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บทคัดย่อ  

การศึกษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสบู่
ด า สบู่แดง เข็มปัตตาเวีย หนมุานนัง่แท่น ฝ่ินต้น และละหุ่ง 
โดยใช้เคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี (AFLP markers) จ านวน 10 
คูไ่พรเมอร์ ให้แถบดีเอ็นเอทัง้หมดจ านวน 564 แถบ น ามาจดั
กลุ่มความเหมือนทางพนัธุกรรมด้วยวิธี UPGMA สามารถ
จ าแนกละหุ่งซึ่งเป็นพืชในสกุล Ricinus ออกจากพืชสกุล 
Jatropha ได้ชัดเจน และสามารถจ าแนกพืชในสกุล 
Jatropha ได้เป็นสองกลุ่มใหญ่คือ กลุ่มของสบู่ด า เข็ม
ปัตตาเวีย หนมุานนัง่แท่น และกลุ่มของ ฝ่ินต้น สบู่แดง การ
ทดลองผสมข้ามระหวา่งสบู่ด ากบัพืชในสกุล Jatropha อีก 4 
ชนิดพบว่าการผสมระหว่างสบู่ด ากับเข็มปัตตาเวีย  มี
เปอร์เซ็นต์ความส าเร็จสงูที่สดุ อย่างไรก็ตาม สบู่ด ากับหนุ
มานนัง่แทน่ และ สบู่ด ากบัฝ่ินต้น ก็สามารถผสมข้ามได้ด้วย 
เมื่อนับจ านวนดอกของลูกผสมระหว่างสบู่ด ากับเข็ม
ปัตตาเวีย พบว่าอัตราส่วนของดอกเพศเมียต่อดอกเพศผู้
ตัง้แต่ 1:9.1 ถึง 1:14.9 อยู่ในช่วงระหว่างสบู่ด ากับเข็ม
ปัตตาเวีย การศึกษาเปอร์เซ็นต์ของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็น
เอของลกูผสมระหว่างสบู่ด ากบัเข็มปัตตาเวีย พบว่าลกูผสม
ทุกต้นมีเปอร์เซ็นต์ของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอน้อยกว่า
พ่ อ แม่  ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ก า ร จัด กลุ่ ม ด้ ว ย วิ ธี  principal 
component analysis แสดงให้เห็นวา่ลกูผสมทกุต้นมีรูปแบบ
ของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอ คล้ายสบู่ด ามากกว่าเข็ม
ปัตตาเวีย การศกึษาผลการแบง่เซลล์แบบไมโอซิส ในลกูผสม

ระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวีย สบูด่ ากบัหนมุานนัง่แทน่ และ 
สบูด่ ากบัฝ่ินต้น พบวา่โดยสว่นใหญ่มีการแบง่เซลล์แบบไมโอ
ซิสปกติ แต่ก็พบ tetrad ที่ผิดปกติบ้างในบางเซลล์ของ
ลกูผสม  
 
ABSTRACT  

Genetic relationship among Jatropha curcas 
L., J. gossypifolia L., J. integerrima Jacq., J. 
podagrica Hook., J. multifida L. and Ricinus communis 
L. was studied using 10 AFLP primer pairs. A total of 
564 DNA bands were generated and used for cluster 
analysis. Using UPGMA method, R. communis was 
clearly separated from Jatropha spp, as well as 
separated the Jatropha spp. into two groups. The first 
group comprised of J. curcas, J. integerrima and J. 
podagrica, whereas the second group consisted of J. 
multifida and J. gossypifolia. The interspecific 
hybridization was carried out between J. curcas and 
other Jatropha species. The results showed that cross 
between J. curcas and J. integerrima was the most 
successful. However, some hybrids were also obtained 
from J. curcas x J. podagrica and J. curcas x J. 
multifida. The observed ratio of female and male 
flowers of hybrids from J. curcas and J. integerrima 
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were 1:9.1 to 1:14.9 which fall between two parents. 
Percentage of methylation in all hybrid derived from J. 
curcas x J. integerrima was lower than that of the 
parents. Principal component analysis of methylation 
fingerprints revealed that the pattern of DNA 
methylation in all hybrids from J. curcas x J. 
integerrima was more similar to J. curcas than J. 
integerrima. Meiotic cells of the hybrids from J. curcas 
x J. integerrima, J. curcas x J. podagrica and J. 
curcas x J. multifida were also studied. Majority of the 
cells investigated were normal. However, some 
abnormal tetrads were observed in some cells of 
hybrids. 
 
ค าส าคัญ: การผสมข้ามชนิด สบูด่ า เอเอฟแอลพี การเติมหมู่
เมธิลให้ดีเอ็นเอ  
Keywords: Interspecific hybridization, Jatropha curcas 
L., AFLP, DNA methylation 
 
บทน า  

สบู่ด า (Jatropha curcas L.) เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ 
Euphorbiaceae สามารถเจริญได้ดีในสภาพพืน้ที่ที่มี
ความชืน้ต ่า จึงทนต่อสภาพแห้งแล้งได้ดี  (Openshaw, 
2000; Kaushik et al., 2007) พืชในกลุม่นีป้ระกอบด้วยพืช
มากกวา่ 470 ชนิด ซึง่เป็นทัง้พืชที่เป็นไม้ประดบั เช่น หนมุาน
นัง่แท่น หรือพืชที่ให้ผลผลิตยาง เช่น ยางพารา พืชในกลุม่นี ้
ยงัประกอบด้วย โป๊ยเซียน มนัส าปะหลงั และมะยม เป็นต้น 
(พรชัย, 2549) สบู่ด าเป็นพืชที่มีประโยชน์ใช้ป้องกันไฟป่า 
เป็นแนวรัว้ป้องกันหรือใช้เป็นแนวกัน้ในการเลีย้งสัตว์ ใช้
ป้องกันแรงลมและการกัดเซาะของดิน เปลือกไม้ของสบู่ด า
ประกอบด้วยสารแทนนินมาก สามารถใช้ในการผลิตสี dark 
blue dye ใบของสบู่ด าสามารถใช้เลีย้งหนอนไหม ใช้เป็นยา
รักษาอาการอกัเสบ น า้ยางสามารถใช้เป็นยาปราบศตัรูพืช 
รวมถึงใช้ในการรักษาบาดแผล ดอกสบู่ด าสามารถดึงดูด
แมลงพวกผึง้ได้ดี จึงน ามาใช้ในการเลีย้งผึง้เพื่อผลิตน า้ผึง้ได้ 
เมล็ดสามารถใช้ท ายาฆ่าแมลง น า้มนัจากสบู่ด าสามารถใช้
ผลิตสบู่ได้ (Openshaw, 2000; Augustus et al., 2002) แต่

ประโยชน์จากสบู่ด าที่ดึงดูดความสนใจจากทัว่โลกให้สนใจ
พืชชนิดนีค้ือ ศักยภาพของสบู่ด าในการใช้เป็นพลังงาน
ทดแทน (Sirisomboon et al., 2007; Ranade et al., 2008) 
และมี ข้อได้ เป รียบมากกว่าพืชน า้มันชนิดอื่นในด้าน
ระยะเวลาการให้ผลผลิต โดยสบู่ด าจะให้ผลผลิตตัง้แต่ปีแรก 
ขณะที่พืชน า้มนัชนิดอื่น เช่น ปาล์ม จะใช้เวลานานกว่า จึง
เป็นเหตุผลให้มีการวิจัยเพื่อพัฒนาพันธุ์สบู่ด าให้มีผลผลิต
มากขึน้ อยา่งไรก็ตามสบูด่ ายงัมีข้อด้อยที่ส าคญัคือ ผลผลติที่
ได้ยังไม่สงูมากนัก เป็นผลให้การปลูกสบู่ด าในเชิงพาณิชย์
อาจจะไม่คุ้มต้นทุน จึงจ าเป็นต้องมีการปรับปรุงพนัธุ์สบู่ด า
ให้มีผลผลิตที่สงูขึน้ แต่จากการศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในระดับโมเลกุลของสบู่ด า พบว่าสบู่ด ามีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมค่อนข้างต ่า (ศิริศักดิ์ และคณะ, 
2550; ญาตวี และคณะ, 2552; Kaushik et al., 2007; Ram 
et al., 2008; Ranade et al., 2008) ซึ่งอาจสง่ผลให้แนว
ทางการปรับปรุงพันธุ์สบู่ด า ด้วยวิธีผสมภายในชนิด อาจ
ประสบความส าเร็จได้ยาก เนื่องจากหากพนัธุกรรมของสบูด่ า
มีความใกล้เคียงกันมาก โอกาสที่จะได้ลกัษณะใหม่ๆ จาก
การผสมพนัธุ์ของสบูด่ าก็จะน้อยมากตามไปด้วย จากเหตผุล
ดงักล่าว จึงน่าจะพิจารณาแนวทางการพฒันาสายพนัธุ์สบู่
ด าให้มีผลผลิตสงู โดยการขยายฐานพนัธุกรรมของสบู่ด าให้
กว้างขึน้ เช่น การผสมข้ามกับพืชชนิดอื่นๆ เพื่อพฒันาสาย
พนัธุ์ลกูผสมที่มีผลผลิตสงูขึน้ และสามารถต้านทานต่อโรค
และแมลงได้ดีขึน้ พืชในสกุล Jatropha ในประเทศไทยมีอยู่
หลายชนิดได้แก่ สบู่ด า (J. curcas L.) สบู่แดง (J. 
gossypifolia L.) เข็มปัตตาเวีย (J. integerrima Jacg.) 
ฝ่ินต้น (J. multifida L.) และ หนมุานนัง่แท่น (J. podagrica 
Hook.) โดยมีรายงานเก่ียวกบังานทดลองผสมพนัธุ์สบูด่ าโดย 
Sujatha and Prabakaran (2003) ซึ่งสร้างลกูผสมระหว่าง 
J. curcas และ J. integerrima Jacq. ที่มีลกัษณะระหว่าง
พ่อแม่ มีสีดอกที่แตกต่างกันเด่นชัดคือ ชมพูเข้ม ชมพูอ่อน 
และขาว ลกูผสมที่ได้สามารถให้ผล แต่การพฒันาของเมล็ด
ไม่เป็นปกติ เมื่อน าลกูผสมที่ได้ไปผสมกลบักับสบู่ด า พบ
ความหลากหลายของสีดอก ตัง้แต่สีแดงเข้ม เขียว ไปถึงขาว 
และเพิ่มความสมบรูณ์ของเรณ ูเพิ่มการติดผล นอกเหนือจาก
การเพิ่มคณุคา่ในการเป็นไม้ประดบั 
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ในการศึกษาครัง้นีไ้ด้ทดลองผสมข้ามชนิดระหว่าง
สบู่ด ากบัพืชในสกุล Jatropha อีก 4 ชนิดได้แก่ สบู่แดง เข็ม
ปัตตาเวีย  ฝ่ินต้น และหนุมานนั่งแท่น เพื่อศึกษา
ความสามารถในการผสมระหว่างแต่ละคู่ผสม และศึกษา
ลกัษณะของลกูผสมที่ได้ นอกจากนีย้งัได้ศกึษาความสมัพนัธ์
ทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธุ์พอ่แมท่ี่ใช้ผสม การตรวจสอบ
ระดบัของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอ (DNA methylation) 
เปรียบเทียบระหว่างสบู่ด าและเข็มปัตตาเวีย ซึ่งเป็นพนัธุ์พ่อ
แม่กับลูกผสมรุ่น F1 ที่ ไ ด้โดยใช้ เทคนิค methylation 
sensitive amplification polymorphism (MSAP) ทัง้นีม้ี
รายงานการศึกษาที่บ่งชีว้่า การเติมหมู่เมธิลมีความผนัแปร
ในลกูผสมเมื่อเทียบกับพ่อแม่ และอาจมีความเก่ียวข้องกับ
การเกิด heterosis (Zhao et al., 2007; Yang et al., 2011) 
นอกจากนีย้ังได้ศึกษาผลของการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสใน
ลกูผสมของบางคูผ่สม 
 
อุปกรณ์และวิธีการ 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยเทคนิค 
AFLP 
 สกดัดีเอ็นเอพืชในสกุล Jatropha ได้แก่ สบู่ด า สบู่
แดง เข็มปัตตาเวีย ฝ่ินต้น หนมุานนัง่แทน่ และใช้พืชต่างสกุล
คือ ละหุ่ง (Ricinus communis L.) เพื่อเป็น outgroup โดย
ใช้วิธีการประยกุต์จาก Doyle and Doyle (1990) ตรวจสอบ
ปริมาณและคณุภาพของดีเอ็นเอที่สกดัได้ จากนัน้สร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค AFLP ตามวิธีการของ Vos et al. 
(1995) โดยตดัดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิดคือ 
EcoRI และ MseI แล้วเช่ือมต่อชิน้ดีเอ็นเอเข้ากบั adapter ที่
จ าเพาะกับบริเวณจุดตดัของเอนไซม์ โดย adapter ที่ใช้มี
ล าดบันิวคลโีอไทด์ดงันี ้ 
 
EcoRI adapter   5' -CTCGTAGACTGCGTACC- 3' 
                3'-CATCTGACGCATGGTTAA- 5' 
MseI adapter    5' -GACGATGAGTCCTGAG- 3' 
                         3'-TACTCAGGACTCAT- 5' 
 
 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ครัง้ที่ 1 (pre-
selective amplification) โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจ าเพาะ

กบั adapter ทัง้สองชนิดที่เพิ่มเบสที่ปลายด้าน 3′ จ านวน 1 
เบสคือ E+A และ M+C หลงัจากนัน้ท า PCR ครัง้ที่ 2 
(selective amplification) โดยใช้ไพรเมอร์ ที่มีความจ าเพาะ
กบั adapter ทัง้สองชนิดที่เพิ่มเบสที่ปลายด้าน 3′ จ านวน 3 
เบส ในการศึกษาครัง้นีใ้ช้ไพรเมอร์ในขัน้ตอนของ selective 
amplification จ านวน 10 คู่ ได้แก่ E+ACT/M+CAC, 
E+ACT/M+CAG, E+ACT/M+CAT, E+ACC/M+CAA, 
E+ACC/M+CAC, E+ACC/M+CAG, E+ACC/M+CAT, 
E+ACG/M+CAA, E+ACG/M+CAC, E+ACG/M+CAG 
ตรวจสอบผลผลิต PCR ใน 6 % denaturing 
polyacrylamide gel และย้อมเจลด้วยซิลเวอร์ไนเตรตตาม
วิธีการของ Caetano-Anolles (1997) วิเคราะห์ผลลายพิมพ์
ดีเอ็นเอเพื่อประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช
โปรแกรม NTSYS pc. เวอร์ชัน่ 2.20k (Rohiff, 2005) การ
ค านวณค่าความเหมือนทางพนัธุกรรม วิเคราะห์ตามวิธีของ 
Jaccard (1908) โดยสร้าง phylogenetic tree ด้วยวิธี 
UPGMA จัดกลุม่โดยการค านวณ cophenetic value โดย
วิเคราะห์ความน่าเช่ือถือในการจดักลุม่ด้วย bootstrap โดย
ใช้ โปรแกรม FreeTree (www.natur.cuni.cz/flegr/ 
programs/freetree.htm) และ ค านวณค่า polymorphic 
Information contents (PICs) 
 
การผสมข้ามชนิดระหว่างสบู่ด ากับพืชในสกุล Jatropha  

เตรียมต้นสบู่ด า  สายพันธุ์ ที่มีสารพิษ phorbal 
ester สงูและที่มีสารพิษในปริมาณน้อยหรือไม่มีพิษ รวม 6 
สายพนัธุ์  สบู่แดง ฝ่ินต้น หนุมานนัง่แท่น และเข็มปัตตาเวีย
ดอกสแีดง ชนิดละ 1 สายพนัธุ์ สายพนัธุ์ละ 3 ต้น ด าเนินการ
ผสมเมื่อต้นไม้ออกดอก โดยการผสมในทกุคู่ผสมจะใช้สบู่ด า
เป็นต้นแม ่โดยมีขัน้ตอนการผสมพนัธุ์ดงันี ้ท า emasculation 
ก่อนดอกบาน 1-2 วนั โดยตดัดอกเพศผู้ทัง้หมดออกจากช่อ
ดอกของต้นแม่ ท าในช่วงดอกตมู คงเหลือไว้แต่ดอกเพศเมีย 
คลมุดอกเพศเมียด้วยถุงผ้าตาข่ายเพื่อป้องกันแมลงมาช่วย
ผสมพนัธุ์  น าอบัเรณู (anther) จากต้นพ่อที่บานเต็มที่ มา
ผสมกบัดอกเพศเมีย โดยป้ายละอองเรณทูี่ยอดเกสรเพศเมีย 
(stigma) ที่เตรียมไว้ด้วยพู่กัน ห่อหุ้มดอกที่ได้รับการถ่าย
ละอองเรณูแล้วด้วยถุงผ้าตาข่าย เมื่อเมล็ดจากการผสมแก่ 
เก็บเมลด็มาปลกู ศกึษาลกัษณะของลกูจากการผสมที่ได้ 
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การตรวจสอบระดับของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอ 
เปรียบเทียบระหว่างสบู่ด า เข็มปัตตาเวีย และลูกผสม
รุ่น F1 โดยเทคนิค MSAP 
 พืชตวัอย่างที่ใช้ศึกษาเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่เมธิล
ให้ดีเอ็นเอ ประกอบด้วย สบู่ด า เข็มปัตตาเวีย ลกูผสมจาก
สบู่ด าดินเค็ม x เข็มปัตตาเวีย (F1 5) ลกูผสมจากสบู่ด า 
US8.45K x เข็มปัตตาเวีย (F1 12 & F1 13) ลกูผสมจากสบู่
ด า FF25 x เข็มปัตตาเวีย (F1 21) ลกูผสมจากสบู่ด า
มกุดาหาร10 K x เข็มปัตตาเวีย (F1 35 & F1 36) และลกูผสม
จากสบู่ด า KUBP16 x เข็มปัตตาเวีย (F1 47) สร้างลายพิมพ์
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค MSAP ตามวิธีการของ Kanchanaketu 
et al. (2007) โดยใช้คู่ไพรเมอร์จ านวน 12 คู่ในขัน้ตอน 
selective amplification ดังนี  ้ E+AAC/HM+TAA, 
E+AAC/HM+TCC, E+AAC/HM+TAG, E+ACG/HM+TAA, 
E+ACG/HM+TAG, E+ACT/HM+TGA, E+ACT/HM+TAC, 
E+AGT/HM+TAA, E+AAG/HM+TTG, E+AAG/HM+TAC, 
E+AGC/HM+TGA, E+AGC/HM+TGC  ตรวจสอบผลผลิต PCR 
ใน 6% denaturing polyacrylamide gel และย้อมเจลด้วย
ซิลเวอร์ไนเตรตตามวิธีการของ Benbouza et al. (2006) 
บนัทกึแถบดีเอ็นเอจากชุด EcoRI+MspI และ EcoRI+HpaII 
ณ ต าแหนง่เดียวกนัแยกเป็นคนละชดุ โดยบนัทกึแถบดีเอ็นเอ
ที่ปรากฏเป็น “1” และการไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอเป็น “0” 
จากนัน้แปลงข้อมลูดงักลา่วให้อยู่ในรูปแบบการเติมหมู่เมธิล
ให้ดีเอ็นเอในรูปของ 1, 2, 3 และ 4 โดยหมายเลข 1 แทนการ
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอในทัง้สองชุด (1-1) หมายเลข 2 แทน
รูปแบบที่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏในชุด EcoRI+MspI เท่านัน้ 
(1-0) หมายเลข 3 แทนรูปแบบที่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏในชุด 
EcoRI+HpaII เท่านัน้ (0-1) และหมายเลข 4 แทนการไม่
ปรากฏของแถบดีเอ็นเอในทัง้สองชุด (0-0) แต่ ณ ต าแหน่ง
เดียวกันมีแถบดี เอ็นเอปรากฏในตัวอย่างอื่น ค านวณ
เปอร์เซ็นต์ของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอตามวิธีการของ 
Zhao et al. (2008) และ Xue-Lin et al. (2009) วิเคราะห์
รูปแบบการเติมหมู่เมธิลด้วยวิธี principal component 
analysis (PCA) โดยใช้โปรแกรม NTSYS-pc. เวอร์ชัน่ 2.2k 
(Rohiff, 2005) 
 

 การศึกษาผลการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในลูกผสมข้าม
ชนิด  
 สุม่เลอืกดอกเพศผู้ลกูผสม F1 ระยะที่ดอกเพิ่งเสร็จ
สิน้การแบ่งเซลล์ ใช้เพียงเซลล์จากอบัเรณ ู1 อบัหรือคร่ึงอบั
ในการเตรียม 1 สไลด์ ดึงอบัเรณูจากดอกเพศผู้วางบนสไลด์ 
หยดสี 1% acetocarmine 1 หยด ใช้เข็มเขี่ยปลายแหลมตดั
ผ่านอบัเรณูตามขวาง แล้วเขี่ยให้เซลล์หลดุออกมา คีบเศษ
เปลือกอบัเรณอูอก ปิดด้วย cover slip ใช้หวัแม่มือกดเบาๆ 
เพื่อให้เซลล์กระจายและทุกๆ เซลล์ถูกกดให้อยู่ในระนาบ
เดียวกนับนสไลด์ สอ่งด้วยกล้องจลุทรรศน์  
 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยเทคนิค 
AFLP 
 สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตวัอย่างพืชที่ใช้เป็น
พ่อแม่ในสกุล Jatropha ได้แก่ สบู่ด า หนุมานนัง่แท่น เข็ม
ปัตตาเวีย สบู่แดง ฝ่ินต้น และพืชที่ใช้เป็น outgroup คือ
ละหุง่ โดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 10 คู ่พบวา่แตล่ะคูไ่พรเมอร์ให้
แถบดีเอ็นเอประมาณ 40-87 แถบ โดยรวมทกุคู่ไพรเมอร์ได้
จ านวนแถบดีเอ็นเอทัง้หมด 564 แถบ ซึ่งเฉลี่ยแล้วได้ 56.40 
แ ถบต่ อ คู่ ไ พ ร เ ม อ ร์  เ ป็ น แ ถบ ที่ ใ ห้ ค ว า ม แ ต กต่ า ง 
(polymorphic bands) จ านวน 558 แถบ คิดเป็น 98.93 
เปอร์เซ็นต์ของแถบดีเอ็นเอทัง้หมด และแถบที่ไม่ให้ความ
แตกต่าง (monomorphic bands) จ านวน 6 แถบ คิดเป็น 
1.07 เปอร์เซ็นต์ของแถบดีเอ็นเอทัง้หมด คา่ PICs ของ AFLP 
markers ทัง้หมด มีค่าอยู่ในช่วง 0.0-0.5 ค่าเฉลี่ย PIC 
เท่ากบั 0.30 เมื่อค านวณค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมโดย
วิธีของ Jaccard (1908) พบวา่มีคา่อยูใ่นช่วง 0.04-1.00 เมื่อ
น ามาสร้าง phylogenetic tree โดยวิธี UPGMA สามารถ
จ าแนกตัวอย่า งออกไ ด้ เ ป็น  3 กลุ่ม  ไ ด้แก่  กลุ่มที่  1 
ประกอบด้วย สบู่ด า (JC) เข็มปัตตาเวีย (JI) และหนมุานนัง่
แท่น (JP) ส่วนกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย สบู่แดง (JG) และ 
ฝ่ินต้น (JM) และกลุ่มที่ 3 เป็นละหุ่ง (RC) (Figure 1) ซึ่ง
ละหุ่งเป็นพืชในสกุล Ricinus จึงมีความเหมือนทาง
พนัธุกรรมน้อยกับพืชในสกุล Jatropha ทัง้ 5 ชนิด โดยมี
ความเหมือนทางพนัธุกรรมค านวณจากลายพิมพ์ AFLP เมื่อ
เทียบกับพืชในสกุล Jatropha อื่นๆ อยู่ในช่วง 0.04-0.05 
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เท่านัน้ เทคนิค AFLP มีข้อจ ากัดที่ส าคัญข้อหนึ่งคือ ไม่
เหมาะสมที่จะใช้ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
พืช ที่มีล าดบันิวคลีโอไทด์แตกต่างกนัมากๆ เนื่องจากความ
เหมือนทางพันธุกรรมที่ได้อาจมีค่ามากเกินความจริงได้ 
(สริุนทร์, 2552) อย่างไรก็ตามผลการศึกษาสามารถจ าแนก

พืชสองสกุลออกจากกันได้อย่างชัดเจน ในขณะที่พืชในสกุล 
Jatropha ที่ศึกษาสามารถแบ่งออกได้เป็นสองกลุม่โดยมีค่า 
bootstrap สนับสนุนการแบ่งเป็นสองกลุ่มใหญ่  100 
เปอร์เซ็นต์ จากการวิเคราะห์ข้อมลู 10,000 ครัง้ ค่า r ซึ่งเป็น
คา่ที่บง่ชีค้วามนา่เช่ือถือในการจดักลุม่มีคา่เทา่กบั 0.999  

 
 
Figure 1 Phylogenetic tree of parental plants based on 564 AFLP markers constructed by UPGMA method (JP = J. 
podagrica Hook., JI = J. integerrima Jacq., JC = J. curcas L., JM =  J. multifida L., JG = J. gossypifolia L., RC = R. 
communis L. as outgroup). 
 
ผลการจัดกลุ่มพืชในสกุล Jatropha พบว่าสบู่ด ามีความ
เหมือนกับเข็มปัตตาเวียมากที่สดุ รองลงมาคือ หนุมานนั่ง
แท่น สบู่แดง และฝ่ินต้น ตามล าดบั ถึงแม้ว่า Basha and 
Sujatha (2009) รายงานว่าสบู่แดง (J. gossypifolia L.) มี
ความใกล้ชิดกบัสบูด่ า (J. curcas L.) มากกวา่เข็มปัตตาเวีย 
(J. integerrima Jacq.) แต่ผลการทดลองครัง้นีก็้สอดคล้อง
กับการศึกษาความสัมพัน ธ์ทางพันธุกรรมในพืชสกุล 
Jatropha โดย Dhillon et al. (2009), Sudheer 
Pamiadiamarri et al. (2009a) และ Sudheer 
Pamidiamarri et al. (2009b) รายงานว่า เข็มปัตตาเวีย (J. 
integerrima Jacq.) มีความเหมือนทางพนัธุกรรมกบัสบู่ด า 
(J. curcas L.) มากที่สดุในกลุม่พืชสกุล Jatropha ที่น ามา
ศึกษา ซึ่งน่าจะเป็นเหตผุลที่ท าให้การผสมข้ามชนิดระหว่าง
สบู่ด าและเข็มปัตตาเวีย ประสบความส าเร็จมากที่สดุ เมื่อ
เปรียบเทียบกบัคู่ผสมระหว่างสบู่ด ากบัพืชในสกุล Jatropha 
ชนิดอื่น (Parthiban et al., 2009)  

 
การผสมข้ามชนิดระหว่างสบู่ด ากับพืชในสกุล Jatropha  
 

จากการผสมระหว่างสบู่ด ากบัเข็มปัตตาเวีย (JC x 
JI) สบูด่ ากบัหนมุานนัง่แทน่ (JC x JP) สบู่ด ากบัสบู่แดง (JC 
x JG) สบู่ด ากบัฝ่ินต้น (JC x JM) รวม 429 คู่ รายละเอียด
แต่ละคู่ผสมดัง Table 1 มีการติดผลหรือผสมติดได้ผล
จ านวน 80 ผล ได้เมล็ดทัง้หมด 149 เมล็ด เมล็ดงอก 83 ต้น 
ได้รับการยืนยนัความเป็นลกูผสมโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
โดยลูกผสมมีแอลลีล ณ ต าแหน่งหนึ่งๆ จากทัง้พ่อและแม ่
ประกอบลกัษณะสณัฐานที่มีลกัษณะอยู่ระหว่างพ่อและแม่
จ านวน 11 ต้น (Figure 2) สว่นใหญ่ของลกูที่ได้จากการผสม
พบแต่แอลลีลของสบู่ด าที่ใช้เป็นแม่เท่านัน้ จึงไม่สามารถ
ยืนยนัความเป็นลกูผสมได้ กลไกการติดผลโดยไม่พบแอลลี
ลของพ่อในสบู่ด า น่าจะได้มีการศึกษาต่อไป ในลูกผสมที่
ได้ รับการยืนยันความเป็นลูกผสมดังกล่าว เป็นลูกผสม

Coefficient

0.04 0.28 0.52 0.76 1.00

JI1MW

 JP 

 JI1 

 JI2 

 JC1 

 JC2 

 JM1 

 JM2 

 JG1 

 JG2 

 RC 

100 
100 

97 

80 

63 
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ระหว่างสบู่ด ากบัเข็มปัตตาเวีย 8 ต้น ลกูผสมระหว่างสบู่ด า
กบัหนมุานนัง่แทน่ 2 ต้น และลกูผสมระหวา่งสบู่ด ากบัฝ่ินต้น 
1 ต้น ลกัษณะใบและดอก โดยเฉพาะลกูผสมระหว่างสบู่ด า
กบัเข็มปัตตาเวีย คล้ายกับผลการศึกษาของ Sujatha and 
Prabakaran (2003) ช่อดอกดกคล้ายเข็มปัตตาเวียแต่การ
ติดผลน้อยกวา่สบูด่ า ต้องปรับปรุงพนัธุ์โดยผสมกลบัไปที่สบู่
ด าต่อไป เพื่อเพิ่มผลผลิตให้สงูขึน้ ลกูผสมระหว่างสบู่ด ากับ
หนมุานนัง่แทน่ และลกูผสมระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินต้น ให้ดอกมี
ลกัษณะเป็นช่อดอก ที่เมื่อปล่อยผสมเปิดหรือน าละอองเรณู
จากสบู่ด ามาผสม ยังไม่ประสบความส าเร็จในการติดผล 

จากการสงัเกตพุบวา่ดอกลกูผสมจากทัง้ 2 คูค่อ่นข้างร่วงง่าย 
Basha and Sujatha (2009) ศกึษาการงอกของ pollen tube 
ระหว่างคู่ผสมข้ามชนิด พบการงอกของ pollen tube ใน
ระหวา่งการผสมพนัธุ์ที่ไม่สามารถเจริญได้ตามปกติ อย่างไร
ก็ตามก็ยังมีรายงานความส าเร็จจากการผสมข้ามชนิดอยู่
พอสมควร โดยเฉพาะที่ประสบความส าเร็จมากที่สดุก็พบใน
คูผ่สมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวียเช่นเดียวกนั นอกจากนี ้
ยงัได้ลกูผสมระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินต้น โดยใช้ฝ่ินต้นเป็นต้นแม่
และสบูด่ าเป็นต้นพอ่อีกด้วย    

 
Table 1 Summary of interspecific crosses in this study  

Crosses  No. of flowers used  in 
pollination 

No. of fruits 
obtained 

No. of seeds 
obtained 

No .of germinated 
seeds 

No. of confirmed 
hybrids* 

JC x JI 148 36 (24.3%) 71 34 (47.9%) 8 (23.5%) 
JC x JP 156 23 (14.7%) 35 29 (82.8%)   2 (6.9%) 
JC x JG 62 15 (24.2%) 34 13 (38.2%) 0 (0%) 
JC x JM 63 6 (9.5%) 9 7 (77.8%) 1 (14.2%) 

Total 429 80 149 83 11 

* No. of confirmed hybrids were the results from DNA marker analysis (not mentioned in this article) 
 

 
Figure 2 Flowers and leaves of parents and their derived F1 hybrids. See color figure on the journal website. 

x J. Integerrima Jacq. 

F1 5 F1 12 F1 13 F1 21 

F1 35 F1 36 F1 47 F1 137 

x 
J. Multifida L. F1 192 

x 
J. podagrica  Hook. F1 242 F1 253 

J. curcas L. 

J. curcas L. 

J. curcas L. 
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จ านวนดอกเพศเมียในพืชมีความสมัพนัธ์โดยตรง
กบัผลผลติ เมื่อนบัจ านวนดอกเพศผู้และดอกเพศเมียของสบู่
ด า เข็มปัตตาเวีย และลูกผสมระหว่างพืชสองชนิดนีพ้บว่า 
สบู่ด ามีอัตราส่วนของดอกเพศเมียต่อดอกเพศผู้ ประมาณ 
1:14.7 ส่วนเข็มปัตตาเวียมีอตัราส่วนดอกเพศเมียต่อดอก

เพศผู้ประมาณ 1:7 ในขณะที่ลกูผสมจากคู่นีม้ีอตัราสว่นของ
ดอกเพศเมียต่อดอกเพศผู้ ตัง้แต่ 1:9.1 ถึง 1:14.9 ซึ่งโดย
ภาพรวมอตัราสว่นของดอกเพศเมียตอ่ดอกเพศผู้ในลกู F1 จะ
มีคา่อยูร่ะหวา่งสบูด่ าและเข็มปัตตาเวีย (Table 2)  

 

Table 2 Number of female flowers, male flowers and female/male flower ratio in F1 hybrids from the cross between J. 
curcas L. x J. integerrima Jacq. 
  

Plants No. of inflorescence 
examined 

No. of female 
flowers 

No. of male 
flowers 

Female/male flower 
ratio 

J. curcas L. 5 35 516 1:14.7 
J. integerrima Jacq. 5 16 112 1:7 

F1 5 5 34 480 1:14.1 
F1 12 7 69 875 1:12.7 
F1 13 6 38 346 1:9.1 
F1 21 12 92 1006 1:10.9 
F1 35 14 103 1538 1:14.9 
F1 36 13 105 1260 1:12 
F1 47 8 84 879 1:10.5 
F1137 8 55 702 1:12.8 

 
การตรวจสอบระดับของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอ 
เปรียบเทียบระหว่างสบู่ด า เข็มปัตตาเวีย และลูกผสม
รุ่น F1 
 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค MSAP เพื่อ
เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การเติมหมูเ่มธิลให้ดีเอ็นเอระหวา่งสบู่
ด า เข็มปัตตาเวีย และลูกผสมรุ่น F1 แถบดีเอ็นเอที่ได้จาก
เทคนิค MSAP ประกอบด้วยสองสว่นคือ แถบดีเอ็นเอในสว่น
ของชุดการตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI+MspI และ แถบดีเอ็นเอ
ในสว่นของชุดการตดัด้วยเอนไซม์ EcoRI+HpaII จากการใช้
ไพรเมอร์จ านวน 12 คู่ได้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 625 แถบคิด
เป็น 52.08 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ เคร่ืองหมาย MSAP จ านวน 
159 แถบเป็น monomorphic markers ในขณะที่
เคร่ืองหมาย MSAP 466 แถบ บ่งชีก้ารเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็น
เอไม่เท่ากันระหว่างพ่อแม่และลกูผสม เมื่อแปลงข้อมูลตาม
รูปแบบของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอ ได้ผลของแต่ละ
รูปแบบดงั Table 3 โดยพบวา่รูปแบบท่ี 1 สามารถพบได้มาก

ที่สดุในทกุตวัอยา่งที่ศกึษา ในขณะที่จ านวนของรูปแบบที่ 4, 
2 และ 3 มีจ านวนลดลงตามล าดบั  

การค านวณเปอร์เซ็นต์ของการเติมหมูเ่มธิลให้ดีเอ็น
เอ จากแถบดีเอ็นเอที่ได้พบว่า สบู่ด ามีเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่
เมธิลเทา่กบั 53.92% สว่นเข็มปัตตาเวียมีเปอร์เซ็นต์การเติม
หมูเ่มธิลเทา่กบั 53.12% ในขณะท่ีลกูผสมทกุต้นมีเปอร์เซ็นต์
ของการเติมหมูเ่มธิลให้ดีเอ็นเอลดลง เมื่อเทียบกบัสบู่ด าและ
เข็มปัตตาเวีย โดยเฉพาะลูกผสมหมายเลข 12 (สบู่ด า 
US8.45K x เข็มปัตตาเวีย) มีเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่เมธิล 
น้อยที่สดุคือ 35.68% เมื่อวิเคราะห์รูปแบบของการเติมหมู่
เมธิลโดยวิธี PCA พบวา่ลกูผสมทกุต้น มีรูปแบบของการเติม
หมู่เมธิลใกล้เคียงกับสบู่ด ามากกว่าเข็มปัตตาเวีย และ
ลกูผสมหมายเลข 12 ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่เมธิลน้อย
ที่สดุ จะกระจายตวัแยกออกจากกลุ่มลกูผสมต้นอื่นๆ อย่าง
ชดัเจน (Figure 3)    
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Table 3 Pattern of MSAP fingerprints and percentage of DNA methylation among J. curcas L. (JC), J. integerrima 
Jacq. (JI) and their F1 hybrids  
 

Pattern JC F15 F112 F113 F121 F135 F136 F147 JI 
1 288 347 402 354 346 335 341 348 293 
2 65 63 63 64 69 68 71 66 56 
3 21 31 32 20 24 29 24 23 21 
4 251 184 128 187 186 193 189 188 255 

Total 625 625 625 625 625 625 625 625 625 
%MET 53.92 44.48 35.68 43.36 44.64 46.40 45.44 44.32 53.12 

   

 
Figure 3 Principal component analysis of J. curcas L. (JC), J. integerrima Jacq. (JI) and the derived F1  hybrids 
based on 625 MSAP markers 
 

ผลการทดลองที่ได้เป็นไปในทิศทางตรงข้ามกับ
การศึกษาของ Koroma et al. (2011) ซึ่งศึกษาการเติมหมู่
เมธิลให้ดีเอ็นเอใน Xenopus laevis, Xenopus muelleri 
และลกูผสมจากสตัว์สองชนิดนี ้โดยใช้เทคนิค MSAP พบว่า
ลกูผสมมีเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่เมธิลสงูกว่าพ่อ 70.6% และ
สงูกวา่แม ่64.5% ในขณะที่การศึกษาระดบัการเติมหมู่เมธิล
ในลกูผสมฝ้ายโดย Zhao et al. (2008) พบว่าลกูผสมที่มี
ความเป็น heterosis สงู (highly heterotic hybrid) จะมีการ
เติมหมู่เมธิลที่น้อยกว่าลกูผสมที่มีความเป็น heterosis ต ่า 
(lowly heterotic hybrid) เมื่อเทียบกับสายพันธุ์พ่อแม ่
อย่างไรก็ตามการรวมกันของจีโนมต่างชนิด จากการผสม

ระหว่างชนิดหรือระหว่างสกุล รวมถึงการเกิด heterosis ใน
ลกูผสมมีปัจจยัหลายอย่างที่เก่ียวข้อง การเติมหมู่เมธิลให้ดี
เอ็นเอเป็นกระบวนการทาง epigenetic มีผลตัง้แต่การ
ควบคุมแสดงออกของยีนไปจนถึงการจัดการภายในจีโนม 
(genome management) กระบวนการดังกล่าวมีความ
แตกต่างกันไปในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด (โชติกา, 2554) ผล
การศึกษานีบ้่งชีไ้ด้ว่าลกูผสมของสบู่ด ากับเข็มปัตตาเวียทุก
ต้นมีการเติมหมูเ่มธิล น้อยกวา่พอ่แม ่ 
 
การศึกษาผลการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในลูกผสมข้าม
ชนิด  

JI

473635
2113

12

5

JC

0.280.28

0.030.03

-0.23-0.23

Dim-2Dim-2

-0.48-0.48

-0.74-0.74-0.25-0.25

-0.70-0.70

-0.08-0.08

-0.46-0.46

Dim-3Dim-3
0.090.09

Dim-1Dim-1

-0.22-0.22

0.270.27

0.020.02

0.440.44

0.250.25

JC x JI hybrids 
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การศึกษาผลการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสในลูกผสม โดย
เตรียมเซลล์จากตัวอย่างดอกเพศผู้ ที่เพิ่งเสร็จสิน้การแบ่ง
เซลล์ ตรวจสอบลกัษณะของ tetrad ของลกูผสมทีไ่ด้จากการ
ผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวีย สบู่ด ากบัฝ่ินต้น และสบู่
ด ากับหนุมานนัง่แท่น หากไมโอซิสเป็นปกติ ก็จะพบ tetrad 
ปกติที่มีขนาดเท่าๆ กัน ในระยะอินเตอร์เฟสก่อนเข้าสู่การ
แบ่งเซลล์แบบไมโอซิสโดยทั่วไป จะมีการเข้าคู่กันของ
โครโมโซม พฤติกรรมดงักล่าวเกิดได้ 3 กรณี 1) โครโมโซม
สามารถเข้าคู ่เกิดรีคอมบิเนชนั และมีการแยกเป็นสองโครมา
ติดได้อย่างสมบูรณ์ 2) มีการเข้าคู่กนัของโครโมโซมแต่ไม่มี
การเกิดรีคอมบิเนชนั 3) ไม่มีการเข้าคู่กนัของโครโมโซม หรือ
ถ้า เ กิดก็ เ กิดไ ด้ในบางบริ เ วณของโครโมโซมเท่านั น้ 
(Nasrallah et al., 2000; Singh, 2003; Nicolas et al., 
2005) อย่า งไร ก็ตามการตรวจสอบการ เ ข้าคู่ กันของ
โครโมโซมกระท าได้ยาก เนื่องจากโครโมโซมมีขนาดเล็ก จึง
ใช้วิธีตรวจสอบผลการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส โดยพิจารณา
จากลกัษณะของ tetrad ในลกูผสมแทน ผลการตรวจสอบพบ 
tetrad ที่มีขนาดใหญ่และเล็กในบางเซลล์ของลูกผสม 
(Figure 4) แสดงว่าในลกูผสมมีความผิดปกติของการแบ่ง
เซลล์แบบไมโอซิสเกิดขึน้ ซึ่งอาจส่งผลท าให้การติดผลของ

ลูกผสมน้อยลงเมื่อเทียบกับสบู่ด า  Prabakaran and 
Sujatha (1999) พบความผิดปกติในขนาดของ tetrad ใน
ลูกผสมระหว่างสบู่ด า (J. curcas L.) กับสบู่แดง (J. 
gossypifolia L.) นอกจากนีย้ังมีรายงานการพบความ
ผิดปกติในการเข้าคู่กนัของโครโมโซม ในการแบ่งเซลล์แบบ
ไมโอซิสของลูกผสมในพืชหลายชนิด เช่น ลูกผสมในสกุล
Helianthus (Terzic et al., 2006) ลกูผสมระหว่าง Oryza 
sativa และ O. nivara (Niroula et al., 2009) ลกูผสม
ระหว่าง Manihot esculenta Crantz และ M. neusana 
Massar (Nassar et al., 1995) ลกูผสมระหว่าง Silene 
latifolia และ S. viscose (Markova et al., 2006) ความไม่
สมบูรณ์ในการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ของลูกผสม F1 อาจมี
สาเหตมุาจากความผิดปกติที่เกิดขึน้ในระหว่างการแบ่งเซลล์
แบบไมโอซิส โดยในลกูผสมข้ามชนิดมกัพบจ านวนเรณูที่มี
ชีวิตน้อย อย่างไรก็ตาม Terzic et al.(2006) เสนอว่าความ
ผิดปกติที่พบในการแบง่เซลล์แบบไมโอซิส ซึ่งเป็นสาเหตขุอง
ความไม่สมบูรณ์เพศ ไม่ได้มีผลโดยตรงต่อความมีชีวิตของ
เรณ ู และการที่เรณูที่มีชีวิตมีจ านวนน้อย ก็อาจไม่เก่ียวข้อง
กบัผลของการผสมข้ามชนิด  

 

 
 
Figure 4 Meiotic study of interspecific hybridization. Abnormal tetrads were observed in meiotic cells of F1 

hybrids of J. curcas L. x J. integerrima Jacq. (F1 35 & F1 36), J. curcas L. x J. multifida L. (F1 192) and J. curcas 
L. x J. podagrica Hook. (F1 253) as indicated by black arrow. See color figure on the journal website. 
 
สรุปผลการทดลอง 
 จากการศึกษาความสมัพนัธ์ทางพันธุกรรมของ
พืชในสกลุ Jatropha ได้แก่ สบูด่ า สบู่แดง เข็มปัตตาเวีย หนุ
มานนัง่แท่น ฝ่ินต้น โดยมีละหุ่งเป็นพืชต่างสกุลเปรียบเทียบ 
ด้วยเทคนิค AFLP พบวา่สบูด่ า มีความเหมือนทางพนัธุกรรม

กบัเข็มปัตตาเวียมากที่สดุ ซึ่งน่าจะเป็นสาเหตทุี่ท าให้ คู่ผสม
ระหว่างสบู่ด ากบัเข็มปัตตาเวียเป็นคู่ผสมที่ให้ผลดีที่สดุ และ
ได้จ านวนลกูผสมที่สามารถยืนยนัได้ โดยใช้เคร่ืองหมายดี
เอ็นเอมากที่สดุ นอกจากนีย้งัได้ลกูผสมจากคูผ่สมระหวา่งสบู่
ด ากับหนุมานนั่งแท่น และสบู่ด ากับฝ่ินต้น โดยลูกผสม

F1 36 F1 35 F1 192 F1 253 
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ระหว่างสบู่ด ากบัฝ่ินต้น และสบู่ด ากบัหนุมานนัง่แท่น ให้ช่อ
ดอกแตย่งัไมส่ามารถติดผลได้ สว่นลกูผสมระหว่างสบู่ด ากบั
เข็มปัตตาเวีย สามารถให้ดอกและติดผลได้ปานกลาง เมื่อ
ศึกษาจ านวนดอกเพศเมียต่อดอกเพศผู้ ในลูกผสม F1 
ระหว่างสบู่ด ากับเข็มปัตตาเวียพบว่าอยู่ในช่วง 1:9.1 ถึง 
1:14.9 ซึ่งเป็นจ านวนที่อยู่ระหว่างสบู่ด าและเข็มปัตตาเวีย 
พบเปอร์เซ็นต์การเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอเมื่อประเมินด้วย
เทคนิค MSAP ในลกูผสมทกุต้นน้อยกวา่ในพ่อและแม่ และมี
แนวโน้มของการเติมหมู่เมธิลให้ดีเอ็นเอใกล้เคียงกับสบู่ด า
มากกว่าเข็มปัตตาเวีย ผลการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสใน
ลกูผสมทัง้ 3 คู่พบ tetrad มีขนาดใหญ่และเล็กกว่าขนาด
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