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การตรวจสอบสถานะทางอนุกรมวิธานของเทียนสิรินธร (IMPATIENS 

SIRINDHORNIAE TRIBOUN & SUKSATHAN) ในประเทศไทย 
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บทคัดยอ 

การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อตรวจสอบสถานภาพทางดานอนุกรมวิธานของเทียนสิรินธร 

(Impatiens sirindhorniae Triboun & Suksathan) จาก 2 ประชากร คือ 1) ต ัวอยางพืชจากเขาหินปูน  

อำเภอปลายพระยา จังหวัดกระบี่ ซึ่งเปนสถานที่คนพบตัวอยางพืชตนแบบ (type locality)  และ 2) ตัวอยางพืช

จากเขื่อนรัชชประภา จังหวัดสุราษฎรธานี ดวยขอมูลสัณฐานวิทยาและชีวโมเลกุล จากการศึกษาดาน

สัณฐานวิทยาพบวาตัวอยางพืชจากทั ้ง 2 ประชากรมีลักษณะตางกันหลายประการ เชน รูปรางใบ  

ปลายใบ ฐานใบ ขอบใบ  สีดอกและสีลำตน โดยตัวอยางจาก จ.สุราษฎรธานี มีความแปรผันของลักษณะสูง

กวาตัวอยางจาก จังหวัดกระบ่ี สวนลักษณะที่เกี่ยวของกับการสืบพันธุ เชน รูปรางเกสร รังไข เรณู ฝก

และเมล็ด ของตัวอยางพืชทั้ง 2 ประชากรมีความคลายคลึงกันมาก ในขณะที่ผลการศึกษาทางชีววทิยา

โมเลกุลโดยวิธีเครื ่องหมายโมเลกุลพบวาความเหมือนของลำดับนิวคลีโอไทดของยีน matK และ rbcL  
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ของตนเทียนสิรินธร ของทั้ง 2 ประชากรจากการวิเคราะหดวยโปรแกรม ClustalX มีคาคอนขางสูง โดยบริเวณ 

ยีน matK มีความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทดภายในชนิดอยูที่ 0.00–0.40 ซึ่งต่ำกวาความผันแปรระหวาง

ชนิดของเทียนชนิดอื่น ๆ ที่อยูในชวง 0.46–0.53 สวนยีน rbcL พบความผันแปรของลำดับนิวคลีไทด 

ภายในชนิดอยูที่ 0.00 และระหวางชนิดที่ 0.72–0.78 ดังนั้นจึงสรุปไดวาแมวาตัวอยางพืชจากทั้ง 2 

ประชากรจะมีสัณฐานวิทยาแตกตางกันในหลายลักษณะหากแตยังไมมากพอที่จะแยกเปนคนละหนวย

ทางอนุกรมวิธาน (taxa)  สอดคลองกับผลการวิเคราะหความแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทดของยีน 

matK และยีน rbcL ระหวาง 2 ประชากรที่พบมีคาต่ำมากกวาเมื่อเทียบกับเทยีนชนิดอ่ืนในสกุลเดยีวกนั 
 

คำสำคัญ:  การจำแนก เครื่องหมายโมเลกุล  เทียนสิรินธร ยีน matK  ยีน rbcL  
 

Abstract 

This study aimed to investigate the taxonomic status of Impatiens sirindhorniae 

Triboun & Suksathan from two populations including: plants from limestone hills, Plai 

Phraya District, Krabi Province, which is type locality, and plants from Ratchaprapha Dam, 

Suratthani Province by morphological and biomolecular data. From the morphological 

study, it was found that plants from both populations had many different characteristics 

such as leaf shape, leaf tip, leaf base, leaf edge, flower color, and stem color. Plant 

specimens from Suratthani Province was higher variation in characteristics than plant 

specimens from Krabi Province. Whereas reproductive parts, such as the shape of pistil and 

stamen, ovary, pollen, pods, and seeds of those specimens from the two populations 

were very similar. The results of the molecular biology study using molecular markers 

found that the similarity of the nucleotide sequences using the ClustalX program of the 

matK gene and the rbcL gene of I. sirindhorniae of both populations was quite high. The 

matK gene region having the within-species nucleotide sequence variation is 0.00–0.40, 

which is lower than the inter-species variation of other Impatiens species in the range of 

0.46–0.53. For the rbcL gene, the nucleotide sequence variation was 0.00 within species 

and 0.72–0.78 between species. Therefore, it can be concluded that although the plant 

from the two populations has different morphology in many characteristics, they are not 

enough to classify them into different taxonomic units (taxa). This is consistent with the 
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results of the analysis of the nucleotide sequence variation of the matK and rbcL genes. 

The variation between the 2 populations was lower than other Impatiens species. 
 

Keywords: classification, DNA marker, Impatiens sirindhorniae, matK Gene, rbcL Gene 
 

บทนำ 

ประเทศไทยนั้นนับวาเปนพ้ืนที่ท่ีมีความหลากหลายทางชีวภาพสูงติดอับดับ 1 ใน 20 ประเทศ

ทั่วโลก มีความอุดมสมบูรณของทรัพยากรพรรณไม เนื่องจากมีเขตการกระจายพันธุของพืช (Floristic 

Region) พาดผานถึง 3 เขต (van Welzen et al., 2011) ประกอบกับสภาพภูมิประเทศที่หลากหลาย 

สงผลใหเกิดความหลากหลายของพันธุพืชและพันธุสัตวเปนอยางมาก โดยเฉพาะระบบนิเวศบนภูเขา

หินปูนท่ีกระจายอยูทั่วประเทศน้ันลวนแลวแตมีปจจัยดานกายภาพที่มีความเปนเอกลักษณเฉพาะตัวสูง

สงผลใหพรรณไมในบริเวณน้ีจำตองปรับตัวเพ่ือความอยูรอดจนมีชีพลักษณแตกตางจากพรรณไมในบริเวณ

อื่น ๆ อยางชัดเจน (Poopath, 2014; Shewchenko et al., 2018) เกิดเปนพืชเฉพาะถิ่นหรือพืชถ่ิน

เดียว (endemic species) ซึ่งพืชถิ่นเดียวเหลานี้มักมีการกระจายพันธุแคบ ๆ พบเฉพาะในพื้นที่ขนาด

เล็กบนเขาหินปูน อีกทั้งมีจำนวนประชากรจำกัด นับวาเปนสิ่งมีชีวิตที่หายากและสุมเสี่ยงตอการสูญพันธุ

เปนอยางมาก เนื่องจากมีความเปราะบางดานนิเวศวิทยา และไวตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพดินฟา

อากาศ โดยมีประมาณการวาประเทศไทยมีพืชถิ่นเดียว จำนวน 800 ชนิด (Santisuk et al., 2006; 

Chamchamroon, 2012) โดยในจำนวนนี้มีถึงรอยละ 22.5 หรือ 180 ชนิดที่พบเฉพาะบนระบบนิเวศ

เขาหินปูนเทานั้น 

เทียนสิรินธรหรือชมพูสิริน (Impatiens sirindhorniae Triboun & Suksathan) เปนพืชที่

จัดอยู ในวงศเทียน (Balsaminaceae) ไดรับการกำหนดใหเปนพืชถิ ่นเดียว (endemic plant) ของ

ประเทศไทยซึ ่งเจร ิญบริเวณหนาผาเขาหินปูน (lime stone cliff) ท ี ่ความส ูงประมาณ 200 เมตร  

จากระดับน้ำทะเล ในเขตอำเภอปลายพระยา จังหวัดกระบี่ และ ในอางเก็บน้ำเข่ือนรัชชประภา จังหวัดสุ

ราษฎรธานีเทานั ้น โดยคำระบุชนิด “sirindhorniae” นั้นตั ้งขึ ้นเพื่อเทิดพระเกียรติ “สมเด็จพระ

กนิษฐาธิราชเจา กรมสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารี” การรายงานการคนพบพืช

ชนิดใหมของโลก (new species) ชนิดนี้ ไดตีพิมพในวารสาร The Gardens' Bulletin Singapore  

เมื่อป ค.ศ. 2009 โดยนักพฤกษศาสตรชาวไทย คือ ดร. ปยเกษตร สุขสถาน และ ดร.ปราโมทย ไตรบุญ 

จากขอมูลเบื้องตนพบวาตัวอยางพืชจากทั้ง 2 พื้นที่นี้มีความแตกตางกันทางลักษณะสัณฐาน

วิทยาหลายประการอยางเห็นไดชัด  โดยตัวอยางของเทียนสิรินธรที่พบตามเขาหินปูนในอางเก็บน้ำของ

เขื่อนรัชชประภามลีักษณะสัณฐานวิทยาที่แตกตางจากคำบรรยายลักษณะ (description) ของตัวอยาง
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ตนแบบ (type specimen) ที ่รายงานไวในการตีพิมพเผยแพรพืชชนิดนี ้ครั ้งแรกหลายลักษณะ  

(Suksathan & Triboun, 2009) ทำใหเกิดความคลุมเครอืของสถานะทางอนุกรมวิธานวาสมควรจำแนก

พืชจากทั้ง 2 ประชากรนี้เปนคนละหนวยทางอนุกรมวิธาน (taxa) หรือไม หากแยก  สมควรแยกเปน

ระดับใด เนื่องจากมีพืชในสกุลเทียนหลายชนิดที่มีการจำแนกหนวยทางอนุกรมวิธานในระดับต่ำกวาชนิด 

(Suksathan & Triboun, 2009)  โดยในป ค.ศ. 2012 มีรายงานวาผลการศึกษาพรรณไมในวงศเทียน 

(Balsaminaceae) บริเวณเทือกเขาหินปูนในพื้นที่ธรรมชาติทั่วประเทศไทย พบพืชจำนวน 60 ชนิด 

และทุกชนิดจัดอยูในสกุลเทียน (Impatiens L.) เพียงสกุลเดียวเทานั้น ซึ่งในจำนวนนี้เปนพืชชนิดใหม

ของโลกมากถึง 10 ชนิดดวยกัน (Triboun et al., 2012) และตอมาไดมีการตีพิมพหนังสือเกี่ยวกับ 

พืชสกุลเทียนในประเทศไทยและรายงานพืชชนิดใหมของโลกเพิ่มอีก 20 ชนิด นอกจากนี้ยังมีถึง 43 

ชนิดที่มีการจำแนกหนวยทางอนุกรมวิธานในระดับต่ำกวาชนิด (Suksathan & Ruchisabsakun, 2020) 

ดังนั้นจึงอาจเปนไปไดสูงที่ตัวอยางพืชจากเขื่อนรัชชประภาอาจเปนคนละหนวยทางอนุกรมวิธาน (taxa) 

กับตัวอยางพืชท่ีเจริญบริเวณที่คนพบตัวอยางตนแบบ (type locality)  

ทั้งนี้เนื่องจากการใชเพียงลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปนเกณฑเพียงอยางเดียวในการจำแนก

และวิเคราะหชนิดพรรณไมอาจทำใหเกิดความผิดพลาดในการจำแนกได โดยเฉพาะพืชที่มีลักษณะ

ใกลเคียงกันมาก (Khan et al., 2011) ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงไดนำเทคนิคดานเครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 

เขามาใชในการพิจารณารวมดวย ซึ ่งเทคนิคนี้ไดรับความนิยมอยางมากในการนำมาใชจัดจำแนก

สิ่งมีชีวิต โดยพัฒนาจากการเลือกใชดีเอ็นเอที่ตำแหนงจำเพาะที่มีลำดับนิวคลีโอไทดตางกันในระหวาง

ชนิดสูงซึ่งสามารถแยกสิ่งมีชีวิตตางชนิดออกจากกันได (Thanananta et al., 2014; Habert et al., 2003) 

อยางไรก็ตาม การระบุชนิดใหถูกตองและแมนยำควรใชเครื่องหมายดีเอ็นเอมากกวา 1 ตำแหนง (Fazekas, 

2008) ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงมุงสนใจศึกษาลำดับนิวคลีโอไทดในจีโนมของพลาสติดบริเวณยีน rbcL  

และยีน matK ในเทียนสิรินธรทั้ง 2 ประชากร  ซึ่งยีนดังกลาวไดรับการระบุวาเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอสากล

สำหรับระบุหนวยทางอนุกรมวิธานระดับตาง ๆ ในกลุ มพืชดอกที่มีประสิทธิภาพสามารถแยกไดถึง 

ระดับสกุลและวงศอีกดวย (Kress et al., 2005; Gao et al., 2011; Hollingsworth et al., 2011; Jinbo & 

Kato, 2011; Wattoo et al., 2016) 
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วิธีดำเนินการวิจัย 

 1. การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

  1.1  สำรวจจำนวนประชากร ลักษณะทางนิเวศวิทยา และเก็บตัวอยางเทียนสิรนิธรใน 2 

พื้นที่ของอางเก็บน้ำเขื่อนรัชชประภา จ.สุราษฎรธานี ไดแก 1. บริเวณเทือกเขากาเลาะ (9°00'54.4"N 

98°44'29.0"E) และ 2. บริเวณเทือกเขาสามเกลอ (8°59'33.0"N 98°42'26.9"E) และเก็บตัวอยางเทียน

สิรินธรในบริเวณเขาหินปูน อ.ปลายพระยา จ.กระบี่ จากนั้นนำมาจัดทำเปนตัวอยางพรรณไมอางอิง 

(voucher specimen) เก็บรักษาไว ณ หองปฏิบัติการทางพฤกษศาสตร ภาควิชาวิทยาศาสตรและ

นวัตกรรมชีวภาพ คณะศิลปศาสตรและวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกำแพงแสน  

จากนั้นนำตัวอยางพรรณไมที่วิเคราะหชื่อแลวไปเปรียบเทียบกับตัวอยางพืชตนแบบที่เก็บรักษาใน

พิพิธภัณฑพืชกรุงเทพ (BK) สำนักงานคุมครองพันธุพืช กรมวิชาการเกษตร กรุงเทพฯ เพ่ือยืนยันความถูกตอง 

  1.2  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพของใบและดอกเทียน 

สิร ินธรจากตัวอยางพรรณไมที ่พบจากเขื ่อนรัชชประภา จ.สุราษฎรธานี จำนวน 35 หมายเลข 

เปรียบเทียบกับใบและดอกของตัวอยางพรรณไมที่เก็บตัวอยางจากพื้นที่ จ.กระบี่ จำนวน 8 หมายเลข 

และนำขอมูลที่ไดมาวิเคราะหทางสถิติเพื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยในแตละชุดการทดลองโดยใชวิธี One-

Way ANOVA 

  1.3  ศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของเรณูเทียนสิรินธรจากทั ้ง 2 พื้นที่ภายใตกลอง

จุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (SEM)  โดยตรึงเรณูดวยสารละลาย FAA  เปนเวลา 1–2 ชั่วโมง  

ลางดวยฟอสเฟตบัฟเฟอร 2–3 ครั้ง ดึงน้ำออกจากเรณูโดยใชแอลกอฮอลความเขมขนเปนลำดับ (รอยละ 

50–100) ตัวอยางละ 15–30 นาที และทำเรณูใหแหงโดยใชวิธีทำใหแหง ณ จุดวิกฤต (critical point 

drying : CPD)  จากนั้นนำเรณูติดบนแทน โดยใชเทปกาว 2 หนาเปนตัวยึด แลวเคลือบทองดวยเครื่อง 

sputter coater และศึกษาดวยกลองจุลทรรศนอิเล็คตรอนแบบสองกราด (SEM)   

  1.4  ศึกษาสารแอนโธไซยานินในดอกเทียนสิรินธร โดยนำดอกเทียนสิรินธรที่มสีีแตกตางกัน

จากแตละพื้นที่ศึกษาแชในเอทานอล ในอัตราสวนดอกเทียนสิรินธรตอเอทานอล 1:6 ทิ้งไวเปนเวลา 12 ชั่วโมง  

ที่อุณหภูมิหอง จากน้ันนำไปกรองดวยเครื่องกรองสุญญากาศ นำสารทีส่กัดไดมาวิเคราะหปรมิาณแอนโธไซยานนิ

ทั้งหมดดวยวิธีการ pH differential โดยเจือจางสารสกัดดวยบัฟเฟอร pH 1.0 (0.025 M Potassium 

chloride) และบัฟเฟอร pH 4.5 (0.4 M Sodium acetate) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง นาน 20 นาที จากน้ัน

นำไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 และ 700 นาโนเมตรดวยเครื่อง UV-VIS spectrophotometer 

โดยใชตัวทำละลายผสมบัฟเฟอรเปน Blank และคำนวณปริมาณแอนโธไซยานินทั้งหมดของสารสกัด

จากสมการดังตอไปนี้ 
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 ปริมาณแอนโธไซยานิน (มิลลิกรัม/ลิตร) = (Ax MW x DF x 103 ) / (ɛ x 1) 

 โดยที่   A  =  (A520 nm - A700 nm) pH 1.0 -(A520 nm - A700 nm) pH 4.5  

      MW  =  499.2 g/mol (น้ำหนักโมเลกุลของ Cyanidin-3-glucoside)  

      ɛ  =  26,900 L/mol/cm (โมลารแอฟซอฟติวิตี้)  

      DF  =  Dilution facter ของสารละลายตัวอยาง  

   103  =  Factor for conversion from g to mg 
 

 2.  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมดวยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  

  2.1  ส ุ มเก็บตัวอยางใบของเทียนสิร ินธรที ่มีลักษณะตางกันของทั ้ง 2 ประชากร  

ประชากรละ 3 ซ้ำ จากนั้นนำมาสกัดดีเอ็นเอดวยชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneJET™ Plant Genomic DNA 

Purification Mini Kit (Thermo Scientific, USA) ตามวิธีการที่ระบุและตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอดวย 

1% Agarose gel electrophoresis และวัดคุณภาพดีเอ็นเอด วยเคร ื ่อง NanoDrop™ 2000/c 

Spectrophoto meters ของบริษัท Thermo Scientific (USA) 

  2.2  นำดีเอ็นเอที่สกัดไดไปเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอของยีน matK และยีน rbcL ดวยปฏิกิริยา

ลูกโซพอลิเมอเรสหรือพีซีอาร (Polymerasechain reaction; PCR) โดยมีปริมาตรรวมทั้งหมด 50 

ไมโครลิตร ประกอบดวย 1x Phusion buffer, 10 mM dNTP, 0.5 µM Forword และ Reverse Primer, 

0.5 unit Phusion Taq และดีเอ็นเอตนแบบ (Template) โดยใชคูไพรเมอรที่จำเพาะตอยีน matK 472F 

(5’-CCCRTYCATCTGGA AATCTTGGTTC-3’) และ 1248R (5’-GCTRTRATAATGAGAAAGATTT CTGC-3’) 

และคูไพรเมอรที่จำเพาะตอยีน rbcL คือ 1F (5’-ATGTCACCACAAACAGAAAC-3’) และ 724R (5’-

TCGCATGTACCTGCAGTAGC-3’) โปรแกรมที่ใชในปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรส ประกอบดวยขั้นตอน 

ดังนี้ Pre-denaturation ท่ี 98°C (3 นาที) 1 รอบ Denaturation ที่ 98°C (10วินาที) Annealing 55°C 

(20วินาที) และ Extension ที ่ 72°C (30 วินาที) เปนจำนวน 35 รอบ และ Final extension ที ่ 72°C  

(30 วินาที) 1 รอบ และตรวจสอบขนาดชิ ้นดีเอ็นเอที ่เพิ ่มปริมาณที่ไดดวย 1.5% Agarose gel 

electrophoresis โดยเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐานที่ทราบขนาด (100 bp ladder) จากนั้นสงผลผลิต

จากปฏิกิริยาลูกโซโพลิเมอเรสไปทำใหบริสุทธ์ิและวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทด (Ward Medic, Singapore) 

  2.3  นำลำดับนิวคลีโอไทดที่ไดมาตรวจสอบความถูกตองโดยวิเคราะหจาก Chromatogram 

และเปรียบเทียบความคลายคลึงกับลำดับนิวคลีโอไทดของเทียนชนิดอื่น ๆ ในฐานขอมูล GenBank  

โดยใชโปรแกรม BLASTn (www.ncbi.nlm.nih.gov) และเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดของยีน matK และ 
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rbcL ในเทียนสิรินธรแตละตัวอยางกับสิ ่งมีชีวิตชนิดอื ่นโดยใชโปรแกรม ClustalX และวิเคราะห

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการโดยการสรางแผนภูมิแสดงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ (Phylogenetic tree) 

ดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) โดยใชโปรแกรม MEGA 5.0 
 

 
 

Figure 1  Impatiens sirindhorniae in natural habitat in the study area of Ratchaprapa 

 Damm, Surat Thani Province (a–g) and Krabi Province (h), a. the white dots are 

 the areas where the samples were taken. Scale = 5 cm. 
 

ผลการวิจัย 

1.  การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

 1.1  จากผลสำรวจในรอบ 1 ป พบวาจำนวนประชากรเทียนสิรินธรปรากฏมากในชวง

เดือนตุลาคม ถึง มกราคม และพบนอยลงหรือไมพบเลยในชวงเดือนกุมภาพันธ ถึง กรกฎาคม  

โดยเทียนสิรินธรมีฤดูการออกดอกสะพรั่งในชวงเดือนสิงหาคม ถึง ตุลาคม และออกดอกบางเปนระยะ 

ในชวงนอกฤดูออกดอก สวนถิ่นอาศัยของเทียนสิรินธรนั้นมักขึ้นปรากฏอยูบนหนาผาในเทือกเขาหินปูน

ที่มีความชันสูงเปนแนวตั้งฉาก (ประมาณ 90 องศา) ตั้งแตความสูงจากระดับน้ำทะเล 15 เมตร ถึง 130 เมตร 

(อาจถึง 150 เมตรในบางพื้นที่)  โดยเทียนสิรินธรมักเจริญอยูในบริเวณเปดโลงมีแสงแดดจัดตามรอย

แยกแตกของหินผาซึ่งมีความหนาของช้ันดินนอยมากหรือไมมีดินหรืออินทรียวัตถุเลย ดังภาพท่ี 1 (Figure 1) 

 1.2  จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาทั้งเชิงปริมาณและคุณภาพของลำตนและ 

ใบเทียนสิรินธรจากทั้ง 2 พื้นที่ รวมทั้งสิ้น 44 หมายเลข พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยาง

เทียนสิรินธรจากเข่ือนรัชชประภา จ.สุราษฎรธานี มีความแปรผันสูง ในขณะที่ลักษณะทางสัณฐานวิทยา
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ของตัวอยางเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ คอนขางคงที่ โดยตัวอยางจาก จ.สุราษฎรธานี มีลำตนสีฟางซีด 

(stramineous)  สวนเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ มีลำตนสีเขียวเขม (dark green)  สวนลักษณะรูปรางใบ

พบวาตัวอยางจาก จ.สุราษฎรธานี มีรูปรางใบ 3 แบบ ไดแก  รูปไข รูปรี และรูปกลม ดังภาพท่ี 2a-c (Figure 

2a–c) สวนเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ มีใบรูปกึ่งหัวใจ ดังภาพที่ 2d (Figure 2d) สงผลใหรูปรางของปลาย

ใบและฐานใบของเทียนสิร ินธรจาก จ.สุราษฎรธานี มีความหลากหลายกวาเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ 

เชนเดียวกับลักษณะขอบใบที่พบวาเทียนสิรินธรจาก จ.สุราษฎรธานี มีลักษณะขอบใบ 2 แบบ คือ เกือบเรียบ 

และซีห่ยักถี ่ดังภาพที่ 2a-c (Figure 2a–c) สวนขอบใบเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ มซีี่หยักหางกวา (Figure 2d)   

 
Figure 2  Leaves shape and flower color shade of Impatiens sirindhorniae;  

a. ovate, b. orbicular, c. elliptic and d. subcordate. Scale = 2 cm. 
 

นอกจากนี้ใบของเทียนสิรินธรจาก จ.สุราษฎรธานี (ยกเวนใบรูปกลม) มีความยาวมากกวาใบ

เทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ อยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 99%  สวนความกวางพบวาใบรูปไข

และใบรูปกลมจาก จ.สุราษฎรธานี มีความกวางมากกวาใบรูปหัวใจจาก จ.กระบี่ อยางมีนัยสำคัญทาง

สถิติที่ความเชื่อมั่น 99%  และยังพบอีกวาใบของเทียนสิรินธรจาก จ.สุราษฎรธานี ทั้ง 3 รูปรางมีความหนา

มากกวาใบเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี ่อยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 99% ดังตารางที่ 1 (Table 1) 
 

Table 1  Width, length, and thickness of all 4 types of Impatiens sirindhorniae leaves. 
 

Leaves shape Width (cm) Length (cm) Thickness (cm) Source  

Ovate 4.38±0.08a 6.45±0.03a 0.24±0.01a Surat Thani Province 

Elliptic 3.51±0.06b 6.74±0.13a 0.23±0.01a Surat Thani Province 

Orbicular  4.36±0.05a 3.90±0.08b 0.19±0.00b Surat Thani Province 

Cordate 2.81±0.06c 4.19±0.08b 0.08±0.00c Krabi Province 

F–test ** ** **  

C.V. (%) 18.29 26.40 39.89  

Remark  Means ± standard deviation followed by different letters in the same column 

 denote significant differences at P≤0.01 as determined by LSD ** = significant. 

a d 
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 1.3  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอกพบวาดอกเทียนสิรินธรมีสีกลีบดอกแตกตางกัน  

4 สี คือ สีชมพูเขม สีชมพูออน สีขาวอมชมพู และ สีขาว ดังภาพที่ 1e-g (Figure 1e-g) โดยเปนที่นาสังเกต

วาเทียนสิรินธรจาก จ.กระบี่ มีเฉพาะดอกสีชมพูออน ดังภาพที่ 1h (Figure 1h) ตรงตามคำบรรยายใน

รายงานการคนพบพืชชนิดใหม (Suksathan & Triboun, 2009) และพบวาดอกสีชมพูเขมและดอกสี

ชมพูออนมีขนาดใหญกวาดอกสีขาวและสีขาวอมชมพูอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่น 95% 

อยางไรก็ตาม ไมพบความแตกตางของขนาดดอกในเทียนสิรินธรทั้ง 2 ประชากร สวนความยาวของกานดอก

พบวาดอกสีขาวมีความยาวของกานดอกมากที ่สุดอยางมีนัยสำคัญทางสถิติที ่ความเชื ่อมั ่น 95% 

(56.86±4.32 มิลลิเมตร) รองลงมาคือดอกสีชมพูออน สีชมพูเขม และ สีขาวอมชมพู ตามลำดับ  

ดังตารางที่ 2 (Table 2)   
 

Table 2  Size of Impatiens sirindhorniae flower and Anthocyanin content. 
 

Floral color Petal width 

(mm) 

Petal length 

(mm) 

Floral stalk 

(mm) 

Anthocyanin content 

(Mg / dry weight) 

Source  

Dark purple 37.42±0.98a 44.34±0.89a 32.23±1.02c 11.68±0.66a Surat Thani Province 

Light purple 37.81±1.03a 43.21±1.06a 39.18±1.05b 5.62±0.14b 

4.67±0.00b 

Surat Thani Province 

Krabi Province 

Purplish white 29.44±0.28b 31.39±0.37b 30.99±1.46c 1.50±0.34c Surat Thani Province 

White 32.46±0.70b 32.46±1.06b 56.86±4.32a 0.33±0.09d Surat Thani Province 

F–test * * *   

C.V. (%) 13.32 16.86 25.13   

Remark  Means ± standard deviation followed by different letters in the same column 

 denote significant differences at P≤0.05 as determined by LSD * = significant. 
 

 1.4  การวิจัยในครั้งนี้ยังไดศึกษาเพิ่มเติมในลักษณะอื่น ๆ โดยเฉพาะลักษณะที่เกี่ยวของ

กับการสืบพันธุ เนื่องจากเปนลักษณะสำคัญที่ใชในการจำแนกชนิดของพืช อาทิ รูปรางของเกสรเพศเมีย 

เกสรเพศผู รังไข เรณู ฝก และเมล็ด  โดยพบวาเทียนสิรินธรจากทั้ง 2 พื้นที่มีลักษณะเหลานี้คลายคลึงกัน 

ดังภาพที่ 3 (Figure 3) 
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Figure 3  Some characteristics of the reproductive parts of Impatiens sirindhorniae,  

 a. pistil, b. stamen, c. x-section of ovary, d. pollen, e. fruit, and f. seed.  

 Scale a. & b. = 1 mm, c. & f. = 0.5 mm. 
 

 2.  ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมดวยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ  

 2.1  การสกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดสกัดดีเอ็นเอ GeneJET Genomic DNA Purification Kit 

พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดมีคาความบรสุิทธ์ิของดีเอ็นเอ A260/280 อยูในชวง 1.40-1.80  และจากการเพ่ิม

ปริมาณชิ้นดีเอ็นเอดวยปฏิกิริยาลูกโซพอลิเมอเรสจากคูไพรเมอรที่มีความจำเพาะกับยีน matK และ 

ยีน rbcL พบวามีขนาดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 800 คูเบส และ 750 คูเบส ตามลำดับ 

 2.2  จากผลการวิเคราะหลำดับนิวคลีโอไทดดวยวิธี Sequencing พบวาผลของลำดับ 

นิวคลีโอไทดที่ไดมีโครมาโทแกรม (Chromatogram) ที่มีคุณภาพดี และไมมีสัญญาณรบกวน สวนผล

การวิเคราะหความเหมือนของลำดบันิวคลีโอไทดของยีน matK และยีน rbcL ของเทียนสิรินธรจากทั้ง 2 

ประชากรดวยโปรแกรม ClustalX พบวาลำดับนิวคลีโอไทดของยีนดังกลาวมีความเหมือนคอนขางสูงแต

มีความแตกตางของลำดับนิวคลีโอไทดอยูบางเล็กนอยดวย 

 2.3  การศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของยีน matK และยีน rbcL ในเทียนสิรินธร

ของทั้ง 2 พื้นทีกั่บเทียนชนิดอ่ืน ๆ โดยการสราง Phylogenetic tree ดวยโปรแกรม MEGA 5.0 พบวา

เทียนสิรินธรมีความสัมพันธกับเทียนชนิด Impatiens inaperta H.Perrier มากกวาเทียนชนิดอื่น ๆ  

ถึงรอยละ 82 ดังภาพที่ 4 (Figure 4) 
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IS Elliptic + Light purple    Surat Thani province 

IS Orbicular + Light purple Surat Thani province 

IS Elliptic + Dark purple    Surat Thani province 

IS Orbicular + Dark purple Surat Thani province 

IS Ovate + Light purple    Surat Thani province 

IS Elliptic + Purplish white Surat Thani province 

IS Ovate + Dark purple      Surat Thani province 

IS Cordate + Light purple Krabi province 

IS Ovate + White               Surat Thani province 

I. inaperta 

I. flanaganae 

I. columbaria 

I. rubrostriata 

I. campanulate 

I. congolensis 

I. glandulifera 

I. capensis 

I. uliginosa 

I. parviflora 
 

Figure 4  Phylogenetic tree derived from analyses of matK sequence data from 9 

 samples of Impatiens sirindhorniae, and 10 outgroup representatives. 
 

 2.4  การวิเคราะหความแปรผันทางพันธุกรรม (Pairwise aligment) พบวาบริเวณยีน 

matK มีความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทดภายในชนิดอยูที่ 0.00–0.40 โดยเทียนสิรินธรจาก จ.กระบ่ี 

มีความแปรผันของลำดับนิวคลีโอไทดจาก จ.สุราษฎรธานี อยูที่ 0.40 ซึ่งต่ำกวาความผันแปรระหวาง

ชนิดของเทียนชนิดอ่ืน ๆ ที่อยูในชวง 0.46–0.53 ในขณะที่ยีน rbcL มีความผันแปรของลำดับนิวคลีไทด

ภายในชนิดอยูที่ 0.00 และระหวางชนิดท่ี 0.72–0.78 ดังตารางที่ 3 (Tabel 3) 
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IS Elliptic + Light purple    Surat Thani province 

IS Elliptic + Purplish white  Surat Thani province 

IS Elliptic + Dark purple     Surat Thani province 

IS Ovate + Light purple     Surat Thani province 

IS Orbicular + Light purple  Surat Thani province 

IS Orbicular + Dark purple  Surat Thani province 

IS Ovate + Dark purple      Surat Thani province 

IS Ovate + White              Surat Thani province 

IS Cordate + Light purple Krabi province 

I. inaperta 

I. glandulifera 

I. congolensis 

I. capensis 

I. uliginosa 

I. parviflora 

I. rubrostriata 

I. flanaganae 

I. columbaria 

I. campanulate 
 

Figure 5 Phylogenetic tree derived from analyses of rbcL sequence data from 9 

 samples of Impatiens sirindhorniae, and 10 outgroup representatives. 
 

อภิปรายผล 

 จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของใบและดอกเทียนสิรินธรจากพื้นที่เขื ่อนรัชชประภา  

จ.สุราษฎรธานี และพื้นที่ อ.ปลายพระยา จ.กระบี่ พบวามีความแตกตางทั้งสีลำตน ขนาด รูปรางและสีใบ 

และขนาดดอก โดยตัวอยางพรรณไมจากพื้นที่เข่ือนรัชชประภามีความแปรผันในลักษณะสัณฐานสูงกวา

เมื่อเทียบกับตัวอยางพรรณไมจากพื้นที่ จ.กระบี่ จึงเปนที่เขาใจไดหากจะมีผูที่สับสนและเห็นแยงวาไม

ควรจำแนกเปนชนิดเดียวกัน  แตทั ้งนี้ลักษณะเหลานี้สามารถแปรผันตามคุณภาพของปจจัยทาง

สิ ่งแวดลอมของสภาพพื้นที ่ที ่พืชเจริญอยูได (Iroka et al., 2015) ซึ ่งพบวาเทียนสิรินธรจากพื้นที่ 

เขื่อนรัชชประภาขึ้นอยูตามรอยแตกของหินปูนบริเวณหนาผาที่เปดโลง มีอินทรียวัตถุหรือหนาดินนอย

มาก ในขณะที่เทียนสิรินธรจากพื้นที่ จ.กระบี่ เจริญในบริเวณที่มีอินทรียวัตถุและรมเงามากกวา ทำให

พรรณไมมีสีใบและลำตนเขียวเขมกวาเทียนสิรินธรจากพื้นที่ จ.สุราษฎรธานี ซึ่งกลาวไดวาสภาพแวดลอม 

ที่แตกตางของ จ.กระบ่ี และ จ.สุราษฎรธานี อาจสงผลใหปริมาณคลอโรฟลลในสวนตาง ๆ ของพืช

82% 

89% 

89% 
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แตกตางกัน (Chanapug et al., 2011)  สอดคลองกับงานวิจัยในพืชเกษตรที่ระบุวาอัตราการสลายตัว

ของคลอโรฟลล a และ b ในใบทีโ่ตเต็มทีแ่ลวจะสูงมากขึ้นเมื่อพืชในรับแสงมากและเปนระยะเวลานาน 

(Fahad et al., 2017)  สวนการที่เทียนสิรินธรจากพื้นท่ี จ.สุราษฎรธานี  มีขนาดและความหนาของใบ

มากกวาเทียนสิรินธรจากพื้นที่ จ.กระบี่ ก็นาจะเนื่องมาจากการปรับตัวเพื่อเพิ่มพื้นที่ในการกักเก็บน้ำ  

เนื่องจากเทียนสิรินธรเปนพืชอวบน้ำท่ีขึ้นบนเขาหินปูนซึ่งเปนสภาพถ่ินอาศัยที่ตองเผชิญกับความแหงแลง

อยูบอยครั้งเพราะพื้นที่ไมสามารถกักเก็บน้ำไวไดนาน การเก็บน้ำในลักษณะดังกลาวทำใหพืชสามารถมี

ชีวิตรอดในสภาพแวดลอมที่แหงแลงได นอกจากนี้รูปรางของใบพืชแตละชนิดท่ีแตกตางกัน อาจเปนผล

จากการตอบสนองตอระบบนิเวศของพื้นท่ีนั้น ๆ เพ่ือใหพืชสามารถดำรงชีวิตอยูได (Lim et al., 2001) 

 อยางไรก็ตาม แมวาลักษณะสัณฐานวิทยาหลายประการจะแปรผันไปตามสภาพแวดลอม  

แตพบวาลักษณะรูปรางของเกสร เรณู และ เมล็ด ของเทียนสิรินธรจากทั้ง 2 พื้นที่มีความคลายคลึงกัน  

แสดงวาลักษณะเหลานี้ไมไดแปรผันไปตามคุณภาพของถิ ่นอาศัย  ดังนั้นจากผลการศึกษาทางดาน

ลักษณะทางสัณฐานวิทยาจึงไมสนับสนุนการจำแนกเทียนสิรินธรของทั้ง 2 พื้นที่แยกออกจากกัน ทั้งใน

ระดับชนิดและระดับที่ต่ำกวาชนิด (infraspecific unit)  

เมื่อพิจารณาถึงผลการศึกษาดานชีวโมเลกุลพบวาลำดับนิวคลีโอไทดของยีน matK และยีน rbcL 

ของเทียนสิรินธรของทั้ง 2 ประชากรนั ้นมีความเหมือนกันคอนขางสูง โดยความผันแปรของลำดับ 

นิวคลีโอไทดภายในชนิดอยูที่ 0.00–0.40 ซึ่งต่ำกวาความผันแปรระหวางชนิดเมื่อเทียบกับเทียนชนิด 

อ่ืน ๆ (Table 3 and 4) ทำใหเห็นวาไมสามารถใชเทคนิควิธีนี้ในการจำแนกเทียนสริินธรท้ัง 2 ประชากร

จากกันได  เชนเดียวกับ Cafa et al. (2020) ที ่ศ ึกษาสถานะทางอนุกรมวิธานของเทียนหิมาลัย 

(Impatiens glandulifera) ซึ่งเปนพืชรุกรานในพื้นที่ศึกษาดวยเทคนิคเดียวกันนี้และพบวาไมสามารถ

จำแนกเทียนหิมาลัย 2 ประชากรที่มีความแตกตางกันได ดังนั้นการใชเทคนิคนี้เพื่อจำแนกชนิดของใน

พืชสกุลเทียนอาจตองศึกษาเพ่ิมเติมในบริเวณอ่ืนของยีน เชน การศึกษาสถานะทางอนุกรมวิธานของพืช

สกุลเทียน 6 ชนิดจากประเทศจีนดวยลำดับนิวคลีโอไทดทั้งจีโนมของยีนในคลอโรพลาสตเทียบกับ 6 

ชนิดเดิมที่เคยมีรายงานไวแลว พบวาสามารถจำแนกไดเปนอยางดี (Lou et al., 2021)   

อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาในแตละยีนพบวาความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทดบนยีน 

matK (0.00–0.40) สูงกวายีน rbcL (0.00)  ซึ่งสอดคลองกับกับงานวิจัยในพืชหลายกลุม เชน กลวยไม

สกุลกานกอ (Eria Schltr.) กลวยไมสกุลเอื้องเทียน (Coelogyne Lindl.) กลวยไมสกุลรองเทานารี 

(Paphiopedilum Pfitzer) และ พืชสกุลมะเขือ (Solanum L.) ที่พบวายีน rbcL มีประสิทธิภาพในการ

จำแนกชนิดต่ำกวายีน matK (Thanananta et al., 2016; Prommanee, 2017; Jiemjuejun et al., 

2018; Meesangium et al., 2018; and Siritheptawee et al., 2018) 
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Table 3  Nucleotide genetic divergence values among sequences of the matK gene of Impatiens spp. included in the phylogenetic analyses 

 with the MEGA 5.0 program. 
 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 

1. IS Elliptic + Light purple     0.00                   

2. IS Orbicular + Light purple 0.00 0.00                  

3. IS Elliptic + Purplish white   0.00 0.00 0.00                 

4. IS Ovate + Dark purple       0.00 0.00 0.00 0.00                

5. IS Cordate + Light purple 0.40 0.40 0.40 0.40 0.00               

6. IS Ovate + White               0.36 0.36 0.36 0.36 0.36 0.00              

7. IS Elliptic + Dark purple      0.00 0.00 0.00 0.00 0.40 0.36 0.00             

8. IS Orbicular + Dark purple   0.00 0.00 0.00 0.00 0.40 0.36 0.00 0.00            

9. IS Ovate + Light purple      0.00 0.00 0.00 0.00 0.40 0.36 0.00 0.00 0.00           

10. I. uliginosa 0.50 0.50 0.50 0.50 0.48 0.50 0.50 0.50 0.50 0.00          

11. I. rubrostriata 0.50 0.50 0.50 0.50 0.52 0.49 0.50 0.50 0.50 0.37 0.00         

12. I. parviflora 0.50 0.50 0.50 0.50 0.49 0.50 0.50 0.50 0.50 0.13 0.38 0.00        

13. I. inaperta 0.45 0.45 0.45 0.45 0.51 0.50 0.45 0.45 0.45 0.54 0.50 0.52 0.00       

14. I. glandulifera 0.50 0.50 0.50 0.50 0.51 0.49 0.50 0.50 0.50 0.42 0.46 0.28 0.51 0.00      

15. I. flanaganae 0.47 0.47 0.47 0.47 0.48 0.48 0.47 0.47 0.47 0.38 0.30 0.33 0.50 0.37 0.00     

16. I. congolensis 0.49 0.49 0.49 0.49 0.49 0.52 0.49 0.49 0.49 0.38 0.41 0.40 0.48 0.43 0.41 0.00    

17. I. columbaria 0.48 0.48 0.48 0.48 0.47 0.48 0.48 0.48 0.48 0.36 0.28 0.39 0.51 0.43 0.17 0.39 0.00   

18. I. capensis 0.51 0.51 0.51 0.51 0.53 0.50 0.51 0.51 0.51 0.34 0.39 0.37 0.50 0.41 0.37 0.39 0.35 0.00  

19. I. campanulate 0.46 0.46 0.46 0.46 0.48 0.49 0.46 0.46 0.46 0.39 0.29 0.39 0.51 0.43 0.13 0.41 0.14 0.36 0.00 
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Table 4  Nucleotide genetic divergence values among sequences of the rbcL gene of Impatiens spp. included in the phylogenetic analyses 

 with the MEGA 5.0 program. 
 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 

1. IS Elliptic + Light purple     0.00                   

2. IS Orbicular + Light purple 0.00 0.00                  

3. IS Elliptic + Purplish white   0.00 0.00 0.00                 

4. IS Ovate + Dark purple       0.00 0.00 0.00 0.00                

5. IS Cordate + Light purple 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00               

6. IS Ovate + White               0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00              

7. IS Elliptic + Dark purple      0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00             

8. IS Orbicular + Dark purple   0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00            

9. IS Ovate + Light purple      0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00           

10. I. uliginosa 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.78 0.00          

11. I. rubrostriata 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.53 0.00         

12. I. parviflora 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77 0.18 0.53 0.00        

13. I. inaperta 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.69 0.74 0.00       

14. I. glandulifera 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.73 0.61 0.63 0.43 0.72 0.00      

15. I. flanaganae 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.53 0.44 0.43 0.70 0.53 0.00     

16. I. congolensis 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.58 0.58 0.6 0.71 0.62 0.60 0.00    

17. I. columbaria 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.76 0.52 0.43 0.53 0.70 0.61 0.20 0.58 0.00   

18. I. capensis 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.74 0.51 0.54 0.54 0.72 0.62 0.52 0.57 0.50 0.00  

19. I. campanulate 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.75 0.51 0.45 0.52 0.71 0.60 0.19 0.60 0.20 0.50 0.00 
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สรุปผลการวิจัย 

 แมวาลักษณะใบและดอกของเทียนสิรินธรจากเขื่อนรัชชประภา จ.สุราษฎรธานี จะมีลักษณะ 

ที่แตกตางจากเทียนสิรินธรที่พบในพ้ืนท่ี อ.ปลายพระยา จ.กระบี่  แตผลการศึกษาดานเรณูวิทยาและ

สัณฐานวิทยาของอวัยวะที่เกี่ยวของกับสืบพันธุนั้นพบวามีความคลายคลึงกันสูง สงผลใหขอมูลที่

คนพบยังไมสนับสนุนการจัดจำแนกเทียนสิรินธร 2 ประชากรนี้ใหเปนคนละหนวยทางอนุกรมวิธาน 

(taxa) กัน สอดคลองกับผลการศึกษาดานชีววิทยาโมเลกุลดวยเทคนิคเครื่องหมายดีเอ็นเอบนยีน matK 

และ rbcL ที่พบวามีความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทดภายในชนิดนอยมากคือ มีเพียง 0.00–0.40  

ซึ่งต่ำกวาความผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทดระหวางชนิดของเทียนชนิดอื่น ๆ ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้ 

จึงสรุปวายังคงเห็นควรใหจัดเทียนสิรินธร (Impatiens sirindhorniae) จากทั้ง 2 ประชากร คือ จากพื้นที่

เข่ือนรัชชประภา จ.สุราษฎรธานี และ อ.ปลายพระยา จ.กระบ่ี เปนชนิดเดียวกัน 
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