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บทคัดย่อ 
 
  โครงการวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือท าการส ารวจและรวบรวมพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทยและดอกดินเมือง
กาญจน์ เพื่อเก็บรักษาพันธุ์เดิม ก าหนดวิธีขยายพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทยและดอกดินเมืองกาญจน์ โดยวิธีในหลอด
ทดลองและพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที่จ าเพาะต่อเอ้ืองดินถิ่นไทยและดอกดินเมือง
กาญจน์ และน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชดังกล่าว จากการส ารวจและรวบรวมพันธุ์
พบเอื้องดินถิ่นไทยที่อ าเภอสังขละบุรี จังหวัดกาญจนบุรี และดอกดินเมืองกาญจน์ที่บ้านอู่ล่ง อ าเภอทองผาภูมิ 
หมู่บ้านลิเจีย อ าเภอสังขละบุรี และเขื่อนวชิราลงกรณ์ อ าเภอสังขละบุรี จังหวัดกาญจนบุรี การขยายพันธุ์
เอ้ืองดินถิ่นไทยในหลอดทดลอง ท าการตัดตายอดเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS จนเกิดเป็นต้นอ่อน จากนั้น
น าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร 1/2MS เพ่ือให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ เมื่อต้นสูงจากโคนถึงปลายใบประมาณ 15 
ซม. ตัดให้เหลือโดยประมาณ 3 ซม. แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร 1/2MS ที่เติม BA เข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร พบว่าในเวลา 3 เดือนจะได้ยอดเพ่ิมประมาณ 1-2 ยอดต่อชิ้นพืช ส าหรับดอกดินเมืองกาญจน์ควร
เพาะเลี้ยงในอาหารวุ้นสูตร MS ที่เติม BA เข้มข้น 4 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นเวลา 8 สัปดาห์ แล้วย้ายไป
เพาะเลี้ยงต่อบนอาหารวุ้นสูตร MS เป็นเวลา 4 สัปดาห์ การพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที่
จ าเพาะต่อเอ้ืองดินถิ่นไทยและดอกดินเมืองกาญจน์ เนื่องจากยังไม่มีข้อมูลเอ้ืองดินถิ่นไทยและชนิดอ่ืนๆ ของ
สกุล Ipsea ในฐานข้อมูล ในเบื้องต้น DNA barcode matK สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการจ าแนกพืชสกุล 
Ipsea ออกจากสกุลอ่ืนได้ ส าหรับดอกดินเมืองกาญจน์ พบว่า ส่วน ITS2 และ psbA-trnH เป็น barcode  ที่
มีประสิทธิภาพในการจ าแนกตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์ออกจากพืชชนิดอ่ืนในสกุลเดียวกันได้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 



3-3 

 

ABSTRACT 
 
 The objectives of this project are to survey and collect Ipsea thailandica Seidenf. 
and Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & Skornick for conservation, micropropagation 
and develop Microsatellites for genetic markers and study genetic diversity. From survey and 
collection, Ipsea thailandica was found at Ampur Sangklaburi, Kanchanaburi province and 
Curcuma candida was found at Ban-U-Long, Ampur Thongpapoom; Mooban Ligia, Ampur 
Sangklaburi, and the Vachiralongkorn dam, Ampur Sangklaburi, Kanchanaburi province. For 
micropropagation of Ipsea thailandica, cut shoot tips and cultured in ½ MS liquid medium 
until plantlets developed. Then cultured on ½ MS agar medium to get the whole plantlets. 
Plantlets, 15 cm long from stem base to leaf tip, were cut at 3 cm from stem base, then 
cultured on ½ MS agar medium supplemented with 2 mg/l BA. After 3 months of culture, 1-
2 shoots developed from each cut stem base. For Curcuma candida, shoot tips were 
cultured on MS agar medium supplemented with 4 mg/l BA for 8 weeks, then transferred to 
MS agar medium for 4 weeks. For Microsatellites for genetic markers, due to no information 
of Ipsea thailandica and other species in genus Ipsea database, in preliminary study, DNA 
barcode matK can be applied to identify genus Ipsea from other genera. For Curcuma 
candida, ITS2 and psbA-trnH are efficient to identify Curcuma candida from other species in 
the same genus. 
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1. บทน า 
  
 1.1 ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

จากการส ารวจข้อมูลเบื้องต้นของโครงการความหลากหลายทางชีวภาพและการอนุรักษ์พันธุ์
พืชใกล้สูญพันธุ์ พืชเฉพาะถิ่น พืชอาหาร พืชสมุนไพร และพืชที่มีศักยภาพเป็นไม้ดอกไม้ประดับในพ้ืนที่ปกปัก
พันธุกรรมพืช ในพระราชด าริสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี จังหวัดกาญจนบุรี ซึ่งเป็น
โครงการย่อยในแผนงานวิจัย เรื่องการถ่ายทอดความรู้ด้านความหลากหลายทางชีวภาพและการใช้ประโยชน์
พืชท้องถิ่นจังหวัดกาญจนบุรี ในการศึกษาที่ด าเนินการผ่านมาพบว่ามีพืชใกล้สูญพันธุ์ พืชอาหาร พืชสมุนไพร 
และพืชที่มีศักยภาพเป็นไม้ดอกไม้ประดับบางชนิดภายในพ้ืนที่ปกปักพันธุกรรมพืช ในพระราชด าริสมเด็จ
พระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี จังหวัดกาญจนบุรี เป็นจ านวนมากที่ยังไม่เป็นที่รู้จัก และเห็นคุณค่า
จากคนในท้องถิ่น ตลอดจนยังไม่มีการอนุรักษ์พันธุกรรมพร้อม ๆ กับการขยายพันธุ์เพ่ือการใช้ประโยชน์อย่าง
แท้จริง (พวงผกา สุนทรชัยนาคแสง และคณะ, 2554)  และจากการที่ประเทศไทยเป็นประเทศในเขตร้อน ซึ่งมี
ความหลากหลายทางชีวภาพโดยเฉพาะพันธุ์พืชจ านวนมาก ประมาณว่าน่าจะมีพันธุ์พืชไม่น้อยกว่า 15,000 
ชนิด ซึ่งในปัจจุบันก็ยังมีการค้นพบพืชชนิดใหม่ของโลกจากป่าในหลายจังหวัดของประเทศไทยอยู่อย่าง
ต่อเนื่อง ในท่ามกลางกระแสที่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็วของสภาวะโลกร้อน การบุกรุกท าลายป่า การน า
ทรัพยากรมาใช้อย่างไม่ค านึงถึงคนรุ่นหลัง ท าให้แหล่งอาศัยของพืชถูกท าลายอย่างต่อเนื่อง และพืชจ านวน
มากอยู่ในสภาวะใกล้สูญพันธุ์ ในจ านวนนั้นมีพืชหลายชนิดที่มีสรรพคุณทางยาและหลายชนิดยังไม่ได้
ท าการศึกษาวิจัย มีประมาณการว่า ถ้าการท าลายป่าในประเทศเขตร้อนยังคงด าเนินต่อไปในอัตราที่เป็นอยู่ใน
ขณะนี้ พืชอย่างน้อย 60,000 ชนิด (ประมาณ 1/4 ของจ านวนพืชทั้งโลก) อาจจะสูญพันธุ์ภายใน 50 ปี 
ข้างหน้า (Hamann, 1988)  ภาควิชาพฤกษศาสตร์ได้ด าเนินการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชหายากชนิดต่าง ๆ ทั้งที่
เป็นพืชใกล้สูญพันธุ์ พืชที่มีศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นไม้ดอกไม้ประดับ รวมถึงพืชที่มีศักยภาพทางด้าน
สมุนไพรไทยจากท้องถิ่นต่างๆ ของประเทศไทย ในรูปแบบการอนุรักษ์นอกสภาพธรรมชาติ (ex situ 
conservation) โดยเพาะเลี้ยงในโรงเรือนเพาะช าที่ศาลายา แต่จากปัญหาที่พบจากการอนุรักษ์พืชในสภาพ
นอกธรรมชาติ คือบางครั้งพืชที่น ามาจากสภาพป่าธรรมชาติเมื่อย้ายมาปลูกในโรงเรือนจะตาย เนื่องจากการ
เปลี่ยนสภาพแวดล้อม หรือเกิดการสูญเสียต้นพันธุ์จากภัยธรรมชาติ ดังนั้นเพ่ือการลดการสูญเสียพืชจากแหล่ง
ธรรมชาติ การอนุรักษ์พันธุกรรมพืชด้วยวิธีในหลอดทดลอง (in vitro conservation) จึงสามารถแก้ปัญหา
เหล่านี้ได้ ยิ่งไปกว่านั้นยังสามารถผลิตกล้าพันธุ์ในหลอดทดลองออกปลูกทดแทนได้ตามความต้องการ  

โครงการวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นที่จะน าพืชที่เป็นพืชถิ่นเดียว (endermic plants, คือ พืชที่พบใน
ธรรมชาติในบริเวณเขตภูมิศาสตร์เขตใดเขตหนึ่งของโลก มีเขตการกระจายพันธุ์ทางภูมิศาสตร์ค่อนข้างจ ากัด) 
พืชหายาก (rare plants, ได้แก่พืชที่มีจ านวนประชากรขนาดเล็กมีความเสี่ยงที่จะเป็นพืชที่ใกล้จะสูญพันธุ์ 
(endangered plants)) (ธวัชชัย สันติสุข, 2543) ที่ได้ผ่านการศึกษาในระยะแรกในจังหวัดกาญจนบุรี (พวง
ผกา สุนทรชัยนาคแสง และคณะ, 2554) จ านวน 2 ชนิดได้แก่ เอ้ืองดินถิ่นไทย  (The Thai Ipsea) (Ipsea 
thailandica Seidenf.) ซ่ึงอยู่ในวงศ์ Orchidaceae และดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) 
Techaprasan & Skornick.)  ซึ่งอยู่ในวงศ์ Zingiberaceae ที่จัดเป็นพืชถิ่นเดียว พืชหายากและใกล้สูญพันธุ์  
หากส ารวจและเก็บตัวอย่างมาท าการศึกษา มาท าอนุรักษ์พันธุกรรมในหลอดทดลองพร้อม ๆ กับการ
ขยายพันธุ์พืชดังกล่าวโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ และท าการส ารวจตัวอย่างพันธุ์พืชเพ่ิมขึ้นเพ่ือน ามาศึกษา
เอกลักษณ์ทางพันธุกรรมโดยผ่านการท า DNA fingerprint 
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 1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย  

1.2.1 เพ่ือร่วมสนองพระราชด าริ ในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี (อพ.สธ.)  

1.2.2 ส ารวจและรวบรวมพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทย ( Ipsea thailandica Seidenf.) และ
ดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & Skornick.) เพ่ือเก็บรักษาพันธุ์เดิม 

1.2.3 ก าหนดวิธีขยายพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทย (Ipsea thailandica Seidenf.) และดอกดิน
เมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & Skornick. โดยวิธีในหลอดทดลอง 

1.2.4 พัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที่จ าเพาะต่อเอ้ืองดินถิ่นไทย 
(Ipsea thailandica Seidenf.) และดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & 
Skornick.)  และน ามาใช้ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชดังกล่าว 

 

 1.3 ขอบเขตการวิจัย 

ส ารวจ รวบรวม และขยายพันธุ์ในหลอดทดลองของพืชทั้ง 2 ชนิด เท่าที่สามารถด าเนินการหา
ได้ภายใต้งบประมาณ เพ่ือเก็บรักษาพันธุ์เดิม รวมทั้งพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลท์ที่จ าเพาะ
ต่อพืชและน ามาวิเคราะห์ความหลากหลายพันธุกรรม  

 
1.4 ทฤษฎี สมมติฐาน และหรือกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

พ้ืนที่โครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องจากพระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยาม
บรมราชกุมารี จังหวัดกาจนบุรี เป็นพ้ืนที่เขตปกปักพันธุกรรมพืช โดยเฉพาะในพ้ืนที่ที่อยู่ในความรับผิดชอบ
ของกองการเกษตรและสหกรณ์ส านักงานทหารพัฒนาหน่วยบัญชาการทหารพัฒนาซึ่งมีเนื้อที่ 20 ,525 ไร่  
และพ้ืนที่ส่วนใหญ่เป็นเทือกเขาหินปูนทั้งหมด ไม่มีพ้ืนที่ราบที่กว้างมากนัก จะมีเฉพาะตามหุบเขา ซอกภูเขา
หรือช่องเล็กๆลึกลงไป (Sink hole) ช่องที่ลึกเหล่านี้จะให้ความชุ่มชื้นและร่มเงา (บริเวณนี้เป็นสังคมพืชป่าดิบ
แล้ง) โดยมียอดสูงสุดประมาณ 560 เมตร จากระดับน้ าทะเล มีลักษณะเด่นที่เรียกว่า ระบบนิเวศวิทยา
เฉพาะถิ่น เป็นระบบนิเวศวิทยาของเทือกเขาหินปูน ประกอบกับบริเวณเหล่านี้มักมีความชุ่มชื้นและร่มเงาท า
ให้เกิดสภาพปราศจากไฟป่าปัจจัยหลายอย่างท่ีเกื้อกูล ท าให้ต้นไม้หลายชนิดเจริญงอกงามซึ่งโดยปกติพรรณไม้
ที่พบมักจะเกิดขึ้นในป่าดิบชื้นที่ปราศจากสิ่งรบกวน เกิดสภาพที่มีสัตว์ป่าหายาก อาศัยอยู่โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
สัตว์ป่าสงวน ได้แก่ เลียงผา และไก่ฟ้าหางลายขวาง รวมทั้งสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ และนอกจากนี้ยังมีพืชเฉพาะถิ่นที่
ไม่พบแห่งใดในประเทศไทย จะมีเฉพาะที่ เช่น สกุลรองเท้านารี นอกจากนี้ในพ้ืนที่ของโครงการอนุรักษ์
พันธุกรรมพืชในจังหวัดกาญจนบุรียังพบพืชหายากหลายชนิดเช่น เอ้ืองดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์   
ดังนั้นการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชและการศึกษาทางพันธุกรรมของพืชเฉพาะถิ่น พืชหายากจึงมีความส าคัญและ
จ าเป็นอย่างยิ่งเพ่ือให้ได้มาซึ่งข้อมูลพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่จ าเพาะต่อพืชชนิดนี้ รวมถึงข้อมูลด้านความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของพืชในกลุ่มเดียวกัน เพ่ือประโยชน์ต่อการวางแผนอนุรักษ์สายพันธุ์พืชเหล่านี้
วิธีการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชโดยการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืช ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีศักยภาพในการขยายพันธุ์พืชให้ได้
ปริมาณมาก ในระยะเวลาสั้น จึงถูกน ามาใช้ในการวิจัยครั้งนี้ อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพืชชนิดใด
ชนิดหนึ่งให้ส าเร็จนั้นจ าเป็นต้องอาศัยองค์ประกอบหลายอย่าง เช่น การท าให้ชิ้นพืชปลอดเชื้อ การศึกษาสาร
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ควบคุมการเจริญเติบโตที่มีสามารถชักน าให้เนื้อเยื่อพืชที่เพาะเลี้ยงมีการเปลี่ยนแปลงไปตามวัตถุประสงค์ เช่น 
ชักน าให้เกิดยอดใหม่ในปริมาณมาก ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมส าหรับการขยายพันธุ์
เอ้ืองดินถิ่นไทยสกุล และดอกดินเมืองกาญจน์ การอนุรักษ์พันธุกรรมจ าเป็นต้องเกิดควบคู่ไปกับการศึกษา
พันธุกรรมของพืชดังกล่าว ดังนั้นการพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมไมโคร แซทเทลไลท์ที่จ าเพาะต่อพืชจึงเป็น
สิ่งจ าเป็นที่หลีกเลี่ยงไม่ได้เนื่องจากเป็นพ้ืนฐานส าคัญในการน าไปใช้วิเคราะห์จ าแนกพันธุกรรมที่แท้จริงของ
พืช และสามารถน าไปใช้ต่อยอดเพ่ือระบุประวัติของพืชได้ต่อไปในอนาคต แต่การศึกษาพันธุกรรมของพืช
จ าเป็นต้องอาศัยการเปรียบเทียบกับพืชจากแหล่งต่าง ๆ ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จะไม่สมบูรณ์ ถ้าขาดการส ารวจ
และรวบรวมพันธุ์พืชศึกษา ดังนั้นโครงการวิจัยนี้จึงท าการส ารวจ รวบรวม อนุรักษ์พันธุ์พืชหายากในหลอด
ทดลอง และศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชทั้ง 2 ชนิด 

 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

1.5.1 ได้ต้นดอกเอ้ืองดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์ จากการส ารวจและรวบรวมเพ่ือ
เก็บรักษาพันธุ์เดิมบางส่วนไว้ในเรือนเพาะช า 

1.5.2 ได้เทคนิคการขยายพันธุ์ต้นเอื้องดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์ ในหลอดทดลอง 
เพ่ือใช้เป็นวิธีมาตรฐานในการขยายพันธุ์ต่อไป   

1.5.3 ได้ต้นพันธุ์ปลอดเชื้อของเอ้ืองดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์  
1.5.4 ได้เครื่องหมายทางพันธุกรรมเพ่ือน ามาศึกษาเปรียบเทียบถึงระดับพันธุกรรมของดอก

เอ้ืองดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์  เพ่ือเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่ส าคัญในการอนุรักษ์พันธุ์พืชทั้ง 2 ชนิดนี้
ต่อไปอีกด้วย  

1.5.5 ผลิตนักวิจัยรุ่นใหม่ และน าเสนอผลการวิจัยในการสัมมนาระดับชาติ/นานาชาติ หรือมี
บทความตีพิมพ์ในวารระดับชาติ/นานาชาติ ไม่น้อยกว่า 2 เรื่อง  

 

2. การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

จากสภาพภูมิประเทศและภูมิอากาศของประเทศไทย ซึ่งเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของกล้วยไม้ 
ท าให้ประเทศไทยเป็นประเทศที่มีความหลากหลายของชนิดพันธุ์กล้วยไม้มากมาย โดยพบกล้วยไม้ประมาณ 
180 สกุล และ 1,200 ชนิด กระจายอยู่ทั่วประเทศ กล้วยไม้ของประเทศไทยเป็นที่ต้องการของทั่วโลก 
เนื่องจากมีความสวยงามและมีลักษณะเฉพาะตัวที่แตกต่างไปจากกล้วยไม้ประเทศอ่ืน ปัจจุบันประชากรของ
กล้วยไม้ไทยได้ลดจ านวนลง เนื่องจากสภาพแวดล้อมและสภาพอากาศเปลี่ยนแปลงไป มีการตัดไม้ท าลายป่า 
และมีการน ากล้วยไม้ออกจากป่าเพ่ือท าเป็นการค้า โดยเฉพาะพันธุ์ที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจและเป็นที่
ต้องการของตลาด ดังนั้นจึงจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องท าการอนุรักษ์สายพันธุ์กล้วยไม้รวมทั้งขยายและปรับปรุงสาย
พันธุ์เพ่ีอน ามาใช้ประโยชน์อย่างยั่งยืนพร้อมทั้งมิให้สูญเสียสายพันธุ์ดั้งเดิม    

เอ้ืองดินถิ่นไทย (Ipsea thailandica Seidenf.) เป็นพืชอยู่ในวงศ์ Orchidaceae จัดอยู่ใน
จ าพวกกล้วยไม้ดินขนาดเล็กและเป็นพืชเฉพาะถิ่นของไทย และพืชหายาก มีล าต้นเป็นหัวขนาดเล็ก รูปกรวย 
กว้างและยาวประมาณ 3 เซนติเมตร สีเทาอมน้ าตาลอ่อน แตกหน่อน้อย ใบเดี่ยว เรียงสลับ 2-3 ใบ รูปแถบ
แกมรูปใบหอกแคบ ดอกออกก่อนการเจริญเติบโตของใบ ดอกช่อ แบบช่อกระจุก ยาว 10-20 เซนติเมตร ก้าน
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ช่อดอกมีกาบใบ 2-3 กาบ สีม่วงแดงคล้ า  มีขน ก้านช่อดอกมีขนสั้นปกคลุม จ านวนดอก 2-5 ดอก ดอกมีกลิ่น
คาว กว้างประมาณ 3 เซนติเมตร ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร กลีบเลี้ยงบนรูปใบหอก กลีบเลี้ยงคู่ข้างรูปเสี้ยว 
ปลายเรียวแหลม สีเหลืองแกมน้ าตาลอ่อน กลีบดอกคู่ข้างรูปแถบแกมใบหอกแคบ สีเหลืองแกมน้ าตาลอ่อน 
กลีบปากหยักเป็น 3 แฉก พูข้างรูปสามเหลี่ยมกลับแคบยาว โค้งขึ้น สีเหลืองแกมน้ าตาลอ่อน ขอบบนมักมี
แถบและแต้มสีม่วงแดง พูกลางรูปใบหอกแคบ โคนสีเกือบขาว ปลายสีเหลืองแกมน้ าตาลอ่อน ด้านนอกกลีบ
เลี้ยงและกลีบดอกมีขนสั้นปกคลุม  anther cap สีเขียวแกมเหลือง เส้าเกสรรูปกึ่งทรงกระบอก แบน ตั้งขึ้น สี
เหลืองแกมน้ าตาลอ่อน มีแต้มสีม่วงแดง (ภาพที่ 1) ผลเป็นฝักแห้งแตก รูปไข่กลับ ระยะเวลาออกดอกราว
เดือนธันวาคม-มกราคม  มีการกระจายพันธุ์ที่จังหวัดกาญจนบุรี  ส าหรับการใช้ประโยชน์นั้นได้แก่การใช้เป็น
ไม้ดอกไม้ประดับ ใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ในการผลิตลูกผสมพันธุ์ใหม่ (พวงผกา สุนทรชัยนาคแสง และคณะ, 2554) 
และเนื่องจากดอกมีความสวยงามจึงพบว่ามีจ าหน่ายในท้องถิ่นบ้าง แต่เพราะเหตุที่เป็นพืชหายากและพบใน
ปริมาณน้อย จึงไม่เป็นที่แพร่หลายพร้อมทั้งมีโอกาสสูญพันธุ์สูง ถ้าน ามาขยายพันธุ์ให้ได้ปริมาณมากๆก็มี
ศักยภาพในการน ามาพัฒนาเป็นไม้ดอกไม้ประดับต่อไป รวมถึงศึกษาเครื่องหมายทางพันธุกรรมเพ่ือเป็น
หลักฐานยืนยันประวัติของพืช  และจากการด าเนินการในโครงการศึกษาที่ผ่านมา ทางคณะผู้วิจัยได้ตัวอย่าง
ปลอดเชื้อของเอ้ืองดินถิ่นไทยจ านวนหนึ่ง ซึ่งในขณะนี้ทางโครงการก าลังตรวจสอบการปลอดเชื้ออีกระยะหนึ่ง
ก่อนน าไปขยายพันธุ์โดยทดสอบสูตรอาหารชนิดต่างๆ พร้อมทั้งทดสอบชนิดและปริมาณของสารควบคุมการ
เจริญเติบโตเพ่ือขยายพันธุ์ให้ได้ปริมาณมากต่อไป          

  

 
 

ภาพที่ 3-1 เอ้ืองดินถิ่นไทย (Ipsea thailandica Seidenf.) 
 

ส าหรับดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & Skornick.) นี้ 
เดิมมีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Kaempferia candida (Wall) Skornick & Techaprasan  แต่จากการศึกษา
พบว่าพืชชนิดนี้มีลักษณะทางอณูชีววิทยาอยู่ในกลุ่มของ Curcuma (Techaprasan & Skornick, 2011)  
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ทั้งนี้ดอกดินเมืองกาญจน์เป็นพืชที่อยู่ในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) และเป็นพืชหายากในประเทศไทย เป็นไม้
เนื้ออ่อนอายุหลายปี สูง 0.6-1 เมตร พักตัวในหน้าแล้ง  มีล าต้นใต้ดินเป็นเหง้าสั้นรูปไข่แคบ มีรากลักษณะ
คล้ายเส้นลวดยาว ปลายพองสะสมอาหารเป็นหัวรูปทรงกระบอก หรือรูปไข่ สีน้ าตาลอ่อน ใบ 4-5 ใบ ใบเดี่ยว 
เรียงสลับ รูปใบหอกแคบ กว้าง 10-15 เซนติเมตร ยาว 20-30 เซนติเมตร โคนใบและปลายใบแหลม สีเขียว 
บางครั้งเส้นกลางใบสีม่วงแดง ดอกออกเป็นช่อ โดยตรงจากล าต้นใต้ดิน ก่อนมีการเจริญเติบโตของต้นและใบ 
ก้านช่อดอกสั้น มักอยู่ใต้ดิน ช่อดอกรูปไข่แคบหรือรูปคล้ายรูปถ้วย  ประกอบด้วยใบประดับจ านวนมาก รูปไข่ 
รูปใบหอกแคบ รูปแถบแกมรูปใบหอก แต่ละดอกมีใบประดับย่อยรองรับ กลีบเลี้ยงเชื่อมติดกัน ปลายแยกเป็น 
3 ซี่ สีขาว กลีบดอกเชื่อมติดกันเป็นหลอดแคบ ปลายแยกเป็น 3 กลีบ สีขาว บางครั้งปลายกลีบสีชมพูอ่อน 
เกสรเพศผู้เป็นหมัน ด้านข้างคล้ายกลีบดอก รูปไข่กลับกว้าง ขอบเป็นคลื่น สีขาว เกสรเพศผู้เป็นหมันคล้าย
กลีบปากรูปกึ่งสามเหลี่ยม ปลายหยักลึกเป็น 2 พู สีขาว มีแถบกลางกว้าง สีเหลืองเข้ม จากโคนถึงปลายรอย
หยัก เกสรเพศผู้ 1 อัน เนื้อเยื่อเหนืออับเรณูเป็นแผ่น สีขาว รังไข่ใต้วงกลีบ ผลแห้งแตก รูปไข่กลับหรือรูป
กระบอง เมล็ดสีน้ าตาล มีเนื้อหุ้มเมล็ดเป็นริ้วสีขาว (ภาพที่ 3) ดอกดินเมืองกาญจน์มีระยะเวลาออกดอกใน
ระหว่างเดือนมีนาคม-เมษายน พบอยู่ในระบบนิเวศน์แบบป่าเบญจพรรณผสมป่าไผ่ และมีการกระจายพันธุ์
ตั้งแต่ สาธารณรัฐแห่งสหภาพพม่า ประเทศไทย และสาธารณรัฐประชาชนจีน โดยในไทยพบที่จังหวัด
กาญจนบุรี และจังหวัดตาก มีประโยชน์ดังนี้ ชาวบ้านในจังหวัดกาญจนบุรี โดยเฉพาะไทรโยค ทองผาภูมิ ใช้
ช่อดอกอ่อนรับประทานเป็นผัก ลวกจิ้มน้ าพริก ผัด หรือแกงจืด โดยจะมีช่อดอกขายที่ตลาดทองผาภูมิ ช่วง
เดือนมีนาคมหรือเมษายน และเนื่องจากดอกมีความสวยงามและพบว่ามีจ าหน่ายในท้องถิ่นบ้าง แต่เนื่องจาก
เป็นพืชหายาก โดยติดอยู่ในบัญชีแดงของ IUCN (IUCN Red list, 2013) พบในปริมาณน้อย ปกติแตกหน่อ
น้อยมาก โดยมากขยายพันธุ์โดยใช้เมล็ด (พวงผกา สุนทรชัยนาคแสง และคณะ, 2554) เนื่องจากแตกหน่อ
น้อย จึงควรที่จะท าการขยายเพ่ืออนุรักษ์พันธุกรรมรวมถึงศึกษาเครื่องหมายทางพันธุกรรมเพ่ือเป็นหลักฐาน
ยืนยันประวัติของพืช และจากการด าเนินการในโครงการศึกษาที่ผ่านมา ทางคณะผู้วิจัยได้ตัวอย่างปลอดเชื้อ
ของต้นดอกดินเมืองกาญจน์จ านวนหนึ่ง ซึ่งในขณะนี้ทางโครงการก าลังตรวจสอบการปลอดเชื้ออีกระยะหนึ่ง
ก่อนน าไปขยายพันธุ์โดยใช้อาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในความเข้มข้นต่ าๆ เพ่ือขยายพันธุ์ให้ได้
ปริมาณมากก่อนน ามาศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการชักน าให้เกิดยอดจ านวนมากต่อไป 

 

          
 

    ภาพที่ 3-2 ช่อดอกของดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida (Wall.) Techaprasan & Skornick.) 
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เทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker technology) เป็นเทคนิคทางพันธุ
ศาสตร์ระดับโมเลกุล (Molecular genetics) ที่เข้ามามีบทบาทส าคัญในการศึกษาทางด้านพันธุกรรมใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิด รวมถึงการศึกษาวิจัยทั้งทางด้านการเกษตร การแพทย์ และงานด้านการอนุรักษ์ การคัดเลือก
ปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุ์พืชและสัตว์ (Semagn et al., 2006; Nguyen et al., 2005) ปัจจุบัน ได้มีการ
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลขึ้นหลากหลายชนิด และการน าไปประยุกต์ใช้นั้นก็แตกต่างกันขึ้นอยู่กับความ
เหมาะสมของเครื่องหมายแต่ละชนิดและลักษณะของงานวิจัย อย่างไรก็ตาม เครื่องหมายโมเลกุลชนิด         
ไมโครแซทเทลไลท์ หรือ เอสเอสอาร์ (Microsatellite or SSR: Simple Sequence Repeat) เป็นชนิดที่
ได้รับความนิยมและมีการน ามาประยุกต์ใช้อย่างแพร่หลาย (Nguyen et al., 2005) โดยเฉพาะอย่างยิ่งใน
วิเคราะห์การถ่ายทอดร่วมทางพันธุกรรม และความหลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตต่างๆ  

ไมโครแซทเทลไลท์ หรือเอสเอสอาร์ คือบริเวณของเส้นดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสซ้ าเป็นยูนิต   
จ านวน 2-6 เบส เช่น  (AG)n, (CG)n, (GCT)n, (ATGC)n, (CAGGC)n เป็นต้น (De Vienne et al., 2002 ; 
Nguyen et al., 2005) โดยที่ n เป็นจ านวนซ้ าตั้งแต่ 4 ซ้ าไปจนถึงหลายสิบซ้ า โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์นี้ 
กระจายอยู่ทั่วทั้งจีโนม โดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ ที่มีสองเบสซ้ า (Di-repeat) จะพบได้บ่อยครั้งที่สุด 
โดยสามารถพบได้ทุกๆ 30 ถึง 100 กิโลเบสในจีโนม โดยการเรียงตัวของล าดับเบสซ้ านี้อาจเกิดจากการแทรก 
หรือการแทนที่ของล าดับเบสที่ไม่ใช่ล าดับเบสซ้ า แล้วท าให้เกิดล าดับเบสซ้ าเรียงตัวกัน ซึ่งอาจจะเกิดจากการ
ท างานที่ผิดพลาดของเอนไซม์  DNA polymerase เช่น เกิดการลื่นไถลของเอนไซม์ในบริเวณล าดับเบสซ้ า
ระหว่างกระบวนการจ าลองดีเอ็นเอ (DNA replication) ปรากฏการณ์นี้ส่งผลให้เกิดความแตกต่างของจ านวน
ซ้ าที่ต าแหน่งเดียวกันของจีโนม และเกิด Polymorphism ระหว่างจีโนไทป์ การตรวจสอบเอสเอสอาร์นั้น 
สามารถท าได้โดยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่มีเอสเอสอาร์นั้นอยู่ด้วยปฏิกริยาพีซีอาร์ ( PCR: 
Polymerase Chain Reaction) โดยอาศัยไพรเมอร์ที่มีต าแหน่งจ าเพาะเจาะจง ดังนั้นไพรเมอร์แต่ละคู่จะ
สามารถตรวจสอบไมโครแซทเทลไลท์ในต าแหน่งที่จ าเพาะ (Locus-specific marker) ซึ่งผลผลิตพีซีอาร์ (PCR 
products) ที่เพ่ิมจ านวนขึ้น สามารถน ามาแยกขนาดด้วย Electrophoresis บนเจลประเภทโพลีอะครีลาไมด์ 
หรืออะกาโรส การตรวจสอบด้วยวิธีนี้สามารถแสดงจีโนไทป์แบบข่มร่วม (Co-dominant) และให้ 
Polymorphism สูงระหว่างจีโนไทป์ แต่ข้อเสียของการตรวจสอบไมโครแซทเทลไลท์ คือ ต้องตรวจสอบด้วย
ไพรเมอร์จ าเพาะ (Specific primer) ซึ่งจะต้องท าการพัฒนาขึ้น 

พืชทั้ง 2 ชนิดที่น ามาศึกษาวิจัยในโครงการนี้จัดเป็นพืชหายากในประเทศไทย และพบใน
พ้ืนที่ของโครงการ อพ.สธ. จังหวัดกาญจนบุรี 

 
3. ระเบียบวิธีด าเนินการวิจัย 

 3.1 ส ารวจรวบรวมพันธุ์เอื้องดินถิ่นไทย และดอกดินเมืองกาญจน์  
เอื้องดินถิ่นไทย  
ส ารวจรวบรวมพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทย ในเขต อ. ไทรโยค เขต อ.ทองผาภูมิ  เขต อ.ศรีสวัสดิ์ 

และเขต อ.สังขละบุรี และน ามาปลูกเลี้ยงในเรือนเพาะช าของวิทยาเขตกาญจนบุรี โดยใช้วัสดุปลูก ดังนี้ 
ก. ดินขุยไผ่   2 ส่วน 
ข. ใบไผ่และไม้ผุป่น  2 ส่วน 
ค. อิฐมอญผุป่น  1 ส่วน 
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ง. วัสดุรองก้นกระถางใช้อิฐมอญแตก หนา 1 เซนติเมตร 
โดยในการปลูก ใช้กระถางดินเผาขนาด 6 นิ้ว ที่รูระบายอากาศรอบกระถาง การปลูกโดย

ให้ส่วนของล าลูกกล้วยและล าต้นอยู่เหนือดิน ให้ส่วนรากที่ติดอยู่กับล าต้นอยู่ในดินปลูก และจัดไม้ค้ ายันพยุง
ส่วนของใบให้รับแสง ตัดแต่งใบแห้ง และใบที่ฉีกขาดออก ตั้งภายในเรือนที่มีแสงส่องประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ 
นาน 6 ชั่วโมงต่อวัน 

 
 
ดอกดินเมืองกาญจน์ 
ส ารวจรวบรวมพันธุ์ดั้งเดิม จากพ้ืนที่ต่าง ๆ อย่างน้อย 2 แหล่ง ซึ่งทางโครงการฯ ได้

ส ารวจพื้นที่บริเวณบ้านลิเจียและเขื่อนวชิราลงกรณ์ จ.กาญจนบุรี 
 

             3.2    การเตรียมวัสดุพืชและวิธีฟอกฆ่าเชื้อ (Surface Sterilization) เพื่อน าชิ้นส่วนพืช
เข้า ไปเลี้ยงในหลอดทดลอง ภายใต้สภาพปลอดเชื้อ 

เอื้องดินถิ่นไทย 
ในการศึกษาเริ่มต้นนี้ใช้ต้นอ่อนของเอ้ืองดินถิ่นไทย จากด่านเจดีย์สามองค์ ที่อยู่ใน

สภาพปลอดเชื้อบนอาหารวุ้นสูตร MS ซึ่งได้จากงานวิจัยที่ผ่านมา มาขยายให้ได้จ านวนมากบนอาหารวุ้นสูตร 
MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตประเภทไซโทไคนิน เพ่ือเพ่ิมปริมาณให้มากพอที่จะท าการศึกษาสูตรอาหาร
ที่เหมาะสมต่อไป 

ดอกดินเมืองกาญจน์ 
ในการศึกษาเริ่มต้นนี้ใช้ต้นจากงานวิจัยที่ผ่านมา (บ้านห้วยอูล่ง) ย้ายเนื้อเยื่อจาก

อาหารสูตร MS ที่มีไซโทไคนินเพ่ือเพ่ิมปริมาณต้นให้มากพอที่จะศึกษาในขั้นต่อไป และย้ายยอดที่เกิดขึ้นใหม่
ไปลงบนอาหารวุ้นสูตร MS เป็นเวลา 8 สัปดาห์ก่อนน าไปศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสม นอกจากนี้ยังเพาะ
เมล็ดที่ได้จากบ้านลิเจียลงบนอาหารวุ้นสูตร MS และน าต้นที่เกิดขึ้นใหม่จากการเพาะเมล็ดที่ได้จากบ้านลิเจีย
ย้ายลงบนอาหารวุ้นสูตร MS เพ่ือเก็บรักษาพันธุ์  

 
              3.3   การทดสอบหาสูตรอาหารที่เหมาะสมในการชักน าให้ชิ้นเนื้อเยื่อของพืชสร้างยอดใหม่ 

(Shoot induction) และการขยายพันธุ์พืชในหลอดทดลอง 

   เอื้องดินถิ่นไทย 
  ในการศึกษาเริ่มต้นนี้ใช้ต้นอ่อนของเอ้ืองดินถิ่นไทย จากด่านเจดีย์สามองค์ อยู่ในสภาพ

ปลอดเชื้อบนอาหารวุ้นสูตร MS ที่มีความสูงวัดจากโคนต้นถึงปลายใบยาวประมาณ 10 เซนติเมตร ที่มาตัด
ตายอด(Shoot tip) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ให้ได้ขนาดประมาณ 3 มิลลิเมตร (0.01 กรัม)และน าตายอด ไป
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร (1/2MS, MS, VW) ที่มีระดับความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต 
(NAA) ที่ระดับความเข้มข้น 0, 0.5, 1, 1.5 และ 2 มก/ล ตามล าดับ(ใส่ตายอด1 ชิ้น / 1 ขวด ใช้ 9 ขวดต่อ
อาหาร 1 สูตร) จากนั้นวางขวดอาหารบนเครื่องเขย่าในแนวขนานกับพ้ืนโลกและเขย่าด้วยอัตราเร็ว 100รอบ/
นาที ให้ความเข้มแสงประมาณ 200 ฟุตเทียน ตลอด 24 ชั่วโมง อุณหภูมิประมาณ 25±2 °C  บันทึกค่า อัตรา
การรอด การเกิดโปรโตคอม (PLB)  จ านวน PLB/ยอด และน้ าหนักสด 
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      น าต้นกล้วยไม้เอ้ืองดินถิ่นไทยที่ได้ไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 1/2MS เพ่ือให้ต้นเจริญขึ้น
เป็นต้นสมบูรณ์  จาดนั้นน าต้นที่มีความสูงจากโคนต้นถึงปลายใบยาวประมาณ 15 เซนติเมตร มาเพ่ิมจ านวน
ต้นโดยใช้อาหารสูตร 1/2MS ที่มี BA เข้มข้น 2 มก/ล  

  
 ดอกดินเมืองกาญจน์ 
 ตัดราก ใบ และล าต้นเทียมของดอกดินเมืองกาญจน์ จากบ้านห้วยอูล่ง ที่ได้ออก ให้

เหลือส่วนโคนซึ่งมีความยาวประมาณ 1-1.5 ซม. ไปลงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 
BA ที่ระดับความเข้มข้น 0  1  2 และ 4  มก/ล ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก/ล โดยใช้
เนื้อเยื่อ 1 ชิ้นต่ออาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ขวดในแต่ละสูตรอาหาร ท า 9 ซ้ า จากนั้นน าไปวางบนชั้นไฟใน
ห้องเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อที่มีอุณหภูมิ 25 ± 2 ºC ให้แสง 12 ชั่วโมงต่อวันเป็นเวลา 4 และ 8 สัปดาห์ และย้าย
เนื้อเยื่อทุก 4 สัปดาห์  จากนั้นย้ายไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตต่ออีก 
4 สัปดาห์  บันทึกผลการทดลองทุก 4 สัปดาห์ก่อน โดยบันทึกการเปลี่ยนแปลงของจ านวนและความยาวของ
ยอด (leafy-shoot) และราก ที่เกิดข้ึนใหม่พร้อมบันทึกภาพผลการทดลอง ทั้งนี้ความยาวของยอด วัดจากโคน
ต้นถึงฐานของยอดใบอ่อนที่ปลายต้น และความยาวรากวัดจากรากท่ีมีขนาดยาวที่สุด 

 
              3.4   จ านวนตัวอย่างและสภาพการเพาะเลี้ยง 

ในแต่ละการทดลองวางเลี้ยงชิ้นพืชตามแนวตั้งบนอาหารในขวดอาหาร ขวดละ 1 
ชิ้นส่วน แต่ละทรีตเมนท์ (treatment) มีการท าซ้ าเพ่ือยืนยันผลที่ได้  

ชิ้นส่วนพืชจะวางเลี้ยงในห้องวางเลี้ยงที่ให้แสง 16 ชั่วโมงต่อวัน ความเข้มแสง
ประมาณ 37.5 mole m-2 s-1 อุณหภูมิ 25-27 องศาเซลเซียส 

 
 3.5   การบันทึกผลและการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

 ในการทดลองเพ่ือกระตุ้นยอด บันทึกอัตราการตอบสนองการสร้างจ านวนยอดเฉลี่ย 
ความยาวยอดเฉลี่ย ทั้งนี้ลักษณะที่ผิดปกติต่างๆ จะถูกบันทึกในแบบบรรยายเพ่ือใช้ประกอบ การวิเคราะห์
และแปรผลข้อมูล 

  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ จะเลือกใช้วิธีที่ เหมาะสมกับลักษณะของปัจจัย 
(Factor) และวัตถุประสงค์ของการทดลอง ข้อมูลจะแสดงเป็นค่าเฉลี่ยและความคลาดเคลื่อนมาตรฐานของ
กลุ่มตัวอย่าง (Standard error of the mean; S.E.)  
 
                3.6 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างศึกษาและสร้างคลังดีเอ็นเอของจีโนมที่มีไมโครแซทเทลไลท์มาก
รวมทั้งสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างศึกษาทั้งหมดและวิเคราะห์ทางพันธุกรรม (Genotyping) 

สกัดตัวอย่างดีเอ็นเอ 
1) ท าการตัดชิ้นดีเอ็นเอตั้งต้นด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ และน าตัวอย่างที่ได้ท าผ่าน

ขั้นตอน ในการคัดเลือกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ซึ่งโดยทั่วไปแล้วจะเลือกชิ้นที่มีขนาด 500-1500 เบส 
2) ท าการติด Adapter เข้าท่ีปลายทั้งสองข้างของชิ้นดีเอ็นเอ และน ามาใช้เป็นดีเอ็น

เอต้นแบบในกระบวนการพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์คู่สมกับ Adapter 
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3) จากนั้นน าตัวอย่างดีเอ็นเอดังกล่าวมาใช้ในการ Hybridization กับดีเอ็นเอโพรบ
ซึ่งเป็นเส้นดีเอ็นเอท่ีมีเบสซ้ าๆ  

4) น าตัวอย่างดีเอ็นเอที่มีส่วนของเบสซ้ ามาเพ่ิมจ านวนอีกครั้งโดยพีซีอาร์ ก่อนที่จะ
ท าการ clone เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ล าดับเบส (Sequencing)  

5) น าผลการวิเคราะห์ล าดับเบสที่ได้มาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ 
 

3.7 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างศึกษาทั้งหมดและวิเคราะห์ทางพันธุกรรม (Genotyping) 
เมื่อได้ท าการพัฒนาไพรเมอร์ขึ้นแล้ว ขั้นตอนต่อไปคือการทดสอบไพรเมอร์เหล่านั้น

กับตัวอย่างดีเอ็นเอของตัวอย่างที่ต้องการศึกษา เพ่ือทดสอบว่าไพรเมอร์เหล่านั้นสามารถแสดงความแตกต่าง
ทางพันธุกรรม (Polymorphism) ของตัวอย่างศึกษาได้หรือไม่ต่อไป โดยขั้นตอนในการท าปฏิกริยาเพ่ือ
วิเคราะห์ไพรเมอร์นั้น สามารถกระท าได้ดังนี้ 

1) น าดีเอ็นเอมาเพ่ิมจ านวนด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยการใช้ไพรเมอร์ Forward 
และ Reward ที่ได้ท าการออกแบบไว้แล้วในเบื้องต้น  ซึ่งปฏิกิริยาพีซีอาร์ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ (ประมาณ 5-
50 นาโนกรัม) ไพรเมอร์ Forward และ Reward (10 pM) dNTP (200 M)  1X PCR Buffer MgCl2 (1.5 
mM) และ Taq DNA polymerase (ประมาณ 1-1.5 U) โดยใช้ PCR cycle  ดังนี้  

a. Denaturation   94 ºC 2 นาที  
b. ตามด้วย 30 รอบของ Denaturation 94 ºC 45 วินาที Annealing (โดย

เลือกใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมของแต่ละคู่ไพรเมอร์) 45 วินาที และ Extension  72 ºC 1 นาท ี 
c. จากนั้น Final extension 72 ºC อีก 5 นาที  

2) น าผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มาผ่านขั้นตอน DNA gel electrophoresis เพ่ือแยก
ขนาดของผลผลิตพีซีอาร์ 

3) น าเจลที่ได้มาท าการย้อมแถบดีเอ็นเอโดยใช้ Ethidium bromide หรือ Silver 
staining น าลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้มาท าการวิเคราะห์ผล 
 

3.8 วิเคราะห์ข้อมูล 
จากข้อมูลพันธุกรรมของตัวอย่างศึกษา หรือ Genotypic data ที่ได้ท าการทดสอบกับ

ไพร์เมอร์ที่ได้พัฒนาขึ้นแล้วนั้น ข้อมูลดังกล่าวจะถูกน ามาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic 
diversity) โดยใช้โปรแกรมส าเร็จรูป TFPGA 1.3 (Miller, 1997) โดยจะท าการวิเคราะห์หาค่า Allele 
frequencies, heterozygosity based on Hardy-Weinberg equilibrium, percentage of 
polymorphic loci (95% criterion), Genetic distance และ UPGMA โดยจะท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบ
ทั้งภายในกลุ่มและระหว่างกลุ่มประชากรตัวอย่างศึกษา 

 
4. ผลการวิจัย 

4.1 เอื้องดินถิ่นไทย 
4.1.1 การออกส ารวจรวบรวมพันธุ์ ต้นเอื้องดินถิ่นไทย 

จากการออกส ารวจละแวกมหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตกาญจนบุรี ไม่พบต้นเอ้ืองดินถิ่นไทย 
และจากการส ารวจโดยอาศัยผู้น าทางซึ่งได้แก่จ้างพ่อค้ากล้วยไม้ คนหาของป่าและเจ้าหน้ าที่อุทยานที่
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ช่วยเหลือด้านข้อมูลและพาเดินส ารวจในพื้นที่ท่ีเป็นเป้าหมาย ที่มาการยืนยันว่า เคยพบหรือพบต้นกล้วยไม้ที่มี
ลักษณะดังกล่าวมีพ้ืนที่ต่างๆ ดังนี้ 
1. เขต อ. ไทรโยค  

a) บริเวณพ้ืนที่อนุรักษ์พันธุ์พืชของวิทยาเขตกาญจนบุรี มหาวิทยาลัยมหิดล โดยเฉพาะบริเวณไหล่เขา
ติดหน้าผา ตลอดแนวขนานกับทางรถไฟ ไปจรดสถานปฎิบัติธรรมของแม่ชีบงกช บ้านช่องแคบ       
อ.ไทรโยค จ.กาญจนบุรี ซึ่งสูงจากระดันน้ าทะเลปานกลาง ประมาณ  250-280 เมตร    

b) บริเวณพ้ืนที่บ้านหนองเป็ด ซึ่งอยู่ฝั่งตรงข้าม วิทยาเขตกาญจนบุรี มหาวิทยาลัยมหิดล ได้ส ารวจ
เฉพาะบริเวณไหล่เขาที่มีตะกอนดินขังอยู่ ตั้งส านักปฎิบัติธรรมหลวงปู่ถวิล ไปจรดแปลงปลูกพืช
เศรษฐกิจของชุมชนบ้านหนองเป็ด อ ไทรโยค จ. กาญจนบุรี มีระยะทางห่างวิทยาเขตฯโดยประมาณ 
12 กิโลเมตร  และระยะทางพ้ืนที่ส ารวจประมาณ 7 กิโลเมตรซึ่งมีระดับความสูงจากระดันน้ าทะเล
ปานกลาง ประมาณ 285-355 เมตร    

c) บริเวณพ้ืนที่บ้านพุเตย อ ไทรโยค ซึ่งอยู่ห่าง วิทยาเขตกาญจนบุรี มหาวิทยาลัยมหิดล ไปตามถนน 
323 ประมาณ 31 กิโลเมตร ซึ่งมีระดับความสูงจากระดันน้ าทะเลปานกลาง ประมาณ 275-355 เมตร  
ได้ส ารวจบริ เวณไหล่เขา ตั้งแต่บ้านพุเตยไปจรดแปลงปลูกพืชของส านักงานเกษตรพัฒนา 
กระทรวงกลาโหม บริเวณชุมชนบ้านหินตก อ.ไทรโยค จ. กาญจนบุรี มีระยะทางส ารวจโดยประมาณ 
12 กิโลเมตร   
ทั้งนี้จากการส ารวจไม่พบเอื้องดินถิ่นไทยในพ้ืนที่ข้างต้น 

2. เขต อ.ทองผาภูมิ  
ไม่พบเอื้องดินถิ่นไทยในพ้ืนที่ข้างต้น 

3. เขต อ.ศรีสวัสดิ์ 
ได้ขอความอนุเคราะห์หัวหน้าอุทยานเอราวัณในการช่วยส ารวจซึ่งขณะนี้ยังไม่มีรายงานการพบ

กล้วยไม้ดังกล่าว 
4. เขต อ.สังขละบุรี 

ได้ว่าจ้างพ่อค้าในการช่วยส ารวจในเขตดังกล่าว โดยพบในพิกัด GPS 4 ที่ ได้แก ่
1) 15.306447 กับ 98.353460 
2) 15.304680 กับ 98.362113 
3) 15.294327 กับ 98.380325 
4) 15.295973 กับ98.376298 

โดยได้น าต้นพันธุ์กลับมาในเดือนกันยายน เอ้ืองดินถิ่นไทยที่ได้จากแหล่งธรรมชาติใบเหี่ยวแต่ยังมี
สภาพสด ไม่มีร่องรอยการช้ าบริเวณล าต้นและล าลูกกล้วย (ภาพที่ 3-3) ทั้งนี้ได้น าตัวอย่างจากแหล่งธรรมชาติ
มาเพียงเล็กน้อยเพ่ือให้แหล่งพันธุกรรมยังคงอยู่ในสภาพเดิม ต้นที่ได้มาได้น ามาปลูกเลี้ยงที่เรือนเพาะช าของ
มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตกาญจนบุรี  

ในวันที่ 18 พฤจิกายน 2557 พบการบานของดอกจ านวน 2 ดอก จากต้นที่มีล าลูกกล้วยขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 2.32 เซนติเมตร จ านวน 1 ต้น เป็นดอกขนาดเล็ก วัดความกว้างปลายกลีบดอกล่าง 3.6 
เซนติเมตร และปลายกลีบดอกบนถึงแนวขอบกลีบล่าง 4.4 เซนติเมตร (ภาพที่ 3-4) จึงทดลองเขี่ยเกสรตัวผู้ 
(ภาพที่ 3-5) และทดลองผสมพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทย (ผสมตัวเอง) ในวันที่ 20 พฤศจิกายน 2557 เพ่ือศึกษาว่าจะ
มีการติดฝัก 
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ภาพที่ 3-3 ลักษณะต้นเอื้องดินถิ่นไทยที่ได้จากแหล่งธรรมชาติ บริเวณ อ.สังขละบุรี จ.กาญจนบุรี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3-4 ดอกของเอ้ืองดินถิ่นไทยในเรือนเพาะช า ของมหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตกาญจนบุรี 

 
 
 
 
 
 
 
 

                          ภาพที่ 3-5 เกสรเพศผู้ของเอ้ืองดินถิ่นไทยที่ใช้ในการผสมเกสร 
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4.1.2 การศึกษาการเก็บรักษาและขยายพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทยในหลอดทดลอง 
จากการน าต้นเอื้องดินถิ่นไทยไปลอกกาบเพ่ือตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด (ภาพที่ 3-6)  

ไปเพาะเลี้ยงในอาหารสูตรต่าง ๆ ข้างต้น เพ่ือชักน าให้เกิดโปรโตคอมจ านวนมาก  จากการสังเกตในเบื้องต้น
พบว่า เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดส่วนใหญ่เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล (ภาพที่ 3-7) บางสูตรอาหารเกิดยอดขึ้นเท่านั้น 
(ภาพท่ี 3-8)   
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-6 ยอดของเอ้ืองดินถิ่นไทยหลังการลอกกาบใบออก เพ่ือน าไปตัดเนื้อเยื่อเจริญปลายยอด 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-7เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดของเอ้ืองดินถิ่นไทย หลังจากการเลี้ยงในอาหารเหลวบางสูตร

เปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลและด าในที่สุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-8 เนื้อเยื่อเจริญปลายยอดของเอ้ืองดินถิ่นไทย หลังจากการเลี้ยงในอาหารเหลวบางสูตรเจริญ

เป็นยอด 
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จากการเพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน พบว่า ในอาหารเหลว VW มีแนวโน้มของอัตราการรอดชีวิต
ที่สูง รองลงมาคือ 1/2MS และ MS ตามล าดับ  โดยอาหารเหลว VW ที่ระดับความเข้มข้นของสารควบคุมการ
เจริญเติบโต (NAA) เท่ากับ 0 มก/ล จะให้ค่าอัตราการรอดชีวิตที่สูง คือ 88.00% และที่ 0.5 มก/ล มีค่าอัตรา
การรอดชีวิต เท่ากับ 61.00% เช่นเดียวกับ 1/2MS ที่มีความเข้มข้นของ NAA 0 และ 1.5 มก/ล มีอัตราการ
รอดชีวิตเท่ากับ 66.66% และ 40% ตามล าดับ ดังภาพที่ 3-9  ในส่วนของอาหารเหลว MS พบว่าที่ระดับ
ความเข้มข้นของ NAA 0 มก/ล แสดงอัตราการรอดชีวิตที่ 33.33% จากภาพที่ 3-9  พบว่าเมื่อเราใส่สาร
ควบคมุการเจริญเติบโตลงไปในอาหารที่เพาะเลี้ยงตายอด จะท าให้ชิ้นส่วนพืชมีอัตราการรอดชีวิตที่ต่ าลง และ
พบว่าที่ระดับความเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตสูง ส่งผลท าให้พืชมีอัตราการรอดชีวิตเท่ากับ 
0.00% ซึ่งอาจเป็นเพราะว่าชิ้นส่วนพืชที่ใช้เป็นตายอด โดยทั่วไปตายอดของพืชทุกชนิดนั้นจะมีฮอร์โมน
ประเภทออกซินอยู่บริเวณตายอดแล้ว และการที่ใส่สารควบคุมการเจริญเติบโตลงไปในอาหารจึงท าให้ชิ้นส่วน
พืชได้รับสารควบคุมการเจริญเติบโตมากเกินไป ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนพืชและท า
ให้ชิ้นส่วนพืชไม่สามารถเจริญเติบโตและตาย จากภาพที่ 3-10  พบว่าในอาหารเหลวทั้ง 3 สูตรที่ไม่มีสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตจะให้อัตราการรอดชีวิตที่สูงเมื่อเปรียบเทียบกับอันที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-9  อัตราการรอดชีวิต (%) ของตายอดเอ้ืองดินถิ่นไทยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS  1/2 MS 

และ VW เป็นเวลา 2 เดือน 
 
 
 
 
 

 

(mg/L) 
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(ก)                       (ข)            (ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
  (ง)  (จ) (ฉ) 
 
ภาพที่ 3-10  ตายอดเอ้ืองดินถิ่นไทยที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS  1/2 MS และ VW เป็นเวลา 2 เดือน 

ก) ตายอดเอ้ืองดินถิ่นไทยหลังจากลอกกาบใบออกก่อนเลี้ยงในอาหารเหลว 
 ข) โปรโตคอร์มที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS ที่ม ีNAA เข้มข้น  
 1.5 มก/ล 
 ค) ตายอดที่กลายเป็นสีด า จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่มี NAA เข้มข้น 1.0 

มก/ล  
                   ง) ยอดและรากที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS ที่ไม่มี NAA  
 จ) ยอดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร MS ที่ไม่มี NAA 
 ฉ) ยอดที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร VW ที่ไม่มี NAA  
 

นอกจากนี้พบว่า ตายอดที่เลี้ยงในอาหารเหลวทั้ง 3 สูตร พบว่า เกิดโปรโตคอร์มในอาหาร
เหลวสูตร 1/2MS ที่มีความเข้มข้นของ NAA 1.5 mg/l ในอัตรา 33%  ดังตารางที่ 4.1.2.1   ซึ่งโปรโตคอร์ม
จะมีลักษณะเป็นสีเขียวอ่อนปนกับสีน้ าตาล ลักษณะดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าโปรโตคอร์มที่ได้ไม่แข็งแรง ดัง
ภาพที่ 3-10 ข และพบว่าในสูตรอาหารที่ใช้ในการทดลองเกือบทั้งหมดไม่มีการชักน าให้เกิด PLBs อาจเป็น
เพราะว่าเราใช้ตายอดในการทดลองและในอาหารที่เพาะเลี้ยงได้ใส่ NAA ลงไปซึ่งท าให้ตายอดถูกชักน าให้เกิด
เป็นยอดได้ง่ายขึ้นในบางสูตรอาหาร และบางสูตรอาหารตายอดก็ถูกยับยั้งการเจริญเติบโตและตายลงในที่สุด 
ซึ่งลักษณะของตายอดที่พบจะเป็นสีด า พบในอาหารหลาย ๆ สูตร เช่น อาหารเหลว MS ที่ระดับความเข้มข้น 
NAA 1 mg/l ดังภาพที่ 3-10 ค และในสูตรอาหารต่าง ๆ ที่มีอัตราการรอดชีวิต เท่ากับ 0.00% ตายอดจะ
เปลี่ยนเป็นสีด าทั้งหมด  นอกจากนี้ยังพบว่า ในอาหารบางสูตรมีการเจริญของตายอดที่เกิดขึ้น โดยอาหาร
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เหลวสูตร 1/2MS, MS และ VW ที่ไม่เติมสาร NAA มีการเจริญเป็นยอดอย่างชัดเจน ดังจะพบว่ามีจ านวน
ยอด/ตายอด เท่ากับ 1.60, 0.40 และ 1.40 ตามล าดับ  ดังภาพที่ 3-10 ง, จ และ ฉ ตามล าดับ นอกจากนี้ 
พบว่ายอดท่ีได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS ที่ไม่เติมสาร NAA มีรากเกิดขึ้นด้วย  

 
ตารางที่ 3-1 อัตราการรอดชีวิต (%), อัตราการเกิด PLB (%), จ านวน PLB, จ านวนยอด, จ านวน, ความยาว
เฉลี่ยของยอด และความยาวเฉลี่ยของราก จากการเพาะเลี้ยงตายอดของเอ้ืองดินถิ่นไทยในที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงนาน 2 เดือน 
   

สูตร
อาหาร 

ความ
เข้มข้น 
NAA 

(มก/ล) 

อัตราการ
รอดชีวิต 

(%) 

อัตราการ
เกิด PLB 

(%) 

จ านวน 
PLB/ตา

ยอด 
 

จ านวน
ยอด/ ตา

ยอด 

จ านวน 
ราก/

ตายอด 

ความยาว
ยอดเฉลี่ย 

(ซม.) 

ความ
ยาวราก
เฉลี่ย 
(ซม.) 

 
 

MS 

Control 33.33±4c 0.00 0.00 0.40±0.3b 0.00 1.60±0.3b 0.00 

0.5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

1.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

1.5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 

 

1/2MS 

Control 66.66±2b 0.00 0.00 1.60±0.3a 
1.20±
0.2a 

2.20±0.2a 
0.40±0.

1a 

0.5 16.66±2cd 0.00 0.00 0.20±0.1c 0.00 0.40±0.1c 0.00 

1.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

1.5 40.00±6c 33.00±0a 0.60±0.2a 0.00 0.00 0.00 0.00 

2 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

 

 

VW 

Control 88.00±3a 0.00 0.00 1.40±0.1ab 0.00 0.3±0.2c 0.00 

0.5 61.00±4ab 0.00 0.00 0.40±0.2b 0.00 0.2±0.1c 0.00 

1.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

1.5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

2.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
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จากการน าต้นเอ้ืองดินถิ่นไทยไปเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร ½MS เพ่ือให้พัฒนาเป็นต้นสมบูรณ์ และจะ
ท าการเพ่ิมจ านวนต่อไปให้เพียงพอต่อการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเพ่ิมจ านวนต้นเอ้ืองดินถิ่นไทย 
โดยใช้ต้นที่มีความสูงจากโคนถึงปลายใบ 15 ซม. มาตัดให้เหลือส่วนโคนประมาณ 3 ซม. (ภาพที่ 4.1.2.3ก) 
และเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร 1/2MS ที่มี BA เข้มข้น 2 มก/ล พบว่าในเวลา 3 เดือน จะได้ยอดเพ่ิมใหม่
ประมาณ 1-2 ยอด/ชิ้นพืช (ภาพที่ 3-11ขวา) จากการที่เอ้ืองดินถิ่นไทยโตช้ามากจึงต้องใช้เวลาในการเพ่ิม
จ านวนให้มากพอที่จะศึกษาในขั้นต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3-11 (ซ้าย) ชิ้นพืชเริ่มต้นของเอ้ืองดินถิ่นไทยหลังจากตัดปลายยอดและรากออก 

(ขวา) เอ้ืองดินถิ่นไทยหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร 1/2MS ที่มี BA เข้มข้น 2 มก/ล 
นาน 3 เดือน 

 
  โดยสรุปแล้ว ควรใช้อาหารสูตร 1/2MS ในการเพาะเลี้ยงเอ้ืองดินถิ่นไทยในหลอดทดลอง 
การชักน าให้เกิดโปรโตคอร์มสามารถท าได้โดยใช้อาหารสูตร 1/2MS ที่มี NAA เข้มข้น 1.5 มก/ล อย่างไรก็
ตามโปรโตคอร์มที่ได้ไม่แข็งแรงและตายในที่สุด ส าหรับตายอดที่น าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวที่ ไม่เติมสาร 
NAA เกิดต้นข้ึน ซึ่งสามารถน าไปเพาะเลี้ยงต่อบนอาหารวุ้นสูตร 1/2MS เพ่ือได้เป็นต้นสมบูรณ์และน ามาเพ่ิม
จ านวนในขั้นแรกได้ 1-2 ยอด/ชิ้นพืช ในอาหารวุ้นสูตร 1/2MS ที่มี BA เข้มข้น 2 มก/ล 

 
4.2 ดอกดินเมืองกาญจน์ 

 4.2.1    การออกส ารวจรวบรวมพันธุ์ดอกดินเมืองกาญจน์ 
  เนื่องจากพืชสกุล Curcuma เป็นพืชที่ออกดอกก่อนมีการเจริญของใบ ซึ่งดอกดิน

เมืองกาญจน์มีระยะเวลาออกดอกในระหว่างเดือนมีนาคม-เมษายน ดังนั้นโครงการวิจัยจึงจ าเป็นที่จะต้องออก
ส ารวจตัวอย่างพืชในระยะเวลาดังกล่าวก่อนที่จะได้รับทุนสนับสนุน ทั้งนี้จากการส ารวจพบว่ามีผู้น าช่อดอกมา
รับประทานเป็นอาหารโดยพบว่าชาวบ้านน ามาขายในตลาดสด ดังภาพที่ 3-12 
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ภาพที่ 3-12 ช่อดอกอ่อนของดอกดินเมืองกาญจน์ที่จ าหน่ายในตลาดด่านสิงขร        

จ.กาญจนบุรี 
           
            ทางโครงการฯได้ท าการส ารวจและเก็บตัวอย่างต้นดอกดินเมืองกาญจน์ จ านวน 3 ครั้ง   

1. บ้านอูล่ง อ.ทองผาภูมิ จ านวน 3 ครั้ง 
2. หมู่บ้านลิเจีย อ.สังขละบุรี จ านวน 2 ครั้ง 
3. บริเวณเข่ือนวชิราลงกรณ์ อ.สังขละบุรี จ านวน 1 ครั้ง 
บ้านอูล่ง อ.ทองผาภูมิ จากการส ารวจพบดอกดินบริเวณป่าเต็งรังผสมป่าไผ่ ใกล้กับเขา

หินปูนเตี้ยๆ โดยมีจ านวนไม่มากนัก  ได้ท าการเก็บตัวอย่างมาปลูกเลี้ยงที่เรือนเพาะช า น าเมล็ดมาท าการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อและใช้ใบในการศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

 หมู่บ้านลิเจีย อ.สังขละบุรี จากการส ารวจ  พบว่ามีดอกดินเมืองกาญจน์ เกิดตามธรรมชาติ
ในป่าเต็งรังผสมป่าไผ่บนภูเขาหินปูนบริเวณหมู่บ้านลิเจีย และมีการปลูกต้นของดอกดินตามบ้านเรือนอยู่บ้าง 
เพ่ือน ามาใช้เป็นอาหารโดยใช้ตุ้มรากและช่อดอก คณะผู้วิจัยได้น าหน่อของดอกดินเมืองกาญจน์มาปลูกเลี้ยงที่
เรือนเพาะช าซึ่งได้ออกดอกในเวลาต่อมา (ภาพที่ 3-13) และติดฝัก (ภาพที่ 3-13ก) เมื่อฝักแก่จะน าเมล็ด 
(ภาพที่ 3-13ข) ไปท าการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อต่อไปและน าใบไปศึกษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

 พ้ืนที่บริเวณเขื่อนวชิราลงกรณ์ อ.สังขละบุรี จากการส ารวจพบดอกดินเมืองกาญจน์บริเวณ
ป่าไผ่บนเนินเขาบนเกาะในเขื่อนวชิราลงกรณ์ โดยนั่งเรือออกจากบ้านลิเจียประมาณ 10 นาที (ภาพที่ 3-14ก-
ค) ซึ่งได้เก็บตัวอย่างพืชของดอกดินเมืองกาญจน์บางส่วนออกมาปลูกเลี้ยงอนุรักษ์ในเรือนเพาะช าเพ่ือรอการ
งอกและท าการศึกษาในส่วนอื่นต่อไป 
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ภาพที่ 4.2.1.2 ดอกอ่อนของดอกดินเมืองกาญจน์ จากหมู่บ้านลิเจีย จ.กาญจนบุรี ที่เกิดจากการ

ปลูกเลี้ยงในเรือนเพาะช า 
 

 
        
 
 
 
 
         ข) 
 
 
    

ก)  
 

 ภาพที่ 3-13 ก) ดอกอ่อน และ ข) เมล็ด ของดอกดินเมืองกาญจน์ จากหมู่บ้านลิเจีย                
จ. กาญจนบุรี ที่เกิดจากการปลูกเลี้ยงในเรือนเพาะช า 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

ก 

ข 
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ก)                                                          ข) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       ค) 
ภาพที่ 3-14  ก) ดอกดินเมืองกาญจน์  ข) บริเวณป่าไผ่ซึ่งเป็นแหล่งที่พบ  ค)การออกเรือส ารวจพ้ืนที่ของ
ดอกดินเมืองกาญจน์ บริเวณเข่ือนวชิราลงกรณ์ อ.สังขละบุรี จ.กาญจนบุรี 

4.2.2 การศึกษาการเก็บรักษาและขยายพันธุ์ดอกดินเมืองกาญจน์ในหลอดทดลอง 

  จากการส ารวจพื้นที่และได้เมล็ดพันธุ์ของดอกดินเมืองกาญจน์จากบ้านลิเจีย และเก็บเมล็ด
พันธุ์จากฝักที่แก่จัดจ านวน 2 ฝัก จากต้นพันธุ์ที่เลี้ยงในเรือนเพาะช ามาทดลองเพาะเมล็ดในสภาพปลอดเชื้อซึ่ง
การศึกษาพบว่า เมล็ดพันธุ์เริ่มงอกหลังจากเพาะเลี้ยงประมาณ 21 วัน ซึ่งงอกเร็วกกว่าการเพาะเลี้ยงเมล็ด
พันธุ์ที่ได้จากบ้านห้วยอูล่งซึ่งใช้เวลานานมากกว่าจะงอก ทั้งนี้อาจเนื่องจากเมล็ดที่น ามาจากพ้ืนที่จริงยังไม่แก่
จัด ทั้งนี้การเก็บเมล็ดพันธุ์ที่ได้จากการปลูกเลี้ยงในโรงเรือนยังพบการปนเปื้อนน้อยกว่าการน าเมล็ดจากพ้ืนที่
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จริงมาเพาะเลี้ยง (ปนเปื้อนเกือบ 100% หรือ 100% ในบางครั้ง ขึ้นกับสภาพของฝักหรือเมล็ดที่พบ) เมล็ด
พันธุ์ที่น ามาเพาะเลี้ยงมีอัตราการงอกประมาณ 76% ดังแสดงในตารางที่ 4.2.2.1 และได้ต้นอ่อนในสภาพ
ปลอดเชื้อจ านวน 38 ต้น (ภาพท่ี 3-15)  
 
ตาราง 3-2 การปนเปื้อนและการงอกของเมล็ดดอกดินเมืองกาญจน์จากบ้านลิเจีย ที่เพาะเลี้ยงในสภาพปลอด 
เชื้อ หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 10 สัปดาห์ 

ฝักที่ จ านวนเมล็ด 
การปนเปื้อน

(เมล็ด) 
การปนเปื้อน

(%) 
การงอก 
(เมล็ด) 

การงอก (%) 

1 21 2 9.5 15 78.9 
2 30 0 0 23 76.7 

เฉลี่ย 52 2 3.9 38 76 
 
        
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 

ภาพที่ 3-15 ต้นอ่อนดอกดินเมืองกาญจน์จาก บ้านลิเจีย จ.กาญจนบุรี  
ที่ได้จากการเพาะเมล็ดบนอาหารวุ้นสูตร MS 

 
จากโครงการวิจัยที่ผ่านมาทางคณะผู้วิจัยได้เก็บรักษาพันธุ์ดอกดินเมืองกาญจน์ จากบ้าน

ห้วยอูล่ง จ.กาญจนบุรี ไว้ในหลอดทดลองเล็กน้อย ซึ่งยังมิได้ท าการศึกษาสูตรอาหารส าหรับการขยายพันธุ์ ซึ่ง
โครงการในปีนี้นอกจากการส ารวจพืชชนิดนี้ในพ้ืนที่ใหม่แล้ว ยังศึกษาสูตรอาหารเพ่ือการอนุรักษ์และ
ขยายพันธุ์อย่างยั่งยืนต่อไป  โดยทางโครงการได้น าต้นดอกดินเมืองกาญจน์ จากบ้านห้วยอูล่งที่เก็บรักษาพันธุ์
ไว้ในอาหารที่ลดน้ าตาลมาเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ปกติ โดยเลี้ยง 1 ยอดต่อ 1 ขวด เพ่ือให้เกิดยอดใหม่ขึ้นมา
ตามศักยภาพของต้นพันธุ์เดิม  และย้ายเนื้อเยื่อทุก 4 สัปดาห์ หลังจากผ่านไป 8 สัปดาห์ ได้น าไปเพาะเลี้ยง
บนอาหารสูตร MS ที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต Benzyladanine (BA) เข้มข้น 1 มก/ล เพ่ือเป็นการเพ่ิม
จ านวนยอดใหม่ให้ได้จ านวนมากเพียงพอที่จะท าการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อไป หลังจากได้จ านวน
ยอดท่ีเพียงพอแล้ว ได้ย้ายเนื้อเยื่อจากอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่
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ไม่มีสารควบคุมการเจริญเติบโตนาน 8 สัปดาห์ โดยย้ายเนื้อเยื่อทุก 4 สัปดาห์ เพ่ือให้ปลอดอิทธิพลของสาร
ควบคุมการเจริญเติบโตที่ใช้ (ภาพท่ี 3-16)  

 
 

 
 ภาพที่ 3-16 ต้นดอกดินเมืองกาญจน์จาก บ้านห้วยอูล่ง จ.กาญจนบุรี ที่เลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร MS  
 
 เมื่อครบเวลาที่ก าหนดได้น าต้นอ่อนดอกดินเมืองกาญจน์ (บ้านห้วยอูล่ง) มาตัดราก ใบ และล าต้น
เทียมออก ให้เหลือส่วนโคนซึ่งมีความยาวประมาณ 1-1.5 ซม. ก่อนน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มขน้ 0 1 2 และ 4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 
และ 0.5 มก./ล. โดยใช้เนื้อเยื่อ 1 ชิ้นต่ออาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 1 ขวดในแต่ละสูตรอาหาร ท า 9 ซ้ านั้น 
หลังจากเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์พบว่า BA มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด (leafy-shoot)   โดย BA ที่ระดับ
ความเขม้ข้น 4 มก./ล. ให้จ านวนยอดเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2 ยอดต่อชิ้นพืช ในขณะที่ KN และ ปัจจัย
ร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด (ตารางที่ 4.2.2.1) ส าหรับความยาวของยอดที่
เกิดใหม่นั้น BA และ KN ที่มีผลต่อความยาวของยอดที่เกิดใหม่ คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. ให้
ความยาวยอดเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 0.7 ซม. และ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 มก./ล. ให้ความยาวยอดเฉลี่ย
สูงสุดประมาณ 0.6 ซม.  ในขณะที่ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อความยาวของยอดที่เกิดใหม่ 
(ตารางที่ 3-3) ส าหรับจ านวนรากที่เกิดใหม่พบว่า BA ที่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของราก คือ BA ที่ระดับความ
เข้มข้น 0 และ 1 มก./ล. โดยให้จ านวนรากเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2 รากต่อชิ้นพืช ในขณะที่ KN และ 
ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของราก (ตารางที่ 3-4) ส าหรับความยาวของรากที่
เกิดใหม่ ทั้ง BA KN และ ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN มีผลต่อความยาวของราก โดย BA ที่ระดับความ
เข้มข้น 0 มก./ล. ให้ความยาวรากเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2.0 ซม.  KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ให้ความ
ยาวรากเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 1.6 ซม. และ BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 
0.5 มก./ล. ให้ความยาวรากเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2.6 ซม. (ตารางที่ 3-4) ทั้งนี้ภาพรวมของการเปลี่ยนแปลงที่
เกิดข้ึนกับโคนของดอกดินเมืองกาญจน์ภายหลังการเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ แสดงในภาพที่ 3-17 
 ดังนั้นใน 4 สัปดาห์อาหารสุตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 
มก./ล. ชักน าให้เกิดยอดมากที่สุดเฉลี่ย 2 ยอดต่อชิ้นพืช ในขณะที่จ านวนรากที่เกิดใหม่นั้น BA ที่ระดับความ
เข้มข้น 1 มก./ล. ชักน าให้เกิดรากมากท่ีสุดเฉลี่ย 2 รากต่อชิ้นพืช 
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ตารางที่ 3-3 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของยอด (leafy-shoot) ที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้น
อ่อนดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 0 1 2 และ 4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล. เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 

 

 หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อม่ัน 95%  
 
ตารางที่ 3-4 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของรากที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้นอ่อนดอกดินเมือง
กาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 1 2 
และ 4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล. เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนรากใหม่ (ราก) ความยาวรากใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 2.2222 a 2.0056 a 
1 2.2222 a 1.4222 b 
2 1.7222 ab 1.1556 bc 
4 1.4444 b 0.9111 c 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนยอดใหม่ (ยอด) ความยาวยอดใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 1.0556 b 0.2806 b 
1 1.3333 ab 0.4600 a 
2 1.5556 ab 0.6100 a 
4 2.0556 a 0.6867 a 

F-test * * 

KN 
0 1.4167 0.6036 a 
0.5 1.5833 0.4150 b 

F-test Ns * 

BA*KN 

0*0 0.8889 0.2056 
1*0 1.0000 0.4833 
2*0 1.7778 0.8778 
4*0 2.0000 0.8478 
0*0.5 1.2222 0.3556 
1*0.5 1.6667 0.4367 
2*0.5 1.3333 0.3422 
4*0.5 2.1111 0.5256 

F-test Ns ns 
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สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนรากใหม่ (ราก) ความยาวรากใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

F-test * * 

KN 
0 1.9722 1.1750 b 
0.5 1.8333 1.5722 a 

F-test ns * 

BA*KN 

0*0 2.5556 1.4000 bc 
1*0 2.2222 1.3889 bc 
2*0 1.4444 0.8778 bc 
4*0 1.6667 1.0333 bc 
0*0.5 1.8889 2.6111 a 
1*0.5 2.2222 1.4556 b 
2*0.5 2.0000 1.4333 b 
4*0.5 1.2222 0.7889 c 

F-test ns * 
 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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                   (ก)                                      (ข)                                       (ค)             
 
                                             
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                   (ง)                                        (จ)                                       (ฉ) 
 
ภาพที่ 3-17 การเปลี่ยนแปลงของต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงโคนต้น
อ่อนบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ชุดควบคุม) (ก) และอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. (ข) 2 มก./ล. (ค) และ 4 มก./ล. (ง) และ
อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. (จ) และอาหารสูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้นของ BA 1 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 
มก./ล. (ฉ) BA 2 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ช) และ BA 4 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ซ) เป็นเวลา 
4 สัปดาห์ (bar = 1 ซม.) 
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                   (ช)                                       (ซ) 
 
ภาพที่ 3-17 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงของต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยง
โคนต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ชุดควบคุม) (ก) และอาหารสูตร MS 
ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. (ข) 2 มก./ล. (ค) และ 4 มก./ล. (ง) 
และอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. (จ) และอาหาร
สูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้นของ BA 1 มก./ล. ร่วมกับ KN 
0.5 มก./ล. (ฉ) BA 2 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ช) และ BA 4 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ซ) เป็น
เวลา 4 สัปดาห์ (bar = 1 ซม.) 
 
  หลังจากเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารต่าง ๆ เป็นเวลา 4 สัปดาห์และย้ายชิ้นพืชไปเพาะเลี้ยงบน
สูตรเดิม เป็นระยะเวลาอีก 4 สัปดาห์ (รวม 8 สัปดาห์) และน าผลทดลองที่ได้มาวิเคราะห์ข้อมูลในทางสถิติ
ด้วยโปรแกรมสถิติ SAS แบบ TWO-WAY ANOVA ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบว่าในแต่ละความเข้มข้นของ 
BA และ KN ให้ผลในการชักน าให้เกิดจ านวนและความยาวของยอด  และรากที่แตกต่างกัน 
  ส าหรับจ านวนยอดท่ีเกิดใหม่นั้นพบว่า BA ที่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด คือ BA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 4 มก./ล.  โดยให้จ านวนยอดเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 3 ยอดต่อชิ้นพืช ในขณะที่ KN และ
ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด (ตารางที่ 3-5) ส าหรับความยาวของยอดที่
เกิดใหม่พบว่า BA ที่มีผลต่อความยาวของยอดที่เกิดใหม่ คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 1 มก./ล.  ให้ความยาว
ยอดเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 1.8 ซม. ในขณะที่ KN และปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อความยาวของ
ยอดท่ีเกิดใหม ่(ตารางที่ 3-5) 
  ส าหรับจ านวนรากที่เกิดใหม่ ทั้ง BA KN และ ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อการ
เพ่ิมจ านวนของราก (ตารางท่ี 3-6) แต่ความยาวของรากท่ีเกิดใหม่พบว่า BA มีผลต่อความยาวของราก คือ BA 
ที่ระดับความเข้มข้น 1 มก./ล.  ซึ่งให้ความยาวรากเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2.4 ซม. ในขณะที่ KN และ
ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อการเพ่ิมความยาวของราก (ตารางที่ 4.2.2.4) ทั้งนี้ภาพรวมของการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับโคนของดอกดินเมืองกาญจน์ภายหลังการเพาะเลี้ยงนาน 4 สัปดาห์ แสดงในภาพที่   
3-18 

 



3-29 

 

  ดังนั้นใน 8 สัปดาห์ อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความ
เข้มข้น 4 มก./ล.  ชักน าให้เกิดยอดมากที่สุดเฉลี่ย 3 ยอดต่อชิ้นพืช ในขณะที่จ านวนรากที่เกิดใหม่นั้นทั้ง BA 
และ KN ไม่มีผลต่อการชักน าให้เกิดราก  
   
ตารางที่ 3-5 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของยอด (leafy-shoot) ที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้น
อ่อนดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับ
ความเข้มข้น 0 1 2 และ 4 มก./ล.  ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล.  เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนยอดใหม่ (ยอด) ความยาวยอดใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 1.6667 b 1.0344 b 
1 2.1667 b 1.8122 a 
2 2.5556 ab 1.6167 a 
4 3.2222 a 1.7744 a 

F-test * * 

KN 
0 2.3333 1.6231 
0.5 2.4772 1.4958 

F-test ns ns 

BA*KN 

0*0 1.5556 1.1078 
1*0 1.6667 1.7033 
2*0 3.0000 1.9922 
4*0 3.1111 1.6889 
0*0.5 1.7778 0.9611 
1*0.5 2.6667 1.9211 
2*0.5 2.1111 1.2411 
4*0.5 3.3333 1.8600 

F-test ns ns 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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ตารางที่ 3-6 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของรากที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้นอ่อนดอกดินเมือง
กาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 1 2 
และ 4 มก./ล.  ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล.  เป็นเวลา 8 สัปดาห์ 
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนรากใหม่ (ราก) ความยาวรากใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 4.0000 2.3389 a 
1 5.6111 2.4000 a 
2 5.1667 2.1944 a 
4 4.3889 1.6444 b 

F-test Ns * 

KN 
0 5.0278 2.1583 
0.5 4.5556 2.1306 

F-test Ns ns 

BA*KN 

0*0 4.2222 2.1889 
1*0 5.3333 2.2222 
2*0 6.3333 2.4778 
4*0 4.2222 1.7444 
0*0.5 3.7778 2.4889 
1*0.5 5.8889 2.5778 
2*0.5 4.0000 1.9111 
4*0.5 4.5556 1.5444 

F-test Ns ns 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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      (ก)                                      (ข)                                      (ค)                            
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                 (ง)                                     (จ)                                       (ฉ) 
ภาพที่ 3-18 การเปลี่ยนแปลงของต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยงโคนต้น
อ่อนบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ชุดควบคุม) (ก) และอาหารสูตร MS ที่เติม
สารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. (ข) 2 มก./ล. (ค) และ 4 มก./ล. (ง) และ
อาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. (จ) และอาหารสูตร 
MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้นของ BA 1 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 
มก./ล. (ฉ) BA 2 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ช) และ BA 4 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ซ) เป็นเวลา 
8 สัปดาห์ (bar = 1 ซม.) 
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                    (ช)                                      (ซ) 
ภาพที่ 3-18 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงของต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (C. candida) ที่เกิดขึ้นจากการเพาะเลี้ยง
โคนต้นอ่อนบนอาหารสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต (ชุดควบคุม) (ก) และอาหารสูตร MS 
ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ในระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. (ข) 2 มก./ล. (ค) และ 4 มก./ล. (ง) 
และอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. (จ) และอาหาร
สูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้นของ BA 1 มก./ล. ร่วมกับ KN 
0.5 มก./ล. (ฉ) BA 2 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ช) และ BA 4 มก./ล. ร่วมกับ KN 0.5 มก./ล. (ซ)   
เป็นเวลา 8 สัปดาห์ (bar = 1 ซม.) 
 

 หลังจากเพาะเลี้ยงบนสูตรอาหารข้างต้นเป็นเวลา 8 สัปดาห์และน าต้นอ่อนที่เกิดขึ้นใหม่ไป
เพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร MS ที่ปราศจากสารควบคุมการเจริญเติบโต เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ รวมเป็น
เวลา 12 สัปดาห์ในการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง พบว่าผลของสารควบคุมการเจริญเติบโตที่ใช้ในสูตรอาหาร
ต่าง ๆ ส่งผลต่อเนื่อง ในแต่ละความเข้มข้นของ BA และ KN มีผลในการชักน าให้เกิดจ านวนและความยาวของ
ยอด และรากรวมถึงจ านวนใบที่แตกต่างกัน  โดยชิ้นพืชที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีปัจจัยร่วมระหว่าง 
BA และ KN  มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับ
ความเข้มข้น 0 มก./ล. ให้จ านวนยอดเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 11 ยอดต่อชิ้นพืช ในขณะที่ ชิ้นพืชที่ผ่าน
การเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี BA และ KN เพียงชนิดเดียวไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของยอด (ตารางที่ 3-7)   
ส าหรับความยาวของยอดที่เกิดใหม่ของชิ้นพืชที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN 
มีผลต่อความยาวของยอดที่เกิดใหม่ คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 
มก./ล. ให้ความยาวยอดเฉลี่ยสูงสุดประมาณ 2.8 ซม. ในขณะที่ BA และ KN ไม่มีผลต่อความยาวของยอดที่
เกิดใหม่ (ตารางท่ี 3-7) 

  ส าหรับจ านวนรากที่เกิดใหม่นั้นพบว่า ชิ้นพืชที่ผ่านการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี BA และ
ปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN  มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของราก คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. ให้
จ านวนรากเกิดใหม่เฉลี่ยประมาณ 16 รากต่อชิ้นพืช และ BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่
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ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ให้จ านวนรากเกิดใหม่เฉลี่ยสูงสุดประมาณ 17 รากต่อชิ้นพืช ในขณะที่ KN 
เพียงอย่างเดียวไม่มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนของราก (ตารางที่ 3-8)   ส าหรับความยาวของรากที่เกิดใหม่ของชิ้น
พืชที่ผ่านการเพาะเลี้ยงบน BA นาน 8 สัปดาห์ก่อนที่จะเพาะเลี้ยงบนอาหาร MS นั้น มีผลต่อความยาวรากคือ 
BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 มก./ล. ให้ความยาวรากเกิดใหม่สูงสุดเฉลี่ย 4.8 ซม. ในขณะที่ KN และ ปัจจัยร่วม
ระหว่าง BA และ KN ไม่มีผลต่อความยาวรากเกิดใหม่ (ตารางที่ 3-8)   และส าหรับจ านวนใบที่เกิดขึ้นใหม่ ทั้ง 
BA  KN และปัจจัยร่วมระหว่าง BA และ KN มีผลต่อการเพ่ิมจ านวนใบ คือ BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. 
และ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. ให้จ านวนใบเกิดใหม่เฉลี่ยประมาณ 3 ใบต่อต้น  และ BA เข้มข้น 4 
มก./ล. ร่วมกับ KN เข้มข้น 0.5 มก./ล. ให้จ านวนใบเกิดใหม่เฉลี่ยประมาณ 4 ใบต่อต้น (ตารางท่ี 3-9)  
  ดังนั้นใน 12 สัปดาห์ของการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง สูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุม
การเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 2 หรือ 4 มก./ล. สามารถชักน าให้เกิดยอดใหม่ได้มากที่สุด แต่เมื่อ
พิจารณาถึงความยาวยอดที่ยาวมากที่สุดประกอบ จะพบว่า  สูตรอาหาร MS ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. และ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 มก./ล. เป็นสูตรอาหารที่ชัก
น าให้เกิดจ านวนยอดเฉลี่ย 8 ยอดต่อชิ้นพืช โดยยอดท่ีเกิดข้ึนมีความสูงเฉลี่ย 2.5 ซม.  ทั้งนี้ในเวลา 4 สัปดาห์
ที่เพาะเลี้ยงในอาหารวุ้นสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต พบว่ายอดที่เคยผ่านการเพาะเลี้ยงใน
อาหารที่เติมสามารควบคุมการเจริญเติบโตมาก่อนสามารถเกิดรากได้ โดยให้รากเฉลี่ยสูงสุด 17 รากต่อชิ้นพืช 
และรากมีความยาวเฉลี่ย 4 ซม.  โดยสรุปแล้วถ้าต้องการเพาะเลี้ยงดอกดินเมืองกาญจน์ให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ได้
จ านวนมากในหลอดทดลองควรใช้อาหารวุ้นสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความ
เข้มข้น 4 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์ และย้ายไปเพาะเลี้ยงต่อในอาหารวุ้นสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการ
เจริญเติบโตนาน 4 สัปดาห์ 
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ตารางท่ี 3-7 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของยอดที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้นอ่อนดอกดินเมือง
กาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 1 2 และ 
4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนยอดใหม่ (ยอด) ความยาวยอดใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 7.4440 2.3783 
1 8.3330 2.1461 
2 9.4440 1.9656 
4 9.556 2.2083 

F-test Ns ns 

KN 
0 8.6111 2.2394 
0.5 8.7778 2.1097 

F-test Ns ns 

BA*KN 

0*0 6.7778 b 2.8033 a 
1*0 6.3333 b 2.3156 bc 
2*0 10.4444 a 1.9400 c 
4*0 10.8889 a 1.8989 c 
0*0.5 8.1111 ab 1.9533 c 
1*0.5 10.3333 a 1.9767 c 
2*0.5 8.4444 ab 1.9911 c 
4*0.5 8.2222 ab 2.5178 ab 

F-test * * 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
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ตารางที่ 3-8 จ านวนเฉลี่ย ความยาวเฉลี่ย ของรากที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้นอ่อนดอกดินเมือง
กาญจน์ (C. candida) บนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
หลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 1 2 และ 
4 มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนรากใหม่ (ราก) ความยาวรากใหม่ (ซม.) 
เฉลี่ย เฉลี่ย 

BA 

0 9.3330 c 4.7556 a 
1 10.5560 c 3.7833 ab 
2 13.3330 b 3.2833 b 
4 15.7220 a 4.0056 ab 

F-test * * 

KN 
0 11.6111 3.8972 
0.5 12.8611 4.0167 

F-test Ns ns 

BA*KN 

0*0 8.5556 d 5.1444 
1*0 8.5556 d 3.1556 
2*0 14.7778 ab 3.7778 
4*0 14.5556 ab 3.5111 
0*0.5 10.1111 cd 4.3667 
1*0.5 12.5556 bc 4.4111 
2*0.5 11.8889 bc 2.7889 
4*0.5 16.8889 a 4.5000 

F-test * ns 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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ตารางที่ 3-9 จ านวนเฉลี่ยของใบที่เกิดใหม่จากการเพาะเลี้ยงโคนของต้นอ่อนดอกดินเมืองกาญจน์ (C. 
candida) บนอาหารสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ หลังจาก
เพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 0 1 2 และ 4 มก./ล. 
ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 0 และ 0.5 มก./ล. เป็นเวลา 8 สัปดาห์  
 

สารควบคุมการ
เจริญเติบโต 

ความเข้มข้น 
(มก./ล.) 

จ านวนเฉลี่ยของใบท่ีเกิด
ใหม่ (ใบ) 

BA 

0 2.3050 b 
1 2.3561 b 
2 2.5606 b 
4 2.8972 a 

F-test                          ns                                 * 

KN 
0 2.3547 b 
0.5 2.7047 a 

F-test                            ns                                * 

BA*KN 

0*0 2.2967 b 
1*0 2.3044 b 
2*0 2.6167 b 
4*0 2.2011 b 
0*0.5 2.3133 b 
1*0.5 2.4078 b 
2*0.5 2.5044 b 
4*0.5 3.5933 a 

F-test                            ns                                * 
หมายเหตุ : ค่าเฉลี่ยที่ตามด้วยอักษรเหมือนกัน มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
 

4.3  การวิเคราะห์ทางพันธุกรรม 
  การศึกษาวิเคราะห์พันธุกรรมในตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์และเอ้ืองดินถิ่นไทย โดย DNA 

barcode  
 ท าการสกัดตัวอย่างดีเอ็นเอต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida) จ านวน 9 ตัวอย่าง  

และดีเอ็นเอต้นเอ้ืองดินถิ่นไทย (Ipsea thailandica Seidenf.)  จ านวน 6 ตัวอย่าง ดังแสดงในตารางที่ 3-10  
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ตารางท่ี 3-10 ตัวอย่างและแหล่งที่มาของดอกดินเมืองกาญจน์ที่ใช้ในการศึกษา 
ตัวอย่าง ชื่อตัวอย่าง แหล่งที่มาของตัวอย่าง 
ดอกดินเมืองกาญจน์ C8 Tissue จาก ห้วยอูล่ง กาญจนบุรี ขวดที่ 8 
(Curcuma candida) C9 Tissue จาก ห้วยอูล่ง กาญจนบุรี ขวดที่ 9 
 C10 Tissue จาก ห้วยอูล่ง กาญจนบุรี ขวดที่ 10 
 C11 เขื่อนวชิราลงกรณ์ สังขละบุรี กาญจนบุรี (NNSB156) 
 C12 บ้านลิเจีย สังขละบุรี กาญจนบุรี (NNSB147) 
 C13 Tissue จาก บ้านลิเจีย สังขละบุรี กาญจนบุรี (FO-3) 
 C14 Tissue จาก บ้านลิเจีย สังขละบุรี กาญจนบุรี (FO-5) 
 C15 Tissue จาก บ้านลิเจีย สังขละบุรี กาญจนบุรี (FO-3) 
 C16 Tissue จาก บ้านลิเจีย สังขละบุรี กาญจนบุรี (FO-4) 
เอ้ืองดินถิ่นไทย 
(Ipsea thailandica Seidenf.) 

A1 
A2 
A3 

Tissue จาก ด่านเจดีย์สามองค์ กาญจนบุรี ขวดที่ 1 
Tissue จาก ด่านเจดีย์สามองค์ กาญจนบุรี ขวดที่ 2 
Tissue จาก ด่านเจดีย์สามองค์ กาญจนบุรี ขวดที่ 3 

 A4 พม่า (พิกัด: 15.304680/98.362113) 
 A5 พม่า (พิกัด: 15.306447/98.353460)  
 A6 พม่า (พิกัด: 15.295973/98.376298) 

 
ดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida) 
จากการวิเคราะห์ตัวอย่างดีเอ็นเอต้นดอกดินเมืองกาญจน์ (Curcuma candida) จ านวน 9 ตัวอย่าง  

ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน matK  rbcL  ITS2 และ psbA-trnH (ตารางที ่3-11)  
 
 ตารางท่ี 3-11 รายละเอียดของไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน matK  rbcL  ITS2 และ psbA-trnH 

Primer names 
 

Sequence (5’-3’) 
Ta Size 

(bp.) 
matK  matK472 F: CCCRTYCATCTGGAAATCTTGGTTC 55 800 
(Yu et al. 2011) matK1248 R: GCTRTRATAATGAGAAAGATTTCTGC    
rbcL rbcL F: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC  55 600 
(Kress et al. 2009) rbcL R: GTAAAATCAAGTCCACCRCG    
ITS2 ITSS2 F: ATGCGATACTTGGTGTGAAT 55 400 
(Gu et al. 2013) ITSS3  R: TCCTCCGCTTATTGATATGC   
psbA-trnH psbA-trnH F: ATTCACAATCCACTGCCT TG 60 500 
(Thomas 2009) psbA-trnH R: ATG GCT TTC AAC CTA AAT GG   
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พบว่ายีน matK ให้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 bp. (สามารถ amplify ได้ 5 ตัวอย่าง) ยีน rbcL 
ขนาด 600 bp. (8 ตัวอย่าง) ยีน psbA-trnH ขนาด 500 bp. (5 ตัวอย่าง) และยีน ITS2 มีขนาด 400 bp. (9 
ตัวอย่าง) (รูปที่ 3-19) ซึ่งทุกไพรเมอร์มีความจ าเพาะเจาะจงในตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์ จึงสามารถส่ง
วิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing หลังจากน า sequence ทั้ง 4 ยีน มาเปรียบเทียบกับข้อมูล 
nucleotide จากฐานข้อมูล (NCBI) พบว่า sequence จากยีน matK rbcL psbA-trnH  และ ITS2 มีความ
คล้ายกับ sequence จาก specieใน genus Curcuma หลายสปีชี่ส์ที่ Identity >99% นอกจากนี้พบว่าใน
ฐานข้อมูล NCBI มีข้อมูล sequence จากยีน  matK และ ITS2 อย่างละ 1 sequence เท่านั้น  

จากการวิเคราะห์ Neighbour-joining tree ของ ยีน matK (รูปที่ 3-20)  rbcL (รูปที่ 3-21)  ITS2 
(รูปที่ 3-22) และ psbA-trnH (รูปที่ 3-23) ที่ถูกสร้างจาก genetic distance พบว่า Phylogenetic tree 
ของ ITS2 และ psbA-trnH สามารถแยกกลุ่มตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์ ออกจากพืช-สปีชีส์ ในสกุล
เดียวกันได้อย่างชัดเจน แต่ Phylogenetic tree ของยีน matK และ rbcL นั้นไม่สามารถแยกกลุ่มตัวอย่าง
ดอกดินเมืองกาญน์ได ้

เมื่อค านวณค่าความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างและพืช-สปีชีส์ ในสกุลเดียวกันของ 
sequence matK  rbcL  ITS2 และ psbA-trnH โดยใช้โปรแกรม MEGA version 6 (Tamura et al. 2013) 
ด้วยสมการ K2P model และทดสอบความแตกต่างด้วย Wilcoxon 2-sample tests พบว่า ค่าความผันแปร
เฉลี่ยของล าดับนิวคลีโอไทด์ระหว่างชนิด (mean interspecific distance) และค่าความผันแปรเฉลี่ยของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ภายในชนิด (mean intraspecific distance) ของ ITS2 และ psbA-trnH นั้นมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

จากการวิเคราะห์ค่าความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์ และประเมินประสิทธิภาพของเครื่องหมายดี
เอ็นเอบาร์โค้ด matK rbcL ITS2 และ psbA-trnH และด้วยการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ในตัวอย่าง
ดอกดินเมืองกาญจน์ รวมถึงพืชในสกุลเดียวกัน ในเบื้องต้นพบว่า ส่วน ITS2 และ psbA-trnH เป็น barcode 
ที่มีประสิทธิภาพในการจ าแนกตัวอย่างตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์ ออกจากพืช-สปีชีส์ ในสกุลเดียวกันได้  
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รูปที่ 3-19 ตัวอย่างแถบดีเอ็นเอของต้นดอกดินเมืองกาญจน์จากการใช้ไพรเมอร์ยีน matK ขนาด 800 
bp., rbcL ขนาด 600 bp.,  ITS2 ขนาด 400 bp. และ psbA-trnH ขนาด 500 bp.  
 

 Curcuma rubrobracteata voucher JLS 73333

 Curcuma aeruginosa voucher JLS 84142

 Curcuma longa voucher JLS 73222

 Curcuma aeruginosa voucher JLS 71431

 Curcuma aromatica voucher JLS 71492

 Curcuma ochrorhiza voucher JLS 73348

 Curcuma xanthorrhiza voucher JLS 84182

 Curcuma montana voucher JLS 73479

 Curcuma montana voucher JLS 71484

 Curcuma zedoaria voucher JLS 84120

 Curcuma candida voucher JLS 606

 C12

 C10

 C9

 C11

 Curcuma angustifolia voucher JLS 73480

 C8

4

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

4

0

4

 

รูปที่ 3-20 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างดอกดินเมือง
กาญจน์ 5 ตัวอย่างและพืช- สปีชีส์อื่นๆ ในสกุลจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode matK 
 

psbA

C8  C9  C10 C11 C12

matK

C8   C9  C10  C11 C12

ITS2

C8   C9  C10  C11 C12

C8   C9  C10  C11 C12

rbcL
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 Curcuma aromatica voucher PS0534MT04

 Curcuma aromatica voucher PS0534MT03

 Curcuma aromatica voucher PS0534MT05

 Curcuma sichuanensis voucher DQY22

 Curcuma phaeocaulis voucher DQY29

 Curcuma chuanhuangjiang voucher DQY30

 Curcuma angustifolia voucher ZSD 02

 Curcuma aromatica voucher ZSD 03

 Curcuma leucorrhiza voucher ZSD 08

 Curcuma zedoaria voucher ZSD 10

 Curcuma neilgherrensis isolate TMP114

 Curcuma australasica isolate BATT810-10

 Curcuma longa voucher 126

 Curcuma longa voucher 360

 Curcuma longa voucher 361

 Curcuma amada isolate Z102

 Curcuma amada isolate Z112

 Curcuma amada isolate Z129

 Curcuma zedoaria isolate 465

 Curcuma zedoaria isolate 1517

 Curcuma zedoaria isolate 765

 C12

 C9

 C16

 C15

 C14

 C13

 C8

 C11

 C10

3

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

2

 

รูปที่ 3-21 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างดอกดินเมือง
กาญจน์ 8 ตัวอย่างและพืช- สปีชีส์อื่นๆ ในสกุลเดียวกันจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode rbcL 
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 Curcuma amada

 Curcuma longa voucher JLS 73222

 Curcuma amada1

 Curcuma pseudomontana voucher JLS 73402 clone 2

 Curcuma pseudomontana voucher JLS 73402 clone 1

 Curcuma attenuata voucher NMNH 1999127

 Curcuma roscoeana

 Curcuma roscoeana voucher JLS 7335

 Curcuma aeruginosa

 Curcuma caesia

 Curcuma aeruginosa voucher NMNH 2008019

 Curcuma attenuata voucher NMNH 2002160

 Curcuma caesia isolate Zn 58.4

 Curcuma longa voucher NMNH 2004089

 Curcuma mutabilis voucher JLS 84145 clone 2

 Curcuma mutabilis voucher JLS 84145 clone 3

 Curcuma flaviflora voucher NMNH 2009016

 Curcuma singularis voucher NMNH 1998195

 Curcuma ecomata

 Curcuma ecomata voucher JLS 73353

 Curcuma flaviflora

 Curcuma singularis voucher JLS 73343

 Curcuma singularis voucher MN 2413 18S

 C10

 C12

 C8

 C9

 Curcuma candida

 C11

 C16

 C13

 C14

 C1577

87

79

14

5

4

5

16

98

24

55

73

5599

75

43

35

69

40

61

14

10

65

44

54

38

58

27

7

10

 

รูปที่ 3-22 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างดอกดินเมือง
กาญจน์ 9 ตัวอย่างและพืช- สปีชีส์อื่นๆ ในสกุลเดียวกันจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode ITS2 
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 Curcuma phaeocaulis isolate A5

 Curcuma cordata voucher NMNH 2000054

 Curcuma zedoaria voucher ZSD10

 Curcuma wenyujin isolate D11

 Curcuma glans voucher NMNH 1998206

 Curcuma kwangsiensis isolate A11

 Curcuma cordata voucher NMNH 1998181

 Curcuma caesia voucher ZSD04

 Curcuma attenuata voucher NMNH 99-127

 Curcuma codonantha

 Curcuma comosa

 Curcuma latifolia

 Curcuma longa voucher DQY5

 Curcuma aromatica voucher PS0531MT05

 Curcuma kwangsiensis voucher PS0520MT02

 Curcuma kwangsiensis voucher PS0520MT01

 Curcuma longa voucher DQY8

 Curcuma zedoaria

 Curcuma singularis

 C8

 C9

 C12

 C11

 C1012

10

55

100

88

5

0

0

0

0

0

0

0

0
3

4

4

0

0

0

0

 

รูปที่ 3-23 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างดอกดินเมือง
กาญจน์ 5 ตัวอย่างและพืช- สปีชีส์อ่ืนๆ ในสกุลเดียวกันจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode psbA-
trnH 
 

เอื้องดินถิ่นไทย  (Ipsea thailandica Seidenf.) 

จากการวิเคราะห์ตัวอย่างดีเอ็นเอต้นเอ้ืองดินถิ่นไทย ( Ipsea thailandica Seidenf.) จ านวน 6 
ตัวอย่าง ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ที่จ าเพาะต่อยีน matK และ rbcL (ตารางที่ 4.3.1) พบว่ายีน matK 
ให้แถบดีเอ็นเอ ขนาดประมาณ 800 bp. ใน 4 ตัวอย่าง และยีน rbcL ขนาด 700 bp. ใน 5 ตัวอย่างเท่านั้น 
(รูปที่ 3-24) ซึ่งไพรเมอร์ matK และ rbcL มีความจ าเพาะเจาะจงในตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยโดยแสดงแถบดี
เอ็นเอเพียง 1 แบน จึงสามารถส่งวิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยวิธี direct sequencing หลังจากน า sequence 
ทั้ง 2 ยีน มาเปรียบเทียบกับข้อมูล nucleotide จากฐานข้อมูล (NCBI) นั้นไม่พบ sequence ของยีน matK 
และ rbcLจาก genus Ipsea  ในฐานข้อมูล NCBI 
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 จากการเปรียบเทียบพบว่า sequence จากยีน matK ของตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยเหมือนกับ 
sequence จากตัวอย่างของ genus Coelogyne, genus Otochilus และgenus Dendrobium ที่ 93% 
และgenus Bulbophyllum (Identity=92%)  

ส่วน sequence ของยีน rbcL นั้นเหมือนกับ sequence จากตัวอย่างของ genus Calanthe, 
genus  Bothriochilus และ genus Coelia (Identity=98%) และเหมือนกับ genus Spathoglottis , 
genus Dendrobium และ genus Cymbidium (Identity=97%) ซึ่งจากการเปรียบเทียบ นั้นไม่พบ 
sequence ของยีน matK และ rbcLจาก genus Ipsea  ในฐานข้อมูล NCBI 

จากการวิเคราะห์ Neighbour-joining tree จากยีน ของ matK  ที่ถูกสร้างจาก genetic distance 
โดยการเปรียบเทียบกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยจ านวน 4 ตัวอย่าง กับตัวอย่างที่ได้จาก
ฐานข้อมูล NCBI พบว่า Phylogenetic tree ของ matK (รูปที่ 3-25) แยกออกเป็น 2 กลุ่มโดยตัวอย่างเอ้ือง
ดินถิ่นไทยอยู่ในกลุ่มกับตัวอย่างจาก gens Dendrobium  และนอกจากนี้สามารถแยกกลุ่มตัวอย่างเอ้ืองดิน
ถิ่นไทยออกจากตัวอย่างใน gens Dendrobium  ได้อย่างชัดเจน 

ส าหรับ Phylogenetic tree ของ rbcL (รูปที่ 3-26) จากตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยจ านวน 5 ตัวอย่าง
พบว่าไม่สามารถแยกกลุ่มตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยออกจาก genus อ่ืนได้เลย 

 
สรุปผลการวิจัย 

จากการเปรียบเทียบ sequence จากยีน matK และ rbcL กับฐานข้อมูล NCBI นั้นไม่พบตัวอย่างที่
อยู่ใน genus เดียวกับเอ้ืองดินถิ่นไทย เนื่องจากยังไม่มีข้อมูลของเอ้ืองดินถิ่นไทยและ species อ่ืนๆของ 
genus Ipsea  ในฐานข้อมูล  

จากการวิเคราะห์ค่าความผันแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์ และประเมินประสิทธิภาพของเครื่องหมายดี
เอ็นเอบาร์โค้ด matK และ rbcL ด้วยการวิเคราะห์ Phylogenetic tree ในตัวอย่างเอ้ืองดินถิ่นไทยรวมถึงพืช
ในสกุลอ่ืน พบว่า DNA barcode matK นั้นสามารถจ าแนกตัวอย่างเอ้ืองดินออกจากพืชในสกุลอ่ืนได้อย่าง
ชัดเจน ในขณะที่ DNA barcode rbcL ไม่สามารถจ าแนกได้ ดังนั้นในเบื้องต้น DNA barcode matK นั้น
สามารถน าไปประยุต์ใช้ในการจ าแนกพืช genus Ipsea   ออกจากพืชในสกุลอ่ืนได้ ส าหรับการจ าแนกพืชใน 
genus Ipsea  นั้นต้องศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเปรียบเทียบกับ sequence จากยีน matK จาก speciesใน 
genus Ipsea ต่อไป 
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รูปที่ 3-24 ตัวอย่างแถบดีเอ็นเอของต้นเอ้ืองดินถิ่นไทยจากการใช้ไพรเมอร์ยีน matK ขนาด 800 bp. 
และ rbcL ขนาด 700 bp.  
 
 
 

 
 A3 MatK

 A4 matK

 A2 MatK

 A1 MatK

 Dendrobium salaccense voucher Jin X-H 7760

 Dendrobium salaccense voucher Jin X-H 9284

 Coelogyne viscosa maturase

 Coelogyne quadratiloba voucher SBB-0312

 Coelogyne graminifolia voucher AUS SGLD-MO20

 Otochilus sp. SBB-0587

 Otochilus sp. SBB-0632

99

20

17

99

100

67

54

37

 
 
 
รูปที่ 3-25 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างเอ้ืองดิน
ถิ่นไทย 4 ตัวอย่าง และพืชใน genus อ่ืนๆจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode matK 
 

    A1     A2     A3 

   A1       A2       A3 

   matK 

rbcL 

   Ipsea 
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 Bothriochilus bellus

 Dendrobium aggregatum

 Spathoglottis vanoverberghii

 Dendrobium affine

 Calanthe alpina voucher Jin XH 7042

 Spathoglottis plicata cultivar Alba

 Spathoglottis plicata

 Calanthe tricarinata voucher SET-ET

 Cymbidium madidum isolate D2012

 Coelia macrostachya specimen-voucher MWC817

 A2 rbcL

 A3 rbcL

 A5 rbcL

 A1 rbcL

 A4 rbcL

62

20

17

24

89

7

9

7

7

0

0

15

 
รูปที่ 3-26 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ตัวอย่างเอ้ืองดิน
ถิ่นไทย 5 ตัวอย่าง และพืช genus อ่ืนๆจากฐานข้อมูล (NCBI) โดยใช้ DNA barcode rbcL 

 
การวิเคราะห์พันธุกรรมของดอกดินเมืองกาญจน์ โดยใช้เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ 
 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาจากกระชายสยาม ซึ่งเป็นพืชในวงศ์ขิง (Zingiberaceae) 
เช่นเดียวกับดอกดินเมืองกาญจน์ ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ดอกดินเมืองกาญจน์ เบื้องต้นจากการวิเคราะห์โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ จ านวน 58 คู่
ไพรเมอร์ พบว่า 5 คู่ไพรเมอร์ (8.6%) BS5, BS24, BS65, BS76, และ BS59 แสดงความแตกต่างทาง
พันธุกรรมในกลุ่มตัวอย่างที่ท าการวิเคราะห์ทั้ง (รูปที่ 3-27) ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ทั้ง 5 
คู่ นั้นถูกน ามาท าการวิเคราะห์ความหลากหลายทานพันธุกรรมของดอกดินเมืองกาญจน์ ทั้ง 9 ตัวอย่าง พบว่า 
ค่า expect heterozygosity (0.543) สูงกว่าค่า observed heterozygosity (0.511) เล็กน้อย แสดงถึงการ
เกิดภาวะ inbreeding ขึ้นในกลุ่มประชากรศึกษา อย่างไรก็ตามจากข้อจ ากัดในจ านวนตัวอย่าง รวมถึงความ
หลากหลายของตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาวิเคราะห์ อาจมีผลต่อความความถูกต้องแม่นย าของการศึกษาในครั้ง
นี้ 

   Ipsea 
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ภาพที่ 3-27 ตัวอย่างผลการวิเคราะห์พันธุกรรมตัวอย่างดอกดินเมืองกาญจน์ทั้ง 9 ตัวอย่าง โดยเครื่องหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาจากกระชายสยาม 
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5. อภิปรายและวิจารณ์ผล 

 5.1 เอื้องดินถิ่นไทย 

จากการศึกษาการขยายพันธุ์ เ อ้ืองดินถิ่นในหลอดทดลองโดยใช้ตายอดเลี้ยงในอาหารเหลว 
1/2MS,MS และ VW ร่วมกับสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซิน (NAA) พบว่า ตายอดส่วนใหญ่ที่ได้จาก
การทดลองเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาล และบางส่วนถูกชักน าให้เกิดเป็นยอดขึ้น เนื่องจากตายอดของพืชทุกชนิดนั้น
จะมีฮอร์โมนประเภทออกซินอยู่บริเวณตายอดอยู่แล้ว และการที่ใส่สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มของออก
ซินลงไปในอาหารจึงท าให้ชิ้นส่วนพืชได้รับสารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มออกซินมากเกินไป ส่งผลให้เกิดการ
ยับยั้งการเจริญเติบโตของชิ้นส่วนพืชและท าให้ชิ้นส่วนพืชไม่สามารถเจริญเติบโตและตายลง ผลการทดลอง
ดังกล่าวท าให้ทราบว่า สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกซิน (NAA) ไม่เหมาะที่จะน ามาเพ่ิมจ านวนโปร
โตคอร์มจากตายอดในเอ้ืองดินถิ่นไทย  

 5.2 ดอกดินเมืองกาญจน์ 
 ในการศึกษาครั้งนี้มีการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโทไคนิน 2 ชนิดร่วมกันทั้ง BA และ KN 
เนื่องจากดอกดินเมืองกาญจน์เคยถูกจัดอยู่ในสกุลเปราะ (Kaempferia) ซึ่ง Kochuthressia และคณะ 
(2012) ได้รายงานว่าการใช้อาหารวุ้นสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 2 
มก./ล. ร่วมกับ KN ที่ระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. เพาะเลี้ยง Kaempferia galangal L. เป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ สามารถชักน าให้ K. galangal เกิดจ านวนยอดได้มากที่สุดเฉลี่ย 11 ยอดต่อชิ้นพืช โดยยอดที่เกิดขึ้นมี
ความยาวยอดเฉลี่ย 6.1 ซม. และจ านวนรากเฉลี่ย 12 รากต่อชิ้นพืช ซึ่งแตกต่างจากการเพาะเลี้ยงดอกดิน
เมืองกาญจน์ที่พบว่าในระยะเวลา 4 สัปดาห์ภายหลังการเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง อาหารสูตร MS ที่เติมสาร
ควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. ชักน าให้เกิดยอดมากที่สุดเฉลี่ย 2 ยอดต่อชิ้นพืช 
เท่านั้น ขณะที่จ านวนรากที่เกิดใหม่นั้น BA ที่ระดับความเข้มข้น 1 มก./ล. ชักน าให้เกิดรากมากที่สุดเฉลี่ย 2 
รากต่อชิ้นพืช และเนื่องจากดอกดินเมืองกาญจน์ถูกย้ายสกุลมาอยู่ในสกุลขมิ้น (Curcuma) ดังนั้นการ
เพาะเลี้ยงพืชบางชนิดในสกุลนี้มีการใช้สารควบคุมการเจริญเติบโตกลุ่มไซโทไนนิน เช่น BA และ TDZ โดยถ้า
ใช้ BA เข้มข้น 5 มก./ล. เป็นเวลา 4 สัปดาห์ สามารถชักน าให้ Curcuma aromatic Salsb. เกิดยอดใหม่ได้ 
3 ยอดต่อชิ้นพืช (Nayak, 2000) ซึ่งจ านวนยอดท่ีเกิดข้ึนนี้ใกล้เคียงกับดอกดินเมืองกาญจน์  เนื่องจากมีการใช้ 
TDZ ในการเพ่ิมปริมาณพืชในสกุลขมิ้นบางชนิดเช่น Curcuma longa L. (Prathanturarug et al., 2004) 
และ Curcuma comosa Roxb. (Lo-apirukkul et al., 2012) พบว่าหลังจากเพาะเลี้ยงบนอาหารสูตร MS 
ที่มี TDZ เข้มข้น 5 และ 4 มก./ล. นาน 8 สัปดาห์ ชิ้นพืชเกิดยอดใหม่ 7 และ 12 ยอด/ชิ้นพืช ตามล าดับ ซึ่ง
ยอดที่เกิดขึ้นมากกว่าการใช้ BA เข้มข้น 2-4 มก./ล. เพาะเลี้ยงดอกดินเมืองกาญจน์ (2-3 ยอด/ชิ้นพืช) 
อย่างไรก็ตามเมื่อน าดอกดินเมืองกาญจน์ที่ผ่านการเพาะเลี้ยงบนสารควบคุมการเจริญเติบโตไปเพาะเลี้ยงต่อ
บนอาหารวุ้นสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตเป็นเวลา 4 สัปดาห์ พบว่าจ านวนยอดต่อชิ้นพืช
เพ่ิมข้ึนเป็นประมาณ 10 ยอด/ชิ้นพืช โดยได้ต้นที่สมบูรณ์พร้อมจะน าออกอนุบาลภายนอกหลอดทดลองต่อไป 
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6. สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  
  
 6.1 เอื้องดินถิ่นไทย 
 การขยายพันธุ์เอ้ืองดินถิ่นไทยในหลอดทดลอง ท าการตัดตายอดเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร 1/2MS จน
เกิดเป็นต้นอ่อน จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้นสูตร 1/2MS เพ่ือให้เกิดต้นอ่อนที่สมบูรณ์ เมื่อต้นสูงจาก
โคนถึงปลายใบ ประมาณ 15 เซนติเมตร ตัดให้เหลือโคน ประมาณ 3 เซนติเมตร แล้วเพาะเลี้ยงบนอาหารวุ้น
สูตร 1/2MS ที่เติม BA 2 มก./ล. พบว่าในเวลา 3 เดือน จะได้ยอดเพ่ิมข้ึน ประมาณ 1-2 ยอด/ชิ้นส่วน  
 6.2 ดอกดินเมืองกาญจน์ 

โดยสรุปแล้วถ้าต้องการเพาะเลี้ยงดอกดินเมืองกาญจน์ให้เกิดต้นที่สมบูรณ์ได้จ านวนมากในหลอด
ทดลองควรใช้อาหารวุ้นสูตร MS ที่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโต BA ที่ระดับความเข้มข้น 4 มก./ล. เป็น
เวลา 8 สัปดาห์ และย้ายไปเพาะเลี้ยงต่อในอาหารวุ้นสูตร MS ที่ไม่เติมสารควบคุมการเจริญเติบโตนาน 4 
สัปดาห์ อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยงดอกดินเมืองกาญจน์ในอาหารที่มีสารควบคุมการเจริญเติบโต TDZ เป็น
งานวิจัยที่ควรน ามาศึกษาเปรียบเทียบต่อไป 
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