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ในประเทศไทยด้วยข้อมูลดเีอ็นเอ
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ABSTRACT

Species	boundaries	among	Ilex	L.	(Aquifoliaceae)	are	often	not	clear-cut	due	to	the	
morphological	overlap	of	related	species.	Genetic	differentiation	is	thus	needed	to	clarify	
their	relationship.	In	the	present	study,	we	aimed	to	investigate	the	phylogenetic	relationships	
of	Thai	Ilex	species	using	DNA	barcode	technique.	The	DNA	barcodes	of	matK, rpl32-trnL, 
trnL-trnF	and	ITS	were	examined	and	analyzed	using	Maximum	Parsimony	method.	A	total	
of	54	DNA	sequence	data	obtained	from	this	study	representing	14	species	of	Thai	 Ilex.	 
The	 phylogenetic	 trees	 resulted	 in	 five	 congruent	 main	 clades	 with	 morphological	 
classification.	Subgenus	Aquifolium	Section	Aquifolium	comprised	I. odorata	and	I. pubifructa 
whereas	the	sectional	placement	for	I. depressifructu	was	still	unclear.	Subgenus	Byronia 
Section Byronia	comprised	I. cymosa,	I. wallichii,	Ilex	sp.	(1)	and	Ilex	sp.	(2);	Section	Lioprinus  
comprised	 I. phanganensis	 and	 I. umbellulata;	 Section	Paltoria	 comprised	only	 I. triflora.		
Subgenus	Prinos	Section	Micrococca	comprised	only	I. micrococca.	The	results	confirmed	
species	 identification	 based	 on	morphology.	 The	 placements	 in	 the	 phylogenetic	 trees	 
supported	grouping	classification	for	I. depressifructu,	I. phanganensis	and	I. pubifructa	which	
were	recently	described	as	new	species	for	Thailand	and	could	be	used	as	guideline	for	
identifying	the	two	unknown	species.	More	representative	species	of	Ilex	and	variable	DNA	
barcodes	should	be	added	to	resolve	the	indefinable	information	from	the	present	study	
and	to	complete	research	on	diversity	of	Aquifoliaceae	in	Thailand.
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บทคัดย่อ
พชืสกลุ	Ilex			L.	ในวงศ์ศลิา	(Aquifoliaceae)	

มีความผันแปรทางสัณฐานท่ีคาบเกี่ยวกันระหว่าง
ชนิดสูง	 ทำาให้ยากในการจำาแนกชนิดที่ใกล้ชิด
ออกจากกัน	 จึงจำาเป็นต้องใช้ข้อมูลทางพันธุกรรม 
มาช่วยในการอธิบายความใกล้ชิดของชนิดพืช	 
งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาสายสมัพนัธ์ทาง
วิวัฒนาการของพืชวงศ์ศิลาในประเทศไทยด้วย
เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด	 โดยใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ด 
บริเวณ	 matK,	 rpl32-trnL,	 trnL-trnF	 และ	 
ITS	และวิเคราะห์ผลด้วยวิธ	ีMaximum	Parsimony	 
ผลการศึกษาได้ข้อมูลดีเอ็นเอ	 54	 ข้อมูล	 จัดเป็น 
ข ้อมูลความหลากหลายของสกุล	 I lex	 ใน
ประเทศไทย	 14	 ชนิด	 ผลการวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการสามารถจำาแนกพืชออก
เป็น	 5	 กลุ ่ม	 (clade)	 ซึ่งสอดคล้องกับการ
จำาแนกด้วยข้อมูลทางสัณฐาน	 ดังนี้	 สมาชิกใน	
Subgenus	 Aquifolium	 Section	 Aquifolium  
ได้แก่	 I. odorata	 และ	 I. pubifructa	 ส่วน	 
I. depressifructu ยังแสดงตำาแหน่งของ	section	 
ได้ไม่ชัดเจนภายใต้	Subgenus	นี้	สำาหรับสมาชิก
ใน	Subgenus Byronia	Section	Byronia	ได้แก่	
I. cymosa,	I. wallichii,	Ilex	sp.	(1)	และ	Ilex	sp.	
(2);	Section	Lioprinus	ได้แก่	I. phanganensis 
และ	 I. umbellulata;	 Section	 Paltoria	 ได้แก่	 
I. triflora	 และสมาชิกใน	 Subgenus Prinos  
Section	Micrococca	 ได้แก่	 I. micrococca  
	ซึง่ผลการศกึษาสามารถยนืยนัการระบชุือ่ท่ีถกูต้อง
ของพืช	และใช้เป็นข้อมลูสนบัสนุนการจำาแนกกลุ่ม
ของ	 I. depressifructu,	 I. phanganensis	และ	
I. pubifructa	 ที่เพ่ิงมีการค้นพบในประเทศไทย 
เป็นพืชชนิดใหม่ของโลก	 และใช้เป็นแนวทางใน
การระบุชนิดของ	unknown	species	ได้	และเพือ่

ให้การศึกษาทบทวนพืชวงศ์ศิลาในประเทศไทยมี
ความสมบรูณย์ิง่ขึน้	ควรศกึษาเพิ่มเติมตวัแทนพชื
และดเีอน็เอบาร์โค้ดทีมี่ความผันแปรสูงขึน้	สำาหรบั
ใช้ยนืยนัการจัดกลุ่มของชนิดพชืทีย่งัมีความสับสน

 

ค�าส�าคัญ: พืชวงศ์ศิลา,	 ดีเอ็นเอบาร์โค้ด,	 สกุล	 

Ilex	 ในประเทศไทย,	 การจำาแนกด้วยข้อมูลทาง

สัณฐาน,	ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

บทน�า
พืชสกุล	 Ilex	 L.	 เป็นพืชสกุลเด่ียวใน

วงศ์ศิลา	 (Aquifoliaceae)	 จัดเป็นกลุ่มพืชที่มี
ศักยภาพสำาคัญทางเศรษฐกิจ	 ทั้งทางการแพทย์	
สมุนไพร	อาหาร	ไม้ประดับ	หรือเชื้อเพลิง	(Chen	
and	Feng,	1999;	Gorzalczany	et al.,	2001;	
Hao	et al.,	2013;	Sosef	et al.,	1998)	มีการ 
กระจายพันธุ์อยู่ในวงจำากัด	 ทั่วโลกพบมากกว่า	
600	 ชนิด	 (Loizeau	 et al.,	 2016)	 ขณะที่
ประเทศไทยมีรายงานพบเพียง	 5	 ชนิด	 เท่านั้น	
(Craib,	1931)	และยงัไม่ได้มกีารบรรยายลกัษณะ
ทางพฤกษศาสตร์ของชนิดพืชเหล่านั้น	

การศึกษาวิจัยความหลากหลายและ
อนุกรมวิธานของชนิดพืชวงศ์ศิลาในประเทศไทย	
ได้เริ่มขึ้นอย่างจริงจังในปี	 พ.ศ.	 2557	 โดย	 
Pruesapan	 et al.	 (	 2014)	 ศึกษาในเบื้องต้น 
พบพชืวงศ์ศลิา	15	ชนดิ	และต่อมาได้รายงานเป็น
พืชชนดิใหม่ของโลก	3	ชนดิ	ได้แก่	Ilex pubifructa  
Pruesapan,	 S.	 Andrews	 &	 D.A.	 Simpson	
(Pruesapan	 et al.,	 2017),	 I. depressifructu 
Pruesapan	&	Welzen	และ	 I. phanganensis 
Pruesapan	&	Welzen	(Pruesapan	and	Welzen,	 
2021)	 แต่การระบุชื่อ	 (Identification)	 ชนิดพืช
สกุล	 Ilex	 ด้วยลักษณะทางสัณฐานยังมีความ
คลุมเครือ	 เนื่องจากเป็นพืชแยกเพศอยู่ต่างต้น	
(dioecious)	 อีกทั้งลักษณะทางสัณฐานมีความ
ผันแปรสูง	 โดยเฉพาะอย่างยิ่งหากตัวอย่างพืช
ที่นำามาศึกษาไม่มีส่วนสืบพันธุ ์ที่ครบสมบูรณ์	 
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ทั้งดอกเพศผู้	ดอกเพศเมีย	ผล	และเมล็ด	จะทำา 
ให้นักพฤกษอนุกรมวิธานระบุชื่อวิทยาศาสตร์ 
ได้ยาก	 และมักพบความผิดพลาดในการระบุชื่อ	
ถ้าใช้เฉพาะข้อมูลทางสัณฐานเพียงอย่างเดียว 
ที่ปรากฏอยู่บนชิ้นตัวอย่างพรรณไม้แห้งอ้างอิงที่
เก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์พืชต่าง	 ๆ	 นักวิจัยจึงได้ 
นำาเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด	 (DNA	 barcode)	 
มาช่วยในการยืนยันชนิดและแสดงความใกล้ชิด 
ของพืชวงศ์ศิลาอย่างแพร่หลาย	 โดยใช้ข้อมูล
ดเีอน็เอทัง้บริเวณของคลอโรพลาสต์และนวิเคลยีส 
ร่วมกัน	เช่น	rbcL, matK, trnL-F, psbA-trnH,	
ITS,	 ETS,	 gapC	 และ	 nepGS	 (Hao	 et al.,	
2013;	 Setoguchi	 and	 Watanabe,	 2000;	
Shi	et al.,	2016;	Yang	et al.,	2018)	มีการใช้ 
ข้อมูลดีเอ็นเอเหล่านี้ในการพิสูจน์ความสับสน
ในการระบุชื่อพืชที่มีลักษณะสัณฐานคล้ายคลึง
กันมากสำาเร็จ	เช่น	I. formosana	Maxim.	และ	 
I. tetramera	(Rehder)	H.Y.	Zou	(Yang	et al.,	
2018)	รวมถงึการใช้ตรวจสอบลูกผสมทีเ่กดิขึน้ใน
ธรรมชาติ	เช่น	พบว่า	I. dabieshanensis	K.	Yao	
&	M.B.	 Yeng	 เป็นลูกผสมระหว่าง	 I. cornuta  
Lindl.	&	Paxton	กับ	 I. latifolia	 Thunb.	 (Shi	 
et al.,	2016)	เป็นต้น	ซึง่การได้ทราบต้นกำาเนดิของ
ชนิดพืชที่ผสมข้ามเหล่านี้	 เป็นประโยชน์อย่างยิ่ง 
ต่องานด้านพฤกษอนุกรมวิธาน	วิวัฒนาการ	และ
การอนุรักษ์	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา
สายสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของพืชวงศ์ศิลาใน
ประเทศไทยด้วยข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด	 และ
เปรียบเทียบความใกล้ชิดของชนิดพืชที่จำาแนก
กลุ่มด้วยข้อมูลทางสัณฐาน	 เพื่อใช้เป็นข้อมูลใน
การระบุยืนยันชนิดพืชในวงศ์ศิลา

อุปกรณ์และวิธีการ
1. ตัวอย่างพืชที่ศึกษา

1.1 ตวัอย่างพชืทีใ่ช้ศกึษาข้อมลูดีเอ็นเอ
รวบรวมตวัอย่างพืชวงศ์ศลิา	จาก	2	แหล่ง	 

คือ	1)	เก็บตัวอย่างจากภาคสนาม	โดยเก็บรักษา

สภาพชิ้นส่วนใบไว้ในซิลิกาเจล	 พร้อมจัดทำา
พรรณไม้แห้งอ้างอิงของตัวอย่างเหล่านั้น	 และ
ลงทะเบียนเก็บรักษาไว้ในพิพิธภัณฑ์พืชกรุงเทพ	
กรมวิชาการเกษตร	(Bangkok	Herbarium,	BK)	
และ	2)	ใช้ตวัอย่างชิน้ใบจากตวัอย่างพรรณไม้แห้ง
ทีเ่กบ็รกัษาไว้ในหอพรรณไม้	กรมอทุยานแห่งชาต	ิ
สัตว์ป่า	และพันธุ์พืช	(The	Forest	Herbarium,	
BKF)	รวมทั้งสิ้น	19	taxa	(Table	1)	

1.2 ตัวอย่างพืชส�าหรับวิเคราะห์ความ
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ

ตัวอย่างพืชที่ใช้วิเคราะห์เป็น	 Ingroup	 
taxa	 ประกอบด ้วย	 พืชสกุล	 I lex	 L . 	 ที่
ศึกษาใหม ่ในงานวิจัยนี้ 	 จำานวน	 19	 taxa	 
(Table	 1)	 และตัวอย่างดีเอ็นเอที่เก็บบันทึกไว้
บนเว็บไซต์ของ	 GenBank,	 NCBI	 (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)	 ประกอบ
ด้วย	 ตัวอย่างของลำาดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ 
คลอโรพลาสต์	จำานวน	14	taxa	โดยคัดเลือกจาก
ชนิดพืชที่มีจีโนมสมบูรณ์	 แล้วตัดเฉพาะลำาดับ 
นวิคลโีอไทด์จาก	3	บรเิวณ	คอื	matK,	rpl32-trnL 
และ	trnL-trnF	มาศึกษา	และตัวอย่างของลำาดับ
นวิคลโีอไทด์บรเิวณนวิเคลยีส	ITS	จำานวน	22	taxa	 
(Table	 1)	 โดยพืชวงศ์ศิลาท่ีคัดเลือกมาเป็น	 
Ingroup	 taxa	 เป็นตัวแทนชนิดพืชที่ได้จำาแนก
กลุ่มไว้ด้วยข้อมูลทางสัณฐาน	โดย	Galle	(1997)	
ส่วนตัวอย่างพืชที่ใช้วิเคราะห์เป็น	 Outgroup	
taxa	 ใช้ตัวแทนชนิดพืชวงศ์	 Helwingiaceae,	
Cardiopteridaceae	 และ	 Phyllonomaceae	
(Table	 1)	 ซึ่งเป็นพืชที่มีความใกล้ชิดกับวงศ	์
Aquifoliaceae	และจัดอยู่ในอันดับ	Aquifolales	
เหมือนกัน	

2. การสกัดดีเอ็นเอ และการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
นำาชิ้นส่วนใบของพืชมาสกัดดีเอ็นเอ	

โดยใช ้ชุดสกัดดีเอ็นเอสำาเร็จรูป	 PureLink	
Plant	 Total	 DNA	 Purification	 Kit	 (Thermo	
Fisher	 Scientific,	 USA)	 ตามกรรมวิธีของ
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บริษัท	แล้วตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยวิธี	 
electrophoresis	ใน	agarose	gel	1%	ใช้แรง 
เคลื่อนไฟฟ้า	 100	 โวลต์	 นาน	 15	 นาที	 ใน
สารละลาย	 0.5X	 TBE	 บันทึกภาพดีเอ็นเอ 
ภายใต้แสง	UV	โดยใช้เคร่ือง	Gel	Documentation	 
System	(Bio-Rad	Laboratiries,	Inc.,	USA)	และ
เก็บรักษาดีเอ็นเอไว้ที่อุณหภูมิ	-20	oซ.

นำาตวัอย่างดเีอ็นเอของพชืทัง้	19	ตวัอย่าง	 
เป็นดีเอ็นเอแม่แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส	 
(Polymerase	 Chain	 Reaction)	 โดยแต่ละ
ปฏิกิริยาประกอบด้วย	 ดีเอ็นเอความเข้มข้น	 
100	นาโนกรัม	ปรมิาตร	1	–	1.25	ไมโครลติร	(µμL)		
ใช้ไพรเมอร์	(Table	2)	1	คูต่่อปฏิกิริยา	ความเข้มข้น	 
10	 ไมโครโมล	 (µμM)	 ข้างละ	 2.5	 ไมโครลิตร	 
ชุดนำ้ายา	2X	Phire	Plant	Direct	PCR	Master	
Mix	(Thermo	Fisher	Scientific,	USA)	ปริมาตร	
25	 ไมโครลิตร	 และเติมนำ้ากลั่นให้มีปริมาตรรวม
เท่ากับ	 50	 ไมโครลิตร	 โดยใช้สภาวะในการทำา
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส	 ดังนี้	 ขั้นตอน	 initial	
denaturation	ที่	98	 °oซ.	เป็นเวลา	5	นาที	แล้ว
เพิ่มจำานวนดีเอ็นเอใน	3	ขั้นตอน	จำานวน	35	รอบ	
ประกอบด้วย	ขั้นตอน	denaturation	ที่	 98	 °oซ.		
เป็นเวลา	10	วินาที	ขั้นตอน	annealing	ที่	54	°oซ.		 
เป็นเวลา	10	วินาที	และขั้นตอน	extension	ที่	
72	 °oซ.	 เป็นเวลา	 20	 วินาที	 ตามด้วยขั้นตอน	 
extension	รอบสดุท้าย	ที	่72	°oซ.	เป็นเวลา	10	นาที	 
จากนั้นนำาผลผลิตท่ีได้ไปตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
ด้วยวิธี	 electrophoresis	 ใน	 agarose	 gel	 
1.5%	ใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้า	100	โวลต์	นาน	15	นาที	 
ในสารละลาย	 0.5X	 TBE	 บันทึกภาพดีเอ็นเอ 
ภายใต้แสง	UV	โดยใช้เคร่ือง	Gel	Documentation	 
System	

3. การวิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์
นำาผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้จากข้อ	 2	 ไป

วิเคราะห์หาลำาดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่อง	 ABI	
3730	 x	 1	 automated	 sequencer	 (Applied	 

Biosystems,	USA)	โดยใช้	ABI	BigDye	terminator	 
chemistry	 ตามกรรมวิธีของบริษัท	 Macrogen	
ประเทศเกาหลี	แล้วตรวจสอบความปนเปื้อนของ
ลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ด้วยโปรแกรม	BlastN	บน
ฐานข้อมูลของ	 NCBI	 จากนั้น	 ตรวจสอบความ
ถูกต้องของลำาดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม	
BioEdit	 7	 (Hall,	 1999)	 และนำาลำาดับนิวคลี
โอไทด์ที่ศึกษาได้ใหม่ในงานวิจัยนี้ไปเรียงเทียบ	
(alignment)	 กับลำาดับนิวคลีโอไทด์ของแต่ละยีน
ร่วมกับ	 ingroup	 taxa	 และ	 outgroup	 taxa	 
ทีด่าวน์โหลดจากฐานข้อมูลของ	GenBank	(Table	1)	 
โดยใช้โปรแกรม	ClustalW	(Thompson	et al.,	 
1994)	 ด้วยวิธี	 multiple	 alignment	 และตรวจ
สอบความถูกต้องของการเรียงเทียบด้วยตาเปล่า
อีกครั้ง

4. การสร้างแผนภมิูความสมัพันธ์ทางววัิฒนาการ

ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอ
นำาเมตริกซ์ที่ได้จากการเรียงเทียบลำาดับ

นิวคลีโอไทด์ของตำาแหน่งจำาเพาะบริเวณ	matK,	
rpl32-trnL,	trnL-trnF	และ	ITS	ไปสร้างแผนภูมิ
ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ	(phylogenetic	tree)	 
ด้วยโปรแกรม	MEGA7	(Kumar	et al.,	2016)	ด้วย
วิธี	Maximum	Parsimony	(MP)	โดยกำาหนดค่า	 
bootstrap	test	ที	่1,000	replicates	(Felsenstein,	 
1985),	Tree-Bisection-Regrafting	(TBR)	ของ
แต่ละซำ้าประกอบด้วย	 10	 replicates	 random	
addition	of	sequences	(Nei	and	Kumar,	2000)	 
และไม่เกิน	 10	 trees/replicate	 ถูกเก็บไว้	 
ประเมินค่า	 Bootstrap	 Percentages	 ที่	 
85	–	100%	เป็นค่าสนบัสนนุความเชือ่มัน่ระดบัสงู		 
ที่	75	–	84%	เป็นระดับปานกลาง		ที่	50	–	74%	
เป็นระดับตำ่า	 และ	 <50%	 เป็นค่าท่ีไม่สนับสนุน
ความเชื่อมั่น	โดยไม่นำาลำาดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ
คลอโรพลาสต์กับบริเวณนิวเคลียสมาวิเคราะห์
ร่วมในเมตรกิซ์เดียวกนั	เนือ่งจาก	ตัวแทนชนดิพชื
ที่นำามาใช้ในการวิเคราะห์แตกต่างกัน	 ทั้งนี้	 เพื่อ
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เป็นการเปรียบเทียบการสนับสนุนหรือชี้ให้เห็น
ความแตกต่างของความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ของตัวอย่างพืชวงศ์ศิลาที่ได้จากดีเอ็นเอบาร์โค้ด
จากท้ังสองบรเิวณ	ลำาดบันวิคลโีอไทด์ของพืชวงศ์
ศิลาท่ีศกึษาได้ใหม่ในงานวจิยันี	้ได้เกบ็บนัทกึไว้ใน
ระบบฐานข้อมลูของ	GenBank,	NCBI	รวมทัง้สิน้	
54	ข้อมูล	ประกอบด้วย	GenBank	accession	
number	MT114079	–	MT114132	(Table	1)

ผลการทดลองและวิจารณ์
1. ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของชนิดพืชในวงศ์ศิลา

พืชวงศ์ศิลา	จำานวน	19	taxa	ที่ศึกษานี้	 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยดีเอ็นเอบาร์
โค้ดบริเวณ	matK,	 rpl32-trnL,	 trnL-trnF	และ	
ITS	 ได้	 จำานวน	14,	 15,	 10	และ	15	ตัวอย่าง	 
ตามลำาดับ	ดีเอ็นเอบาร์โค้ด	rpl32-trnL	และ	ITS	 
มีประสิทธิภาพสูงสุด	 คิดเป็น	 78.9%	 (15	 จาก	 
19	ตัวอย่าง)	รองลงมา	คือ	matK คิดเป็น	73.7%	 
(14	 จาก	 19	 ตัวอย ่าง)	 และ	 trnL-trnF  
มีประสิทธิภาพตำ่าสุด	 คิดเป็น	 52.6%	 (10	 จาก	
19	ตัวอย่าง)	อย่างไรก็ตาม	เมื่อตรวจสอบสภาพ
ตัวอย่างที่นำามาสกัดดีเอ็นเอ	พบว่า	ตัวอย่างที่ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้นั้น	 ส่วนใหญ่เป็น
ตัวอย่างที่ตัดชิ้นส่วนใบมาจากตัวอย่างพรรณ
ไม้แห้งที่เก็บรักษา	 ไว้ในพิพิธภัณฑ์พืช	 ได้แก่	 
I. depressifructu,	I. embelioides,	I. ficoidea,	 
I. glomerata,	I. odorata	และ	I. umbellulata	(1)	 
ซ่ึงดเีอ็นเอของตวัอย่างเหล่านีอ้าจมปีรมิาณน้อยมาก	 
หรือมีสภาพถูกทำาลาย	 หรือมีตัวยับยั้งการทำา
ปฏกิิริยาลกูโซ่พอลเิมอเรสจากกระบวนการอบแห้ง	 
และการรกัษาสภาพตวัอย่างด้วยนำา้ยารกัษาสภาพ
พรรณไม้	 (Drábková,	 2014)	 ดังนั้น	 คุณภาพของ 
ดีเอ็นเอที่ได้จึงไม่เหมาะสมที่จะทำาปฏิกิริยาเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณท่ีต้องการได้	 หรือได้ไม่ 
สมบูรณ์	 ส่วนตัวอย่างที่เก็บรักษาสภาพใบสด 
ในซิลิกาเจล	มีดีเอ็นเอที่ยังคงสภาพสมบูรณ์	แต่ก็
มีบางตัวอย่างท่ีไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้

ด้วยดีเอ็นเอบาร์โค้ด	trnL-trnF	คือ	Ilex sp.	(1)	
และ	I. umbellulata	(2)	ซึง่อาจเกดิจากสารตัง้ต้น 
หรือสภาวะที่ใช้ในปฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส 
ไม่เหมาะสมเพียงพอ	

เมื่อวิเคราะห์ลำาดับนิวคลีโอไทด์ของ
ตำาแหน่งจำาเพาะ	 พบว่า	 rpl32-trnL ให้ลำาดับ 
นิวคลีโอไทด์ยาวที่สุด	 และมีขนาดแตกต่างกัน 
ตั้งแต่	 928	 –	 945	 คู ่เบส	 พบ	 I. triflora  
มีขนาดนิวคลีโอไทด์ยาวที่สุด	คือ	945	คู่เบส	ส่วน	 
I. umbellulata	 (2),	 I. wallichii	 (1)	 และ	 (2)	 
มีขนาดนิวคลีโอไทด์สั้นที่สุด	 คือ	 929	 คู่เบส	
ยกเว้น	I. embelioides	ทีส่ามารถตรวจสอบลำาดบั 
นวิคลโีอไทด์ได้เพยีงบางส่วน	มขีนาดยาวเพยีง	602	 
คูเ่บส	เนือ่งจากดเีอน็เอทีเ่สยีสภาพ	และ	Ilex sp.	(1)	 
ที่ตรวจสอบลำาดับนิวคลีโอไทด์ได้เพียง	 770	 
คู ่ เบส	 ผลการวิเคราะห์หาลำาดับนิวคลีโอไทด์	 
ให้ผลโครมาโตแกรมช่วงปลายทีไ่ม่สามารถอ่านผล
ได้ชัดเจน	ส่วน	trnL-trnF	ให้ลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่
มีขนาดยาวรองลงมาจาก	rpl32-trnL โดยมีขนาด
ต้ังแต่	929	–	936	คู่เบส	พบว่า I. micrococca	(1)	 
และ	 (2)	 มีขนาดยาวที่สุด	 คือ	 936	 คู ่เบส	 
และ	I. pubifructa มีขนาดสัน้ทีส่ดุ	คือ	929	คู่เบส	 
ส่วนตัวอย่างอ่ืน	 ๆ	 มีขนาดนิวคลีโอไทด์เท่ากัน	 
คือ	 930	 คู ่ เบส	 สำาหรับ	 matK	 ให ้ลำาดับ 
นิวคลีโอไทด์ยาวเป็นลำาดับที่สาม	 คือ	 มีขนาด	
855	คู่เบส	และลำาดับสุดท้าย	คือ	 ITS	ให้ลำาดับ 
นวิคลโีอไทด์ทีม่ขีนาดตัง้แต่	714	–	737	คูเ่บส	โดย	 
Ilex sp.	(1)	มีขนาดยาวที่สุด	คือ	737	คู่เบส	และ	
I. pubifructa มีขนาดสั้นที่สุด	คือ	714	คู่เบส	

2. ความสัมพันธ์ทางวิวฒันาการของพืชวงศ์ศิลา 

ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพลาสต์และ

นิวเคลียส
2.1 คุณสมบัติของข้อมูลดีเอ็นเอบริเวณ

คลอโรพลาสต์และนิวเคลียส
ผลการวิเคราะห์ตัวแทนพืชวงศ์ศิลาของ

แต่ละบริเวณดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่นำามาใช้ร่วมเป็น	
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Ingroups	taxa	ทั้งหมด	พบว่า	มีตัวแทนพืชสกุล	
Ilex	 ของ	matK	 จำานวน	 23	 taxa,	 rpl32-trnL 
จำานวน	24	taxa,	trnL-trnF	จำานวน	20	taxa	และ	
ITS	จำานวน	28	taxa	(Table	1	และ	Table	3)	 
ผลการวิเคราะห์คุณสมบัติของการเรียงเทียบใน
แต่ละเมตรกิซ์	พบว่า	การจดัเรยีงลำาดบันวิคลโีอไทด์ 
ทั้ง	5	เมตริกซ์	คือ	matK,	rpl32-trnL,	trnL-trnF,	
combined	chloroplast	และ	ITS	มคีวามยาวของ
ลำาดับนิวคลีโอไทด์ที่เรียงเทียบยาว	 855,	 1,104,		
1,038,		2,997	และ	791	คูเ่บส	ตามลำาดบั	(Table	3)	 
มีตำาแหน่งผันแปร	 (variable	 characters)	 ของ
นิวคลีโอไทด์	 113,	 275,	 132,	 520	 และ	 398	
ตำาแหน่ง	ตามลำาดับ	แต่เป็นตำาแหน่งนิวคลีโอไทด์ 
ที่ให ้ข ้อมูลสำาหรับการวิเคราะห์	 (potential	 
informative	 sites)	 เพียง	 28,	 106,	 35,	 169	
และ	182	ตำาแหน่ง	ตามลำาดับ	เท่านั้น	และพบว่า	
ITS	มีตำาแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ให้ข้อมูลสำาหรับการ
วเิคราะห์สงูสดุ	รองลงมาตามลำาดบั	คอื	combined	 
chloroplast,	rpl32-trnL,	trnL-trnF	และ	matK 
ซ่ึงตำาแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ให้ข้อมูลสำาหรับการ
วิเคราะห์นี้	 ส่งผลแสดงความสัมพันธ์ของ	 Ilex  
ในแต่ละแผนภูมิ	โดยให้ค่า	tree	length	ที่แปรผัน
สอดคล้องกันตามลำาดับ	 คือ	 764,	 589,	 316,	
149	 และ	 120	 steps	 แสดงให้เห็นว่า	 มีการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของชนิด	Ilex	เกิดขึ้น
ในตำาแหน่งจำาเพาะ	ITS	มากที่สุด	และรองลงมา	
คือ	combined	chloroplast	แต่กลับพบการเกิด	
homoplasy	สงูสดุใน	ITS	โดยมค่ีา	Consistency	
Index	(CI)	=	0.566	และมีค่า	Retention	Index	
(RI)	=	0.755	ในขณะที่ในตำาแหน่งจำาเพาะต่าง	ๆ	 
บริเวณคลอโรพลาสต์	มีการเกิด	homoplasy	ตำ่า	
(CI	=	0.889	–	0.908,	RI	=	0.919	–	0.947)

 2.2 ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการของพชื
วงศ์ศลิา ด้วยข้อมลูดเีอน็เอบรเิวณคลอโรพลาสต์ 
และนิวเคลียส

การวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ 
ของพืชวงศ์ศิลาด้วยข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดบริเวณ
คลอโรพลาสต์	matK,	rpl32-trnL	และ	trnL-trnF 
ไม่พบความสัมพันธ์ที่ขัดแย้งกันของชนิด	 Ilex บน
แผนภมิูแยกของแต่ละบรเิวณ	จงึได้นำามาวเิคราะห์
ร ่วมกันเป ็นข ้อมูลร ่วมบริเวณคลอโรพลาสต์	 
(combined	chloroplast	matK+rpl32-trnL+trnL-
trnF)	 ซึ่งให้ผลความสัมพันธ์ของชนิด	 Ilex	 บน
แผนภูมิท่ีสอดคล้องกับการวิเคราะห์แยกกัน	 แต่
ประสทิธภิาพในการแยกกลุม่มคีวามชดัเจนมากกว่า	
จึงใช้เฉพาะแผนภูมิของข้อมูลดีเอ็นเอร่วมบริเวณ 
คลอโรพลาสต์	 (Figure	 1)	 ในการอภิปรายความ
สมัพนัธ์ทางววิฒันาการของชนดิพชืในวงศ์ศลิาเปรียบ
เทยีบกับความสมัพนัธ์ของชนดิพชืบนแผนภมูดีิเอน็เอ
บรเิวณนวิเคลยีส	ITS	(Figure	2)	ผลการเปรยีบเทยีบ	 
พบว่า	การจบักลุม่ของชนดิ	Ilex	บนแผนภมูขิองดเีอน็เอ
บรเิวณคลอโรพลาสต์และนวิเคลยีสมคีวามสอดคล้อง
กันเป็นส่วนใหญ่	 โดยสามารถจำาแนกตัวอย่างพชืออก
เป็น	5	กลุม่	(clade)	หลกั	ๆ	ดังนี้	

Clade	1	ประกอบด้วย	สมาชิกใน	Subgen.	 
Aquifolium	Sect.	Aquifolium ยกเว้น	I. dumosa  
ที่ถูกจำาแนกไว้ต่างกลุ่ม	 คือ	 Subgen.	 Byronia  
Sect.	 Paltoria	 โดยพบว่า	 I. odorata	 และ	 
I. pubifructa	ทีศ่กึษาใหม่ในงานวจิยันี	้แสดงความ
ใกล้ชิดอย่างชัดเจนกบัสมาชกิใน	Sect.	Aquifolium  
โดยสมาชิกทั้งหมดจับกลุ ่มกันด้วยค่าสนับสนุน 
ความเชื่อมั่น	 (Bootstrap	 Support,	 BS)	 ตำ่าท่ี	
58%	และสงูที	่97%	บนแผนภูมดิเีอน็เอร่วมบริเวณ 
คลอโรพลาสต์	และบรเิวณนิวเคลยีส	ตามลำาดบั
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Table 1 Morphological	classification	of	Ilex	L.	based	on	Galle	in	1997,	voucher	information	and	
GenBank	accessions	for	DNA	sequences	used	in	this	study

Ingroups : Subgenus Aquifolium Gray. Section	Aquifolium	Gray	 [AA].	 Ilex corallina	Franch.	var. aberrans	Hand.-

Mazz.:	 –,	 KF255675;	 I. cornuta	 Lindl.	 &	 Paxton:	 MK335536,	 –;	 I. delavayi	 Franch.:	 KX426470,	 –;	 I. embelioides 

Hook.f.	[Takahashi	&	Tamura	T-63342	(BKF)]:	–,	MT114091,	–,	–;	I. ficoidea	Hemsl.	[Fukuoka	T-63801	(BKF)]:	–,	–,	–,	

MT114123;	I. ficoidea	Hemsl.:	–,	KF255665;	I. ficoidea	Hemsl.:	–,	KY417935;	I. glomerata	King	[Gardner	&	Tippayasri	 

ST1769	(BKF)]:	–,	–,	–,	MT114123;	I. integra	Thunb.:	MK335537,	KY417948;		I. kaushue	S.Y.Hu:	–,	KY417941;	I. latifolia  

Thunb.:	KX426465,	KY417933;	I. odorata	Buch-Ham.	ex	D.Don	[Pooma	1532	(BKF)]:	–,	MT114094,	–,	–;	I. paraguariensis  

A.St.-Hil.:	KP016928,	–.		Section	Lauroilex	S.Y.Hu	[AL].	 I. venulosa	Hook.f.:	–,	KY417939.		Section	Pseudoaquifolium 

S.Y.Hu	[AP].	I. lihuaensis T.R.Dudley:	–,	KF255674;	I. longecaudata	H.F.Comber:	–,	KY417934;	I. pubescens	Hook.	&	

Arn.:	KX426467,	KF255672;	I. wilsonii	Loes.:	KX426471,	FJ39472

Subgenus Byronia (Endl.) Loes. Section	Paltoria	(Ruiz	&	Pavón)	Maxim.	[BP].	I. dumosa	Reissek:	KP016927,	–;	I. szech-

wanensis	Loes.:	KX426466,	–;	 I. triflora	Blume	[Suddee	5316	(BKF)]:	MT114110,	MT114096,	MT114084,	MT114127;	 

I. triflora	Blume:	–,	KY417932;			I. viridis	Champ.	ex	Benth.:	MN830250,	KY417946.		Section	Byronia	Loes.	[BB].	I. cymosa  

Blume	(1)	[Rueangruea	SR	82	(BKF)]:	MT114104,	MT114089,	MT114079,	MT114118;	I. cymosa	Blume	(2)	[Pruesapan	

KP2018-1	(BK)]:	MT114105,	MT114090,	MT114080,	MT114119;	I. cymosa	Blume	(3)	[Pruesapan	KP2018-27	(BK)]:	–,	

–,	–,	MT114120;	I. wallichii	Hook.f.	(1)	[Pruesapan	KP2018-13	(BK)]:	MT114113,	MT114099,	MT114085,	–;	I. wallichii 

Hook.f.	(2)	[Pruesapan	KP2018-16	(BK)]:	MT114114,	MT114100,	MT114086,	MT114130;	I. wallichii	Hook.f.:	–,	FJ394720.		

Section	Lioprinus	Loes.	[BL].	I. hirsuta	C.J.Tseng	ex	S.K.Chen	&	Y.X.Feng:	–,	KF255668;	I. kwangtungensis	Merr.:	–,	

KY417943;	I. rotunda	Thunb.:	–,	KY417951;	I. suaveolens	(H.Lév.)	Loes.:	MN830249,	–;	I. umbellulata	(Wall.)	Loes.	(1)	

[Pruesapan	2015-1	(BK)]:	MT114111,	MT114097,	–,	MT114128;	I. umbellulata	(Wall.)	Loes.	(2)	[Kertsawang	4621	(BK)]:	

MT114112,	MT114098,	–,	MT114129.		‘Opposite-leaved	species’	[BO].	I. zygophylla	Merr.:	–,	FJ394728.

Subgenus Prinos (L.) Loes. Section	Micrococca	 (Loes.)	S.Y.Hu	 [PM].	 I. micrococca	Maxim.	 (1)	 [Meewasana	et al. 

KP2018-24	(BK)]:	MT114107,	MT114092,	MT114081,	MT114124;	I. micrococca	Maxim.	(2)	[Meewasana	et al.	KP2018-25	

(BK)]:	MT114108,	MT114093,	MT114082,	MT114125;	I. micrococca	Maxim.:	MN830251,	AH007160;	I. polyneura	(Hand.-

Mazz.)	S.Y.Hu:	KX426468,	KY417937.		Section	Prinoides	(De	Candolle)	Gray	[PP].	I. asprella	(Hook.	&	Arn.)	Champ.	ex	

Benth.:	MK834323,	–;	I. macrocarpa	Oliv.:	–,	KF255671;	I. tsoii	Merr.	&	Chun:	–,	FJ394718.

Unclassified species.	I. depressifructu	Pruesapan	&	Welzen	[Suddee	et	al.	4392	(BKF)]:	MT114106,	–,	–,	MT114122;	

I. phanganensis	Pruesapan	&	Welzen	 [Khiriwong	&	Pruesapan	KP2018-32	(BK)]:	MT114117,	MT114103,	MT114088,	

MT114132;	 I. pubifructa	Pruesapan,	S.Andrews	&	D.A.Simpson	 [Pruesapan	KP2017-1	 (BK)]:	MT114109,	MT114095,	

MT114083,	MT114126;	Ilex sp. (1)	[KaeoKoon	et al.	KP2018-30	(BK)]:	MT114115,	MT114101,	–,	MT114131;	Ilex	sp. (2) 

[KaeoKoon	et	al.	KP2018-31	(BK)]:	MT114116,	MT114102,	MT114087,	–.	

Outgroups : Helwingia chinensis	Batalin:	–,	AF200594;	H. himalaica	Hook.f.	&	Thomson	ex	C.B.Clarke:	KX434807,	–;	

Gonocaryum lobbianum	(Miers)	Kurz:	MK390345,	–;	Phyllonoma ruscifolia	Willd.	ex	Roem.	&	Schult.:	–,	AJ492650.

Remarks:	DNA	sequences	generated	new	in	this	study	indicated	with	collector	number	and	herbarium	code	followed	by	GenBank	accession	

numbers	of	matK, rpl32-trnL, trnL-trnF	and	ITS	for	each	taxon.	DNA	sequences	taken	from	NCBI	database	indicated	with	GenBank	accession	

numbers	of	chloroplast	genome	and	ITS	for	each	taxon.	Missing	data	indicated with “–”.
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Table 2 Primers	for	polymerase	chain	reaction	(PCR)	amplification

Barcode Primer name Sequence (5’-3’) Reference

matK 3F_KIM CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGA Ki-Joong	Kim,	unpublished

1R_KIM ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC Ki-Joong	Kim,	unpublished

rpl32-trnL rpl32-F CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC Shaw	et al.,	2007

trnL CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT Shaw	et al.,	2007

trnL-trnF c CGAAATCGGTAGACGCTACG Taberlet	et al.,	1991

f ATITGAACTGGTGACACGAG Taberlet	et al.,	1991

ITS ITS5 GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG White	et al.,	1990

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC White	et al.,	1990

Clade	2	ประกอบด้วย	สมาชกิใน	Subgen.	 
Aquifolium	 Sect.	 Aquifolium	 และ	 Sect.	 
Pseudoaquifolium	รวมทัง้	I. depressifructu	ซึง่เป็น
ชนดิพืชทีศ่กึษาใหม่ในงานวจิยันีป้รากฏอยูร่่วมกนั	 
แต่บนแผนภูมิดีเอ็นเอร่วมบริเวณคลอโรพลาสต	์
ปรากฏสมาชกิใน	 Subgen.	Prinos	 รวมอยูด้่วย	 
โดยสมาชิกทั้งหมดแสดงความใกล้ชิดกันด้วยค่า	
BS	สงูที	่86%	และปานกลางที	่82%	บนแผนภมูิ

ดีเอ็นเอร่วมบริเวณคลอโรพลาสต์	 และบริเวณ
นวิเคลยีส	ตามลำาดบั	

Clade	3	ประกอบด้วย	ชนดิพืชทีถ่กูจำาแนก
ไว้ใน	 Subgen.	Byronia ยกเว้น	 I. pubescens  
KF255672	ทีถ่กูจำาแนกไว้ใน	Subgen.	Aquifolium  
Sect.	 Pseudoaquifolium	 จับกลุ่มอยู่ร่วม	 Clade	
บนแผนภมูดิเีอ็นเอบรเิวณนวิเคลียสด้วย	โดยสมาชิก
ทัง้หมดแสดงความใกล้ชิดกนัด้วยค่า	BS	สงูถงึ	94%	 

Table 3 Parsimony	analyses	and	data	properties	for	five	DNA	datasets

Sequence characteristics matK rpl32-trnL trnL-trnF
Combined 

Chloroplast
ITS

No.	of	accessions	(ingroups) 30	(28) 31	(29) 26	(24) 32	(30) 39	(37)

No.	of	species	(ingroups) 25	(23) 26	(24) 22	(20) 27	(25) 31	(28)

Length	of	sequences	(bp) 855 928-945 929-936 Not	determined 714-737

Length	of	alignment	(bp) 855 1104 1038 2997 791

No.	of	variable	characters 113 275 132 520 398

No.	of	potential	informative	sites	(%) 28	(3.3) 106	(9.6) 35	(3.4) 169	(5.6) 182	(23)

Length	of	trees	(step) 120 316 149 589 764

Consistency	Index	(CI),	for	

parsimony	informative	sites

0.903 0.908 0.907 0.889 0.566

Consistency	Index	(CI),	for	all	sites 0.975 0.962 0.973 0.961 0.713

Retention	Index	(RI) 0.947 0.919 0.934 0.940 0.755
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และ	100%	บนแผนภมูดิเีอน็เอร่วมบรเิวณคลอโรพลาสต์  
และบรเิวณนวิเคลยีส	ตามลำาดบั

Clade	 4	 ของแผนภูมิดีเอ็นเอร่วมบริเวณ
คลอโรพลาสต์	แสดงความใกล้ชิดกันด้วยค่า	BS	สงู
ถงึ	99%	ประกอบด้วย	สมาชิกใน	Subgen.	Prinos 
Sect.	Micrococca	เป็นหลกั	ซ่ึงสอดคล้องกับสมาชกิ
ส่วนใหญ่ของ	 Subclade	 4.1	 บนแผนภูมิดีเอ็นเอ
บรเิวณนวิเคลยีส	ซ่ึงมีค่า	BS	สงูท่ี	94%	แต่ต่างกนัที่	
I. pubescens	KX426467	ซึง่เป็นสมาชกิใน	Subgen.	
Aquifolium	Sect.	Pseudoaquifolium	ปรากฏอยูบ่น
แผนภูมดิเีอน็เอร่วมบรเิวณคลอโรพลาสต์	 ในขณะท่ี	
I. ficoidea	 ซ่ึงเป็นสมาชิกใน	Subgen.	Aquifolium 
Sect.	 Aquifolium	 ปรากฏอยู่บนแผนภูมิดีเอ็นเอ
บริเวณนิวเคลียส	 ส่วน	 Subclade	 4.2	 ท่ีปรากฏ
เฉพาะบนแผนภมิูดีเอน็เอบรเิวณนวิเคลยีส	 พบการ
รวมกลุ่มกันของสมาชกิใน	 Subgen.	Prinos	 Sect.	
Prinoides	และ	I. ficoidea	KF255665	สมาชกิของ	
Subgen.	Aquifolium Sect.	Aquifolium ด้วยค่า	BS	
สงูถงึ	99%	

Clade	 5	 แสดงความใกล้ชิดกันด้วยค่า	
BS	 สูงถึง	 95%	 และตำ่าท่ี	 74%	 บนแผนภูมิ
ดีเอ็นเอร่วมบริเวณคลอโรพลาสต์	 และบริเวณ
นิวเคลียส	 ตามลำาดับ	 ประกอบด้วย	 สมาชิกของ	
Subgen.	 Byronia	 เป็นหลัก	 และแยกกลุ่มแสดง
ความสมัพนัธ์อย่างชดัเจนออกไปเป็น	 3	 Subclade	
โดย	 Subclade	 5.1	 แสดงความใกล้ชิดกันด้วย
ค่า	BS	สงูท่ี	 89%	และ	 99%	บนแผนภมูดิเีอ็นเอ
ร่วมบริเวณคลอโรพลาสต์	 และบริเวณนิวเคลียส	
ตามลำาดบั	 ประกอบด้วยสมาชิกใน	 Sect.	Byronia  
ยกเว้น	I. glomerata	ท่ีถูกจำาแนกไว้ภายใต้	Subgen.	 
Aquifolium	 Sect.	Aquifolium	 บนแผนภมิูดเีอน็เอ
บรเิวณนวิเคลียส	โดยสมาชกิใน	Sect.	Byronia	เหล่าน้ี 
จบักลุ่มร่วมกับ	Ilex	sp.	(1)	และ	Ilex	sp.	(2)	ซึง่ยัง
ไม่ได้จำาแนกกลุม่	 แต่บนแผนภมิูดีเอน็เอร่วมบรเิวณ 
คลอโรพลาสต์	Ilex	sp.	(1)	แยกตัวเป็น	sister	clade	กบั	
Subclade	5.1+	Subclade	5.2		ส่วน	Subclade	5.2	บน
แผนภมูดิเีอ็นเอร่วมบรเิวณคลอโรพลาสต์	และบริเวณ

นวิเคลยีส	ประกอบด้วย	สมาชกิใน	Sect.	Lioprinus  
จบักลุม่อยูร่่วมกบั	I. phanganensis	ซึง่ยงัไม่ได้จำาแนก
กลุม่	ด้วยค่า	BS	สงูที	่88%	และ	99%	ตามลำาดบั	แต่
พบการจบักลุ่มโดยไม่มค่ีาสนบัสนนุความเชือ่มัน่ของ	 
I. embelioides ซ่ึงเป็นสมาชกิใน	Subgen.	Aquifolium  
Sect.	Aquifolium	 บนแผนภูมิดีเอ็นเอร่วมบริเวณ
คลอโรพลาสต์		สำาหรบั	Subclade	5.3	พบเฉพาะบน
แผนภมูดีิเอน็เอบริเวณนวิเคลียส	ถกูจดัไว้ใน	Subgen.	
Byronia	กลุม่	‘Opposite-leaved	species’	จบักลุม่
กบั	Subclade	5.1	โดยไม่มค่ีาสนบัสนนุความเชือ่มัน่	

นอกจากนี้	 พบว่า	 บนแผนภูมิดีเอ็นเอ
บรเิวณนวิเคลยีส	มสีมาชกิของ	Subgen.	Byronia  
Sect.	 Lioprinus	 แยกกลุ่มอยู่ใกล้ชิดกันโดยไม่มี
ค่าสนับสนุนความเชื่อม่ัน	 โดยแสดงตำาแหน่ง 
อยูร่ะหว่าง	 Clade	 2–Clade	 4–Clade	 5	 และ	
Clade	1–	Clade	3

3. ความสมัพันธ์ทางวิวฒันาการของพืชวงศ์ศิลา

ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอ เปรียบเทียบกับความใกล้ชิด

ของชนิดพืชที่ถูกจ�าแนกด้วยข้อมูลทางสัณฐาน
3.1 ความสัมพันธ์ของชนิดพืชภายใน 

Subgenus Aquifolium Gray
การวิเคราะห์ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอ	 พบว่า	 

ชนิดพืชในวงศ์ศิลาที่พบการกระจายพันธุ ์ใน
ประเทศไทย	 รวมกลุ่มอยู่กับชนิดพืชที่จำาแนกไว้
ภายใต้	 Subgen.	Aquifolium	 จำานวน	 3	 ชนิด	
คือ	I. odorata	และ	I. pubifructa	(Figures	1–2:	
Clade	1)	และ	I. depressifructu (Figures	1–2:	
Clade	2)	ซึง่เป็นพืชทีศ่กึษาใหม่ในงานวจิยันี	้โดย	
I. odorata ยืนยันตำาแหน่งการจำาแนกด้วยข้อมูล
ดีเอ็นเอ	 และข้อมูลทางสัณฐานสอดคล้องกันอยู่
ภายใต้	Sect.	Aquifolium		สำาหรับ	I. pubifructa 
แสดงความใกล้ชิดอยู่ในกลุ่มเดียวกับ	I. odorata 
และสมาชกิส่วนใหญ่ของ	Sect.	Aquifolium ด้วย
เช่นกัน	เมื่อพิจารณาลักษณะทางสัณฐานของพืช
ทั้ง	 2	ชนิด	พบว่า	มีลักษณะเด่นร่วมกันกับชนิด
อื่น	 ๆ	 คือ	 พืชทั้งกลุ่มมีขอบใบแบบจักฟันเล่ือย	 
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มวีงกลบี	4	กลบี	ผลมเีมลด็แขง็	(pyrene)	4	เมลด็	 
และผิวด้านข้างเมล็ดมีลักษณะเหี่ยวย่น	 มีริ้ว	
เป็นหลุมเว้า	 เป็นร่องยาว	 และผิวด้านหลังนูน
ออกมา	 อย่างไรก็ตาม	 เมื่อพิจารณาลักษณะของ
เมล็ดแข็งอย่างละเอียด	 พบว่า	 มีลักษณะแตก
ต่างกัน	(Figure	3D,	F)	ซึ่งการจำาแนกโดย	Galle	
(1997)	นั้น	 I. odorata (Figure	3C–D)	ถูกจัด
แยกกลุ่มย่อยไว้ใน	 Series	Repandae	 (Loes.)	
S.Y.	 Hu	 แต่ลักษณะทางสัณฐานส่วนใหญ่ของ	 
I. pubifructa (Figure	 3E–F)	 นั้น	 มีความ
คล้ายคลึงกับ	 I. denticulata	 Wall.	 มากกว่า	
(Pruesapan	 et al.,	 2017)	 ต่างกันแค่เพียง	 
I. pubifructa มขีนส้ันนุม่ปกคลุมส่วนต่าง	ๆ 	ในขณะที	่ 
I. denticulata ไม่มีขนปกคลุมส่วนต่าง	ๆ 	ของพืช	 
ดังนั้น	 ตำาแหน่งการจัดกลุ่มของ	 I. pubifructa  
จึงเหมาะสมอยู่ใน	 Sect.	 Aquifolium และ
สามารถจำาแนกไว้ภายใต้	 Series	Denticulatae 
S.Y.	Hu	เช่นเดียวกับ	I. denticulata 

สำาหรบั	I. depressifructu ซึง่เป็นพชืวงศ์
ศิลาอีกชนิดที่ยังไม่ถูกจำาแนกกลุ่ม	เนื่องจากเพิ่งมี
การรายงานเป็นพืชชนิดใหม่ของโลก	(Pruesapan	
and	Welzen,	 2021)	 จากผลการวิเคราะห์ด้วย
ข้อมูลดีเอ็นเอ	 พบว่า	 I. depressifructu แสดง
ตำาแหน่งบนแผนภูมิของข้อมูลดีเอ็นเอบริเวณ
คลอโรพลาสต์และบริเวณนิวเคลียสคาบเกี่ยวกัน	 
บนแผนภูมขิองข้อมลูดเีอน็เอบรเิวณคลอโรพลาสต์	 
I. depressifructu จับกลุ ่มกับ	 I. asprella 
MK834323,	I. micrococca	MN830251	ซึ่งเป็น
สมาชิกใน	 Subgen.	 Prinos	 Sect.	 Prinoides  
และ	 Sect.	 Micrococca ตามลำาดับ	 และ	 
I. wilsonii	KX426471	ซึง่เป็นสมาชกิใน	Subgen.	
Aquifolium Sect.	Pseudoaquifolium	(Figure	2:	 
Clade	 2)	 ส่วนบนแผนภูมิของข้อมูลดีเอ็นเอ
บริเวณนิวเคลียส	 I. depressifructu จับกลุ่ม
กับสมาชิกของ	 Subgen.	 Aquifolium ทั้งหมด	
ประกอบด้วย	สมาชกิของ	Sect.	Aquifolium และ	
Sect.	Lauroilex กลุ่มละ	1	ชนิด	และสมาชิกของ	

Sect.	Pseudoaquifolium 3	ชนดิ	ซึง่มี	I. wilsonii 
FJ394722	 อยู่ด้วย	 Pruesapan	 and	Welzen	
(2021)	 ได้ระบุว่า	 I. depressifructu มีความ
คล้ายคลึงกับ	I. englishii	Lace	ซึ่ง	Galle	(1997)	
ได้จำาแนกกลุ่มไว้ใน	 Sect.	 Pseudoaquifolium 
Series Sideroxyloides (Loes.)	S.Y.	Hu	 โดย 
พบว่า	มีลักษณะเด่นร่วมกันกับชนิดอื่น	ๆ 	คือ	พืช
ทั้งกลุ่มมีขอบใบเรียบ	มีวงกลีบ	5	กลีบ	ผลมีเมล็ด
แข็ง	5	เมล็ด	และผิวด้านหลังเมล็ดมีลักษณะเป็น
ร่องตามยาว	5	ร่อง	และมีริว้	6	ริว้	(Figure	3A–B)	
ดังนั้น	 จากข้อมูลที่ปรากฏในเบื้องต้น	 สามารถ
จำาแนกการจัดกลุ่มของ	 I. depressifructu ได้
ใน	 Subgen.	 Aquifolium	 และสามารถทำานาย
ตำาแหน่งว่าอาจจะใกล้ชิดกับสมาชิกใน	 Sect.	
Pseudoaquifolium แต่ในงานวิจัยนี้	 ยังไม่อาจ
ระบุตำาแหน่ง	 section	 ของพืชชนิดนี้ได้อย่าง
ชัดเจน	 เน่ืองจากต้องเพ่ิมจำานวนตัวแทนของ
แต่ละ	section	มาใช้ในการวเิคราะห์ให้เหมาะสม 
มากกว่านี้

3.2 ความสัมพันธ์ของชนิดพืชภายใน 
Subgenus Prinos (L.) Loes.

Subgenus	Prinos (L.)	Loes.	มีลกัษณะ
ทางสัณฐานที่โดดเด่น	 คือ	 บนกิ่งย่อยจะปรากฏ	
lenticel	 ที่เห็นได้ชัดเจน	 ส่วนใหญ่มีขอบใบเป็น 
จักฟันเลื่อย	 หรือหยักมนถี่	 และช่อดอกเพศเมีย
เป็นช่อเด่ียว	มีการจำาแนกกลุม่ย่อยเป็น	4	section	 
โดยใช้ลักษณะเด่นของผลที่มีจำานวนเมล็ดแข็ง	
และลวดลายบนเมลด็ทีแ่ตกต่างกนั	(Galle,	1997)	 
จากผลการวิเคราะห์ด้วยข้อมูลโมเลกุล	 พบว่า	 
ชนดิพืชในวงศ์ศลิาทีพ่บการกระจายพันธุใ์นประเทศไทย	 
รวมกลุม่อยูก่บัชนดิพชืทีจ่ำาแนกไว้ภายใต้	Subgen.	 
Prinos มีจำานวน	 1	 ชนิด	 คือ	 I. micrococca 
จำานวน	2	taxa	คือ	I. micrococca	(1)	และ	(2)	 
ซึง่ทัง้	2	taxa	ยนืยนัการระบช่ืุอชนิดทีถ่กูต้อง	และ
จบักลุม่อยู่ด้วยกนักบัสมาชกิใน	Sect.	Micrococca  
อีก	 2	 taxa	 คือ	 I. micrococca	 AH007160	
และ	 I. polyneura	 KY417937	 (Figure	 1-2:	
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Figure 1 The	Maximum	Parsimony	tree	inferred	from	the	combined	DNA	dataset	(matK+rpl32-trnL+trnL-trnF).	
Ilex	taxa	generated	new	in	this	study	are	shown	in	bold	and	taken	from	GenBank	are	shown	in	regular.	
The	bootstrap	percentages	greater	than	50	are	shown	below	branches.	Capital	letters	on	branches	referred	
to	subgenera	and	sections	abbreviations	of	Ilex:	Subgen.	Aquifolium	Sect.	Aquifolium	=	AA,	Sect.	Lauroilex 
=AL,	Sect.	Pseudoaquifolium	=	AP;	Subgen.	Byronia	Sect.	Paltoria	=	BP,	Sect.	Byronia	=BB,	Sect.	Liopri-
nus	=	BL;	Subgen.	Prinos	Sect.	Micrococca	=	PM,	Sect.	Prinoides	=	PP

Subgen.	Byronia

Subgen.	Prinos

Subgen.	Aquifolium

Misplaced	species
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Figure 2	The	Maximum	Parsimony	tree	inferred	from	the	ITS	DNA	dataset.	Ilex	taxa	generated	new	in	
this	study	are	shown	in	bold	and	taken	from	GenBank	are	shown	in	regular.	The	bootstrap	percentages	
greater	than	50	are	shown	below	branches.	Capital	letters	on	branches	referred	to	subgenera	and	sections	
abbreviations	of	Ilex:	Subgen.	Aquifolium	Sect.	Aquifolium	=	AA,	Sect.	Lauroilex	=AL,	Sect.	Pseudoaqui-
folium	=	AP;	Subgen.	Byronia	Sect.	Paltoria	=	BP,	Sect.	Byronia	=BB,	Sect.	Lioprinus	=	BL,	‘Opposite-leaved	 
species’	=	BO;	Subgen.	Prinos	Sect.	Micrococca	=	PM,	Sect.	Prinoides	=	PP

Subgen.	Byronia

Subgen.	Prinos

Subgen.	Aquifolium

Misplaced	species	
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Clade	 4)	 การจับกลุ่มนี้	 ยังช่วยยืนยันการยุบ
ชื่อ	 I. polyneura	 เป็นชื่อพ้อง	 (synonym)	ของ	
I. micrococca	โดย	Hong	(2015)	ซึ่งพืชชนิดนี้ 
ลักษณะเด่นที่กิ่งอ่อนเป็นสีแดง	 มี	 lenticel	 
หนาแน่น	 ขอบใบจักฟันเล่ือย	 ปลายใบยาว	 
วงกลีบดอก	6	–	11	กลีบ	มีเมล็ดแข็ง	6	–	8	เมล็ด	 
ผิวเมล็ดด้านข้างเรียบ	 ส่วนผิวด้านหลังเรียบเป็น
ร่องเล็กตามยาว	1	ร่อง	(Figure	3G–H)	

3.3 ความสัมพันธ์ของชนิดพืชภายใน 
Subgenus Byronia (Endl.) Loes.

Subgenus	 Byronia (Endl.)	 Loes.	 
มลีกัษณะเด่นทางสณัฐาน	 คอื	 ใบมีความหนาค่อน
ไปทางเหนยีวเมือ่แก่เตม็ที	่ ส่วนใหญ่มขีอบใบเรยีบ	 
มช่ีอดอกเดีย่ว	และผลมเีมลด็แข็ง	5	–	6	 (–	22)	
เมลด็	จากผลการวเิคราะห์ด้วยข้อมูลโมเลกลุ	พบว่า	
ชนิดพืชวงศ์ศิลาของไทยที่ศึกษาใหม่ในงานวิจัยนี้	
จบักลุม่อยูภ่ายใต้	Subgen. Byronia	จำานวน	7	taxa	
แยกออกเป็น	 3	 clade	 สอดคล้องกบัการจำาแนก
ด้วยข้อมลูทางสณัฐาน	คอื	I. cymosa	2	taxa	และ	 
I. wallichii	 2	 taxa ยืนยันการจัดจำาแนกไว้ใน	
Sect.	Byronia	 (Figures	 1–2:	 Subclade	 5.1)	
ด้วยลักษณะสัณฐานร่วม	 คือ	 ใบมีขอบเรียบ	 
วงกลบีดอก	4	–	6	กลบี	ผลมเีมลด็แขง็	5	–	10	เมลด็	 
ผวิเมลด็ด้านข้างเรยีบ	ผวิด้านหลงัเป็นร่องกว้างตาม
ยาว	1	ร่อง	(Figure	4A–B)	จบักลุ่มอยูด้่วยกนักบั	
unknown	species	2	taxa	คอื	Ilex	sp.	(1)	และ	
Ilex sp.	 (2)	ซึง่	 unknown	species	2	 taxa	นี้	 
แม้มีลักษณะของส่วนกิ่งใบคล้ายคลึงกับสมาชิก
ชนดิอืน่	แต่เป็นตวัอย่างท่ีเกบ็รวบรวมมาในระยะที่
ไม่มีส่วนสบืพนัธุ	์ทำาให้ยากต่อการระบชุือ่	ถงึแม้ว่า	
แผนภมูคิวามสมัพนัธ์ทางววิฒันาการบรเิวณคลอ
โรพลาสต์	 (Figure	 1:	 Clade	 5)	 แสดงตำาแหน่ง
ของ	 Ilex	 sp.	 (1)	 อยู่ที่ฐานของ	 clade	 ซึ่งอาจ
เกิดจากความไม่สมบูรณ์ของลำาดับนิวคลีโอไทด์ 
ท่ีได้	 แต่แผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
บริเวณนิวเคลียส	 (Figure	 2:	 Subclade	 5.1)	
แสดงให้เห็นความใกล้ชิดของ	 Ilex	 sp.	 (1)	 กับ	 

I. wallichii	 (2)	 อย่างชดัเจน	 ส่วน	 Ilex sp.	 (2)	
แสดงความใกล้ชิดกับ	 I. cymosa	 (Figures	
1–2:	 Subclade	 5.1)	 ซึง่ความใกล้ชดินี	้ จะเป็น 
ประโยชน์ในการศกึษาระบชุือ่พชืในอนาคต	ดงัน้ัน	 
ตำาแหน่งการจดักลุม่ของ	Ilex	sp.	(1)	และ	Ilex sp.	(2)	 
จึงเหมาะสมที่จะจำาแนกไว้ภายใต้	 Subgen.	 
Byronia Sect.	Byronia 

ส่วน	I. umbellulata	2	taxa	ยนืยนัการจดั 
จำาแนกไว้ใน	Sect.	Lioprinus	ซึ่งจับกลุ่มอยู่ด้วย 
กันกับ	I. phanganensis	(Figures	1	–	2:	Sub-
clade	5.2)	พชืชนดิใหม่ของโลกทีเ่พิง่มกีารตพีมิพ์ 
เผยแพร่ในปี	พ.ศ.	2564	โดย	Pruesapan	and	 
Welzen	(2021)	อกีท้ัง	ยงัยนืยนัการอธบิายพชืได้	 
ว่าพชืชนิดใหม่น้ีมลีกัษณะใกล้เคยีงกบั	I. umbellulata  
คอื	ใบมขีอบเรียบ	วงกลบีดอก	4	–	5	กลบี	ผลมเีมลด็ 
แข็ง	 (5	–)	6	–	9	 เมล็ด	ผิวเมล็ดด้านข้างเรียบ 
ผวิด้านหลงัเป็นร่องตามยาว	2	ร่อง	(Figure	4C–F)	
แต่มคีวามแตกต่างกนัทีช่่อดอกของ I. umbellulata  
เป็นแบบ	umbellate	cyme	ในขณะที	่I. phanganensis  
มีช่อดอกแบบ	 diplothyrsoid	 ดังน้ัน	 ตำาแหน่ง 
การจดักลุม่ของ	 I. phanganensis	 จงึเหมาะสม
ที่จะจำาแนกไว้ภายใต้	 Subgen.	Byronia Sect.	
Lioprinus

สำาหรับกลุ่มสุดท้าย	 คือ	 I. triflora	 ยืนยัน
การจัดจำาแนกกลุ่มด้วยข้อมูลโมเลกุล	 สอดคล้อง
กับข ้อมูลลักษณะทางสัณฐานกับสมาชิกพืชใน	
Sect.	 Paltoria (Figures	 1–2:	 Clade	 3)	 โดยมี
ลักษณะสณัฐานร่วม	 คอื	 ใบมขีอบหยกั	 วงกลีบดอกมี	 
4	กลีบ	ผลมเีมล็ดแข็ง	4	เมล็ด	ผวิเมล็ดด้านข้างเรยีบ	
ด้านหลังเป็นร้ิว	แต่ไม่เป็นร่องตามยาว	(Figure	4G–H)	

3.4 ชนดิพชืทีแ่สดงต�าแหน่งการจ�าแนก
ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอไม่สอดคล้องกับการจ�าแนก
ด้วยข้อมูลทางสัณฐาน

พืชวงศ์ศิลาที่ศึกษาใหม่ในงานวิจัยนี	้ 
3	ชนดิ	แสดงตำาแหน่งความใกล้ชดิบนแผนภูมคิวาม
สัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ยังสรุปผลได้ไม่ชัดเจน	
คือ	I. embelioides	(Figure	1:	Subclade	5.2),	 
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Figure 3 Ilex species	classified	 in	Subgen.	Aquifolium Gray: Ilex depressifructu Pruesapan	&	Welzen	

(A–B), I. odorata Buch-Ham.	ex	D.	Don	(C–D)	and I. pubifructa Pruesapan,	S.	Andrews	&	D.A.	Simpson	

(E–F);	 Subgen. Prinos	 (L.)	 Loes.: I. micrococca Maxim.	 (G–H).	 Photos	 by	 Sukid	 Rueangruea	 (A),	 

Kanchana	Pruesapan	(B–F,	H)	and	Tan	Yunhong	(G)
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Figure 4 Ilex	 species	 classified	 in	 Subgen.	 Byronia	 (Endl.)	 Loes.	 Section	 Byronia: Ilex wallichii  

Hook.f.	(A–B);	Section	Lioprinus: I. umbellulata	(Wall.)	Loes.	(C–D),	I. phanganensis	Pruesapan	&	Welzen	

(E–F);	Section	Paltoria: I. triflora	Blume	(G–H).	Photos	by	Sukid	Rueangruea	(A,	G),	Kanchana	Pruesapan	

(B–D,	F,	H)	and	Prompiriyah	Khiriwong	(E)
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I. ficoidea (Figure	2:	Subclade	4.1)	และ	 I. 
glomerata	 (Figure	 2:	 Subclade	 5.1)	 ซึ่งพืช 
ทัง้	3	ชนดินี	้ถูกจำาแนกกลุ่มด้วยข้อมลูทางสณัฐาน 
ไว้ด้วยกันภายใต้	 Subgen. Aquifolium Sect. 
Aquifolium แต่ในงานวิจัยนี้	 พบการแสดง
ตำาแหน่งความใกล้ชิดแยกจากกัน

I. ficoidea	 รวมกลุ่มอยู่กับชนิดพืชใน	
Subgen.	Prinos Sect.	Micrococca (Figure	2:	 
Subclade	 4.1)	 เมื่อพิจารณาตัวอย่างพรรณไม้
อ้างอิงหมายเลข	 Fukuoka	 T-63801	 (BKF)	
(Table	 1)	 ของ	 I. ficoidea ที่ใช้ศึกษาในงาน
วิจัยน้ี	 พบว่า	 มีลักษณะทางสัณฐานของใบและ
เมล็ดแข็งคล้ายคลึงกับสมาชิกใน	 Subgen.  
Aquifolium แต่ตัวอย่างพรรณไม้อ้างอิง	 แสดง
เฉพาะระยะตดิผล	และมช่ีอผลหลดุร่วงออกจากกิง่	 
ซึง่ลกัษณะใบของ	Subgen.	Prinos และ	Subgen. 
Aquifolium มีความคล้ายคลึงกันที่ขอบใบหยัก
หรือจักซี่ฟัน	และปลายใบยาว	แต่ลักษณะของผล
และเมล็ดแข็ง	 แสดงลักษณะเด่นของสมาชิกใน	
Subgen. Aquifolium  ดงันัน้	อาจสรปุสาเหตุของ
การแสดงตำาแหน่งอยู่ผิดกลุ่มของ	I. ficoidea	ได้	 
2	ประการ	คอื	1)	การระบชุือ่วทิยาศาสตร์ผดิพลาด	 
เนือ่งจากความคล้ายคลงึกนัของลกัษณะทางสัณฐาน	
2)	การผสมข้ามในธรรมชาติ	(natural	hybridization)	
ซึง่กรณเีช่นนีม้กีารศึกษาพบมากข้ึนในพชืสกลุ	 Ilex  
(Shi	et al.,	2016;	Son	et al.,	2009)	แต่ในงาน
วิจัยนี้พบข้อมูลดีเอ็นเอปรากฏเฉพาะบริเวณ	ITS	
เพยีงข้อมลูเดยีว	(Table	1)	จงึยงัไม่สามารถยนืยัน
สถานะตัวอย่างได้อย่างชัดเจน

สำาหรับ	I. glomerata	พบว่า	รวมกลุ่มอยู่
กบัสมาชกิของ	Subgen.	Byronia	Sect.	Byronia 
(Figure	2:	Subclade	5.1)	เมื่อพิจารณาลักษณะ
ทางสัณฐานกลับมีความแตกต่างจากสมาชิกของ	
Subgen.	Byronia	 อย่างส้ินเชิง	 ในทางกลับกัน	
I. glomerata	 มีลักษณะทางสัณฐานคล้ายคลึง	
I. pubifructa	(Figure	3E–F)	มาก	ดังนั้น	กรณี
การแสดงตำาแหน่งผิดกลุ่มเช่นนี้	 มีข้อสันนิษฐาน

คล้ายคลงึกบักรณขีอง	I. ficoidea	ทีก่ล่าวมาข้างต้น	 
จึงมีความจำาเป็นที่ต้องทำาการศึกษาข้อมูลดีเอ็นเอ
ของ	 I. glomerata	 เพิ่มเติมในอนาคตเพื่อยืนยัน
ตำาแหน่งการจัดกลุ่มที่ถูกต้อง	

ส่วน	 I. embelioides	 พบปรากฏร่วม
อยู่กับชนิดพืชใน	 Subgen.	 Byronia	 Sect.	 
Lioprinus	 (Figure	 1:	 Subclade	 5.2)	 เมื่อ
พิจารณาจากลักษณะทางสัณฐานของพืช	 คือ	
ตัวอย่างพรรณไม้อ้างอิงหมายเลข	 Takahashi	
&	Tamura	T-63342	 (BKF)	 (Table	1)	พบว่า	 
I. embelioides มีลักษณะทางสัณฐานคาบเกี่ยว
ระหว่าง	 Subgen.	 Aquifolium	 กับ	 Subgen. 
Byronia	เช่น	ใบมีขอบเรียบ	วงกลีบดอก	4	–	5	
กลบี	ผลมีเมลด็แขง็	4	เมลด็	ผวิเมลด็ด้านข้างเรยีบ	
ผวิด้านหลงัเป็นสนัตามยาวไม่สมำา่เสมอ	3	–	4	สนั	
แต่ความเป็นไปได้ที่สำาคัญ	 คือ	 การแยกกลุ่มที่ไม่
ชดัเจนในครัง้นี	้อาจผดิพลาดเนือ่งมาจากสามารถ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยดีเอ็นบาร์โค้ด	 rpl32-
trnL	 เพียงบริเวณเดียว	 (Table	1)	และดีเอ็นเอ
ที่ได้มาไม่ครบสมบูรณ์	 เป็นเพียงบางส่วนของ	
sequence	(602	คู่เบส	จาก	928	–	945	คู่เบส)	
เท่านั้น	ดังนั้น	จึงยังไม่สามารถสรุปตำาแหน่งการ
จัดกลุ่มของ	I. embelioides ที่ศึกษาในงานวิจัยนี้
ได้อย่างชดัเจน	ควรมกีารศกึษาเพิม่เตมิในอนาคต

ความไม่สอดคล้องกนัของการจำาแนกกลุม่
ของพืชวงศ์ศิลาด้วยข้อมูลดีเอ็นเอกับข้อมูลทาง
สัณฐานที่พบในงานวิจัยนี้	 สนับสนุนรายงานของ	
Manen	et al.	(2010)	ทีไ่ด้ศกึษาความสมัพันธ์ของ
พืชวงศ์ศลิา	105	ชนดิ	ด้วยดีเอน็เอบาร์โค้ดจำานวน	
5	 บริเวณ	 พบการแสดงตำาแหน่งของสมาชิกใน	
Subgen. Aquifolium บนแผนภูมิความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการเป็น	 Polyphyletic	 ซึ่งกรณีน้ี	
แสดงให้เหน็อย่างชดัเจนถงึลกัษณะความผนัแปร
ของพืชสกลุ	Ilex	ทีย่งัจำาเป็นต้องมีการวจิยัเพ่ิมเตมิ
เพ่ือยนืยนัสถานะของชนิดพืชท่ียงัมคีวามสบัสนใน
การจำาแนกกลุ่มความใกล้ชิดของพืช
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สรุปผลการทดลอง
การศกึษาความหลากหลายและความสมัพนัธ์ 

ทางววัิฒนาการของพชืวงศ์ศลิา	(Aquifoliaceae)	 
ได้ข้อมลูดีเอน็เอบาร์โค้ดบริเวณ	matK,	rpl32-trnL,	
trnL-trnF	และ	ITS	ซึ่งเป็นข้อมูลดีเอ็นเอของพืช
วงศ์ศิลาที่มีการศึกษาเป็นครั้งแรกในประเทศไทย	
ผลการศึกษาที่ ได ้ 	 แสดงความสัมพันธ ์ทาง
ววิฒันาการท่ีจำาแนกด้วยข้อมลูดเีอน็เอ	สอดคล้อง 
กับการจำาแนกกลุ่มด้วยข้อมูลทางสัณฐานของ 
พืชเป็นส่วนใหญ่	 ข้อมูลความใกล้ชิดของพืชที่ 
จำาแนกได้ด ้วยข้อมูลดีเอ็นเอสามารถใช้เป็น
แนวทางในการจำาแนกกลุ่มพืชด้วยข้อมูลทาง
สัณฐานสำาหรับชนิดพืชที่ยังไม่ได้มีการจัดกลุ่ม
มาก่อน	 และใช้เป็นแนวทางในการตรวจสอบชื่อ
วิทยาศาสตร์พืชวงศ์ศิลาที่ยังไม่สามารถระบุชื่อ
ชนิดได้	 สำาหรับพืชวงศ์ศิลาที่มีการจำาแนกกลุ่ม
ด้วยข้อมูลดีเอ็นเอแล้วให้ผลไม่สอดคล้องกับการ
จำาแนกกลุ่มด้วยข้อมูลทางสัณฐานในงานวิจัยน้ี	
สมควรดำาเนินการวิจัยเพิ่มเติม	เพื่อยืนยันสถานะ
การจำาแนกกลุ่มให้ถูกต้อง	 นอกจากน้ี	 การศึกษา
ดีเอ็นเอบาร์โค้ดของพืชวงศ์ศิลายังช่วยยืนยัน
ความถูกต้องในการระบุชื่อพืชที่นำามาศึกษาและ
เป็นประโยชน์ในการศึกษาทางอนุกรมวิธานที่จะ
ดำาเนินการวิจัยต่อไปในอนาคต	 ซึ่งมีความสำาคัญ
ในการจัดทำาบัญชีรายชื่อพรรณพฤกษชาติของ
พืชวงศ์ศิลาของประเทศไทย	 เพื่อใช้เป็นข้อมูล
สนับสนุนการวางแผนการอนุรักษ์ความหลาก
หลายของพืช	 และการนำาไปใช้ประโยชน์เชิง
เศรษฐกิจของประเทศต่อไป
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