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 การศึกษาจุดก�ำเนิดเฟินลูกผสมพันธุ์การค้าทางพืชสวนในกูดผีเสื้อ
พันธุ์ปลูก Mayi โดยการวิเคราะห์ล�ำดับเบสดีเอ็นเอร่วมกับเครื่องหมาย 

SSCP

A study of hybrid origin in the fern horticultural trade,  
Pteris cretica L. ‘Mayi’ by using DNA sequencing and SSCP markers
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บทคัดย่อ:  กูดผีเสื้อ (Pteris cretica L.) เป็นเฟินที่มีความนิยมเป็นอย่างมากในหลายประเทศ แต่การศึกษาจุดก�ำเนิด
ของพันธุ์ลูกผสมท�ำได้ค่อนข้างยากเนื่องมาจากการผสมพันธุ์และการเกิดลูกผสมชนิดใหม่ซึ่งเกิดขึ้นผ่านขบวนการเพิ่ม 
ชดุจ�ำนวนโครโมโซม เพือ่ให้ทราบถงึจดุก�ำเนดิของกดูผเีสือ้สายพนัธุป์ลกู Mayi ซึง่เป็นพนัธุป์ลกูทีม่ชีือ่เสยีง โดยน�ำตวัอย่างทีไ่ด้ 
จากตลาดไม้ประดบัในประเทศไทยและญีปุ่น่จ�ำนวนสองตวัอย่างมาท�ำการวเิคราะห์ SSCP (single-strand conformation 	
polymorphism) แล้วท�ำการเปรยีบเทยีบล�ำดบันวิคลโีอไทด์ของยนีในนวิเคลยีส (gapCp) และคลอโร พลาสต์  (rbcL และ 
trnV-trnM) กบัฐานข้อมลู GenBank ผลจากการวเิคราะห์ SSCP ของยนี gapCp พบว่าไม่มคีวามผนัแปรระหว่างตวัอย่าง
จากทั้งสองประเทศ โดยทั้งสองตัวอย่างมีจีโนไทป์เป็น 21/22/K1/M2/R3 ซึ่งเป็นผลจากการรวมของอัลลีล 21/22/R3  
จากเฟินเงนิแคระ (P. cretica var. albolineata) ซึง่เป็นเฟินทีม่สีามจโีนมและมรีปูแบบการสบืพนัธุแ์บบอะกาโมสปอรสั และ
อัลลีล K1/M2 จากเฟินหางไก่ (P. multifida) ซึ่งมีสี่จีโนมและมีรูปแบบการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ โดยลูกผสมพันธุ์ปลูกนี้ 
มี cpDNA แบบเดียวกับเฟินหางไก ่(haplotype I) แสดงให้เห็นว่าเฟินหางไก่เป็นผู้ให้จีโนมสายพันธุ์แม่ในขบวนการเกิด 
allopolyploidization ของกูดผีเสื้อสายพันธุ์ปลูกนี้ จากผลการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์
ร่วมกับ SSCP มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบจุดก�ำเนิดของเฟินลูกผสมที่เป็นโพลีพลอยด์ได้ดี ซึ่งสามารถน�ำไปพัฒนา 
ในการตรวจสอบลูกผสมในเฟินชนิดอื่นๆ ต่อไป
ค�ำส�ำคัญ: เฟิน, ลูกผสม, โพลีพลอยด์, เครื่องหมายดีเอ็นเอ, เอสเอสซีพี 

ABSTRACT: Pteris cretica L. is one of the most popular fern in many countries. However, revealing the origin of 
hybrid cultivars is difficult due to hybridization and the hybrid speciation which happened through polyploidization 
process. To gain insights into the origin of a famous cultivar, P. cretica ‘Mayi’, two samples obtained from ornamental  
plant market in Thailand and Japan were examined with a single-strand conformation polymorphism (SSCP).  
Comparison of DNA from nuclear gene (gapCp) and regions of chloroplast DNA (rbcL and trnV-trnM) to the Gen-
Bank database was performed. The results from SSCP analysis of gapCp gene showed no variation between samples.  
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บทน�ำ

เฟินสกุล Pteris L. มีเขตการกระจายพันธุ์ทั่วโลก 

ซึ่งมีรายงานว่ามีจ�ำนวนมากกว่า 250 ชนิด (Chao  et 

al., 2012) โดยชนดิซึง่ได้รบัความนยิมมากในการปลกู

เลีย้งเป็นไม้ประดบักระถางคอืกดูผเีสือ้ (P. cretica L.) 

ซึง่มสีายพนัธุป์ลกูหลากหลายและเป็นทีน่ยิมในหลาย

ประเทศ (Foster, 1995) โดยมีรายงานว่ากูดผีเสื้อมี

พันธุ์ปลูกมากถึง 17 พันธุ์ (Graf, 1980) เช่น พันธุ์ปลูก 

Parkeri พันธุ์ปลูก Rivertoniana พันธุ์ปลูก Wimsettii 

พันธุ์ปลูก Albolinaeta หรือเฟินเงินแคระ (P. cretica 

var. albolineata Hook.) และพันธุ์ปลูก Mayi เป็นต้น 

โดยพันธุ์ปลูก Mayi และเฟินเงินแคระมีลักษณะที่

คล้ายกันคือมีแถบสีขาวบริเวณกลางแผ่นใบ แต่พันธุ์

ปลูก Mayi มีลักษณะที่แตกต่างจากเฟินเงินแคระคือ 

มีปีก (wing) ที่เส้นแกนใบมากกว่าหนึ่งปีก มีจ�ำนวนคู่

ใบมากกว่า และบรเิวณปลายใบย่อยแตกออกเป็นแฉก 

(cristate) (Graf, 1980) โดยรูปแบบการสืบพันธุ์ (re-

productive mode) ของกูดผีเสื้อนั้นพบทั้งแบบอาศัย

เพศ (sexual, SEX) ซึ่งจะสร้างเซลล์สืบพันธุ์ (ไข่และ

สเปิร์ม) ที่ลดจ�ำนวนโครโมโซมลงครึ่งหนึ่งตามปกติ 

และอะกาโมสปอรัส (agamosporous, AGA) ซึ่ง

เป็นการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศผ่านทางสปอร์ โดย

เป็นรูปแบบเดียวกับอะโพมิกซิส (apomixis) ที่พบใน

พืชดอก (Raghavan, 1989) โดยการสืบพันธุ์รูปแบบ

นีจ้ะมกีารสร้างสปอร์ทีม่จี�ำนวนโครโมโซมเท่ากบัต้นระ

ยะสปอโรไฟท์ และแกมีโทไฟท์จะสร้างต้นสปอโรไฟท์

จากเนือ้เยือ่ของแกมโีทไฟท์เองโดยไม่ผ่านการปฏสินธิ 

ซึ่งแกมีโทไฟท์ของเฟินที่สืบพันธุ ์ในรูปแบบนี้จะ

สามารถสร้างได้เฉพาะแอนเทอริเดียม (antheridium) 

ซึ่งจะผลิตสเปิร์มที่ไม่ลดจ�ำนวนโครโมโซม (unre-

duced sperm) แม้ว่าบางกรณีจะมีการสร้างอาร์คิโก

เนียม (archegonium) แต่ก็จะฝ่อไปและไม่สามารถ

ผลิตไข่ที่ท�ำหน้าที่ได้ (Suzuki and Iwatsuki 1990; 

Huang et al., 2011) โดยรูปแบบการสืบพันธุ์แบบ

อาศัยเพศในกูดผีเสื้อนั้นมีรายงานว่าพบเฉพาะที่

ประเทศจีน (Kato et al., 1992) ในขณะที่รูปแบบการ

สืบพันธุ์แบบอะกาโมสปอรัสนั้นสามารถพบได้หลาย 

cytotype คือ 2x 3x 4x และ 5x ซึ่งมีการกระจายพันธุ์

กว้างทั่วโลกยกเว้นในเขตขั้วโลก (Matsumoto, 1976; 

Chao et al., 2012) จากการศึกษาของความสัมพันธ์

ทางวิวัฒนาการของเฟินในกลุ่มกูดผีเสื้อ (P. cretica 

group) โดย Jaruwattanaphan et al. (2013) พบว่า

เฟินเงนิแคระ (2n=3x=87, AGA) มจีดุก�ำเนดิจากการ

ผสมพนัธุร์ะหว่างกดูผเีสือ้ (2n=2x=87, AGA)  ซึง่เป็น

สายพันธุ์พ่อ (paternal race) และบรรพบุรุษซึ่งมีสอง

จีโนมของ P. ryukyuensis Tagawa (2n=4x=116, 

SEX)   เป็นสายพันธุ์แม่ (maternal race) ดังนั้นการ

ศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบหาสายพันธุ์

พ่อและแม่ของกดูผเีสือ้พนัธุป์ลกู Mayi ซึง่เป็นพนัธุท์ีม่ี

ลักษณะใกล้เคียงกับเฟินเงินแคระ โดยการวิเคราะห์

ล�ำดับเบสดีเอ็นเอและเครื่องหมาย SSCP (single-

strand conformation polymorphism) ของยีนใน

นิวเคลียสและคลอโรพลาสต ์

วิธีการศึกษา

ท�ำการตรวจนบัจ�ำนวนสปอร์ในอบัสปอร์เพือ่ตรวจ

สอบรปูแบบการสบืพนัธุ ์ซึง่มปีระสทิธภิาพส�ำหรบัเฟิน

ในสกุล Pteris (Chao et al., 2010; Huang et al., 

2011) หากพบ 32 สปอร์หรอืน้อยกว่าต่อหนึง่อบัสปอร์

จะแสดงรปูแบบการสบืพนัธุแ์บบอะกาโมสปอรสั และ 

The assessed genotype of nuclear gene, 21/22/K1/M2/R3, indicated the combination of alleles from the triploid  
agamosporous species, P. cretica var. albolineata (21/22/R3) and tetraploid sexual species, P. multifida (K1/M2). 
Based on results of cpDNA, these hybrids are similar to P. multifida (haplotype I). This inferred that P. multifida was 
the maternal genome donor in the allopolyploidization process of P. cretica ‘Mayi’. Moreover, these results indicated 
that the coupling of SSCP and the DNA sequencing methods have greatly contributed to resolving the hybrid origin 
in polyploid ferns, which will be useful tools to be applied in other fern species.
Keywords: fern, hybrid, polyploidy, DNA marker, single strand conformation polymorphism (SSCP)
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64 สปอร์ต่อหนึ่งอับสปอร์จะแสดงถึงรูปแบบการ

สืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ (Suzuki and Iwatsuki, 1990) 

โดยท�ำการนับจ�ำนวนสปอร์ตัวอย่างละ 5 อับสปอร์ ใน

ส่วนของการศึกษาทางชีวโมเลกุล จีโนมิกซ์ดีเอ็นเอถูก

สกัดจากตัวอย่างใบของกูดผีเสื้อสายพันธุ์ปลูก Mayi 

จ�ำนวนสองตัวอย่างจากตลาดไม้ประดับในประเทศ

ญี่ปุ่นและประเทศไทย โดยใช้ DNeasy Plant Mini Kit 

ของบริษัท Qiagen ประเทศญี่ปุ่น และท�ำการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอในนิวเคลียส (gapCp) และคลอโร

พลาสต ์(rbcL และ trnV-trnM) ด้วยเทคนิค PCR โดย

ใช้คู่ไพรเมอร์ดังแสดงใน Table 1 อัตราส่วน และการ

ตัง้ค่าของปฏกิริยิา PCR ท�ำตามวธิขีอง Jaruwattana-

phan et al. (2013) ในส่วนของยีน gapCp ท�ำการ

ตรวจสอบโฟลีมอร์ฟิซึมของผลผลิตพีซีอาร์ด้วยการ

วิเคราะห์ SSCP (single-strand conformation poly-

morphism) หรือ PCR-SSCP ตามวิธีของ Watano et 

al. (2004) โดยน�ำดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณแล้วมาท�ำให้

เสยีสภาพในฟอร์มาไมด์ และ loading dye ทีอ่ณุหภมูิ 

95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที แล้วน�ำมาแยก

ความแตกต่างของแถบดเีอน็เอด้วยการท�ำอเิลก็โตรโฟ

รีซิสโดยใช้เจล MDE (mutation detection enhance-

ment) ของบริษัท Takara Bio ประเทศญี่ปุ ่น ซึ่ง

ประกอบด้วย 2% glycerol ภายใต้สภาวะ 20 องศา

เซลเซยีส ใช้กระแสไฟ 300 V เป็นเวลา 11 ชัว่โมง แล้ว

น�ำเจลไปย้อมด้วย silver nitrate ต่อจากนั้นท�ำการ

วิเคราะห์ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของแบนด์ดีเอ็นเอที่ตรวจ

พบในการวิเคราะห์ PCR-SSCP โดยการตัดแถบ

ดีเอ็นเอจากเจลที่ท�ำให้แห้งแล้วตามวิธีของ Jaruwat-

tanaphan et al. (2013) แล้วน�ำมาบ่มใน TE buffer ที่

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส ข้ามคนืแล้วน�ำสารละลาย

ส่วนบนมาใช้เป็นแม่แบบในการท�ำ PCR โดยใช้คู่ไพร

เมอร์เดิม หลังจากนั้นน�ำดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณแล้วมา

ก�ำจัดดีเอ็นเอสายเดี่ยวออกก่อนน�ำไปหาล�ำดับเบส

ด้วย 2% ExoSAP-IT บริษัท USB สหรัฐอเมริกา โดย

บ่มที่อุณหภูมิ 37 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 

นาที และ15 นาที ตามล�ำดับและน�ำไปใช้เป็นแม่แบบ

ส�ำหรับการหาล�ำดับเบส โดยใช้ BigDye terminator 

v3.1 cycle sequencing kit บริษัท Applied Biosys-

tems สหรฐัอเมรกิา ท�ำการวเิคราะห์ล�ำดบัเบสด้วย ABI 

3500 genetic analyser บริษัท Applied Biosystems 

และน�ำผลของล�ำดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบ กับรูป

แบบล�ำดับเบส (sequence type) ของเฟินในกลุ่มกูด

ผเีสือ้ (Pteris cretica group) จากการศกึษาของ Jaru-

wattanaphan et al. (2013) ในฐานข้อมูล GenBank 

ด้วยโปรแกรม BioEdit (Hall, 1999) การวิเคราะห์

ล�ำดับเบสดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ (ยีน rbcL และ

ต�ำแหน่ง trnV-trnM) ท�ำเช่นเดียวกับการวิเคราะห์ของ

ยีน gapCp

ทําการตรวจนบัจํานวนสปอร์ในอบัสปอร์เพื�อตรวจสอบรูปแบบการสบืพนัธุ์ ซึ�งมีประสทิธิภาพสาํหรับเฟินในสกุล 

Pteris (Chao et al., 2010; Huang et al., 2011) หากพบ 32 สปอร์หรือน้อยกว่าต่อหนึ�งอบัสปอร์จะแสดงรูปแบบการ

สบืพนัธุ์แบบอะกาโมสปอรัส และ 64 สปอร์ต่อหนึ�งอบัสปอร์จะแสดงถงึรูปแบบการสบืพนัธุ์แบบอาศยัเพศ (Suzuki and 

Iwatsuki, 1990) โดยทําการนบัจํานวนสปอร์ตวัอย่างละ 5 อบัสปอร์ ในสว่นของการศกึษาทางชีวโมเลกุล จีโนมิกซ์ดีเอ็นเอ

ถกูสกดัจากตวัอย่างใบของกดูผีเสื �อสายพนัธุ์ปลกู Mayi จํานวนสองตัวอย่างจากตลาดไม้ประดบัในประเทศญี�ปุ่ นและ

ประเทศไทย โดยใช้ DNeasy Plant Mini Kit ของบริษัท Qiagen ประเทศญี�ปุ่ น และทําการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอใน

นิวเคลยีส (gapCp) และคลอโรพลาสต์ (rbcL และ trnV-trnM) ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ดงัแสดงใน Table 1 

อตัราสว่น และการตั �งค่าของปฏิกิริยา PCR ทําตามวิธีของ Jaruwattanaphan et al. (2013) ในสว่นของยีน gapCp ทํา

การตรวจสอบโฟลมีอร์ฟิซมึของผลผลติพีซีอาร์ด้วยการวิเคราะห์ SSCP (single-strand conformation polymorphism) 

หรือ PCR-SSCP ตามวิธีของ Watano et al. (2004) โดยนําดีเอ็นเอที�เพิ�มปริมาณแล้วมาทําให้เสยีสภาพในฟอร์มาไมด์ 

และ loading dye ที�อณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที แล้วนํามาแยกความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอด้วยการ

ทําอิเลก็โตรโฟรีซิสโดยใช้เจล MDE (mutation detection enhancement) ของบริษัท Takara Bio ประเทศญี�ปุ่ น ซึ�ง

ประกอบด้วย 2% glycerol ภายใต้สภาวะ 20 องศาเซลเซียส ใช้กระแสไฟ 300 V เป็นเวลา 11 ชั�วโมง แล้วนําเจลไปย้อม

ด้วย silver nitrate ต่อจากนั �นทําการวิเคราะห์ลาํดบันิวคลโีอไทด์ของแบนด์ดีเอ็นเอที�ตรวจพบในการวิเคราะห์ PCR-SSCP 

โดยการตัดแถบดีเอ็นเอจากเจลที�ทําให้แห้งแล้วตามวิธีของ Jaruwattanaphan et al. (2013) แล้วนํามาบ่มใน TE buffer 

ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ข้ามคืนแล้วนําสารละลายส่วนบนมาใช้เป็นแม่แบบในการทํา PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์เดิม 

หลงัจากนั �นนําดีเอ็นเอที�เพิ�มปริมาณแล้วมากําจดัดีเอ็นเอสายเดี�ยวออกก่อนนําไปหาลาํดบัเบสด้วย 2% ExoSAP-IT 

บริษัท USB สหรัฐอเมริกา โดยบ่มที�อณุหภูมิ 37 และ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที และ15 นาที ตามลาํดบัและ

นําไปใช้เป็นแม่แบบสาํหรับการหาลําดบัเบส โดยใช้ BigDye terminator v3.1 cycle sequencing kit บริษัท Applied 

Biosystems สหรัฐอเมริกา ทําการวิเคราะห์ลาํดบัเบสด้วย ABI 3500 genetic analyser บริษัท Applied Biosystems 

และนําผลของลาํดบัเบสที�ได้มาเปรียบเทียบ กบัรูปแบบลําดบัเบส (sequence type) ของเฟินในกลุม่กดูผีเสื �อ (Pteris 

cretica group) จากการศึกษาของ Jaruwattanaphan et al. (2013) ในฐานข้อมลู GenBank ด้วยโปรแกรม BioEdit 

(Hall, 1999) การวิเคราะห์ลาํดบัเบสดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ (ยีน rbcL และตําแหน่ง trnV-trnM) ทําเช่นเดียวกบัการ

วิเคราะห์ของยีน gapCp 

 

Table 1 Primers sequences for PCR amplification and sequencing in this study. a = Jaruwattanaphan et al. 

(2013), b = Hasabe et al. (1994), and c = Nishizawa and Watano (2000) 

DNA Region Primer 5’-3’ Primer sequence Origin 

gapCp cretica_long9F CGCTTAGAGAAAGGAGCTTCA a 

  cretica_long10R CCCTTTCATAGGACCTTCAGC a 

rbcL rbcL-aF ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC b 

 rbcL-cF TGAAAACGTGAATTCCCAACCGTTTATGCG b 

 rbcL-cR GCAGCAGCTAGTTCCGGGCTCCA b 

trnV(UAC)-trnM(CAU) trnV-M/F TGTAAACGAGTTGCTCTACC c 

 trnV-M/R CTAACCACTGAGTTAAGTAG c 
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ผลการศึกษา

จ�ำนวนสปอร์ของทั้งสองตัวอย่างมีจ�ำนวน 32 

สปอร์ต่อหนึง่อบัสปอร์และสปอร์มรีปูร่างปกตซิึง่แสดง

ถึงรูปแบบการสืบพันธุ์แบบอะกาโมสปอรัส (Table 2) 

การวิเคราะห์ความผันแปรของอัลลีลในยีน gapCp 

ด้วยวิธี PCR-SSCP และการตรวจสอบล�ำดับนิวคลีโอ

ไทด์ พบว่าตัวอย่างจากประเทศไทย และญี่ปุ่น มีแถบ

ดีเอ็นเอทั้งหมด 9 แถบเหมือนกัน หลังจากวิเคราะห์

แถบดีเอ็นเอโดยการหาล�ำดับเบสพบว่า 8 แถบเป็น

ดีเอ็นเอสายเดี่ยวไม่มีการซ้อนทับของอัลลีลเนื่องจาก

ไม่พบ heterozygous event จาก sequencing chro-

matogram และมีหนึ่งแถบซึ่งมีการซ้อนทับกันของอัล

ลีล 21 และ 22 (Figure 1-A) และเมื่อน�ำล�ำดับเบสที่

วิเคราะห์ได้จากแถบดีเอ็นเอไปเปรียบเทียบกับล�ำดับ

เบสของเฟินในกลุม่กดูผเีสือ้ (Jaruwattanaphan et al., 

2013) พบว่าจีโนไทป์ของกูดผีเสื้อพันธุ์ปลูก Mayi คือ 

21/22/R3/K1/M2 ซึง่ม ี3 อลัลลีทีพ่บได้ในเฟินเงนิแคระ 

(21 22 และ R3) และ 2 อลัลลี (K1 และ M2 ) จากเฟิน

หางไก่ (P. multifida Poir., 2n=4x=116, SEX)  

นอกจากนัน้พบว่าล�ำดบันวิคลโีอไทด์ในคลอโรพลาสต์

ของยีน rbcL และต�ำแหน่ง trnV-trnM มีรูปแบบนิวคลี

โอไทด์เหมือนกันในทั้งสองตัวอย่าง และเมื่อน�ำไป

เปรียบเทียบกับล�ำดับเบสของเฟินในกลุ่มกูดผีเสื้อใน

ฐานข้อมูล GenBank พบว่าคือ haplotype I ซึ่งเป็น 

haplotype ที่พบได้ในเฟินหางไก่ (Table 2)

ผลการศึกษา 

จํานวนสปอร์ของทั �งสองตวัอย่างมีจํานวน 32 สปอร์ต่อหนึ�งอบัสปอร์และสปอร์มีรูปร่างปกติซึ�งแสดงถงึรูปแบบ

การสบืพนัธุ์แบบอะกาโมสปอรัส (Table 2) การวิเคราะห์ความผันแปรของอลัลีลในยีน gapCp ด้วยวิธี PCR-SSCP และ

การตรวจสอบลาํดบันิวคลโีอไทด์ พบว่าตวัอย่างจากประเทศไทย และญี�ปุ่ น มีแถบดีเอ็นเอทั �งหมด 9 แถบเหมือนกนั 

หลงัจากวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอโดยการหาลาํดบัเบสพบว่า 8 แถบเป็นดีเอ็นเอสายเดี�ยวไม่มีการซ้อนทบัของอัลลีลเนื�องจาก

ไม่พบ heterozygous event จาก sequencing chromatogram และมีหนึ�งแถบซึ�งมีการซ้อนทบักนัของอัลลีล 21 และ 22 

(Figure 1-A) และเมื�อนําลาํดบัเบสที�วิเคราะห์ได้จากแถบดีเอ็นเอไปเปรียบเทียบกบัลาํดบัเบสของเฟินในกลุม่กดูผีเสื �อ 

(Jaruwattanaphan et al., 2013) พบว่าจีโนไทป์ของกดูผีเสื �อพนัธุ์ปลกู Mayi คือ 21/22/R3/K1/M2 ซึ�งมี 3 อลัลีลที�พบได้

ในเฟินเงินแคระ (21 22 และ R3) และ 2 อลัลีล (K1 และ M2 ) จากเฟินหางไก่ (P. multifida Poir., 2n=4x=116, SEX)  

นอกจากนั �นพบว่าลําดบันิวคลโีอไทด์ในคลอโรพลาสต์ของยีน rbcL และตําแหน่ง trnV-trnM มีรูปแบบนิวคลโีอไทด์

เหมือนกนัในทั �งสองตวัอย่าง และเมื�อนําไปเปรียบเทียบกบัลาํดับเบสของเฟินในกลุม่กูดผีเสื �อในฐานข้อมลู GenBank 

พบว่าคือ haplotype I ซึ�งเป็น haplotype ที�พบได้ในเฟินหางไก่ (Table 2) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1 A: schematic explanation for PCR-SSCP band patterns at gapCp gene of Pteris cretica ‘Mayi’, P. 
cretica var. albolineata, and P. multifida. The interpreted genotype (allele combination) is shown under each 
lane. B: Hypothesis of the origin of Pteris cretica ‘Mayi’. Arrow represents nuclear DNA contribution and dash 
arrow represents cpDNA contribution. 

 
Table 2 Interpretation of allelic constitutions of nuclear gene and chloroplast DNA haplotype in P. cretica 

‘Mayi’ and putative parental species. 
 

Taxa Spore* Locality 
cpDNA  

haplotype gapCp sequence type 

P. cretica ‘Mayi’a 32 (N) Jap. I 21 22 R3 K1 M2 

 32 (N) Thai. I 21 22 R3 K1 M2 

P. cretica var. albolineatab 32 (N) Jap./Thai. J 21 22 R3   

P. multifidab 64 (N) Thai./Ma. I K1 M2    

*number of spores per sporangium. N = normal shaped spores 
               ** a = this study, b = Jaruwattanaphan et al. (2013) 

            Jap. = Japan, Thai. = Thailand, Ma. = Malaysi 
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ผลการศึกษา 
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วิจารณ์

จากหลักฐานของยีนในนิวเคลียสของกูดผีเสื้อ

พันธุ์ปลูก Mayi พบว่ามีจีโนไทป์ของยีน gapCp เป็น 

21/22/R3/K1/M2 ซึง่เป็นการรวมของจโีนมจากเฟินเงนิ

แคระ (21/22/R3) และเฟินหางไก่ (K1/M2) ผ่านทาง

ขบวนการ allopolyploidization โดยรปูแบบดเีอน็เอใน

คลอโรพลาสของกูดผีเสื้อสายพันธุ์ปลูกนี้เหมือนกับ

เฟินหางไก่ (haplotype I) ซึง่แสดงให้เหน็ว่าเฟินหางไก่

เป็นสายพนัธุแ์ม่ (maternal race) และมเีฟินเงนิแคระ

ซึ่งมีรูปแบบการสืบพันธุ์แบบอะกาโมสปอรัส (Mat-

sumoto, 1976; Jaruwattanaphan et al., 2013) เป็น

สายพนัธุพ่์อ (paternal race) (Figure 1-B) สอดคล้อง

กับ Laird and Sheffield (1986) และ Huang et al. 

(2011) ซึ่งรายงานว่ากูดผีเสื้อ และ P. cretica var. 

roweri ซึ่งมีรูปแบบการสืบพันธุ์แบบอะกาโมสปอรัส 

จะสร้างเฉพาะสเปิร์มเท่านั้นและไม่มีการสร้างเซลล์

สืบพันธุ์เพศเมีย เมื่อพิจารณาถึงจ�ำนวนจีโนมของกูด

ผีเสื้อพันธุ์ปลูก Mayi จะพบว่ากูดผีเสื้อพันธุ์ปลูกนี้ควร

มีห้าจีโนม (pentaploid) เนื่องมาจากผลรวมของการ

ปฏิสนธิระหว่างสเปิร์มของเฟินเงินแคระซึ่งไม่ลด

จ�ำนวนโครโมโซม (3n) กบั ไข่ทีล่ดจ�ำนวนโครโมโซมลง

ครึ่งหนึ่ง (2n) ของเฟินหางไก่ (Figure 1-B) นอกจาก

นั้นจ�ำนวนอัลลีลที่พบก็สามารถแสดงถึงจ�ำนวนจีโนม

ได้ โดยกูดผีเสื้อพันธุ์ปลูกนี้มี 5 อัลลีลในยีนต�ำแหน่ง

เดียวกัน (single loci) ซึ่งสามารถคาดคะเนได้ว่าควร

จะมีห้าจีโนมหรือมากกว่านั้น เนื่องจากเครื่องหมาย 

SSCP ไม่สามารถระบุ gene dosage ได้ (Ebihara et 

al., 2005) ซึง่สอดคล้องกบั จกัรพงษ์ (2549) ซึง่ท�ำการ

สร้างลูกผสมระหว่างเฟินเงินแคระ และเฟินหางไก่

ปลายแฉก (P. multifida ‘Crestata’, 2n=4x=116) และ

พบว่าลูกผสมที่ได้มีห้าจีโนม (2n=5x=145) นอกจาก

หลกัฐานทางชวีโมเลกลุแล้วลกัษณะทางสณัฐานวทิยา

ก็สามารถสนับสนุนถึงการถ่ายทอดจีโนมของเฟิน

หางไก่ได้ โดยลกัษณะปีก (wing) ทีเ่ส้นแกนใบทีพ่บใน

กูดผีเสื้อพันธุ์ปลูก Mayi ซึ่งมีมากกว่าหนึ่งปีกนั้นอาจ

จะถ่ายทอดมาจากเฟินหางไก่ สอดคล้องกับ Nakato 

and Hyodo (2011) และจักรพงษ์ (2549) ที่พบว่า

ลักษณะปีกที่เส้นแกนใบมากกว่าสองปีกสามารถพบ

ได้ในลูกผสมที่มีเฟินหางไก่เป็นหนึ่งในสายพันธุ์แม่ 

อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาจีโนไทป์ของเฟินหางไก่

ปลายแฉกเพือ่ศกึษาการถ่ายทอดลกัษณะแฉกทีป่ลาย

ใบของกดูผเีสือ้พนัธุป์ลกู Mayi จากการศกึษาครัง้นีใ้ช้

เครื่องหมาย SSCP ร่วมกับการวิเคราะห์ล�ำดับนิวคลี

โอไทด์แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการค้นหาสาย

พันธุ์พ่อและแม่ของลูกผสมได้ดีโดยเฉพาะในเฟินที่มี

จ�ำนวนจีโนมหลายชุดเนื่องจากสามารถวิเคราะห์และ

จ�ำแนกชนดิของอลัลลีได้ง่ายและค่าใช้จ่ายต�่ำกว่าการ

โคลนผลผลิตพีซีอาร์ (PCR Cloning)

สรุป

กูดผีเสื้อพันธุ์ปลูก Mayi จ�ำนวนสองตัวอย่างทั้ง

จากประเทศไทยและประเทศญี่ปุ่น น่าจะมีต้นก�ำเนิด

จากการผสมพนัธุร์ะหว่างเฟินเงนิแคระซึง่มรีปูแบบการ

สืบพันธุ์แบบอะกาโมสปอรัส (2n=3x=87) และเฟิน

หางไก ่ซึ่ งมีรูปแบบการสืบพันธุ ์แบบอาศัยเพศ 

(2n=4x=116) และการใช้เครื่องหมาย SSCP ร่วมกับ

การวิเคราะห์ล�ำดับเบสสามารถใช้วิเคราะห์จุดก�ำเนิด

ของเฟินลกูผสมทีเ่ป็นโพลพีลอยด์ได้อย่างมปีระสทิธภิาพ
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