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บทคัดยอภาษาไทย 
 

ปจจุบันมีการสงเสริมใหมีการใชผลิตภัณฑสมุนไพรในการรักษาโรค เพ่ือทดแทนยาแผนปจจุบัน เปน

การลดการนําเขายาจากตางประเทศ และเพ่ิมรายไดใหกับทองถ่ินใหมากท่ีสุดเทาท่ีจะเปนไปได อยางไรก็ตาม 

จากปญหาของสมุนไพรตางชนิดท่ีเรียกชื่อเหมือนกันแตมีสรรพคุณแตกตางกันเปนจํานวนมากทําใหมีความ

สับสนในการนําพืชสมุนไพรเหลานั้นมาใชประโยชน ซ่ึงอาจเกิดผลเสียแกผูบริโภคได ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งท่ี

จะตองทําการศึกษาเอกลักษณระดับโมเลกุลโดยการใชเครื่องหมายโมเลกุล  เพ่ือการอนุรักษพันธุกรรมของพืช

สมุนไพร พืชถ่ินเดียว พืชหายากและพืชใกลสูญพันธุของประเทศไทย เพ่ือสรางความเขาใจอยางถูกตอง และ

สรางจิตสํานึกในการอนุรักษ และมีการถายทอดภูมิปญญา เพ่ือการใชประโยชนอยางเปนระบบ และเพ่ือใหได

ขอมูลท่ีถูกตองตามหลักพฤกษศาสตร ซ่ึงจะเปนประโยชนในการจัดการและวางนโยบายการพัฒนาการใช

ทรัพยากรและสิ่งแวดลอมอยางยั่งยืน นอกจากนี้แลวเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาข้ึนนั้น ยังเปนเครื่องมือท่ีมี

ประสิทธิภาพตอการนํามาประยุกตใชเพ่ือการวิเคราะหชนิดและความถูกตองของสมุนไพรท่ีนํามาใชเปน

สวนประกอบหลักของตํารับยาตาง ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพอีกดวย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนา

เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท และ ดีเอ็นเอบารโคด  เพ่ือนําไปใชในการศึกษาเอกลักษณระดับ

โมเลกุลโดยใชเทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช และศึกษาความเปนไป

ไดและประสิทธิภาพของการประยุกตใชเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาข้ึนในการตรวจสอบชนิดและความถูกตอง

ของพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชในการผลิตยาสมุนไพร โดยในงานวิจัยนี้ศึกษาพืช 5 ชนิด ไดแก ธนนไชย เทียนนาง

คาร หญานางแดงหรือขยัน ปุดเดือน และเปราะราศี ท้ังนี้เนื่องจากจํานวนตัวอยางพืชมีนอย และมีความ

หลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา อาจเนื่องมาจากพืชเหลานี้เปนพืชหายาก และ/หรือเปนพืชถ่ินเดียวท่ีมีการ

กระจายตัวอยูในบริเวณท่ีจํากัด ดังนั้น ภาวการณผสมพันธุแบบ inbreeding จึงเกิดข้ึนไดสูงมากในกลุม

ประชากรพืชเหลานี้ เม่ือทําการวิเคราะหโดยใชเครื่องหมายโมเลกุล ไมโครแซทเทลไลท ทําใหพบวามี

เครื่องหมายท่ีแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมจํานวนไมมากนัก จึงไดทําการนําเครื่องหมายดีเอ็นเอ

บารโคด ไดแก matK rbcL และ ITS2 เขามาใชในการศึกษาวิจัยของโครงการเพ่ิมเติม เพ่ือจําแนกชนิดของพืช

ท้ัง 5 ชนิดนี้ พบวา ดีเอ็นเอบารโคดสามารถจําแนกพืชท้ัง 5 ชนิด ไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากผลการ

วิเคราะหลําดับเบสในบริเวณยีนท่ีเลือกมาใชนั้นมีความแตกตางจากพืชชนิดอ่ืนโดยสิ้นเชิง ดังนั้นจึงมี

ความจําเพาะสูงมากกับชนิดของพืชท่ีใชตรวจสอบ 

 

 

คําสําคัญ: ลายพิมพดีเอ็นเอ ดีเอ็นเอบารโคด พืชสมุนไพร พืชอาหาร พืชถ่ินเดียว พืชหายาก พืชใกลสูญพันธุ 

คลังดีเอ็นเอของจีโนม เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 
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บทคัดยอภาษาอังกฤษ (Abstract) 
 

  Currently, products from medicinal plants have been promoted for disease 

treatment to replace and reduce the amount of imported modern drugs. Additionally, this 

strategy can significantly increase revenue for locals. However, there are still the problems 

of different types of herbs having the same common name but different properties, leading 

to confusion in the use that might affect to the customers. Therefore, it is necessary to 

identify molecular markers for genetic conservation of endemic plants and endangered 

plants of Thailand. This helps to create awareness on conservation and knowledge transfer 

to set up the sustainable exploitation system with the accurate information on botanical 

principles. This will be also practical for environmental policy and sustainable management 

of natural resources. Moreover, the molecular marker is also a powerful tool for 

identification of the accurate medicinal plants that will be used as components of 

traditional herb medicinal recipe as well. This research aims to develop a system for 

medicinal plant identification based on microsatellite markers and DNA barcoding. These 

markers will be used for plant genetic diversity analysis and concerned for the feasibility of 

potential applications in identification of accurate plants used for medicinal products. In this 

research, five selected plants, Buchanania siamensis Miq., Impatien skerriae Craib, Bauhinia 

strycnifolia Craib, Hedychium longicornutum Griff. ex Baker, and Kaempferia larsenii Sirirugsa 

have been concerned. These five selected plants are rare and/or endemic species which 

may particularly have frequently narrow ecological niches, small distributional ranges and 

close inbreeding.  Accordingly, just small amount of microsatellite markers developed in this 

study could display significant polymorphism. Thus, DNA barcode including matK, rbcL and 

ITS2 were then tested for discrimination of these 5 plant species. As a result, all matK, rbcL 

and ITS2 regions showed the effectiveness in the discrimination of the species tested from 

their related species. Nucleotide sequences of these barcode DNA regions could reveal 

polymorphisms at interspecific level. 

 

Key words: DNA fingerprint, DNA barcoding, medicinal plant, edible plant, endemic plant, 
rare plant, threatened genomic DNA library, microsatellite marker 
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NS   หมายถึง  Non specific PCR products 
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1. บทนํา 
 

1.1 หลักการเหตุผลและระบุสาเหตุท่ีตองดําเนินการวิจัย 
ปจจุบันมีการสงเสริมใหมีการใชผลิตภัณฑสมุนไพรในการรักษาโรค เพ่ือทดแทนยาแผนปจจุบัน เปน

การลดการนําเขายาจากตางประเทศ และเพ่ิมรายไดใหกับทองถ่ินใหมากท่ีสุดเทาท่ีจะเปนไปได โดยถือเปน
วาระแหงชาติ ท้ังนี้จากรางคูมือการใชยาจากสมุนไพรในบัญชียาหลักแหงชาติ พ.ศ. 2554 ซ่ึงกําหนดตัวยาท่ี
อยูในตํารับยาจํานวน 247 ชนิด และเนื่องจากการท่ีพบวา มีสมุนไพรตางชนิดท่ีเรียกชื่อเหมือนกันแตมี
สรรพคุณแตกตางกันเปนจํานวนมากทําใหมีความสับสนในการนําพืชสมุนไพรเหลานั้นมาใชประโยชน ซ่ึงอาจ
เกิดผลเสียแกผูบริโภคได ดังนั้น จึงจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองทําการศึกษาเอกลักษณระดับโมเลกุลโดยการใช
เครื่องหมายโมเลกุล  เพ่ือการอนุรักษพันธุกรรมของพืชสมุนไพร พืชถ่ินเดียว พืชหายากและพืชใกลสูญพันธุ
ของประเทศไทย เพ่ือสรางความเขาใจอยางถูกตอง และสรางจิตสํานึกในการอนุรักษ และมีการถายทอดภูมิ
ปญญา เพ่ือการใชประโยชนอยางเปนระบบ และเพ่ือใหไดขอมูลท่ีถูกตองตามหลักพฤกษศาสตร ซ่ึงจะเปน
ประโยชนในการจัดการและวางนโยบายการพัฒนาการใชทรัพยากรและสิ่งแวดลอมอยางยั่งยืน นอกจากนี้แลว 
เครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาข้ึนนั้น ยังเปนเครื่องมือท่ีมีประสิทธิภาพตอการนํามาประยุกตใชเพ่ือการวิเคราะห
ชนิดและความถูกตองของสมุนไพรท่ีนําใชเปนสวนประกอบหลักของตํารับยาตาง ๆ ไดอยางมีประสิทธิภาพอีก
ดวย 

 
1.2 วัตถุประสงค 

1) เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทท่ีจําเพาะตอพืช 5 ชนิด ไดแก ธนนไชย เทียนนาง-
คาร หญานางแดงหรือขยัน ปุดเดือน และ เปราะราศี  

2) เพ่ือศึกษาเอกลักษณระดับโมเลกุลของพืชท้ัง 5 ชนิดโดยใชเทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ 
3) เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชท้ัง 5 ชนิด 
4) เพ่ือศึกษาความเปนไปไดและประสิทธิภาพของการประยุกตใชเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท

ท่ีพัฒนาข้ึนในการตรวจสอบชนิดและความถูกตองของพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชในการผลิตยาสมุนไพร 
 

2. การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

 

ประเทศไทยเปนประเทศในเขตรอนท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพ โดยเฉพาะพันธุพืชเปนจํานวน
มาก จากการสํารวจเบื้องตนพบพืชสมุนไพร พืชถ่ินเดียว พืชหายากและพืชใกลสูญพันธุ ของประเทศไทยเปน
จํานวนมากท่ียังไมเปนท่ีรูจัก และยังไมมีการศึกษาวิจัยเอกลักษณระดับโมเลกุลและอนุรักษพันธุกรรม ดังนั้น 
จึงจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองดําเนินการเพ่ือประโยชนท้ังในดานการอนุรักษและการประยุกตใชในดานอ่ืน ๆ 
ตอไป ซ่ึงปจจุบันเทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker technology) เปนเทคนิคทางพันธุ
ศาสตรระดับโมเลกุล (Molecular genetics) ท่ีเขามามีบทบาทสําคัญในการศึกษาทางดานพันธุกรรมใน
สิ่งมีชีวิตทุกชนิด รวมถึงการศึกษาวิจัยท้ังทางดานการเกษตร การแพทย และงานดานการอนุรักษ การคัดเลือก
ปรับปรุงและพัฒนาสายพันธุพืชและสัตว (Semagn et al., 2006, Hubert และ Hedgecock, 2004, Sekin 
และ Hara, 2007) จากขอมูลงานวิจัย พบวามีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลข้ึนหลากหลายชนิด และการ
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นําไปประยุกตใชนั้นก็แตกตางกันข้ึนอยูกับความเหมาะสมของเครื่องหมายแตละชนิดและลักษณะของงานวิจัย 
อยางไรก็ตาม เครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท หรือ เอสเอสอาร (Microsatellite or SSR: Simple 
Sequence Repeat) เปนชนิดท่ีไดรับความนิยมและมีการนํามาประยุกตใชอยางแพรหลาย (Varshney et al., 
2005) โดยเฉพาะอยางยิ่งในการวิเคราะหการถายทอดรวมทางพันธุกรรม และความหลากหลายทางพันธุกรรม
ของสิ่งมีชีวิตตาง ๆ  

ไมโครแซทเทลไลท คือ บริเวณของเสนดีเอ็นเอท่ีมีลําดับเบสซํ้าเปนยูนิตจํานวน 2-6 เบส เชน (AG)n, 
(GCT)n, (ATGC)n, (CAGGC)n เปนตน (Tautz et al., 1986 และ Morgante et al., 2002) โดยท่ี n เปน
จํานวนซํ้าตั้งแต 4 ซํ้าไปจนถึงหลายสิบซํ้า โดยการเรียงตัวของลําดับเบสซํ้านี้อาจเกิดจากการแทรก หรือการ
แทนท่ีของลําดับเบสท่ีไมใชลําดับเบสซํ้า แลวทําใหเกิดลําดับเบสซํ้าเรียงตัวกันซ่ึงอาจจะเกิดจากการทํางานท่ี
ผิดพลาดของเอ็นไซม DNA polymerase ในบริเวณลําดับเบสซํ้าระหวางกระบวนการจําลองดีเอ็นเอ ท่ีเรียกวา 
DNA replication (Levinson et al., 1987) เกิดจาก retrotransposition (Nadir et al., 1996) หรือ 
unequal crossing over (Richard และ Paques, 2000) ไมโครแซทเทลไลทจะกระจายอยูท่ัวท้ังจีโนม โดย
ปกติพบในพืช ทุกๆ 29 kb ถึง 50 kb (Morgante และ Olivieri, 1993, Wang et al., 1994) และไมโครแซท
เทลไลทแบบซํ้าท่ีมีสองเบส (di nucleotide repeat) จะพบไดบอยครั้งท่ีสุด (Varshney et al., 2000) ในพืช 
di nucleotide repeat แบบ AT, GA และ GT พบมากท่ีสุด (Gupta et al., 2000, Morgante et al., 2002) 
ในขณะท่ี tri nucleotide repeat แบบ AAG และ AAT motifs พบมากท่ีสุด (Morgante และ Olivieri et 
al., 1993, Gupta et al., 1996). นอกจากนี้ จํานวนซํ้าของไมโครแซทเทลไลทท่ีตําแหนงเดียวกันของจีโนมนั้น 
ทําใหเกิดความแตกตาง (Polymorphism) ระหวางจีโนไทป (Lagercrantz et al., 1993) ซ่ึงสามารถตรวจได
ดวยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอท่ีมีไมโครแซทเทลไลทนั้นอยู ดวยปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR: 
Polymerase Chain Reaction) โดยอาศัยไพรเมอรชนิดไมโครแซทเทลไลทท่ีออกแบบจากบริเวณท่ีครอบคลุม
บริเวณสวนหัวและทายของไมโครแซทเทลไลท (Abdelkrim et al., 2009) ดังนั้น ไพรเมอรแตละคูจะสามารถ
ตรวจสอบไมโครแซทเทลไลทในตําแหนงท่ีจําเพาะ (Locus-specific marker)  

เครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท มีขอดีคือ สามารถแสดงจีโนไทปแบบขมรวม 
(codominant) ให polymorphism สูงระหวางจีโนไทป สามารถนํามาใชในสิ่งมีชีวิตท่ีมีความใกลเคียงกัน 
(transferability) และยังใหผลเหมือนเดิมเม่ือทําซํ้า (reproducibility) นอกจากนี้ เปนการงายในการนํามาใช
เพ่ือศึกษาขอมูลพันธุกรรมเพราะใชเพียงเทคนิค PCR (Gupta และ Varshney, 2000 และ Butcher et al., 
2000) แตอยางไรก็ตาม การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทนั้นยังมีคาใชจายท่ีสูงมาก (Li et al., 
2001) 

ในปจจุบันวิธีท่ีนิยมใชในการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทคือ การวิเคราะหหาไม-
โครแซทเทลไลทจากฐานขอมูลท้ังท่ีเปน genomic DNA และ cDNA หรือ gene และออกแบบไพรเมอรดวย 
โปรแกรมตาง ๆ (Tangphatsornruang et al., 2008 ) เชน WebSat-web tools (Martins  et al., 2009) 
วิธีนี้นั้นรวดเร็ว และประหยัด (Zhan et al., 2009) แตมีขอจํากัดในสิ่งมีชีวิตท่ีไมมีฐานขอมูล (Varshney et 
al., 2005) ดังนั้น ในกรณีของสิ่งมีชีวิตท่ีมีขอมูลทางพันธุกรรมนอยหรือไมมี เชน พืชสมุนไพร พืชถ่ินเดียว พืช
หายาก และพืชใกลสูญพันธุของประเทศไทย วิธีการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทดวยการ
สรางคลังดีเอ็นเอของจีโนมแบบ enriched (enriched libraries) จึงเปนวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุด ขอดีคือ พบไมโค
รแซทเทลไลทเปนจํานวนมาก (Zane et al., 2002 และ Nunome et al., 2006) แมวาจะมีการซํ้าของไมโค
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รแซทเทลไลทท่ีเหมือนกันเปนจํานวนมาก และมีคาใชจายสูง (Squirrell et al., 2003 และ Burns et al., 
2001) 
 

3. ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

 

1. สํารวจและเก็บตัวอยางในบริเวณพ้ืนท่ีศึกษา (โดยอาศัยขอมูลท่ีไดจากโครงการยอยท่ี 1) 
            สํารวจโดยการจดบันทึกลักษณะวิสัย (habit) และสภาพทางนิเวศวิทยาของพ้ืนท่ีท่ีพืชสมุนไพร พืช
อาหาร พืชถ่ินเดียว และพืชหายากใกลสูญพันธุของประเทศไทยอาศัยอยู เก็บตัวอยางใบออนของพืชเพ่ือสง
วิเคราะหในหองปฏิบัติการ 

2. สรางคลังดีเอ็นเอของจีโนมท่ีมี microsatellite 
 สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางใบพืช ตัดชิ้นดีเอ็นเอตั้งตนดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ AluI, HaeIII และ AfaI 

โดยตัดใน tube แยกกัน และทําความสะอาดดีเอ็นเอท่ีถูกตัดดวย Wizard SV Gel and PCR Clean-Up 
System ทําการติด double strand adapters เขาท่ีปลายท้ังสองขางของชิ้นดีเอ็นเอ จากนั้นนําตัวอยางดีเอ็น
เอดังกลาวมาใชในการ Hybridization กับดีเอ็นเอโพรบซ่ึงเปนเสนดีเอ็นเอท่ีมีเบสซํ้าๆ (เชน AC12, AT12, 
CTT8)  ตามดวยการเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร (PCR) โดยใช single strand adapter เปนไพร
เมอร นํา PCR product มาแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอบน agarose gel จากนั้นตัดเจลในชวงระหวาง 500-1,500 
เบส เพ่ือคัดเลือกขนาดชิ้นดีเอ็นเอและสกัดแยกชิ้นดีเอ็นเอออกจากเจล agarose ดวย QIAquick Gel 
Extraction Kit กอนท่ีจะทําการใสเขาสูเซลลแบคทีเรีย เพ่ือใชในการวิเคราะหลําดับเบส (Sequencing) 

3. การวิเคราะหหาลําดับไมโครแซทเทลไลทและออกแบบไพรเมอร 
  นําผลลําดับเบสหาลําดับไมโครแซทเทลไลท และออกแบบไพรเมอร โดยใชโปรแกรม Websat 

(http://wsmartins.net/websat/) 
4. การวิเคราะหทางพันธุกรรม (genotyping) 
สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางใบพืช ดวยวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Doyle และ Doyle (1987) โดยบด

ตัวอยางใบพืชดวยไนโตรเจนเหลว เติม extraction buffer และแชท่ีอุณหภูมิ 65°C นาน 20 นาที เติม 
chroloform:isoamyl alcohol และปนตกเพ่ือเก็บของเหลวสวนบน นํามาตกตะกอนดีเอ็นเอดวย 
isopropanol จากนั้นลางตะกอนดีเอ็นเอดวย 70% ethanol และตากใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง ละลายตะกอนดี
เอ็นเอดวย distilled water ท่ีมี RNase A และเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 °C 

นําดีเอ็นเอมาเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรชนิดไมโครแซทเทลไลทท่ีไดทําการออกแบบ
ไวแลวในเบื้องตนตามวิธีท่ีอธิบายโดย Kunkeaw และคณะ (2010) ซ่ึง PCR ปริมาตร 15 µl ประกอบดวยดี
เอ็นเอ 25 ng, forward และ reverse ไพรเมอรอยางละ 0.2 µM, dNTP 0.2 mM, 1× PCR buffer, MgCl2 
1.5 mM และ Taq DNA polymerase 1 U และใช PCR cycle ดังนี้ 

a. Denaturation 94 ºC 2 นาที  
b. ตามดวย 30 รอบของ Denaturation 94ºC 45 วินาที Annealing (โดยเลือกใชอุณหภูมิท่ี 

เหมาะสมของแตละคูไพรเมอร) 45 วินาที และ Extension 72ºC 1 นาที 
c. จากนั้น Final extension 72 ºC 5 นาที  

http://wsmartins.net/websat/
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นํา PCR product มาแยกขนาดบน 5% denaturing polyacrylamide gel และนําเจลมายอม
แถบดีเอ็นเอดวยวิธี Silver Staining (Benbouza et al. 2006) นําลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดมาทําการวิเคราะหผล 

5. วิเคราะหขอมูล 
จากขอมูลพันธุกรรมของตัวอยางศึกษา หรือ genotypic data ท่ีไดทําการทดสอบกับไพรเมอรท่ีได

พัฒนาข้ึนแลวนั้น ขอมูลดังกลาวจะถูกนํามาวิเคราะหดูความสามารถในการตรวจสอบและจําแนกชนิดพืช
สมุนไพร พืชอาหาร พืชถ่ินเดียว และพืชหายากใกลสูญพันธุของประเทศไทย 

นอกจากนี้ นําขอมูลพันธุกรรมมาวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic diversity) 
โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป TFPGA 1.3 (Miller, 1997) โดยจะทําการวิเคราะหหาคา Allele frequencies, 
heterozygosity based on Hardy-Weinberg equilibrium, percentage of polymorphic loci (95% 
criterion), genetic distance และ UPGMA โดยจะทําการวิเคราะหเปรียบเทียบท้ังภายในกลุมและระหวาง
กลุมประชากรตัวอยางศึกษา 

6. การศึกษาศักยภาพเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาได ในการประยุกตใชเปนเครื่องมือในการ
ตรวจวิเคราะหความถูกตองของตัวอยางวัตถุดิบในการผลิตยาสมุนไพรไทย โดยทําการเก็บตัวอยางสมุนไพร
แหงจากแหลงตางๆ มาทําการวิเคราะหทางพันธุกรรมเปรียบเทียบกับตัวอยางท่ีไดรับการตรวจสอบความ
ถูกตองแลว โดยวิธี PCR ดังรายละเอียดขางตน 

 
4. ผลการวิจัย 

 

4.1 พืชตัวอยาง 
ตารางท่ี 1 พืชท่ีใชในการทําวิจัย 
 

ช่ือวิทยาศาสตร 
วงศ 

ช่ือไทย 

Buchanania siamensis Miq. 
ANACARDIACEAE 

ธนนไชย 

Impatiens kerriae Craib 
BALSAMINACEAE 

เทียนนางคาร 

Bauhinia strycnifolia Craib 
LEGUMINOSAE  

หญานางแดง หรือ ขยัน  

Hedychium longicornutum Griff. ex Baker 
ZINGIBERACEAE 

ปุดเดือน 

Kaempferia larsenii Sirirugsa 
ZINGIBERACEAE 

เปราะราศี 
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4.2 การสรางคลังดีเอ็นเอของจีโนมท่ีมีไมโครแซทเทลไลทมาก 

ทําการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอจากตัวอยางใบของพืชแตละชนิด จากนั้นจึงทําการตัดชิ้นดีเอ็นเอตั้งตน
ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ (รูปท่ี 1)  และนําตัวอยางท่ีไดทําผานข้ันตอนในการคัดเลือกขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ซ่ึง
โดยท่ัวไปแลวจะเลือกชิ้นท่ีมีขนาด 500-1500 เบสมาทําการติด Adapter เขาท่ีปลายท้ังสองขางของชิ้นดีเอ็น
เอ และนํามาใชเปนดีเอ็นเอตนแบบในกระบวนการพีซีอารโดยใชไพรเมอรคูสมกับ Adapter (รูปท่ี 2) จากนั้น
นําตัวอยางดีเอ็นเอดังกลาวมาใชในการ Hybridization กับดีเอ็นเอโพรบซ่ึงเปนเสนดีเอ็นเอท่ีมีเบสซํ้าๆ และ
นําตัวอยางดีเอ็นเอท่ีมีสวนของเบสซํ้ามาเพ่ิมจํานวนอีกครั้งโดยพีซีอาร (รูปท่ี 3) กอนท่ีจะทําการ clone เขาสู
เซลลแบคทีเรีย เพ่ือใชในการวิเคราะหลําดับเบส (Sequencing) และนําผลการวิเคราะหลําดับเบสท่ีไดมาใชใน
การออกแบบไพรเมอร โดยข้ันตอนนี้ ไดดําเนินการเสร็จสิ้นแลวในตัวอยางพืช 5 ชนิด คือ ขยัน ธนนไชย ปุด-
เดือน เทียนนางคาร และเปราะราศี 
 
4.3 การออกแบบไพรเมอร 

ผลการวิเคราะหลําดับเบสท่ีไดมานั้น ถูกนํามาใชในการออกแบบไพรเมอรโดยใชโปรแกรม WebSat 
(รูปท่ี 4) ท้ังนี้ไดทําการออกแบบไพรเมอรของตัวอยางพืช 4 ชนิด แลว ยกเวนเทียนนางคาร ซ่ึงจะได
ดําเนินการในพืชชนิดนี้ตอไป 
 
4.4 การทดสอบไพรเมอร 

ไพรเมอรท่ีออกแบบไดนั้น ถูกนํามาวิเคราะหกับดีเอ็นเอของพืชแตละชนิด เพ่ือวิเคราะหหาไพรเมอร
ท่ีใหผลแสดงความแตกตางในพันธุกรรมระหวางตัวอยางท่ีทําการวิเคราะห โดยในข้ันตอนนี้ ไดดําเนินการใน
พืชขยัน โดยพบวา จากไพรเมอรท่ีออกแบบท้ังสิ้น 17 คูนั้น 13 คูแสดงความแตกตางในพันธุกรรมระหวาง
ตัวอยางท่ีทําการวิเคราะห ซ่ึงไพรเมอรเหลานี้จะถูกนําไปวิเคราะหกับตัวอยางท้ังหมดตอไป ตัวอยางผลการ
วิเคราะหดังแสดงในรูปท่ี 5 
 
4.5 การศึกษาวิเคราะหพันธุกรรมโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลรหัสแทงสารพันธุกรรม (DNA barcode) 
matK, rbcL และ ITS2 

ทําการสกัดดีเอ็นเอของตัวอยางพืชแตละตนจากตัวอยางใบ เพ่ือนํามาใชในกระบวนการพีซีอาร โดย
ใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน matK, rbcL และ ITS2 จากนั้นนําผลผลิตพีซีอารท่ีไดมาทําการวิเคราะหหาลําดับ
เบสเพ่ือใชในการเปรียบเทียบและวิเคราะหทางพันธุกรรมของพืชชนิดนี้ตอไป 

รายละเอียดของไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน matK (Yu et al., 2011); rbcL (Kress et al., 2007; 
2009) และ ITS2 (Gu et al., 2013) 

matK matK472F (forward): 5’-CCCRTYCATCTGGAAATCTTGGTTC-3’ 
matK1248R (reverse): 5’-GCTRTRATAATGAGAAAGATTTCTGC-3’  

  rbcL rbcL (forward): 5’-ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC-3’  
rbcL (reverse): 5’-GTAAAATCAAGTCCACCRCG-3’  

  ITS2 ITSS2F (forward): 5’-ATGCGATACTTGGTGTGAAT-3’ 
ITSS3R (reverse): 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ 
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โดยการวิเคราะหทางพันธุกรรมของพืชชนิดนี้จะดําเนินการโดยใชโปรแกรม TFPGA และ โดยใช
โปรแกรม MEGA version 6 เพ่ือใหทราบถึงความแตกตางและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชชนิดนี้
ท้ังในกลุมตัวอยางท่ีไดจากแหลงเดียวกันและจากตางแหลงพ้ืนท่ี โดยรายละเอียดผลการศึกษาไดแสดงใน
ภาคผนวก 
ตารางท่ี 2 แสดงรายละเอียดผลการดําเนินงานของโครงการในแตละชนิดพืช 
 
    ธนนไชย เทียนนางคาร ขยัน ปุดเดือน* เปราะราศ ี

จํานวนตัวอยาง 11 9 7 2 10 

Library construction 

     

 

Sequencing (clones) 102 20  96 92 96 

 

containing SSR 

(clones) 42 *** 30 19 82 

 

design primer 

(pairs) 30 *** 17 14 82 

 

Test amplification 23 *** 13 NA 54 

  

Polymorphic 

markers  8 ***  7 NA  24 

 

Genotyping completed *** Completed NA completed 

 

Data analysis completed *** Completed NA completed 

DNA barcode จํานวนตัวอยางทดสอบ 

 

matK 11 9-10  7-8  2 NP 

 

rbcL 11 9-10  8 2 2 

  ITS2 11 11 9 NS 5 

 

psbA-trnH 11 NA** NA** NA** NA** 

 

Data analysis completed completed Completed completed NA** 

 

Note: NS: none specific PCR products;  NP: no PCR product;  NA: not analyze 

*ตัวอยางพืชปุดเดือน มีเพียง 2 ตัวอยาง ดังนั้น จึงไมเพียงพอตอการวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม

โดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

**เนื่องจากเปนการศึกษาเพ่ิมเติม ดังนั้นผลการศึกษาจึงยังไมสมบูรณ แตอยูระหวางการดําเนินการ 

***เนื่องจากผลการวิเคราะหลําดับเบสนั้น มีจํานวนตัวอยางท่ีสามารถนํามาใชในการออกแบบไพรเมอรไดนอย

มาก ไมเพียงพอตอการนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพีชเทียนนางคาร 
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ตารางท่ี 3 สรุปผลความกาวหนาการดําเนินงานของโครงการ 

ชนิดพืช DNA 

Extraction 

Library 

construction 

Primer 

design 

Polymorphic 

screening 

Genotyping Data 

analysis 

ธนนไชย       

เทียนนาง

คาร** 

  ** (ศึกษาเพ่ิมเติมโดย DNA barcode) 

หญานางแดง       

ปุดเดือน*    * (ศึกษาเพ่ิมเติมโดย DNA barcode) 

เปราะราศ ี       

*ตัวอยางพืชปุดเดือน: เนื่องจากมีเพียง 2 ตัวอยาง ดังนั้น จึงไมเพียงพอตอการวิเคราะหความหลากหลายทาง

พันธุกรรมโดยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท 

**ตัวอยางพืชเทียนนางคาร: เนื่องจากผลการวิเคราะหลําดับเบสนั้น มีจํานวนตัวอยางท่ีสามารถนํามาใชในการ

ออกแบบไพรเมอรไดนอยมาก ไมเพียงพอตอการนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ 

พืชเทียนนางคาร 

 

ตารางท่ี 4 งานท่ีทําเพ่ิมเติมจากขอเสนอโครงการ 

ชนิดพืช DNA barcode (จํานวนตัวอยางท่ีวิเคราะห) 

matK rbcL ITS2 

ขยัน 7 8 9 

ธนนไชย 11 11 11 

ปุดเดือน 2 2 No PCR product 

เทียนนางคาร 9 9 11 

เปราะราศี No PCR product 2 5 
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    รูปท่ี 1  ตัวอยางผลการตัดชิ้นดีเอ็นเอตั้งตนดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ 

 

 
รูปท่ี 2 ตัวอยางผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการติด Adapter ในกระบวนการพีซีอาร

โดยใชไพรเมอรคูสมกับ Adapter 
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รูปท่ี 3 ตัวอยางผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอตนแบบท่ีผานกระบวนการไฮบริไดเซชันเพ่ือคัดเลือกชิ้นดีเอ็นเอท่ีมี
ไมโครแซทเทลไลทในกระบวนการพีซีอาร 
 
 

รูปท่ี 4 ตัวอยางการออกแบบไพรเมอรโดยโปรแกรม WebSat 
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 (a) Marker name: PK91 

 
(b) Marker name: PK01 

 
รูปท่ี 5  ลักษณะผลการวิเคราะห polymorphic screening ในตัวอยาง โดยใชไพรเมอร PK91 (a) และ 

PK01 (b) บน 5 % Acrylamide gel 

 

 

M    K0    K1   K2   K3   K4    K5   K6    K7  K8 

1 
2 3 2 2 3 3 2 2 

300 

200 

1 1 

M   K0 K1  K2 K3  K4  K5  K6  K7 K8 

1 

4 
3 2 

5 6 6 6 5 5 5 5 

2
0
0 

Primer PK91 ถูกทดสอบในตัวอยางพืชหญานางแดง (B. 

strychnifolia) 9 ตัวอยาง ใหผลเปน polymorphic 

marker มี ท้ังหมด 6 alleles 

 

Primer PK01 ถูกทดสอบในตัวอยางพืชหญา

นางแดง (B. strychnifolia) 9 ตัวอยาง 

ใหผลเปน polymorphic marker มี 

ท้ังหมด 3 alleles 
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4.6 งานตามโครงการท่ีจะทําตอไป 

ดําเนินการวิเคราะหทางพันธุกรรมโดยใช DNA barcode รวมกับเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซท
เทลไลทในพืชชนิดอ่ืนอีกตอไป 
 
4.7 คําช้ีแจงเกี่ยวกับอุปสรรคหรือปญหาพรอมวิธีการแกปญหา 

จํานวนตัวอยางท่ีไดนั้นมีนอย และมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา ดังนั้น การวิเคราะหโดยใช
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทนั้น ทําใหพบวามีเครื่องหมายท่ีแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรม
จํานวนไมมากนัก ดังนั้น จึงไดทําการนําเครื่องหมาย DNA barcode เขามาใชในการศึกษาวิจัยของโครงการ
เพ่ิมเติม 
 

5. อภิปรายและวิจารณผล 
 
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท และ ดีเอ็นเอบารโคด  เพ่ือนําไปใชในการศึกษา

เอกลักษณระดับโมเลกุลโดยใชเทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช และ
ศึกษาความเปนไปไดและประสิทธิภาพของการประยุกตใชเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาข้ึนในการตรวจสอบ
ชนิดและความถูกตองของพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชในการผลิตยาสมุนไพร โดยในงานวิจัยนี้ใชพืช 5 ชนิด คือ ธนน
ไชย เทียนนางคาร หญานางแดงหรือขยัน ปุดเดือน และ เปราะราศี โดยผลการทดลองท่ีไดจากงานวิจัยนี้ 
แสดงใหเห็นวา จํานวนตัวอยางพืชท่ีนํามาศึกษามีนอย และมีความหลากหลายทางพันธุกรรมตํ่า ดังนั้น การ
วิเคราะหโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท ทําใหพบวามีเครื่องหมายท่ีแสดงถึงความแตกตางทาง
พันธุกรรมจํานวนไมมากนัก ดังนั้น จึงไดทําการนําเครื่องหมาย DNA barcode เขามาใชในการศึกษาวิจัยของ
โครงการเพ่ิมเติม 
 

6. สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท และ ดีเอ็นเอบารโคด  เพ่ือนําไปใชในการศึกษา

เอกลักษณระดับโมเลกุลโดยใชเทคนิคลายพิมพดีเอ็นเอ ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช และ
ศึกษาความเปนไปไดและประสิทธิภาพของการประยุกตใชเครื่องหมายโมเลกุลท่ีพัฒนาข้ึนในการตรวจสอบ
ชนิดและความถูกตองของพืชสมุนไพรท่ีนํามาใชในการผลิตยาสมุนไพร โดยในงานวิจัยนี้ใชพืช 5 ชนิด คือ ธนน
ไชย เทียนนางคาร ขยันหรือหญานางแดง ปุดเดือน และ เปราะราศี โดยผลการทดลองท่ีไดจากงานวิจัยนี้ 
จํานวนตัวอยางพืชมีนอย และมีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา ดังนั้น การวิเคราะหโดยใชเครื่องหมาย
โมเลกุลไมโครแซทเทลไลททําใหพบวามีเครื่องหมายท่ีแสดงถึงความแตกตางทางพันธุกรรมจํานวนไมมากนัก 
ดังนั้น จึงไดทําการนําเครื่องหมาย DNA barcode เขามาใชในการศึกษาวิจัยของโครงการเพ่ิมเติม อยางไรก็
ตาม ผลการศึกษาของโครงการแสดงใหเห็นวา พืชท้ัง 5 ชนิดนี้ มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ํา ท้ังนี้
เนื่องมาจากพืชเหลานี้เปนพืชหายาก และ/หรือ เปนพืชถ่ินเดียวท่ีมีการกระจายตัวอยูในบริเวณท่ีจํากัด ดังนั้น 
ภาวการณผสมพันธุแบบ inbreeding จึงเกิดข้ึนไดสูงมากในกลุมประชากรพืชเหลานี้  



 สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ                                               โครงการยอยท่ี 3/ 19 

 
 

การจําแนกชนิดของพืชท้ัง 5 ชนิดนี้ พบวา การใชดีเอ็นเอบารโคด  เปนเครื่องมือในการตรวจสอบ
นั้น สามารถจําแนกไดอยางมีประสิทธิภาพ เนื่องจากผลการวิเคราะหลําดับเบสในบริเวณยีนท่ีเลือกมาใชนั้น มี
ความแตกตางจากพืชชนิดอ่ืนโดยสิ้นเชิง ดังนั้นจึงมีความจําเพาะสูงมากกับชนิดของพืชท่ีใชตรวจสอบ 
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8. ภาคผนวก (Appendix) 

 
รายละเอียดผลการศึกษาของพืชแตละชนิด 

 

ช่ือวิทยาศาสตร 
วงศ 

ช่ือไทย 

Buchanania siamensis Miq. 
ANACARDIACEAE 

ธนนไชย 

Impatiens kerriae Craib 
BALSAMINACEAE 

เทียนนางคาร  

Bauhinia strycnifolia Craib 
LEGUMINOSAE  

หญานางแดง หรือ ขยัน 

Hedychium longicornutum Griff. ex Baker 
ZINGIBERACEAE 

ปุดเดือน 

Kaempferia larsenii Sirirugsa 
ZINGIBERACEAE 

เปราะราศี 
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ผลการศึกษา: ธนนไชย Buchanania siamensis Miq. 

ผลการทดลอง 

1. พืชท่ีใชในการศึกษา 

ตัวอยางธนนไชยท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีท้ังหมด 12 ตัวอยาง ดังแสดงไวในตารางท่ี 1  

 ตารางท่ี 1 ตัวอยางธนนไชยท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ 

 ชื่อพืชท่ีใชในการศึกษา ชื่อท่ีใช

เรียกใน

การศึกษา

ครั้งนี้ 

GPS หมายเหตุ 

1 B. siamensis Miq.  B1 N 15 33.137 E 105 

19.254 

 

2 B. siamensis Miq.  B2 N 15 32.859 E 105 

19.272 

 

3 B. siamensis Miq.  B3 N 15 33.142 E 105 

19.232 

 

4 B. siamensis Miq.  B4 N 15 33.135 E 105 

19.260 

 

5 B. siamensis Miq.  B5 N 15 33.125 E 105 

19.254 

 

6 B. siamensis Miq.  B6 N 15 17.262 E 105 

16.314 

 

7 B. siamensis Miq.  B7 N 15 51.373 E 104 

45.373 

 

8 B. siamensis Miq.  B8 N 15 17.190 E 105 

16.143 

 

9 B. siamensis Miq.  B9 N 15 32.273 E 105 

18.938 

 

10 B. siamensis Miq.  B10 N 15 36.090 E 105 

21.775 

 

11 B. siamensis Miq.  B11 N 15 33.135 E 105 

19.265 

 

12 B. siamensis Miq.  B12 - - จาก Km 16 
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2. ระบุลักษณะของไมโครแซทเทลไลท (Identification and characterization of SSRs) 

จากการคัดเลือกโคลนท่ีมีไมโครแซทเทลไลทอยูภายในดวยวิธีโคโลนีพีซีอารไดโคโลนีท้ังหมด 102 

โคลน แลวนําสงบริษัทเพ่ือหาลําดับเบส ทําใหไดลําดับเบสท่ีภายในมีไมโครแซทเทลไลทอยูท้ังหมด 41 ลําดับ

เบส จากนั้ นนํ าลํ าดั บ เบสดั งกล าว ท่ี ได ไป เปรียบ เทียบลํ าดั บ เบส ท่ี ซํ้ า กัน  ด วย โปรแกรม CAP3 

(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php/) ทําใหไดลําดับเบส 27 ลําดับเบสแลวนําไปออกแบบไพรเมอรดวย

โปรแกรม WebSat (http://wsmartins.net/websat/) ซ่ึงสามารถออกแบบไพรเมอรได 30 คู ไพรเมอร

ท้ังหมดประกอบดวย 4 ชนิด ไดแก di, tri, penta และ hexa ดังแสดงในตารางท่ี 2 การศึกษาครั้งนี้พบวาไม-

โครแซทเทลไลทชนิด hexa-nucleotide repeat พบมากท่ีสุด, ชนิด tri-, ชนิด penta- และ ชนิด di-

nucleotide repeat ตามลําดับ 

 

3. การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทท่ีสรางจาก

หองสมุดยีน (enrich genomic library) 

a. เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจากการคัดเลือกดวยโพรบ (AG)20 และ (CAG)20 

เม่ือนําไพรเมอรท่ีได 30 คู มาตรวจสอบหาไพรเมอรท่ีสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอของธนนไชยท้ัง 

12 ตัวอยาง (test amplification) พบวา ดีเอ็นท่ีสังเคราะหไดแบงไดเปน 5 รูปแบบ ดังนี้ Monomorphism 

(10 ไพรเมอร), Polymorphism (8 ไพรเมอร), Non-specific (3 ไพรเมอร), Unclear (2 ไพรเมอร) และ No 

amplification (7 ไพรเมอร) ดังแสดงในภาพท่ี 1 

 
 

ภาพท่ี 1 รูปแบบของไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร   

 

Monomorphism  

 

http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php/)%20%E0%B8%97%E0%B8%B3
http://wsmartins.net/websat/
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b. การทําจีโนไทปดวยไพรเมอรไมโครแซทเทลไลท 

นําไพรเมอรท่ีแสดงลักษณะโพลิมอรฟซึมท้ัง 8 คู มาทําปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) กับธนนไชยท้ัง 12 ตัวอยาง (B1-B12) หลังจากนั้นนําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสังเคราะหไดมา

ตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟลิซีสในอะคริลาไมดเจล (ภาพท่ี 2) ซ่ึงสามารถศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรมดังแสดงในตารางท่ี 3  

 

ตารางท่ี 2 Type and number of microsatellite motifs 

 

Type of SSR motif No. of clones  Repeat motif No. of clones  
Di-nucleotide repeats 1 AG/CT 1 
Tri-nucleotide 
repeats 8 TGC/GCA 5 

  
AAG/TTC 1 

  
TCT/AGA 1 

  
GAA/CTT 1 

Penta-nucleotide 
repeats 5 AAAAG/TTTTC 3 

  
CTTTT/GAAAA 2 

Hexa-nucleotide 
repeats 16 GGATGA/CCTACT 1 

  
TGAAAG/ACTTTC 1 

  
TTTTCC/AAAAGG 1 

  
TGGCTG/ACCGAC 1 

  
TGTGTT/ACACAA 1 

  
AGAAAG/TCTTTC 1 

  
AAATTA/TTTAAT 1 

  
CAACAG/GTTGTC 1 

  
ATTTTT/TAAAAA 1 

  
TGTGAC/ACACTG 1 

  
ACAATT/TGTTAA 1 

  
TTTATA/AAATAT 1 

  
AAAACT/TTTTGA 1 

  
ATGAAG/TACTTC 1 

  
TTGTGA/AACACT 1 

  
AATAAA/TTATTT 1 
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a) BUS 17 

 
 

b) BUS 28 

 
 

ภาพท่ี 2 ตัวอยางไพรเมอร BUS 17 (a) และ BUS 28 (b) บนเจลอะคริลาไมด  

 

จากไพรเมอรท่ีแสดงลักษณะเปนแบบโพลิมอรฟซึมท้ัง 8 ไพรเมอร สามารถสรางแบน (allele) ได

ท้ังหมด 22 แบน โดยไพรเมอร BUS 11 (5 แบน) ใหจํานวนแบนท่ีมากท่ีสุด คา Heterozygosity (Ho), 

Gene diversity หรือ expected heterozygosity (He) และคา PIC (Polymorphic information 

content) ไดมาจากการใชโปรแกรม PowerMarker V3.25 (1) พบวา คา Heterozygosity (Ho) อยูระหวาง 

0-0.333 โดยคาเฉลี่ยเทากับ 0.176 ขณะท่ีคา Expected heterozygosity (He) มีคาอยูระหวาง 0.08-0.691 

ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.399 จากคาดังกลาวจะเห็นวา คาเฉลี่ยของ He มีคามากกวาคาเฉลี่ยของ Ho ซ่ึง

สามารถอธิบายไดวา สภาวะของกลุมประชากรธนนไชยท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้อยูในภาวะท่ีคอนขางผสมตัวเอง 

(Inbreeding situation) สงผลใหกลุมประชากรมีลักษณะพันธุกรรมท่ีคลายคลึงกัน  

คา PIC เปนคาท่ีอธิบายถึงคุณสมบัติของไพรเมอร (allele ณ ตําแหนงนั้น) ท่ีมีโอกาสแสดง

ลักษณะเปน Heterozygous เม่ือใชทดสอบกับรุนลูกของประชากร (1) ถา PIC มีคามาก โอกาสท่ีจะเกิด 

Heterozygous ก็จะสูงซ่ึง Botstein และคณะ (2) ไดกลาวไววา ระดับของคา PIC ท่ีสูงคือ PIC >0.5, ระดับ

ปานกลาง คือ 0.5> PIC >0.25 และ ระดับต่ําอยูท่ี PIC <0.25 จากผลการศึกษาครั้งนี้ พบวา ไพรเมอร BUS 

3 ใหคา PIC สูงสุดขณะท่ี ไพรเมอร BUS 17 ใหคานอยท่ีสุด (ภาพท่ี 3)  

  B1     B2      B3      B4     B5      B6     B7       B8    B9    B10   B11    B12 

  B1     B2     B3      B4     B5     B6     B7     B8       B9     B10   B11   B12 
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 ภาพท่ี 3 แผนภาพแสดงคา PIC ของ ไพรเมอรไมโครแซทเทลไลทท้ัง 8 คู 

 

4. การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการแบงกลุมโดยใชโปรแกรม TFPGA 

จากการนําไพรเมอรไมโครแซทเทลไลทท้ัง 8 คูมาวิเคราะหกับตัวอยางธนนไชยท้ัง 12 ตัวอยาง

สามารถสรางแผนภูมิตนไม (Dendrogram) แบบ Nei (1972) ดวยโปรแกรม TFPGA (3) ดังแสดงไวในภาพท่ี 

4 เพ่ือแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของธนนไชยท้ัง 12 ตัวอยาง ความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวาง B4 

และ B11 มีคาความหางกันนอยท่ีสุด (Distance = 0.000) ซ่ึงสอดคลองกับคา GPS บอกตําแหนง (B4; N 15 

33.135, E 105 19.260 ขณะท่ี B11; N 15 33.135, E 105 19.265) คาความหาง Distance = 0.4311 

สามารถแบงตัวอยางธนนไชย ไดเปน 2 กลุม โดยกลุมแรก ประกอบดวยธนนไชย 9 ตัวอยาง ไดแก B4, B11, 

B3, B8, B1, B2, B5, B12 และ B10 กลุมท่ี 2 ประกอบดวยธนนไชย 3 ตัวอยาง ไดแก B6, B7 และ B9     

 

 

สงู 

ปานกลาง 

ตํ่า 
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ตารางท่ี 3 ไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรของธนนไชย 

 

ไพรเมอร ไมโครแซทเทลไลท 
Product 

size 
 

ลําดับเบสไพรเมอร TM 

Allele 
 No. 

Heterozygosity 
(Ho) 

Gene 
Diversity 

(He) PIC 
BUS 3 (TGAAAG)2 229 F: TGCTGCTGGCTTGACTCTT 60.18 4 0.083 0.691 0.643 

   
R: ATATGCGCCGTGGAAAACT 

 
 

   BUS 11 (TGC)6 300 F: AGACGTGTCGTGTCGTTGAG 60.20 5 0.167 0.417 0.393 

   
R: CCTCTGCCTTCTTCTCTCCC 

 
 

   BUS 15 (CAACAG)2 281 F: TGAGACAACATCAGTTCGCC 59.83 2 0.000 0.153 0.141 

   
R: GCATTTCTGCTTCCATAGCC 

 
 

   BUS 17 (TGTGAC)2 222 F: ATTATTTACAGGCGTTGGCAG 59.59 2 0.083 0.080 0.077 

   
R: CAACCATTACCACCATCACAAC 

 
 

   BUS 24 (TTGTGA)4 222 F: TGTGGTTGCTGTTGTTGTTG 59.59 2 0.333 0.278 0.239 

   
R: GCAGCTTCTTCATACCCAGC 

 
 

   BUS 27 (AAAAG)3 287 F: GCAAGGAGAACCCAAAAGAA 59.21 2 0.167 0.153 0.141 

   
R: ACCAAAGGAAGATGTGAGCC 

 
 

   BUS 28 (AG)10 140 F: GTTGTGCGGTGTAGTTTCCA 59.40 2 0.333 0.486 0.368 

   
R: TGTTGCCACTTCCATTACTGA 

 
 

   BUS 30 (GAA)5 313 F: TCGATCCACAGGGAAGAGA 58.82 3 0.083 0.580 0.502 

   
R: TGTTGTAGAGGAGGAGTTTTGG 
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ภาพท่ี 4 UPGMA dendrogram based on Nei’s genetic distance ระหวางธนนไชย 12 ตัวอยาง 
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5. สรุปผลการวิจัย 

 

ขอมูลทางพันธุกรรมของธนนไชยมีความจําเปนอยางมากตอการอนุรักษสายพันธุและศึกษาความ

หลากหลายทางพันธุกรรม จากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาเครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท สามารถ

นํามาใชตรวจสอบความสัมพันธทางพันธุกรรมของธนนไชยท่ีศึกษาไดซ่ึงพบวาคาความหาง Distance มีคาอยู

ระหวาง 0.000-0.4311 ซ่ึงแสดงใหเห็นวาตัวอยางธนนไชยท่ีใชศึกษามีความใกลชิดกันทางพันธุกรรมมาก แต

อยางไรก็ตามในการศึกษาครั้งตอไปควรเพ่ิมจํานวนไพรเมอรในการศึกษาใหมากยิ่งข้ึน นอกจากนี้จาก

การศึกษาคา Heterozygosity พบวาธนนไชยคอนขางเปนพืชท่ีเขาสูการผสมพันธุแบบผสมตัวเองซ่ึงจะสงผล

ทําใหธนนไชยในระบบนิเวศนมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีคลายคลึงกันไมมีความหลากหลาย และทายท่ีสุดคือ 

เสี่ยงตอการสูญพันธุได  
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ผลการศึกษา: เทียนนางคาร Impatiens kerriae Craib 

 
ผลการศึกษา DNA Barcoding  

 
1) พืชท่ีใชในการศึกษา 

ตัวอยางพืชจริงท่ีไดสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือใชเปนมาตรฐาน ไดแก เทียนนางคาร หรือ
เหยื่อจง (I. kerriae Craib.) ท่ีระบุชนิดไดถูกตองแลวดวยลักษณะสัณฐานวิทยา และลําดับนิวคลีโอไทดของ
พืชท่ีดึงมาจากฐานขอมูล BOLD (Barcoding of Life Database) ซ่ึงอยูในสกุลเดียวกับเทียนนางคาร
(Impatiens sp.)  

 
2) ตัวอยางผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงยีนท่ีใชในการศึกษา  

matK>Impatiens_kerriae0_matK 785 
ATCGGGAAGAGACAGCAGCGACAGCGAACAATCAATGCATTATTAGCAACTCTTTCTGCATGA
GTATTGTAATTTGAACAGTCTTATTATTCCACATATATTTATTACTATTTTTATAAAAAGGAAT
CCCATATTTTTCTTGTTCCTATATAATTCTCATGTATATGAATACGAATCCTTCTTCTTTTTTCT
CCGTAACCAATCACTTTCATTTACGATCAATATTTTTGCGAGTCCTTCTTGAACTAATTTTTTT
CTATGGAAAAATAGAACATTTTGCGGAAGTCTTTGCTAATGATTTTCAGGCCATCTTGTGGTTG
TTCTAGGATCCTTTCATGCGTTATGTTAGATATCAAGGAAGATCAATTCTGGCTTCAAAAGATC
GGCCTTTTCTGATGAAAAAATGGAAATATTACCTTGTCAACTTATGTCAATGTCATTTTTATGT
CTGGTTTCAACCAGAAAAGATCTATATTTATTCATTATCCAAGCATTCTCTCAACTTTTTGGGC
TATCTTTCAAATGTACAATTAAATCCTTTGGTGGTACGGAGTCAAATGTTAGAAAATTCATTTA
TAATAGATAAAGATAGTACTATGAAGAAACTCGATACAATAGTTCCTATTATTCCGTTAATTGG
ATCATTGGCAAAAACGAAATTTTGTAACGCAGTAAGACATCCCAGTAGTAAACCGATTCAGGC
GGATTCTGCGGATTCTGATATTATCGACCGATTTGTGCGTTATACAAAAATCTTAACCATAATT
GAAGGCAAAAAACAAGGA 

 

rbcL>Impatiens_kerriae0_rbcL 601 
AGAGGGTTGGGAACACAGCTGGTGTTAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCCTGAATATGA
AACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAAGTCCTCAACCCGGGGTTCCCCCTGA
AGAAGCAGGTGCCGCGGTAGCTGCGGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTGTGTGGACCGA
TGGACTTACTAGCCTTGATCGTTACAAAGGACGATGCTATCACATCGAGCCAGTTGCTGGAGA
AGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACT
AACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGGTTCAAAGCCCTGCGCGCTTTACGTCTG
GAAGATTTGCGAATTCCTCCTTCGTATACTAAAACTTTCCAAGGACCGCCTCATGGCATCCAA
GTTGAAAGAGATAAGTTGAACAAGTATGGTCGTCCCCTGTTGGGATGTACTATTAAGCCTAAA
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TTGGGGTTATCCGCTAAAAACTATGGTAGAGCAGTTTATGAATGTCTCCGCGGTGATTAATTT
TTTTAAAAAAAAAAAGAAAATATTCTTTTAATT 

 
ITS2 > Impatiens_kerriae0_ITS2 238 

CGCTTCGTTTCGTCTCAATTCACCAGCTCCTTTCTCTTGATAGATTAAGTTAGGAAGAGACTTG

TGAATTGGGCTTACATTGGCCTCCCGTGCGTATATTATCGTGCGGCCGGTCGAAATACACGTC

CAAGCGGAAGGGACACACGGTTTGTGGTGGTTGATAAACTGTTTCGAACCGGCGAAGCTTTCT

CTTGGAACCTGTTGACCCTTGTGCTCCTCGAGGGATGTGCATCTAAGG 

 

3) ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดภายในและระหวางสปชีส (Genetic variation within and 
between species) 

เม่ือคํานวณคาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางเทียนนางคาร 12 ตัวอยางและพืช 
สปชีสอ่ืนๆ ในสกุลเดียวกันโดยใชโปรแกรม MEGA version 6 ดวยสมการ K2P model จะไดคาตางๆ 
ดังตอไปนี้ คาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด (mean interspecific distance) คา
ความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด (mean intraspecific distance) คาความผันแปรต่ําสุด
ของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด (least interspecific distance) คาความผันแปรสูงสุดของลําดับนิวคลีโอ
ไทดภายในชนิด (maximum intraspecific variation) ของแตละเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด (ตารางท่ี 4) 
จากการวิเคราะหพบวา บริเวณ ITS2 มีคาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงท่ีสุด 
(0.556 + 0.069) เม่ือเปรียบเทียบกับบริเวณ matK (0.051 + 0.007) และ rbcL (0.019 + 0.006) 
ตามลําดับคาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิดของแตละบริเวณดีเอ็นเอบารโคดต่ํากวาคา
ความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 5) 
 

ตารางท่ี 4 Inter- and intraspecific variations of matK, rbcL and ITS2 sequences in Impatiens 
sp. 
 

ประเภทความแปรผัน  Distance value (K2P) 

 matK rbcL ITS2 

Mean inter-species  0.051 + 0.007  0.019 + 0.006  0.556 + 0.069  

Min inter-species 0.062 + 0.009  0.014 + 0.005  0.556 + 0.069  

Mean intra-species  0.015 + 0.002  0.000 + 0.000  0.000 + 0.000  

Max intra-species 0.036 + 0.007  0.000  0.000  
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ตารางท่ี 5 Wilcoxon sign rank tests for the distribution if intra- vs. interspecific distances 

Barcode Ninter- Nintra- Wilcoxon W P value (2-tailed) 
matK 24 81  531.50  1.569×10-8 
rbcL 59 241 2136.5 1.378 ×10-29 

ITS2 46 185 1081.0 5.790 0-26 

 

4) การทดสอบขอบเขตระหวาง คาความแปรผันระหวางสปชีสกับ คาความแปรผันภายในสปชีส
(Assessment of barcoding gap) 

การปรากฎขอบเขตระหวางคาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด 
(barcoding gap) นั้นใชในการบงชี้วา เครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดนั้นเหมาะท่ีจะนํามาใชในการระบุชนิดสป
ชี่สหรือไมโดยเราสามารถตรวจสอบ barcoding gap ไดโดยการพล็อตกราฟ 1:1 สําหรับแตละชุดขอมูลของ
แตละเครื่องหมายโดยแตละจุดขอมูล (Data point) แทนคาระยะพิกัดบนกราฟ X-Y (X-Y coordinate) คา X 
แทนคาความผันแปรสูงสุดของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด (maximum intraspecific distances) และคา 
Y แทนคาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด (minimum interspecific distance) ของ
แตละคูตัวอยางท่ีทําการเปรียบเทียบ 

สําหรับชุดขอมูลของท้ัง 3 บริเวณ (matK, rbcLและ ITS2) พบวาจุดขอมูล (Data point) ท้ังหมด 
(100%) ของแตละบริเวณมีพิกัดอยูเหนือเสน 1:1 แสดงใหเห็น ขอบเขตอยางชัดเจนระหวางคาความแปรผัน
ระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด (barcoding gap) สรุปไดวาท้ัง matK, rbcLและ ITS2 ตางก็มี
ประสิทธิภาพ ในการนํามาใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของพืชสมุนไพรเทียนนางคารได (รูปท่ี 6) 
 
5) การประเมินประสิทธิภาพของ เครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดในการจําแนกสปชีสดวยวิธีการวิเคราะห
แผนผังแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดวยวิธี Neighbour-Joining (Evaluating the efficiency 
of the barcodes for species discrimination by Neighbour-Joining phylogeny analysis)  

จากการวิเคราะห Neighbour-joining tree ท่ีถูกสรางจาก genetic distance ซ่ึงคํานวณดวย
สมการ K2P และตรวจสอบความนาเชื่อถือ (reliability) ของ Phylogenetic trees ท่ีสรางข้ึนดวยวิธี 1000-
Bootstrapping พบวา Phylogenetic (NJ) tree ของ matK (รูปท่ี 7) และ rbcL (รูปท่ี 8) แสดงการแยก
กลุม (cluster) ของเทียนนางคาร (I. kerriae) ออกจากกลุมของพืชอ่ืนๆ ในสกุลเดียวกันไดอยางชัดเจน โดยท่ี
ความเชื่อถือไดของ tree อยูท่ี 100% และ 99% NJ bootstraps ตามลําดับ แสดงใหเห็นขอบเขตท่ีชัดเจน 
(discrete boundary) ระหวางกลุมของสปชีสเทียนนางคาร (I. kerriae) กับกลุมของสปชีสอ่ืนๆ ในตระกูล
เดียวกัน เม่ือใชลําดับนิวคลีโอไทดของท้ัง 2 บริเวณในการวิเคราะห 

สําหรับ Phylogenetic (NJ) tree ของ ITS2 นั้น (รูปท่ี 9) แสดงใหเห็นวาสปชีสอ่ืนในสกุลเดียวกัน
ท่ีนํามาสราง tree เปนรากของสปชีสท่ีกําลังศึกษาซ่ึงผลการวิเคราะหเชนนี้อาจมีสาเหตุเนื่องจากการวิเคราะห
ในครั้งนี้มีจํานวน ลําดับนิวคลีโอไทดของตางสปชีสท่ีนํามาเปรียบเทียบนอยเกินไป (มีเพียง 1 sequence) ซ่ึง
ไมเหมาะในการท่ีจะนํา NJ method มาใชในการคํานวณและสราง phylogenetic tree (29)  
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จากผลการวิเคราะห Phylogenetic (NJ) tree สรุปไดวาบริเวณ matK และ rbcL นั้นมี

ประสิทธิภาพในการจําแนกและระบุสปชีส สําหรับเทียนนางคาร (I. kerriae) สวนบริเวณ ITS2 นั้นควรจะมี
การศึกษาเพ่ิมเติมโดยการเพ่ิมจํานวนสปชีสอ่ืนเพ่ือนํามาคํานวณเปรียบเทียบ 
 
สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษานี้ เราไดสรางเครื่องมือในการระบุสปชีส “ดีเอ็นเอบารโคด” ท่ีเปนมาตรฐานสําหรับ
พืชสมุนไพรเทียนนางคาร (I. kerriae) โดยใชพืชสปชีสอ่ืนๆ ในตระกูลเดียวกัน ซ่ึงโดยท่ัวไปแลวมีลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาท่ีคลายกับเทียนนางคารและอาจกอใหเกิดความสับสนในการจําแนก มาใชในการวิเคราะหและ
สรางเครื่องมือดังกลาว ตัวอยางพืชเทียนนางคารจริง ท่ีนํามาใชในการศึกษาและสรางดีเอ็นเอบารโคดนั้นไดรับ
การระบุชนิดท่ีถูกตองแลวดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยา โดยผูเชี่ยวชาญดานอนุกรมวิธานของพืช สวนลําดับนิ
วคลีโอไทดของพืชสปชีสอ่ืนๆ ท่ีเหลือท้ังหมดถูกดึงมาจากฐานขอมูล BOLD สําหรับลําดับนิวคลีโอไทดของ
เทียนนางคาร (I. kerriae) ท่ีไดรับการวิเคราะหและคํานวณหาคาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดแลวนั้น 
เราสามารถนําไปฝากจัดเก็บไวท่ีฐานขอมูล GenBank เพ่ือใหนักวิจัยและผูสนใจสามารถเขาถึงและดึงขอมูล
เหลานี้ ไปใชประโยชนในการวิเคราะหไดตอไป  

ดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพืชเทียนนางคารท่ีสรางข้ึนนี้ ใชบริเวณมาตรฐาน 3 แหง ไดแก บริเวณลําดับ
นิวคลีโอไทดท่ีเปนสวนของยีน matK และ rbcL ซ่ึงอยูบนคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ (chloroplast DNA) และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS2 ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของลําดับนิวคลีโอไทดภายในยีน rRNA ท่ีอยูบนนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
(nuclear DNA) เม่ือนําบริเวณมาตรฐานท้ัง 3 บริเวณมาคํานวณหาคาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดแลว
ไดชวงของคาท่ีแตกตางกัน เนื่องจากแตละบริเวณท่ีศึกษามีความแตกตางของจํานวนและลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไมเทากัน โดยพบวาบริเวณ ITS2 มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางเทียนนางคารกับพืชชนิดอ่ืนๆ 
สูงท่ีสุด ในขณะท่ีมีคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางแตละตัวอยางต่ําท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับ
บริเวณ rbcL และ matK ตามลําดับซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศึกษาท่ีมีมากอนหนานี้ (6, 7, 28) 

เม่ือนําคาความแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดของแตละบริเวณมาวิเคราะห การปรากฏขอบเขตระหวาง
คาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด (barcoding gap) เพ่ือตรวจสอบวา เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอบารโคดนั้นเหมาะท่ีจะนํามาใชในการระบุชนิดสปชี่สหรือไม พบวามี barcode gap ท่ีชัดเจนสําหรับ
ท้ัง 3 บริเวณ matK, rbcLและ ITS2 จึงเหมาะท่ีจะนําท้ัง 3 บริเวณมาใชในการวิเคราะหรวมกันเพ่ือสราง
ความเชื่อม่ันในการจําแนกและระบุสปชีส 

เม่ือนําคาความแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดของแตละบริเวณ มาวิเคราะหประสิทธิภาพและความ
นาเชื่อถือของแตละบริเวณดีเอ็นเอบารโคด ในการจําแนกสปชีสบน Phylogenetic tree ดวยวธิีการ 
Neighbour-joining (NJ) พบวา ท้ังบริเวณ matK และ rbcL สามารถจําแนกเทียนนางคารจากพืชชนิดอ่ืนได 
แตบริเวณ ITS2 นั้นจะตองมีการศึกษาวิเคราะหเพ่ิมเติม โดยการเพ่ิมสปชีสอ่ืนท่ีจะนํามาใชในการวิเคราะห  

จากงานวิจัยนี้ สรุปได ท้ังบริเวณ matK และ rbcL มีท้ังประสิทธิภาพและความนาเชื่อถือ ท่ีจะใช
เปนดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือระบุสปชีสสําหรับเทียนนางคาร  สิ่งท่ีเราสามารถศึกษาเพ่ิมเติมคือ การสรางและ
วิเคราะหความสามารถของบริเวณ  psbA-trnH สําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคด ซ่ึงบริเวณดังกลาวนี้ เปนอีก
หนึ่งบริเวณท่ีมีรายงานการวิจัยกอนหนานี้วามีประสิทธิภาพในการจําแนกชนิดพืชไดดีเชนกัน (12) 
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a                  b 

 
c 

 
 
รูปท่ี 6 Dot plots of maximal intraspecific distance versus minimal interspecific (nearest 
neighbor) distance for analyzing the presence of barcode gap in: (a) matK; (b) rbcL and (c) 
ITS2. Each data point-legend represents ratio (difference) of minimum inter- to maximum 
intraspecific distances of an individual-pair of comparing species.   
 
IK = I. kerriae 
IAm = I. amplexicaulis 
ISu = I. sulcata 
IBf = I. balfourii 
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รูปท่ี 7 The Neighbour-joining tree of the matK sequences from four Impatiens sp. Bootstrap 
values (>70%) are shown next to the branches. 
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รูปท่ี 8 The Neighbour-joining tree of the rbcL sequences from eight Impatiens sp. Bootstrap 
values (>70%) are shown next to the branches. 
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รูปท่ี 9 The Neighbour-joining tree of the ITS2 sequences from two Impatiens sp. Bootstrap 
values (>70%) are shown next to the branches. 
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ผลการศึกษา: หญานางแดง หรือ ขยัน (Bauhinia strychnifolia Craib.) 

 
ไมโครแซทเทลไลท 

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของหญานางแดง (Bauhinia strychnifolia Craib. ) 

ผลการทดลอง 

1. พืชท่ีใชในการศึกษา 

ตัวอยางหญานางแดงท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้มีท้ังหมด 13 ตัวอยาง ดังแสดงไวในตารางท่ี 1  

  

ตารางท่ี 1 ตัวอยางยานางแดงท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้ 

 

 ชื่อพืชท่ีใชในการศึกษา รหัสตัวอยาง แหลงตัวอยาง 
1 B. strychnifolia Craib.  K0 กาญจนบรุี 
2 B. strychnifolia Craib.  K1 สระบุรี 
3 B. strychnifolia Craib.  K2 เลย 
4 B. strychnifolia Craib.  K3 ปราจีนบุรี 
5 B. strychnifolia Craib.  K4 นครนายก 
6 B. strychnifolia Craib.  K5 กรุงเทพฯ (จรัญสนิทวงษ) 
7 B. strychnifolia Craib. K6 ยโสธร 
8 B. strychnifolia Craib. K7 กรุงเทพฯ (สวนหลวง) 
9 B. strychnifolia Craib. K8 สระแกว 
10 B. strychnifolia Craib. K9 ปทุมธานี 
11 B. strychnifolia Craib. K10 นครปฐม (พุทธมณฑล) 
12 B. strychnifolia Craib. K11 นครปฐม (สามพราน) 
13 B. strychnifolia Craib. K12 ขอนแกน 

 

2. การระบุลักษณะของไมโครแซทเทลไลท (Identification and characterization of SSRs) 

จากการคัดเลือกโคลนท่ีมีไมโครแซทเทลไลทอยูภายในดวยวิธีโคโลนีพีซีอารไดโคโลนีท้ังหมด 98 

โคลน แลวนําสงบริษัทเพ่ือหาลําดับเบส ทําใหไดลําดับเบสท่ีภายในมีไมโครแซทเทลไลทอยูท้ังหมด 60 ลําดับ

เบส จากนั้นนําลําดับเบสดังกลาวท่ีไดไปเปรียบเทียบลําดับเบสท่ีซํ้ากัน ดวยโปรแกรม CAP3 

(http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php/) ทําใหไดลําดับเบส 17 ลําดับเบสแลวนําไปออกแบบไพรเมอรดวย

โปรแกรม WebSat (http://wsmartins.net/websat/) ซ่ึงสามารถออกแบบไพรเมอรได 14 คู ไพรเมอร

ท้ังหมดประกอบดวย 4 ชนิด ไดแก di, tri, tetra และ hexa ดังแสดงในตารางท่ี 2 การศึกษาครั้งนี้พบวาไมโค

รแซทเทลไลทชนิด di-nucleotide repeat พบมากท่ีสุด รองลงมาคือ ชนิด tetra-, ชนิด tri-และ ชนดิ 

Hexa-nucleotide repeat ตามลําดับ 

 

http://pbil.univ-lyon1.fr/cap3.php/)%20%E0%B8%97%E0%B8%B3
http://wsmartins.net/websat/
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ตารางท่ี 2 Type and number of microsatellite motifs 

 

Type of  

SSR motif 

No. of clones Repeat motif No. of clones 

Di- 8(57.14%) GA/CT 8(57.14%) 

Tri- 2(21.43%) CCA/GGT 

GCT/CGA 

1(7.14%) 

1(7.17%) 

Tetra- 2(14.29%) GATA/CTAT 

ATAA/TATT 

AAAT/TTTA 

1(7.14%) 

1(7.14%) 

1(7.14%) 

Hexa- 1(7.14%) TCAGCA/AGTCGT 1(7.14%) 

 

3. การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทท่ีสรางจาก

หองสมุดยีน (enrich genomic library) 

3.1 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทจากการคัดเลือกดวยโพรบ (CT)20 และ (CAG)20 

เม่ือนําไพรเมอรท่ีได 17 คู มาตรวจสอบหาไพรเมอรท่ีสามารถสังเคราะหดีเอ็นเอของยานาง

แดงท้ัง 13 ตัวอยาง (test amplification) พบวา ดีเอ็นท่ีสังเคราะหไดแบงไดเปน 4 รูปแบบ ดังนี้ 

Monomorphism (8 ไพรเมอร), Polymorphism (6 ไพรเมอร), Non-specific (2 ไพรเมอร), และ 

No amplification (1 ไพรเมอร) ดังสรุปในภาพท่ี 1 

 

 
ภาพท่ี 1 ผลการทดสอบไมโครแซทเทลไลทไพรเมอร 

amplification 



 สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ                                                โครงการยอยท่ี3/ 42 

 
 

3.2 การทําจีโนไทปดวยไพรเมอรไมโครแซทเทลไลท 

นํา ไพรเมอรท่ีแสดงลักษณะโพลิมอรฟซึมท้ัง 6 คู มาทําปฏิกิริยาลูกโซ (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) กับยานางแดงท้ัง 13 ตัวอยาง (K0-K12) หลังจากนั้นนําผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห

ไดมาตรวจสอบดวยเทคนิคอิเล็กโทรโฟลิซีสในอะคริลาไมดเจล เพ่ือใชศึกษาความหลากหลายทาง

พันธุกรรม  

จากไพรเมอรท่ีแสดงลักษณะเปนแบบโพลิมอรฟซึมท้ัง 6 ไพรเมอร สามารถสรางแบนหรือ

แอลลีล (allele) ไดท้ังหมด 27 แอลลีล โดยไพรเมอร PK45 ใหจํานวนแบนท่ีมากท่ีสุด (10 แอลลีล) 

คา Heterozygosity (Ho), Gene diversity หรือ expected heterozygosity (He) และคา PIC 

(Polymorphic information content) คํานวณจากการใชโปรแกรม PowerMarker V3.25 (1) 

พบวา คา Heterozygosity (Ho) อยูระหวาง 0.2308 – 0.8462 โดยคาเฉลี่ยเทากับ 0.3974 ขณะท่ี

คา Expected heterozygosity (He) มีคาอยูระหวาง 0.2708 – 0.8923 ซ่ึงมีคาเฉลี่ยเทากับ 

0.5503 จากคาดังกลาวจะเห็นวา คาเฉลี่ยของ He มีคามากกวาคาเฉลี่ยของ Ho ซ่ึงสามารถอธิบายได

วา สภาวะของตัวแทนประชากรยานางแดงท่ีใชในการศึกษาครั้งนี้อยูในภาวะท่ีคอนขางผสมตัวเอง 

(Inbreeding situation) สงผลใหกลุมประชากรมีลักษณะพันธุกรรมท่ีคลายคลึงกัน  

คา PIC เปนคาท่ีอธิบายถึงคุณสมบัติของไพรเมอร (allele ณ ตําแหนงนั้น) ท่ีมีโอกาสแสดง

ลักษณะเปน Heterozygous เม่ือใชทดสอบกับรุนลูกของประชากร (1) ถา PIC มีคามาก โอกาสท่ีจะ

เกิด Heterozygous ก็จะสูงซ่ึง Botstein และคณะ (2) ไดกลาวไววา ระดับของคา PIC ท่ีสูงคือ PIC 

>0.5, ระดับปานกลาง คือ 0.5> PIC >0.25 และ ระดับต่ําอยูท่ี PIC <0.25 จากผลการศึกษาครั้งนี้ 

พบวา ไพรเมอร PK45 ใหคา PIC สูงสุดขณะท่ี ไพรเมอร PK14-2 ใหคานอยท่ีสุด (ภาพท่ี 3)  
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ภาพท่ี 3 แผนภาพแสดงคา PIC ของ เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทท้ัง 6 คู 

 

3.3 การวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยการแบงกลุมโดยใชโปรแกรม TFPGA 

จากการนําไพรเมอรไมโครแซทเทลไลทท้ัง 6 คูมาวิเคราะหกับตัวอยางหญานางแดงท้ัง 13 ตัวอยาง

สามารถสรางแผนภูมิตนไม (Dendrogram) แบบ Nei (1972) ดวยโปรแกรม TFPGA (3) ดังแสดงไวในภาพท่ี 

3 เพ่ือแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของหญานางแดงท้ัง 13 ตัวอยาง คาความหาง Distance = 0.834 

สามารถแบงตัวอยางยานางแดง ไดเปน 2 กลุม โดยกลุมแรก ประกอบดวย 9 ตัวอยาง ไดแก K4, K11, K3, 

K0, K6, K12, K5, K1 และK2 กลุมท่ี 2 มี 4 ตัวอยาง ไดแก K9, K10, K7 และ K8 อยางไรก็ตามผลการ

วิเคราะหนั้นไมบงบอกถึงแหลงท่ีมาของตัวอยาง ท้ังนี้อาจเนื่องมาการการไดมาของตัวอยางจากสถานท่ีตางๆ 

นั้น ไมเปนไปตามแหลงท่ีมาเริ่มตนของตัวอยางเหลานี้    
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ตารางท่ี 3 เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทไพรเมอรของพีชขยัน 

Primer Repeat type Product 
size 
(bp) 

 

ลําดับเบสไพรเมอร TM Allel
e 
 No. 

Heterozygosity 
(Ho) 

Gene 
Diversity 

(He) 

PIC 

PK45 (AG)21 185 F AACGATGAAGTGTGATTCTTGC 54.67 10 0.8462 0.8923 0.8439 

   
R TTTTCAGTCTCCTCTCTCTCCG 

 
 

   
PK73 (GA)10 263 F CTTTATCCAGTGCTTTTGTGCATC 57.14 5 0.2308 0.5938 0.5315 

   
R CCTTGTCCCTCTTCACTAGCAGC 

 
 

   
PK91 (CT)12 154 F TCACATACATTAACAGACCCGC 55.12 6 0.3846 0.6031 0.5475 

   
R GAGATGAAGGGAAGAGTTGCTG 

 
 

   
PK14-2 (CT)13 323 F CCAAGAACCACTCAAACGTAC 54.21 2 0.3077 0.2708 0.2265 

   
R CGACGTGAACAAGAGAGAGATAC 

 
 

   
PK53-1 (ATAA)3 346 F CGCATTAGGAGTGGGTGATATTG 56.18 2 0.2308 0.4708 0.3502 

   
R CAGGGGAGATCCGTCTACATTG 

 
 

   
PK53-2 (AAAT)3 211 F GGACAGATGGCTATTATTGG 52.93 2 0.3846 0.4708 0.3502 

   
R CCACCCTCTCAGTTTCACTTG 
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ภาพท่ี 4 UPGMA dendrogram based on Nei’s genetic distance ระหวางยานางแดง 13 ตัวอยาง 

 
DNA Barcoding  
 
1) พืชท่ีใชในการศึกษา 

พืชท่ีไดสรางเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดเพ่ือใชเปนมาตรฐาน ไดแก หญานางแดง (B. 
strychnufolia Craib.) พืชในสกุลเดียวกับหญานางแดง (Bauhinia sp.) และหญานางเขียว (T. triandra 
Diels.) ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบคลายกับใบหญานางแดง ท่ีระบุชนิดไดถูกตองแลวดวยลักษณะ
สัณฐานวิทยา แสดงไวในตารางท่ี 6 

 
2) ลักษณะและขนาดของลําดับนิวคลีโอไทดของบริเวณท่ีใชในการศึกษา  

จากการตรวจสอบความยาวลําดับนิวคลิโอไทดท้ัง Bauhinia sp. และ T. triandra ท่ีใชในการ
วิเคราะหพบวา ขนาดของ matK อยูในชวง 787 ถึง 804 bp (รูปท่ี 10a) ในขณะท่ีความยาวของ rbcL อยูท่ี 
587 – 616 bp (รูปท่ี 10b) สําหรับ ITS2 คาความยาวจะอยูท่ีชวง 336 ถึง 355 bp (รูปท่ี 10c) 
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a      b 

c    d   

  
 
รูปท่ี 10 การกระจายความถ่ีคาความยาวของลําดับนิวคลีโอไทดท่ีใชในการวิเคราะหเครื่องหมายดีเอ็นเอ
บารโคด 
 

 

Se
qu

en
ce

 le
ng

th
 (b

p)
 

Se
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th
 (b

p)
 

ITS2 

(after removing 5.8S and 28S rRNA sequences) 
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ตารางท่ี 6 List of Plant sample 

Code Scientific Name Common / Local Name Place of collection 

K0 B. strychnifolia Craib.  Yanang-daeng / Khayan Kanchanaburi 

K1 B. strychnifolia Craib.  Yanang-daeng / Khayan Saraburi 

K2 B. strychnifolia Craib.  Yanang-daeng / Khayan Loei 

K3 B. strychnifolia Craib.  Yanang-daeng / Khayan Prachin Buri 

K4 B. strychnifolia Craib. Yanang-daeng / Khayan Nakhon Nayok 

K5 B. strychnifolia Craib. Yanang-daeng / Khayan Charan Sanit Wong 

(Bangkok) 

K6 B. strychnifolia Craib. Yanang-daeng / Khayan Yasothon 

K7 B. strychnifolia Craib. Yanang-daeng / Khayan Suan Luang (Bangkok) 

K8 B. strychnifolia Craib. Yanang-daeng / Khayan Srakaew 

K9 B. strychnifoliaCraib. Yanang-daeng / Khayan Pathum Thani 

W1 B. winitii Craib. Khionang / Oraphim Saraburi – Lopburi 

W3 B. winitii Craib. Khionang / Oraphim Saraburi – Lopburi 

W4 B. winitii Craib. Khionang / Oraphim Saraburi – Lopburi 

W6 B. winitii Craib. Khionang / Ora-phim Saraburi – Lopburi 

W8 B. winitii Craib. Khionang / Ora-phim Saraburi – Lopburi 

W10 B. winitii Craib. Khionang / Ora-phim Saraburi – Lopburi 

R13 B. siamensisK. & S.S. Larsen. Sroisiam Phayathai (Bangkok) 

R2 B. malabaricaRoxb. Sieosom Suan Luang (Bangkok) 

R12 B. tomentosa Linn. Yellow bauhinia / 

Yothaka 

Phayathai (Bangkok) 

R10 B. blakeana Dunn. Hong Kong Orchid Tree  Salaya (Nakhon Pathom) 

R16 B. blakeana Dunn. Hong Kong Orchid Tree Salaya (Nakhon Pathom) 

T1 Tiliacora triandra Diels. Yanang SuanLuang (Bangkok) 

T2 T. triandra Diels. Yanang Samutprakan 

T4 T. triandra Diels. Yanang Jatujak 1 (Bangkok) 

T5 T. triandra Diels. Yanang Jatujak 2 (Bangkok) 

T6 T. triandra Diels. Yanang Yasothon 
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3) ตัวอยางผลการวิเคราะหลําดับนิวคลีโอไทดตําแหนงยีนท่ีใชในการศึกษา  

matK>Bauhinia_strychnifolia1_matK 793 

AGAGGTATCGTATAAATCATCACAGCAGAAAGTCATTGCATTTCTTAAGAGTCTTTCTTCACCAATATTG

TAATTCAGAATAGTCTTATTACTCTAAAAAAATCGATTTCTACTTTTGGAAAAAGTCATCCAAGATTCTTC

TTGTTCCTATATAATTTGCATGTCTTCGAATATGAATCTATCTTCCTTTTTCTCCGTAACAAATCTTCTCA

TTTACGATTAACATCCTCTGGAGTCCTTTTTGAGCGAATCTATTTCTATGGAAAAACAGAACATCTTGTA

GAAGTCTTTGCTAAAGATTTTCTGTCGACCCTATGGTTTTTCAAGGATCCTTTCATTCATTATGTTAGATA

TCAAGGAAAATCTATTCTGGCTTCAACGAATACGCCTCTTTTGATGAATAAATGGAAATACTATCTTATC

AATTTATGGCAATGTAATTTTTATGTTTGGTCTCAACCAGGAAGAATCCATATAAACCAATTATCCGAGC

ATTCATTCTACTTTTTGTTTTTGGGTTATTTTTCAAGTGTGCGGCTGAATCCTTCGGTGGTACGAAGTCG

AATGCTGGAAAATTCATTTCTAATAGAAAATGTTAGGAAAAAGCTTAATACAATAGTTCCAATTATTCCTA

TAATTAGATTATTGGCTAAAGCGAAATTTTGTAACGCATTAGGTCATCCTATAAGTAAACCGGTCTGGGC

CGATTCATCTGATTTTGATATTATTGACCGATTTGTGCGGATATGCAGAAATCTTTCTATTTTTTACGGCA

CAACGCAAACTCTCTCTT 

 

rbcL> Bauhinia_strychnifolia1_rbcL 629 

AGCGCTGGGCGGCGGGTCACCGCGCGCTGTTGTCACCGGTAATATCATGCTGGACTCCTTACTAACTTC
CTGCCCTAATGAAACCCAAAAGATAACTGATATTCTTTGGCAGCATTTCCGTGTAACTTCCTCAACCTTG
GAGTTTCCTTCCTGAAAGAAGCAGGTGCCGCGGTAGCTTGCTGAATCTTCTACTGGTACATGGACAACTT
GTGTGGACCGATGGGCTTACCAGTCTTGATCGTTACAAAGGACGCTGCTACCACATCGAGCCCGTTGCT
GGAGAAGAAAATCAATATATTGCTTATGTAGCTTATCCCTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTA
ACATGTTTACTTCCATTGTGGGTAATGTTTTTGGATTCAAGGCCCTGCGCGCTCTACGTCTGGAGGATTT
GCGAATCCCTAATGCTTATATTAAAACTTTCCAAGGCCCGCCTCACGGCATCCAAGTTGAGAGAGATAAA
TTGAACAAGTACGGCCGTCCCCTATTGGGATGTACTATTAAACCTAAATTGGGGTTATCCGCTAAGAATT
ACGGTCGAGCAGTTTATGAATGTCTCCGCGTGATTTTTTTTTTTTAAAAAAAAAATTATTTTTTCCTTTTT 

 
ITS2 >Bauhinia_strychnifolia1_ITS2  215 

AACGTCGCTGCCCAAAGCACCAGACTTGTGTGGAGGGCGGATGTTGGCCTCCCGTGAGCATTGCTAGCG

GTTGGCCTAAATGCGAGCTTGCGGTGGCGAGCACCATGACGTACGGTGGTTGAGTCATGCTCGAAGCCT

GTCCTGCGTGCCTCGTCTCAGACAATGGCTCCTACGACCCTCGTGCATCGTGTTGATGCCTTCAACG 
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4) ความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดภายในและระหวางสปชีส (Genetic variation within and 
between species) 

เม่ือคํานวณคาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทดของตัวอยางพืช 22 ตัวอยางโดยใชโปรแกรม 
MEGA version 6 ดวยสมการ K2P model จะไดคาตางๆ ดังตอไปนี้ คาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอ
ไทดระหวางชนิด (mean interspecific distance) คาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด 
(mean intraspecific distance) คาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด (least 
interspecific distance) คาความผันแปรสูงสุดของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด (maximum intraspecific 
variation) ของแตละเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคด (ตารางท่ี 7) จากการวิเคราะหพบวา บริเวณ ITS2 มีคา
ความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดสูงท่ีสุด (0.415 + 0.065) เม่ือเปรียบเทียบกับบริเวณ 
matK (0.191 + 0.018) และ rbcL (0.059 + 0.010) ตามลําดับ คาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทด
ภายในชนิดของแตละบริเวณเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดต่ํากวา คาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทด
ระหวางชนิดอยางมีนัยสําคัญยิ่ง (ตารางท่ี 8) 

 
ตารางท่ี 7 Inter- and intraspecific variations of matK, rbcL and ITS2 sequences in Bauhinia sp. 
And T. triandra 

ประเภทความแปรผัน  Distance value  (K2P) 

 matK rbcL ITS2 

Mean inter-species  0.191 + 0.018 0.059 + 0.010 0.415 + 0.065 

Min inter-species 0.152 + 0.016 0.028 + 0.006 0.128 + 0.030 

Mean intra-species  0.038 + 0.005 0.012 + 0.003 0.004 + 0.002 

Max intra-species 0.127 + 0.016 0.022 + 0.004 0.007 + 0.004 

 

ตารางท่ี 8 Wilcoxon sign rank tests for the distribution if intra- vs. interspecific distances 

Barcode Ninter- Nintra- Wilcoxon W P value (2-tailed) 

matK 24 81  531.50  1.569×10-8 

rbcL 59 241 2136.5 1.378 ×10-29 

ITS2 46 185 1081.0 1.790 0-26 
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5) การทดสอบขอบเขตระหวาง คาความแปรผันระหวางสปชีส กับ คาความแปรผันภายในสปชีส
(Assessment of barcoding gap) 

การปรากฏขอบเขตระหวางคาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด 
(barcoding gap) นั้นใชในการบงชี้วา เครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดนั้นเหมาะท่ีจะนํามาใชในการระบุชนิดสป
ชี่สหรือไมโดยเราสามารถตรวจสอบ barcoding gap ไดโดยการพล็อตกราฟ 1:1 สําหรับแตละชุดขอมูลของ
แตละเครื่องหมายโดยแตละจุดขอมูล (Data point) แทนคาระยะพิกัดบนกราฟ X-Y (X-Y coordinate) คา X 
แทนคาความผันแปรสูงสุดของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด (maximum intraspecific distances) และคา 
Y แทนคาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด (minimum interspecific distance) ของ
แตละคูตัวอยางท่ีทําการเปรียบเทียบ 

สําหรับชุดขอมูลของ matK พบวา 50% ของจุดขอมูล (Data point) มีพิกัดอยูเหนือเสนท่ีเหลืออีก
ครึ่งตกอยูใตเสน 1:1 (รูปท่ี11a) แสดงใหเห็นวามีคาความผันแปรสูงสุดของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด ของ
หญานางแดง (B. strychnifolia) สรอยสยาม (B. siamensis) และอรพิม (B. winitii) บางตัวอยาง ท่ีมากกวา
คาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด จากผลการวิเคราะหดังกลาวบริเวณ matK ไม
เหมาะสมในการนํามาจําแนกสปชีสในระดับสกุล Bauhinia ถึงแมวาจะสามารถนํามาใชจําแนกหญานางแดง 
(B. strychnifolia) จากหญานางเขียว (T. triandra) ไดก็ตาม 

กรณีของ rbcL พบวา มีเพียง 13% ของจุดขอมูล (Data point) เทานั้นท่ีมีพิกัดอยูใตเสน 1:1 (รูปท่ี
11b) ชี้ใหเห็นวามีความเหลื่อมล้ําเล็กนอยระหวางคาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิด
กับคาความผันแปรต่ําสุดของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดแสดงใหเห็นวามีคาความผันแปรสูงสุดของลําดับ 
นิวคลีโอไทดภายในชนิดในพืชบางตัวอยาง จากผลการวิเคราะหจึงสรุปไดวาบริเวณ rbcL มีความสามารถใน
การนํามาจําแนกสปชีสได โดยควรใชรวมกับดีเอ็นเอบารโคดบริเวณอ่ืนดวยเพ่ือความม่ันใจและความนาเชื่อถือ
ในการวิเคราะห  

สําหรับบริเวณ ITS2 พบวา จุดขอมูล (Data point) ท้ังหมด มีพิกัดอยูเหนือเสน 1:1 แสดงใหเห็น 
ขอบเขตอยางชัดเจนระหวางคาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด (barcoding gap) 
สรุปไดวา ITS2 มีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ในการระบุชนิดพืชสมุนไพรขยัน (รูปท่ี 11c) 

จากผลการตรวจสอบขอบเขตระหวางคาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด 
(barcoding gap) ในการทดลองครั้งนี้ สรุปไดวาบริเวณ rbcLและ ITS2 นั้นมี Barcode gap จึงความสามารถ
ท่ีจะนํามาใชรวมกันในการจําแนกชนิดพืชในสกุล Bauhinia ได และนอกจากนี้ยังสามารถใชในการแยกแยะ 
หญานางแดง (B. strychnifolia) จากหญานางเขียว (T. triandra) ไดเชนกัน 

 
2) การประเมินประสิทธิภาพของเครื่องหมายดีเอ็นเอบารโคดในการจําแนกสปชีสดวยวิธีการ

วิเคราะหแผนผังแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ ดวยวิธี Neighbour-Joining 
(Evaluating the efficiency of the barcodes for species discrimination by 
Neighbour-Joining phylogeny analysis) 

จากการวิเคราะห Neighbour-joining tree ท่ีถูกสรางจาก genetic distance ซ่ึงคํานวณดวย
สมการ K2P และตรวจสอบความนาเชื่อถือ (reliability) ของ Phylogenetic trees ท่ีสรางข้ึนดวยวิธี 1000-
Bootstrapping พบวา บริเวณลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS2 มีประสิทธิภาพสูงสุดในการจําแนกสปชีสเม่ือ
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เปรียบเทียบกับ matK และ rbcL ตามลําดับผลการทดสอบนี้สอดคลองกับงานวิจัยท่ีไดเคยมีการรายงานไว
กอนหนานี้โดย CBOL Plant Working (2009) (5, 6). 

Phylogenetic (distance) tree ของ matK แสดงการจัดกลุม (cluster) ท่ีไมชัดเจนนักระหวาง
Bauhinia sp. ท้ัง 4 ชนิดแตกลุมของหญานางเขียว (T. triandra) (รูปท่ี12) นั้นแยกออกจากกลุมพืชสกุล 
Bauhinia อยางชัดเจน อยางไรก็ตาม คาความเชื่อม่ัน bootstraps phylogeny ท่ี 72% ของ Neighbour-
Joining tree สําหรับ matK แสดงใหเห็นวาทุก sequences ของขยัน (B. strychnifolia) นั้นอยูในกลุม
เดียวกันและมีขอบเขต (boundary) ระหวางสปชีสหญานางแดงกับสปชีสอ่ืนๆ ในตระกูลเดียวกัน (รูปท่ี13) 

สําหรับ Phylogenetic tree ของ rbcL นั้นคาความเชื่อม่ัน bootstraps phylogeny นั้นต่ํากวา 
70% ระหวางขยัน (B. strychnifolia) กับอรพิม (B. winitii) (รูปท่ี14) แสดงใหเห็นวา ถึงแมทุก sequences 
ของขยัน (B. strychnifolia) นั้นจะอยูในกลุมเดียวกันแตมีการเหลื่อมล้ําของขอบเขต (overlapping 
boundary) ระหวางสปชีสหญานางแดงกับสปชีสอรพิม 

สําหรับ Phylogenetic tree ของ ITS2 นั้นแสดงใหเห็นขอบเขตท่ีชัดเจน (discrete boundary) 
ระหวางกลุมของสปชีสขยัน (B. strychnifolia) กับกลุมของสปชีสอ่ืนๆ ในตระกูลเดียวกัน และ หญานางเขียว 
(T. triandra) ซ่ึงเปนพืชท่ีอยูตางวงศ (family) ท่ีคาความเชื่อม่ัน 100% bootstraps (รูปท่ี 15) 

จากผลการวิเคราะห Phylogenetic (NJ) tree สรุปไดวาบริเวณ ITS2 นั้นมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด
ในการระบุสปชีสสําหรับขยัน (B. strychnifolia) สวนบริเวณ matK นั้นสามารถใชในการวิเคราะหดวย NJ 
tree เพ่ือจําแนกสปชีสไดเชนกัน ดังนั้น บริเวณ matK + ITS2 จึงเหมาะสําหรับนํามาใชจําแนกสปชีสรวมกัน
ได ดวยวิธีวิเคราะห Phylogenetic (NJ) tree  
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a      b 

 
c 

 
รูปท่ี 11 Dot plots of maximal intraspecific distance versus minimal interspecific (nearest 
neighbor) distance for analyzing the presence of barcode gap in: (a) matK; (b) rbcL and (c) 
ITS2. Each data point-legend represents ratio (difference) of minimum inter- to maximum 
intraspecific distances of an individual-pair of comparing species.   
 
BB = B. blakeana; BM = B. malabarica; BS = B. strychnifolia; BSi = B. siamensis;   
BW = B. winitii; TT = T. triandra; BT = B. tomentosa 
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สรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษานี้ เราไดสรางเครื่องมือในการระบุสปชีส “ดีเอ็นเอบารโคด” ท่ีเปนมาตรฐานสําหรับ

พืชสมุนไพรขยัน (B. strychnifolia) โดยใชพืชสปชีสอ่ืนๆ ในตระกูลเดียวกัน รวมท้ังสมุนไพรหญานางเขียว 
(T. triandra) ซ่ึงมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบท่ีคลายกับขยันและมักกอใหเกิดความสับสนในการจําแนก 
มาใชในการวิเคราะหและสรางเครื่องมือดังกลาว พืชท้ังหมดท่ีนํามาใชในการศึกษาและสรางดีเอ็นเอบารโคด
นั้นไดรับการระบุชนิดท่ีถูกตองแลวดวยวิธีการทางสัณฐานวิทยา โดยผูเชี่ยวชาญดานอนุกรมวิธานของพืช เรา
สามารถนําลําดับนิวคลีโอไทดท่ีไดรับการวิเคราะหและคํานวณหาคาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดแลว
นั้น ไปฝากจัดเก็บไวท่ีฐานขอมูล GenBank เพ่ือใหนักวิจัยและผูสนใจสามารถเขาถึงและดึงขอมูลเหลานี้ ไปใช
ประโยชนในการวิเคราะหไดตอไป  

ดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพืชหญานางแดงท่ีสรางข้ึนนี้ ใชบริเวณมาตรฐาน 3 แหง ไดแก บริเวณลําดับ
นิวคลีโอไทดท่ีเปนสวนของยีน matK และ rbcL ซ่ึงอยูบนคลอโรพลาสตดีเอ็นเอ (chloroplast DNA) และ
ลําดับนิวคลีโอไทดของ ITS2 ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของลําดับนิวคลีโอไทดภายในยีน rRNA ท่ีอยูบนนิวเคลียรดีเอ็นเอ 
(nuclear DNA) เม่ือนําบริเวณมาตรฐานท้ัง 3 บริเวณมาคํานวณหาคาความแปรผันของลําดับนิวคลีโอไทดแลว
ไดชวงของคาท่ีแตกตางกัน เนื่องจากแตละบริเวณท่ีศึกษามีความแตกตางของจํานวนและลําดับนิวคลีโอไทดท่ี
ไมเทากัน โดยพบวาบริเวณ ITS2 มีความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางหญานางแดงกับพืชชนิดอ่ืนๆ 
สูงท่ีสุด ในขณะท่ีมีคาความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดระหวางพืชหญานางแดงแตละตัวอยางต่ําท่ีสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกับบริเวณ rbcL และ matK ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับรายงานการศึกษาท่ีมีมากอนหนานี้ (6, 
7, 28) 

เม่ือนําคาความแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดของแตละบริเวณมาวิเคราะห การปรากฏขอบเขตระหวาง
คาความแปรผันระหวางชนิดกับคาความแปรผันภายในชนิด (barcoding gap) เพ่ือตรวจสอบวา เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอบารโคดนั้นเหมาะท่ีจะนํามาใชในการระบุชนิดสปชี่สหรือไม พบวามี barcode gap สําหรับบริเวณ
rbcL และ ITS2 โดยเฉพาะอยางยิ่งบริเวณ ITS2 ใหผล barcode gap ชัดเจนท่ีสุดซ่ึงชวยสนับสนุนสอดคลอง
กับรายงานวจิัยท่ีเคยมีมากอนหนานี้วา บริเวณ ITS2 มีประสิทธิภาพในการใชเปนดีเอ็นเอบารโคดมากกวา
บริเวณ matK (7, 9, 28) ท้ัง 2 บริเวณ (rbcL + ITS2) จึงเหมาะท่ีจะนํามาใชในการวิเคราะหรวมกันเพ่ือสราง
ความเชื่อม่ันในการจําแนกและระบุสปชีส 

เม่ือนําคาความแปรผันลําดับนิวคลีโอไทดของแตละบริเวณ มาวิเคราะหประสิทธิภาพและความ
นาเชื่อถือของแตละบริเวณดีเอ็นเอบารโคด ในการจําแนกสปชีสบน Phylogenetic tree ดวยวธิีการ 
Neighbour-joining (NJ) พบวา ท้ังบริเวณ matK และ ITS2 สามารถจําแนกหญานางแดงจากพืชชนิดอ่ืนได 
แตบริเวณ ITS2 มีประสิทธิภาพและมีความนาเชื่อถือในการระบุและจําแนกสปชีสสําหรับหญานางแดงมาก
ท่ีสุดสวนNJ tree ท่ีสรางจากบริเวณ rbcL นั้นไมสามารถจําแนกหญานางแดงออกจากพืชสปชีสอ่ืนท่ีอยูใน
สกุลเดียวกัน แตสามารถแยกแยะพืชในสกุล Bauhiniaออกจากพืชตางสกุล (Tiliacora) ซ่ึงอยูในวงศอ่ืนของ
อนุกรมวิธานพืช 

จากงานวิจัยนี้ สรุปไดวาบริเวณ ITS2 มีท้ังประสิทธิภาพและความนาเชื่อถือท่ีสุด ท่ีจะใชเปนดีเอ็น
เอบารโคดเพ่ือระบุสปชีสสําหรับขยัน  

อยางไรก็ตาม การประยุกตใชดีเอ็นเอบารโคดในการระบุพืชสมุนไพรนั้นควรจะใชอยางนอย 2 
บริเวณข้ึนไป เพ่ือความเชื่อม่ันในการวิเคราะห เนื่องจาก ณ ปจจุบันนี้ ยังไมมีบริเวณใดท่ีประสบความสําเร็จ
ในการเปนดีเอ็นเอบารโคดสําหรับพืชทุกชนิด (5, 6) ดังนั้นสิ่งท่ีเราสามารถศึกษาเพ่ิมเติมคือ การสรางและ
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วิเคราะหความสามารถของบริเวณ psbA-trnH สําหรับใชเปนดีเอ็นเอบารโคดของขยันซ่ึงบริเวณดังกลาวนี้ 
เปนอีกหนึ่งบริเวณท่ีมีรายงานการวิจัยกอนหนานี้วามีประสิทธิภาพในการจําแนกชนิดพืชไดดีเชนกัน (12) 
นอกจากนี้ สิ่งท่ีตองทดสอบเพ่ิมเติมอีกอยาง คือ การวิเคราะหวาบริเวณ ITS2 ท่ีจะนํามาใชเปนดีเอ็นเอ
บารโคดนั้น มีประสิทธิภาพในการระบุชนิดผลิตภัณฑและสมุนไพรท่ีผานการแปรรูปไดหรือไมโดยสุมตัวอยาง
ผลิตภัณฑท่ีมีจําหนายมาตรวจสอบ อาจเปนเปนผลิตภัณฑท่ีมีการระบุจากแหลงจําหนายวาเปนพืชเพียงชนิด
เดียว (เชน ใบชาหญานางแดง) หรือผลิตภัณฑท่ีระบุวามียานางแดงเปนสวนประกอบ (เชน แคปซูล)  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปท่ี 12 The matK distance tree of four Bauhinia sp. and one morphologically confusing 
species, T. triandra based on Neighbour-joining (NJ) analysis with Kimura 2-parameter (K2P) 
model. Abbreviations followed taxon names are individual codes. The branch scale on 
bottom measures genetic distance in substitution per nucleotide. 
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รูปท่ี 13 The Neighbour-joining tree of the matK sequences from four Bauhinia sp. and one 
morphologically confusing species T. triandra. Bootstrap values (>70%) are shown next to 
the branches. 
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รูปท่ี 14 The Neighbour-joining tree of the rbcL sequences from six Bauhinia species and one 
morphologically confusing species T. triandra. Abbreviations following taxon names are 
individual codes. Bootstrap values (>70%) are shown next to the branches. 
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รูปท่ี 15 The Neighbour-joining tree of the ITS2 sequences from six Bauhinia (B.) species and 
one morphologically confusing species T. triandra. Bootstrap values (>70%) are shown next 
to the branches. 
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ผลการศึกษา: ปุดเดือน Hedychium longicornutum Griff. ex Baker 

 
1. การศึกษาวิเคราะหพันธุกรรมตัวอยางปุดเดือนโดยใช DNA barcode matK และ rbcL  

จากการวิเคราะหตัวอยางดีเอ็นเอตนปุดเดือน (Hedychium longicornutum Griff. ex 

Baker) จํานวน 2 ตัวอยาง ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะตอยีน matK และ rbcL พบวา

ยีน matK ใหแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 800 bp. ยีนและ rbcL ขนาด 600 bp. (รูปท่ี 1) ซ่ึงท้ังสอง

ไพรเมอรมีความจําเพาะเจาะจงในตัวอยางดีเอ็นเอของปุดเดือน นํา PRC product สงวิเคราะหหา

ลําดับเบสดวยวิธี direct sequencing และเปรียบเทียบกับขอมูล nucleotide จากฐานขอมูล 

(NCBI) พบวา sequence จากยีน matK ของตัวอยางปุดเดือน มีคาความเหมือน (Identity) กับ 

sequence ข อ ง ตั ว อ ย า ง ใ น ส กุ ล อ่ื น คื อ   Justicia campylostemon แ ล ะ  Devernoia 

adhatodoides ท่ีความเหมือน 97%   

สวน sequence ของยีน rbcL นั้นเหมือนกับ sequence ใน genus  Hedychium ของตน

ปุ ด เดื อ น  สู ง ถึ ง  1 0 0 % ได แ ก  H. coronarium, H.  gardnerianum, H. coccineum, H. 

flavescens, H. Spicatum และ H. Dekianum จากการ Phylogenetic tree ของ rbcL ระหวาง

ตัวอยางปุดเดือนและพืช-สปชีสในสกุลเดียวกัน (รูปท่ี 2) พบวา DNA barcode rbcLไมสามารถ

แยกตัวอยางปุดเดือน ออกจากพืช-สปชีสในสกุลเดียวกันได เม่ือคํานวณคาความผันแปรของลําดับนิ

วคลีโอไทดของตัวอยางและพืช-สปชีสในสกุลเดียวกันของ sequence rbcL และทดสอบความ

แตกตางดวย Wilcoxon 2-sample tests พบวาคาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดระหวาง

ชนิด (mean interspecific distance) และคาความผันแปรเฉลี่ยของลําดับนิวคลีโอไทดภายในชนิด 

(mean intraspecific distance) นั้นไมมีความแตกตางกัน  

 

สรุปผลการวิจัย 

จากการประเมินประสิทธิภาพของ DNA barcode rbcL ดวยการวิเคราะห Phylogenetic 

tree และคํานวณคาความผันแปรของลําดับนิวคลีโอไทด ในตัวอยางปุดเดือนรวมถึงพืชในสกุล

เดียวกัน ในเบื้องตนพบวา rbcL นั้นไมมีสามรถจําแนกตัวอยางธนนไชย ออกจากพืช-สปชีส ในสกุล

เดียวกันได 

สวน DNA barcode matK นั้นยังไมสามรถสรุปวา barcode นี้ มีประสิทธิภาพในการ

จําแนกตัวอยางตัวอยางปุดเดือนออกจากพืช-สปชีสในสกุลเดียวกันไดหรือไม เนื่องจากไมมีขอมูล

การศึกษาตัวอยางปุดเดือนรวมถึงพืชในสกุลเดียวกัน ในฐานขอมูล NCBI ดังนั้นควรท่ีจะมีการศึกษา

เพ่ิมในพืช-สปชีส ในสกุลเดียวกัน รวมถึงประเมินประสิทธิภาพของ DNA barcode ตัวอ่ืนๆ ใน

ตัวอยางปุดเดือนตอไป 
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รูปท่ี 1 ตัวอยางแถบดีเอ็นเอของตนปุดเดือนจากการใชไพรเมอรยีน matK ขนาด 800 bp. และ 

rbcL ขนาด 600 bp.  
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รูปท่ี 2 The Neighbour-joining tree จากการเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทดตัวอยางปุดเดือนและ
พืช- สปชีสอ่ืนๆ ในสกุลจากฐานขอมูล (NCBI) โดยใช DNA barcode rbcL มี Buchanania sp. เปน 
out group 
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ผลการศึกษา: เปราะราศี Kaempferia larsenii Sirirugsa 

 
การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท  

ทําการคัดเลือก white colony จํานวน 192 colonies มาตรวจสอบขนาดของ insert ท่ีได โดยวิธี 

Colony PCR เพ่ือคัดเลือกพลาสมิดท่ีมีขนาดของ insert ขนาดอยูระหวาง 500-1000 bp จากนั้นจึงทําการ

สกัดพลาสมิด เพ่ือสงวิเคราะหลําดับเบสตอไป 

 

 

 

            
ภาพท่ี 1 colonies ตัวอยางผลการตรวจสอบขนาดของ insert ท่ีได โดยวิธี Colony PCR  
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ทําการสงตัวอยางพลาสมิดเพ่ือวิเคราะหลําดับเบส จํานวนท้ังสิ้น 96 โคลน จากผลหารวิเคราะห สามารถ

นํามาใชในการออกแบบไพรเมอรไดท้ังสิ้น 85 คู (ตารางท่ี 1) และเม่ือทําการทดสอบไพรเมอรท่ีได พบวา ไพร

เมอรท่ีสามารถ amplify ตัวอยางดีเอ็นเอ มีจํานวน 54 คู  ดังนี้ 

Klar-pGEMT_# 

 115 128 12 133 146 148 14 157 159 15 

 167 186 189 193 198 205 213 216 219 221 

 38 39 43 47 48 53 87 98 143 144 

 153 164 177 182 217 49 199-1 199-2 88-1 88-2 

 138 147 165 172 178 185 189 196 202 3 

 206 44 51 61 

 

โดยไพรเมอรท้ัง 54 คู ถูกนํามาใชในการวิเคราะหพันธุกรรมของตัวอยางพืชท้ังหมด โดยผลการวิเคราะห ดัง
แสดงในภาพท่ี 2-18) ซ่ึงมีไพรเมอรท่ีใหลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอเปน Polymorphic pattern จํานวน 24 คู 
ไดแก 

Klar-pGEMT-115  Klar-pGEMT-128  Klar-pGEMT-133  
Klar-pGEMT-148  Klar-pGEMT-186  Klar-pGEMT-198 
Klar-pGEMT-143  Klar-pGEMT-144  Klar-pGEMT-153 
Klar-pGEMT-164  Klar-pGEMT-177  Klar-pGEMT-199-1 
Klar-pGEMT-199-2  Klar-pGEMT-43   Klar-pGEMT-47  
Klar-pGEMT-138  Klar-pGEMT-147  Klar-pGEMT-185 
Klar-pGEMT-202  Klar-pGEMT-44   Klar-pGEMT-61  
Klar-pGEMT-88-2  Klar-pGEMT-3   Klar-pGEMT-206 
 

2) ไพรเมอรท่ีใหลักษณะลายพิมพดีเอ็นเอเปน monomorphic pattern จํานวน 25 คู  ไดแก 
Klar-pGEMT-12   Klar-pGEMT-146  Klar-pGEMT-15  
Klar-pGEMT-167  Klar-pGEMT-189  Klar-pGEMT-193 
Klar-pGEMT-205  Klar-pGEMT-221  Klar-pGEMT-38  
Klar-pGEMT-39   Klar-pGEMT-14   Klar-pGEMT-157 
Klar-pGEMT-159  Klar-pGEMT-213  Klar-pGEMT-216 
Klar-pGEMT-219  Klar-pGEMT-48   Klar-pGEMT-53  
Klar-pGEMT-87   Klar-pGEMT-98   Klar-pGEMT-172 
Klar-pGEMT-51   Klar-pGEMT-165  Klar-pGEMT-189 
Klar-pGEMT-196 
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นําขอมูลรูปแบบลายพิมพดีเอ็นเอ (pattern/genotype) เปราะราศีท่ีได มาทําการวิเคราะหกลุม 
(cluster analysis) ดวยวิธี UPGMA โดยใชสัมประสิทธิ์ความเหมือนทางพันธุกรรม simple matching เพ่ือ
เปรียบเทียบความสัมพันธภายในกลุมของเปราะราศีท่ีนํามาศึกษาในครั้งนี้ จากนั้นนํามาวิเคราะหผลดวย
โปรแกรมสําเร็จรูป NTSYSpc version 2.11T (Exeter Software, Setanket, NY)  
 

 

 
ภาพท่ี 2 ตัวอยางลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_115 128 และ 12 

 

 
ภาพท่ี 3 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_133 146 และ 148 
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ภาพท่ี 4 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_15 167 และ 186 

 

 

 
ภาพท่ี 5 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_189 193 และ 198 
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ภาพท่ี 6 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_205 143 และ 144 

 

 

 
ภาพท่ี 7 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_153 164 และ 177 
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ภาพท่ี 8 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_221 38 และ 39 

 

 

 
ภาพท่ี 9 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_14 157 และ 159 
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ภาพท่ี 10 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_213 216 และ 219 

 

 

 
ภาพท่ี 11 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_199-1 และ 199-2 

 

 
ภาพท่ี 12 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_43 47 และ 48 
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ภาพท่ี 13 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_53 87 และ 98 

 

 

 
ภาพท่ี 14 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_172 178 และ 185 
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ภาพท่ี 15 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_44 51 และ 61 

 

 
ภาพท่ี 16 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_88-2 206 และ 3 
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ภาพท่ี 17 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_138 147 และ 165 

 

 
ภาพท่ี 18 ลายพิมพดีเอ็นเอของเปราะราศี ท่ีไดจากไพรเมอร Klar-pGEMT_189 196 และ 202 
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จากภาพลายพิมพดีเอ็นเอท่ีได สามารถแบงกลุมไพรเมอรไดเปน 2 กลุมคือ 

 
ตารางท่ี 1   ไพรเมอรท่ีใช, จํานวนอัลลีล, ขนาดอัลลีล, จํานวนจีโนไทป และคา polymorphic information 

content (PIC) ท่ีได จากการตรวจสอบในเปราะราศี (Kaempferia larsenii Sirirugsa)  จํานวน 
10 ตัวอยาง 

Locus Sequence 5’→3’ 

No. of 
alleles 

Allele 
size 

range 
(bp) 

No. of 
genotype 

PIC 

Klar-pGEMT-
115 

F: CGACAACTAAGTGGCTGTGC 
R: CCTCTGTGGGTACTCTGCAA 

2 200-240 3 0.48 

Klar-pGEMT-
128 

F: CAATCAAGCTCACGGTGGTA 
R: GCAACAGGTGATTACGCTCA 

2 210-220 2 0.35 

Klar-pGEMT-
133 

F: GACGTCCTCTTCTTGCCATC 
R: TTCTCTTCGCACAATTTCCA 

2 250-260 2 0.50 

Klar-pGEMT-
148 

F: AACAGTCAACCCACCACTTCT 
R: CAGGGCACTCAAGTTATCCAA 

2 210-220 2 0.42 

Klar-pGEMT-
186 

F: GGCATAAATCTACTCATGGCATC 
R: CATGATGGGAGCAAGAGGTT 

3 180-250 2 0.50 

Klar-pGEMT-
198 

F: CTCTTCGCTGCCCTTACAAC 
R: TCAACGCCGAGATTACACTG 

3 230-240 2 0.18 

Klar-pGEMT-
143 

F: TGTCCAATGAAAGCGATTGA 
R: GGCACCTCATGAAGGATTGT 

6 210-240 6 0.79 

Klar-pGEMT-
144 

F: CCTGGGTGATGTTTCGAGAT 
R: CGTGCTGGGAGTAAATCCTG 

5 210-250 5 0.74 

Klar-pGEMT-
153 

F: AACCAAGGCTCAAGAAAGCA 
R: TGCGGGATGCAATATGTAGA 

6 200-250 6 0.78 

Klar-pGEMT-
164 

F: CAGCGCTGACTCCCAGTTAC 
R: CACTGCATCACCTTCCTTCA 

6 190-230 5 0.72 

Klar-pGEMT-
177 

F: CCAAACTCGAGTGTCATGGA 
R: GCTGAAAGGTCTGCTGGTCT 

9 170-230 7 0.81 

Klar-pGEMT-
199-1 

F:CCGTATGGAATTATAGGTTTAAGCA 
R: GAGACATAGAAGATTGCCATGC 

5 210-230 5 0.74 

Klar-pGEMT-
199-2 

F: GGTTTAAGCACTACAAGAGATGC 
R: GAGACATAGAAGATTGCCATGC 

5 200-220 7 0.82 

Klar-pGEMT-
43 

F: ATAGCGTTGATCTCCCGAAC 
R: AGCCTAAATACCCAGCCACA 

2 180-190 2 0.42 
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Locus Sequence 5’→3’ 

No. of 
alleles 

Allele 
size 

range 
(bp) 

No. of 
genotype 

PIC 

Klar-pGEMT-
47 

F: ATAGCGTTGATCTCCCGAAC 
R: AGCCTAAATACCCAGCCACA 

2 180-190 2 0.42 

Klar-pGEMT-
138 

F: GGCGAAGAAAGGAGTGAGTG 
R: AGTGGTGCCAAGGAGATTTG 

9 140-170 6 0.78 

Klar-pGEMT-
147 

F: CCAACAAAGCGTTAGCCACT 
R: CAGCTCGTCATTGGTTGAAA 

3 238-242 4 0.72 

Klar-pGEMT-
185 

F: ACGGCCAATTCATAAGCAAA 
R: GGGTTGCTGCTACCGTTTTA 

3 160-170 2 0.22 

Klar-pGEMT-
202 

F: CAAATCCGCTTGAACTTGCT 
R: AAGTGGAAAATGAGCGATGG 

4 220-240 6 0.82 

Klar-pGEMT-
44 

F: CCCCATCCACACATCTCTCT 
R: AAGATCCTCCCACGATACCC 

9 220-290 4 0.67 

Klar-pGEMT-
61 

F: AGGTTCCAAGGAGGCTTAGG 
R: CGGAATCAAAATCAGCAACC 

10 190-240 5 0.73 

Klar-pGEMT-
88-2 

F: AAGCCCAGCATCCCTTAGTT 
R:TTTGGCATAATTTCTACCTAGCATC 

6 210-250 5 0.69 

Klar-pGEMT-3 F: TCCCAAACCAAGTTCCTCAC 
R: ATCCCCAGTGTCTGATCTCG 

3 200-210 3 0.50 

Klar-pGEMT-
206 

F: TGAGACCAATTAAGGGGTGAA 
R: AGAGGAGGGCGAATGACAGT 

2 220-230 2 0.48 

Total  109  95  
Average  4.54  3.96  

 

36จากขอมูลความแตกตางของลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดมาจากเครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท
จํานวนท้ังสิ้น 10 เครื่องหมาย พบจํานวนอัลลีลท้ังหมด 109 อัลลีล (เฉลี่ย 4.54 อัลลีลตอไพรเมอร) และได
จํานวนรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตางท้ังหมด 95 จีโนไทป (เฉลี่ย 3.96 จีโนไทปตอไพรเมอร) 
(ตารางท่ี 1) จากตาราง พบวาเครื่องหมายท่ีใหความแตกตางสูงสุดในเปราะราศีกลุมนี้ไดแก Klar-pGEMT-
177 และ Klar-pGEMT-199-2 ท่ีใหความแตกตางของจีโนไทปถึง 7 จีโนไทป มีคา PIC เทากับ 0.81 และ 
0.82 ตามลําดับ ซ่ึงคา PIC เปนคาท่ีบอกประสิทธิภาพในการแยกความแตกตางของแตละไพรเมอร นั่นคือ 
ไพรเมอรท่ีใหคา PIC สูง จะแยกความแตกตางของจีโนไทปไดมาก สวนไพรเมอรท่ีมีคา PIC ต่ํา จะแยกความ
แตกตางของจีโนไทปไดนอย  
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การจัดกลุมจากขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเครื่องหมายโมเลกุลชนิดไมโครแซทเทลไลท มีคา
สัมประสิทธิ์ความเหมือนทางพันธุกรรมระหวางทุกจีโนไทปโดยเปรียบเทียบทีละคู อยูระหวาง 0.60-0.95 36(
ภาพท่ี 1)36 36โดยมีคาประสิทธิภาพการจัดกลุม (cophenetic value) เทากับ 0.877 36จากขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอ
ท่ีได สามารถแบงกลุมเปราะราศีไดเปน 2 กลุม ท่ีระดับความคลายคลึงเทากับ 0.63  

การวิเคราะห Unweighted pair-group arithmetic average (UPGMA) โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล
ชนิดไมโครแซทเทลไลทท่ีพัฒนาข้ึน แสดงใหเห็นวาเปราะราศี มีความหลากหลายทางพันธุกรรมภายใน
ประชากรไมมากนัก36 (ภาพท่ี 19 และ ตารางท่ี 2) เนื่องดวยเปนพืชท่ีถูกจัดใหอยูในกลุมพืชถ่ินเดียว พบเฉพาะ
ในพ้ืนท่ีแถบจังหวัดอุบลราชธานีและมุกดาหาร (36Sirirugsa, 1989) 

 

 
ภาพท่ี 19  แผนภาพแสดงการจัดกลุมดวยวิธี UPGMA โดยใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอในประชากรเปราะราศี

จํานวน 10 ตัวอยาง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 สํานักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติ                                                โครงการยอยท่ี3/ 76 

 

ตารางท่ี 2 แสดงคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงท่ีไดจากการคํานวณดวยวิธี simple matching ของแตละคู  

 
Klar_1 Klar_2 Klar_3 Klar_4 Klar_5 Klar_6 Klar_7 Klar_8 Klar_9 Klar_10 

Klar_1 1.000 
         Klar_2 0.688 1.000 

        Klar_3 0.622 0.617 1.000 
       Klar_4 0.676 0.830 0.600 1.000 

      Klar_5 0.676 0.830 0.614 0.952 1.000 
     Klar_6 0.622 0.574 0.663 0.643 0.621 1.000 

    Klar_7 0.622 0.787 0.556 0.905 0.914 0.613 1.000 
   Klar_8 0.568 0.660 0.605 0.714 0.677 0.742 0.677 1.000 

  Klar_9 0.405 0.489 0.614 0.595 0.579 0.621 0.591 0.634 1.000 
 Klar_10 0.514 0.574 0.663 0.650 0.626 0.604 0.640 0.708 0.692 1.000 
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