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 The genetic relationships among 45 taxa of Globba were collected from the Queen Sirikit 
Botanic Garden, the botanical garden organization, Chaingmai and greenhouse of Facuty of 
Agricultural Production, Maejo University, Chiangmai were investigated using AFLP (Amplified 
Fragment Length Polymorphism) markers. AFLP analysis was performed using EcoRI and MseI 
primer combinations. The ten primer combinations of fifteen primer combinations were selected 
as the suitable primer pairs for successful DNA amplification. In total 624 putative loci were 
scored. The similarity index and cluster analysis (UPGMA) of the collected taxa were carried out 
using NTSYS-pc version 2.2 program. The results showed that dendrogram was clustered into 
five main groups 3 subgroups. The results of phylogenetic relationships based on DNA fragment 
data among Globba taxa in the present study almost all agreed with that inferred from previous 
classification based on morphological characteristics e.g. anther appendage number, anther 
appendage shape, and inflorescence bract shape. Moreover, the phylogenetic dendrogram could 
also use for clarifying genetic relationships among the collected unknown Globba sp. in this 
studies. Therefore, AFLP technique could be the good tool for grouping Globba taxa even 
unknown morphological characteristic taxon. The background genetic information will be really 
useful for Globba breeding program in the future. 
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Genetic Relationships of Globba in Thailand using AFLP Technique 
 

ค าน า 
 
  หงส์เหินเป็นพืชดอกประเภทหวัท่ีมีมากกว่า 100 ชนิด โดยเป็นสกุลท่ีมีความหลากหลาย
มากเป็นอนัดบั 3 ของพืชวงศ ์ Zingiberaceae (Kress et al., 2002) หงส์เหินมีถ่ินก าเนิดกระจายอยู่
บริเวณแถบเอเชีย ตั้งแต่อินเดียไปยงัตอนใตข้องจีน ทางใตแ้ละทางตะวนัออกของฟิลิปปินส์ และ
นิวกีนี (Schumann, 1904) โดยมีการกระจายตวัอยูห่นาแน่นท่ีสุดในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้
โดยเฉพาะท่ีประเทศไทย (Larsen, 1996) และพม่า (Kress et al., 2003) โดยมีรายงานว่าส ารวจพบ
ในประเทศไทย ถึง 40 ชนิด ส่วนมากมีดอกสีเหลือง สีขาวและสีม่วง หงส์เหินพบไดทุ้กภาคใน
ประเทศไทย มีการเรียกช่ือแตกต่างกนัไปตามทอ้งถ่ิน เช่น ดอกเขา้พรรษา (สระบุรี), กลว้ยจ๊ะก่า 
(ตาก), กลว้ยเครือค า (เชียงใหม่), ว่านดอกเหลือง (เลย), และปุดนกยงู (ภาคใต)้ หงส์เหินเร่ิมออก
ดอกตั้งแต่เดือน พ.ค.-ก.ย. โดยจะออกมากในช่วงวนัเขา้พรรษา ซ่ึงชาวบา้นจะตดัดอกหงส์เหินมา
ใชใ้นประเพณีพิธีตกับาตรดอกไม ้ ในวนัเขา้พรรษาท่ีวดัพระพุทธบาท อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
(อรวรรณ และสุนทรี, ม.ป.ป.) จึงเป็นท่ีมาของช่ือสามญัอีกช่ือหน่ึงวา่ “ดอกเขา้พรรษา” 
 

 การจ าแนกพืชสกุลหงส์เหินนั้น มีขอ้มูลการจ าแนกโดยใชล้กัษณะทางสัณฐานวิทยาทัว่ไป 
และมีการศึกษาในส่วนของเซลลว์ิทยาเพียงบางชนิด (Takano, 2001) ในการจ าแนกพนัธ์ุพืชโดย
การเปรียบเทียบความแตกต่างของลกัษณะภายนอกหรือดา้นสัณฐานวิทยา เป็นวิธีท่ีท าไดง่้ายและ
ไม่จ าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ียุง่ยากสลบัซบัซอ้น แต่บางคร้ังก็เกิดความผิดพลาดไดใ้นกรณีของสาย
พนัธ์ุท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาใกลเ้คียงกนั  การตรวจสอบดว้ยวิธีน้ีอาจไม่สามารถใชย้ืนยนัได ้
ตอ้งเป็นผูท่ี้มีความช านาญเท่านั้นจึงแยกความแตกต่างได ้ อีกทั้งลกัษณะต่าง ๆ อาจจะมีการ
เปล่ียนแปลงไปตามสภาพแวดลอ้ม สภาพพื้นท่ีปลูก ปัจจุบนัจึงมีการน าเอาเทคนิคทางดา้น
เคร่ืองหมายโมเลกุลเขา้มาใช้เพื่อช่วยในการจ าแนกหรือตรวจสอบสายพนัธ์ุ มีการน าเทคนิค 
Nuclear internal transcribed spacer (ITS) และขอ้มูล Plastid trnK-matK มาใชใ้นการจ าแนกสกุล
หงส์เหิน และชนิดท่ีเก่ียวขอ้ง (Williams et al., 2004) แต่ขอ้มูลความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
สกุลหงส์เหินท่ีพบในประเทศไทย โดยใชเ้คร่ืองหมายทางโมเลกลุยงัไม่ครบถว้นชดัเจน 
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 งานวิจยัใชเ้ทคนิค AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) เพื่อท่ีจะศึกษา
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสกุลหงส์เหินในประเทศไทย เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีมีขอ้ดีมากกว่า
เทคนิคอ่ืนเพราะไม่ตอ้งทราบล าดบัเบสของดีเอน็เอ สามารถท าไดร้วดเร็ว ท าซ ้ าๆไดผ้ลเหมือนเดิม 
และการท าปฏิกิริยาในหน่ึงคร้ังสามารถตรวจสอบดีเอน็เอไดห้ลายต าแหน่ง สามารถท าใหท้ราบถึง
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยการวิเคราะห์ dendrogram หรือ phylogenetic tree ท าให้การ
จ าแนกหรือการจดักลุ่มพืชมีความแม่นย  ามากข้ึน และในปัจจุบนัเทคนิค AFLP ก็เป็นวิธีการหน่ึงซ่ึง
ประสบความส าเร็จในการใช้ศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชวงศ์ Zingiberaceae  
(Keeratinijakal et al., 2010 และ Kladmook et al., 2010) 
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วตัถุประสงค์ 
 

 1. เพื่อจดักลุ่มพืชสกุลหงส์เหินจ านวน 45 ตวัอยา่งท่ีเกบ็รวบรวมจากภายในประเทศไทย
โดยใชเ้ทคนิคเอเอฟแอลพ ี
 
 2. ทดสอบประสิทธิภาพของเทคนิคเอเอฟแอลพีในการจ าแนกพืชสกุลหงส์เหิน  
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การตรวจเอกสาร 
 

 หงส์เหินเป็นพืชดอกประเภทหวัท่ีมีมากกว่า 100 ชนิด โดยเป็นสกุลท่ีมีความหลากหลาย
มากเป็นอนัดบั 3 ของพืชวงศ ์ Zingiberaceae (Kress et al., 2002) หงส์เหินมีถ่ินก าเนิดกระจายอยู่
บริเวณแถบเอเชีย ตั้งแต่อินเดียไปยงัตอนใตข้องจีน ทางใตแ้ละทางตะวนัออกของฟิลิปปินส์ และ
นิวกีนี (Schumann, 1904) โดยมีการกระจายตวัอยูห่นาแน่นท่ีสุดในแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้
โดยเฉพาะท่ีประเทศไทย (Larsen, 1996) และพม่า (Kress et al., 2003) โดยมีรายงานว่าส ารวจพบ
ในประเทศไทย ถึง 40 สายพนัธ์ุ ส่วนมากมีดอกสีเหลือง สีขาวและสีม่วง หงส์เหินพบไดทุ้กภาคใน
ประเทศไทย มีการเรียกช่ือแตกต่างกนัไปตามทอ้งถ่ิน เช่น ดอกเขา้พรรษา (สระบุรี), กลว้ยจ๊ะก่า 
(ตาก), กลว้ยเครือค า (เชียงใหม่), ว่านดอกเหลือง (เลย), และปุดนกยงู (ภาคใต)้ หงส์เหินเร่ิมออก
ดอกตั้งแต่เดือน พ.ค.-ก.ย. โดยจะออกมากในช่วงวนัเขา้พรรษา ซ่ึงชาวบา้นจะตดัดอกหงส์เหินมา
ใชใ้นประเพณีพิธีตกับาตรดอกไม ้ ในวนัเขา้พรรษาท่ีวดัพระพุทธบาท อ.พระพุทธบาท จ.สระบุรี 
(อรวรรณ และสุนทรี, ม.ป.ป.) จึงเป็นท่ีมาของช่ือสามญัอีกช่ือหน่ึงวา่ “ดอกเขา้พรรษา” 
 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของพชืสกลุหงส์เหิน ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
 
 หงส์เหินเป็นพืชในวงศ์ Zingiberaceae (ขิง,ข่า) อยูใ่นสกุล Globba เป็นพืชท่ีมีล าตน้ใตดิ้น 
(tuberous rhizome)  เหงา้ รูปร่างกลมหรือเกือบกลม ราก เรียวยาว อวบสดคลา้ยกระชาย ล าตน้
เหนือดิน เกิดจากกาบใบอดัรวมตวักนั สูง 10-150 ซม. ใบ เด่ียว มี 3-13 ใบ แผน่ใบ รูปรี รูปขอบ
ขนาน ปลายใบแหลมถึงเรียวแหลม ฐานใบสอบเรียวหรือรูปหวัใจ หลงัใบ ผวิเรียบหรือมีขนสั้น ๆ 
กา้นใบ สั้นหรือไม่มี ล้ินใบ แคบ ยาว 1-5 มม. เกล้ียงหรือมีขน ช่อดอก ออกท่ีปลายยอดของล าตน้
เหนือดิน ชูตั้งข้ึน เอียงในแนวระนาบ หรือโคง้งอช้ีลงพื้นดิน ช่อดอกแบบ ช่อกระจุกแน่น ช่อเชิงลด 
ช่อกระจะ หรือช่อแยกแขนง กา้นช่อดอกยาวหรือสั้น ผวิเกล้ียงหรือมีขนสั้นๆ ในบางชนิดสร้าง
หน่อยอ่ยท่ีโคนช่อดอก ช่อดอกยอ่ย เรียงเวียนรอบแกนช่อดอก รองรับดว้ยใบประดบั ใบประดบั 
รูปรีหรือรูปไข่ หลุดร่วงง่ายหรือติดทน มีสีหลากหลาย เช่น สีเขียว เหลือง ขาว แดง ชมพู ใบ
ประดบัยอ่ย รูปร่างคลา้ยใบประดบั บางชนิดเช่ือมเป็นหลอด หลุดร่วงง่ายหรือติดทน ดอก ขนาด
เลก็หลุดร่วงง่าย สีเหลือง สีส้ม หรือสีขาว กลีบเล้ียง เช่ือมเป็นหลอดท่ีโคน ปลายแยกเป็น 3 พ ู
ปลายพมีูลกัษณะเป็นต่ิง กลีบดอก เช่ือมเป็นหลอดยาวกว่ากลีบเล้ียงมาก มีขนสั้น ๆ ทัว่หลอดดอก 
พกูลีบดอก แผก่ระจายหรือโคง้งอ ขนาดของพใูกลเ้คียงกนั ปลายของพบูนมีลกัษณะเป็นเดือยโคง้
เขา้ขา้งใน ขอบพบัเขา้ขา้งในคลา้ยรูปเรือ กลีบปาก รูปไข่กลบัเช่ือมติดกบักา้นเกสรเพศผูเ้หนือ
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จุดเช่ือมของเกสรเพศผูท่ี้เป็นหมนัและหลอดกลีบดอก โคนของปากแคบและมีต่ิงเลก็ ๆ 2 อนั ปลาย
แผก่วา้งออก แยกเป็น 2 พ ูและมีส่วนหลงัแบนติดกบักา้นเกสรเพศผู ้เกสรเพศผูท่ี้เป็นหมนั เช่ือมติด
กบัหลอดกลีบดอก และมีความยาวเท่ากบัหรือเป็นสองเท่าของพกูลีบดอก รูปรี กลม หรือขอบ
ขนาน ผวิเรียบหรือมีขนสั้น ๆ เกสรเพศผู ้ กา้นเกสรเพศผูเ้รียวยาว โคง้งอ ขอบของกา้นเกสรโอบ
หุม้หลอดเกสรเพศเมีย อบัเรณู 2 อนั รูปขอบขนาน ไม่มีรยางคห์รือมี 1-2 คู่ ลกัษณะเรียวแหลม 
เกสรเพศเมีย มีรังไข่ช่องเดียว ออวุลมีจ านวนมากติดแบบพาเรทอล กา้นเกสรเพศเมียรูปเส้นดา้ย 
ยอดเกสรเพศเมียรูปกรวย ผล รูปกลมหรือเกือบกลม ผวิเกล้ียง เป็นตุ่ม หรือเป็นหนามสั้น ๆ เม่ือแก่
แตกออก เมลด็ ขนาดเลก็ สีน ้ าตาล (ภาพท่ี 1) 
 

 
 

 ภาพที ่1 แสดงส่วนต่าง ๆ ของสกลุหงส์เหิน 
 
 ที่มา: ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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การปลูกและการขยายพนัธ์ุ 
  
 ล  าตน้หงส์เหินจะเป็นหวัอยูใ่ตดิ้น ในการเจริญเติบโตตอ้งการแสงประมาณ 30 เปอร์เซ็นต ์
และเม่ือไดรั้บน ้ าตั้งแต่เดือนมีนาคม และเร่ิมออกดอกในเดือน พ.ค.-ก.ย. หลงัจากเดือน ก.ย. การ
เจริญเติบโตของตน้เร่ิมลดลง ส่วนของล าตน้เทียมจะเห่ียวตาย คงเหลือส่วนหวัท่ีอยูใ่ตดิ้นจะพกัตวั
จนถึงเดือน มี.ค.จะเร่ิมเจริญเติบโตเป็นตน้ต่อไป 
 
 การขยายพนัธ์ุหงส์เหินสามารถท าไดห้ลายวิธีการเช่น การแยกเหงา้ และการเพาะเมลด็ แต่
ท่ีวิธีท่ีสะดวกรวดเร็วและไดผ้ลดี คือวิธีการแยกเหงา้ โดยการขดุเหงา้ใตดิ้นในระยะพกัตวัประมาณ
ช่วงฤดูหนาวเขา้ฤดูแลง้ (ลกัษณะท่ีแสดงว่าสามารถเก็บเหงา้ไดน้ั้นสามารถสังเกตจากล าตน้เทียม
เหนือดินไดย้บุตวัลงไปแลว้) น ามาปลิดแยกเหงา้เป็นหวัๆ แลว้ลงปลูกในแปลงโดยฝังลึกประมาณ 
5 เซนติเมตร ใชร้ะยะปลูก 30 x 30 เซนติเมตร วิธีการท่ีไม่เหมาะส าหรับการขยายพนัธ์ุหงส์เหินคือ
วิธีการแยกหน่อ เพราะหน่อท่ีแยกมาปลูกจะชะงกัการเจริญเติบโตได ้ (อรวรรณ และสุนทรี, 
ม.ป.ป.) 
 
วงจรการเจริญของหงส์เหิน วีระอนงค ์(2545) 
 
 วงจรการเจริญเติบโตของหงส์เหิน เร่ิมการเจริญเติบโตโดยงอกจากหวัขอ้ท่ีผา่นระยะพกัตวั
แลว้ในช่วงเดือนเมษายน ถึงพฤษภาคม ออกดอกในช่วงเดือนพฤษภาคม ถึง ตุลาคม และพกัตวัจาก
เดือนพฤศจิกายน ถึงเดือนเมษายนหรือพฤษภาคม การเจริญเติบโตเป็นแบบแตกกอโดยมีจ านวน
หน่อต่อกอ 3 – 6 หน่อโดยเฉล่ีย ตน้พืชท่ีเจริญเติบโตจากหน่อท่ีมีขนาดใหญ่สามารถใหด้อกไดต้น้
ละ 1 ช่อดอก โดยมีจ านวนช่อดอกต่อกอเฉล่ีย 1 – 6 ช่อ ตน้พืชท่ีปลูกจากหัว 1 หัว ให้จ  านวนหัว
ใหม่ต่อกอเท่ากบัจ านวนหน่อต่อกอ เน่ืองจากตน้ 1 ตน้ให้หัวใหม่ 1 หัว และไดห้ัวย่อย 10 – 18 
หวัต่อก่อโดยเฉล่ีย 
 
การจ าแนกทางพฤกษศาสตร์ Kress et al. (2002) 
 
 พืชสกลุหงส์เหินอยูใ่นสกลุ Globba เผา่ (tribe) Globbeae จดัอยูใ่นวงศ ์(family) 
Zingiberaceae วงศย์อ่ย (subfamily) Zingiberoideae   
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การจ าแนกและการจัดกลุ่มของพชืสกลุหงส์เหิน 
 
 การจ าแนกหงส์เหินเร่ิมข้ึนเม่ือปี ค.ศ. 1862 Horaninow ใชจ้  านวนรยางคอ์บัเรณูในการ
จ าแนก โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ มีจ านวนรยางคเ์ท่ากบั 0, 2 และ 4 ซ่ึงต่อยอดงานจ าแนกมาจากการ
ใชล้กัษณะรยางคอ์บัเรณูของ Lestiboudois (1841) ในปี ค.ศ. 1904 Schumann ไดจ้  าแนก Genera 
Globbeae โดยใชล้กัษณะต าแหน่งช่อดอก รยางคอ์บัเรณู อบัเรณู ดอก ใบ ล าตน้ใตดิ้น ช่วงระยะการ
บานของดอก และการกระจายตวั ออกเป็น 4 Section ไดแ้ก่ Section Globba มีสมาชิกในกลุ่ม 100 
สปีชีร์ Section Mantisia มีสมาชิกในกลุ่ม 4 สปีชีร์ Section Hemiorchis มีสมาชิกในกลุ่ม 3 สปีชีร์ 
และ Section Gagnepainia มีสมาชิกในกลุ่ม 3 สปีชีร์  
 
 Schumann (1904)  ไดแ้บ่งพืชสกุลหงส์เหินใหม่โดยจ าแนกตามจ านวนของรยางคอ์บัเรณู  
แบ่งเป็น 3 section คือ Haplanthera มีจ  านวนรยางคเ์ท่ากบั 0, Ceratanthera มีจ  านวนรยางคเ์ท่ากบั 
2 และ Globba มีจ  านวนรยางคเ์ท่ากบั 4 นอกจากน้ียงัแบ่งยอ่ย Section Ceratanthera เป็น 3 series 
จ าแนกตามต าแหน่งของรยางคอ์บัเรณูบนอบัเรณู คือ Basicalcaratae รยางคอ์บัเรณูอยูบ่ริเวณฐาน
ของอบัเรณู, Mediocalcaratae รยางคอ์บัเรณูอยูบ่ริเวณตรงกลางของอบัเรณู, และ Apicalcaratae 
รยางคอ์บัเรณูอยูบ่ริเวณยอดของอบัเรณู แบ่ง section Globba เป็น 2 series แบ่งตามลกัษณะของใบ
ประดบัและ bulbil แต่แบ่งยอ่ยใน section น้ี ยงัไม่ชดัเจนนกั จากนั้น Larsen (1972) จ าแนก Section 
Nudae ข้ึนมาส าหรับหงส์เหินทางภาคเหนือของประเทศไทย ซ่ึงเป็นกลุ่มท่ีมีการลดขนาดของใบ
ประดับและใบ มีช่อตั้ งตรง โปร่ง และยาว ผลมีผิวขรุขระ แต่มีจ านวนรยางค์อบัเรณูเท่ากับ 4 
เช่นเดียวกบั Section  Globba  
  
 งานวิจยัของ Takano and Okada (2002) เป็นงานวิจยัแรกท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจ าแนกพืชสกลุ
หงส์เหิน โดยใชว้ิธีการทางชีวโมเลกลุ มีการจ าแนกดีเอน็เอจากนิวเคลียสโดยใชเ้ทคนิค ITS และดี
เอน็เอจาก chloroplast (matK และtrnK gene)  มีการศึกษาเพิ่มเติมโดยใชเ้ทคนิคเดียวกนัพบวา่
สามารถพืชสกลุหงส์เหินแบ่งได ้7 section และ 2 subsection ไดแ้ก่ Section Sempervirens, Section 
Nudae subsection Mediocalcaretae, Section Nudae subsection Nudae, Section Globba, Section 
Mantisia, Section Haplanthera, Section Substrigosa และ Section Ceratanthera  (Williams et al., 
2004) 
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รูปวธิานจ าแนกชนิดหงส์เหิน 
 
 ในปี 2555 ปิยเกษตร และคณะไดส้ร้างรูปวิธานจ าแนกชนิดหงส์เหินโดยใชล้กัษณะทาง
สณัฐานวิทยา (ตารางท่ี 1) ดงัน้ี 
 
ตารางที่ 1  การจดักลุ่มตามรูปวิธานของพชืสกลุหงส์เหิน ตาม ปิยเกษตร และคณะ (2555) 

 

 

กลุ่ม ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ชนิด 
A ไม่มีรยางคอ์บัเรณู Globba substrigosa King ex Baker 
  Globba racemosa Sm. 
  Globba sessilifora Sims. 

B รยางคอ์บัเรณู 2 รยางค ์ Globba albiflora Ridl. 
  Globba xantholeuca Craib 
  Globba sp. น ้าผดุทบัลาว 
  Globba leucantha Mig 
  Globba paniculata Valenton 
  Globba pendula Roxb. 
  Globba expansa Wall. Ex Horan 

C รยางคอ์บัเรณู 4 รยางค ์ Globba marantina L. 
  Globba geoffrayi Gagnep. 
  Globba flagellaris K. Larsen 
  Globba sp.น่าน 
  Globba purpurascens Craib 
  Globba nisbetiana Craib 
  Globba fragilis S.N. Lim. 
  Globba sp.แคระ 
  Globba patens 
  Globba atrosanguinia 
  Globba globulifera Gagnep. 
  Globba laeta K. Larsen 
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ตารางที่ 1  (ต่อ) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

กลุ่ม ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา ชนิด 
C รยางคอ์บัเรณู 4 รยางค ์ Globba rosea Gagnep. 
  Globba annamensis 
  Globba winitii C.H.Wright 
  Globba magnifica M.F. Newman 
  Globba sp. ตน้สูง 
  Globba williamsiana M.F. Newman 
  Globba colpicola K. Schum 
  Globba schomburgkii Hook. f. 
  Globba reflexa Craib 
  Globba sp. ภูหิน 
  Globba adhaerens Gagnep. 
  Globba sp.หนองคาย 
  Globba siamensis Hemsl 
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ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของหงส์เหินบางชนิด 
 
ตารางที่ 2  ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาบางประการของหงส์เหินชนิดต่างๆ 
 

ชนิด 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

ทรงช่อดอก สีใบประดบั 
จ านวน
รยางค ์ แหล่งอา้งอิง 

   
(รยางค)์ 

 Globba adhaerens Gagnep. กระจุกแยกแขนง สีขาวหรือ 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

  
สีชมพอู่อน 

  Globba annamensis Gagnep. กระจุกแยกแขนง สีแดง  4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 
Globba barthi  กระจุกแยกแขนง สีแดง  4 ก าป่ัน, 2541 
Globba colpicola K. Schum. กระจุกแยกแขนง สีเขียวอ่อน 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 
Globba flagellaris K. Larsen กระจุกแยกแขนง สีเขียว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 
Globba fragilis S.N. Lim กระจุกแยกแขนง สีเหลืองอม 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

  
ส้ม  

  Globba geoffrayi Gagnep. กระจุกแยกแขนง สีขาว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Globba globulifera Gagnep. กระจุกแยกแขนง สีขาว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Globba lancangensis กระจุกแยกแขนง 
 

4 Qian, 1994 

Globba leucantha Miq. กระจุกแยกแขนง สีขาวอม 2 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

  
ม่วง  

  Globba marantina L. เชิงลดคลา้ย สีเขียวอ่อน 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

 
ช่อกระจุก 

   Globba nisbetiana Craib กระจุกแยกแขนง สีเขียว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Globba obscura K. Larsen กระจุกแยกแขนง สีเขียว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Globba purpurascens Craib กระจุกแยกแขนง สีเขียวอ่อน  4 อารมณ์, 2537 

Globba pendula Roxb. กระจุกแยกแขนง สีเหลืองอม 2 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

  
ส้ม 

  Globba racemosa Sm. กระจุกแยกแขนง สีเหลืองอม 0 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

 
หลุดร่วงง่าย ม่วง 

  Globba reflexa Craib กระจะแยกแขนง สีเขียว 4 อารมณ์, 2537 
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ตารางที่ 2  (ต่อ) 
 

ชนิด 

ลกัษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

ทรงช่อดอก สีใบประดบั 
จ านวน
รยางค ์ แหล่งอา้งอิง 

   
(รยางค)์ 

 Globba rosea Gagnep. กระจุก สีม่วงแดง  4 กลัยา, 2546 
Globba schomburgkii กระจุกแยกแขนง สีเขียว 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Hook.f. 
    Globba siamensis Hemsl. กระจุกแยกแขนง สีชมพ ู 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Globba substrigosa King ex กระจุกแยกแขนง สีขาวหรือ 0 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

Baker 
 

สีม่วง  
  Globba villosula Gagnep. แยกแขนงโคง้ลง สีม่วงอ่อน  4 ก าป่ัน, 2541 

Globba winitii C.H. Wright กระจุกแยกแขนง สีชมพอูม 4 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

  
ม่วง 

  Globba xantholeuca Craib กระจุกแยกแขนง สีขาว  2 ปราโมทย ์และ พชัรียา, 2556 

 
เคร่ืองหมาย (marker) ทีใ่ช้บ่งบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวติ สุรินทร์ (2545) 
 
 1. เคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) 
 
     การบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต ใช้วิธีเปรียบเทียบลกัษณะภายนอกทางสัณฐาน
วิทยาหรือทางสรีรวิทยา ซ่ึงลกัษณะท่ีตรวจสอบน้ีมกัจะข้ึนกบัสภาพแวดลอ้ม ท าให้ตรวจสอบผล
ผิดพลาดได ้บางคร้ังตอ้งใชผู้ท่ี้มีความช านาญเป็นพิเศษ  และตอ้งมีวิธีอธิบายจีโนไทป์ (genotype) 
ท่ีถูกตอ้งจากฟีโนไทป์ (phenotype)  
 
 การจ าแนกหงส์เหินโดยใชส้ัณฐานวิทยาทัว่ไปเร่ิมข้ึนเม่ือปี ค.ศ. 1862 Horaninow ใช้
จ  านวนรยางค์อบัเรณูในการจ าแนก โดยแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ มีจ านวนรยางค์เท่ากบั 0, 2 และ 4 
ต่อมาไดมี้การศึกษาเพิ่มเติม โดยใชล้กัษณะต าแหน่งช่อดอก รยางคอ์บัเรณู อบัเรณู ดอก ใบ ล าตน้
ใตดิ้น ช่วงระยะการบานของดอก และการกระจายตวั (Schumann, 1904)  
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 การศึกษาในประเทศไทย เนตรวิไล (2548) ไดร้วบรวมหงส์เหินท่ีมีลกัษณะทางสัณฐาน
วิทยาแตกต่างกนัได ้30 ตวัอยา่ง จากเขตอ าเภอ ดอยสะเก็ด และก่ิงอ าเภอแม่ออน จงัหวดัเชียงใหม่ 
ศึกษาความแตกต่างกนัของส่วนล าตน้ สีของกาบหุม้ตน้ ความสูงของตน้ การเรียงตวัของใบ รูปร่าง
ใบ ขนาดใบ สีของใบ ลกัษณะของช่อดอก ความแตกต่างของกลีบดอก ลกัษณะของรยางค ์ลกัษณะ
ของผล และการมีหวัยอ่ย ร่วมทั้งยงัศึกษาทางดา้นกายวิทยาของหงส์เหินท่ีเกบ็รวบรวมดว้ย 
 
 2. เคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker) 
 
     เคร่ืองหมายทางโมเลกุลมี 2 ระดบั คือระดบัโปรตีน เป็นการตรวจสอบท่ีโมเลกุลของ
โปรตีนชนิดต่างๆ และระดบัดีเอน็เอ ซ่ึงตรวจสอบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทดใ์นโมเลกุล
ของดีเอน็เอ 
 
      2.1 เคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) 
 
              การตรวจสอบส่ิงมีชีวิตโดยใชค้วามแตกต่างของโมเลกุลของโปรตีนใช้วิธีแยก
โมเลกุลของโปรตีนดว้ยเทคนิคอิเลก็โทรโฟรีซิส แลว้จึงยอ้มดูแถบของโปรตีนจ าเพาะโดยใชส้ารท่ี
เหมาะสม เช่น การตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนในเลือด โปรตีนสะสมในเมล็ดพืช เป็นต้น 
นอกจากน้ียงันิยมตรวจสอบรูปแบบของเอนไซม์บางชนิดหรือไอโซไซม์ต่างๆ ข้อดีขอการ
ตรวจสอบโปรตีน คือ สามารถตรวจไดห้ลายต าแหน่ง ค่าใชจ่้ายไม่สูงมากนกั และแถบของโปรตีน
หรือไอโซไซม์น้ียงัมีการข่มร่วมกนัแบบ codominant ช่วยให้แยกความแตกต่างระหว่างแถบ
โปรตีนแบบโฮโมไซกสัและเฮเทอโรไซกสัได ้
 
 ขอ้จ ากดัของการตรวจสอบโปรตีนหรือไอโซไซม์ คือ จ านวนยีนท่ีตรวจสอบไดย้งัมีไม่
มากนกั ไม่กระจายครอบคลุมทั้งจีโนม และตอ้งมีการแสดงของยีนท่ีศึกษาจึงตอ้งเลือกเน้ือเยือ่และ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ ผลท่ีได้ยงัข้ึนอยู่กับชนิดของเน้ือเยื่อ ระยะของการ
เจริญเติบโตและส่ิงแวดลอ้มดว้ย นอกจากน้ีโปรตีนหรือไอโซไซมย์งัสูญเสียสภาพธรรมชาติไดง่้าย 
จึงตอ้งวิเคราะห์ผลในเวลาจ ากดั ไม่สามารถเก็บตวัอย่างไวน้านได ้ในแง่ของโอกาสการตรวจพบ
ความแตกต่างในระดบัโปรตีนยงัมีค่าต ่ามากเม่ือเทียบกบัการตรวจสอบระดบัดีเอ็นเอ เน่ืองจากอลั
ลีลหรือรูปแบบของยนีท่ีแตกต่างกนันั้น นิวคลีโอไทดท่ี์แตกต่างกนัอาจไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน หรือบางคร้ังแมว้่าจะมีการเปล่ียนชนิดของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่งใดต าแหน่งหน่ึงแลว้
ก็ตาม อาจจะไม่มีผลต่อระยะทางการเคล่ือนท่ีของโมเลกุลเม่ือท าอิเล็กโทรโฟรีซิส ท าให้ไม่
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สามารถตรวจพบความแตกต่างนั้นๆ ได ้พบวา่การตรวจสอบระดบัโปรตีนน้ีตรวจพบความแตกต่าง
ของเคร่ืองหมายโปรตีนไดเ้พียง 30 เปอร์เซ็นตข์องท่ีเกิดการแทนท่ีเบสทั้งหมดเท่านั้น ท าให้ผลท่ี
ตรวจสอบได ้พบความแตกต่างต ่ากวา่ท่ีเป็นจริง 
 
 ปี 2546 กัลยา ได้ศึกษารูปแบบไอโซไซม์ของพืชสกุลหงส์เหิน 12 ชนิด โดยวิเคราะห์
รูปแบบเอนไซมท์ั้งหมด 18 ระบบ พบว่ามีเอนไซม ์9 ระบบ แสดงรูปแบบไอโซไซมท่ี์แตกต่างกนั
คือ acid phosphatase (ACP), diaphorase (DIA), esterase (EST), glutamate oxaloacetate 
transaminase (GOT), leucine aminopeptidase (LAP), malate dehydrogenase (MDH), peroxidase 
(POX), shikimate dehydrogenase (SKD), และ superoxide dismutase (SOD) เม่ือวิเคราะห์โดยใช้
เอนไซมท์ั้ง 9 ระบบร่วมกนั สามารถจดักลุ่มหงส์เหินไดจ้  านวน 12 กลุ่มท่ีระดบัความแตกต่าง 13 
เปอร์เซ็นต ์ ใชเ้อนไซม ์SOD อยา่งเดียวไม่สามารถใชจ้ดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมไดอ้ยา่ง
สอดคลอ้งกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา แต่การจดักลุ่มโดยใชเ้อนไซมท์ั้ง 9 ระบบร่วมกนัมีความ
สอดคลอ้งกบัการจดักลุ่มโดยการใชล้กัษณะทางสณัฐานวิทยา ซ่ึงสามารถจ าแนกได ้3 กลุ่มใหญ่ คือ 
กลุ่ม 1 ไดแ้ก่ หงส์เหินกาบหยก (Globba sp.),  หงส์เหินละอองดาว (Globba sp.), หงส์เหินผีเส้ือ 
(G. nuda K. Lar.), หงส์เหินใบขา้วโพด (Globba sp.), หงส์เหินรวงขา้ว (Globba sp.), หงส์เหินใบ
ไผ ่(Globba sp.), หงส์เหินช่อทบัทิม (G. rosea Gagnep.) และหงส์เหินช่อทบัทิมเผอืก (G. candida 
Gagnep.) กลุ่ม 2 คือ หงส์เหินดอกจัก๊ก่า (Globba sp.)  และกลุ่ม 3 ไดแ้ก่ หงส์เหินช่ออ าพนั
(G.schomburgkii Hk.f.) และหงส์เหินช่อชมพ ู(Globba sp.) 
 
 2.2 เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) 
 
        การตรวจสอบในระดบัดีเอน็เอมีขอ้ดีกว่าการตรวจสอบโปรตีน คือ โมเลกุลของดีเอน็
เอมีความเสถียรกว่าจึงเก็บไวไ้ดน้าน สามารถวิเคราะห์จากตวัอยา่งท่ีถูกเก็บไวเ้ป็นเวลายาวนานได ้
และเน่ืองจากดีเอ็นเอเป็นองคป์ระกอบท่ีมีอยู่ในเซลลเ์กือบทุกเซลลใ์นปริมาณเท่ากนั จึงสามารถ
ตรวจสอบดีเอ็นเอจากเน้ือเยื่อใดๆ ระยะการเจริญเติบโตหรือสภาพทางสรีรวิทยาใดก็ไดโ้ดยไม่
ข้ึนกบัสภาพแวดลอ้ม ตรวจสอบดีเอ็นเอจากส่วนท่ีเป็นยีนหรือไม่ใช่ยีนก็ได ้จะมีการแสดงออก
หรือไม่ก็ได้ จึงตรวจสอบได้โดยไม่จ ากัด ครอบคลุมทั้ งจีโนม ประกอบกับมีวิธีตรวจสอบ
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบต่างๆ ให้เลือกมากมาย ท าให้การใชดี้เอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายท าไดอ้ย่าง
กวา้งขวาง ประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆ ไดไ้ม่จ ากดั 
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 เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอน็เอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจ าเพาะ
ของส่ิงมีชีวิตตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง หรือในระดบัต่างสปีชีส์เป็นดีเอน็เอท่ีอยูต่  าแหน่ง
หน่ึงๆ บนโครโมโซม (nuclear DNA) หรือดีเอน็เอในออร์แกเนลล ์(mitochondrial DNA หรือ 
chloroplast DNA) การท่ีสามารถใชดี้เอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายไดเ้น่ืองจากเกิดความแปรปรวน 
(variation) ของนิวคลิโอไทดใ์นโมเลกุลของดีเอน็เอ หรือเกิดโพลิมอร์ฟิซึม (polymorphism) ของ
ล าดบัเบสในโมเลกลุของดีเอน็เอนัน่เอง 
 
 วิธีตรวจสอบโพลีมอร์ฟิซึมของดีเอน็เอ (DNA polymorphism) ท าไดโ้ดยการหาล าดบัเบส
ในโมเลกลุของดีเอน็เอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอน็เอ การใช ้
ดีเอ็นเอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ การใช้ดีเอ็นเอเป็น
เคร่ืองหมายบ่งบอกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตมีท่ีมาจากการตรวจลายพิมพดี์เอน็เอซ่ึงปัจจุบนัน้ีก็
ยงัใชอ้ยู ่โดยมีความคาบเก่ียวกนัอยู ่
 
เทคนิคโมเลกลุเคร่ืองหมาย 
 
 ดว้ยหลกัการของเทคนิคโมเลกุลเคร่ืองหมาย โมเลกุลเคร่ืองหมายถูกแบ่งเป็น 2 ประเภท 
ไดแ้ก่ hybridization-based marker และ PCR-based marker (อรรัตน์, 2548) 
 
 1. Hybridization-based marker เป็นเคร่ืองหมายแบบดั้งเดิมท่ีมีมาก่อน ซ่ึงตอ้งอาศยัเทคนิค
DNA hybridization วิธีการการสร้างเคร่ืองหมายชนิดน้ี ท่ีรู้จกักนัดีคือ Restriction Fragment Length 
Polymorphism หรือ RFLP (อรรัตน์, 2548) 
 
 เคร่ืองหมายอาร์เอฟแอลพี (RFLP; Restriction Fragment Length Polymorphism)  
 
 เป็นวิธีท่ีใชแ้ยกความแตกต่างของขนาดดีเอน็เอ ท่ีเกิดจากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 
(Restriction enzyme) (สุรินทร์, 2552) การสร้างเคร่ืองมืออาร์เอฟแอลพีตอ้งมีโพรบ (probe) ไดแ้ก่ 
1) ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการยอ่ยดีเอ็นเอทั้งหมดในจีโนมท่ีศึกษาดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ แลว้
โคลนเกบ็ไวใ้นเวกเตอร์ (cloning vector) ซ่ึงส่วนมากนิยมใช ้plasmid หรือ 2) cDNA library cDNA 
เป็นcomplementary DNA ของ mRNA ท่ีไดจ้ากยนีท่ีมีการแสดงออกในสภาพแวดลอ้มหน่ึง เม่ือยนี
สร้าง mRNA สามารถแยกสกดั mRNA ออกจากเซลล์แลว้เปล่ียนให้เป็น cDNA ไดด้ว้ย
กระบวนการ reverse transcription หรือ 3) repetitive DNA  
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 ความแตกต่างหรือ polymorphisms ของ RFLP ท่ีปรากฏเป็นลกัษณะของขนาดช้ินส่วน 
ดีเอ็นเอแตกต่างกนั (length polymorphisms) ซ่ึงหลกัการพื้นฐานของการเกิด RFLP คือความ
แตกต่างของล าดบัดีเอ็นเอในจีโนมท่ีศึกษา ความแตกต่างของดีเอ็นเอน้ีเป็นผลจากดีเอ็นเอกลาย
พนัธ์ุนัน่เอง ซ่ึงอาจเป็น DNA deletion หรือ DNA insertion หรือ point mutation ก็ได ้RFLP probe 
ท่ีใชอ้าจเป็น microsatellite DNA กไ็ด ้(อรรัตน์, 2548) 
 
 2. PCR-based marker อาศยัเทคนิคการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลองดว้ยปฏิกิริยา 
polymerase chain reation (PCR) ปฏิกิริยา PCR ใชเ้อนไซม ์DNA polymerase และดีเอน็เอ
สังเคราะห์ช้ินสั้นๆ (10-24 นิวคลีโอไทด์) เรียกว่า ไพรเมอร์ เพื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใน
บริเวณท่ีตอ้งการ (อรรัตน์, 2548) 
 
     2.1 เคร่ืองหมาย RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) (สุรินทร์, 2545) 
 
      RAPD เป็นวิธีวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอโดยใชเ้ทคนิคพีซีอาร์อีกแบบหน่ึง โดยไม่
จ าเป็นตอ้งทราบขอ้มูลท่ีเก่ียวกบัล าดบัเบสของดีเอน็เอ เป้าหมายเน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใชไ้ม่จ าเพาะ
เจาะจงกบัดีเอ็นเอบริเวณใด (arbitrary primer) วิธีการน้ีมีการเรียกช่ือแบบอ่ืนๆ ไดอี้ก เช่น 
Arbitrarily Primed PCE (AR-PCR), DNA Amplification Fingerprinting (DAF) หรือ Multiple 
Arbitrarily Amplicon Profiling (MAAP) ซ่ึงแต่ละวิธีท่ีเรียกน้ีมีขอ้แตกต่างกนับา้ง คือ ขนาดของ
ไพรเมอร์ท่ีใช้แต่หลกัการไม่แตกต่างกัน คือ ใช้ไพรเมอร์ท่ีมีขนาดสั้ นเพียงชนิดเดียว เพื่อเพิ่ม
ปริมาณดีเอน็เอแบบสุ่ม มีนกัวิจยับางกลุ่มใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด พร้อมกนัซ่ึงก็ใชไ้ดเ้ช่นเดียวกนั แต่ท่ี
นิยม คือ ใชไ้พรเมอร์เพียงชนิดเดียว และใชว้ิธีแบบท่ีเรียกว่าอาร์เอพีดีซ่ึงตั้งข้ึนโดย William และ
คณะในปี ค.ศ.1990 โดยใชไ้พรเมอร์ขนาด 10 นิวคลิโอไทด ์เพียงชนิดเดียวเพื่อเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ
แลว้แยกขนาดของดีเอน็เอท่ีไดโ้ดยการท าอิเลก็โทรโฟรีซิส ในอะกาโรสเจลและยอ้มแถบ 
ดีเอน็เอดว้ยเอทธิเดียมโบรไมด ์
 
 อยา่งไรก็ตาม โพลีมอร์ฟิซึมของอาร์เอพีดีมกัเกิดข้ึนในลกัษณะการมีและไม่มีแถบดีเอน็เอ
ท่ีต าแหน่งหน่ึงๆ มากกว่าการเปล่ียนขนาดของแถบดีเอ็นเอ เน่ืองจากดีเอ็นเอของพืชพบทั้งจาก
นิวเคลียส คลอโรพลาสตแ์ละไมโตคอนเดรียในการสกดัดีเอ็นเอจากเซลลท์ั้งหมดน ามาวิเคราะห์
อาร์เอพีดี แถบดีเอ็นเอเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี (RAPD Marker) ส่วนใหญ่จึงมาจากดีเอ็นเอใน
นิวเคลียส ซ่ึงมีการถ่ายทอดมาจากทั้งฝ่ายพ่อและฝ่ายแม่ แมว้่าเทคนิคอาร์เอพีดีจะท าไดง่้าย รวดเร็ว
และใหข้อ้มูลไดม้าก แต่กมี็ขอ้เสียในเร่ืองการทดลองซ ้า บางคร้ังไดผ้ลท่ีต่างจากเดิม เน่ืองจาก 
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อาร์เอพีดีมีความไวต่อการเปล่ียนสภาวะต่างๆ จึงตอ้งระมดัระวงัและควบคุมสภาพการทดลองให้
คงท่ี นอกจากน้ีแถบดีเอน็เอท่ีเกิดจากอาร์เอพีดียงัแสดงการข่ม (dominant) ต่อการไม่เกิดแถบ 
ดีเอน็เอ ซ่ึงท าใหไ้ม่สามารถบอกความแตกต่างระหวา่งไฮโมโซโกตและเฮเทอโรไซโกตได ้
 
     2.2 เคร่ืองหมาย AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) 
 
           เป็นเทคนิคประยกุตข์องพีซีอาร์แบบหน่ึง ซ่ึงเทคนิค AFLP น้ีไดร้วมเอาขอ้ดีของ 2 
เทคนิคเขา้ดว้ยกนั คือ เอาความน่าเช่ือถือของเทคนิค RFLP รวมกบัประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอาร์ 
ซ่ึงเทคนิคเอเอฟแอลพีน้ีพฒันาข้ึนโดย Zabeau and Vos นกัวิจยัของบริษทั Keygene N.V. ประเทศ
เนเธอร์แลนด์ และไดจ้ดสิทธิบตัรในปี ค.ศ. 1993 (สุรินทร์, 2552) เป็นเทคนิคท่ีรวมเอาเทคนิค
AFLP และเทคนิค RAPD (Random Amplified Polymorphism DNA) เขา้ดว้ยกนั เร่ิมจากการสกดัดี
เอ็นเอ จากนั้นเอาดีเอ็นเอท่ีได้มาตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิด ตามด้วยการเช่ือมต่อด้วย 
adapter ท่ีปลายทั้งสองขา้งของช้ินดีเอน็เอ ท่ีปลายของ adapter อีกขา้งหน่ึงท่ีไม่ไดเ้ช่ือมกบัอะไรจะ
เป็นท่ีส าหรับเกาะของไพรเมอร์ ไพรเมอร์ท่ีสังเคราะห์ข้ึนมาน้ีจะมีล าดบัเบสเหมือนกบัส่วนของ 
adapter ท่ีเช่ือมกบัปลายของช้ินดีเอ็นเอ ส่วนปลายดา้น 3′ ของไพรเมอร์มีล าดบัเบสท่ีเป็นส่วน
ต าแหน่งจดจ าของเอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีใช ้และเม่ือเพิ่มเบส 2-3 เบส เขา้ท่ีปลายดา้น 3′ ของไพร
เมอร์น้ี เพื่อให้เกิดการเลือกจบัไดเ้ฉพาะช้ินดีเอ็นเอท่ีมีเบสเป็นคู่สมกนัเท่านั้น ดงันั้นช้ินดีเอ็นเอท่ี
สามารถเพิ่มปริมาณได้ จะมีเฉพาะช้ินดีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสส่วนท่ีอยู่ติดกับบริเวณจดจ าของ
เอนไซม์เขา้คู่ไดก้บัไพรเมอร์ท่ีเลือกใช้เท่านั้น จากนั้นจึงน าช้ินดีเอ็นเอท่ีไดม้าแยกโดยวิธีอิเล็ก
โทรโฟรีซิส ในโพลีอะคริลาไมดเ์จล ชนิดท่ีเป็น denaturing หรือ non-denaturing polyacrylamide 
gel วิธีน้ีสามารถใชแ้ยกความแตกต่างไดโ้ดยพิจารณาจากขนาดและจ านวนของช้ินดีเอ็นเอท่ี
แตกต่างกนั (Vos and Kuiper, 1997) 
 
หลกัการท าเอเอฟแอลพ ี สุรินทร์ (2552) 
 
 ขั้นแรก คือ การน าดีเอ็นเอมาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด นิยมใช้เอนไซม์ท่ีมี
ต  าแหน่งจดจ า 6 คู่เบส ซ่ึงจะตดัดีเอน็เอท่ีต าแหน่งห่างกนัประมาณ 46 (= 4,096) คู่เบส เรียกว่า Rare 
cutter ร่วมกบัเอนไซมท่ี์มีต าแหน่งจดจ า 4 คู่เบส ซ่ึงจะตดัดีเอน็เอท่ีต าแหน่งห่างกนัประมาณ 44  
(= 256) คู่เบส เรียกว่า frequent cutter แลว้เช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอ adapter ของเอนไซมท์ั้งสองชนิด
เพื่อใหเ้ป็นท่ีจบัของไพรเมอร์ในการเพิ่มปริมาณโดยวิธีพีซีอาร์ในขั้นต่อไป 
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 การตดัดีเอ็นเอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดจะท าให้ไดข้นาดของช้ินดีเอ็นเอพอเหมาะ
และมีขอ้ดีอีกหลายประการ ดงัน้ี 
 
 1. เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเป็น frequent cutter จะตดัดีเอ็นเอไดช้ิ้นขนาดเล็กซ่ึงจะเพิ่ม
ปริมาณไดดี้ในการท าพีซีอาร์และอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมส าหรับแยกตวัดว้ยวิธี อิเลก็โทรโฟรีซิส โดย
ใช ้denaturing polyacrylamide gel 
 
 2. เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีเป็น rare cutter มีต าแหน่งท่ีจะตดัดีเอ็นเอไดน้้อยจึงช่วยลด
จ านวนช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณจากการท าพีซีอาร์ลง เน่ืองจากช้ินดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้
ทั้งหมดหรือเกือบทั้งหมดเป็นช้ินดีเอน็เอท่ีมีปลายดา้นหน่ึงเป็นต าแหน่งตดัของเอนไซมท่ี์เป็น rare 
cutter และอีกดา้นหน่ึงเป็น frequent cutter ช้ินดีเอน็เอท่ีมีปลายทั้ง 2 ดา้นเป็นต าแหน่งของเอนไซม์
แบบ frequent cutter เม่ือเช่ือมต่อกบั adapter แลว้จะมีลกัษณะเป็นล าดบัเบสซ ้ า (inverted repeat) 
เม่ือถูกท าให้เสียสภาพเป็นสายเด่ียวจะสามารถกลบัมาจบักนัเองโดยเบสคู่สม เกิดเป็นโครงสร้าง
แบบ stem-loop ท าใหไ้พรเมอร์ไม่สามารถเขา้มาจบัได ้ส่วนช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตดัโดยเอนไซมท่ี์เป็น 
rare cutter ทั้ง 2 ดา้นมกัจะมีขนาดใหญ่มาก จึงไม่สามารถเพิ่มปริมาณไดใ้นสภาวะท่ีใชท้ดลอง 
 
 3. การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิดในการท าพีซีอาร์ จะใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดเช่นเดียวกนั
ท าให้สามารถเลือกติดฉลากท่ีไพรเมอร์ชนิดใดชนิดหน่ึงได ้ดงันั้น จึงมีดีเอน็เอท่ีติดฉลากเพียงสาย
เดียว เม่ือน าไปแยกขนาดโดย denaturing polyacrylamide gel ดีเอน็เอทั้ง 2 สายอาจจะเคล่ือนท่ีไป
ไดร้ะยะทางไม่เท่ากนั เกิดเป็นแถบดีเอน็เอ 2 แถบคู่กนั (double) การวิเคราะห์ผลจึงยุง่ยาก ในกรณี
ท่ีมีการติดฉลากเพียงสายเดียว จะตรวจพบแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียวท าใหว้ิเคราะห์ไดง่้ายข้ึน 
 
 4. การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด ช่วยใหก้ารปรับจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณมี
ความยดืหยุน่ดี โดยปรับจ านวนเบสเพื่อคดัเลือกท่ีไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิดร่วมกนั 
 
 5. สามารถท าใหเ้กิดลายพิมพดี์เอน็เอท่ีแตกต่างกนัไดจ้  านวนมาก โดยใชคู่้ผสมของ 
ไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิด จ านวนน้อย เช่น มีไพรเมอร์ชนิดละ  5 แบบ จากการเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก
สามารถสร้างลายพิมพดี์เอน็เอไดถึ้ง 25 แบบ เป็นตน้ 
 
 การใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะอาจใชช้นิดท่ีเป็น rare cutter ทั้ง 2 ชนิดกไ็ด ้แต่จะตรวจพบช้ิน 
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ดีเอน็เอจ านวนนอ้ยเฉพาะช้ินท่ีมีขนาดเลก็เท่านั้น เพราะช้ินดีเอน็เอท่ีมีขนาดเลก็จะเพิ่มปริมาณได้
ดีกวา่จึงไม่ค่อยนิยม 
 
 เอนไซมต์ดัจ าเพาะท่ีใชไ้ดมี้หลายชนิด เช่น EcoRI, HindIII, PslI, BglI, XbaI(6-cutter) และ 
Sse 83871(8-cutter) ร่วมกบั MseI หรือ TaqI ซ่ึงเป็น 4-cutter เอนไซม ์MseI มีต าแหน่งจดจ าเป็น  
5’-TTAA-3’ และ TaqI มีต าแหน่งจดจ าเป็น 5’-TCGA-3’ 
 
 ดีเอน็เอของยคูาริโอทส่วนใหญ่จะมีองคป์ระกอบเป็นเบส A และ T จ านวนมาก (AT rich) 
เอนไซม ์MseI จึงตดัเอนไซมไ์ดข้นาดเลก็กว่าเอนไซม ์TaqI เม่ือใชเ้อนไซม ์TaqI ช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่ม
ปริมาณไดม้กัไม่ค่อยสม ่าเสมอ จะปรากฏเป็นแถบขนาดใหญ่ซ่ึงอยูส่่วนบนของเจล ดงันั้นจึงนิยม
ใชเ้อนไซม ์MseI มากกวา่ เพราะตดัดีเอน็เอ ไดข้นาดพอเหมาะส าหรับการเพิ่มปริมาณโดยวิธี 
พีซีอาร์ และการแยกโดยใช ้denaturing polyacrylamide gel ส่วนเอนไซมท่ี์เป็น rare cutter ใชไ้ด้
ทัว่ไป แต่ท่ีใชเ้อนไซม ์EcoRI กนัมาก เน่ืองจากมีราคาถูกและการตดัดีเอน็เอมีประสิทธิภาพดี โดย
มีโอกาสพบการตดัไม่สมบูรณ์ไดน้อ้ย 
 
 การเช่ือมต่อดีเอน็เอกบั adapter การตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะและการเช่ือมต่อ 
ดีเอน็เอท่ีไดก้บั adapter สามารถท าพร้อมกนัได ้เน่ืองจาก adapter ท่ีสังเคราะห์ข้ึนมานั้น ออกแบบ
ใหมี้ปลายท่ีเป็นดีเอน็เอสายเดียวมีล าดบัเบสเป็นคู่สมกบัปลายเหนียวของดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซม์
ตดัจ าเพาะท่ีเลือกใช ้แต่เบสคู่ท่ีอยู่ในต าแหน่งถดัมาเป็นเบสคนละชนิดกบัเบสท่ีบริเวณจดจ าของ
เอนไซม ์ดงันั้นเม่ือ adapter เขา้ไปเช่ือมต่อกบัช้ินดีเอน็เอแลว้ เอนไซมต์ดัจ าเพาะนั้นจะไม่สามารถ
ตดัไดอี้ก แต่ถา้ช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกตดัเช่ือมต่อกลบัไปใหม่จะสามารถตดัไดอี้ก การเช่ือมต่อ adapter 
โดยมีเอนไซมต์ดัจ าเพาะอยูด่ว้ยจึงไม่มีผลเสียใดๆ และยงัช่วยให้การตดัดีเอ็นเอเกิดไดส้มบูรณ์อีก
ดว้ย  
 

 ขั้นท่ีสอง คือ การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอบางส่วนโดยใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะ      
ไพรเมอร์ท่ีใชมี้ล าดบัเบสทางปลาย 5’ เหมือนกบัล าด าเบสของ adapter ต่อดว้ยล าดบัเบสบริเวณ
จดจ าหรือบริเวณตดัจ าเพาะของเอนไซม์ และเพิ่มเบสเขา้ไปท่ีปลาย 3’ อีกส่วนหน่ึงเพื่อให้เกิดการ
คดัเลือกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางช้ิน ส่วนของไพรเมอร์ท่ีเหมือนกบั adapter และบริเวณจดจ าของ
เอนไซมเ์รียกว่า common part ส่วนเบสท่ีเพิ่มเขา้ไปท่ีปลาย 3’ เรียกว่า selective part จ  านวนเบสท่ี
เพิ่มเขา้ไปท่ีปลาย 3’ จะช่วยลดจ านวนช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณลง โดยช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่ม
ปริมาณไดต้อ้งมีล าดบัเบสท่ีอยูต่่อกบัต าแหน่งตดัจ าเพาะของเอนไซมส์อดคลอ้งกบัเบสท่ีเพิ่มเขา้ไป 
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ถา้เพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกมากข้ึน จ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีจะเพิ่มปริมาณจะลดลงประมาณ 4 เท่าต่อทุก ๆ 
เบสท่ีเพิ่มข้ึน ในการศึกษาจีโนมขนาดเล็กหรือโคลนท่ีอยู่ในพลาสมิด คอสมิด หรือ BAC 
(Bacterial Artificial Chromosome) ไม่จ าเป็นตอ้งเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกเน่ืองจากจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ี
เกิดจากการตดัโดยเอนไซมต์ดัจ าเพาะมีจ านวนน้อยอยู่แลว้ ส่ิงมีชีวิตท่ีมีจีโนมขนาดไม่ใหญ่มาก 
เช่น แบคทีเรียหรือเช้ือรา จะเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก 1-2 เบส ส่วนพวกท่ีมีจีโนมขนาดใหญ่จะเพิ่มเบส
มากกว่า 2 เบสท่ีไพรเมอร์ทั้งสองชนิด ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกท่ีปลาย 3’ จะเรียกว่าเป็น
ไพรเมอร์ +1, +2, +3 และ +4 ตามล าดับ เช่น ไพรเมอร์ทางปลาย EcoRI adapter จะเรียกว่า 
EcoRI+1, EcoRI+2, EcoRI+3 และ EcoRI+4 เป็นตน้ 

 
การท า PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสท่ีปลาย 3’ มากกว่า 2 เบส จะท าปฏิกิริยาเพิ่ม

ปริมาณ 2 คร้ัง คร้ังแรกเรียกว่า preselective amplification และการท า PCR คร้ังท่ี 2 เรียกว่า 
selective amplification 

 
การท าปฏิกิริยา preselective amplification เป็นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอตน้แบบให้มากข้ึน

และช่วยให้เกิดการคดัเลือกเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตอ้ง มีการทดลองเพิ่มปริมาณดีเอน็เอเพียง
คร้ังเดียวโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือก +1, +2, +3 และ+4 เบสตามล าดบั พบว่าจ านวนช้ิน
ดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้ลดลงเป็นล าดับจากการใช้ไพรเมอร์แบบ +1, +2 และ +3 แสดงถึง
ประสิทธิภาพในการคดัเลือกท่ีถูกตอ้ง แต่ไพรเมอร์ +4 ให้ผลไม่สอดคลอ้งกนั สามารถตรวจพบ
แถบดีเอน็เอจ านวนมากท่ีไม่ตรงกบัแถบดีเอน็เอท่ีเกิดจากการเพิ่มปริมาณโดยไพรเมอร์ +1, +2 และ 
+3 แสดงว่าเกิดการจบัคู่ของเบสท่ีไม่ถูกตอ้ง (mismatch) ในต าแหน่งท่ีอยู่ห่างจากปลาย 3’ 3 เบส 
หรือเบสคดัเลือกตวัแรกท่ีอยู่ติดกบัต าแหน่งตดัจ าเพาะนัน่เอง ในการทดลองต่อมาพบว่าการเพิ่ม
เบสเพื่อคดัเลือกคร้ังเดียว 3 เบสก็ท าให้เกิดการจบัคู่ท่ีไม่ถูกตอ้งของเบสท่ีเพิ่มข้ึนตวัแรกสุดได้
เช่นเดียวกนั แต่เกิดในความถ่ีต ่า ดงันั้นถา้ตอ้งการเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกตั้งแต่ 3 เบสข้ึนไปจึงตอ้งใช้
วิธีเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ 2 คร้ัง โดยคร้ังแรกใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกเพียง 1-2 เบส และคร้ังท่ี 2 
จึงใชไ้พรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคดัเลือกต่อจากไพรเมอร์ท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอในคร้ังแรกอีก1-2 เบส 
รวมเบสท่ีเพิ่มเพื่อการคดัเลือก3-4 เบสตามท่ีตอ้งการ 

 
 การท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป็น 2 ขั้น นอกจากเป็นการประกนัว่าการคดัเลือกเพิ่ม
ปริมาณช้ินดีเอน็เอของไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็นไปอย่างถูกตอ้งและมีประสิทธิภาพสูงสุดแลว้ ยงัช่วยลด 
background ท่ีเป็นพื้นด าในลายพิมพดี์เอน็เอดว้ย นอกจากน้ียงัอาจท า preselective amplification 
โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีไม่มีเบสคดัเลือก (ไพรเมอร์ +0) ไดใ้นกรณีการวิเคราะห์จีโนมขนาดเลก็ท่ีตอ้งใช้
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ไพรเมอร์ท่ีเพิ่มเบสคัดเลือกจ านวนน้อย เพื่อท าให้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่มมากข้ึน และสามารถ
ตรวจสอบแถบดีเอน็เอไดช้ดัเจนข้ึน 
 
 ขั้นสุดทา้ย คือ การวิเคราะห์ลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีไดโ้ดยท าอิเล็กโทรโฟรีซีสใน denaturing 
polyacrylamide gel  แบบเดียวกบัท่ีใชห้าล าดบัเบสของดีเอน็เอ แถบดีเอน็เอท่ีเหมาะสมในการแยก
โดยวิธีน้ีอยูใ่นช่วง 50 – 100 แถบ การตรวจสอบแถบดีเอน็เอท่ีเกิดข้ึนใชว้ิธีติดฉลากไพรเมอร์ ชนิด
ใดชนิดหน่ึงดว้ยสารกมัมนัตรังสี หลงัจากท าอิเลก็โทรโฟรีซิสเสร็จแลว้ ตรวจผลโดยการท าออโต-
เรดิโอกราฟ หรืออาจใชว้ิธีติดฉลากดว้ยสารเรืองแสง (fluorescent dye) แลว้ตรวจสอบโดยใชเ้คร่ือง
หาล าดบัเบสแบบอตัโนมติั (automated sequencer) ก็ได ้จากการท่ีตอ้งตรวจสอบผลการท าเอเอฟ-
แอลพีโดยใช้สารกัมมันตรังสีหรือใช้เคร่ืองหาล าดับเบสอัตโนมัติ  ท าให้เกิดข้อจ ากัดใน
หอ้งปฏิบติัการหลายแห่ง เน่ืองจากขาดประสบการณ์และระบบการปฏิบติังานท่ีใชส้ารกมัมนัตรังสี
หรือไม่สามารถซ้ือเคร่ืองหาล าดบัเบสอตัโนมติัท่ีมีราคาแพงได ้จึงมีการประยกุตใ์ชว้ิธีตรวจสอบ 
เอเอฟแอลพีดว้ยการไฮบริไดเซชันโดยใช้โพรบ (probe) ท่ีติดฉลากดว้ยสารปลอดรังสี (non 
radioactive label) หรือวิธียอ้มเจลดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท (silver staining) ซ่ึงใหผ้ลเป็นท่ีน่าพอใจและ
สามารถท าไดใ้นหอ้งปฏิบติัการทางดีเอน็เอทัว่ไป 
 
การจ าแนกพชืสกลุหงส์เหินโดยเคร่ืองหมายโมเลกลุระดับดีเอน็เอ 
 
 งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจ าแนกพืชในวงศ ์Zingiberaceae โดยใชว้ิธีการทางชีวโมเลกุล
เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม มีการจ าแนกดีเอ็นเอจากนิวเคลียสบริเวณ internal 
transcribed spacer (ITS) และดีเอน็เอจากคลอโรพลาสต์ (matK) เร่ิมจาก Kree et al. (2002) ได้
แบ่งเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ 
 
 กลุ่มท่ี 1 Siphonochiloideae  มี 1 tribe คือ Siphonochileae) 
 กลุ่มท่ี 2 Tamijioideae มี 1 tribe คือ Tamijieae 
 กลุ่มท่ี 3 Alpinioideae มี 2 tribe ไดแ้ก่ 
  - Alpinieae มี 16 สกลุ 
  - Riedelieae มี 4 สกุล 
  สกุล Siliquamomum ยงัไม่สามารถจดัรวมอยูใ่น tribe ใดได ้
 กลุ่มท่ี 4 Zingiberoideae มี 2 tribe ไดแ้ก่ 
  - Zingibereae มี 25 สกลุ 
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  - Globbeae มี 4 สกุล 
  สกุล Caulokaempferia ยงัไม่สามารถจดัรวมอยูใ่น tribe ใดได ้
 
 ต่อมาการจ าแนกโดยเคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอวธีิน้ีไดมี้การศึกษาเพิม่มากข้ึน ในวงศย์อ่ย 
Alpinioideae tribe Alpinieae มีศึกษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสกุล Alpinia สามารถแบ่ง
ออกเป็น 6 กลุ่มดว้ยกนั (Kress et al., 2002) และพืชสุกล Amomum สามามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม
ใหญ่ และยงัทราบว่า พืชสกุล Paramomum มีความใกลชิ้ดกบัสกุล Elettariopsis บ่งบอกว่ามี
ความสัมพนัธ์กนัในทางวิวฒันาการหรือมีบรรพบุรุษร่วมกบัสกุล Amomum ซ่ึงอยูใ่น tribe เดียวกนั 
(Xia et al., 2004) 
 
 กลุ่ม Zingiberoideae ใน tribe Zingibereae พบรายงานการศึกษาล าดบัดีเอน็เอจาก 
คลอโรพลาสตส่์วน petA-psbJ พืชสกุล Boesenbergia ในประเทศไทย แบ่งเป็นสองกลุ่มย่อย และ
พบสกุล Boesenbergia ท่ีมีบรรพบุรุษร่วมหน่ึงมาหน่ึงสาย (monophyletic) ส่วนพืชสกุล 
Kaempferia เป็นอีกสกุลท่ีศึกษาล าดบัดีเอน็เอในคลอโรพลาสต ์ในส่วน psbA-trnH และ petA-psbJ 
(Techaprasan et al., 2010) นอกจากน้ียงัมีพืชสกุล Caulokaempferia ท่ีไม่สามารถจดัไวใ้น tribe 
Zingibereae หรือ Globbeae ดวงกมลและคณะ (2548) ไดว้ิเคราะห์จากล าดบันิวคลีโอไทด์ไรโบ-
โซมดีเอน็เอ บริเวณ internal transcribed spacer (ITS-1, 5.8S  และITS-2 ) พบว่า Caulokaempferia 
ชนิดท่ีมีดอกสีเหลืองอยูใ่นกลุ่มเดียวกนัแยกออกจากพืชอ่ืนในกลุ่ม Zingiberoideae ในขณะท่ีชนิดท่ี
มีดอกสีม่วงถูกจดัแยกออกไปจากกลุ่มดอกสีเหลือง 
 
 มีงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจ าแนกพืชใน tribe Globbeae โดยใชว้ิธีการทางชีวโมเลกุลเพื่อ
ศึกษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม มีการจ าแนกดีเอน็เอจากนิวเคลียสโดยใชเ้ทคนิค ITS และ 
ดีเอน็เอจาก chloroplast (matK) แบ่งได ้7 Section และ 2 subsection ไดแ้ก่ Section Sempervirens, 
Section Nudae subsection Mediocalcaretae, Section Nudae subsection Nudae, Section Globba, 
Section Mantisia, Section Heplanthera, Section Substrigosa และ Section Ceratanthera  
(Williams et al., 2004) 
 
 ส าหรับการใช้เทคนิคโมเลกุลเคร่ืองหมายช่วยในการจดัจ าแนกพืชในวงศ ์Zingiberaceae 
นั้น Vanijajiva et al. (2005) ใชเ้ทคนิค Random amplified polymorphic DNA (RAPD) ศึกษา
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสกุล Boesenbergia กับสกุลท่ีเก่ียวขอ้งในประเทศไทย พบว่า 
Boesenbergia ความสัมพนัธ์ความใกลชิ้ดสกุล Scaphochlamys มากว่าสกุล Kaempferia และเทคนิค 
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Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) ไดน้ ามาใชใ้นสกุล Boesenbergia เช่นกนั จาก
การศึกษาพบว่าสามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ (Techaprasan et al., 2008) นอกจากน้ี AFLP ยงั
น ามาใชจ้  าแนกสายพนัธ์ุข่า (Alpinia galanga (L.) Willd.) สามารถจดัจ าแนกตวัอยา่งข่าออกเป็น ข่า
พนัธ์ุปลูกท่ีมีเหงา้สีแดง ข่าพนัธ์ุปลูกท่ีมีเหงา้สีขาว และข่าท่ีเป็นสายพนัธ์ุป่า (กฤษณา, 2548) แต่
ส าหรับพืชสกุลหงส์เหิน (Globba) ยงัไม่พบการน าเทคนิค AFLP มาใชใ้นการศึกษาความสัมพนัธ์
ทางพนัธุกรรม 
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อุปกรณ์และวธีิการ 
 

การรวบรวมตัวอย่างพชื 
 
 ใช้ตวัอย่างหงส์เหินท่ีถูกเก็บรวบรวมโดยสวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิต์ิ 
องคก์ารสวนพฤกษศาสตร์ และสถานท่ีเกบ็รวบรวมของโรงเรือนของสาขาพืชสวนประดบั ภาควิชา
พืชสวน คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลยัแม่โจ ้อ.สันทราย จ. เชียงใหม่ รวมทั้งหมด 45 
ตวัอยา่ง (ตารางท่ี  3) 
 
ตารางที ่3  ตวัอยา่งหงส์เหินส าหรับงานวิจยัซ่ึงถูกท่ีเกบ็รวบรวมจากสวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระ
     นางเจา้สิริกิต์ิ องคก์ารสวนพฤกษศาสตร์ และคณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลยั 
     แม่โจ ้อ.สนัทราย จ. เชียงใหม่ 
 
ล าดบัท่ี ตวัอยา่ง สถานท่ีเกบ็รวบรวม 

1 Globba obscura K. Larsen สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
2 Globba racemosa Sm. สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
3 Globba sp. No.1 สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
4 Globba barthei Gagnep. สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
5 Globba albiflora Ridl. สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
6 Globba laeta K. Larsen  สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
7 Globba tricolor Ridl. สวนพฤกษศาสตร์สมเดจ็พระนางเจา้สิริกิต์ิ 
8 Globba flagellaris K. Larsen มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
9 Globba paniculata Valenton มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
10 Globba adhaerens Gagnep. No.1 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
11 Globba adhaerens Gagnep. No.2 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
12 Globba sessilifora Sims. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
13 Globba reflexa Craib มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
14 Globba williamsiana M.F. Newman มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
15 Globba sp. No.2 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
16 Globba nisbetiana Craib มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
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ตารางที่ 3 (ต่อ)  
 
ล าดบัท่ี ตวัอยา่ง สถานท่ีเกบ็รวบรวม 

17 Globba sp. No.3 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
18 Globba siamensis Hemsl No.1 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
19 Globba pendula Roxb. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
20 Globba yeatsiana Craib มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
21 Globba rosea Gagnep. No.1 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
22 Globba purpurascens Craib มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
23 Globba cernua Baker มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
24 Globba sp. No.4 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
25 Globba villosula Gagnep. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
26 Globba expansa Wall. Ex Horan มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
27 Globba schomburgkii Hook. f. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
28 Globba sp. No.5 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
29 Globba geoffrayi Gagnep. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
30 Globba fragilis S.N. Lim. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
31 Globba sp. No.6 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
32 Globba sp. No.7 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
33 Globba sp. No.8 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
34 Globba sp. No.9 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
35 Globba magnifica M.F. Newman มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
36 Globba xantholeuca Craib มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
37 Globba siamensis Hemsl. No.2 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
38 Globba leucantha Mig. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
39 Globba rosea Gagnep. No.2 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
40 Globba sp. No.10 มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
41 Globba marantina L. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
42 Globba substrigosa King ex Baker มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
43 Globba colpicola K. Schum  มหาวิทยาลยัแม่โจ ้

 



 
 

25 

ตารางที่ (ต่อ) 
 
ล าดบัท่ี ตัวอย่าง สถานท่ีเกบ็รวบรวม 

44 Globba globulifera Gagnep. มหาวิทยาลยัแม่โจ ้
45 Globba winitii C.H.Wright มหาวิทยาลยัแม่โจ ้

 
การตรวจสอบลายพมิพ์ดีเอน็เอ โดยใช้เทคนิค AFLP 
 
 1. การสกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนของหงส์เหิน  
 
     การสกดัดีเอ็นเอของตวัอย่างใบหงส์เหินใชชุ้ดสกดัของ DNeasy® Plant Mini Kit 
(Qiagen, Germany) โดยมีขั้นตอนการสกดัดีเอน็เอดงัน้ี 
 
 ชัง่ตวัอยา่งใบหงส์เหินท่ีไม่อ่อนหรือแก่จนเกินไป ใหไ้ดน้ ้ าหนกั 0.08 กรัม น ามาบดโดยใช้
ไนโตรเจนเหลว  เติมสารละลาย AP1 buffer 400 ไมโครลิตร และเติมเอนไซม ์RNase 4 ไมโครลิตร  
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ในอ่างควบคุมอุณหภูมิ เม่ือครบเวลาน ามา
เติมสารละลาย AP2 buffer 130 ไมโครลิตร และแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาน าไปป่ัน
เหวีย่งในเคร่ืองเซนตริฟิวจท่ี์ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 
นาที  ดูดสารละลายใส่ลงในคอลมัน์สีม่วง น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที  ยา้ยสารละลายท่ีผา่นออกจากคอลมัน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซน
ตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ (ปริมาตรประมาณ 450 ไมโครลิตร) เติมสารละลาย AP3/E 
buffer 1,000 ไมโครลิตร ผสมสารละลายเขา้กนัโดยใชปิ้เปต  แลว้ดูดมา 700 ไมโครลิตร น าไปใส่
ลงในคอลมัน์ ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เท
สารละลายท่ีผา่นคอลมัน์ท้ิง  ดูดสารละลายท่ีเหลือลงในคอลมัน์เดิม ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 
รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เทสารละลายท่ีผา่นคอลมัน์ท้ิง  ยา้ยคอลมัน์
ไปหลอดขนาด 2 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติมสารละลาย AW buffer 500 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์เดิม 
น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที เท
สารละลายท่ีผา่นคอลมัน์ท้ิง  เติมสารละลาย AW buffer 500 ไมโครลิตร ลงในคอลมัน์เดิม น าไป
ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที (ระวงัอยา่ให้
สารละลายท่ีผา่นคอลมัน์ สมัผสักบัคอลมัน์)  เทสารละลายท่ีผา่นคอลมัน์ท้ิง น าคอลมัน์วางลงใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวจเ์ติมสารละลาย AE buffer 50 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็น
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เวลา 5 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
นาที  เกบ็รักษาสารละลายดีเอน็เอท่ีผา่นคอลมัน์ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 
 2. การวดัคุณภาพและปริมาณดีเอน็เอ 
 
  การวดัคุณภาพและปริมาณของสารละลายดีเอน็เอดว้ยวิธีอะกาโรสเจลอิเลก็โตรโฟริซีส 
(agarose gel electrophoresis) โดยเตรียมอะกาโรสเจลท่ีมีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงใชอ้ะกาโรส 
0.4 กรัม ใน 1X TAE buffer (40 mM Tris-acetate, 1 mM EDTA) ปริมาตร 40 มิลลิลิตร จากนั้น
น าไปละลายดว้ยเตาอบไมโครเวฟจนกระทัง่ผงอะกาโรสหลอมละลายจนหมด รอใหอ้ะกาโรสอุ่น
ลงแลว้เทลงในถาดเจลท่ีมีหวีเสียบไว ้แลว้ปล่อยใหเ้ยน็จนกระทัง่เจลแขง็ตวั เม่ือเจลแขง็ตวัแลว้ดึง
หวีออก ยา้ยเจลท่ีไดล้งใน horizontal chamber โดยใหด้า้นท่ีมีช่องหวีอยูด่า้นขั้วลบ แลว้เท 1X TAE 
buffer ลงจนท่วมแผน่เจล ผสมสารละลายดีเอน็เอตวัอยา่งกบั loading buffer (6X loading buffer: 
0.25% bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 แลว้ค่อยๆ 
หยอดตวัอยา่งลงในช่องหวดีว้ยไมโครปิเปตต ์ปิดฝาเคร่ืองแลว้เปิดกระแสไฟฟ้า ใหก้ระแสไฟฟ้าวิ่ง
ผา่นจากขั้วลบไปขั้วบวก โดยใชก้ระแสไฟฟ้า 100 โวลต ์ และปิดกระแสไฟฟ้าเม่ือสีของโหลด 
loading buffer เคล่ือนท่ีไปไดร้ะยะทางท่ีเหมาะสม น าแผน่เจลไปยอ้มในสารละลาย 3X gel red 
เป็นเวลา 30 นาที น าแผน่เจลไปส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต เปรียบเทียบความเขม้ขน้กบัดีเอน็
เอมาตรฐานขนาด 50 นาโนกรัม แลว้บนัทึกภาพ 
 
 3. การวิเคราะห์ดีเอน็เอโดยเคร่ืองหมาย AFLP 
   
   3.1. เตรียมดีเอน็เอตน้แบบ 
   
     3.1.1 ใชว้ิธีการของ Vos และคณะ (1995) เตรียมดีเอน็เอตน้แบบ (DNA template) 
โดยน าดีเอ็นเอตน้แบบท่ีสกดัมาตดัอย่างสมบูรณ์ดว้ยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) 
จ านวน 2 ชนิด คือ EcoRI และ MseI เพื่อใหไ้ดช้ิ้นดีเอน็เอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณในการท าพีซีอาร์ได้
ดีและมีขนาดเหมาะสมในการแยกโดยวิธีอิเลก็โทรโฟรีซิสในโพลีอะคริลาไมดเ์จล  
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โดยท่ี EcoRI มีต าแหน่งจดจ า 6 คู่เบสและมีจุดตดัดงัน้ี 
 

5'   G   AATTC  3' 
3'   CTTAA   G  3' 

 
ส่วน MseI นั้นมีต าแหน่งจดจ า 4 คู่เบสและมีจุดตดัดงัน้ี 
 

5′   T  TAA  3′  

3′   AAT  T  3′  
 

 โดยเติมดีเอ็นเอและสารละลายแต่ละชนิดในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ซ่ึง
ประกอบดว้ยสารละลายดีเอน็เอเขม้ขน้ 100 นาโนกรัมกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร 
สารละลายบฟัเฟอร์เขม้ขน้ 5 เท่าปริมาตร 5 ไมโครลิตร และเอนไซมต์ดัจ าเพาะทั้ง 2 ชนิด คือ 
EcoRI ความเขม้ขน้ 10 ยนิูตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร และ MseI 5 ยนิูตต่อ
ไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ใหไ้ด ้25 ไมโครลิตร 
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที  จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 นาที 
 
    3.1.2 เช่ือมต่อดีเอน็เอกบั adapter เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ ส าหรับการเพิ่มปริมาณ
โดย adapter ท่ีต่อเขา้ท่ีปลายของช้ินดีเอน็เอ จะท าหนา้ท่ีเป็นต าแหน่งจบัเกาะของไพรเมอร์ในการ
ท าพีซีอาร์ ซ่ึง adapter ท่ีใช ้คือ EcoRI adapter และ MseI adapter มีล าดบัเบสดงัน้ี 
 

 EcoRI adapter 5′ - CTCGTAGACTGCGTACC - 3′  

  3′ - CATCTGACGCATGGTTAA- 5′  
 

 MseI adapter 5′ -GACGATGAGTCCTGAG-3′  

  3′ -TACTCAGGACTCAT-5′  
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การเช่ือมต่อดีเอน็เอกบั adapter นั้น ท าโดยน าสารละลายดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดั
จ าเพาะทั้ง 2 ชนิดแลว้ มาเติมสารต่างๆ ดงัน้ี ดีเอน็เอท่ีตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 25.0 ไมโครลิตร
EcoRI adapter (5 พิโคต่อไมโครลิตร) 1.0 ไมโครลิตร MseI adapter (25 พิโคต่อไมโครลิตร) 2.0 
ไมโครลิตร 5x T4 ligase buffer 10.0 ไมโครลิตร T4 DNA ligase (1 ยนิูตต่อไมโครลิตร) 1.0  
ไมโครลิตร และน ้ากลัน่ 11.0  ไมโครลิตร โดยมีปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กัน บ่มไว้
ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง จากนั้นดูดสารละลายใส่ลงในหลอดใหม่ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร น ามาละลายใน TE buffer ปริมาตร 90 ไมโครลิตร แลว้เก็บตวัอยา่งไวท่ี้อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส ตวัอยา่งท่ีเหลือเกบ็ไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
 3.2 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยวิธีพีซีอาร์ 
 
         3.2.1 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีการเพิ่มนิวคลีโอไทด ์ 1 ตวั ท่ี
ปลาย 3’ ของไพรเมอร์ (preselective amplification) ไดแ้ก่  
 

  EcoRI primer + 1 (E-A)   5′   GACTGCGTACCAATTCA 3′    และ 

  MseI primer + 1 (M-C)    5′   GATGAGTCCTGAGTAAC 3′   
 
เพื่อลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณได ้ และให้มีความจ าเพาะในขั้นหน่ึงก่อน โดยน า
สารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางในขั้นตอนการตดัดีเอ็นเอด้วยเอ็นไซม์ตดัจ าเพาะและเช่ือมต่อกับ 
adapter แลว้ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.5 มิลลิลิตร (ส่วนท่ีเหลือเก็บไว้
ท่ีตู ้-20 องศาเซลเซียส) เติมสารละลายไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ EcoRI + A กบั MseI + C  
(5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) อยา่งละ 1 ไมโครลิตร เติมสารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับท าพีซีอาร์ ความ
เขม้ขน้ 10 เท่า ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP ความเขม้ขน้อยา่ง
ละ 1 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 2.50 ไมโครลิตร สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ (50 มิลลิโมลาร์) 
ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร และเติมเอน็ไซม ์Taq DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 
0.10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ใหไ้ด ้ 25 ไมโครลิตร น าสารละลาย
ทั้งหมดเขา้เคร่ืองเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอ ตั้งอุณหภูมิและเวลาของเคร่ืองจ านวน 20 รอบ ดงัน้ี ขั้น 
denaturation 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที ขั้น annealing 56 องศาเซลเซียส 60 วินาที ขั้น extention 
72 องศาเซลเซียส 60 วินาที จากนั้นตรวจสอบคุณภาพของดีเอน็เอท่ีไดโ้ดยใชอ้ะกาโรสเจล ความ
เขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ขนาดของแถบดีเอน็เอท่ีไดมี้ขนาดไม่เกิน 1 กิโลเบส แลว้น าสารละลายดีเอน็
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เอท่ีไดม้าเจือจาง 50 เท่าดว้ยสารละลาย TE เพื่อใชเ้ป็นตน้แบบในการเพิ่มปริมาณขั้นต่อไป ส่วนท่ี
เหลือเกบ็ไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 
 
         3.2.2 การเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีการเพิ่มนิวคลีโอไทด ์ 3 ตวั ท่ี
ปลาย 3’ ของไพรเมอร์ (selective amplification) เพื่อลดจ านวนช้ินดีเอน็เอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณได ้
และเพื่อใหเ้กิดการคดัเลือกการเพิ่มปริมาณชนิดดีเอน็เอบางส่วน ท าใหมี้ความจ าเพาะมากข้ึน โดย
ใชคู่้ไพรเมอร์ทั้ง 2 ชนิด (forward และ reverse primer) คือ ไพรเมอร์ EcoRI + 3(E-ANN) กบั MseI 
+ 3 (M-CNN) (ตารางท่ี 3) น าสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจาง 50 เท่าในขั้นตอน preselective 
amplification แลว้ ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เติมลงในหลอดพีซีอาร์ขนาด 0.5 มิลลิลิตร (ส่วนท่ีเหลือ
เก็บไวท่ี้ตู ้ -20 องศาเซลเซียส) เติมสารละลายไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ไพรเมอร์ EcoRI + 3(E-ANN) 
และ MseI + 3(M-CNN) (5 พิโคโมลต่อไมโครลิตร) อยา่งละ 1 ไมโครลิตร เติมสารละลายบฟัเฟอร์ 
ส าหรับท าพีซีอาร์ความเขม้ขน้ 10 เท่า ปริมาตร 2 ไมโครลิตร dNTP mix (ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโม
ลาร์) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร สารละลายแมกนีเซียมคลอไรด์ (50 มิลลิโมลาร์) ปริมาตร 0.6 
ไมโครลิตร และเอน็ไซม ์ Taq DNA polymerase (5 ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.1ไมโครลิตร 
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ท่ีน่ึงฆ่าเช้ือแลว้ใหไ้ด ้20 ไมโครลิตร น าสารละลายทั้งหมดเขา้เคร่ืองเพิ่ม
ปริมาณช้ินดีเอน็เอ โดยตั้งโปรแกรมพีซีอาร์แบบ Touch down PCR โดยลดอุณหภูมิขั้นตอน 
annealing ลงรอบละ 1 องศาเซลเซียส จ านวน 10 รอบ อีก 23 รอบ คงอุณหภูมิไวท่ี้ 56 องศา
เซลเซียส (ตารางท่ี 4) 
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ตารางที่ 4  Selective primer ของไพรเมอร์ EcoRI กบั MseI ท่ีใชใ้นขั้น Selective amplification 
 
คู่ท่ี ไพรเมอร์ EcoRI + 3(E-ANN) ไพรเมอร์ MseI + 3(M-CNN) 
1 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AAC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTA  3′ 
2 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AAG  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTC  3′ 
3 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACA  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTC  3′ 
4 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACA  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTG  3′ 
5 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AGC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTT  3′ 
6 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACT  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTC  3′ 
7 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AGC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CAA  3′ 
8 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AGG  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CAA  3′ 
9 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CAC  3′ 
10 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACT  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CAA  3′ 
11 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AGC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTA 3′ 
12 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AAG  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CAG  3′ 
13 5′  GACTGCGTACCAATTCA-AGG  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTT  3′ 
14 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACC  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTC  3′ 
15 5′  GACTGCGTACCAATTCA-ACG  3′ 5′  GATGAGTCCTGAGTAAC-CTG  3′ 
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ตารางที่ 5  โปรแกรมพีซีอาร์แบบ touch down PCR ในขั้นตอน selective amplification 
 
รอบท่ี Denaturing Annealing Primer extension จ านวน

รอบ 
 อุณหภูมิ 

( ̊C) 
เวลา (sec) อุณหภูมิ 

( ̊C) 
เวลา (sec) อุณหภูมิ 

( ̊C) 
เวลา (sec)  

1 94 60 65 60 72 90 1 
2 94 60 64 60 72 90 1 
3 94 60 63 60 72 90 1 
4 94 60 62 60 72 90 1 
5 94 60 61 60 72 90 1 
6 94 60 60 60 72 90 1 
7 94 60 59 60 72 90 1 
8 94 60 58 60 72 90 1 
9 94 60 57 60 72 90 1 
10 94 60 56 60 72 90 1 
11 94 30 56 30 72 60 23 

 
เม่ือส้ินสุดปฏิกิริยาพีซีอาร์แลว้ น ามาเติม AFLP loading buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึง
ประกอบดว้ย 98 % formamide, 10 mM EDTA, 0.1 % bromophenol blue, 0.1 % xylene cyanol 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที แลว้แช่ในน ้าแขง็ทนัที 
 
 3.3 การแยกขนาดดีเอน็เอดว้ยวิธีอิเลคโทรโฟรีซิส 
 
       ท าอิเลคโทรโฟรีซิสโดย Micro electrophoresis system MultiNA (Shimadzu, Japan) 
โดยใชบ้ฟัเฟอร์ DNA – 1000 ซ่ึงจะใหแ้ถบดีเอนเอในช่วงความยาวคู่เบส 0-1,000 คู่เบส ใชสี้ยอ้ม 
SYBR® Gold Nucleic Acid gel stain และใช ้Øx 174 RF DNA/HaeIII Digest marker เพื่อเทียบ
ความยาวคู่เบสของแถบดีเอน็เอ 
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 4. การวิเคราะห์ผลเอเอฟแอลพี 
 

    วิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยแปลผลขอ้มูลจากแถบดีเอ็นเอท่ีสามารถใช้
แยกความแตกต่างของหงส์เหินแต่ละตวัอยา่ง เปรียบเทียบจากความเหมือนและความแตกต่างของ
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ ถ้าพบแถบดีเอ็นเอในต าแหน่งท่ีท าการส ารวจขอ้มูลให้ใช้
สัญลกัษณ์เป็น “1” ส่วนตวัอยา่งท่ีไม่พบแถบดีเอน็เอปรากฏในต าแหน่งท่ีท าการส ารวจขอ้มูลใหใ้ช้
สัญลกัษณ์เป็น “0” ค่า genentic similarity ของตวัอยา่งพืชทั้งหมดค านวณจากวิธีการของ Dice’s 
coefficient (Dice, 1945) ท าการวิเคราะห์การจดักลุ่มแบบ Unweighted pair group method of 
arithmetic average (UPGMA) (Sneath and Sokal, 1973) แบบ SAHN clustering เพื่อสร้างแผนผงั
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม  (phylogenetic tree) และวิเคราะห์ค่า cophenetic correlation (r) โดย
แผนภาพการกระจายและสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์เพื่อตรวจสอบความถูกตอ้งของการจดักลุ่ม โดย
ใชโ้ปรแกรม NTSYS-pc version 2.1e (Rohlf, 2002)  
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ผลและวจิารณ์ 
 

1. การสกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนของหงส์เหิน 
 
 การสกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนของตวัอยา่งจ านวน 45 ตวัอยา่ง โดยใชชุ้ดสกดัของ DNeasy® 
Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) แลว้วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณดีเอน็เอ ดว้ยการท าอิเลก็
โทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลท่ีมีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ดีเอน็เอท่ีสกดัไดมี้คุณภาพค่อนขา้ง
ดี สะอาด ดีเอน็เอไม่แตกหกั ไม่มีโปรตีนและอาร์เอน็เอเจือปน ไดส้ารละลายดีเอน็เอท่ีใสและไม่มี
สี การสกดัดว้ย DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) จึงเป็นวิธีท่ีดีหากตอ้งการดีเอน็เอท่ีมี
คุณภาพดี ดีเอน็เอท่ีสกดัไดส่้วนใหญ่มีปริมาณท่ีค่อนขา้งใกลเ้คียงกนั สังเกตจากความเขม้ของแถบ
ดีเอน็เอเปรียบเทียบกบัดีเอน็เอมาตรฐานขนาด 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แต่ในตวัอยา่งท่ี 15 และ
ตวัอยา่งท่ี 20 พบแถบดีเอน็เอท่ีจางมาก แสดงวา่มีปริมาณท่ีนอ้ยมาก อาจจะมีสารจ าเพาะบางอยา่งท่ี
มีผลต่อการสกดัดีเอ็นเอ ในการทดลองขั้นต่อไปนัน่คือ การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอาร์ จึง
ปรับปริมาณของสารละลายดีเอน็เอในปฏิกิริยาใหม้ากกวา่ตวัอยา่งอ่ืน (ภาพท่ี 2) 
 

 
  
 ภาพที่ 2  ปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอของหงส์เหินจ านวน 45 ตวัอย่าง หมายเลขดา้นบน
    แสดงล าดบัของหงส์เหินตามตารางท่ี 1 M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน 
    ขนาด 50 นาโนกรัม 
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2. การวิเคราะห์ดีเอน็เอโดยเคร่ืองหมาย AFLP 
 
 2.1 ปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอตน้แบบ 
 
       หลงัจากการตดัดีเอน็เออยา่งสมบูรณ์ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ EcoRI และ 
MseI แลว้เช่ือมต่อดีเอน็เอกบั adapter เพื่อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ ซ่ึง adapter ท่ีใช ้คือ EcoRI 
adapter และ MseI adapter แลว้น ามาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอโดยวิธีพีซีอาร์ โดยใชไ้พร์เมอร์ ไดแ้ก่ 
 

EcoRI primer + 1 (E-A) 5′   GACTGCGTACCAATTCA 3′    และ 

MseI primer + 1 (M-C) 5′   GATGAGTCCTGAGTAAC 3′  
 
 ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอตน้แบบท่ีน ามาใช ้โดยวิธีอิเลคโตรโฟเรซีบน 
อะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์พบวา่ ดีเอน็เอท่ีผา่นขั้นตอนการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ
และเช่ือมต่อดีเอน็เอดว้ย adapter มีลกัษณะเป็นแถบสีขาว (ภาพท่ี 3) แสดงถึง 
ดีเอน็เอตน้แบบถูกตดัและเช่ือมต่ออยา่งสมบูรณ์ 
 

M    1     2     3    4     5    6      7     8    9     10   11    12   13   14   M

M  15    16   17   18   19   20   21   22  23   24   25   26   27   28   29   M

M   30  31   32   33   34   35   36  37   38   39   40   41   42   43  44   45    

 
 
  ภาพที ่3  ปริมาณและคุณภาพของดีเอน็เอตน้แบบท่ีเช่ือมต่อกบั adapter ทั้งหมด 45 ตวัอยา่ง  
    หมายเลข 1-45 ล าดบัของตวัอยา่งหงส์เหินตามตารางท่ี 1 ; M : 100 bp DNA marker 
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 2.2 การคดัเลือกคู่ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม 
 
       ท าการคดัเลือกไพรเมอร์ในขั้นตอน selective amplification ทั้งหมด 15 คู่ แต่ละคู่ให้
แถบดีเอน็เอท่ีมีความยาวคู่เบสไม่เกิน 1,000 คู่เบส ส าหรับหงส์เหินทั้ง 45 ตวัอยา่งท่ีใชใ้นงานวิจยั 
ก าหนดใหใ้ชเ้ลข 1 – 45 แทนช่ือของหงส์เหินใน ตารางท่ี 3 จากการศึกษาลายพิมพดี์เอน็เอของหงส์
เหินท่ีรวบรวมจากแหล่งต่างๆ ในประเทศไทย และถูกเก็บรักษาไวท่ี้สวนพฤกษศาสตร์สมเด็จพระ
นางเจา้สิริกิต์ิ องคก์ารสวนพฤกษศาสตร์ เชียงใหม่ จ านวน 7 ตวัอย่าง และจากโรงเรือนของสาขา
พืชสวนประดับ ภาควิชาพืชสวน คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลยัแม่โจ ้อ.สันทราย จ. 
เชียงใหม่ จ านวน 38 ตวัอย่าง โดยเทคนิคเอเอฟแอลพี ใชไ้พรเมอร์ชนิด EcoRI และ MseI การ
ปรากฏแถบและไม่ปรากฏแถบในแต่ละต ่าแหน่งของแถบ DNA ท่ีมีขนาดแตกต่างกนันั้นจะ
ก าหนดให้เป็น 1 และ 0 ตามล าดับ คู่ไพรเมอร์ทั้ ง 15 คู่มีเปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความ
แตกต่างระหวา่งตวัอยา่งอยูใ่นช่วง 23.45-64.15 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 6) โดยมีคู่ไพรเมอร์ 5 คู่ คือ E-
AAC/M-CTA, E-AAG/M-CTC, E-ACA/M-CTC, E-ACA/M-CTG และ E-AGC/M-CTT ใหแ้ถบดี
เอน็เอท่ีจาง ไม่ชดัเจน มีแถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างตวัอยา่งจ านวนนอ้ย (ภาพท่ี 4A) 
ดงันั้นจึงคดัเลือกคู่ไพรเมอร์ 10 คู่ไพรเมอร์ ซ่ึงมีแถบดีเอน็เอท่ีชดัเจน นบัจ านวนแถบดีเอน็เอไดง่้าย 
แสดงความแตกต่างระหว่างตวัอยา่งไดดี้ (ภาพท่ี 4B, ภาพท่ี 5-14) มีเปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอน็เอท่ีแสดง
ความแตกต่าง ( polymorphic band) อยูท่ี่ 38.14-64.15 เปอร์เซ็นต ์ ซ่ึงอยูใ่นระดบัปานกลาง พบแถบ
ดีเอน็เอทั้งหมด 624 แถบ โดยเฉล่ีย 62.4 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ โดยคู่ไพรเมอร์ระหวา่ง E-ACG กบั M-
CTG ให้เปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างมากท่ีสุดคือ 64.15 เปอร์เซ็นต ์มีเปอร์เซ็นต์
แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างตวัอย่างเฉล่ีย 47.77 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 7) เม่ือ
เปรียบเทียบกบั Wahyuni et al. (2003) ศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของขิง (Zingiber 
officinale Rosc.)โดยใชเ้ทคนิคเอเอฟแอลพี พบแถบดีเอน็เอท่ีเป็น Polymorphic band เฉล่ียเพียง 
11.45 เปอร์เซ็นต์ ดงันั้นคู่ไพรเมอร์ทั้ง 10 คู่ จึงเหมาะสมท่ีจะน ามาหาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ของพืชสกลุหงส์เหินทั้ง 45 ตวัอยา่ง 
 
 การคดัเลือกคู่ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการศึกษาน้ี เปรียบเทียบกบัการศึกษาโดยเทคนิค
เดียวกนัของ อารียรั์ตน์ (2553) ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของข่า (Alpinia spp.) คดัเลือก
ไพรเมอร์ชนิด EcoRI และ MseI ไดจ้  านวนทั้งหมด 12 คู่  ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างเฉล่ีย
คิดเป็น 69.75 เปอร์เซ็นต ์การคดัเลือกคู่ไพรเมอร์สอดคลอ้งกบังานศึกษาน้ี 3 คู่ คือ E-AGC /        
M-CAA, E-ACC / M-CAC และ E-AGG / M-CTT  อีกทั้งไดเ้ปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความ
แตกต่างใกลเ้คียงกนัอีกดว้ย คือ 51.72, 42.11 และ 56 ตามล าดบั  
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ตารางที่ 6  คู่ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการคดัเลือกทั้งหมดไพร์เมอร์ 15 คู่ 
 

  
จ  านวนแถบ จ านวนแถบดีเอน็เอท่ี เปอร์เซ็นตแ์ถบ 

ล าดบั คู่ไพร์เมอร์ ดีเอน็เอทั้งหมด แสดงความแตกต่าง ดีเอน็เอท่ีแสดงความ 

  
(แถบ) ระหวา่งตวัอยา่ง(แถบ) แตกต่าง 

1 E-AAC/M-CTA 80 27 33.75 
2 E-AAG/M-CTC 81 19 23.45 
3 E-ACA/M-CTC 93 29 31.18 
4 E-ACA/M-CTG 106 38 35.84 
5 E-AGC/M-CTT 122 29 23.77 
6 E-ACT/M-CTC 128 52 40.63 
7 E-AGC/M-CAA 129 52 40.31 
8 E-AGG/M-CAA 97 37 38.14 
9 E-ACC/M-CAC 128 61 47.66 
10 E-ACT/M-CAA 123 47 38.21 
11 E-AGC/M-CTA 128 65 50.78 
12 E-AAG/M-CAG 117 64 54.7 
13 E-AGG/M-CTT 133 72 54.14 
14 E-ACC/M-CTC 147 72 48.98 
15 E-ACG/M-CTG 159 102 64.15 
ช่วง  80-159 19-102 23.45-64.15 
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ตารางที่ 7  คู่ไพรเมอร์ท่ีเลือกใชใ้นการทดลอง จ านวน 10 คู่ โดยสร้างแถบดีเอน็เอชดัเจนและแสดง
     ความแตกต่างของแต่ละตวัอยา่งได ้
 

 
 

จ  านวนแถบ จ านวนแถบดีเอน็เอท่ี เปอร์เซ็นตแ์ถบ 
ล าดบั คู่ไพร์เมอร์ ดีเอน็เอทั้งหมด แสดงความแตกต่าง ดีเอน็เอท่ีแสดงความ 

 
 

(แถบ) ระหวา่งตวัอยา่ง(แถบ) แตกต่าง 
1 E-ACT/M-CTC 128 52 40.63 
2 E-AGC/M-CAA 129 52 40.31 
3 E-AGG/M-CAA 97 37 38.14 
4 E-ACC/M-CAC 128 61 47.66 
5 E-ACT/M-CAA 123 47 38.21 
6 E-AGC/M-CTA 128 65 50.78 
7 E-AAG/M-CAG 117 64 54.7 
8 E-AGG/M-CTT 133 72 54.14 
9 E-ACC/M-CTC 147 72 48.98 
10 E-ACG/M-CTG 159 102 64.15 
รวม 

 
1,289 624 

 ค่าเฉล่ีย  
 

62.4 47.77 
ช่วง  

 
37-102 38.14-64.15 
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ภาพที ่4  ลายพิมพดี์เอน็เอของตวัอยา่งหงส์เหิน 45 ตวัอยา่ง ในขั้นตอนคดัเลือกคู่ไพร์เมอร์ท่ี 
   เหมาะสม (selective amplification) 
   (A) คู่ไพรเมอร์ E-AAG/M-CTC ใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนนอ้ย หรือแสดงความแตกต่างของ
   แต่ละตวัอยา่งไดน้อ้ย 
   (B) คู่ไพรเมอร์ E-ACG/M-CTG ใหแ้ถบดีเอน็เอจ านวนมาก ชดัเจน แสดงความแตกต่าง
   ของแต่ละตวัอยา่งไดม้าก 
 
 
 
 
 
 

A 

B 
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ภาพที ่5  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 1 E-AAC/M-CTA 
 

 
 
ภาพที ่6  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 2 E-AAG/M-CTC 
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ภาพที ่7  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 3 E-ACA/M-CTC 
 

 
 

ภาพที ่8  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 4 E-ACA/M-CTG 
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ภาพที ่9  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 5 E-AGC/M-CTT 
 

 
 

ภาพที ่10  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 6 E-ACT/M-CTC 
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ภาพที ่11  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 7  E-AGC/M-CAA 
 

 
 

ภาพที ่12  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 8  E-AGG/M-CAA 
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ภาพที ่13  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 9  E-ACC/M-CAC 
 

 
 
ภาพที ่14  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 10  E-ACT/M-CAA 
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ภาพที ่15  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 11  E-AGC/M-CTA 
 

 
 

ภาพที ่16  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 12  E-AAG/M-CAG 
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ภาพที ่17  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 13  E-AGG/M-CTT 
 

 
 

ภาพที ่18  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 14  E-ACC/M-CTC 
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ภาพที ่19  ลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเกิดจากคู่ไพรเมอร์ท่ี 15  E-ACG/M-CTG 
 
 2.3 การวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
 

      เม่ือค านวณค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarity index) ระหวา่งหงส์
เหินทั้ง 45 ตวัอยา่ง โดย Dice’s coefficient พบวา่มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1.00 และมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.2 
(ตารางท่ี6) สามารถใชอ้ธิบายถึงความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมระหวา่งตวัอยา่งได ้ โดยอธิบายค่า
สมัประสิทธ์ิความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี Dice (Dice’s coefficient) พบวา่ตวัอยา่งท่ีมีความ
ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมมากท่ีสุด คือ Globba barthei Gagnep. กบั Globba magnifica M.F. Newman
ถึง 0.375  
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ตารางที่ 8  ค่า similarity index ท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบกบัค่าความคลา้ยคลึงกนัของแถบดีเอน็เอ
      หงส์เหิน 45 ตวัอยา่ง 
 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

1 1.00 
                 2 0.08 1.00 

                3 0.00 0.03 1.00 
               4 0.16 0.06 0.13 1.00 

              5 0.09 0.09 0.02 0.03 1.00 
             6 0.14 0.11 0.15 0.11 0.04 1.00 

            7 0.08 0.03 0.20 0.13 0.16 0.07 1.00 
           8 0.10 0.02 0.08 0.11 0.11 0.11 0.10 1.00 

          9 0.14 0.05 0.06 0.03 0.21 0.10 0.20 0.05 1.00 
         10 0.17 0.08 0.06 0.09 0.09 0.33 0.08 0.10 0.11 1.00 

        11 0.14 0.10 0.04 0.16 0.05 0.14 0.07 0.15 0.03 0.20 1.00 
       12 0.03 0.11 0.09 0.07 0.02 0.08 0.06 0.05 0.00 0.03 0.04 1.00 

      13 0.21 0.10 0.14 0.09 0.04 0.18 0.11 0.12 0.13 0.24 0.26 0.03 1.00 
     14 0.09 0.03 0.09 0.10 0.02 0.17 0.06 0.11 0.06 0.17 0.18 0.03 0.11 1.00 

    15 0.14 0.03 0.06 0.16 0.07 0.07 0.09 0.05 0.08 0.06 0.03 0.00 0.05 0.00 1.00 
   16 0.04 0.03 0.07 0.13 0.06 0.03 0.11 0.10 0.04 0.04 0.09 0.08 0.10 0.00 0.07 1.00 

  17 0.13 0.07 0.08 0.14 0.06 0.02 0.18 0.12 0.03 0.10 0.18 0.03 0.22 0.08 0.10 0.10 1.00 
 18 0.13 0.10 0.05 0.09 0.09 0.11 0.03 0.07 0.08 0.21 0.18 0.00 0.15 0.35 0.08 0.03 0.17 1.00 

19 0.07 0.13 0.04 0.04 0.08 0.06 0.07 0.06 0.04 0.04 0.09 0.00 0.20 0.04 0.04 0.15 0.10 0.03 

20 0.16 0.04 0.14 0.12 0.11 0.06 0.16 0.21 0.04 0.13 0.08 0.02 0.06 0.18 0.09 0.05 0.25 0.15 

21 0.13 0.15 0.19 0.15 0.04 0.02 0.13 0.02 0.05 0.08 0.10 0.11 0.18 0.14 0.03 0.10 0.20 0.22 

22 0.04 0.13 0.07 0.05 0.15 0.12 0.07 0.12 0.02 0.09 0.08 0.02 0.13 0.16 0.04 0.11 0.15 0.13 

23 0.17 0.05 0.12 0.07 0.07 0.07 0.12 0.16 0.06 0.12 0.14 0.03 0.14 0.03 0.12 0.11 0.21 0.08 

24 0.11 0.05 0.03 0.09 0.09 0.07 0.08 0.15 0.08 0.08 0.10 0.00 0.08 0.11 0.11 0.14 0.05 0.13 
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ตารางที่ 8  (ต่อ) 
 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

25 0.16 0.10 0.08 0.13 0.09 0.11 0.13 0.08 0.16 0.12 0.07 0.11 0.10 0.13 0.17 0.12 0.14 0.12 

26 0.10 0.05 0.11 0.09 0.09 0.11 0.08 0.12 0.05 0.13 0.09 0.00 0.15 0.14 0.03 0.07 0.14 0.07 

27 0.16 0.03 0.08 0.12 0.13 0.14 0.08 0.12 0.05 0.21 0.13 0.06 0.20 0.16 0.13 0.03 0.10 0.07 

28 0.12 0.05 0.09 0.20 0.10 0.15 0.03 0.16 0.06 0.17 0.11 0.00 0.17 0.21 0.21 0.11 0.08 0.11 

29 0.11 0.10 0.04 0.02 0.07 0.10 0.02 0.08 0.06 0.06 0.18 0.07 0.19 0.04 0.02 0.03 0.14 0.08 

30 0.08 0.05 0.08 0.11 0.09 0.15 0.10 0.16 0.05 0.18 0.09 0.08 0.15 0.16 0.08 0.13 0.12 0.12 

31 0.07 0.09 0.17 0.23 0.10 0.25 0.10 0.07 0.09 0.12 0.17 0.10 0.14 0.15 0.14 0.06 0.13 0.15 

32 0.11 0.05 0.14 0.09 0.11 0.07 0.11 0.12 0.13 0.08 0.10 0.06 0.15 0.03 0.14 0.20 0.17 0.10 

33 0.02 0.04 0.14 0.08 0.14 0.04 0.09 0.11 0.02 0.02 0.05 0.08 0.04 0.05 0.07 0.17 0.07 0.07 

34 0.09 0.11 0.07 0.25 0.04 0.22 0.16 0.13 0.09 0.11 0.08 0.07 0.09 0.16 0.09 0.03 0.09 0.11 

35 0.11 0.05 0.14 0.38 0.07 0.12 0.20 0.15 0.08 0.14 0.17 0.06 0.16 0.12 0.25 0.14 0.13 0.08 

36 0.04 0.04 0.13 0.02 0.17 0.08 0.20 0.14 0.15 0.13 0.10 0.05 0.10 0.07 0.07 0.08 0.14 0.14 

37 0.20 0.11 0.09 0.14 0.06 0.16 0.09 0.12 0.04 0.18 0.15 0.05 0.15 0.16 0.11 0.00 0.10 0.21 

38 0.08 0.07 0.08 0.04 0.14 0.12 0.08 0.13 0.10 0.12 0.04 0.06 0.11 0.06 0.10 0.07 0.07 0.06 

39 0.07 0.07 0.15 0.16 0.04 0.21 0.12 0.09 0.12 0.14 0.20 0.10 0.23 0.12 0.17 0.21 0.11 0.13 

40 0.03 0.00 0.00 0.06 0.09 0.05 0.17 0.08 0.11 0.08 0.07 0.06 0.05 0.03 0.00 0.07 0.10 0.08 

41 0.21 0.02 0.11 0.06 0.13 0.20 0.10 0.09 0.05 0.15 0.12 0.03 0.32 0.13 0.21 0.06 0.07 0.19 

42 0.07 0.05 0.07 0.11 0.06 0.15 0.12 0.11 0.05 0.14 0.03 0.05 0.05 0.12 0.02 0.12 0.16 0.13 

43 0.09 0.03 0.24 0.23 0.05 0.12 0.14 0.08 0.09 0.11 0.14 0.06 0.11 0.09 0.17 0.15 0.08 0.05 

44 0.08 0.02 0.16 0.20 0.09 0.13 0.13 0.19 0.03 0.26 0.15 0.06 0.15 0.16 0.21 0.06 0.12 0.14 

45 0.22 0.06 0.04 0.07 0.16 0.18 0.06 0.13 0.14 0.18 0.09 0.02 0.16 0.15 0.08 0.07 0.13 0.15 
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ตารางที่ 8  (ต่อ) 
 

 

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 

19 1.00 

              20 0.11 1.00 

             21 0.13 0.13 1.00 

            22 0.05 0.11 0.13 1.00 

           23 0.04 0.09 0.11 0.07 1.00 

          24 0.03 0.09 0.05 0.09 0.11 1.00 

         25 0.10 0.10 0.18 0.09 0.19 0.06 1.00 

        26 0.16 0.11 0.15 0.13 0.11 0.13 0.06 1.00 

       27 0.03 0.13 0.05 0.06 0.11 0.05 0.16 0.07 1.00 

      28 0.00 0.07 0.05 0.09 0.09 0.14 0.09 0.14 0.22 1.00 

     29 0.18 0.11 0.08 0.14 0.09 0.04 0.07 0.14 0.08 0.07 1.00 

    30 0.06 0.12 0.10 0.16 0.03 0.13 0.19 0.07 0.14 0.11 0.08 1.00 

   31 0.06 0.08 0.22 0.10 0.10 0.07 0.09 0.11 0.16 0.24 0.09 0.13 1.00 

  32 0.13 0.09 0.05 0.06 0.28 0.13 0.16 0.08 0.18 0.11 0.10 0.10 0.11 1.00 

 33 0.08 0.06 0.07 0.10 0.05 0.07 0.09 0.09 0.09 0.05 0.07 0.06 0.00 0.11 1.00 

34 0.05 0.17 0.07 0.15 0.07 0.09 0.16 0.09 0.09 0.16 0.06 0.13 0.14 0.09 0.08 

35 0.14 0.11 0.08 0.04 0.17 0.08 0.25 0.05 0.18 0.20 0.11 0.25 0.24 0.11 0.07 

36 0.05 0.07 0.10 0.16 0.02 0.09 0.07 0.12 0.08 0.07 0.07 0.04 0.13 0.08 0.13 

37 0.08 0.15 0.11 0.11 0.09 0.09 0.17 0.04 0.19 0.07 0.18 0.14 0.13 0.09 0.04 

38 0.11 0.15 0.07 0.07 0.04 0.04 0.11 0.09 0.17 0.08 0.10 0.15 0.05 0.17 0.03 

39 0.09 0.06 0.11 0.08 0.22 0.09 0.22 0.11 0.09 0.17 0.08 0.13 0.27 0.16 0.10 

40 0.07 0.13 0.11 0.09 0.09 0.11 0.10 0.08 0.03 0.09 0.04 0.08 0.12 0.08 0.02 

41 0.10 0.10 0.12 0.08 0.19 0.08 0.23 0.12 0.22 0.16 0.14 0.12 0.15 0.15 0.11 

42 0.09 0.18 0.14 0.08 0.07 0.12 0.18 0.13 0.05 0.12 0.08 0.15 0.16 0.11 0.04 

43 0.11 0.07 0.14 0.05 0.15 0.11 0.08 0.05 0.22 0.24 0.11 0.08 0.19 0.19 0.07 

44 0.06 0.15 0.12 0.15 0.19 0.08 0.06 0.12 0.24 0.32 0.08 0.16 0.15 0.20 0.07 

45 0.05 0.17 0.08 0.16 0.17 0.16 0.26 0.06 0.10 0.15 0.13 0.15 0.07 0.12 0.07 
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ตารางที ่8  (ต่อ) 
 

 

34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 

34 1.00 

           35 0.16 1.00 

          36 0.06 0.09 1.00 

         37 0.19 0.15 0.13 1.00 

        38 0.05 0.14 0.06 0.13 1.00 

       39 0.12 0.26 0.10 0.14 0.05 1.00 

      40 0.11 0.00 0.17 0.02 0.06 0.05 1.00 

     41 0.09 0.13 0.06 0.14 0.11 0.22 0.03 1.00 

    42 0.12 0.12 0.11 0.12 0.19 0.13 0.10 0.07 1.00 

   43 0.14 0.34 0.09 0.11 0.18 0.20 0.00 0.21 0.12 1.00 

  44 0.11 0.23 0.10 0.19 0.15 0.13 0.10 0.17 0.09 0.24 1.00 

 45 0.18 0.16 0.05 0.19 0.12 0.11 0.10 0.21 0.09 0.13 0.15 1.00 
 
 2.4 แผนผงัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 
 
       น าค่าดชันีความเหมือนดงักล่าวมาวิเคราะห์โดยวิธี UPGMA เพื่อสร้างแผนผงัแสดง
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของหงส์เหินทั้ ง 45 ตัวอย่าง (ภาพท่ี 15) พบว่า จากแผนผัง
ความสัมพนัธ์แสดงความสัมพนัธ์ ท่ีค่าดชันีความเหมือน 0.09 สามารถแบ่งหงส์เหินออกได ้5 กลุ่ม 
ดงัน้ี 

 
 กลุ่มท่ี 1 ประกอบดว้ยสมาชิกหงส์เหินกลุ่มใหญ่ท่ีสุด 33 ตวัอยา่ง ซ่ึงสมาชิกส่วนใหญ่ถูก
จดัอยูใ่น Section Globba (Schumann, 1904; Larsen, 1972) ในกลุ่มท่ี 1 สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่ม
ยอ่ยได ้3 กลุ่มยอ่ย ดงัน้ี  
 
  กลุ่มยอ่ย 1.1 ประกอบดว้ยสมาชิก 23 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Globba obscura K. Larsen, 
G. reflexa Craib, G. marantina L., G. villosula Gagnep., G. winitii C.H.Wright, G. laeta K. 
Larsen, G. adhaerens Gagnep. No.1, Globba sp. No.9, G. siamensis Hemsl. No.2, G. adhaerens 
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Gagnep. No.2, G. williamsiana M.F. Newman, G. siamensis Hemsl No.1, G. barthei Gagnep.,   
G. magnifica M.F. Newman, G. colpicola K. Schum, Globba sp. No.6, G. rosea Gagnep. No.2, 
G. schomburgkii Hook. f., Globba sp. No.5, G. globulifera Gagnep., Globba sp. No.2,                
G. purpurascens Craib, G. fragilis S.N. Lim. สมาชิกในกลุ่มยอ่ย 1.1 น้ี ถูกจดัอยูใ่น Section 
Globba (Schumann, 1904; Larsen, 1972) ทั้งหมดและมีจ านวนรยางคอ์บัเรณูเท่ากบั 4 รยางค ์    
(ปิยเกษตรและคณะ, 2556) ในกลุ่มย่อยน้ี มี Globba. barthei Gagnep., G. obscura K. Larsen,       
G. purpurescens Craib, Globba sp. No.2, Globba sp. No.5, Globba sp. No.6, และ Globba sp. 
No.9 (ภาคผนวก) ซ่ึงยงัไม่มีรายงานการจ าแนกว่าจดัอยูใ่น Section ใดท่ีชดัเจนถูกรวมอยูใ่นกลุ่ม
ย่อย 1.1 น้ี แสดงให้เห็นถึงความสัมพนัธ์ท่ีค่อนขา้งใกลชิ้ดกับหงส์เหินหลายชนิดใน Section 
Globba  
 
   กลุ่มย่อย 1.2 ประกอบด้วยสมาชิกทั้ งหมด 7 ตัวอย่าง ได้แก่ Globba 
flagellaris K. Larsen, Globba sp. No.3, G. yeatsiana Craib, G. cernua Baker, Globba sp. No.7,  
G. leucantha Mig, G. substrigosa King ex Baker สมาชิกในกลุ่มยอ่ยน้ีเป็นสมาชิกท่ีมาจากหลาย 
Section ดงัน้ี G. flagellaris K. Larsen ถูกจดัอยูใ่น Section Nudae โดยมี Globba sp. No.3 และ     
G. yeatsiana Craib รวมอยูใ่นคลสัเตอร์น้ีดว้ย, Globba sp. No.7 อยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั G. cernua 
Baker ซ่ึงถูกจดัอยูใ่น Section Globba, G. leucantha Mig ถูกจดัอยูใ่น Section Ceratanthera ser. 
Basicalcarantae และ G. substrigosa King ex Baker ถูกจดัอยูใ่น Section Haplanthera  
 
   กลุ่มย่อย 1.3 มีสมาชิก 3 ตวัอย่าง ไดแ้ก่ Globba sp. No.1, Globba 
tricolor Ridl., และ Globba rosea Gagnep. No.1 ซ่ึงมีรายงานวา่ Globba rosea Gagnep. No.1 ถูกจดั
อยูใ่น Section Globba (Schumann, 1904; Larsen, 1972; Williams et al., 2004) 
 
 กลุ่มท่ี 2 ประกอบดว้ยสมาชิก 3 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Globba pendula Roxb., G. geoffrayi 
Gagnep., และ G. expansa Wall. Ex Horan  ซ่ึง G. pendula Roxb. และ G. geoffrayi Gagnep. ถูกจดั
อยูใ่น Section เดียวกนัคือ Section Ceratanthera ser. Basicalcarantae (Williams et al., 2004) 
ถึงแมว้่าทั้งสองชนิดจะมีจ านวนรยางคอ์บัเรณูไม่เท่ากนั คือ G. pendula Roxb. มีจ านวนรยางคอ์บั
เรณู 2 และ G. geoffrayi Gagnep. มีจ านวนรยางคอ์บัเรณูเท่ากบั 4 (Schumann, 1904; Larsen, 1972) 
ส่วน G. expansa Wall. Ex Horan ถูกจดัอยูใ่น Section Nudae (Williams et al., 2004) 
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 กลุ่มท่ี 3 ประกอบดว้ยสมาชิก 3 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Globba nisbetiana Craib, Globba sp. 
No.8, และ Globba sp. No.4 ซ่ึงในรูปวิธานจ าแนกชนิดหงส์เหินไดจ้ดัให ้G. nisbetiana Criab และ 
Globba sp. No.4 อยูใ่นกลุ่มท่ีมีจ านวนรยางคอ์บัเรณูเท่ากนัคือ เท่ากบั 4 ต่างกนัตรงท่ี G. nisbetiana 
Criab มีลกัษณะใบท่ีมีขนเห็นชัดเจน ช่อดอกเลก็กว่า Globba sp. No.4 ท่ีมีความสัมพนัธ์ค่อนขา้ง
ใกลชิ้ดกบั Globba sp. No.8 ซ่ึงหงส์เหินทั้งสองชนิดถูกจดัอยูใ่นคลสัเตอร์เดียวกบั Globba sp. No.4 
ดว้ย 
 กลุ่มท่ี 4 ประกอบดว้ยสมาชิก 4 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Globba albiflora Ridl., Globba paniculata 
Valenton, Globba xantholeuca Craib, และ Globba sp. No.10 หงส์เหินในกลุ่มน้ี มีจ านวนรยางค์
อบัเรณูเท่ากันทั้งหมด คือ จ านวน 2 รยางค์ และ G. albiflora Ridl., G. paniculata Valenton,          
G. xantholeuca Criab ถูกจดัอยูใ่น Section Ceratanthera ser. Mediocal (Willaims et al., 2004) 
ส่วน Globba sp. No.10 ยงัไม่มีรายงานท่ีชดัเจนว่าถูกจดัอยูใ่น Section ใด แต่จากรูปวิธานจ าแนก
ชนิดหงส์เหินของปิยเกษตรและคณะ (2555) ไดจ้ดัให ้Globba sp. No.10 (Globba. sp. ดอกขาวน ้ า
ผุดทบัลาว) (ภาคผนวก) อยู่ในกลุ่มเดียวกับ G. albiflora Ridl., G. paniculata Valenton และ          
G. xantholeuca Criab เน่ืองจากมีลกัษณะเกสรเพศผูเ้ป็นหมนัและมีรยางคอ์บัเรณูสีขาวเหมือนกบั
หงส์เหินในกลุ่มน้ี 
 
 กลุ่มท่ี 5 ประกอบดว้ยสมาชิก 2 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ Globba racemosa Sm. และ G. sessilifora 
Sims. หงส์เหินในกลุ่มน้ีเป็นหงส์เหินท่ีถูกรายงานว่าไม่มีรยางคอ์บัเรณู และถูกจดัอยูใ่น Section 
Haplanthera (Schumann, 1904; Larsen, 1972; Williams et al., 2004) 
 
 เม่ือท าการตรวจสอบค่าความถูกตอ้งของการจดักลุ่มโดยการวิเคราะห์ค่า cophenetic 
correlation พบว่าค่า cophenetic correlation มีค่าเท่ากบั 0.674 ซ่ึงเป็นค่าบวกหมายความว่าค่า 
correlation coefficient และค่า similarity coefficient มีความสัมพนัธ์กนัแบบทางเดียว และแสดงให้
เห็นวา่มีความสมัพนัธ์กนัแบบทางเดียวอยา่งสมบูรณ์ (ภาพท่ี 16) 
 

จากการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหงส์เหินจากขอ้มูลการวิเคราะห์โดยวิธีเอ
เอฟแอลพีเปรียบเทียบกบัการจ าแนกโดยใชจ้  านวนรยางคอ์บัเรณูซ่ึงจ าแนกหงส์เหินออกเป็น 3 กลุ่ม
ไดแ้ก่กลุ่ม A คือกลุ่มท่ีไม่มีรยางคอ์บัเรณูกลุ่ม B คือกลุ่มท่ีมีรยางคอ์บัเรณูเท่ากบั 2 และกลุ่ม C คือ
กลุ่มท่ีมีรยางค์อบัเรณูเท่ากบั 4 (ปิยเกษตรและคณะ, 2555) หรือเปรียบเทียบกบัการจ าแนกของ 
Schumann (1904), Larsen (1972) และ Williams et al. (2004) พบว่ามีแนวโนม้ไปในทิศทาง
เดียวกนัและผลจากงานวิจยัคร้ังน้ียงัช่วยสนบัสนุนขอ้มูลการจ าแนกหงส์เหินในอดีตโดยเฉพาะใน
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กลุ่ม Section Globba และ Section Nudae ซ่ึงส่วนใหญ่ถูกจดัอยู่ในกลุ่มเดียวกนัในแผนผงั
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมนอกจากน้ีผลการวิจยัยงัสามารถบ่งบอกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ของหงส์เหิน Globba sp. ต่างๆ เช่น Globba sp. No.2, Globba sp. No.4, Globba sp. No.5,    
Globba sp. No.6, และ Globba sp. No.9 (ภาคผนวก) ท่ีท าการเกบ็รวบรวมมาศึกษาวิจยัในคร้ังน้ีโดย
ท่ียงัไม่ทราบรายละเอียดเก่ียวกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาไดอี้กดว้ย ในอนาคตหากมีขอ้มูลจาก
งานวิจยัเก่ียวกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยาจ านวนโครโมโซมของหงส์เหินและการใชเ้ทคนิคทาง
อณูชีวโมเลกุลเช่น ISSR เขา้มาเพิ่มเติมในการจ าแนกหงส์เหินก็จะช่วยให้การจ าแนกพืชมีความ
แม่นย  าและสมบูรณ์มากยิง่ข้ึน 
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ภาพที ่20  แผนภาพแสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหงส์เหินทั้ง 45 ตวัอยา่งดว้ยวิธี UPGMA 
    และวิเคราะห์สมัประสิทธ์ิความคลา้ยคลึงทางพนัธุกรรมดว้ยวิธี Dice 
 

 

Globba siamensis Hemsl. No.2 
 

Globba sp. No.9 

Globba siamensis Hemsl No.1 
 

Globba nisbetiana Craib 
 
Globba albiflora Ridl. 
 

 
Globba adhaerens Gagnep. No.2 
 Globba williamsiana M.F. Newman 
 Globba barthei Gagnep. 
 Globba magnifica M.F. Newman 
 Globba colpicola K. Schum  
 Globba sp. No.6 
 Globba rosea Gagnep. No.2 
 Globba schomburgkii Hook. f. 
 Globba sp. No.5 
 Globba globulifera Gagnep. 
 Globba sp. No.2 
 Globba purpurascens Craib 
 Globba fragilis S.N. Lim. 
 

Globba villosula Gagnep. 
 

Globba obscura K. 
Larsen Globba reflexa Craib 
Globba marantina L. 

Globba winitii C.H.Wright 
gnep. 
 

Globba laeta K. 
Larsen  
 

Globba adhaerens Gagnep. No.1 
 

Globba sp. No.3 
 Globba yeatsiana Craib 
 Globba sp. No.7 
 Globba leucantha Mig. 
 Globba substrigosa King ex Baker 
 Globba sp. No.1 
 Globba rosea Gagnep. No.1 
 Globba pendula Roxb. 
 Globba expansa Wall. Ex Horan 
 
Globba sp. No.4 
 
Globba xantholeuca Craib 
 Globba racemosa Sm. 
 Globba sessilifora Sims. 
 

Globba sp. No.10 
 

Globba flagellaris K. Larsen 
 
Globba cernua Baker 
 

Globba tricolor Ridl. 
 

Globba sp. No.8 
 
Globba paniculata Valenton 
 

Globba geoffrayi Gagnep. 
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ภาพที ่21  การวิเคราะห์ค่า Cophenetic correlation (r) และกราฟการกระจายตวัของตวัอยา่ง 

    หงส์เหินทั้ง 45 ตวัอยา่ง 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 ในการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสกุลหงส์เหิน 45 ตวัอยา่งในประเทศไทย 
โดยเทคนิค AFLP ใชไ้พรเมอร์ชนิด EcoRI และ MseI จ  านวน 10 คู่ จากไพร์เมอร์ทั้งหมด 15 คู่ แต่
ละคู่ให้แถบดีเอน็เอท่ีมีความยาวคู่เบสไม่เกิน 1,000 คู่เบส พบแถบดีเอน็เอทั้งหมด 624 แถบ โดย
เฉล่ีย 62.4 แถบต่อคู่ไพรเมอร์ มีเปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่าง ( polymorphic band) 
อยูท่ี่ 38.14-64.15 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงคู่ไพรเมอร์มีเปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างระหว่าง
ตวัอยา่งเฉล่ีย 47.77 เปอร์เซ็นต ์โดยคู่ไพรเมอร์ระหว่าง E-ACG กบั M-CTG ให้เปอร์เซ็นตแ์ถบดี
เอน็เอท่ีแสดงความแตกต่างมากท่ีสุดคือ 64.15 แถบ 
 

เม่ือค านวณค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรม (genetic similarity index) ระหว่างหงส์เหิน
ทั้ง 45 ตวัอยา่ง โดย Dice’s coefficient พบว่ามีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1.00 และมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.2 สามารถ
ใช้อธิบายถึงความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมระหว่างตวัอย่างได ้น าค่าดชันีความเหมือนดงักล่าวมา
วิเคราะห์โดยวิธี UPGMA เพื่อสร้างแผนผงัแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหงส์เหินทั้ง 45 
ตวัอย่าง พบว่าจากแผนผงัแสดงความสัมพนัธ์สามารถแบ่งหงส์เหินออกได ้5 กลุ่ม โดย กลุ่มท่ี 1 
เป็นกลุ่มท่ีใหญ่ท่ีสุดประกอบดว้ย 33 ตวัอย่าง กลุ่มท่ี 2 ประกอบดว้ย 3 ตวัอย่าง กลุ่มท่ี 3 มี              
3 ตวัอยา่ง กลุ่มท่ี 4 มี 4 ตวัอยา่ง และกลุ่มท่ี 5 มี 2 ตวัอยา่ง 
 
 ขอ้มูลท่ีได้จาการจัดกลุ่มด้วยเทคนิคเอเอฟแอลพีสามารถใช้ศึกษาความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของหงส์เหินในประเทศไทยได ้เม่ือพิจารณาร่วมกบัขอ้มูลลกัษณะทางสัณฐานวิทยาจาก
งานวิจยัก่อนหน้า สามารถจดักลุ่มหงส์เหินไดล้ะเอียดข้ึน โดยพบว่าหงส์เหินในแต่ละกลุ่มมี
ลกัษณะบางประการท่ีคลา้ยคลึงกนัภายในกลุ่ม เช่น จ านวนรยางคอ์บัเรณู ลกัษณะรยางคอ์บัเรณู 
และลกัษณะช่อดอก  
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ข้อเสนอแนะ 
 

 การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของหงส์เหินคร้ังน้ี จะเป็นประโยชน์ต่อการน า
ความรู้ไปประยกุตใ์ชร่้วมกบังานวิจยัดา้นอ่ืนๆ เช่น การจดัจ าแนก การระบุชนิด การปรับปรุงพนัธ์ุ 
และอ่ืนๆ เพื่อเป็นการเพิ่มศกัยภาพในการผลิตหงส์เหิน  
 
 ในอนาคตหากมีขอ้มูลจากงานวิจยัเก่ียวกบัจ านวนโครโมโซมของหงส์เหิน และการใช้
เทคนิคทางอณูชีวโมเลกลุ เช่น ISSR เขา้มาเพิ่มเติมในการจ าแนกหงส์เหิน กจ็ะช่วยใหก้ารจ าแนก
หรือจดักลุ่มพชืมีความแม่นย  าและสมบูรณ์มากยิง่ข้ึน 
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ตารางผนวกที ่1  รายช่ือตวัอยา่งหงส์เหินท่ีมีการเปล่ียนแปลง 
 

ช่ือตวัอยา่ง (เดิม) ช่ือตวัอยา่ง (ใหม่) 
Globba sp. ม่วง (น ้ าออกรู) Globba sp. No.1 
Globba sp.ชาติตระการ  Globba sp. No.2 
Globba sp. เหลืองระนอง Globba sp. No.3 
Globba sp. น่าน Globba sp. No.4 
Globba sp.ซ าบอนสูง Globba sp. No.5 
Globba sp.ภูหิน Globba sp. No.6 
Globba sp. ส้มแดง Globba sp. No.7 
Globba sp.ภูลงักากา้นแดง Globba sp. No.8 
Globba sp. ปาร์ก Globba sp. No.9 
Globba sp.ดอกขาวน ้าผดุทบัลาว Globba sp. No.10 
Globba adhaerens Gagnep. สีชมพ ู Globba adhaerens Gagnep. No.1 
Globba adhaerens Gagnep. สีขาว Globba adhaerens Gagnep. No.2 
Globba rosea ขอนแก่น สีขาว Globba rosea Gagnep. No.1 
Globba rosea Gagnep. ขอนแก่น สีม่วง Globba rosea Gagnep. No.2 
Globba siamensis Hemsl. สีขาว Globba siamensis Hemsl No.1 
Globba siamensis Hemsl. สีแดง Globba siamensis Hemsl. No.2 
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ภาพผนวกที่ 1  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 1.1, 
                         หมายเลข  1   คือ  Globba obscura K. Larsen, 
                         หมายเลข  2   คือ  G. reflexa Craib, 
                         หมายเลข 3   คือ  G. marantina L., 
                         หมายเลข 4   คือ  G. villosula Gagnep., 
                         หมายเลข 5   คือ  G. winitii C.H.Wright, 
                         หมายเลข 6   คือ  G. laeta K. Larsen , 
                         หมายเลข 7   คือ  G. adhaerens Gagnep. No.1, 
                         หมายเลข 8   คือ  Globba sp. No.9, 
                         หมายเลข 9   คือ  G. siamensis Hemsl. No.2, 
                         หมายเลข 10 คือ  G. adhaerens Gagnep. No.2 
                         หมายเลข 11 คือ  G. williamsiana M.F. Newman, 
                         หมายเลข 12 คือ  G. siamensis Hemsl No.1, 
                         หมายเลข 13 คือ  G. barthei Gagnep., 
                         หมายเลข 14 คือ  G. magnifica M.F. Newman, 
                         หมายเลข 15 คือ  G. colpicola K. Schum , 
                         หมายเลข 16 คือ  Globba sp. No.6, 
                         หมายเลข 17 คือ  G. rosea Gagnep. No.2, 
                         หมายเลข 18 คือ  G. schomburgkii Hook. f., 
                         หมายเลข 19 คือ  Globba sp. No.5, 
                         หมายเลข 20 คือ  G. globulifera Gagnep., 
                         หมายเลข 21 คือ  Globba sp. No.2, 
                         หมายเลข 22 คือ  G. purpurascens Craib, และ 
                         หมายเลข 23 คือ  G. fragilis S.N. Lim. 
                         ท่ีมาภาพ : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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ภาพผนวกที่ 2  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 1.2 ; 
            หมายเลข 1 คือ Globba flagellaris K. Larsen, 
            หมายเลข 2 คือ Globba cernua Baker, 
            หมายเลข 3 คือ Globba sp. No.7, 
            หมายเลข 4 คือ Globba leucantha Mig., และ 
            หมายเลข 5 คือ Globba substrigosa King ex Baker, และ 
            ท่ีมา : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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ภาพผนวกที่ 3  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 1.3 ; 
            หมายเลข 1 คือ Globba sp. No.1, 
            หมายเลข 2 คือ Globba tricolor Ridl. และ 
            หมายเลข 3 คือ Globba rosea Gagnep. No.1 
            ท่ีมา : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 

 

   
 

ภาพผนวกที่ 4  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 2 ; 
            หมายเลข 1 คือ Globba pendula Roxb.,  
            หมายเลข 2 คือ Globba geoffrayi Gagnep., และ 
            หมายเลข 3 คือ Globba expansa Wall. Ex Horan 
            ท่ีมา : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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ภาพผนวกที่ 5  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 3 , 
            หมายเลข 1 คือ  Globba nisbetiana Criab,   
            หมายเลข 2 คือ  Globba sp. No.8, 
            หมายเลข 3 คือ  Globba sp. No.4, และ 
            ท่ีมาภาพ : ปิยเกษตร และคณะ (2555)  

 

 
 
ภาพผนวกที่ 6  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 4 ;  
            หมายเลข 1 คือ Globba paniculata Valenton และ  
            หมายเลข 2 คือ Globba. xantholeuca Criab 
            ท่ีมาภาพ : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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ภาพผนวกที่ 7  รูปร่างช่อดอกของหงส์เหินในกลุ่มท่ี 5 ;  
            หมายเลข1 คือ Globba racemosa Sm. และ 

           หมายเลข 2 คือ Globba sessilifora Sims. 
            ท่ีมาภาพ : ปิยเกษตร และคณะ (2555) 
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ประวตัิการศึกษาและการท างาน 
 
ช่ือ     นางสาวปิติมา พุม่พวง 
เกดิวนัที ่    6 สิงหาคม 2530 
สถานที่เกดิ    จงัหวดัชุมพร 
ประวัติการศึกษา  วท.บ.(เทคโนโลยชีีวภาพ) มหาวิทยาลยัธรรมศาสตร์ 

ศูนยรั์งสิต 
ต ่าแหน่งหน้าทีก่ารงานปัจจุบัน       - 
สถานที่ท างานปัจจุบัน       - 
ผลงานดีเด่นและรางวลัทางวชิาการ     รางวลัการน าเสนอผลงานภาคโปสเตอร์ดีเยีย่มดา้นพืช 

เร่ือง ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสกุลหงส์เหิน 
45 ตวัอยา่งโดยเทคนิค AFLP ในการประชุมวิชาการ
และน าเสนอผลงานวิจยัพืชเขตร้อนและก่ึงร้อน คร้ังท่ี 7 




