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บทคัดยLอ 
ตาลโตนดเป
นพืชท่ีมีความสําคัญระดับท�องถ่ินของประเทศไทย สามารถเจริญได�ในทุกสภาพภูมิประเทศ 

ตาลโตนดเป
นพืชท่ีอายุยืนและให�ผลผลิตครั้งแรกเมื่ออายุ 12-15 ปX และมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีคล�ายคลึงกัน
มากระหวZางต�นเพศผู�และเพศเมีย ดังน้ันจึงไมZสามารถแยกเพศด�วยวิธีทางสัณฐานวิทยาได� เครื่องหมายดีเอ็นเอจึงเข�า
มามีบทบาทสําคัญในการแบZงกลุZมและประเมินความหลากหลายของสายพันธุ� ป\จจุบันมีรายงานการศึกษาความ
หลากหลายของตาลโตนดในประเทศไทยจากเครื่องหมายดเีอ็นเอเพียงแคZ 2 เครื่องหมาย ได�แกZ เครื่องหมายอาร�เอพีดี
และไอเอสเอสอาร� ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงมีการนําเครื่องหมายเอเอฟแอลพีมาศึกษาความหลากหลายของตาลโตนด 
จํานวน 150 ต�น ท่ีกระจายอยูZใน 14 จังหวัด ภาคกลาง พบวZามี 12 เครื่องหมาย ให�แถบดีเอ็นเอ จํานวน 66 แถบ ท่ี
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แสดงความแตกตZางระหวZางตาลโตนดในภาคกลาง จากการประเมินประสิทธิภาพของเครื่องหมายพบวZามีคZาความ
หลากหลายท่ีคZอนข�างต่ํา และเมื่อสร�างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมด�วยวิธี UPGMA และ PCA พบวZา 
ตาลโตนดในภาคกลางมีฐานพันธุกรรมท่ีแคบ มีคZาดัชนีความเหมือนกันทางพันธุกรรมสูง (>0.8) สอดคล�องกับการ
วิจัยกZอนหน�าน้ีในการใช�เครื่องหมายดีเอ็นเอศึกษาตาลโตนดจากจังหวัดสงขลาและเพชรบุรีท่ีพบวZามีฐานพันธุกรรมท่ี
แคบเชZนเดียวกัน 

 

คําสําคัญ : ตาลโตนด; เครื่องหมายเอแอฟแอลพี; ความหลากหลาย; แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม 
 

Abstract 
Asian Palmyra palm ( Borassus flabellifer) , an important plant for local economic, can be 

found throughout Thailand. It has a very long lifespan, and its reproduction starts at 12-15 years of 
age.  Asian Palmyra palm is dioecious, in which male and female plant are undistinguishable by 
morphology.  The molecular data of Asian Palmyra palm in Thailand are currently limited to only 
RAPD and ISSR.  Thus, this research aimed to apply the AFLP marker for studying genetic diversity 
of Asian Palmyra palm in the central Thailand. Twelve markers showed 66 polymorphic loci in 150 
accessions.  Evaluation of these loci indicated lower genetic variation values.  A dendrogram was 
constructed based on UPGMA method, and PCA analysis showed that Asian Palmyra palms from 
the central Thailand have a very narrow genetic distant, with high similarity coefficient values (>0.8). 
The data obtained from this work are consistent with the previous studies using samples from Song 
kha and Petchburi provinces that the Asian Palmyra palms have a very low genetic diversity.  

 

Keywords: Asian Palmyra palm; AFLP; diversity; dendrogram 
 

1. บทนํา 
ตาลโตนด (Borassus flabellifer) เป
นพืชใบ

เลี้ยงเดี่ยวในวงศ�หมาก-มะพร�าว (Arecaceae) อยูZใน
วงศ�ยZอย Coryphoideae พบได�ท่ัวไปในเอเชียใต�และ
เอเชียตะวันออกเฉียงใต� ได�แกZ บังกลาเทศ อินเดีย ลาว 
พมZา และไทย [1] ลักษณะท่ัวไปของตาลโตนดมีลําต�น
เดี่ยวไมZแตกก่ิงก�านสาขา มีความสูงได�ถึง 30 เมตร เป
น
ต�นแยกเพศ คือ ต�นเพศผู�และเพศเมียอยูZคนละต�นกัน 
(dioecious plant) ประชาชนแถบเอเชียตะวันออก
เฉียงใต�มีการใช�ประโยชน�จากหลายสZวนของตาลโตนด 
เชZน ลําต�นใช�ในงานปลูกสร�าง ผลอZอนและผลแกZใช�ใน

การประกอบอาหารพ้ืนบ�าน นอกจากน้ียังพบสาร 
flabelliferins ท่ีมีสมบัติเป
น soponin steroid ซึ่งมี
ฤทธ์ิในการยับยังจุลชีพในเอ็นโดสเปzร�มเหลวของผล
อZอน [2] และพบสาร tyrosol และ glucosyl-(6-1)-
glycerol ในสารสกัดเอทิลอะซิเทต (ethyl acetate) 
ท่ีได�จากผนังผลช้ันกลาง (mesocarp) มีฤทธ์ิยับยัง 
การทํางานของเอนไซม� α-glucosidase สZงผลตZอการ
เมทาบอลิซึมของคาร�โบไฮเดรทท่ีช�าลง จึงชZวยลดระดบั
นํ้าตาลในเลือดของผู�ป|วยเบาหวานได� [1] นํ้าเลี้ยงจาก
ชZอดอกเพศผู�และเพศเมียถูกนําไปต�มเพ่ือเป
นเครื่องดื่ม 
หรือนํามาเค่ียวทํานํ้าตาล นํ้าตาลท่ีได�จากตาลโตนด มี
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แรZธาตุและสารอาหารหลายชนิด เชZน แคลเซียม 
โพแทสเซียม เหล็ก ฟอสฟอรัส ไทเอมีน ไรโบฟลาวิน 
วิตามินเอ ซี บี1 บี2 บี3 และบี6 ซึ่งสารอาหารเหลZาน้ี
ไมZสามารถพบได�ในนํ้าตาลทราย [3] นอกจากน้ีนํ้าตาล
โตนดยังให�คZาดัชนีนํ้าตาลท่ีต่ํา (glycemix index, GI) 
อยูZท่ี 35-42 ซึ่งน�อยกวZานํ้าตาลทรายท่ีมีคZาดัชนีนํ้าตาล
ท่ีสูงอยูZท่ี 58-82 [4] 

ป\จจุบันข�อมูลจีโนมของตาลโตนดมีอยูZน�อย มี
รายงานการศึกษาเครื่องหมายดีเอ็นเอเพียงไมZก่ีชนิด 
โดยสZวนใหญZมุZงเน�นการพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ
สําหรับการระบุเพศของตาลโตนด เชZน การใช�
เครื่องหมายอาร�เอพีดี โดยไพรเมอร� OPBE-12 แสดง
แถบดีเอ็นเอขนาด 1,100 คูZเบส และไพรเมอร� OPA-
06 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 600 คูZเบส ในเพศผู�เทZาน้ัน 
สZวนไพรเมอร� OPBA-13 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 500 
คูZเบสในเพศเมียเทZาน้ัน [2,5] นอกจากน้ียังมีการใช�
เครื่องหมายเอแอฟแอลพี ในการหาความแตกตZาง
ระหวZางเพศของตาลโตนดแตZไมZประสบผลสําเร็จ [6] 
สZวนในการศึกษาความหลากหลายในตาลโตนดน้ัน มี
รายงานการใช�เครื่องหมายอาร�เอพีดี หาความหลาก 
หลายของตาลโตนดในรัฐทมิฬนาฑูทางตอนใต�ของ
อินเดีย โดยใช�ไพรเมอร�ท้ังหมด 180 ไพรเมอร� พบเพียง 
10 ไพรเมอร� ท่ีแสดงความแตกตZาง จากการวิเคราะห� 
UPGMA ของตาลโตนด 96 ต�น สามารถแยกประชากร
ออกเป
นสองกลุZม และมีคZาดัชนีความเหมือนกันทาง
พันธุกรรม (similarity coefficient) อยูZท่ี 0.85 [7] มี
การใช�เครื่องหมายไอเอสเอสอาร� โดยใช�ไพรเมอร� 35 คูZ 
ในตาลโตนด 20 ตัวอยZาง ท่ีประกอบไปด�วยตาลโตนด
ต�นสูงเพศผู� ตาลโตนดต�นเพศตัวเมีย ตาลโตนดต�นเตี้ย
เพศผู� ตาลโตนดต�นเตี้ยเพศเมีย อยZางละ 4 ต�น ต�นเพศ
ผู�และเพศเมียท่ีให�ผลผลิตสูงอีกอยZางละ 2 ต�น จากการ
วิเคราะห�สามารถจัดกลุZมออกได�เป
นสองกลุZมตาม
ลักษณะความสูงของต�นและมีคZาดัชนีความเหมือนกัน

ทางพันธุกรรมอยูZท่ี 71.6-95.7 สZวนในประเทศไทยมี
การศึกษาความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมในประชากร
ตาลโตนดในจังหวัดสงขลาและเพชรบุรี จํานวน 116 
ต�น โดยใช� เครื่องหมายอาร� เอพีดี พบวZาสามารถ
แบZงกลุZมตาลโตนดออกเป
น 11 กลุZม มีคZาดัชนีความ
เหมือนกันทางพันธุกรรมอยูZท่ี 0.68-0.97 ในขณะท่ี
เครื่องหมายไอเอสเอสอาร�สามารถแบZงกลุZมตาลโตนด
ออกเป
น 15 กลุZม โดยมีคZาดัชนีความเหมือนกันทาง
พันธุกรรมอยูZท่ี 0.54-0.93 ซึ่งท้ังสองเครื่องหมายไมZพบ
แถบดีเอ็นเอท่ีมีความจําเพาะตZอกลุZมประชากรหรือให�
เอกลักษณะอยZางชัดเจน [8] 

งานวิจัยกZอนหน�า พบวZาตาลโตนดเป
นพืชชนิด
หน่ึงท่ีมีอิทธิพลตZอการดํารงชีวิตของประชากรในกลุZม
เอเ ชียตะวันออกเฉียงใต�  อีก ท้ังการศึกษาความ
หลากหลายและความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ
ตาลโตนดจากเครื่องหมายดีเอ็นเอยังมีข�อมูลอยูZจํากัด 
โดยเฉพาะการใช�เครื่องหมายเอเอฟแอลพี ซึ่งเป
น
เทคนิคท่ีรวมเอาวิธีอาร�เอฟแอลพีและอาร�เอพีดีเข�า
ด�วยกัน ข�อดีของเทคนิคน้ี คือ เป
นเทคนิคท่ีมีประสิทธิ-
ภาพสูงสําหรับการตรวจลายพิมพ�ดีเอ็นเอ มีลักษณะ
เป
นลายพิมพ�แบบสุZม (random fingerprint) ซึ่งใช�กับ
ดีเอ็นเอใดก็ได�โดยไมZจําเป
นต�องรู�ลําดับเบสของดีเอ็นเอ
น้ัน นอกจากน้ียังไมZข้ึนกับขนาดและความซับซ�อนของ
จีโนม สามารถทําได�รวดเร็วและทําซ้ําได�ผลคงเดิม [9] 
ดังน้ันการทดลองน้ีจึงเลือกใช�เครื่องหมายเอเอฟแอลพี
ในการวิเคราะห�ความหลากหลายทางพันธุกรรม ให�
เข�าใจความสัมพันธ�ของประชากรตาลโตนดในภาค
กลางของประเทศไทย เพ่ือใช�ในการวางแผนการ
ปรับปรุงพันธุ�ในการพัฒนาสายพันธุ�ให�ดีข้ึนตZอไป 
 

2. อุปกรณXและวิธีการ 
2.1 ตาลโตนดท่ีใช�ในการวิจัย  
ตัวอยZางใบของตาลโตนด เก็บแบบสุZมในจังหวัด 



ป�ที่ 26 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2561                                                             วารสารวิทยาศาสตร,และเทคโนโลย ี

 513 

ในภาคกลาง จํานวน 150 ตัวอยZาง ดังตารางท่ี 1 
สZวนตัวแทนนอกกลุZมประชากรใช�ปาล�มนํ้ามันหน่ึง
ตัวอยZาง ท่ีเก็บจากพิพิธภัณฑ� สัตววิทยา มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร�  วิทยาเขตบางเขน (13°50'46.9"N 
100°34'17.1"E) โดยปาล�มนํ้ามันถูกใช�เป
นตัวแทนนอก
กลุZมประชากร เน่ืองจากปาล�มนํ้ามันเป
นพืชทาง
เศรษฐกิจท่ีมีความสําคัญ พบได�งZายในประเทศไทยและ
มีข�อมูลทางพันธุกรรมคZอนข�างมาก 
 
ตารางท่ี 1  แหลZงท่ีเก็บและจํานวนตัวอยZางตาลโตนด

ในแตZละจังหวัด 
 

จังหวัด ชื่อยZอ จํานวน ตําแหนZงที่ตั้ง 
เพชรบุร ี PH 18 13°01'21.8"N 99°54'47.2"E 
ฉะเชิงเทรา CH 5 13°44'42.8"N 101°11'48.0"E 
กรุงเทพมหานคร BK 4 13°51'15.0"N 100°49'36.6"E 
นครปฐม NP 14 13°52'06.3"N 100°10'04.5"E 
ปทุมธาน ี PT 6 14°01'47.3"N 100°33'00.6"E 
กาญจนบุร ี KA 19 14°03'02.7"N 99°37'50.0"E 
ปราจีนบุร ี PC 18 14°06'14.8"N 101°31'44.2"E 
สุพรรณบุร ี SB 6 14°31'09.7"N 100°05'16.4"E 
อZางทอง AT 7 14°39'08.2"N 100°25'56.0"E 
สิงห�บุรี SI 7 14°48'01.8"N 100°20'12.5"E 
ชัยนาท CN 14 15°05'57.1"N 100°12'05.6"E 
นครสวรรค� NS 14 15°51'33.6"N 100°15'14.4"E 
สุโขทัย SU 8 16°54'09.6''N 99°45'37.8''E 
พิษณุโลก PL 10 16°59'45.3''N 100°17'50.6''E 

 
2.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบตาลโตนด 

สกัดดีเอ็นเอจากใบตาลด�วยการประยุกต�วิธี 
CTAB [10] โดยเริ่มต�นจากใช�ตัวอยZางใบอZอนประมาณ 
0.5 กรัม บดให�ละเอียดด�วยไนโตรเจนเหลวแล�วใสZลง
ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมีสารละลายบัฟเฟอร�ซึ่ง
ประกอบด�วย 1.3X CTAB, 6.6% polyvinylpyrroli-
done (PVP) และ 2% β-mercaptoethanal แล�ว
นําไปบZมท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
โดยเขยZาทุก ๆ 10 นาที จากน้ันนําสารละลายมาตั้งท้ิง
ไว� ท่ี อุณหภูมิห�องแล�วเติม chloroform :   isoamy-

alcohol (24 : 1 v/v) แล�วนําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบตZอนาที นาน 10 นาที ดูดสารละลายสZวน
ใสด�านบนย�ายลงหลอด 1.5 มิลลิลิตร แล�วเติมไอโซ- 
โพรพานอลกZอนบZมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป
น
เวลา 1 ช่ัวโมง จากน้ันนําสารละลายไปป\�นความเร็ว 
12,000 รอบตZอนาที นาน 20 นาที ล�างตะกอนดีเอ็นเอ
ด�วย 70 % EtOH แล�วตากตะกอนจนแห�ง จากน้ัน
ละลายตะกอนด�วย RNase A buffer (10 mM Tris-
HCl pH 8.0 และ 15mM NaCl) ปริมาณ 200 ไมโคร 
ลิตร จากน้ันเติม RNase A ปริมาตร 10 ไมโครลิตร บZม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป
นเวลาหน่ึงคืน แล�ว
ส กัดดี เ อ็ น เ อ อีกครั้ ง โ ดย เติ ม  1X ของ  phenol :  
chloroform : isoamyalcohol (25 : 24 : 1 v/v) หมุน
เหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตZอนาที นาน 5 
นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายสZวนใส
ด� านบนแล� ว เติม  1X ของ  chloroform :  isoamy-
alcohol (24 : 1) หมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 
รอบตZอนาที นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ดูดสารละลายสZวนใสและตกตะกอนดีเอ็นเอด�วย 10 M 
LiCl ปริมาตรหน่ึงในสามของสารละลายใส บZมท่ี
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส นานข�ามคืน นําสารละลาย
ดีเอ็นเอหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตZอ
นาที นาน 30 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ
การล�างตะกอนด�วย 2.5 M LiCl และ 70 % EtOH 
ตามลําดับ หมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบตZอ
นาที นาน 5 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตาก
ตะกอนดีเอ็นเอจนแห�ง จากน้ันละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ด�วย deionzine-H2O ปริมาตร 30 ไมโครลิตร นําไป
วัดคZาความเข�มข�นของดีเอ็นเอและเก็บดีเอ็นเอไว�ท่ี -20 
องศาเซลเซียส 

2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด�วยเทคนิคพีซี-
อารX 

นําดีเอ็นเอของตาลโตนดปริมาณ 250 นาโน 
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กรัม มาตัดด�วยเอนไซม�ตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI 
( Thermo Fisher Scientific, USA)  จ า ก น้ั น นํ าม า
เช่ือมตZอด�วยอะแดปเตอร�ของ EcoRI (5′-CTCGTAGAC 
TGCGTACC-3′ และ 3′-CATCTGACGCATGGTTAA-
5′) และ MseI (5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′ และ 
3′-TACTCAGGACTCAT-5′) และใช� เป
น template 
ในข้ันตอนการทํา pre-selective amplification โดย
ปฏิกิริยาน้ีประกอบด�วย ดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตร dNTPs 
ความเข�มข�น 0.2 มิลลิโมลาร� MgCl2 ความเข�มข�น 1.6 
มิลลิโมลาร� ไพรเมอร� MseI adaptor + C และ EcoRI 
adaptor + A ท่ีความเข�มข�นอยZางละ 0.2 พิโคโมลาร� 
1x Taq buffer และ 0.2 ยูนิต ของเอนไซม�พอลิเมอ-
เรส (Vivantis, Malaysia) ในปริมาตร 25 ไมโครลิตร 
โดยปฏิกิริยาพีซีอาร�จะประกอบด�วย 20 รอบ ของ 94 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 56 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และข้ัน
สุดท�ายของข้ันตอน elongation นาน 5 นาที จากน้ัน
นําผลผลิตพีซีอาร�มาเจือจางด�วยนํ้ากลั่น 20 เทZาและ
นํามาใช� เป
นดี เ อ็นเอตั้ งต�นในปฏิ กิริยา selective 
amplification โดยในปริมาตร 25 ไมโครลิตร จะ
ประกอบด�วย 5 ไมโครลิตร ของดีเอ็นเอท่ีเจือจาง 0.16 
มิลลิโมลาร� ของ dNTPs 1.6 มิลลิโมลาร� ของ MgCl2 
0.2 พิโคโมลาร� ของไพรเมอร� MseI + 3 และ 0.2 พิโค 
โมลาร�ของไพรเมอร�  EcoRI +  3 primers, 1x Taq 
buffer และ 0.2 ยู นิตของเอนไซม�พอลิ เมอร� เรส 
(Vivantis, Malaysia)  ด� วยปฏิ กิริ ยา  touch-down 
จํานวน 12 รอบ ของ 94 องศาเซลเซียส นาน 30 
วินาที 65 องศาเซลเซียส (โดยลดอุณหภูมิ -0.7 องศา
เซลเซียส ตZอรอบ) นาน 30 วินาที และ 72 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที จากน้ันทําปฏิกิริยาตZอด�วย 23 
รอบ โดยเปลี่ยนอุณหภูมิท่ีใช�ในข้ันตอน annealing 
เป
น 56 องศาเซลเซียส และทําปฏิกิริยาข้ันสุดท�ายของ 
extension เป
นเวลา 5 นาที จากน้ันนําผลผลิตพีซีอาร�

มาตรวจสอบด�วย 6% พอลีอะครีลาไมด�เจลอิเล็กโทร-
ฟอรีซิสและย�อมด�วยซิลเวอร�ไนเตรท [11] โดยแถบ    
ดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกตZางจะถูกให�คะแนนแบบ
เครื่ อ งหมายดี เ อ็น เอแบบขZ มสม บู รณ�  ( มี แถบ
เครื่องหมาย/ไมZมีแถบเครื่องหมาย) โดยกําหนดชZวง
ขนาดของช้ินดีเอ็นเออยูZระหวZาง 75-350 คูZเบส 

2.4 การประเมินประสิทธิภาพเคร่ืองหมาย
และการวิเคราะหXความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของตาลโตนด 

นําข�อมูลลายพิมพ�ดี เ อ็นเอโดยการให�
คะแนนความแตกตZางมาประเมินประสิทธิภาพของ
เครื่องหมาย ได�แกZ  effective number of alleles 
(ne) [12] คZาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Nei's 
gene diversity, h) [13] คZาดัชนีความหลากหลายทาง
พันธุกรรม (shannon's information index, I) [14] 
ด�วยโปรแกรม POPGENE version 1.31 [15] และ 
polymorphism information content (PIC) [16] 

สร�างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรม 
(dendrogram)  เ พ่ือ วิ เคราะห�ความสัม พันธ�ทาง
พันธุกรรม ด�วยโปรแกรม NTSYSpc 2.02j [17] โดย
สร�างแผนภูมิทางพันธุกรรมด�วยวิธี unweighted pair 
group method ( UPGMA)  [ 1 8]  คํ า น ว ณ คZ า
สัมประสิทธ์ิความคล�ายคลึงพันธุกรรม ด�วยวิธี simple 
matching [19] จากน้ันจึงจัดกลุZมความสัมพันธ�ด�วยวิธี 
principal component analysis (PCA) [20]   
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณX 
การประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมายเอเอฟ-

แอลพี จํานวน 64 เครื่องหมาย พบวZามีจํานวน 12 
เครื่องหมาย ท่ีแสดงความแตกตZางระหวZางกลุZม
ตัวอยZางของตาลโตนด ได�แกZ E-AAG/M-CTG,           E-
AGG/M-CAA, E-ACA/M-CTC, E-ACA/M-CAA,    E-
ACG/M-CAT, E-ACG/M-CTT, E-AAC/M-CAT,     E-
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AAC/M-CTT, E-AGC/M-CAG, E-ACC/M-CAG,    E-
ACT/M-CAG และ E-ACT/M-CTG โดยแสดงแถบ  ดี
เ อ็นเอท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณได�จํานวน 132 แถบ 
ในชZวง 75-350 bp แตZมีเพียงแถบดีเอ็นเอจํานวน 66 
แถบ ท่ีแสดงความแตกตZางระหวZางตาลโตนดในภาค
กลาง โดยเครื่องหมาย E-ACG/M-CAT ให�เปอร�เซ็นต�
ความแตกตZางของแถบดีเอ็นเอมากท่ีสุด คือ 89 % 
ในขณะท่ีเครื่องหมาย E-AAG/M-CTG ให�เปอร�เซ็นต�
ความแตกตZางของแถบดีเอ็นเอน�อยท่ีสุด (19 %) และ
เครื่องหมายเอเอฟแอลพีให�เปอร�เซ็นต�ความแตกตZาง

ของแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยอยูZท่ี 50 % ให�จํานวน effective 
number of alleles อยูZ ในชZ ว ง  1.32-1.73 ( เฉลี่ ย 
1.54) คZาความหลากหลายทางพันธุกรรม (Nei's gene 
diversity) อยูZในชZวง 0.23-0.41 (เฉลี่ย 0.32) คZาดัชนี
ความหลากหลายทางพันธุกรรม (shannon's Infor-
mation index) เฉลี่ยเทZากับ 0.49 (0.37-0.6) และ
เครื่องหมาย E-ACG/M-CTT (0.3) และ E-AGG/M-
CAA (0.05) เป
นเครื่องหมายท่ีมีคZา PIC มากและน�อย
ท่ีสุดตามลําดับ และมีคZา PIC เฉลี่ยเทZากับ 0.18 ดัง
ตารางท่ี 2  

 
ตารางท่ี 2  ข�อมูลการประเมินประสิทธิภาพเครื่องหมายเอเอฟแอลพี จํานวน 12 เครื่องหมาย ท่ีแสดงความแตกตZาง

ในตัวอยZางตาลโตนดในภาคกลาง จํานวน 150 ตัวอยZาง 
 

Primer Pair 
Total Number  

of bands 
Number of  

polymorphic bands 
% Polymorphic nea hb Ic PIC 

E-AAG/M-CTG 16 3 18.75 1.37 0.23 0.37 0.10 

E-AGG/M-CAA 12 5 41.67 1.32 0.23 0.39 0.05 

E-ACA/M-CTC 12 3 25.00 1.58 0.35 0.53 0.13 

E-ACA/M-CAA 13 6 46.15 1.41 0.27 0.44 0.14 

E-ACG/M-CAT 9 8 88.89 1.70 0.39 0.56 0.20 

E-ACG/M-CTT 10 4 40.00 1.43 0.27 0.43 0.30 

E-AAC/M-CAT 10 8 80.00 1.55 0.34 0.51 0.25 

E-AAC/M-CTT 13 9 69.23 1.65 0.37 0.54 0.24 

E-AGC/M-CAG 8 4 50.00 1.73 0.41 0.60 0.19 

E-ACC/M-CAG 10 4 40.00 1.66 0.36 0.52 0.28 

E-ACT/M-CAG 10 7 70.00 1.56 0.33 0.51 0.13 

E-ACT/M-CTG 9 5 55.56 1.53 0.31 0.48 0.15 

Total 132 66 50.00 1.54 0.32 0.49 0.18 
ane = effective number of alleles; bh = Nei's gene diversity; cI = Shannon's information index  
 

โดยในป\จจุ บันยังไมZมีการศึกษาคZ าความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในตาลโตนดท้ังในประเทศ

ไทยและในตZางประเทศ แตZเมื่อเปรียบเทียบกับการใช�
เครื่องหมายเอแอฟแอลพีในพืชท่ีมีวิวัฒนาการใกล�เคียง
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กับตาลโตนด พบวZาตาลโตนดมีเปอร�เซ็นต�ความแตก-
ตZางของแถบดีเอ็นเอเฉลี่ยท่ีน�อยกวZาในอินทผาลัม 
(97.5 %) ปาล�มนํ้ามัน (61 %) และมะพร�าว (60 %) 
[21-23] และเมื่อพิจารณาคZา PIC ในอินผาลัมพบวZาให�
คZาเฉลี่ยเทZากับ 0.77 [21] ในขณะท่ีจํานวน effective 
number of alleles คZาความหลากหลายทางพันธุ-
กรรม (Nei's gene diversity) และคZาดัชนีความหลาก 
หลายทางพันธุกรรม (shannon's information index) 
ยังไมZมีการรายงานการใช�เครื่องหมายเอแอฟแอลพีใน
ตาลโตนดและพืชท่ีใกล�เคียงกับตาลโตนด ดังน้ันจาก
ผลของเปอร�เซ็นต�ความแตกตZางของแถบดีเอ็นเอในพืช
ท่ีใกล�เคียงกับตาลโตนดและคZา PIC ในอินทผาลัม อาจ
กลZาวได�วZาพืชเหลZาน้ัน เชZน ปาล�มนํ้ามัน อินผาลัมและ
มะพร�าว มีความหลากหลายท่ีสูงกวZาในตาลโตนด 

เมื่อนําแถบดีเอ็นเอท้ังหมด จํานวน 132 แถบ 
มาสร�างแผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของ
ตาลโตนดในภาคกลาง พบวZาตัวอยZางปาล�มนํ้ามันแยก
ออกจากกลุZมของตาลโตนดอยZางชัดเจน ในขณะท่ี
ตัวอยZางของตาลโตนดสามารถแบZงออกเป
น 4 กลุZม
ยZอย โดยในแตZละกลุZมยZอยมีคZาดัชนีความเหมือนกัน
ทางพันธุกรรมสูงอยูZท่ีประมาณ 0.93 โดย 4 กลุZมยZอย 
ไมZสัมพันธ�กับแหลZงท่ีเก็บ ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจากฐาน
พันธุกรรมของตาลโตนดในภาคกลางมีคZาดัชนีความ
เหมือนกันทางพันธุกรรมสูงมาก (มากกวZา 0.8) หรือมี
ฐานพันธุกรรมแคบ (รูปท่ี 1) และเมื่อวิเคราะห�การจัด
กลุZมความสัมพันธ�ด�วยวิธี PCA พบวZาตาลโตนดท้ังหมด 
150 ตัวอยZาง น้ันไมZสามารถจัดกลุZมออกจากกันได� (รูป
ท่ี 2) โดยกZอนหน�าน้ีมีงานวิจัยท่ีเก่ียวข�องกับการศึกษา
ความหลากหลายของตาลโตนดในภาคใต� (จังหวัด
สงขลา) และภาคกลาง (จังหวัดเพชรบุรี) ของประเทศ
ไทยโดยใช�เครื่องหมายอาร�เอพีดีและไอเอสเอสอาร� 
พบวZาไมZสามารถจัดจําแนกตาลโตนดจากท้ัง 2 แหลZง 
ออกจากกัน [8] อีกท้ังยังมีการศึกษาความหลากหลาย

ในประเทศอินเดียโดยการใช�เครื่องหมายอาร�เอพีดี 
พบวZาตาลโตนดมีฐานพันธุกรรมท่ีคZอนข�างแคบ
เชZนเดียวกัน โดยมีคZ าดัชนีความเหมือนกันทาง
พันธุกรรมอยูZประมาณ 0.7-0.8 [7,24,25] 

งานวิจัยน้ีพบวZาเครื่องหมายเอแอฟแอลพีท่ีได�
จากการมาตัดด�วยเอนไซม�ตัดจําเพาะ EcoRI และ 
MseI ถึงแม�สามารถสร�างแถบดีเอ็นเอได�จํานวนมาก 
แตZมีเพียงแถบเครื่องหมายจํานวนไมZมากท่ีแสดงให�เห็น
ถึงความแตกตZางระหวZางแหลZงท่ีเก็บตัวอยZาง ดังน้ัน
หากต�องการเพ่ิมประสิทธิภาพในการตรวจสอบความ
แตกตZางของตาลโตนดในภาคกลาง หรือต�องการวัดคZา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม อาจต�องอาศัยการเพ่ิม
เครื่องหมายเอแอฟแอลท่ีตัดด�วยเอนไซม�ตัดจําเพาะคูZ
อ่ืน หรือเปลี่ยนไปใช�เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดขZมรZวม 
เชZน ไมโครแซทเทลไลท� ซึ่งมีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมสูงกวZาเครื่องหมายชนิดขZมสมบูรณ�ดังท่ี
ทดสอบในงานวิจัยน้ี เพ่ือเป
นการยืนยันวZาแท�จริงแล�ว
ตาลโตนดในภาคกลางมีฐานพันธุกรรมท่ีแคบหรือไมZ 
และมีการจัดเป
นกลุZมยZอยภายในภาคกลางหรือไมZ 
ดังน้ันเมื่อเพ่ิมจํานวนหรือเปลี่ยนชนิดของเครื่องหมาย
ดี เ อ็นเอแล�วพบวZาตาลโตนดในภาคกลางมีฐาน
พันธุกรรมท่ีกว�าง อาจมีการคัดเลือกตาลโตนดท่ีมีความ
แตกตZางกันมาผสมพันธุ�กันเพ่ือใช�ในการปรับปรุงพันธุ�
ของตาลโตนด แตZถ�าผลการทดลองบZงช้ีวZาตาลโตนดใน
ภาคกลางมีฐานพันธุกรรมท่ีแคบ อาจหาตาลโตนดจาก
แหลZงอ่ืนท่ีมีความแตกตZางกัน เพ่ือใช�ในการเป
นพZอ
พันธุ�และแมZพันธุ�เพ่ือปรับปรุงพันธุ�ตาลโตนดตZอไป 
 

4. สรุปผลการทดลอง 
การประเมินประสิทธิภาพของเครื่องหมาย    

เอเอฟแอลพี พบวZามีเพียง 12 เครื่องหมาย ท่ีแสดง
ความแตกตZ าง ในตาลโตนด 150 ตั วอยZ า ง  โดย
เครื่องหมายท่ีแสดงความแตกตZางน้ัน มีคZา effective 
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number of alleles (ne) , Nei's gene diversity (h) 
Shannon's information index ( I) และ polymer-
phism information content (PIC)  ท่ีคZอนข� างต่ํ า  
และเมื่อศึกษาความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมโดยการจัด
กลุZมความสัมพันธ�ด�วยวิธี UPGMA และ PCA พบวZา

ให�ผลท่ีสอดคล�องกัน คือ พันธุกรรมของตาลโตนดใน
ภาคกลางของประเทศไทยมีคZาดัชนีความเหมือนกัน
ทางพันธุกรรมสูงมาก (มากกวZา 0.8 ในตัวอยZาง
ตาลโตนด 150 ตัวอยZาง) หรือมีฐานพันธุกรรมท่ีแคบ
มาก 

 

 
 

รูปท่ี 1  แผนภูมิความสัมพันธ�ทางพันธุกรรมของตาลโตนด จํานวน 150 ตัวอยZาง และปาล�มนํ้ามัน ด�วยวิธี UPGMA 
จากเครื่องหมายเอเอฟแอลพี จํานวน 12 เครื่องหมาย ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอในชZวง 75-350 bp 
จํานวน 132 ตําแหนZง โดยช่ือยZอของตัวอยZางจัดตามแหลZงท่ีเก็บตามตารางท่ี 1 
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รูปท่ี 2   รูปแบบความสัมพันธ�ระหวZางตาลโตนด 
จํานวน 150 ตัวอยZาง จากเครื่องหมาย     
เอแอฟแอลพี จํานวน 12 เครื่องหมาย ท่ี
แสดงตําแหนZงดีเอ็นเอท่ีแตกตZางกันจํานวน 
66 ตําแหนZง โดยการวิเคราะห� PCA 
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