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ปัจจุบัน การน�ำชิ้นส่วนดีเอ็นเอขนาดสั้น ๆ มาใช้ในการ

ระบชุนิดสิง่มชีวีติ หรือทีเ่รยีกว่า “ดเีอน็เอบาร์โค้ด” (DNA 

Barcode) เป็นท่ียอมรับและนิยมน�ำมาใช้ เริ่มต้นเมื่อปี 

พ.ศ. 2546 โดยคณะวจัิยจากประเทศแคนาดา เป็นกลุม่แรก 

ที่รายงานการพัฒนาตวัเทคนคิและตพิีมพ์ผลงานวิจยั โดย 

ให้ค�ำจ�ำกัดความแบบง่าย ๆ  ของเทคนคิว่า “ดเีอน็เอบาร์โค้ด”  

(DNA Barcode) คือล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน

ดีเอ็นเอเฉพาะจากจีโนมของสิ่งมีชีวิต มีขนาดสั้น ๆ  

(ไม่เกนิ 700 คูเ่บส) ทีส่ามารถน�ำข้อมลูชิน้ส่วนดเีอน็เอนัน้

มาใช้ระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตโดยอาศัยการเทียบเคียงกับ

ข้อมูลล�ำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีในคลัง หรือฐานข้อมูลล�ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ 

หนังสือเล ่มนี้ ได ้รวบรวมงานท่ีเก่ียวข ้องกับการใช ้

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด รวมไปถึงรวบรวมวิธีการทดลองและ 

ขัน้ตอนส�ำหรับสิง่มชีีวิตกลุม่ต่าง ๆ ท้ังสตัว์ พืชและเห็ดรา 

และมีการแบ่งเน้ือหาออกเป็น 7 ส่วน โดยมีส่วนที่ 1  

เป็นบทน�ำ เป็นการกล่าวน�ำให้เห็นภาพและความหมาย

ของเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งว่าคืออะไร ? เอาไปใช้งาน

อะไรได้บ้าง ? และมีวิธีการท�ำอย่างไร ? ส่วนท่ี 2-5  

เกี่ยวกับจีโนมในออร์แกเนลล์ เป็นการกล่าวถึงจีโนมของ 

ออร์แกเนลล์สองชนิด ได้แก่ ไมโทคอนเดรียลจีโนม  

(Mitochondrial Genome) และคลอโรพลาสต์จีโนม  

(Chloroplast Genome) และมีเนื้อหากล่าวถึง 

ค�ำน�ำ



การน�ำเอายนีทีพ่บในจโีนมทัง้สองไปประยกุต์ใช้ในการท�ำดเีอน็เอบาร์โค้ด ส่วนท่ี 6 เป็น 

โพรโทคอลในการท�ำดเีอน็เอบาร์โค้ด โดยยดึตามโพรโทคอลของ Cold Spring Harbor 

Laboratory DNA Learning Center ซึ่งผู้เขียนมีความเห็นว่า สามารถท�ำตามได้ง่าย 

และส่วนที ่7 ได้กล่าวถึงการประยกุต์ใช้เทคนคิดเีอน็เอบาร์โค้ดในการศกึษาวจัิย ซึง่ผูเ้ขยีน

มุ่งเน้นไปที่การน�ำเอาดีเอ็นเอบาร์โค้ดไปใช้ร่วมกับการวิเคราะห์ไฮเรสโซลูชันเมลต้ิง 

ที่เรียกเป็น บาร์-เอชอาร์เอ็ม (Bar-HRM) พร้อมมีการยกตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
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ส่วนที่

บทน�ำ

1
	ดเีอน็เอบาร์โค้ดดิง้คอือะไร ?

	ดเีอน็เอบาร์โค้ดดิง้

	ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิง้มีขัน้ตอนอย่างไร ? 

	เอาไปใช้ท�ำอะไรได้ ? 





ส่วนที่ 1 บทนำ�        3

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้ง (DNA Barcoding) คืออะไร ?

	 ดีเอ็นเอบาร์โค้ดด้ิง (DNA Barcoding) คือเทคนิคทางอณูชีววิทยาท่ี 

พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในการระบุชนิดสิ่งมีชีวิตได้อย่างรวดเร็ว โดยอาศัยการวิเคราะห์ล�ำดับ

นิวคลีโอไทด์ที่ได้มาจากสิ่งมีชีวิตที่สนใจเปรียบเทียบกับของที่ปรากฏในฐานข้อมูล  

ในปัจจุบันเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดได้ถูกน�ำมาใช้อย่างแพร่หลายและตอบโจทย์ในกลุ่ม

สิ่งมีชีวิตที่หลากหลายมากขึ้น ด้วยเหตุนี้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งจึงจัดเป็นเครื่องมือ 

อันทรงประสิทธิภาพในการช่วยระบุชนิดสิ่งมีชีวิต ท่ีสามารถช่วยระบุสิ่งมีชิวิตได้ใน 

ทกุระยะการเจรญิเติบโต เช่น ระยะตัวอ่อนแมลง ต้นกล้าพืช หรือสัตว์ท่ียังไม่โตเต็มวัย 

นอกจากนี้เทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดยังสามารถใช้เป็นเทคนิคในงานวิจัยเพื่อตอบค�ำถาม

ทั้งทางด้านนิเวศวิทยาและวิวัฒนาการ เช่น การศึกษาความใกล้ชิดทางพันธุกรรม 

ของพืชชนิดต่าง ๆ 

	 กระบวนการพืน้ฐานของเทคนคิดีเอน็เอบาร์โค้ดประกอบไปด้วยข้ันตอน 2 ส่วน 

คือ (1) การสร้างหรือรวบรวมฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของสิ่งมีชีวิตท่ีทราบชนิด 

แน่นอนแล้ว และ (2) การเปรียบเทียบล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของสิ่งมีชีวิตท่ีต้องการจะ 

ทราบชนิดเข้ากับฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ด

	 แม้ว่าเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ด เพ่ิงจะถูกน�ำมาใช้ได้ไม่นาน แต่จ�ำนวนข้อมูล

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่มีอยู่ในฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดของสิ่งมีชีวิตมีอยู่ในปริมาณที่มาก

จนท�ำให้มีการน�ำเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค้ดไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้ง

	 โดยทัว่ไปปัญหาทางด้านอนกุรมวธิานทีเ่กีย่วข้องกบัการศกึษาทางอณพูนัธศุาสตร์  

นิเวศวิทยา ความหลายหลายทางชวีภาพหรอืศาสตร์อืน่ ๆ  มกัเก่ียวข้องกับความยากล�ำบาก 

ในการระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตที่ต้องการจะศึกษาได้อย่างถูกต้องแม่นย�ำ ซึ่งปัญหานี้ 
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เป็นสาเหตุหลักที่ท�ำให้นักวิทยาศาสตร์พยายามพัฒนาวิธีการใหม่ ๆ มาช่วยในการ 

ระบุชนิดส่ิงมีชีวิตโดยอาศัยล�ำดับพันธุกรรมของดเีอน็เอของสิง่มชีีวตินัน้ ๆ มาใช้เป็น 

พื้นฐาน “ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้ง” (DNA barcoding) จึงเป็นการน�ำข้อมูลดีเอ็นเอ 

จากชิ้นส่วนของดีเอ็นเอเฉพาะในรูปล�ำดับนิวคลีโอไทด์ขนาดประมาณ 400-700 คู่เบส

มาใช้เปรียบเทียบ ซึ่งโดยหลักการชิ้นส่วนดีเอ็นเอนี้พบได้ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด แต่ก็มี 

ความแปรผันในรูปแบบที่เฉพาะแตกต่างกันไป และด้วยความก้าวหน้าทางด้าน 

อณูพันธุศาสตร์ (molecular genetics) เทคนิคการวิเคราะห์หาล�ำดับนิวคลีโอไทด์  

(sequencing) และชวีสารสนเทศศาสตร์ (bioinformatics) ท�ำให้เทคนคิดเีอน็เอบาร์โค้ด 

ท�ำได้รวดเร็วและแม่นย�ำมากขึ้น ซึ่งนอกจากการใช้ตอบโจทย์ในการระบุชนิดสิ่งมีชีวิต

แล้ว เทคนิคน้ียงัสามารถน�ำมาประยกุต์ใช้ในการช่วยค้นพบสิง่มชีวีติชนดิใหม่ ๆ  ได้อกีด้วย 

	 ในปี พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Paul Hebert และคณะ เป็นนักวิทยาศาสตร ์

กลุ่มแรกที่น�ำเอาดีเอ็นเอบาร์โค้ดมาใช้ในการระบุชนิดสิ่งมีชีวิต โดยได้วางเป้าหมาย 

ในการน�ำดเีอน็เอบาร์โค้ดมาช่วยระบชุนดิสิง่มชีวีติครอบคลมุหลากหลายกลุม่ ไม่ว่าจะเป็น  

พืช สัตว์ ฟังไจ โดยเทคนิคในการระบุชนิดสัตว์ได้รับการพัฒนาขึ้นมาก่อน ขณะที่ 

เทคนิคที่ใช ้ในพืชนั้นช่วงแรกกลุ ่มผู ้ท�ำวิจัยท่ีศึกษาทางพืชยังไม่ยอมรับวิธีการ 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ด จนกระทั่งผ่านไป 6 ปี หลังจากที่ Hebert ได้ตีพิมพ์ผลงานวิจัย  

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งในสัตว์ กลุ่มผู้ท�ำวิจัยที่ศึกษาในพืชจึงเริ่มให้ความสนใจ และยอมรับ

กบัแนวคดิน้ีทีจ่ะใช้ดเีอน็เอบาร์โค้ดมาใช้ในการระบชุนดิพชื ซึง่หลงัจากเริม่มกีารศกึษา

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งในพืช ก็พบว่าบาร์โค้ดดิ้งในพืชเป็นเรื่องที่ซับซ้อนกว่าในสัตว์ ซึ่ง 

ต่อมาคณะวิจัยหลายกลุ่มจึงได้แนะน�ำต�ำแหน่งดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่เหมาะสมส�ำหรับ 

ใช้กับพชืซ่ึงมอียูห่ลายต�ำแหน่ง เช่น ต�ำแหน่งบนคลอโรพลาสต์จโีนม (rbcL, matK และ  

trnH-psbA) ปัจจุบันเริ่มมีงานวิจัยดีเอ็นเอบาร์โค้ดที่มุ่งเน้นไปในแต่ละกลุ่มสิ่งมีชีวิต 

ที่หลากหลายมากขึ้นไม่ว่าจะเป็นสัตว์ เช่น นก ปลา แมงมุม ผีเสื้อพวก Lepidoptera 
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แมลงหนอนปลอกน�้ำพวก Trichoptera สาหร่าย ฟังไจ และแบคทีเรีย ความซับซ้อน

ของการใช้ดีเอ็นเอบาร์โค้ดในการระบุชนิดพืชนั้นจะกล่าวถึงในบทต่อไป 

ดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งมีขั้นตอนอย่างไร ? 
เอาไปใช้ท�ำอะไรได้ ? 

	 ขั้นตอนการท�ำดีเอ็นเอบาร์โค้ดดิ้งนั้นจะประกอบไปด้วย 2 ข้ันตอนหลัก คือ  

(1) การสร้างฐานข้อมลูดเีอน็เอบาร์โค้ดของสิง่มชีวีติทีท่ราบชนดิ และ (2) การเปรยีบเทยีบ 

ล�ำดบันิวคลโีอไทด์ของสิง่มชีวีติทีต้่องการจะทราบชนดิเข้ากบัฐานข้อมลูดเีอน็เอบาร์โค้ด 

เพื่อใช้ในการระบุชนิดสิ่งมีชีวิตที่ต้องการทราบ 

	 ขั้นตอนแรก การสร้างฐานข้อมูล เป็นขั้นตอนท่ีจ�ำเป็นต้องมีนักอนุกรมวิธาน 

ผู้เชี่ยวชาญมาช่วยในการยืนยัน และระบุชนิดของสิ่งมีชีวิตให้ถูกต้อง แนวทางปฏิบัต ิ

ที่ดีคือการสร้างฐานข้อมูลจากตัวอย่างที่ทราบชนิดท่ีแน่นอนมาก่อนแล้วจากตัวอย่าง 

ในพิพิธภณัฑ์ (museum) หรอืหอพรรณไม้ (herbarium) ซ่ึงมเีลขอ้างองิประจ�ำตวัตวัอย่าง  

หรือหมายเลขทะเบียนตัวอย่างอย่างเป็นระบบ (voucher number) โดยทั่วไป 

การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างแห้งที่ได้จากพิพิธภัณฑ์หรือหอพรรณไม้ จะมีปริมาณ

ดีเอ็นเอที่สกัดได้จากตัวอย่างเพียงพอ อย่างไรก็ดี กรณีที่ปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้จาก

ตัวอย่างแห้งมีจ�ำนวนน้อยเกิน สามารถใช้ตัวอย่างสดที่เพิ่งถูกเก็บมาได้ แต่ก็ควร 

น�ำตวัอย่างนัน้ ๆ มาตรวจสอบและเกบ็ฝากไว้ในพิพธิภณัฑ์ หรอืหอพรรณไม้ให้เป็นระบบ 

ต่อไป

	 หลังจากการจัดท�ำฐานข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค้ดแล้ว ในข้ันตอนถัดมาคือการหา 

ล�ำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างที่เราต้องการทราบชนิด เพื่อน�ำมาเทียบกับฐานข้อมูล  

(database) การเปรียบเทยีบล�ำดบันวิคลโีอไทด์จะใช้ตรรกะทางคณติศาสตร์ในการจบัคู่  

(matching algorithm) ซึ่งก็มีอยู่หลายแบบ แต่หลักการข้ันพื้นฐานเพื่อให้ได้มาซ่ึง 
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