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บทคัดย่อ: การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงคเ์พ่ือศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธกุรรมของยาสบู 9 สายพนัธุ ์ โดย
ใชเ้ครือ่งหมายโมเลกลุไอเอสเอสอาร ์หรอื Inter-Simple Sequence Repeats (ISSR) จ�ำนวนไพรเมอร ์5 สายไพรเ์ม
อร ์ เพ่ิมประมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร ์ และน�ำผลท่ีไดม้าวิเคราะหค์วามสัมพนัธท์างพนัธกุรรมโดยใช้
โปรแกรม IBM SPSS พบแถบดีเอน็เอทัง้หมด 26 แถบ ใหแ้ถบท่ีแตกตา่งกนั 16 แถบ (59.34%) มีคา่ดชันีความเหมือน
อยูร่ะหวา่ง 0.45 ถงึ 0.97 เม่ือวิเคราะหจ์ดักลุม่ความสมัพนัธท์างพนัธกุรรม โดยการใชโ้ปรแกรมส�ำเรจ็รูป NTSYS-pc 
2.1 ดว้ยวิธี UPGMA สามารถจ�ำแนกยาสบูได ้ 2 กลุม่อยา่งชดัเจน คือพนัธุพื์น้เมืองและพนัธุก์ารคา้ ซึง่มีความ
สอดคลอ้งกบัแหลง่ท่ีมาของยาสบู ขอ้มลูดา้นความหลากหลายทางพนัธกุรรมและความสมัพนัธร์ะหวา่งสายพนัธุ์
นีมี้ประโยชนอ์ยา่งมากส�ำหรบัการอนุรกัษ์พันธุกรรมและการระบุสายพันธุ ์ และยงัมีประโยชนต์อ่การคดัเลอืก
สายพนัธุพ์อ่แมส่ �ำหรบัการปรบัปรุงพนัธุย์าสบูตอ่ไป
ค�ำส�ำคัญ:  ยาสบู ความสมัพนัธท์างพนัธกุรรม เครือ่งหมายโมเลกลุ ISSR

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate the genetic diversity of nine tobacco 
cultivars. We select five ISSR (Inter-Simple Sequence Repeat) primers capable of detecting genetic 
polymorphism using PCR technique and identifying genetic diversity by IBM SPSS program. The five 
primers selected were used to amplify the genomic DNA of nine individuals and generated a total 26 DNA 
bands, of which 59.34% were polymorphic. The similarity index ranged from 0.45 to 0.97. Nine cultivars 
tobacco were use cluster analysis by NTSY-pc 2.1 program (UPGMA). The result from cluster analysis  
showed clearly two groups tobacco (commercial and local cultivars), which accordance to their 
geographical locations. These results will help in the formulation of appropriate strategies for variety 
improvement in tobacco, and ISSR marker of the genetic diversity will contribute to further study and 
improvement of tobacco.
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บทน�ำ

ยาสบู (tobacco) มีช่ือวิทยาศาสตรว์า่ Nicotiana 
tabacum L. เป็นพืชลม้ลกุจดัอยูใ่นวงศ ์Solanaceae มี
ถ่ินก�ำเนิดในเขตรอ้นของทวีปอเมรกิา จดัเป็นไมล้ม้ลกุท่ี
มีอายเุพียงปีเดียว ล�ำตน้ไมแ่ตกก่ิงกา้นสาขา มีความสงู
ประมาณ 0.6-2 เมตร ตามล�ำตน้และยอดมีขนท่ีออ่นน่ิม
ปกคลมุอยู ่ และทกุสว่นของตน้มีตอ่มน�ำ้ยางเหนียว ตน้
ยาสบูเป็นพรรณไมก้ลางแจง้ท่ีขยายพนัธุโ์ดยใชเ้มลด็ 
เจรญิเติบโตไดดี้ในดนิรว่นซยุท่ีตอ้งการความชืน้ปาน
กลาง (โรงงานยาสบู, 2554) ยาสบูมีความส�ำคญัอยา่ง
มากตอ่เศรษฐกิจของประเทศไทย เพราะใชเ้ป็นวตัถดุบิ
หลกัในการผลติบหุรีม่วน ยาเสน้ และผลติภณัฑอ่ื์น ๆ ท่ี
เก่ียวขอ้ง เน่ืองจากยาสบูเป็นพืชท่ีส �ำคญัทางเศรษฐกิจ
ของจงัหวดัเพชรบรูณซ์ึง่เป็นจงัหวดัท่ีมีการปลกูยาสบู
มานานนบัรอ้ยปี ยาสบูมีความหลากหลายทางสายพนัธุ ์
เน่ืองจากท่ีผ่านมาเกิดการกระจายพนัธุเ์พาะปลกูใน
พืน้ท่ีตา่ง ๆ ตามความสนใจของเกษตรกร เกิดการผสม
ขา้มพนัธุ ์จงึท�ำใหจ้ �ำแนกแหลง่ท่ีมาทางพนัธกุรรมคอ่น
ขา้งยาก บางครัง้ก็มีการเปลีย่นแปลงทางสณัฐานวิทยา
ไปตามสภาพแวดลอ้ม มีการตัง้ช่ือพนัธุใ์หม่ไปเรือ่ย ๆ  
ตามถ่ินฐานท่ีอยู่หรอืลกัษณะท่ีเปลี่ยนไปและมกัเกิด
ความสบัสนในการเรยีกช่ือพนัธุ ์การขยายพนัธุ ์และการ
ผลติเมลด็พนัธุต์ามมา ซึง่จะสง่ผลตอ่คณุภาพของยาสบู
ท่ีไมไ่ดม้าตรฐานตรงตามสายพนัธุ ์(เศรษฐา และ ภาวิน, 
2556)

จากปัญหาดงักลา่ว ไดมี้ความพยายามศกึษาเพ่ือ
หาวิธีการจ�ำแนกพนัธกุรรมของยาสบูดว้ยวิธีการตา่ง ๆ 
ซึง่วิธีการหนึ่งท่ีน่าสนใจคือ การใชเ้ครือ่งหมายโมเลกลุ 
ซึง่เป็นวิธีการท่ีศกึษาความแตกต่างในระดบัดีเอน็เอ มี
หลายวิธีการโดยอาจเปรียบเทียบแบบสุม่ หรอืความ
จ�ำเพาะเจาะจงจากต�ำแหนง่บนโครโมโซมหรอืดีเอน็เอ 
(Denduangboripant et al., 2010) และเน่ืองจากดีเอน็เอ
มีคณุสมบตัิเป็นสารพนัธุกรรมของสิ่งมีชีวิตท่ีมีความ
จ�ำเพาะเจาะจงในแต่ละสิ่งมีชีวิตนัน้ ๆ สามารถตรวจ
สอบไดท้ัง้สว่นท่ีของยีนและส่วนท่ีไมใ่ชยี่น จงึท�ำใหก้าร
ศกึษาในระดบัโมเลกลุสามารถจ�ำแนกพนัธุส์ิง่มีชีวิตได้
อยา่งถกูตอ้งแมน่ย�ำ ในปัจจบุนัเทคนิคระดบัโมเลกลุมี
หลากหลายวิธีไดแ้ก่ อารเ์อพีดี (RAPD) เอเอฟแอลพี 
(AFLP) ไมโครแซทเทลไลท ์ (microsatellite) ชว่ยในการ
คดัเลอืกเพ่ือพฒันาสายพนัธุใ์หม ่(Oliveira et al., 2010) 
และเครือ่งหมายโมเลกลุไอเอสเอสอาร ์ (Inter-Simple 

Sequence Repeat: ISSR) ซึง่เป็นเครือ่งหมายโมเลกลุท่ี
นิยมในปัจจบุนั เป็นเครือ่งหมายโมเลกลุชนิดหนึง่ท่ีตอ้ง
อาศัยหลักการของปฏิกิริยาพีซีอาร ์ ไพรเมอรข์อง
เครือ่งหมายโมเลกลุไอเอสเอสอาร ์ มีลกัษณะเป็นเบสซ�ำ้
เป็นชดุ ซึง่จะไปจบักบัต�ำแหนง่ท่ีมีลกัษณะเป็นเบสซ�ำ้ ๆ 
เป็นเบสคูส่มกนับนจีโนมของสิง่มีชีวิตบรเิวณท่ีเรยีกวา่ 
Simple Sequence Repeat (SSR) หรอืไมโครแซท
เทลไลท ์ ต�ำแหนง่ของ SSR จะกระจายตวัอยูท่ั่วจีโนม
ของสิง่มีชีวิต ท�ำใหไ้พรเมอรเ์ขา้จบักบัต�ำแหนง่ตา่ง ๆ  บน
จีโนมไดห้ลายบริเวณท่ีแตกต่างกนั ชิน้สว่นดีเอน็เอท่ี
เพ่ิมปรมิาณขึน้เป็นบริเวณระหวา่ง SSR สองบรเิวณ 
เทคนิคนีจ้ึงมีช่ือเรียกว่า Inter-Simple Sequence 
Repeat ซึง่โพลีมอรฟิ์ซมึหรอืความแตกตา่งท่ีเกิดจาก
ความแปรปรวน (variation) ของล�ำดับเบสภายในชิน้
ดีเอน็เอ ซึง่ในสิง่มีชีวิตท่ีมีความใกลชิ้ดทางพนัธกุรรมกนั
มาก ๆ จะมีแถบดีเอน็เอหรอืชิน้ดีเอน็เอท่ีเกิดขึน้จากการ
เพ่ิมปรมิาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร ์ (Polymerase 
chain reaction ; PCR) มีขนาดใกลเ้คียงกนั และจะมี
ความแตกตา่งกนัมากขึน้เม่ือสิ่งมีชีวิตมีความใกลชิ้ด
ทางพนัธกุรรมท่ีหา่งกนัออกไป เทคนิคนีจ้ะคลา้ยกบัเท
คนิคอารเ์อพีดีในแง่ของหลกัการท�ำงานคือ ไพรเมอร์
จะเขา้จบักบัดีเอน็เอตน้แบบโดยการสุม่ต �ำแหนง่ตา่ง ๆ 
บนจีโนม แตเ่ทคนิคไอเอสเอสอารจ์ะมีความจ�ำเพาะสงู
กวา่ คือ ล �ำดับเบสของไพรเมอรมี์ความจ�ำเพาะตอ่
บรเิวณท่ีเขา้จบัซึ่งจะเขา้จบักบับริเวณท่ีตดิกบัยีน ชิน้
ดีเอน็เอท่ีเกิดจากปฏิกิรยิาพีซีอารจ์งึมีสว่นท่ีเป็นล�ำดบั
เบสของยีนท่ีมีความจ�ำเพาะอยู่ระหวา่ง SSR ทัง้สอง
บรเิวณดว้ย ซึง่ใหค้วามแมน่ย�ำกวา่เทคนิคอารเ์อพีดีซึง่มี
ล �ำดบัเบสแบบสุ่มเท่านัน้ จงึเป็นเทคนิคท่ีท�ำซ�ำ้ไดโ้ดย
เกิดความคลาดเคลือ่นคอ่นขา้งนอ้ย (Tsumura, Ohba 
and Strauss, 1996.) งานวิจยัท่ีผา่นมาใชเ้ครือ่งหมาย
โมเลกุลไอเอสเอสอาร ์ (Inter- Simple Sequence 
Repeat ; ISSR) ในการศึกษาความสัมพันธท์าง
พนัธกุรรมของพืชในวงศ ์ Caricaceae และการจ�ำแนก
เพศของมะละกอ (Costa et al., 2011) ขอ้ดีของเทคนิคนี้
คือมีความจ�ำเพาะของต�ำแหนง่ไพรเมอรท่ี์เขา้จบักบัสาย
ดีเอน็เอมากกว่าเทคนิคอ่ืน เกิดความแตกต่างทาง
พนัธกุรรม (polymorphism) สงู ใชเ้วลาในการตรวจสอบ
นอ้ย วิธีการไม่ยุ่งยากซับซอ้น ขอ้มลูเช่ือถือได ้ ใชง้บ
ประมาณไม่สงูมาก (สุทวัฒน,์ 2557) ไมจ่ �ำเป็นตอ้ง
ทราบขอ้มลูล�ำดบัเบสในจีโนมของสิ่งมีชีวิตท่ีจะศกึษา 
(Godwin et al., 2001) วตัถปุระสงคข์องการวิจยัครัง้
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นีเ้พ่ือศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมและการ
จ�ำแนกหมวดหมู่ของยาสบูท่ีรวบรวบรวมไดจ้ �ำนวน 9 
สายพนัธุเ์พ่ือเป็นประโยชนใ์นการคดัเลือกพนัธุแ์ละ
ปรบัปรุงพนัธุย์าสบูตอ่ไป

วธีิการศกึษา

ตวัอย่างพชื
พนัธุย์าสบูรวบรวมพนัธุไ์ดจ้ากแปลงเพาะปลกู

ของเกษตรในพืน้ท่ีจงัหวดัเพชรบรูณจ์�ำนวน 9 พนัธุ์
ปลกู โดยมีพนัธุพื์น้เมือง ไดแ้ก่ พนัธุอี์เปอร ์(P) อีหยู ้
(Y) วงัขอน (Vk) บายศร ี(Bs) อีเหลือง (R) อีเตีย้กระ
เทิน (T) ยเูนีย (Un) และซอ้งดอกแดง (sdd) และ
พนัธุก์ารคา้ ไดแ้ก่ Ky14 โดยเก็บตวัอยา่งใบออ่นจาก
ตน้กลา้อาย ุ20 วนั จ�ำนวน 3 ตน้ตอ่หนึง่สายพนัธุ ์ตน้
ละ 3 ใบ เพ่ือน�ำมาสกดัดีเอน็เอ
การสกัดดเีอน็เอ

สกดั Genomic DNA โดยใชช้ดุสกดัส�ำเรจ็รูป 
RBC Genomic DNA Extraction Kit ผลติภณัฑข์อง 
RBC Bioscience ประเทศไตห้วนั สกดัตามขัน้ตอน
และวิธีท่ีทางผูผ้ลติแนะน�ำ โดยการชั่งใบยาสบูสดหรอืใบ
พืชแชแ่ข็งท่ีอาย ุ20 วนั น�ำตวัอยา่งน�ำ้หนกั 100 mg โดย
บดตวัอยา่งรว่มกบัไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด 
แลว้เตมิสารละลายตามขัน้ตอนท่ีระบุในคู่มือการใช้
งานจนเสรจ็สิน้กระบวนการ จากนัน้ ตรวจสอบความ
เขม้ขน้และความบรสิทุธ์ิของดีเอน็เอดว้ยเครือ่งวดัคา่
การดดูกลืนแสง (spectrophotometer) น�ำตวัอยา่ง
ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากใบยาสบูมาตรวจสอบความเขม้
ขน้และความบริสุทธ์ิดว้ยเครื่องวัดค่าดูดกลืนแสง 
โดยใชป้รมิาณสารละลายดีเอน็เอ 1 ไมโครลติรตอ่
ตวัอยา่ง 
การเพิม่ปริมาณดเีอน็เอดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร์

การคดัเลอืกไพรเมอรท่ี์เหมาะสมในการสงัเคราะห์
ดีเอน็เอโดย น�ำมาสงัเคราะหดี์เอ็นเอดว้ยปฏิกิรยิาพีซี
อาร ์ โดยเตรยีมปฏิกิรยิาการสงัเคราะหดี์เอ็นเอดงันี ้
ปรมิาตร 50 ไมโครลติร ประกอบดว้ย 1x PCR buffer, 10 
mM dNTP, 50 mM  MgCl

2
, 1µM Primer ประกอบดว้ย

ไพรเมอร ์ UBC807 (AG)8T, UBC808 (AG)8C, 
UBC823 (TC)8C, UBC827 (GA)8TC และ UBC847 
(CA)8AC, 5 unit/µl Taq DNA polymerase และดีเอน็เอ
ตน้แบบ 50 นาโนกรมั สงัเคราะหดี์เอน็เอดว้ยปฏิกิรยิาพี
ซีอาร ์ในเครือ่งเพ่ิมปรมิาณสารพนัธกุรรม (Polymerase 

Chain Reaction Machine ; PCR Machine) ดงันีคื้อ ขัน้
ตอนท่ี 1 Pre denaturation อณุหภมิู 94 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 3 นาที ขัน้ตอนท่ี 2 Denaturation อณุหภมิู 94 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ขัน้ตอนท่ี 3 Anneal-
ing อณุหภมิู 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที ขัน้
ตอนท่ี 4 Extension อณุหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 1 นาที โดยท�ำซ�ำ้ในขัน้ตอนท่ี 2-4 จ�ำนวน 35 
รอบ และขัน้สดุทา้ย Final extension ท่ีอณุหภมิู 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 นาที น�ำผลผลติดีเอน็เอท่ี
สงัเคราะหไ์ดม้าตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเลก็โทรโฟรซีีสใน
เจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 1 เปอรเ์ซน็ต ์ในสารละลาย 1 
x TBE buffer ใชค้วามตา่งศกัยไ์ฟฟา้ 100 โวลต ์ เป็น
เวลา 45 นาที แลว้น�ำเจลไปยอ้มดว้ยสยีอ้มฟลอูอเรส
เซนต ์(fluorescence dye) เป็นเวลา 15 นาที ลา้งดว้ยน�ำ้
กลั่นประมาณ 5 นาที ตรวจสอบเจลภายใตแ้สง
อลัตราไวโอเลต ดว้ยเครือ่งบันทึกภาพ เปรยีบเทียบกบั
ดีเอน็เอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder และ 100 bp DNA 
ladder plus คดัเลอืกไพรเมอรแ์ละอณุหภมิูท่ีเหมาะสม 
ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณและใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีมีความ
แตกตา่งไดอ้ยา่งชดัเจน
การวิเคราะห์ทางสถิติ

การศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบความแตกต่างทาง
พนัธกุรรมของยาสบู ไดเ้ปรยีบเทียบความเหมือนหรอื
ความแตกตา่งของแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากปฏิกิรยิาพีซีอาร์
ดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร ์โดยแถบดีเอ็นเอต�ำแหนง่
เดียวกนัท่ีปรากฎ แทนคา่ดว้ย 1 และต�ำแหนง่เดียวกนัท่ี
ไมป่รากฎแถบดีเอน็เอ แทนคา่ เป็น 0 ค�ำนวณหาคา่ดชันี
ความเหมือน (similarity index, S.I.) จากสตูร S.I. = 2 
nab/(na+nb) (Lynch, 1991) เม่ือ na และ nb แทน
จ�ำนวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมดท่ีพบในตวัอยา่ง a และ b 
ตามล�ำดบั และ nab คือ จ�ำนวนแถบดีเอน็เอท่ีพบเหมือน
กนัทัง้ 2 ตวัอยา่ง วิเคราะหด์ว้ยวิธี unweighted pair 
group method with arithmetic mean (UPGMA) 
วิเคราะหห์าความหลากหลายทางพันธุกรรมจาก
ความเหมือนหรือความต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิด
จากการทดลองโดยการจดักลุม่เพ่ือหาความสมัพนัธ์
ทางพนัธกุรรมของยาสบูทัง้ 9 สายพนัธุโ์ดยใชโ้ปรแกรม 
NTSYS-pc รุน่2.1 (Rohlf, 1998)

ผลการศกึษาและวจิารณ์

จากการเพ่ิมปรมิาณดีเอน็เอของยาสบู 9 สาย
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พนัธุ ์ ดว้ยเครือ่งหมายไอเอสเอสอารโ์ดยใชไ้พรเมอร์
แบบสุม่ พบวา่มีไพรเมอร ์ 5 ไพรเมอรส์ามารถใชใ้น
การเพ่ิมปรมิาณดีเอน็เอไดด้ว้ยวิธีพีซีอาร ์ (Table 1) 
โดยสรา้งแถบดีเอน็เอทัง้หมด 26 แถบ มีแถบดีเอน็เอ
ท่ีแสดงความแตกต่างกันจ�ำนวน 16 แถบหรอืคดิเป็น 
59.34%แถบดีเอน็เอท่ีเกิดขึน้มีขนาด 400-1,300 คูเ่บส 
โดยแถบดีเอน็เอท่ีเกิดจากการใชไ้พรเมอร ์ P1 (AG)8T, 
P2 (AG)8C, P3 (TC)8C, P4 (GA)8TC และ P5 
(CA)8AC มีลกัษณะของแถบดีเอน็เอ ดงัแสดง Figure 
1-5 ตามล�ำดบั โดยไพรเมอร ์P2 (AG)8C มีแถบดีเอน็เอ
ท่ีใหค้วามแตกตา่ง (polymorphic bands) มากท่ีสดุ คือ 
7 แถบ มีขนาดประมาณ 500-1,200 คูเ่บส (Figure 2) 
จากการวิเคราะหค์า่ดชันีความเหมือน พบวา่ความ

สมัพนัธท์างพนัธกุรรมระหวา่งสายพนัธุ ์ อีหยู ้ (Y) และ 
Ky14 มีคา่ต�ำ่ท่ีสดุ (0.45) ความสมัพนัธท์างพนัธกุรรม
ระหวา่งสายพนัธุ ์อีเตีย้กระเทิน (T) และ ยเูนีย (Un) มีคา่
สงูท่ีสดุ (0.97) เม่ือวิเคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธกุรรม
ของยาสบูดว้ยวิธี UPGMA โดยใชค้า่สมัประสทิธ์ิความ
คลา้ยคลงึทางพนัธกุรรม (similarity coefficient) และ
สร้างแผนภาพ แสดงความสมัพนัธท์างพนัธุกรรม 
(dendrogram) ของยาสบูทัง้ 9 สายพนัธุ ์สามารถจดัได ้
2 กลุม่ กลุม่ท่ี 1 พนัธุพื์น้เมือง จ�ำนวน 8 สายพนัธุ ์
ไดแ้ก่ พนัธุอี์เปอร ์ พนัธุย์เูนีย พนัธุอี์หยู ้ พนัธุอี์เตีย้ 
พนัธุบ์ายศร ีพนัธุว์งัขอน พนัธุซ์อ้งดอกแดง และพนัธุ์
อีเหลือง กลุม่ท่ี 2 พนัธุน์ �ำเขา้ ไดแ้ก่ พนัธุ ์Ky14 

Table 1 Total number DNA and polymorphic bands of nine tobacco cultivars using 5 primers 
ISSR analysis  

Primer Sequence T(°C)* Number of DNA band Size of PCR 
band

(bp)
total polymorphic Percentage 

(%)

P1 (UBC807**) (AG)
8
T 50 4 2 50 400-1,000

P2 (UBC808**) (AG)
8
C 50 7 7 100 600-1,200

P3 (UBC823**) (TC)
8
C 50 4 2 50 400-800

P4 (UBC827**) (GA)
8
TC 50 6 1 16.67 700-1,400

P5 (UBC847**) (CA)
8
AC 50 5 4 80 1,000-1,300

Total 26 16 59.34 %
*T(°C) = annealing temperature, ** (Wang, 2011)

จากการศึกษาพบว่าการ วิ เคราะห์ความ
สมัพนัธข์องยาสบูจ�ำนวน 9 พนัธุ ์ สามารถจ�ำแนก
และจัดกลุ่มความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของยาสูบ
จดักลุม่พนัธุย์าสบูออกเป็น 2 กลุม่คือ 1 กลุม่พนัธุพื์น้
เมือง และ 2 กลุม่พนัธุก์ารคา้ และมีคา่สมัประสทิธ์ิ 
0.63-1.00 ซึ่งผลการทดลอง กับงานวิจัยของ 
Denduangboripant et al. (2010) ท่ีไดศ้กึษาการ
จ�ำแนกยาสบูพนัธุพื์น้เมืองจากสถานีวิจยัยาสบูแมโ่จ้
จ �ำนวน 53 สายพนัธุโ์ดยใชเ้ครือ่งหมายโมเลกลุแบบ
ไอเอสเอสอารจ์ �ำนวน 5 เครือ่งหมายท่ีแสดงความแตก
ตา่งระหวา่งพนัธุย์าสบูสามารถจ�ำแนกกลุม่ยาสบูได ้ 4 

กลุม่ ประกอบดว้ย กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ Chorlare1 และ 
Chorlare2 กลุม่ 2 ไดแ้ก่ Nison, Petkhangsink , E-Dum 
เป็นตน้ กลุม่ 3 ไดแ้ก่ Nakhon si Thammarat เป็นตน้ 
และกลุม่ 4 ไดแ้ก่ NC37NF (Virginia) และ Ky-10 
(Burley) และงานวิจยัของเศรษฐา และ ภาวิน, (2556) 
ไดศ้ึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพนัธุ์
ยาสบูเบอรเ์ลย ์พนัธุพื์น้เมือง และพนัธุป่์า 39 สายพนัธุ ์
โดย เทคนิคโมเลกุล เครื่ อ งหมายเอสเอสอาร ์
สามารถจ�ำแนกยาสบูได ้3 กลุม่อยา่งชดัเจน คือ (1) 
กลุม่พนัธุก์ารคา้ (commercial cultivars) (2) กลุม่
พนัธุพื์น้เมือง (local cultivars) และ (3) กลุม่พนัธุป่์า 
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(wild cultivars) พนัธุย์าสบูในแตล่ะกลุ่มยังสามารถ
แบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ย ไดอี้ก 2 กลุม่ยอ่ยตามความ
คลา้ยคลึงกันทางพันธุกรรม โดยค่า cophenetic 
correlation (r) = 0.94764 ซึง่ชีใ้หเ้ห็นว่าการจัดกลุ่มท่ี
ดี และใหผ้ลสอดคลอ้งกับการจดักลุม่ความสัมพันธ์
ของยาสูบจ�ำนวน 9 พนัธุค์รัง้นี ้ โดยพิจารณาจาก
ความสมัพนัธร์ะหว่างค่า distance หรือ genetic 
similarity coefficient ท่ีไดจ้ากตวัอยา่งแตล่ะคู ่ เปรยีบ
เทียบกบัคูอ่ื่น ๆ โดยการจดัพนัธุเ์ป็นกลุม่ ๆ อยา่งเป็น
ล�ำดบัดงัแสดงการจดักลุม่ใน Figure 6 ซึง่โดยมากจะ
นิยมใชก้ารจัดกลุ่มดว้ยวิธี UPGMA (Unweighted 
Paired Group Method using Arithmetic averages) 

สามารถสรา้งแผนภมิูตน้ไมจ้ �ำลองโดยการหาคูต่วัอยา่ง
ท่ีมี pairwise distance นอ้ยท่ีสดุจาก distance matrix 
จากนัน้ จดัใหต้วัอยา่งคูน่ัน้ รวมกนัเป็นกลุม่ (cluster) ใน
สว่นอ่ืน ๆ ของ matrix ท่ีไมเ่ก่ียวขอ้งกับกลุ่มดังกล่าว
ใหค้งค่าเดิมไว ้จากนัน้ ด �ำเนินการรอบใหม ่โดยเริม่
จากการหาคูต่วัอยา่งท่ีมี pairwise distance นอ้ยท่ีสดุ
เชน่เดิมแล้วจัดกลุ่ม ด�ำเนินการเช่นนีไ้ปจนทกุ
ตวัอย่างถกูจดัเขา้อยู่ในกลุม่ (เศรษฐา ศริพิินทุ ์และภา
วิน อิทธิรส, 2556) ผลการทดลองจดักลุม่โดยใช ้SAHN 
Clustering และสรา้ง dendrogram โดยใชวิ้ธี UPGMA 
สามารถจ�ำแนกยาสบูได ้ 2 กลุม่ คือ กลุม่พนัธุก์ารคา้ 

และกลุม่พนัธุพื์น้เมือง

 M1    1      2     3      4      5     6     7      8     9     M2

Figure 1 ISSR patterns of nine tobacco cultivars by P1 (AG)8T primer (Lane M1, 1kb DNA ladder 
plus; Lane 1-9, P, Ky 14, Y, VK, Bs, R, T, Un, sdd; Lane M2,100 bp DNA ladder plus)

 
M1    1     2      3     4      5     6      7     8     9     M2

Figure 2 ISSR patterns of nine tobacco cultivars by P2 (AG)8C primer (Lane M1, 1kb DNA ladder 
plus; Lane 1-9, P, Ky 14, Y, VK, Bs, R, T, Un, sdd; Lane M2,100 bp DNA ladder plus)
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Figure 3 ISSR patterns of nine tobacco cultivars by P3 (TC)8C primer (Lane M1, 1kb DNA ladder 

plus; Lane 1-9, P, Ky 14, Y, VK, Bs, R, T, Un, sdd; Lane M2,100 bp DNA ladder plus)

                   

Figure 4 ISSR patterns of nine tobacco cultivars by P4 (GA)8TC primer (Lane M1, 1kb DNA ladder 

plus; Lane 1-9, P, Ky 14, Y, VK, Bs, R, T, Un, sdd; Lane M2,100 bp DNA ladder plus)

                                 

Figure 5 ISSR patterns of nine tobacco cultivars by P5 (CA)8AC primer (Lane M1, 1kb DNA ladder 

plus; Lane 1-9, P, Ky 14, Y, VK, Bs, R, T, Un, sdd; Lane M2,100 bp DNA ladder plus)
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Figure 6 Dendrogram of nine tobacco cultivars based on ISSR data using 5 primers with UPGMA 

clusteranalysis; cultivated cultivars and local cultivars

สรุป

จากการศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของยาสบู 9 พนัธุ ์ โดยใชเ้ครือ่งหมายโมเลกลุไอเอสเอ
สอารท์ัง้หมด 5 ไพรเมอร ์ สามารถจ�ำแนกพนัธุย์าสบู
จ�ำนวน 9 สายพนัธุอ์อกเป็น 2 กลุม่ไดอ้ยา่งชดัเจน มาก 
นอกจากนี ้ ยงัพบว่าสามารถจ�ำแนกยาสูบพันธุก์าร
คา้ ออกจากยาสบูพนัธุพื์น้เมืองได ้ จากผลการทดลองนี้
ชีใ้หเ้หน็วา่ ยาสบูพนัธุพื์น้เมืองมีลกัษณะทางพนัธกุรรม
ท่ีจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนั ซึง่อาจมาจากแหล่งก�ำเนิด
เดียวกนัหรือเกิดการผสมพนัธุก์นัในกลุม่จนเกิดสาย
พนัธุใ์หม ่ ทัง้นี ้ การแปรปรวนทางพนัธุกรรมจะเกิดขึน้
นอ้ยกว่ายาสบูสายพนัธุก์ารคา้ซึ่งมีการปรบัปรุงทาง
พนัธกุรรมมาแลว้ ซึง่อาจมีการผสมพนัธุก์บัยาสบูสาย
พันธุ์จากต่างภูมิภาคหรือไม่มีความใกล้ชิดทาง
พนัธกุรรม จงึเป็นผลใหย้าสบูสายพนัธุก์ารคา้ถกูจดักลุม่
แยกออกจากพนัธุพื์น้เมืองอย่างชดัเจน ซึง่งานวิจยันี ้
ยงัแสดงถงึประสทิธิภาพของเครือ่งหมายไอเอสเอสอาร ์
ในการจ�ำแนกสายพนัธยาสบูไดเ้ชน่เดียวกบัพืชชนิดอ่ืน 
เชน่ มะกอกน�ำ้มนั (Gomes et al., 2009) และ ชา (Lai et 

al., 2001) เป็นตน้ ซึง่งานวิจยัในครัง้นีจ้ะเป็นประโยชน์
ในการประเมินสายพนัธุย์าสบู มาใชใ้นการคดัเลอืกพนัธุ์
ท่ีมีลกัษณะความใกลชิ้ดทางพนัธุก์รรมมากหรอืนอ้ย
ตามตอ้งการ เพ่ือใหไ้ดพ้นัธุย์าสบูท่ีมีคณุภาพดีและมี
การพฒันาสายพนัธุท่ี์ดีตอ่ไป
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