลิตร และ Pfu DNA polymerase ยี่ห้อ Vivantis (5 unit) 
0.1 ไมโครลิตร (บริเวณยีน ITS และ rps16) โดยบริเวณยีน ITS ใช้คู่ไพรเมอร์ ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) และ ITS4 
(TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White et al., 1990) และบริเวณยีน rps16 ใช้คู่ไพรเมอร์ rpsF (GTGGTAGAAAGCAACGT 
GCGACTT) และ rpsR2 (TCGGGATCGAACATCAATTGCAAC) (Oxelman et al., 1997) จากนั้นตั้งโปรแกรมการท างานของ
เครื่อง PCR thermal cycle ประกอบด้วยขั้นตอน ดังนี้ 94 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส     
1 นาที 54 องศาเซลเซียส 1 นาที 72 องศาเซลเซียส 1 นาที จ านวน 35 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบ แล้ว
ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีสบนอะกาโรสเจล 1.5 เปอร์เซ็นต์ ใน 1X TBE buffer ที่เติม SERVA DNA Stain G 
ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตรต่ออะกาโรสเจล 10 มิลลิลิตร โดยใช้กระแสไฟฟ้าความต่างศักย์ 100 โวลด์ เป็นเวลา 30 นาที และใช้
ช้ินส่วนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp+1.5 kb DNA ladder ตรวจสอบขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต
ความยาวคลื่น 312 นาโนเมตร จากนั้นผลผลิตพีซีอาร์มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยชุด FavorPrep GEL/ PCR Purification Kit ยี่ห้อ 
Favorgen และส่งผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณต่าง ๆ ไปหาตรวจวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ บริษัท 
เอ ที จี ซี จ ากัด ณ อุทยานวิทยาศาสตร์ประเทศไทย อ าเภอคลองหลวง จังหวัดปทุมธานี 

การวิเคราะหค์วามสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระดับโมเลกุลและประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกชนิด 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอบาร์โค้ดของไพลด าและพืชสกุลขิงแต่ละต าแหน่งมาจัดเรียง (DNA sequence 
alignment) ด้วย MUSCLE (Edgar, 2004) ปรับเรียงใหม่อีกครั้งด้วยโปรแกรม MEGA 11 (Tamura et al., 2021) โดยใช้ 

Curcuma longa (KY129785 และ KU215006) และ C. xanthorrhiza (KU215130 และ KU215007) เป็น outgroup และ
จากนั้นน าชุดข้อมูลของดีเอ็นเอบาร์โค้ดแต่ละบริเวณมาวิเคราะห์หา nucleotide substitution model ของชุดข้อมูลแต่ละ
บริเวณด้วยโปรแกรม jModelTest v.2.1.4 (Darriba et al., 2012) ร่วมกับ Akaike Information Criterion (AIC) ซึ่งโมเดลที่ดี
ที่สุดส าหรับบริเวณ ITS และ ITS ร่วมกับ rps16 คือ General Time Reversible + gamma distribution (GTR+G) model 
ในขณะที่ rps16 คือ General Time Reversible (GTR) model โดยชุดข้อมูลของดีเอ็นเอบาร์โค้ดและโมเดลที่ดีที่สุดที่ถูกเลือก
ของแต่ละบริเวณจะถูกน ามาวิเคราะห์วิวัฒนาการชาติพันธุ์ระดับโมเลกุลด้วยวิธี Maximum likelihood (ML) ด้วยโปรแกรม 
RAxML-HPC2 v.8.2.12 (Stamatakis, 2014) บน CipresWeb Portal (https://www.phylo.org) และทดสอบความเช่ือมั่นด้วย
ค่า Bootstrap จ านวน 1,000 ซ้ า และผลการวิเคราะห์จะถูกแสดงโดยโปรแกรม FigTree v.1.4.4 (http:// tree.bio.ed.ac.uk/ 
software/figtree/) จากนั้นวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการและประสิทธิภาพการจัดจ าแนกชนิดไพลด ากับแผนภูมิ
วิวัฒนาการชาติพันธุ์ระดับโมเลกุลแต่ละบริเวณร่วมกับข้อมูลทางสัณฐานวิทยา 

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง  
 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา 
 จากการเปรียบเทียบลักษณะสัณฐานวิทยาของไพลด า (Z. ottensii) และพืชสกุลขิง (Zingiber) ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับ
ไพลด า (Z. ottensii) พบว่าไพลด า (Z. ottensii) ระยะต้นอ่อนมีความคล้ายคลึงกับกระทือ (Z. zerumbet) ที่อยู่ในระยะเดียวกัน 
โดยจะมีสีของล าต้นเทียมเป็นสีเข้มน้ าตาลอมแดง ในขณะที่ล าต้นเทียมของกระทือพิลาส (Z. spectabile) จะมีสีเขียว (Figure 1) 
และยังพบว่าลักษณะเหง้าของไพลด า (Z. ottensii) กระทือ (Z. zerumbet) และกระทือพิลาส (Z. spectabile) ถ้าดูจากลักษณะ
สัณฐานวิทยาจากภายนอกมีความเหมือนกันมาก แต่ไพลด า (Z. ottensii) มีสีภายในเหง้าที่เข้มกว่า กระทือ (Z. zerumbet) และ
กระทือพิลาส (Z. spectabile) (Figure 1) ซึ่งลักษณะของสีที่พบเป็นผลมาจากปริมาณสารพฤกษเคมีที่สะสมอยู่ ซึ่งมีความไม่
แน่นอนสามารถแปรผันไปตามสิ่งแวดล้อมของแหล่งที่ปลูก และระยะเวลาการเก็บเกี่ยว (Pant et al., 2021) โดยลักษณะของ   
ล าต้นเทียมในระยะต้นอ่อนและลักษณะของเหง้าอาจจะสร้างความสับสนได้ในการแยกความแตกต่างของไพลด า ออกจากพืชสกุล
ขิงชนิดที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใกล้เคียงกันได้ 

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการระดับโมเลกุลและประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
ผลการทดสอบประสิทธิภาพของดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการจัดจ าแนกไพลด า (Z. ottensii) ออกจากพืชสกุลขิงชนิดอื่น ๆ ที่มี

ลักษณะใกล้เคียงกับไพลด า (Z. ottensii) โดยการน าข้อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา (Figure 1) มาวิเคราะห์ร่วมกับแผนภูมิความ
สัมพันธ์ุเชิงวิวัฒนาการชาตพิันธุ์ของดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง ITS rps16 และ ITS ร่วมกับ rps16 พบว่า ดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง 
ITS มีประสิทธิภาพสูงในการระบุชนิดไพลด า (Z. ottensii) สามารถจ าแนกไพลด าออกจากกระทือพิลาส (Z. spectabile) และ
กระทือ (Z. zerumbet) โดยมีค่าความเช่ือมั่น (Bootstrap) สนันสนุนสูงถึง 91 เปอร์เซ็นต์ โดยสามารถจ าแนกไพลด า             
(Z. ottensii) ออกจากกระทือพิลาส (Z. spectabile) และกระทือ (Z. zerumbet) ที่ค่าความเช่ือมั่น 97 เปอร์เซ็นต์ และ           
< 70 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Figure 2A) ในขณะที่ดีเอ็นเอบร์โค้ดต าแหน่ง rps16 ไม่มีประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกชนิดระหว่าง
ไพลด า (Z. ottensii) และกระทือ (Z. zerumbet) แต่สามารถใช้ในการระบุชนิดของกระทือพิลาส (Z. spectabile) มากกว่า
ต าแหน่ง ITS โดยมีค่าความเช่ือมั่นสนันสนุนสูงถึง 97 เปอร์เซ็นต์ (Figure 2B) ส าหรับวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่

135



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 
 

ต าแหน่ง ITS ร่วมกับ rps16 พบว่าสามารถจัดจ าแนกชนิดระหว่างไพลด า (Z. ottensii) กระทือ (Z. zerumbet) และกระทือพิลาส 
(Z. spectabile) โดยความเช่ือมั่นสนับสนุนที่ 95 เปอร์เซ็นต์ 89 เปอร์เซ็นต์ และ 99 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Figure 3) ซึ่งให้ค่า
ความเช่ือมั่นสนับสนุนสูงกว่าการใช้ต าแหน่งดีเอ็นเอบาร์โค้ดต าแหน่ง ITS หรือ rps16 เพียงต าแหน่งเดียวในการจัดจ าแนกชนิด 
นอกจากนี้ยังพบว่าความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของไพลด า (Z. ottensii) มีความใกล้ชิดกับกระทือ (Z. zerumbet) มากกว่า
กระทือพิลาส (Z. spectabile) โดยมีความสอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของล าต้นเทียม เหง้า และช่อดอก (Figure 1)    
มีความคล้ายคลึงกันมากโดยเฉพาะอย่างยิ่งในระยะต้นกล้าและเหง้า ซึ่งเป็นระยะที่ถูกน ามาใช้ส าหรับการผลิตวัตถุดิบสมุนไพร การ
แยกความแตกต่างระหว่างไพลด า (Z. ottensii) กระทือ (Z. zerumbet) และกระทือพิลาส (Z. spectabile) ในระยะดังกล่าวจะ
ช่วยสร้างความมั่นใจในการปลูกและสามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้อย่างถูกต้องมากขึ้น     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 Morphological characters of Zingiber species that related to Z. ottensii. (A-C) Z. ottensii:  
(A) pseudostem, (B) rhizome, and (C) Inflorescence; (D-F) Z. spectabile: (A) pseudostem, (B) rhizome and (C) Inflorescence; (G-I) Z. 
zerumbet: (A) pseudostem, (B) rhizome and (C) Inflorescence. Scale bar = 5 cm. 

 
จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณที่อยู่นิวเคลียสยีนมีประสิทธิภาพในการระบุชนิดไพลด าและพืช

สกุลขิงได้ดีที่สุด สอดคล้องการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณนิวเคลยีสโดยเฉพาะบรเิวณ ITS มีประสิทธิภาพในการ
ระบุชนิดพืชและมีความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างชนิดสูงกว่ายีนบริเวณคลอโรพลาสต์โดยสามารถใช้ในการจ าแนกความ
แตกต่างในระดับสกุล ระดับชนิด และระดับสายพันธุ์ของพืชชนิดต่าง ๆ โดยพืชสกุลขมิ้น (Curcuma) ดีเอน็เอบาร์โค้ดบริเวณ ITS2 
มีอัตราความถูกต้องในการจัดจ าแนกชนิดสูง ซึ่งดีกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณคลอโรพลาสต์ (matK, rbcL, trnH-psbA และ trnL-F) 
(Chen et al., 2015) และในพืชสกุลข่า (Alpinia) มีรายงานว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณ ITS2 มีประสิทธิภาพสูงในการจ าแนกชนิด
ถึง 88.2 เปอร์เซ็นต์ (Tan et al., 2020) ส าหรับพืชสกุลขิงได้มีรายงานการเปรียบเทียบการใช้บริเวณดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อการจัด
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จ าแนกชนิด Z. loerzingii ในพื้นที่สุมาตราเหนือของประเทศอินโดนีเซียพบว่าบริเวณ ITS2 มีประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกดีที่สุด
เมื่อเปรียบเทียบกับบริเวณ rbcL และ trnL-F และยังพบว่า ITS2 เป็นบริเวณที่มีระดับความแตกต่างทางพันธุกรรมภายในชนิด
เดียวกันน้อยกว่าบริเวณ rbcL และ trnL-F (Prasetya et al., 2023) แต่มีความแปรผันทางพันธุกรรมระหว่างชนิดสูง        
(Saudah et al., 2022) ในขณะที่ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของยีนบริเวณคลอโรพลาสต์ต าแหน่ง rbcL and matK มีประสิทธิภาพในการ
จัดจ าแนกชนิดพืชวงศ์ขิงบางชนิดในประเทศอินเดียได้ดีกว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณ ITS (Vinitha et al., 2014) ซึ่งสอดคล้องกับ
ผลการทดลองที่พบว่าต าแหน่ง rps16 สามารถใช้ในการระบุชนิดกระทือพิลาส (Z. spectabile) แต่กลับไม่สามารถแยกความ
แตกต่างระหว่างไพลด า (Z. ottensii) และกระทือ (Z. zerumbet) จากการศึกษาน้ีช้ีให้เหน็ว่าดีเอ็นเอบาร์โค้ดแต่ละบริเวณมีความ
เหมาะสม มีประสิทธิภาพในการจ าแนกและระบุชนิดได้แตกต่างกัน ดังนั้น ควรมีการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดในบริเวณอื่น ๆ ร่วมกับ
การใช้ลักษณะทางสัณฐานวิทยาเพื่อช่วยให้สามารถระบุชนิดไพลด าและพืชสกุลขิงอื่น ๆ ได้อย่างถูกต้องและมีประสิทธิภาพมากขึ้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 2 Molecular phylogeny of Z. ottensii and Zingiber species based on maximum likelihood using 
each DNA barcode loci of ITS (A), rps16 (B) and ITS + rps16 (C). The bootstrap values ≥70% is given 
above the branches. 
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Figure 3 Molecular phylogeny of Z. ottensii and Zingiber species based on maximum likelihood using 
two DNA barcode loci ITS and rps16. The bootstrap values ≥70% is given above the branches. 
 

สรุปผล  
ดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณ ITS สามารถใช้จัดจ าแนกชนิดไพลด า (Z. ottensii) ออกจากกระทือพิลาส (Z. spectabile) และ

กระทือ (Z. zerumbet) ได้ ในขณะที่ต าแหน่ง rps16 ไม่สามารถใช้แยกความแตกต่างระหว่างไพลด า (Z. ottensii) และกระทือ         
(Z. zerumbet) แต่สามารถใช้ระบุชนิดกระทือพิลาส (Z. spectabile) ได้ การใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่ต าแหน่ง ITS ร่วมกับ rps16 
สามารถเพิ่มความเชื่อมั่นในการจัดจ าแนกไพลด า (Z. ottensii) และพืชในสกุลขิงชนิดอื่น ๆ ได้มากขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่าไพลด า 
(Z. ottensii) มีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการใกล้ชิดกับกระทือ (Z. zerumbet) มากกว่ากระทือพิลาส (Z. spectabile) โดย
สอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีปรากฏ 
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บทคัดย่อ  
 

 พริกไทยพันธ์ุจันทบุรีหรือพันธุ์ปรางถี่เป็นพริกไทยพันธุ์พ้ืนเมืองของจังหวัดจันทบุรีซึ่งเป็นท่ีนิยมของผู้บริโภค ปัจจุบันการ
ระบุพันธุ์พืชมักใช้ลักษณะทางสัณฐานซึ่งท าได้ยาก งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการสร้างดีเอ็นเอบาร์ โค้ดของพริกไทยพันธุ์
จันทบุรีด้วยยีน rbcL ผลการวิจัยพบว่า การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอต าแหน่ง rbcL ได้ดีเอ็นเอขนาด 700 คู่เบส เมื่อวิเคราะห์ความ
เหมือนกับฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีความเหมือนกับยีน rbcL ของพืชสกุล Piper ได้แก่ Piper nigrum L. (EF450315.1),   
P. laetispicum (EF591353.1) และ P. austrosinense (EF450305.1) ที่  E value 0.0 และ Homology identity 99.43 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นท าการศึกษาความสามารถในการเป็นดีเอ็นเอบาร์ โค้ดด้วยโปรแกรม DNA Subway ร่วมกับพืชสกุล Piper 
ทั้งหมด 15 ชนิด พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนยีน rbcL ของพริกไทยพันธุ์จันทบุรีมีความเหมือนกับยีน rbcL ของพืชสกุล 
Piper อย่างสูง โดยมีค่า Homology identity สูงถึง 98.26-99.43 เปอร์เซ็นต์ โดยมีค่าความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์เมื่อ
ค านวนด้วย K2P distance ที่ 0.008 สอดคล้องกับแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเชิงวิวัฒนาการ การวิจัยนี้ช้ีให้เห็นว่าล าดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL มีความสามารถเพียงพอในการเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด ซึ่งข้อมูลดังกล่าวสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานใน
การศึกษาหรือจัดจ าแนกพืชในสกุล Piper ได้  

ค้าส้าคัญ: พริกไทย ดีเอ็นเอบาร์โค้ด แผนภมูิพันธุกรรม  
 

Abstract  
 

Chanthaburi or Prang-Thee pepper is a native variety in Chanthaburi province. It is identifying plant 
varieties based on morphological characteristics, which can be difficult. This research aims to study the 
development of DNA barcodes for the identification Chanthaburi pepper using the rbcL gene. The results 
found that the rbcL gene of Chanthaburi pepper is 700 bp. For alignment analyzed against the GenBank 
database, it was found that there is a similarity with the rbcL gene in Piper nigrum L. (EF4 5 0 3 1 5 .1 ) , P. 
laetispicum (EF591353.1) and P. austrosinense (EF450305.1) with E value of 0.0 and a homology identity of 
99.43%. Subsequently, the capability to be a DNA barcode was studied using the DNA Subway program with 
all 15 species of the Piper genus. It was found that high similarity with the rbcL gene of the Piper genus, with 
homology identity ranging from 98.26% to 99.43%. The nucleotide sequence divergence, calculated by K2P 
distance at 0.008, aligns with the phylogenetic relationship diagram in evolutionary genetics. This research 
indicates that the rbcL gene sequence could be used as a DNA barcode which is basic information for 
studying or classifying plants in the Piper genus. 
Keywords: Pepper, DNA barcoding, Phylogenetic tree 

140



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

 

 

บทน้า  
พริกไทย (Pepper, Piper nigrum L.) เป็นสมุนไพรที่มีศักยภาพ พบว่าเป็นเครื่องเทศส าคัญที่มีความจ าเป็น และมี

ความต้องการใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและยาสมุนไพร โดยพบว่าพ้ืนที่ปลูกพริกไทยประมาณร้อยละ 95 ของพื้นท่ีปลูกท่ัวประเทศ 
อยู่ที่จังหวัดจันทบุรี สามารถสร้างรายได้จากการส่งออกให้กับประเทศปีละจ านวนมากเป็นสินค้าขึ้นช่ือและเป็นพืชเศรษฐกิจของ
ภาคตะวันออก พริกไทยพันธุ์จันทบุรีหรือพันธุ์ปรางถี่เป็นพริกไทยพันธุ์พื้นเมืองของจังหวัดจันทบุรีที่ปลูกกันมานาน ได้รับความ
นิยมจากผู้บริโภคเนื่องจากมีเมล็ดใหญ่และรสเผ็ดจัด (กัญญา เสนาะสรรพ, 2564) พริกไทยที่นิยมปลูกในประเทศไทยมี 4 พันธุ์ คือ 
พันธุ์   ซีลอน พันธุ์ปะเหลี่ยน พันธุ์มาเลย์ และพันธุ์จันทบุรี ซึ่งภายใต้สภาพแวดล้อมที่แตกต่างกันจะมีผลต่อปริมาณสารส าคัญ 
และยิ่งเป็นสายพันธุ์ย่อยอาจจะให้สารส าคัญที่เปลี่ยนแปลงไป ในการจ าแนกสายพันธุ์หรือพันธุ์จะต้องอาศัยข้อมูล 3 ส่วน คือ 
อนุกรมวิธานในการแยกเป็นเบื้องต้น ลักษณะทางเคมี สารส าคัญหรือองค์ประกอบทางเคมี และลักษณะทางพันธุกรรม โดย
เทคนิคท่ีนิยมน ามาใช้ในปัจจุบันคือการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
 ดีเอ็นเอบาร์โค้ดเป็นวิธีการทางชีววิทยาระดับโมเลกุลได้ถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อใช้ในการระบุชนิดหรือกลุ่มของสิ่งมีชีวิต
ภายในเวลาอันรวดเร็ว วิธีการนี้อาศัยหลักการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของสายดีเอ็นเอในบริเวณที่เรียกว่า “ดีเอ็นเอมาตรฐาน” 
ซึ่งยีนเหล่านี้เป็นบริเวณอนุรักษ์ในพืชสามารถจ าแนกชนิดพันธุ์โดยอาศัยการเกิดการกลายพันธุ์บางต าแหน่ง การท าดีเอ็นเอ

บาร์โค้ดคือการใช้ล าดับเบสของดีเอ็นเอช่วงสั้น ๆ (short genetic loci) ที่มีความผันแปรสูง มาช้ีเฉพาะสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิดได้

อย่างรวดเร็ว โดยช่วงดีเอ็นเอท่ีจะใช้เป็นบาร์โค้ดนั้นต้องเป็นช่วงดีเอ็นเอที่ผ่านการตกลงและยอมรับ (standardized genetic 
loci) ให้เป็นบาร์โค้ดของสิ่งมีชีวิตนั้น ๆ กล่าวคือ สามารถระบุชนิดของสิ่งมีชีวิต ซึ่งในทางปฏิบัติอาจมีการก าหนดต าแหน่ง 

(locus)    ดีเอ็นเอมาตรฐานมากกว่า 1 ช่วงส าหรับใช้เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการจ าแนกสิ่งมีชีวิตให้
ถูกต้องมากยิ่ งขึ้น  ซึ่ งในปัจจุบันมี ช่วงดี เอ็น เอที่ สามารถใช้เป็นบาร์ โค้ดส าหรับพืชหลายช่วงด้ วยกัน ตั วอย่าง  เช่น 
Ribulose-bisphosphate carboxylase (rbcL) , MaturaseK (matK), Nuclear ribosomal internal transcribed spacers 
(ITS) region, psbA-trnH intergenic spacer และ trnL-trnF intergenic spacer เป็นต้น  
 ยีน rbcL ไม่มีอินทรอน (intron) เป็นยีนในคลอโรพลาสต์จีโนมที่ท าหน้าที่ถอดรหัสเอนไซม์ 1 ,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase (Rubisco) เป็นหน่วยย่อยขนาดใหญ่ (Large subunit) ความยาวของยีน rbcL โดยทั่วไปมีความยาว
เฉลี่ย 1,400 คู่เบส (Ford et al., 2009) จุดเด่นที่ยีน rbcL ที่นิยมน ามาท าเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดหรือดีเอ็นเอมาตรฐานคือ มีความ
เป็นมาตรฐานสากลและให้ล าดับนิวคลีโอไทด์มีคุณภาพดีมาก (วุฒิพงศ์ มหาค า, 2554) จากการศึกษาพบว่ามีการน ายีน rbcL และ 
rpoC1 มาใช้ในการจ าแนกพืชในสกุล Piper ซึ่งเป็นสมุนไพรที่ขึ้นในแถบบริเวณตอนเหนือของประเทศมาเลเซีย (Darlina and 
Mahboob, 2020) นอกจากนี้ยังมีการน ายีน rbcL, ITS และ psbA-trnH มาใช้ในการศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดและสร้างแผนภูมิทาง
พันธุกรรมของ P. longum  (Sneha and Jenifer, 2023) ดังนั้นการวิจัยนี้จึงได้มีการน าเอาเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาใช้ในการ
สร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของพริกไทยพันธุ์จันทบุรี  ซึ่งการท าดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพริกไทยจะช่วยให้สามารถจ าแนกหรือ
ทดสอบชนิดพันธ์ุพริกไทย การอนุรักษ์สายพันธ์ุพริกไทย ทั้งยังประโยชน์ต่อการศึกษาสรรพคุณทางยาในอนาคตได้อีกด้วย 
 

อุปกรณ์และวิธีการ  
พืชทดลอง การสกัดเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 
เก็บตัวอย่างใบอ่อนพริกไทยพันธุ์จันทบุรี โดยได้รับความอนุเคราะห์จากวิสาหกิจชุมชนพริกไทยแปลงใหญ่แก่งหางแมว 

อ าเภอแก่งหางแมว จังหวัดจันทบุรี มาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป Tiangen (Tiangen Biotech (Beijing) Co., 
Ltd.) กล่าวคือ เติมบัฟเฟอร์ LP1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากันแล้วเติม RNase A 6 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ท่ีอุณภูมิห้องเป็น
เวลา 10 นาที จากนั้นเติม LP2 ปริมาตร 130 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยง นาน 5 นาที ดูดส่วนใส่หลอดใหม่ เติมบัฟเฟอร์ 
LP3 ปริมาตร 1.5 เท่าของส่วนใสดูดผสมให้เข้ากันเบา แล้วย้ายลง CB3  น าไปป่ันเหวี่ยง นาน 30 วินาที เทส่วนใสทิ้งล้างเมมเบรน 
(ท่ีมีตะกอนดีเอ็นเอ) ด้วยการเติมบัฟเฟอร์ PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงนาน 30 วินาที จากนั้นเปิดฝาคอลัมเพื่อระเหย
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แอลกอฮอล์นาน 3 นาที เมื่อแผ่นเมมเบรนแห้ง ท าการ elute ดีเอ็นเอด้วยบัฟเฟอร์ EB ปริมาตร 50-100 ไมโครลิตร ตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Nano-spectrophotometer และเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ เก็บ
ตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีคุณภาพไว้ที่ – 20 องศาเซลเซียล เพื่อท าการศึกษาในขั้นตอนถัดไป  

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย rbcL ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายคือ ยีนมาตรฐาน rbcL โดยการน าดีเอ็นเอพริกไทยพันธุ์จันทบุรีมาเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอด้วยเทคนิคพีซีอาร์  โดยใช้ไพร์ เมอร์ที่ ออกแบบมาให้จ าเพาะกับบางส่วนของยีน มาตราฐาน rbcL ได้แก่  rbcL-F 
ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC และ rbcL-R CGTTCACCTTCTAGTTTACCTACAACAGT (Hasebe et al., 1994) โดย
การผสมดีเอ็นเอพริกไทยพันธุ์จันทบุรีต้นแบบความเข้มข้น 50 นาโนกรัม , 1x PCR buffer, 0.25 µM rbcL primer, 0.1 mM 
dNTPs, 2 mM MgCl2 และ 1 U Taq DNA polymerase (ThermoScientific, U.S.A) จากนั้นน าไปใส่เครื่องเพิ่มปริมาณสาร
พันธุกรรม (Thermal cycle, VWR®XT96 ประเทศเยอรมัน) โดยก าหนดขั้นตอนและระยะเวลา ดังนี้ 1) initial denaturation ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 2) denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที 3) annealing ที่อุณหภูมิ 
50 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 4) extension ทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที (ท าซ้ าขั้นตอนที่ 2-4 จ านวน 34 รอบ 
และ 5) final extension ทีอุ่ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ด้วยวิธีเจลอะกาโรสอิเล็คโทรโฟ
รีซีส (Agarose gel electrophoresis) โดยการผสมเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ กับสารย้อมสีดีเอ็นเอ SYBR® Safe 
DNA Gel Stain (Invitrogen) ท าการแยกผลผลิตพีซีอาร์ที่ ได้เทียบกับดีเอ็นเอมาตราฐาน 100 bp DNA ladder (Thermo 
Scientific™) โดยใช้กระแสไฟฟ้าที่ 100 โวลต์ นาน 30 นาที จากนั้นท าการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ได้ภายใต้แสง Blue-light 
converter และบันทึกภาพ ด้วยเครื่องถ่ายภาพเจล (gelONE Gel Documentation, Cleaver Scientific, UK) ที่ปรากฏแถบดี
เอ็นเอเป้าหมายของยีน rbcL ขนาดประมาณ 700 คู่เบส ท าการ recovery ช้ินดีเอ็นเอเป้าหมายออกมาจากเจลอะกาโรส และท า
ให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดแยกสกัดส าเรจ็รูป TIAN quick Midi Purification Kit สารละลายดีเอ็นเอท่ีได้สง่ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(DNA sequencing) ตามกรรมวิธีของบริษัท Integrated DNA Technologies, IDS ประเทศสหรัฐอเมริกา 

การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โคดและแผนภูมิความสมัพันธ์ทางวิวัฒนาการของพริกไทยพันธุ์จันทบุรี 
 น าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาเปรียบเทียบกับล าดับเบสของยีน rbcL ของพริกไทยและพืชชนิดอื่น ๆ วิเคราะห์ความ
เหมือนด้วยโปรแกรม BLAST กับฐานข้อมูล GenBank วิเคราะห์ความเป็นเอกลักษณ์ของยีนมาตรฐาน rbcL รวมทั้ง Sequence 
Similarity ด้วยโปรแกรม DNA subway (https://dnasubway.cyverse.org/) จากนั้นค านวณค่าระยะห่างทางพันธุกรรม 
(Genetic distance) ระหว่างพริกไทยพันธุ์จันทบุรีและพืชอื่น ๆ ในสกุล Piper ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป MEGA version 11 โดย
การค านวณและเปรียบค่า Kimura 2-parameter (K2P) distance ท าการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยค านวณ
จากโมเดลจัดกลุ่มแบบ UPGMA (unweighted pair-group mean average) โดยก าหนดค่า Bootstrap ที่ 1,000 รอบ ด้วย
โปรแกรม MEGA version 11 
 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง   
การศึกษาดีเอ็นเอบาร์โคดของพริกไทยพันธุ์จันทบุรี 

  จากการทดลองเมื่อท าการสกัดดีเอ็นจากใบอ่อนพริกไทยพันธุ์จันทบุรี พบมีความเข้มข้น 44.10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
มีค่า O.D 260/280 เท่ากับ 1.85 (Figure 1) แสดงว่าเป็นดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและมีความบริสุทธิ์สูง สามารถน ามาใช้ในการศึกษา
ความเป็นเอกลักษณ์ได้เป็นอย่างดี ซึ่งการใช้ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์มาศึกษาจะท าให้ได้ล าดับนิวคลีโอไทด์หรือผลการวิเคราะห์ดี
เอ็นเอบาร์โค้ดที่แม่นย ามากขึ้น ลดความน่าจะเป็นที่จะแปลผลผิดจากการปนเปื้อนหรือการแตกหักของช้ินดีเอ็นเอ (Meyer and 
Paulay, 2005) จากการเพิ่มปริมาณบางส่วนของยีน rcbL ของพริกไทยพันธุ์จันทบุรีด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าสามารถเพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอได้ ช้ินดีเอ็นเอมีขนาด 700 คู่เบส (Figure 1) โดยเมื่อน าผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) ไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์
เปรียบเทียบกับฐานข้อมูลใน GenBank พบว่า พบว่ามีความใกล้เคียงกับพืชในสกุล Piper ได้แก่ P. nigrum L. (EF450315.1), P. 
laetispicum (EF591353.1) และ  P. austrosinense (EF450305.1 ) ที่  E value 0.0 และ Homology identity 99.43 

142



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

 

เปอร์เซ็นต์ ซึ่งนับว่ามีความใกล้เคียงกันสูงมาก จากนั้นท าการศึกษาความสามารถในการเป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ด ด้วยการวิเคราะห์
ความเหมือน (Alignment) ของล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม DNA Subway พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนยีน rbcL ของ
พริกไทยพันธ์ุจันทบุรีมีความเหมือนกับยีน rbcL ของพืชสกุล Piper อย่างสูง โดยมีค่าความเหมือนหรือ Homology identity สูงถึง 
98.26-99.43 เปอร์เซ็นต์ แสดงว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยบางส่วนของยีน rbcL ของพริกไทยพันธุ์จันทบุรี 
มีความเหมือนกับยีน rbcL ของพืชสกุล Piper อื่น ๆ ที่มีการศึกษามาก่อนหน้าน้ี (Table 1) 
 เมื่อพิจารณาขนาดของยีน rbcL ที่ได้จากเพิ่มปริมาณและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่ามีขนาด 700 คู่เบส 
สอดคล้องกับการทดลองของปัทมา ศรีน้ าเงิน (2562) ที่ได้พัฒนาดีเอ็นเอบาร์โค้ดของกล้วยไม้รองเท้านารีด้วยยีน rbcL พบมีขนาด 
700 คู่เบส เช่นเดียวกัน ซึ่งความยาวที่เหมาะสมในการน าบางส่วนของยีน rbcL มาใช้สร้างดีเอ็นเอบาร์โค้ดจะยาวตั้งแต่ 500-700 
คู่เบส (วุฒิพงศ์ มหาค า , 2554) นอกจากนี้การที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของบางส่วนยีน rbcL ของพริกไทยพันธุ์จันทบุรีมีความ
เหมือนกับยีน rbcL ของพืชอื่น ๆ ในฐานข้อมูล GenBank สูงถึง 98.26-99.43 เปอร์เซ็นต์นั้น แสดงให้เห็นว่าดีเอ็นเอที่สกัดได้มี
คุณภาพภาพดี สามารถน ามาใช้ศึกษาดีเอ็นเอบาร์โค้ดได้อย่างมีประสิทธิภาพ และยังเป็นการบ่งช้ีว่ายีน rbcL มีความสามารถน าใช้
เป็นดีเอ็นเอบาร์โค้ดในพริกไทยได้ จาก Table 1 เมื่อน าพืชสกุล Piper จ านวน 14 ชนิด ได้แก่ P. nigrum (EF450315.1), P. 
laetispicum (EF591353.1 ), P. austrosinense (EF450305.1 ), P. chinense (EF450314.1 ), P. arborescensribulose 
(AY572253.1), P. hancei (EF591358.1 ), P. sarmentosum (EF591364.1 ), P. macropiper (FJ976159.1 ), P. betle 
(EF450311.1), P. longum (MH287276.1), P. pseudopothifolium (MG718198.1 ), P. cernuum (MG718196.1 ), P. 
gaudichaudianum (MG718197.1 ) และ P. aduncum (AY572252.1) มาวิ เคราะห์ค่ า similarity homology ร่วมกับ
พริกไทยพันธุ์จันทบุรี ด้วยโปรแกรม DNA Subway ด้วยการวิเคราะห์ Determine Sequence Relationship พบว่ามีค่าอยู่
ระหว่าง 98.50-100 เปอร์เซ็นต์ เป็นการบ่งช้ีถึงความเหมือนหรือใกล้ชิดกันของล าดับนิวคลีโทด์ของยีน rbcL ซึ่งยีน rbcL เป็นยีน
ที่พบในคลอโรพลาสต์จีโนมที่ท าหน้าที่ถอดรหัสเอนไซม์ 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (Rubisco) ซึ่งมีหน้าที่
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการรวมตัวของ RuBP กับ CO2 ในวัฏจักรคาลวิน และเป็นยีนที่เหมาะสมน ามาใช้เป็นดีเอ็นเอมาตรฐานหรือ
บาร์โค้ดเนื่องจากมีวิวัฒนาการของดีเอ็นเอ และอัตราการแทนที่ของดีเอ็นเอค่อนข้างสูง ท าให้มีประสิทธิภาพในการจ าแนกและ
วิวัฒนาการของพืชได้ (ประดิพันธ์ ทองแถม ณ อยุธยา และคณะ, 2565) 

การศึกษาแผนภูมิพันธกุรรมของพริกไทยพันธุ์จันทบุรี 
 ในการศึกษาความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ในต าแหน่งของยีน rbcL ในพริกไทยพันธุ์จันทบุรีร่วมกับล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของพืชสกุล Piper ด้วยการวิเคราะห์เปรียบเทียบค่าความแตกต่างด้วยฟังก์ช่ัน Kimura 2-parameter (K2P) distance ด้วย
โปรแกรม MEGA version 11 พบว่าเมื่อท าการค านวณค่าความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างชนิดพืชในสกุล Piper 
จ านวน 15 ชนิด ด้วย K2P distance โดยการเปรียบเทียบครั้งละ 1 คู่ (โดยที่ค่า K2P distance นั้นจะมีค่าสูงสุดเท่ากับ 1.00 
เป็นการบ่งช้ีว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของคู่นั้นมีความแตกต่างกัน 100 เปอร์เซ็นต์) พบมีค่าระหว่าง 0.000-0.017 หรือเฉลี่ย 0.008 
โดยค่า K2P distance ระหว่าง P. betle และ P. aduncum มีค่ามากที่สุด คือ 0.017 หรือมีความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน rbcL มากที่สุดนั่นเอง ในขณะที่ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ที่มีค่า K2P distance น้อยที่สุดคือ 0.000 หรือมี
ความเหมือนของล าดับนิวคลีโอไทด์มากที่สุด ได้แก่ ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL ระหว่าง P. nigrum var. Chanthaburi - P. 
austrosinense, P. nigrum และ P. laetispicum เช่น เดี ยวกับ  P. sarmentosum - P. longum และ P. cernuum - P. 
pseudopothifolium (Table 2) ในการวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างนิวคลีโอไทด์โดยค านวนระยะห่างทางวิวัฒนาการระหว่าง
สายนิวคลีโอไทด์ โดยใช้การค านวณตามโมเดล K2P distance นั้นเป็นการค านวนระยะห่างของล าดับนิวคลีโอไทด์จากสมมติฐาน
ฐานที่ว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิด มีอัตราการแทนที่แบบ transition และ transversion ในสัดส่วนที่ไม่เท่ากัน ซึ่งวิธีนี้นิยมใช้
ในการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตและวิเคราะห์ความแตกต่างของล าดับนิวคลี โอไทด์ระหว่างชนิด (Kimura, 
1980) ในการพัฒนาดีเอ็นเอบาร์โค้ดเพื่อใช้ในการศึกษาวิวัฒนาการ ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมหรือการบ่งช้ีเอกลักษณ์ทาง
พันธุกรรม รวมทั้งการจ าแนกสายพันธุ์ผ่านการเปรียบเทียบระยะห่างทางพันธุกรรม (Genetic distance) สามารถใช้ยีนมาตรฐาน 
1 ชนิด หรือมากกว่าเพื่อการจ าแนกที่ชัดเจนมากยิ่งขึ้น ทีปกา มีเสง่ียม และคณะ (2561) พบว่าการใช้ยีนมาตรฐาน rbcL และ 
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matK ร่วมกันสามารถจ าแนกกล้วยไม้พันธุ์รองเท้านารีได้ดีกว่าการใช้ยีนมาตรฐานเพียงชนิดเดียว ซึ่งยีนมาตรฐาน rbcLนั้นมีความ
เหมาะสมสามารถใช้เป็นเครื่องหมายในการศึกษาพันธุกรรมระดับ single locus ได้เป็นอย่างดี (Patric et al., 2016) 
 จากการสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเชิงวิวัฒนาการของพืชสกุล Piper และพริกไทยจันทบุรี จ านวน 15 
ชนิด ที่ได้จากวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งยีน rbcL พบว่าสามารถแยกพืชสกุล Piper ออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือกลุ่มที่ 1 
ประกอบด้วยพืชสกุล Piper จ านวน 11 ชนิด ได้แก่ P. arborescens, P. macropiper, P. sarmentosum, P. longum, P. 
hancei, P. chinense, P. austrosinense, P. nigrum, P. nigrum var. Chanthaburi, P. laetispicum และ  P. betle โดย
พริก ไทยพัน ธุ์จั นทบุ รี  P. nigrum var Chanthaburi จัดอยู่ ในกลุ่ ม ย่ อย เดี ยวกับ  P. nigrum, P. laetispicum และ  P. 
austrosinense (Figure 2) แสดงว่ามีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมกันอย่างมาก สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ระยะห่างทาง
วิวัฒนาการระหว่างสายนิวคลีโอไทด์เมื่อค านวณด้วยค่า K2P distance ที่ปรากฏใน Table 2 โดยพืชสกุล Piper กลุ่มย่อยนี้พบ
เป็นพืชที่มีลักษณะเป็นไม้เลื้อยหรือไม้เถาและมีถิ่นก าเนิดในแถบเอเซีย ในขณะที่พืชในกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยพืชสกุล Piper 
จ านวน 4 ชนิด ได้แก่ P. aduncum, P. gaudichaudianum, P. cernuum และ P. pseudopothifolium จัดเป็นกลุ่มที่แยก
ส า ย วิ วั ฒ น า ก า ร อ อ ก ม า จ า ก พื ช ช นิ ด อื่ น  ๆ  จ า ก ข้ อ มู ล ข อ ง อ ง ค์ ก ร  The Royal Botanic Gardens 
(https://powo.science.kew.org) พบว่า พืชสกุล Piper ทั้ง 4 ชนิดนี้ที่มีถิ่นก าเนิดในแถบอเมริกากลาง การศึกษาความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมเชิงวิวัฒนาการโดยการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในครั้งนี้ สามารถช่วยสนับสนุนและยืนยันความสอดคล้องถึงลักษณะ
ทางสัณฐานวิทยาและการกระจายตัวของพืชสกุล Piper เช่น พืชในสกุลพริกไทย P. laetispicum และ P. austrosinense เป็น
พืชทีเ่จริญเติบโตพืชเขตร้อน-กึ่งร้อน มีถิ่นก าเนิดในประเทศจีนแพร่มายังภาคเหนือของประเทศไทย ล าต้นมีลักษณะเป็นเถาและมี
สรรพคุณทางยา (Kongxaisavath et al., 2020) เช่นเดียวกับ P. nigrum var. Chanthaburi อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาวิจัยใน
ครั้งนี้พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL เพียงอย่างเดียวยังไม่สามารถแยกพืชตัวอย่างสกุล Piper ทั้งหมดออกจากได้อย่าง
ชัด เจน โดยเฉพาะ  P. nigrum, P. nigrum var Chanthaburi, P. laetispicum และ P. austrosinense ดั งนั้นการน ายีน
มาตรฐานชนิดอื่น ๆ เช่น ITS, matK, rpoB, rpoC1 และ trnH-psbA มาวิเคราะห์ร่วมกันจะสามารถสร้างแผนภูมิพันธุกรรมที่มี
ความสามารถในการจ าแนกได้ดียิ่งขึ้น 
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Figure 1 Agarose gel electrophoresis of P. nigrum L. var. Chanthaburi A) genomic DNA B) PCR product of 
 rbcL gene 

 

 
Figure 2 Phylogenetic relationship between different Piper species differentiated based on rbcL gene.   
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Table 1 Statistical simulation of BLAST Sequence homology with rbcL gene belonging to P. nigrum L. 
 var. Chanthaburi using DNA Subway Database  
 

No. Scientific name and details Accession 
number 

E 
value 

Homology 
identity 

Mis-match 

1 P. nigrum ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit gene, 
complete cds  

EF450315.1 0.0 99.43 1 

2 P. laetispicum ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds  

EF591353.1 0.0 99.43 1 

3 P. austrosinense ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit gene, 
complete cds - chloroplast 

EF450305.1 0.0 99.43 1 

4 P. chinense ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit gene, 
complete cds 

EF450314.1 0.0 99.15 3 

5 P. arborescensribulose ribulose -1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds  

AY572253.1 0.0 99.15 3 

6 P. hancei ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds 

EF591358.1 0.0 99.15 3 

7 P. sarmentosum ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds 

EF591364.1 0.0 99.15 3 

8 P. macropiper ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds 

FJ976159.1 0.0 99.41 3 

9 P. betle ribulose 1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit gene, 
complete cds 

EF450311.1 0.0 99.00 4 

10 P. longum voucher QRI 507 
ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds 

MH287276.1 0.0 99.15 3 

11 P. pseudopothifolium isolate PECB185 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds 

MG718198.1 0.0 98.41 8 

147



 

The 3rd National and 1st International Conference on Agricultural Innovation and Natural Resources 

 

No. Scientific name and details Accession 
number 

E 
value 

Homology 
identity 

Mis-match 

12 P. cernuum isolate PECB182 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds 

MG718196.1 0.0 98.26 9 

13 P. gaudichaudianum isolate PECB184 
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
large subunit (rbcL) gene, partial cds 

MG718197.1 0.0 98.28 9 

14 P. aduncum ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase large subunit (rbcL) gene, 
partial cds - chloroplast 

AY572252.1 0.0 98.39 10 

 *rbcL = ribulose-1,5-biphosphate carboxylase/oxygenase large subunit 
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Table 2 Pairwise genetic distance matrix of rbcL gene sequence among of genus Piper 
  

Species 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
1. P. aduncum                
2. P. arborescens 0.015               
3. P. nigrum var. Chanthaburi 0.015 0.003              
4. P. austrosinense 0.015 0.003 0.000             
5. P. betle 0.017 0.005 0.005 0.005            
6. P. chinense 0.015 0.003 0.003 0.003 0.005           
7. P. nigrum 0.015 0.003 0.000 0.000 0.005 0.003          
8. P. laetispicum 0.015 0.003 0.000 0.000 0.005 0.003 0.000         
9. P. hancei 0.015 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.003        
10. P. sarmentosum 0.015 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.003 0.003       
11. P. macropiper 0.015 0.000 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.003 0.003 0.003      
12. P. cernuum 0.012 0.012 0.012 0.012 0.014 0.012 0.012 0.012 0.009 0.012 0.012     
13. P. gaudichaudianum 0.008 0.014 0.014 0.014 0.015 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.014 0.011    
14. P. pseudopothifolium 0.012 0.012 0.012 0.012 0.014 0.012 0.012 0.012 0.009 0.012 0.012 0.000 0.011   
15. P. longum 0.015 0.003 0.003 0.003 0.005 0.003 0.003 0.003 0.003 0.000 0.003 0.012 0.014 0.012  

Average 0.008 
 
 

149


