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บทคัดยอ 

งานวิจัยนี้เปนการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายกดวยวิธี HAT-RAPD และ
วิเคราะหลําดับเบสของยีน 16SrRNA ของชันโรง 6 ชนิด จํานวน 43 ตัวอยาง ผลการวิเคราะหดวยเทคนิค HAT-RAPD พบวา 
Tetragonula pagdeni มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงท่ีสุด โดยมีรูปแบบของ haplotype จํานวน 10 แถบ มี %polymorphic 
band เทากับ 76.92 และ mean of heterozygosity เทากับ 0.2240.056 ในขณะ Tetragonilla collina, Tetragonula sirindhornae, 
Tetragonula hirashimai, Lisotrigona furva และ Lepidotrigona terminata มีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับตํ่า จากการ
วิเคราะห AMOVA บงชี้วาความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงอยางมีนัยสําคัญ (ΦPT = 0.46, p-value = 0.0001) เมื่อ
วิเคราะหยีน 16SrRNA ของชันโรงแตละชนิด พบวา ประกอบดวยเบส A และ T ในสัดสวนท่ีสูง โดย T. pagdeni มีรูปแบบของ 
haplotype มากท่ีสุดถึง 18 แบบ และการวิเคราะหลําดับยีนสามารถบงบอกความแตกตางทางพันธุกรรมในระดับสูง ยกเวน L. 
terminata โดยใหคา haplotype diversity อยูในชวง 0.833 ถึง 1.000 และคา nucleotide diversity อยูในชวง 0.086 ถึง 0.318 
นอกจากนี้ลําดับเบสสามารถบงบอกความแตกตางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงแตละกลุมอยางมีนัยสําคัญ (2= 220.000, p-
value = 0.0225) 
  
คําสําคัญ: ความหลากหลายทางพันธุกรรม  HAT-RAPD  ยีน 16SrRNA  ชันโรง  
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Abstract 
The genetic differentiation of stingless bees in Nakorn Nayok was determined by HAT-RAPD and 16SrRNA 

analysis in 43 individuals. The HAT-RAPD results indicated that Tetragonula pagdeni revealed the highest genetic 
diversity (10 haplotypes, %polymorphic band = 76.92 and mean of heterozygosity = 0.2240.056) whereas Tetragonilla 
collina, T. sirindhornae, Tetragonula hirashimai, Lisotrigona furva and Lepidotrigona terminata showed relatively low 
HAT-RAPD polymorphisms. Moreover, the AMOVA results indicated that genetic differentiation among six species of 
stingless bees was statistically significant. (ΦPT = 0.46, p-value = 0.0001). The 16SrRNA analysis showed a high level 
of A and T components. Among these, T. pagdeni revealed 18 haplotypes. In addition, the 16SrRNA analysis 
indicated high genetic differentiation in each species, except for L. terminata. There were the values of haplotype 
diversity and the nucleotide diversity in ranges of 0.833 to 1.000 and 0.086 to 0.318, respectively. The 16SrRNA 
sequences also revealed that genetic differentiation among six species were statistically significant (2= 220.000, p-
value = 0.0225). 
 
Keywords: Genetic diversity, HAT-RAPD, 16SrRNA genes, Stingless bees 
 
บทนํา 

ชันโรงเปนแมลงสังคมจัดอยูในกลุมเดียวกับผึ้งแต
ไมมีเหล็กใน สามารถปองกันการบุกรุกจากศัตรู ดวยการสะสม
ยางไมท่ีเก็บมาจากพืชชนิดตาง ๆ ไวในรัง (Roubik, 1989) 
ชันโรงกระจายตัวท่ัวไปตามเขตรอนท่ัวโลก สรางรังในโพรง
ไมและโพรงดิน และเปนแมลงท่ีมีความสําคัญตอเศรษฐกิจของ
ประเทศ โดยเปนแมลงที่ชวยผสมเกสรและมีบทบาทสําคัญ
ตอการเพิ่มผลผลิตทางการเกษตร (Heard, 1999) และยัง
สามารถผลิตน้ําผึ้งและพรอพอลิสไดเชนเดียวกับผึ้งท่ัวไป 
การเล้ียงชันโรงเพื่อเก็บน้ําผึ้ง เกสร และพรอพอลิส (meli-
poniculture) มีมาต้ังแตอดีตในพ้ืนท่ีชนบท เพ่ือนํามาใช
ประโยชนในทางการแพทยแผนโบราณ (Foster, 1942) นอก-
จากนั้นชันโรงยังมีความสําคัญตอระบบนิเวศและมีความหลาก-

หลายทางชนิด ลักษณะปากรัง และโครงสรางรัง ปจจุบันพบ
ชันโรงเกือบ 500 ชนิด (Michener, 2007) ชันโรงสกุล Melipona 
เปนสกุลท่ีนิยมเพาะเลี้ยงในทวีปอเมริกากลางและใต และมี
ความสําคัญทางเศรษฐกิจ (Dain, 1991) ชันโรงสกุล  Trigona 
เปนสกุลท่ีพบมากในประเทศแถบเอเชีย เชน ไทย อินเดีย 
ศรีลังกา ไตหวัน (Michener, 2000) โดยมีรายงานในประเทศ
ไทยวา พบชันโรงจํานวน 32 ชนิด ท่ีอยูในสกุล Trigona (Kla-
kasikorn et al., 2005) ชันโรงชนิด T. pagdeni เปนชนิดท่ี
พบไดมากและพบไดท่ัวไปตามลักษณะภูมิศาสตรของประเทศ
ไทย โดยสรางรังตามส่ิงกอสรางของมนุษย และตามแหลง
ธรรมชาติอ่ืน ๆ ไดแก โพรงหินโพรงดินและโพรงตนไม (Thum-
majitsakul et al., 2011) ซึ่งประเทศไทยมีทรัพยากรธรรมชาติ
ท่ีอุดมสมบูรณ มีความหลากหลายของสิ่งมีชีวิตซึ่งเปนฐาน
ทรัพยากรอาหารที่สําคัญของประเทศ โดยเฉพาะจังหวัดนคร-
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นายกเปนพ้ืนท่ีอุดมดวยทรัพยากรธรรมชาติ และมีการทํานา
และสวนผลไมเปนจํานวนมาก (กลุมงานขอมูลสารสนเทศและ
การส่ือสาร, 2557) แตขอมูลเกี่ยวกับชันโรงและประโยชนทาง
สุขภาพยังมีอยูนอยมาก โดยหากการพัฒนาทางเทคโนโลยี
และส่ิงกอสรางของมนุษย เจริญเติบโตอยางรวดเร็วอาจสง 
ผลใหเกิดการลดลงและสูญพันธุของชันโรงได และคุณคาท่ี
ไดจากชันโรงและผลผลิตตอคุณภาพชีวิตท่ีดีของมนุษยจะ
สูญหายไป 

เทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ randomly amplified poly-
morphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคท่ีใชเพ่ือวิเคราะหจีโนม 
ดีเอ็นเอกันอยางแพรหลาย ใชงาย รวดเร็วและไมจําเปนตอง
รูขอมูลพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตท่ีสนใจมากอน โดยเคยมีรายงาน
การใชเทคนิค RAPD เพ่ือศึกษาพันธุกรรมและวิวัฒนาการ
ของแมลงชนิดตาง ๆ (Harry et al., 1998) และเทคนิค RAPD 
สามารถใชบงชี้ความแตกตางทางพันธุกรรมตามลักษณะทาง
ภูมิศาสตรและความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรง 
Tetragonisca angustula (Baitala et al., 2006) แตเทคนิค 
RAPD มีขอเสีย คือ มีความไวตอการเปล่ียนแปลงสภาวะ
ตาง ๆ และเมื่อทําซ้ํามักจะใหผลท่ีตางจากเดิม ซึ่งปจจุบันนี้การ
ใชเทคนิค HAT-RAPD  (high annealing temperature-RAPD) 
จะชวยทําใหผลท่ีไดแมนยํามากขึ้น โดยการเพิ่มอุณหภูมิใน
ขั้นตอนแอนนีลล่ิง (annealing temperature) ใหอยูระหวาง 
45 – 62°C (Eimert et al., 2003; Ruangsuttapha et al., 2007) 

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรงในจังหวัด
นครนายกสามารถใชเปนขอมูลท่ีสําคัญเพ่ือการควบคุมและ
อนุรักษชันโรงในพื้นท่ีทองถ่ินท่ีมีโอกาสเส่ียงท่ีจะถูกทําลาย
รังท่ีอยูอาศัยและอาจกอใหเกิดการสูญพันธุได และสามารถ
ใชเปนขอมูลเบ้ืองตนในการสงเสริมการใชประโยชนจากชันโรง
เพ่ือการเพ่ิมผลผลิตทางการเกษตรตอไปได ดังนั้นจุดประสงค
ในการศึกษาวิจยัครั้งนี้เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุ-
กรรมของชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายก เพ่ือใชเปนขอมูล
พ้ืนฐานในการอนุรักษชันโรงและการใชประโยชนจากชนัโรง
อยางมีประสิทธิภาพตอไป 
 
วิธีการดําเนินการวิจัย 
ตัวอยางชันโรงและการสกัดดีเอ็นเอ  

ใชตัวอยางชันโรง 6 ชนิด จาก 4 สกุล ในการสกัด
ดีเอ็นเอ ไดแก Tetragonula pagdeni (จํานวน 24 ตัวอยาง) 
Tetragonula sirindhornae (จํานวน 6 ตัวอยาง) Lisotrigona 

furva (จํานวน 4 ตัวอยาง) Tetragonula hirashimai (จํานวน 
3 ตัวอยาง) Tetragonilla collina (จํานวน 4 ตัวอยาง) และ 
Lepidotrigona terminata (จํานวน 2 ตัวอยาง) ตัวอยางชันโรง
ท้ังหมดพบในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายกและมีการติดตามขอมูล
ทางภูมิศาสตรดวยพิกัด GPS (global positioning system) 
โดยใชเครื่อง Garmin GPS MAP 62s ในระบบ UTM (x-utm 
และ y-utm) โดยแสดงจุดพิกัดดวย Garmin BaseCamp 
software รุน 4.2.5 และแสดงภาพถายดาวเทียมใน Google 
Earth รุน 7.1.2.2041 (ภาพที่ 1) และจําแนกชนิดชันโรงดวย
สัณฐานวิทยาโดยใชกลองสเตอริโอ (ZATURN Stereo Micro-
scope) (ศิริกุล ธรรมจิตรสกุล และคณะ, 2557)  โดยนําตัวอยาง
ชันโรง 1 ตัวจากแตละรัง ท้ังหมด 43 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอ 
โดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ PureLink® Genomic DNA Kits (Invi-
trogen, USA) หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจล 
อะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปนเวลา 30 นาที โดยใชความ
ตางศักย 100 โวลต และยอมดวยเอทิเดียมโบรไมดและสองดู
ภายใตแสงยูวี 

การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค  HAT-RAPD  
เพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยเทคนิค  PCR  (polymer-

ase chain reaction) โดยใชไพรเมอรแบบสุม 1 ชนิด ไดแก 
ไพรเมอร OPL-11 (Oliveira et al., 2004)  ในปฏิกิริยา PCR 
รวมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท่ีประกอบดวย ดีเอ็นเอแมแบบ
จํานวน 25 นาโนกรัม ไพรเมอรเขมขน 5 ไมโครโมลาร ปริมาตร 
4  ไมโครลิตร และ 2X GoTaq® Green Master Mix ปรมิาตร 
10 ไมโครลิตร (ประกอบดวยสารละลายบัฟฟอร pH 8.5 dATP 
เขมขน 400 ไมโครโมลาร dGTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร
dCTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร dTTP เขมขน 400 ไมโคร
โมลาร และ MgCl2 เขมขน 3 มิลลิโมลาร) โดยมีวัฏจักรของ
ปฏิกิริยา เริ่มท่ีขั้นตอน pre-denature 95C นาน 5 นาที 
และตามดวย 35 รอบของ 95C นาน 45 วินาที (denature) 
45C นาน 45 วินาที (annealing) 72C นาน 1 นาที (extension) 
และ final extension 72C นาน 7 นาที หลังจากนั้นตรวจ-
สอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจลอะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปน-
เวลา 30 นาที โดยใชความตางศักย 100 โวลต แลวยอมดวย
เอทิเดียมโบรไมดและสองดูภายใตแสงยูวี 

การหาลําดับเบสของยีน 16SrRNA  
 เพ่ิมจํานวนชิ้นยีน 16SrRNA ดวยเทคนิค PCR 

ตามวิธีการของ Thummajitsakul et al. (2012) โดยปฏิกิริยา 
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ภาพท่ี 1 แผนที่เก็บตัวอยางชันโรงในพื้นท่ีจังหวัดนครนายก โดยแสดงจุดพิกัดดวย Garmin BaseCamp software รุน 4.2.5 และ

แสดงภาพถายดาวเทียมบน Google Earth รุน 7.1.2.2041 วันท่ี 30 มกราคม พ.ศ. 2557 
 
PCR รวมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ประกอบดวยดีเอ็นเอแมแบบ
จํานวน 50 นาโนกรัม 0.1 มิลลิโมลาร ไพรเมอรและ 2X GoTaq® 
Green Master Mix ปริมาตร 25 ไมโครลิตร (ประกอบดวย 
สารละลายบัฟฟอร pH 8.5 dATP เขมขน 400 ไมโครโมลาร 
dGTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร dCTP เขมขน 400 ไมโคร 
โมลาร dTTP เขมขน 400 ไมโครโมลาร และ MgCl2 เขมขน 
3 มิลลิโมลาร) วัฎจักรของปฏิกิริยาเริ่มท่ีขั้นตอน pre-denature 
95C นาน 3 นาที และตามดวย 5 รอบของ 95C นาน 30 
วินาที (denature) 45C นาน 1 นาที (annealing) 72C  
นาน 50 วินาที (extension) และตามดวย 35 รอบของ 95 C 
นาน 30 วินาที (denature) 56C นาน 30 วินาที (annealing) 
72C นาน 50 วินาที (extension) และ final extension 72C 
นาน 7 นาที หลังจากนั้นตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอผานเจล 
อะกาโรสอิเล็กโตรโฟไลซิส เปนเวลา 30 นาที โดยใชความ
ตางศักย 100 โวลต แลวยอมดวยเอทิเดียมโบรไมดและสองดู
ภายใตแสงยูวี  หลังจากนั้นทําความสะอาด PCR product ท่ีได
จากการเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอดวยชุด HiYieldTM  Gel/PCR 
DNA Fragment Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan) 
และใชบริการหาลําดับเบสท่ี Macrogen (กรุงโซล, ประเทศ

เกาหลี) โดยใชเครื่อง ABI Automatic Sequencer 3730XL 
ภายใตภาวะ BigDye terminator cycling 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
วิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิค HAT-

RAPD  โดยการแปลผลแถบดีเอ็นเอท่ีพบใหเปน 1 และหาก
ไมพบแถบดีเอ็นเอใหเปน 0  และวิเคราะหคาความหลากหลาย 
%polymorphic loci และ heterozygozity และวิเคราะหความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางสายพันธุชันโรงดวย AMOVA 
ท่ีอยูในโปรแกรม GenAlEx version 6.501 (Peakall  and 
Smouse, 2012) การวิเคราะหผลลําดับเบสบนยีน 16sRNA 
โดยใชโปรแกรม DnaSP software รุน 5.10.1 (Librado et al., 
2009)  และสราง phylogenetic tree ดวยวิธี UPGMA (un-
weighted pairgroup method with averages) ในโปรแกรม 
MEGA version 6.06 (Tamura et al., 2013) 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

การวิจัยครั้งนี้ไดตรวจสอบความหลากหลายทางพันธุ-
กรรมจากชันโรงจํานวน 43 ตัวอยาง ท่ีพบใน 16 ตําบล ไดแก 
ตําบลพรหมณี ตําบลเขาพระ ตําบลหินตั้ง ตําบลนครนายก 
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ตําบลทาทราย ตําบลสาริกา ตําบลเกาะหวาย ตําบลโคกกรวด 
ตําบลบานพราว ตําบลอาษา ตําบลพิกุลออก ตําบลบานนา 
ตําบลปาขะ ตําบลศรีกระอาง ตําบลบางปลากด และตําบล
องครักษ ในพ้ืนท่ีอําเภอเมือง อําเภอปากพลี อําเภอบานนา  
และอําเภอองครักษ จังหวัดนครนายก) ดังในภาพท่ี 1 การ
วิเคราะหจีโนมิกดีเอ็นเอของตัวอยางชันโรง 43 ตัวอยาง ดวย

เทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ HAT-RAPD โดยใชไพรเมอรแบบ
สุม พบแถบดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได (amplified PCR products) 
มีขนาดระหวาง 200 ถึง 1,500 bp โดยมีรูปแบบของ haplo-
type ท่ีพบในกลุมชนิดชันโรงทั้งหมด มี 22 แบบ จากตําแหนง
ดีเอ็นเอ 12  ตําแหนง (loci) (ภาพที่ 2 และ 3) 

 

 
ภาพท่ี 2 ตัวอยางรูปแบบของ HAT-RAPD ของชันโรงที่ทดสอบ โดย M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp marker; 1 – 8 คือ PCR 

product ของตัวอยาง T. pagdeni; 9 – 10 คือ PCR product ของตัวอยาง T. sirindhornae 
 

 
ภาพท่ี 3 ตัวอยางรูปแบบของ HAT-RAPD ของชันโรงที่ทดสอบ โดย M คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp marker; 1 – 4 คือ PCR 

product ของตัวอยาง T. pagdeni; 5 – 6 คือ PCR product ของตัวอยาง L. furva; 7 คือ PCR product ของตัวอยางT. 
hirashimai 

 
การวิเคราะหพันธุกรรมของชันโรงในพ้ืนท่ีจังหวัด

นครนายกดวยเทคนิค HAT-RAPD สามารถบงบอกความ
หลากหลายทางพันธุกรรมภายในชนิดและระหวางชนิดชันโรง
ท้ัง 6 ชนิด โดยพบวา T. pagdeni  มีความหลากหลายทาง
พันธุกรรมภายในชนิดสูงสุด โดยมีรูปแบบของ haplotype 
ท้ังหมด 10 แถบ คา %polymorphic band เทากับ 76.92  

คาเฉล่ีย Heterozygosity (Mean He) เทากับ 0.2240.056  
รองลงมาชนิด T. collina  (มีแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 3 แถบ  
% polymorphic band = 23.08 คา Mean He = 0.0820.045 
และ T. sirindhornae (มีแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ %polymorphic 
band = 15.38 คา Mean He = 0.0690.047) ตามดวย T. 
hirashimai (มีแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ %polymorphic band = 
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7.69 คา Mean He = 0.038+0.038) L. furva (มีแถบดีเอ็นเอ 
3 แถบ %polymorphic band = 7.69 คา Mean He = 0.018 

0.018) และ L. terminata (มีแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ %poly-
morphic band = 0 และคา Mean He = 0) ตามลําดับ อยางไร-
ก็ตามชันโรงชนิด T. collina  T. sirindhornae T. hirashimai 
L. furva และ L. terminata มี HAT-RAPD polymorphism 
ในระดับต่ํา อาจเปนผลจากจํานวนประชากรมีจํานวนนอย อัน

เนื่องมาจากถ่ินท่ีอยูอาศัยของชันโรงเหลานี้ถูกรบกวนจนลด
จํานวนลง (Waldschmidt et al. 2002) และเมื่อวิเคราะห
โครงสรางประชากรดวย AMOVA พบความแตกตางทางพันธุ-
กรรมระหวางชนิดชันโรง อยางมีนัยสําคัญ(ΦPT เทากับ 0.46, 
p-value = 0.0001) และพบความแตกตางทางพันธุกรรมภาย-
ในชนิดชันโรง (ΦPR =0.54) (ตาราง 1) 
 

 

  ตาราง 1 ผล AMOVA ของชันโรงทั้ง 6 ชนิดท่ีวิเคราะหจาก HAT-RAPD polymorphisms 
 

Variance Source df SS MS Est. Var. %Var. Statistics p-value 
Among Populations   5 29.479 5.896 0.879 46% ΦPT = 0.46 0.0001 
Within Populations 37 37.917 1.025 1.025 54% ΦPR =0.54  
Total 42 67.395  1.903 100%   

  หมายเหตุ SS = Sum of square, MS = Mean square, Est. Var. = estimated variance 
 

เมื่อวิเคราะหลําดับเบสในยีน 16SrRNA จากตัวอยาง
ชันโรง 6 ชนิด ท้ังหมด 43 ตัวอยาง พบเบส T, C, A และ G  
เฉล่ีย 37.0, 10.1, 38.5 และ 14.4% ตามลําดับ ซึ่งสอด-
คลองกับรายงานของ  Thummajitsakul et al. (2013) ท่ีพบวา 
ยีนตาง ๆ ในไมโทคอนเดรียดีเอ็นเอของชันโรง T. pagdeni  
ประกอบดวยเบส A และ T ในสัดสวนท่ีสูง  และจากการวิเคราะห
ลําดับเบสในยีน 16SrRNA  ในแตละชนิด แสดงใหเห็นความ
หลากหลายทางพันธุกรรมท้ังภายในและระหวางชนิดชันโรง 
โดย T. pagdeni ใหจํานวนรูปแบบของ haplotype มากท่ี 
สุดถึง 18 แบบ จากท้ังหมด 24 ตัวอยาง ซึ่งชันโรงแตละชนิด
มีคา haplotype diversity สูง ยกเวน L. terminata  และแสดง
คา nucleotide diversity  สูงใน T. collina L.  furva และ T. 
pagdeni T. hirashimai และ T. sirindhornae ตามลําดับ (ตาราง 
2)  โดยลําดับเบสในยีน 16SrRNA ในแตละชนิด มีลําดับเบส

แตกตางกันภายในแตละชนิดชันโรง และพันธุกรรมระหวาง
ชนิดชันโรงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยมีคา 2 
เทากับ 220.000 (p-value = 0.0225) ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้
พบวา ลําดับเบสของยีน 16S rRNA สามารถบงชี้ความผันแปร
ทางพันธุกรรมของชันโรงไดดีกวาการวิเคราะหดวยเทคนิค 
HAT-RAPD ท่ีใชจํานวน 1 ไพรเมอร ซึ่งควรมีการใชไพรเมอร 
ชนิดอ่ืนเพ่ิมเติมเพ่ือใหสามารถจําแนกความหลากหลายพันธุ-
กรรมไดมากขึ้น เมื่อยืนยันผลดวยการวิเคราะหความสัมพันธ
ทางสายวิวัฒนาการ พบวา phylogenetic tree ท่ีสรางจาก
ลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16SrRNA ขนาด 427 bp ดวยวิธี 
UPGMA สามารถแสดงใหเห็นความหลากหลายภายในชนิด
ชันโรงและสายสัมพันธในกลุมชันโรงไดดีกวา phylogenetic 
tree ท่ีวิเคราะหจากเทคนิค HAT-RAPD (ภาพที่ 4ข) 

 
      ตาราง 2 ความหลากหลายทางพันธุกรรมท่ีวิเคราะหจากลําดับเบสของยีน 16SrRNA ของชันโรงที่ทดสอบ 
 

ชนิด Number of sequences Number of haplotypes Haplotype diversity Nucleotide diversity 
T. pagdeni 24 18 0.964 0.133 
T. sirindhornae 6 6 1.000 0.086 
L.  furva  4 4 1.000 0.181 
T. hirashimai 3 3 1.000 0.088 
T. collina 4 3 0.833 0.318 
L. terminata 2 1 - - 
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เทคนิค HAT-RAPD เปนเทคนิคท่ีนิยมใชในการศึกษา 
จีโนมิกดีเอ็เอในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน เชน กลวย ซึ่งมีความแมนยํา 
สูงและรวดเร็ว (Ruangsuttapha et al., 2007)  อยางไรก็ตาม
การศึกษาพันธุกรรมในชันโรงเคยมีการใชเทคนิค RAPD ใน
การศึกษาชันโรงชนิดอ่ืน ๆ เชน Tetragonisca angustula  
และพบความแตกตางทางพันธุกรรมในกลุมประชากรท่ีจัด 
แบงตามลักษณะภูมิศาสตร (Oliveira et al., 2004) ขณะท่ี 
Waldschmidt et al. (2000) ใชเทคนิค RAPD ในการหาตัวบงชี้
ทางดีเอ็นเอ เพ่ือใชบงชี้ชันโรงชนิด Melipona quadrifasciata
ซึ่งความหลากหลายทางพันธุกรรมในชันโรงชนิด T. pagdeni  
ในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายก ท่ีไดจากเทคนิค HAT-RAPD และ
การวิเคราะหลําดับเบสในยีน 16SrRNA สอดคลองกับการ 

ศึกษาของ  Thummajitsakul et al. (2008) ท่ีพบความหลาก-
หลายทางพันธุกรรมของชันโรง T. pagdeni ดวยเทคนิคลาย-
พิมพดีเอ็นเอ TE-AFLP (three enzyme-amplified fragment 
length polymorphism) พบความหลากหลายทางพันธุกรรม
สูงภายในชันโรงชนิด T. pagdeni และสามารถตรวจวัดความ
แตกตางทางพันธุกรรมระหวางกลุมประชากรของ T. pagdeni  
ท่ีจัดแบงกลุมตามลักษณะทางภูมิศาสตรของประเทศไทย  
ในทํานองเดียวกันเคยมีรายงานการใชเทคนิค PCR-SSCP (PCR 
based single strand conformation polymorphism) เพ่ือ
วิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดของยีน 16SrRNA โดยสามารถ
ตรวจวัดความแตกตางทางพันธุกรรมภายในชนิดและระหวาง
กลุมประชากร T. pagdeni ได (Thummajitsakul et al., 2011) 

 

 
(ก) 

 

 
(ข) 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4  phylogenetic tree แสดงสายสัมพันธวิวัฒนาการของชันโรงดวยวิธี UPGMA (the unweighted pairgroup method 
with averages) โดยที่ A คือ phylogenetic tree ท่ีวิเคราะหจากลําดับนิวคลีโอไทดของยีน  16SrRNA  ในตัวอยาง
ชันโรงทั้งหมด โดย TP คือ T. pagdeni, TC คือ T. collina,  TS คือ T. sirindhornae,  TH คือ T. hirashimai,  LF 
คือ L. furva และ LT คือ L. terminata และกลุมเปรียบเทียบคือ Exaerete smaragdina (AJ581101.1) และ Euglossa 
imperialis (AJ581085.1) จากฐานขอมูลนิวคลีโอไทด GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)  และ B 
คือ phylogenetic tree ท่ีวิเคราะหจาก HAT-RAPD polymorphisms 
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สรุป 
การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของชันโรง

ในพ้ืนท่ีจังหวัดนครนายกดวยวิธี HAT-RAPD และการวิเคราะห
ลําดับนิวคลีโอไทด 16SrRNA จากชันโรง 6 ชนิด 43 ตัวอยาง 
โดยวิธี HAT-RAPD สามารถบงบอกวา T. pagdeni มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูงสุด โดยชนิด T. collina T. sirin-
dhornae T. hirashimai  L. furva และ L. terminata มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในระดบัต่ํา และการวิเคราะห AMOVA 
บงชี้ความแตกตางทางพันธุกรรมระหวางชนิดชันโรงอยางมี
นัยสําคัญ (p-value = 0.0001) และเมื่อวิเคราะหลําดับเบส
ในยีน 16SrRNA จากตัวอยางชันโรงทั้งหมด พบเบส A และ 
T ในสัดสวนสูง และสามารถบงบอกความแตกตางทางพันธุ-
กรรมท้ังภายในชนิดชันโรงและระหวางชนิดไดอยางชัดเจน  
ดังนั้นขอมูลท่ีไดรับจากงานวิจัยในครั้งนี้ จะใชเปนขอมูลพ้ืน-
ฐานในการจัดการการอนุรักษชนิดชันโรงในทองถ่ิน การพัฒนา 
การใชประโยชนจากชันโรงอยางย่ังยืนและเปนตัวชี้วัดสภาพ
ส่ิงแวดลอมได 
 
กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ไดรับทุนสนับสนุนการวิจัยจากเงินงบ-
ประมาณแผนดิน มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ประจําป
งบประมาณ 2557 ตามสัญญาเลขท่ี 058/2557 ขอขอบคุณ
คณะวัฒนธรรมส่ิงแวดลอมและการทองเท่ียวเชิงนิเวศ มหา-
วิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ ท่ีใหความสะดวกในการทําวิจัย
ครั้งนี้ 

 
เอกสารอางอิง 
กลุมงานขอมูลสารสนเทศและการส่ือสาร สํานักงานจังหวัด

นครนายก. (2557). สภาพภูมิประเทศ. สืบคนจาก
เวบไซต http://www.nakhonnayok.go.th เมื่อวันท่ี 
3 กรกฎาคม 2557. 

ศิริกุล ธรรมจิตรสกุล  ภาวินี ดีแท  และกัญจน ศิลปประสิทธิ์. 
(2557,  พฤศจิกายน).  ความหลากชนิดและการกระ-
จายของชันโรงพ้ืนเมืองในจังหวัดนครนายก. การ
ประชุมระดับชาติมหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
(หนา 328-337). กรุงเทพฯ; มหาวิทยาลัยศรีนค- 
รินทรวิโรฒ. 

Baitala, T. V., Mangolin, C. A., de Alencar, V., de Toledo, 
A., and Ruvolo-Takasusuki, M. C. C. (2006). 

RAPD polymorphism in Tetragonisca angustula 
(Hymenoptera; Meliponinae, Trigonini) popula-
tions. Sociobiology 48(3): 1-13. 

Dain, J. L. (1991). Seringueiros and stingless bees: 
a study of change in the Brazilian Amazon. 
Florida, USA: Department of Anthropology, 
University of Florida. 

Foster, G. M. (1942). Indigenous apiculture among the 
Popoluca of Veracruz. American Anthropologist 
44:538-542. 

Harry, M., Robin, S., and Lachaise, D.  (1998). Use of 
polymorphic genetic markers (RAPDs) in evo-
lutionary and applied entomology. Annales de 
la Societe Entomologique de France  34: 9-32. 

Heard, T. (1999). The role of stingless bees in crop pollin-
ation. Annual Review of Entomology 44: 183-
206. 

Klakasikorn, A., Wongsiri, S., Deowanish S., and Duang-
phakdee, O. (2005). New record of stingless 
bees (Meliponini: Trigona) in Thailand. Natural 
History Journal of Chulalongkorn University 
5: 1-7. 

Librado, P., and Rozas, J. (2009). DnaSP v5: A soft-
ware for comprehensive analysis of DNA poly-
morphism data. Bioinformatics 25: 1451-1452. 

Michener, C.D. (2000). The Bees of the World. Balti-
more, USA: Johns Hopkins University. 

Michener, C.D. (2007). The Bees of the World. 2nd ed. 
USA: The Johns Hopkins University Press. 

Oliveira, R. C., Nunes, F. M. F., Campos, A. P. S., Vas-
concelos, S. M, Roubik, D., Goulart, L. R., 
and Kerr, W. E.  (2004).  Genetic divergence 
in Tetragonisca  angustula Latreille, (Hymeno-
ptera, Meliponinae, Trigonini) based on RAPD 
markers. Genetics and Molecular Biology 27: 
181-186. 

Peakall, R., and Smouse, P. E. (2012). GenAlEx 6.5: 
genetic analysis in Excel. Population genetic 
software for teaching and research-an update. 



วารสารหนวยวิจัยวิทยาศาสตร เทคโนโลยี และส่ิงแวดลอมเพ่ือการเรียนรู ปท่ี 5 ฉบับท่ี 2 (2557) 

 136 

Bioinformatics 28: 2537-2539. 
Roubik, D. W. (1989). Ecology and natural history of 

tropical bees. New York: Cambridge University. 
Ruangsuttapha, S., Eimert, K., Schröder, M. B., Silayoi, 

B., Denduangboripant, J., and Kanchanapoom, 
K. (2007). Molecular phylogeny of banana culti-
vars from Thailand based on HAT-RAPD 
markers. Genetic Resources and Crop Evo-
lution 54: 1565-1572. 

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, A., and 
Kumar, S. (2013). MEGA6: Molecular Evolu-
tionary Genetics Analysis version 6.0. Molecular 
Biology and Evolution 30: 2725-2729. 

Thummajitsakul, S., Klinbunga, S., Smith, D., and Sit-
tipraneed, S. (2008). Genetic diversity and pop-
ulation structure of Trigona pagdeni Schwarz 
in Thailand. Apidologie 39: 446-455. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Thummajitsakul, S., Silprasit K., Sittipraneed, S., and 
Klinbunga, S. (2013). The partial mitochondrial 
sequence of the old World stingless bee, 
Tetragonula pagdeni. Journal of Genetics 92: 
1-5. 

Thummajitsakul, S., Sittipraneed, S., and Klinbunga, S. 
(2011). Genetic differentiation of the stingless 
bee (Tetragonula pagdeni) in Thailand using 
SSCP analysis of a large subunit of mitochon-
drial ribosomal DNA.  Biochemical Genetics 
49: 499-510. 

Waldschmidt, A. M., Marco-Junior, P., Barros, E. G., 
and Campos, L. A. O.  (2002). Genetic ana-
lysis of Melipona quadrifasciata Lep. (Hymeno-
ptera: Apidae, Meliponinae) with RAPD markers. 
Brazilian Journal of Biology 62: 923-928. 


