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บทคดัย่อ 
 รากของต้นหนอนตายหยากชนิด  Stemona 
curtisii สามารถน ามาผลติสารก าจดัศตัรพูชืได้เนื่องจากมี
สารแอลคาลอยด์ชนิด stemocurtisine แต่การผลิตสาร
ก าจดัศตัรูพชืในระดบัอุตสาหกรรมพบว่ามปัีญหาในการ
จดัซื้อวตัถุดิบเพราะไม่สามารถแยกความแตกต่างของ
รากชนิด S. curtisii กับรากหนอนตายหยากชนิดอื่นได้
ด้วยตาเปล่า ในการทดลองนี้จึงใช้เครื่องหมายโมเลกุล
จ า ก เท ค นิ ค  high annealing temperature random 
amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) ในการจ าแนก
ชนิดของต้นหนอนตายหยากจากส่วนราก โดยวิธีที่
เหมาะสมส าหรับสกัดดีเอ็นเอจากส่วนรากคือ วิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) เมื่อน าดเีอน็เอมาตรวจสอบดว้ย
เทคนิค HAT-RAPD โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 20 ไพรเมอร ์
พบว่าม ี10 ไพรเมอร ์ได้แก่ B-01, B-05, B-07, N-13, N-18, 
O-10, OPAG 07, OPAG 14, OPAI 08 และ OPAJ 09 
ที่แสดงลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ S. curtisii แตกต่างจาก
หนอนตายหยากชนิดอื่น 
 
ABSTRACT 
 Stemona curtisii root is currently used as 
herbal insecticide due to its production of alkaloids, 
specifically stemocurtisine. However, industrial 
production of insecticide from S. curtisii is problematic 
due to its high similarity to roots from other species. 
In this study, DNAs of Stemona spp. roots were 
extracted using Dellaporta et al. extraction method 
(1983) and analyzed by high annealing temperature 

random amplified polymorphic (HAT-RAPD) technique 
with 20 primers. Results showed that 10 primers, 
including B-01, B-05, B-07, N-13, N-18, O-10, OPAG 
07, OPAG 14, OPAI 08 and OPAJ 09, produced 
DNA bands that can be used to distinguish S. curtisii 
from other species. 
 
ค าส าคญั: หนอนตายหยาก, เครื่องหมายโมเลกุล, ลาย
พมิพด์เีอน็เอ, เทคนิค HAT-RAPD 
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บทน า 
 ประเทศไทยมกีารใชส้ารเคมใีนภาคการเกษตร
เพื่อใหไ้ดผ้ลผลติสงู เช่น สารเคมปีราบศตัรพูชื หรอืปุ๋ ยเคม ี
ท าให้เกดิมลพิษต่อสิง่แวดล้อม จึงได้ส่งเสรมิการใช้สาร
สกดัจากธรรมชาตเิพื่อทดแทนการใชส้ารเคมศีตัรพูชื เช่น 
ต้นหนอนตายหยาก (Stemona spp.) ที่สามารถก าจัด
แมลงศตัรพูชืไดห้ลายชนิด เช่น หนอนกระทูผ้กั หนอนใยผกั 
ดว้งหมดัผกั และดว้งงวงขา้วโพด (อรยิาภรณ์ และคณะ, 
2547) โดยสารออกฤทธิท์ี่ต้นหนอนตายหยากสร้างเป็น
สารแอลคาลอยด์ (alkaloid) ได้หลายชนิด เช่น stemonine, 
stemonidine และ stemocurtisine (นิจศิริ และ พยอม, 
2534) โดยพบว่าสาร stemocurtisine มปีระสทิธภิาพใน
การก าจัดหนอนได้ดีที่สุด (ดรุณลักษม์, 2544) และมี
การศกึษาพบว่ารากของ S. curtisii มสีาร stemocurtisine 
อยู่มากทีส่ดุ (Mungkornasawakul et al., 2003)  
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มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ มหาวทิยาลยัแม่โจ ้และ
กรมส่งเสรมิคุณภาพสิง่แวดลอ้ม ไดร้่วมกนัพฒันาการใช้
สารสกัดจากรากต้นหนอนตายหยากทดแทนการใช้
สารเคมกี าจดัศตัรพูชื จนไดผ้ลติภณัฑท์ีม่ชีื่อว่า “ไบโอเพส” 
(คณะวทิยาศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ และคณะ, 2551) 
แต่ในการผลิตระดับอุตสาหกรรมพบปัญหาการจัดซื้อ
วตัถุดบิ เน่ืองจากไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
รากของ S. curtisii กบัชนิดอื่นได้ด้วยตาเปล่า เนื่องจาก
ลกัษณะสณัฐานของตน้หนอนตายหยากแต่ละชนิดมคีวาม
คลา้ยคลงึกนั การจดัจ าแนกต้องอาศยันักอนุกรมวธิานที่มี
ความช านาญโดยเฉพาะส่วนรากที่น ามาใช้เป็นวตัถุดิบ 
การตรวจสอบชนิดของรากด้วยเครื่องหมายโมเลกุลจึง
เป็นทางออกส าหรบัปัญหานี้  

การตรวจสอบชนิดหรือสายพันธุ์ของพืชด้วย
เทคนิคเครื่องหมายโมเลกุล เริ่มเป็นที่ยอมรับในทาง
การคา้ เช่น การตรวจสอบการปลอมปนในขา้วหอมมะล ิ
105 กบัขา้วอื่น เช่น ขา้วหอมปทุมธานี 1 (สมวงษ์  และ 
อภิชาติ, 2544) ส าหรับการศึกษาในครัง้นี้ ได้เลือกใช้
เทคนิค high annealing temperature random amplified 
polymorphic DNA (HAT-RAPD) (Anutalabhochai et 
al., 2000) ซึง่เป็นเทคนิคทีพ่ฒันามาจากเทคนิค random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) แต่มคีวามแม่นย า
สูงกว่าและสามารถท าซ ้าแล้วได้ผลเหมือนเดมิ อกีทัง้มี
ข ัน้ตอนไม่ยุ่งยากซบัซ้อนและมตี้นทุนถูกที่สุดเมื่อเทียบ
กบัเทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลเทคนิคอื่นๆ เช่น เทคนิค 
restriction fragment length polymorphism หรือเทคนิค 
amplified fragment length polymorphism 
 การทดลองนี้มีวตัถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบชนิดของต้นหนอนตายหยากจากส่วนรากที่ใช้
เป็นวตัถุดบิส าหรบัการสกดัสารก าจดัศตัรูพชื ที่สามารถ
ระบุความแตกต่างระหว่างต้นหนอนตายหยากชนิด S. 
curtisii กบัตน้หนอนตายหยากชนิดอื่นได ้
 
อปุกรณ์และวิธีการ 
ตวัอย่างท่ีใช้ในการทดลอง 
 ตวัอย่างใบสดของต้นหนอนตายหยากที่ทราบ
ชนิดแน่นอนจากแปลงรวบรวมพันธุ์ สถานีเกษตรแม่
เหยีะ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่จ านวน 5 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ S. 
curtisii จ านวน 2 ตวัอย่าง, S. burkillii จ านวน 1 ตวัอย่าง 

และ S. tuberosa จ านวน 2 ตัวอย่าง และตัวอย่างราก
แห้ งจาก โรงงานจ านวน  2 ตัวอย่ าง ก าหนด เป็ น 
unknown 1 และ unknown 2 
 
การสกดัดีเอน็เอและการตรวจสอบคณุภาพ 
 สกดัดเีอน็เอจากตวัอย่างทัง้หมดดว้ยวธิกีารของ 
Dellaporta et al. (1983) โดยล้างตัวอย่างให้สะอาด ตัด
เป็นชิ้นเล็กๆ บดตัวอย่างที่มีน ้ าหนักประมาณ 200 
มิลลิกรมั ในโกร่งพร้อมไนโตรเจนเหลว ตักตัวอย่างใส่
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลลิิตร ที่มี extraction buffer 
(500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris–
HCl pH 8.0, 20% SDS 70 ไม โครลิต ร ) ป ริม าตร 1 
มลิลลิติร ผสมให้เขา้กนัด้วยเครื่อง vortex จากนัน้น าไป
บ่มในอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แล้ว
น า ม า เติ ม  5M potassium acetate ป ริ ม า ต ร  350 
ไมโครลิตร เขย่ าอย่ างแรงแล้วแช่น าแข็งเพื่ อ ช่วย
ตกตะกอนโปรตนี จากนัน้น าไปหมุนเหวีย่งเพื่อใหโ้ปรตนี
ตกลงมาด้านล่าง ส่วนดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเออยู่ ใน
สารละลายด้านบน ดูดสารละลายด้านบนใส่หลอดใหม่ 
จากนัน้เติม isopropanol ปรมิาตร 600 ไมโครลติร เก็บ
ไวท้ี่ –20 องศาเซลเซยีสนานขา้มคนื จากนัน้น าไปหมุน
เหวี่ยง เทสารละลายทิ้ง ล้างตะกอนด้วย 70% ethanol 
น าไปหมุนเหวี่ยงอีกครัง้แล้วเทสารละลายทิ้ง ปล่อยให้
ตะกอนแห้ง จากนัน้น ามาก าจดัอารเ์อน็เอที่ปนเป้ือนอยู่ 
แล้วน าดีเอ็นเอที่ได้ไปตกตะกอนอีกครัง้ด้วย 100% 
ethanol และ 3M sodium acetate (pH 5.2) และละลาย
ตะกอนดเีอน็เอใน TE buffer ก่อนน าไปเกบ็ไวท้ีอุ่ณหภูม ิ
-20 องศาเซลเซียส น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบ
คุณภาพและปรมิาณโดยวธิอีเิลก็โทรฟอรซีสิในเจลอะกา
โรสความเขม้ขน้ 0.8 เปอรเ์ซน็ต์ น าดเีอน็เอที่สกดัได้มา
ปรับความเข้มข้นให้แต่ละตัวอย่างมีความเข้มข้น 20    
นาโนกรมัต่อไมโครลติร จากนัน้น าไปท าปฏกิริยิาพซีอีาร ์
 
การสรา้งลายพิมพดี์เอน็เอด้วยเทคนิค HAT-RAPD 
 น าดเีอน็เอที่สกดัได้จากตวัอย่างต้นหนอนตาย 
หยากที่ทราบชนิดจากแปลงรวบรวมพันธุ์ จ านวน 5 

ตวัอย่าง มาสร้างลายพิมพ์ดีเอน็เอ โดยเตรยีมปฏิกริยิา
พีซีอาร์ที่ประกอบด้วย 1X PCR buffer, 4 mM MgCl2,  
5 µM primer (Table 1), Taq DNA polymerase 0.5 หน่วย 
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(Fermentus, California, USA) และ genomic DNA 40 
นาโนกรมั น าไปเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วยเครื่อง Thermo 
cycler โดยใช้อุณหภูมิในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ 
ข ัน้ตอน initial melting step ที่อุณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 
2 นาที 1 รอบ, 35 รอบของ 3 ขัน้ตอนย่อยที่ประกอบด้วย 
denaturation stage ทีอุ่ณหภูม ิ94 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที
annealing stage ที่อุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส 30 วินาท ี
extension stage ทีอุ่ณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 45 วนิาท ี
และ final extension step ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส 
10 นาท ี1 รอบ จากนัน้ตรวจสอบผลผลติพีซอีาร์โดยวธิ ี
อเิลก็โทรฟอรซีสิในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 1.8 เปอรเ์ซน็ต ์
น าแถบดเีอน็เอของตวัอย่างทีท่ราบชนิดทัง้ 5 ตวัอย่างมา
เปรยีบเทยีบความเหมอืนและความแตกต่างของแถบดเีอน็เอ 
เพื่อหาไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการเกิดแถบดีเอ็นเอที่
สามารถระบุความแตกต่างระหว่าง S. curtisii กับต้น
หนอนตายหยากชนิดอื่น จากนัน้น าดีเอ็นเอที่สกัดจาก
รากแห้งที่ได้จากโรงงานมาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วย
ไพรเมอรท์ีค่ดัเลอืกไวแ้ลว้ 
 
Table 1 Name and sequence of primers used in this study. 
Name Primer sequence (5′→3′) 
B-01 GTT TCG CTC C 
B-02 TGA TCC CTG G 
B-03 CAT CCC CCT G 
B-04 GGA CTG GAG T 
B-05 TGC GCC CTT C 
B-07 GGT GAC GCA G 
B-20 GGA CCC TTA C 
N-05 ACT GAA CGC C 
N-13 AGC GTC ACT C 
N-18 GGT GAG GTC A 
O-01 GGC ACG TAA G 
O-02 ACG TAG CGT C 
O-03 CTG TTG CTA C 
O-09 TCC CAC GCA A 
O-10 TCA GAG CGC C 
O-18 CTC GCT ATC C 
OPAG-07 CAC AGA CCT G 
OPAG-14 CTC TCG GCG A 
OPAI-08 AAG CCC CCC A 
OPAJ-09 ACG GCA CGC A 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
การสรา้งลายพิมพดี์เอน็เอด้วยเทคนิค HAT-RAPD 
 ในการทดลองครัง้นี้ ได้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
จากตวัอย่างต้นหนอนตายหยากทีท่ราบชนิดแน่นอนแลว้
จ านวน 3 ชนิด ไดแ้ก่ S. curtisii ซึง่เป็นหนอนตายหยาก
ชนิดที่สามารถน ามาผลิตสารก าจดัศตัรูพืชได้ S. burkillii 
และ S. tuberosa จากนัน้น าลายพมิพ์ดเีอน็เอของตวัอย่าง
เหล่านี้ไปเปรยีบเทยีบกบัลายพมิพด์เีอน็เอของตวัอย่างราก
แห้งจากโรงงานทัง้ 2 ตัวอย่าง เพื่อตรวจสอบว่าตัวอย่าง
จากโรงงานเป็นหนอนตายหยากชนิด S. curtisii หรอืไม่ 
 ลายพมิพด์เีอน็เอทีใ่ชใ้นการทดลองครัง้นี้ไดจ้าก
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้
อุณหภูมิในขัน้ annealing stage ที่ 46 องศาเซลเซียส 
ทดสอบกบัไพรเมอร ์HAT-RAPD จ านวน 20 ชนิด พบว่า
มไีพรเมอร ์10 ชนิด ที่ไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอ ส่วนไพรเมอร์
อีก 10 ชนิด ได้แก่ ไพรเมอร์ B-01, B-05, B-07, N-13, 
N-18, O-10, OPAG 07, OPAG 14, OPAI 08 และ OPAJ 
09 ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่สามารถระบุความแตกต่าง
ระหว่างตน้หนอนตายหยากชนิด S. curtisii กบัต้นหนอน
ตายหยากชนิดอื่นได ้เมื่อน าไพรเมอรด์งักล่าวไปทดสอบ
กบัรากที่ได้จากโรงงาน พบว่าตวัอย่าง unknown 1 และ 
unknown 2 มีลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ตรงกับตัวอย่างชนิด  
S. tuberosa และ S. curtisii ตามล าดบั (Figure 1 and 2) 
ทัง้นี้การปรากฏของแถบดเีอน็เอเกดิจากการที่ไพรเมอร์
เขา้จบักบัดเีอน็เอแบบสุ่มทัว่ทัง้จโีนม ความแตกต่างของ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอระหว่างตัวอย่างเกิดจากจ านวนของ
ต าแหน่งที่ไพรเมอร์เข้าเกาะไม่เหมือนกัน หรือมีการ
เปลี่ยนแปลงล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณที่ไพรเมอร์เกาะ 
หรอืบรเิวณที่อยู่ระหว่างต าแหน่งเกาะของไพรเมอรเ์กิด 
ดเีอน็เอเพิม่ขึน้มาหรอืขาดหายไป (Micheli et al., 1994) 
 จากการทดสอบไพรเมอร์ 20 ชนิดแล้วพบว่าม ี
10 ไพรเมอร์ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอที่สามารถระบุความ
แตกต่างระหว่างต้นหนอนตายหยากชนิด S. curtisii กบั
ตวัอย่างชนิดอื่นได้ ส่วนอกี 10 ไพรเมอร์ไม่ปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอนัน้ สอดคล้องกบังานวิจัยของศรีสุลกัษณ์ และ
คณะ (2547) ทีไ่ดจ้ าแนกความแตกต่างทางพนัธุกรรมใน
ระดบัดเีอน็เอของต้นหนอนตายหยากจ านวน 9 ตวัอย่าง 
ด้ ว ย เท ค นิ ค  random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) พบว่าสามารถแบ่งตวัอย่างไดเ้ป็น 2 กลุ่ม แต่ไม่
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สอดคลอ้งกบัลกัษณะสณัฐานของราก โดยกลุ่มที่ 1 มตี้น
หนอนตายหยากชนิด S. tuberosa, S. kerrii และตวัอย่าง
ที่ไม่ทราบชนิด กลุ่มที่ 2 มีต้นหนอนตายหยากชนิด  
S. curtisii และตัวอย่างที่ไม่ทราบชนิด ทัง้นี้ในการวิจัย
ครัง้นี้ ได้ ใช้ไพรเมอร์บ างตัวที่ เหมือนกับงานของ 

ศรสีุลกัษณ์และคณะ (2547) ได้แก่ B-01, B-02, B-03, B-04, 
B-05, B-07, B-20, N-05, N-13, N-18, O-01, O-02, O-09, 
O-10 และ O-18 แต่พบว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก
เทคนิค HAT-RAPD มจี านวนของแถบดเีอน็เอทีน้่อยกว่า 
แต่มคีวามชดัเจนมากกว่าเทคนิค RAPD 
 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1 HAT-RAPD pattern using primer B-07 (M = GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, (Fermentus, 
California, USA); B = S. burkillii; T1 and T2 = S. tuberosa; C1 and C2 = S. curtisii; U1 = unknown 1; U2 = 
unknown 2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2 HAT-RAPD pattern using primer OPAG 14 ( M = GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 
(Fermentus, California, USA); B = S. burkillii; T1 and T2 = S. tuberosa; C1 and C2 = S. curtisii; U1 = unknown 1; 
U2 = unknown 2). 



Thai J. Genet. 2015, 8(2) : x–xx 

 

ในการวจิยัพบว่าตวัอย่างต้นหนอนตายหยากที่
เป็นชนิดเดยีวกนัปรากฏแถบดเีอน็เอบางสว่นแตกต่างกนั 
โดยสงัเกตจากแถบดเีอน็เอของคู่ตวัอย่าง T1 และ T2 ที่
เป็น S. tuberose และคู่ตัวอย่าง C1 และ C2 ที่เป็น S. 
curtisii โดยความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่พบใน
ตวัอย่างต้นหนอนตายหยากที่เป็นชนิดเดยีวกนัเกดิจาก
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมในสิง่มชีวีติชนิดเดยีวกนั 
แสดงให้เห็นว่าต้นหนอนตายหยากชนิด  S. curtisii ใน
ธรรมชาตมิหีลายสายพนัธุ ์และยงัแสดงใหเ้หน็ว่าเทคนิค 
HAT-RAPD สามารถจ าแนกต้นหนอนตายหยากได้ถึง
ระดบัสายพนัธุ ์ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ Chundet et 
al. (2007) ที่พบว่าเทคนิค HAT-RAPD สามารถแยก
ความแตกต่างของลิน้จี ่(Litchi chinensis) ลกูผสมได ้
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