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บทคัดยอ 
 รากของตนหนอนตายหยากชนิด Stemona 
curtisii สามารถนํามาผลิตสารกําจัดศัตรูพืชไดเนื่องจากมี
สารแอลคาลอยดชนิด stemocurtisine แตการผลิตสาร
กําจัดศัตรูพืชในระดับอุตสาหกรรมพบวามีปญหาในการ
จัดซื้อวัตถุดิบเพราะไมสามารถแยกความแตกตางของ
รากชนิด S. curtisii กับรากหนอนตายหยากชนิดอ่ืนได
ดวยตาเปลา ในการทดลองนี้จึงใชเครื่องหมายโมเลกุล
จากเทคนิค high annealing temperature random 
amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) ในการจําแนก
ชนิดของตนหนอนตายหยากจากสวนราก โดยวิธี ท่ี
เหมาะสมสําหรับสกัดดีเอ็นเอจากสวนรากคือ วิธีของ 
Dellaporta et al. (1983) เมื่อนําดีเอ็นเอมาตรวจสอบดวย
เทคนิค HAT-RAPD โดยใชไพรเมอรจํานวน 20 ไพรเมอร 
พบวามี 10 ไพรเมอร ไดแก B-01, B-05, B-07, N-13, N-18, 
O-10, OPAG 07, OPAG 14, OPAI 08 และ OPAJ 09 
ท่ีแสดงลายพิมพดีเอ็นเอของ S. curtisii แตกตางจาก
หนอนตายหยากชนิดอ่ืน 
 
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. 
 
คําสําคัญ: หนอนตายหยาก, เครื่องหมายโมเลกุล, ลาย
พิมพดีเอ็นเอ, เทคนิค HAT-RAPD 
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บทนํา 
 ประเทศไทยมีการใชสารเคมีในภาคการเกษตร
เพ่ือใหไดผลผลิตสูง เชน สารเคมีปราบศัตรูพืช หรือปุยเคมี 
ทําใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอม จึงไดสงเสริมการใชสาร
สกัดจากธรรมชาติเพ่ือทดแทนการใชสารเคมีศัตรูพืช เชน 
ตนหนอนตายหยาก (Stemona spp.) ท่ีสามารถกําจัด
แมลงศัตรูพืชไดหลายชนิด เชน หนอนกระทูผัก หนอนใยผัก 
ดวงหมัดผัก และดวงงวงขาวโพด (อริยาภรณ และคณะ, 
2547) โดยสารออกฤทธิ์ท่ีตนหนอนตายหยากสรางเปน
สารแอลคาลอยด (alkaloid) ไดหลายชนิด เชน stemonine, 
stemonidine และ stemocurtisine (นิจศิริ และ พยอม, 
2534) โดยพบวาสาร stemocurtisine มีประสิทธิภาพใน
การกําจัดหนอนไดดีท่ีสุด (ดรุณลักษม, 2544) และมี
การศึกษาพบวารากของ S. curtisii มีสาร stemocurtisine 
อยูมากท่ีสุด (Mungkornasawakul et al., 2003)  
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มหาวิทยาลัยเชียงใหม มหาวิทยาลัยแมโจ และ
กรมสงเสริมคุณภาพส่ิงแวดลอม ไดรวมกันพัฒนาการใช
สารสกัดจากรากตนหนอนตายหยากทดแทนการใช
สารเคมีกําจัดศัตรูพืช จนไดผลิตภัณฑท่ีมีชื่อวา “ไบโอเพส” 
(คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม และคณะ, 2551) 
แตในการผลิตระดับอุตสาหกรรมพบปญหาการจัดซื้อ
วัตถุดิบ เนื่องจากไมสามารถแยกความแตกตางระหวาง
รากของ S. curtisii กับชนิดอ่ืนไดดวยตาเปลา เนื่องจาก
ลักษณะสัณฐานของตนหนอนตายหยากแตละชนิดมีความ
คลายคลึงกัน การจัดจําแนกตองอาศัยนักอนุกรมวิธานที่มี
ความชํานาญโดยเฉพาะสวนรากที่นํามาใชเปนวัตถุดิบ 
การตรวจสอบชนิดของรากดวยเคร่ืองหมายโมเลกุลจึง
เปนทางออกสําหรับปญหานี้  

การตรวจสอบชนิดหรือสายพันธุของพืชดวย
เทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกุล เริ่มเปนท่ียอมรับในทาง
การคา เชน การตรวจสอบการปลอมปนในขาวหอมมะลิ 
105 กับขาวอื่น เชน ขาวหอมปทุมธานี 1 (สมวงษ และ 
อภิชาติ, 2544) สําหรับการศึกษาในครั้งนี้ไดเลือกใช
เทคนิค high annealing temperature random amplified 
polymorphic DNA (HAT-RAPD) (Anutalabhochai et 
al., 2000) ซึ่งเปนเทคนิคท่ีพัฒนามาจากเทคนิค random 
amplified polymorphic DNA (RAPD) แตมีความแมนยํา
สูงกวาและสามารถทําซ้ําแลวไดผลเหมือนเดิม อีกท้ังมี
ขั้นตอนไมยุงยากซับซอนและมีตนทุนถูกท่ีสุดเมื่อเทียบ
กับเทคนิคเครื่องหมายโมเลกุลเทคนิคอ่ืนๆ เชน เทคนิค 
restriction fragment length polymorphism หรือเทคนิค 
amplified fragment length polymorphism 
 การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีการ
ตรวจสอบชนิดของตนหนอนตายหยากจากสวนรากที่ใช
เปนวัตถุดิบสําหรับการสกัดสารกําจัดศัตรูพืช ท่ีสามารถ
ระบุความแตกตางระหวางตนหนอนตายหยากชนิด S. 
curtisii กับตนหนอนตายหยากชนิดอ่ืนได 
 
อุปกรณและวิธีการ 
ตัวอยางท่ีใชในการทดลอง 
 ตัวอยางใบสดของตนหนอนตายหยากที่ทราบ
ชนิดแนนอนจากแปลงรวบรวมพันธุ สถานีเกษตรแม
เหียะ มหาวิทยาลัยเชียงใหมจํานวน 5 ตัวอยาง ไดแก S. 
curtisii จํานวน 2 ตัวอยาง, S. burkillii จํานวน 1 ตัวอยาง 

และ S. tuberosa จํานวน 2 ตัวอยาง และตัวอยางราก
แหงจากโรงงานจํานวน 2 ตัวอยาง กําหนดเปน 
unknown 1 และ unknown 2 
 
การสกัดดีเอ็นเอและการตรวจสอบคุณภาพ 
 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางท้ังหมดดวยวิธีการของ 
Dellaporta et al. (1983) โดยลางตัวอยางใหสะอาด ตัด
เปนชิ้นเล็กๆ บดตัวอยางท่ีมีน้ํ าหนักประมาณ 200 
มิลลิกรัม ในโกรงพรอมไนโตรเจนเหลว ตักตัวอยางใส
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีมี extraction buffer 
(500 mM NaCl, 50 mM EDTA pH 8.0, 100 mM Tris–
HCl pH 8.0, 20% SDS 70 ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex จากน้ันนําไป
บมในอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลว
นํามาเติม 5M potassium acetate ปริมาตร 350 
ไมโครลิตร  เขยาอยางแรงแลวแชนําแข็งเ พ่ือชวย
ตกตะกอนโปรตีน จากนั้นนําไปหมุนเหว่ียงเพ่ือใหโปรตีน
ตกลงมาดานลาง สวนดีเอ็นเอและอาร เอ็นเออยู ใน
สารละลายดานบน ดูดสารละลายดานบนใสหลอดใหม 
จากนั้นเติม isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร เก็บ
ไวท่ี –20 องศาเซลเซียสนานขามคืน จากน้ันนําไปหมุน
เหวี่ยง เทสารละลายท้ิง ลางตะกอนดวย 70% ethanol 
นําไปหมุนเหว่ียงอีกครั้งแลวเทสารละลายท้ิง ปลอยให
ตะกอนแหง จากนั้นนํามากําจัดอารเอ็นเอท่ีปนเปอนอยู 
แลวนําดีเอ็นเอที่ไดไปตกตะกอนอีกครั้งดวย 100% 
ethanol และ 3M sodium acetate (pH 5.2) และละลาย
ตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer กอนนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 
-20 องศาเซลเซียส นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาตรวจสอบ
คุณภาพและปริมาณโดยวิธีอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกา
โรสความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมา
ปรับความเขมขนใหแตละตัวอยางมีความเขมขน 20    
นาโนกรัมตอไมโครลิตร จากนั้นนําไปทําปฏิกิริยาพีซีอาร 
 
การสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค HAT-RAPD 
 นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากตัวอยางตนหนอนตาย 
หยากท่ีทราบชนิดจากแปลงรวบรวมพันธุ จํานวน 5 

ตัวอยาง มาสรางลายพิมพดีเอ็นเอ โดยเตรียมปฏิกิริยา
พีซีอารท่ีประกอบดวย 1X PCR buffer, 4 mM MgCl2,  
5 μM primer (Table 1), Taq DNA polymerase 0.5 หนวย 
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(Fermentus, California, USA) และ genomic DNA 40 
นาโนกรัม นําไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง Thermo 
cycler โดยใชอุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร ดังนี้ 
ขั้นตอน initial melting step ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 
2 นาที 1 รอบ, 35 รอบของ 3 ขั้นตอนยอยท่ีประกอบดวย 
denaturation stage ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที
annealing stage ท่ีอุณหภูมิ 46 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
extension stage ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที 
และ final extension step ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
10 นาที 1 รอบ จากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอารโดยวิธี 
อิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 1.8 เปอรเซ็นต 
นําแถบดีเอ็นเอของตัวอยางท่ีทราบชนิดท้ัง 5 ตัวอยางมา
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกตางของแถบดีเอ็นเอ 
เพ่ือหาไพรเมอรท่ีเหมาะสมในการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ี
สามารถระบุความแตกตางระหวาง S. curtisii กับตน
หนอนตายหยากชนิดอ่ืน จากน้ันนําดีเอ็นเอที่สกัดจาก
รากแหงท่ีไดจากโรงงานมาสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวย
ไพรเมอรท่ีคัดเลือกไวแลว 
 
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 
 

ผลการทดลองและวิจารณ 
การสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิค HAT-RAPD 
 ในการทดลองครั้งนี้ ไดสรางลายพิมพดีเอ็นเอ
จากตัวอยางตนหนอนตายหยากที่ทราบชนิดแนนอนแลว
จํานวน 3 ชนิด ไดแก S. curtisii ซึ่งเปนหนอนตายหยาก
ชนิดท่ีสามารถนํามาผลิตสารกําจัดศัตรูพืชได S. burkillii 
และ S. tuberosa จากนั้นนําลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยาง
เหลานี้ไปเปรียบเทียบกับลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางราก
แหงจากโรงงานทั้ง 2 ตัวอยาง เพ่ือตรวจสอบวาตัวอยาง
จากโรงงานเปนหนอนตายหยากชนิด S. curtisii หรือไม 
 ลายพิมพดีเอ็นเอท่ีใชในการทดลองคร้ังนี้ไดจาก
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาพีซีอารโดยใช
อุณหภูมิในขั้น annealing stage ท่ี 46 องศาเซลเซียส 
ทดสอบกับไพรเมอร HAT-RAPD จํานวน 20 ชนิด พบวา
มีไพรเมอร 10 ชนิด ท่ีไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ สวนไพรเมอร
อีก 10 ชนิด ไดแก ไพรเมอร B-01, B-05, B-07, N-13, 
N-18, O-10, OPAG 07, OPAG 14, OPAI 08 และ OPAJ 
09 ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีสามารถระบุความแตกตาง
ระหวางตนหนอนตายหยากชนิด S. curtisii กับตนหนอน
ตายหยากชนิดอ่ืนได เมื่อนําไพรเมอรดังกลาวไปทดสอบ
กับรากท่ีไดจากโรงงาน พบวาตัวอยาง unknown 1 และ 
unknown 2 มีลายพิมพดีเอ็นเอท่ีตรงกับตัวอยางชนิด  
S. tuberosa และ S. curtisii ตามลําดับ (Figure 1 and 2) 
ท้ังนี้การปรากฏของแถบดีเอ็นเอเกิดจากการท่ีไพรเมอร
เขาจับกับดีเอ็นเอแบบสุมท่ัวท้ังจีโนม ความแตกตางของ
ลายพิมพดีเอ็นเอระหวางตัวอยางเกิดจากจํานวนของ
ตําแหนงท่ีไพรเมอรเขาเกาะไมเหมือนกัน หรือมีการ
เปล่ียนแปลงลําดับนิวคลีโอไทดบริเวณที่ไพรเมอรเกาะ 
หรือบริเวณท่ีอยูระหวางตําแหนงเกาะของไพรเมอรเกิด 
ดีเอ็นเอเพ่ิมขึ้นมาหรือขาดหายไป (Micheli et al., 1994) 
 จากการทดสอบไพรเมอร 20 ชนิดแลวพบวามี 
10 ไพรเมอรท่ีปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีสามารถระบุความ
แตกตางระหวางตนหนอนตายหยากชนิด S. curtisii กับ
ตัวอยางชนิดอ่ืนได สวนอีก 10 ไพรเมอรไมปรากฏแถบ 
ดีเอ็นเอนั้น สอดคลองกับงานวิจัยของศรีสุลักษณ และ
คณะ (2547) ท่ีไดจําแนกความแตกตางทางพันธุกรรมใน
ระดับดีเอ็นเอของตนหนอนตายหยากจํานวน 9 ตัวอยาง 
ดวยเทคนิค random amplified polymorphic DNA 
(RAPD) พบวาสามารถแบงตัวอยางไดเปน 2 กลุม แตไม
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สอดคลองกับลักษณะสัณฐานของราก โดยกลุมท่ี 1 มีตน
หนอนตายหยากชนิด S. tuberosa, S. kerrii และตัวอยาง
ท่ีไมทราบชนิด กลุมท่ี 2 มีตนหนอนตายหยากชนิด  
S. curtisii และตัวอยางท่ีไมทราบชนิด ท้ังนี้ในการวิจัย
ครั้ งนี้ ได ใช ไพร เมอรบางตัว ท่ี เหมือนกับงานของ 

ศรีสุลักษณและคณะ (2547) ไดแก 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 แตพบวาลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจาก
เทคนิค HAT-RAPD มีจํานวนของแถบดีเอ็นเอท่ีนอยกวา 
แตมีความชัดเจนมากกวาเทคนิค 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). 
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ในการวิจัยพบวาตัวอยางตนหนอนตายหยากที่
เปนชนิดเดียวกันปรากฏแถบดีเอ็นเอบางสวนแตกตางกัน 
โดยสังเกตจากแถบดีเอ็นเอของคูตัวอยาง T1 และ T2 ท่ี
เปน S. tuberose และคูตัวอยาง C1 และ C2 ท่ีเปน S. 
curtisii โดยความแตกตางของแถบดีเอ็นเอท่ีพบใน
ตัวอยางตนหนอนตายหยากที่เปนชนิดเดียวกันเกิดจาก
ความหลากหลายทางพันธุกรรมในส่ิงมีชีวิตชนิดเดียวกัน 
แสดงใหเห็นวาตนหนอนตายหยากชนิด S. curtisii ใน
ธรรมชาติมีหลายสายพันธุ และยังแสดงใหเห็นวาเทคนิค 
HAT-RAPD สามารถจําแนกตนหนอนตายหยากไดถึง
ระดับสายพันธุ ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Chundet et 
al. (2007) ท่ีพบวาเทคนิค HAT-RAPD สามารถแยก
ความแตกตางของล้ินจี่ (Litchi chinensis) ลูกผสมได 
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