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2.  การเตรียมดีเอ็นเอและ การตรวจสอบคุณภาพ  

 
 ในการสกดัดีเอ็นเอของพืชสมุนไพรพบวา่มีเมือกล่ืน ๆ อยูเ่ป็นจ านวนมาก  จึงสกดัซ ้ าอีก 2 
คร้ัง   ส าหรับดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีค่า OD 260/280  อยู่ระหว่าง 1.7-1.8  และปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได ้
ข้ึนกบัอายุของใบ พบวา่ใบอ่อนสามารถน ามาสกดัดีเอ็นเอไดป้ริมาณมากกวา่ใบแก่ และมีคุณภาพ
ดีกวา่ใบแก่   
 
3.  การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอ 
 
 3.1   การวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี 

 
 น าดีเอ็นเอท่ีผ่านการตรวจคุณภาพแลว้จ านวน 25 ตวัอยา่ง มาตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 
ชนิดคือ EcoRI และ Mse I แลว้เช่ือมต่อดว้ย adapter 2 ชนิด และท าการคดัเลือกดว้ยไพรเมอร์จาก 
64 คู่  คัดเลือกไว้ 11 คู่ คือ M-CAC / E-AAC, M-CTT / E-AGC, M-CAA / E-AAC,  M-CTC / E-
ACC M-CAC / E-AGG, M-CTT / E-ACA, M-CAT / E-AAC. M-CTC / E-AAC,  M-CAC / E-
ACG,  M-CTT / E-AGG และ M-CTC / E-AGG  พบวา่ไพรเมอร์ทั้ง 11 คู่น้ีแสดงลายพิมพดี์เอ็นเอท่ี
แตกต่างกนั ในทุกตวัอย่างท่ีท าการศึกษา โดยให้แถบดีเอ็นเอ 58 33 30 29 50 28 43 22 30 29 และ 
28 แถบตามล าดบั ( ภาพท่ี 1-11 ) รวมทั้งหมด 380 แถบ คู่ไพรเมอร์ท่ีใหแ้ถบดีเอนเอมากท่ีสุดมี 1 คู่
ไพรเมอร์ คือ  M-CAC / E-AAC ให้แถบดีเอ็นจ านวน 58 แถบ คู่ไพรเมอรท่ีให้แถบดีเอ็นเอน้อย
ท่ีสุดมี 1 คู่ไพรเมอร์คือใหแ้ถบดีเอ็นเอ M-CTC / E-AAC จ านวน 22 แถบ เฉล่ียแลว้จะให้แถบดีเอ็น
เอ 34.54 แถบต่อคู่ไพรเมอร์  
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ตารางที ่2  คู่ไพรเมอร์ของเทคนิคเอเอฟแอลพีท่ีใชใ้นการทดสอบและไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก 
 

ไพรเมอร์ 

ไพรเมอร์ 

M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT 

E-AAC         
E-AAG 

A2 

        
E-ACA         
E-ACC         
E-ACG         
E-ACT         
E-AGC         
E-AGG         

 
หมายเหตุ     คู่ไพรเมอร์ท่ีไม่คดัเลือก 

   คู่ไพรเมอร์ท่ีคดัเลือก 
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ตารางที ่3  ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอของพืชสมุนไพรโดยใชเ้ทคนิคเอเอฟแอลพี 
 

ไพรเมอร์ 
จ านวนแถบดีเอ็นเอ จ านวนแถบดีเอ็นเอ

ทั้งหมด 
โพลีมอร์ฟิซึม     

( % ) แตกต่าง เหมือน 
M-CAC / E-AAC 
M-CTT / E-AGC 
M-CAA / E-AAC 
M-CTC / E-ACC 
M-CAC / E-AGG 
M-CTT / E-ACA 
M-CAT / E-AAC 
M-CTC / E-AAC 
M-CAC / E-ACG 
M-CTT / E-AGG 
M-CTC / E-AGG 

58 
33 
30 
29 
50 
28 
43 
22 
30 
29 
28 

 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

58 
33 
30 
29 
50 
28 
43 
22 
30 
29 
28 

100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 
100 

ค่าเฉล่ีย   34.54 100 
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ภาพที ่1  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                               ไพรเมอร์ M-CAC / E-AAC และ marker  คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 25 คู่เบส 

 
 
 
 
 

125 bp 125 bp 
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              ภาพที1่ (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                                      ไพรเมอร์ M-CAC / E-AA  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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                ภาพที ่2   ลายพิมพดี์เอ็นเอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 

                      ไพรเมอร์ M-CTT / E-AGC  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 
 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่2 (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                        ไพรเมอร์ M-CTT / E-  AGC และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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                 ภาพที ่3   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี   
                                  ไพรเมอร์ M-CAA / E-AAC  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่3 (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                       ไพรเมอร์ M-CAA / E- AAC  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่4   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                               ไพรเมอร์ M-CTC / E-ACC และ marker คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่4 (ต่อ)  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                       ไพรเมอร์ M-CTC / E-ACC  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่5  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                 ไพรเมอร์ M-CAC / E-AGG  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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  ภาพที ่5  (ต่อ)  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                                 ไพรเมอร์ M-CAC / E- AGG   และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพทึึึ่ 6   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                   ไพรเมอร์ M-CTT / E-ACA และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพทึึึ่ 6 (ต่อ)  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                       ไพรเมอร์  M-CTT / E-ACA และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่7   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                ไพรเมอร์ M-CAT / E-AAC และ marker คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 
125 bp 
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ภาพที ่7  (ต่อ)  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                        ไพรเมอร์ M-CAT / E-AAC และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่8  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                ไพรเมอร์ M-CTC / E-AAC และ marker คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 
125 bp 
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ภาพที ่8  (ต่อ)  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                         ไพรเมอร์ M-CTC / E-AAC  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่9  ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                    ไพรเมอร์ M-CAC / E-ACG และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่9  (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                           ไพรเมอร์ M-CAC / E-ACG และ marker คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่10   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                     ไพรเมอร์ M-CTT / E-AGG  และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่10 (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                          ไพรเมอร์ M-CTT / E-  AGG  และ marker คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

125 bp 125 bp 
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ภาพที ่11   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
                                   ไพรเมอร์ M-CTC / E-AGG และ marker  คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

125 bp 125 bp 
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       ภาพที ่11 (ต่อ)   ลายพิมพดี์เอน็เอของพืชสมุนไพรท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                                 ไพรเมอร์  M-CTC / E- AGG และ marker คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน  25 คู่เบส 
 
 
 
 

 

การศึกษาพบวา่เปอร์เซ็นตพ์อลีมอร์ฟิซึมของแถบดีเอน็เอ ท่ีไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพีของ
พืชสมุนไพรพบวา่ค่าเปอร์เซ็นตพ์อลีมอร์ฟิซึมสูงถึง 100 ซ่ึงน่าจะเน่ืองมาจากพืชสมุนไพรท่ีน ามา
ศึกษานั้นต่างชนิดกนัค่าเปอร์เซ็นตพ์อลีมอร์ฟิซึมของแถบดีเอ็นเอจึงสูงมาก  ซ่ึงแตกต่างจาก

125 bp  125 bp 
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การศึกษาในพืชชนิดเดียวกนัท่ีมีความเหมือนและความต่างของแถบดีเอน็เอมากนอ้ยไม่เท่ากนั
ไดแ้ก่ ค่าเปอร์เซ็นตพ์อลีมอร์ฟิซึมของแถบดีเอน็เอของหญา้รูซ่ี  90.41  (กฤษณา, 2546)   ปอสา  
66.85 (นนัทนา, 2547)   ยอ 70.165 (นนัทนา, 2550) ปรง  23.51 (Makanawakul, 2003)    Cucubita 
pepo  37.46  และ C. ovifera  37.07  (Ferroil et al., 2003)   

 
4.  การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมจากลายพมิพ์ดีเอน็เอและข้อมูลสัณฐานวิทยา 
 

  การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของตวัอยา่งสมุนไพรในป่าจ าปีสิรินธรทั้ง 50 ตวัอยา่ง โดยใช้
ขอ้มูลจ านวนแถบของช้ินดีเอน็เอท่ีเพิ่มปริมาณไดจ้ากเทคนิคเอเอฟแอลพี ซ่ึงมีจ านวนแถบดีเอน็เอ
ทั้งหมด 381 แถบจากไพรเมอร์ 11  คู่    ในการวเิคราะห์ขอ้มูล ใชสััญลกัษณ์ “1”   แสดงการพบแถบ
ดีเอ็นเอ และ “0” แสดงการไม่พบแถบดีเอน็เอท่ีต าแหน่งนั้น ๆ แลว้น ามาวเิคราะห์ขอ้มูลโดยใช้
โปรแกรม NTSYS pc version 2.0e  ค  านวณความเหมือนทีละคู่สลบักนั (pairwise homoplassy 
matrix) สร้างเป็นตารางดชันีความเหมือน (ตารางท่ี 3) จากนั้นน าค่าท่ีไดจ้ากการเปรียบเทียบไปจดั
กลุ่มความสัมพนัธ์ดว้ยวธีิ unweighted pair group method of average (UPGMA)     (Nei and Lei, 
1979) แสดงผลในรูปแบบของ phylogenetic tree  จากลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี 
พบวา่สามารถสร้างแผนภาพ (ภาพท่ี 12) และจ าแนกยอออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 คือต่ิงตัง่ กลุ่มท่ี 
2 คือพืชสมุนไพร 49  ตวัอยา่งท่ีเหลือทั้งหมด  เป็นมีค่าความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งกลุ่ม 
0.557-1.000  (ตารางท่ี 4)  จะเห็นวา่มีความแตกต่างกนัมากและบางชนิดรูปแบบลายพิมพดี์เอน็เอไม่
มีความเหมือนกนัเลย เม่ือพิจารณาในรายละเอียดพบวา่ต่ิงตัง่เป็นพืชสมุนไพรท่ีมีคุณสมบติันอกจาก
ช่วยใหเ้จริญอาหาร สามารถ ขบัพยาธิ ระบายทอ้ง จุกเสียด  แกบิ้ด ซ่ึงมีคุณสมบติัเก่ียวกบัโรค
เก่ียวกบัทอ้ง ลดไข ้ และเป็นยาบ ารุงแลว้ ยงัรักษาอาการ ไขป่้า ทาแผลเร้ือรัง ส่วนของรากยงั
สามารถใชแ้กพ้ิษงูไดด้ว้ย  ในขณะท่ีพืชสมุนไพรกลุ่มท่ี 2 จะเป็นกลุ่มท่ีรักษาอาการลดไข ้   โรค
เก่ียวกบัทอ้งและเป็นยาบ ารุงเท่านั้น แต่อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีผูใ้ดศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ของพืชต่างชนิดกนัเลย  และจาก  phylogenetic tree  ท่ีไดจ้ากการศึกษาท่ีมีการจดัเป็นกลุ่มยอ่ย
ถึงแมว้า่จะมีความแตกต่างระหวา่งกลุ่มกนัมาก แต่ก็ยงัสามารถจดัเป็นกลุ่มยอ่ยไดจึ้งน่าจะไดมี้การ
สุ่มตวัอยา่งสมุนไพรท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดกนัไปศึกษาหาสารส าคญัของสมุนไพรในกลุ่มอาการ
ต่าง ๆ ซ่ึงจะท าใหก้ารศึกษาสมุนไพรเป็นไปดว้ยความสะดวกและรวดเร็วข้ึน 
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ภาพท่ี 12    phylogenetic tree ของสมุนไพรป่าจ าปีสิรินธรท่ีวเิคราะห์ดว้ยโปรแกรม NTSYS pc  
                 version 2.0e โดยอาศยัขอ้มูลความเหมือน (similarity) ท่ีค  านวณจากเทคนิคเอเอฟแอลพี  
                 ดว้ยวธีิ UPGMA  
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