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บทคัดยอ 
 จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย พบวา

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร เปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย ดอกออกเปนชอที่

ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง และเมื่อใชเทคนคิอารเอพดี ี

(Random Amplified Polymorphic DNA: RAPD) สรางลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) 

โดยใชไพรเมอรจํานวน 13 เสน เพื่อบงชี้ความหลากหลายและความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับ

ดีเอ็นเอพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง คือ S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH, S. 

cusia HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 

HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM พบวามีไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, 

KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, KPW-03 และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ

พืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 12-15 ชิ้น รวมทั้งหมด 131 ชิ้น เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพร

เมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-10000 คูเบส และแตละไพรเมอร

ใหแบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปตามชนิดของพืชสกุลฮอม จากการวิเคราะห

ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยวิธี Unweighted Pair Group with Arithmetic mean (UPGMA) 

โดยใชคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมในการสรางเดนโดรแกรม แบงพืชสกุลฮอม

ออกเปน 4 กลุม คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. 

cusia HPH เปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน และกลุมนี้ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. 

sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP กลุมที่ 2 ประกอบดวยชนิด S. sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. 

sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยชนิด S. sp.4 KLP และ S. sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 

ชนิด คือ S. sp.9 PCM  
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ABSTRACT 
 

Study on morphology of genus Strobilanthes that founded in northern part of 

Thailand. The morphology of Strobilanthes were a shrub, erect stem, stem length from 

50 -100 centimeters, single leaf which ovate sharp and opposite arrangement, irregular 

of leaf edge. The flower of Strobilanthes species was inflorescent and the colors of 

flower were white, purple and white blend with purple. Random Amplified Polymorphic 

DNA (RAPD) was analyzed of genus Strobilanthes 12 samples; S. cusia BCM, S. cusia 

KPH, S. cusia NPH, S. cusia HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, S. sp.4 

KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM. Using of 13 random 

primers for indicated diversity and variation of genetics level. Seven RAPD primers 

generated from 12 to 25 DNA fragments, total 131 DNA fragments from DNA of the 

Strobilanthes species giving an average 0f 18.71 DNA fragments per primer. The DNA 

fingerprinting was molecular weight from 500 to 10000 base pairs and was different in 

specie of genus Strobilanthes. Genetic relationship using value of genetic similarity and 

grouping of species of genus Strobilanthes using Unweighted Pair Group with Arithmetic 

mean (UPGMA) were analyzed. Four distinct groups were identified; group 1 containing 

six species, S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH, S. cusia HPH, S. sp.2 BCM and S. 

sp.8 KLP, group 2 having four species, S. sp.1 BCM, S. sp.3 BCM and S. sp.6 HCM, 

group 3 having species S. sp.4 KLP and S. sp.5 HCM and the last group containing only 

S. sp.9 PCM.            
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บทที่ 1 

บทนํา  

 
1.1 ที่มาของปญหา 

 ฮอมเปนพืชในสกุล (genus) Strobilanthes  วงศ (Family) Acanthaceae โดยพืชในสกุล

ฮอมมีชื่อเรียกที่แตกตางกันไปในแตละทองถิ่น เชน คราม คามหลอย (แมฮองสอน) ฮอม (เหนือ) 

ฮอมเมือง (นาน) ครามแงะ (ปตตานี) จาฮอม (ลําปาง) เต็ม สิมิตินันทน (2544) รายงานวาพืชใน

สกุลฮอมที่พบในประเทศไทยมีจํานวนทั้งหมด 9 ชนิด แตละชนิดพบกระจายอยูทั่วไปในแตละภาค

ของประเทศไทย สวนในเขตภาคเหนือของประเทศไทยเปนพื้นที่ที่ไดรับรายงานวามีความหลาก

ชนิดของพืชสกุลฮอมมากที่สุด โดยพบทั้งหมดจํานวน 5 ชนิด คือ Strobilanthes apica, S. 

auriculata, S. cusia, S. siamensis และ S. suborbicularis เมื่อเปรียบเทียบกับพื้นที่ในภาค

อื่นๆ ของประเทศไทย เชน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบจํานวน 3 ชนิด คือ S. cystolithigera, S. 

apica และ S. nivea สวนภาคกลางพบจํานวน 1 ชนิด คือ S. dyeriana และภาคใตพบจํานวน 1 

ชนิด คือ S. bibracteata โดยฮอมแตละชนิดที่พบนั้นจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

คุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกันไป ปจจุบันยังมีบางคนเขาใจผิดวาฮอมกับคราม (Indigofera 

tinctoria L.) ซึ่งใหสีครามหรือสีน้ําเงินหรือสีอินดิโกที่เหมือนกันเปนพืชชนิดเดียวกัน แตความจริง

แลวฮอมกับครามเปนพืชคนละชนิด โดยฮอมเปนพืชที่อยูในวงศ Acanthaceae สวนครามเปนพืช

ที่อยูในวงศ Fabaceae เนื่องจากวาฮอมเปนพืชใหสารสีครามหรือสีน้ําเงินจึงนิยมนํามาใชในการ

ยอมผา และผาที่ไดจากการยอมจากตนฮอม เรียกวาผาหมอฮอม ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของประชาชน

ชาวตําบล ทุงโฮง อําเภอ เมือง จังหวัดแพร ที่สรางรายไดและอาชีพใหกับประชาชนชาวจังหวัด

แพรเปนอยางมาก เนื่องจากผาหมอฮอมมีลักษณะเปนสีน้ําเงินซึ่งมีความคลายคลึงกับผายีนสใน

แถบยุโรป จึงมีบุคคลบางกลุมเรียกผาหมอฮอมวาเปนยีนสตะวันออก (Jeans of the East) ซึ่งใน

อนาคตอันใกลนี้ผาหมอฮอมควรจะไดรับการพัฒนาไปเปนผลิตภัณฑที่สําคัญในระดับประเทศ 

นอกจากคุณสมบัติที่ใชในการยอมผาแลวฮอมยังมีสารเคมีบางชนิดที่เปนองคประกอบมีฤทธ์ิ

ทางดานเภสัชวิทยา Ismail et al. (2000)  รายงานวาสารสกัดจากฮอมบางชนิดมีสารเคมีที่มีฤทธ์ิ

ตานอนุมูลอิสระที่เกิดจากกรดไขมันลิโนเลอิค (linoleic acid) และยังมีองคประกอบของสารที่อยู

ในกลุม 2-quinazolinone alkaloide (4(3H)-quinazolinone และ 2,4 (1H,3H)-quinazolinone ที่

สามารถยับยั้งการเกิดเซลลมะเร็ง (Li et al., 1993) การติดเชื้อของแบคทีเรีย และเชื้อไวรัส 

influenza ได (Liau et al., 2006) 
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 จากคุณสมบัติดังกลาวที่พบในพืชสกุลฮอม จึงเปนสิ่งสําคัญที่นาสนใจในการศึกษา

เกี่ยวกับขอมูลเบื้องตนของความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมที่พบ

ในภาคเหนือของประเทศไทยนั้นวามีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอเปนอยางไร 

ปจจุบันนี้การประยุกตเอาขอมูลจากการศึกษาทางดานเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลมาใชในการ

บงชี้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชนั้นเปนที่นิยมมากขึ้น เนื่องจากวาขอมูลที่ไดมีความ

ถูกตอง แมนยํา และสามารถระบุชนิดหรือสายพันธุของพืชไดอยางชัดเจน (Archak, 2000) 

มากกวาการใชขอมูลทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว ในอดีตการจัดจําแนกพืชสกุลฮอมสวน

ใหญใชขอมูลทางสัณฐานวิทยารวมกับจํานวนของโครโมโซม โดย Carine and Scotland (2002) 

ใชขอมูลทางสัณฐานวิทยาในการจําแนกพืชในวงศ Acanthaceae ซึ่งมีพืชสกุลฮอมรวมอยูในกลุม 

ออกเปนสกุลตางๆ พบวาการแบงพืชออกเปนแตละสกุลนั้นทําไดยาก เนื่องจากลักษณะทาง

สัณฐานวิทยามีความผันแปรไปในสภาพแวดลอมที่พืชอาศัยอยู และมีรายงานการใชเทคนิคทาง

เซลลพันธุศาสตรในการจําแนกพืชที่อยูในวงศ  Acanthaceae จํานวน 3 สกุล คือ Justicia, 

Siphonoglossa และ Phaulopsis พบวาพืชทั้ง 3 สกุล มีจํานวนโครโมโซมตั้งแต 2n=14 ถึง 

2n=64 ตอมา Xie et al. (2005) ประสบความสําเร็จในการใชสวนประกอบของสารเคมีในกลุม 

alkaloide แยกพืชสกุลฮอมชนิด S. cusia ออกจากฮอมชนิดอื่นๆ ได สวนการจําแนกและวิเคราะห

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชที่อยูในวงศ Acanthaceae ในระดับดีเอ็นเอ McDade and 

Moody (1999) และ Moylan et al. (2004) ระบุวาลําดับเบสในสวนของ intron และ spacer ของ

ยีน trnL-trnF ที่อยูในคลอโรพลาสต สามารถบงชี้ถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศ 

Acanthaceae ได นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการใชเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลวิเคราะห

พันธุกรรมของพืชสกุล Justicia ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกับพืชสกุลฮอม พบวาสามารถระบุความ

หลากหลายทางพันธุกรรมระหวางชนิดของพืชสกุล Justicia  ได (Meister et al., 2005) 

 ที่ผานมายังไมมีรายงานการใชเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุล เชน เทคนิคอารเอพีดี 

(Random Amplified Polymorphic DNA: RAPD) เอเอฟแอลพี (Amplified Polymorphic 

Length Polymorphism: AFLP) สรางและวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) ของพืช

สกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย เพื่อบงชี้วาพืชสกุลฮอมมีความหลากหลายและ

ความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอเปนอยางไร เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานที่จะนําไปสูการวิจยั

ขั้นสูงทางดานตางๆ เชน ศึกษาสารเคมีตางๆ หลายชนิดที่มีฤทธิ์ทางยาที่ใชในทางการแพทย และ

สารเคมีสีน้ําเงินที่ใชในการยอมผาหมอฮอม เปนตน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะใชเทคนคิทาง
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ชีววิทยาระดับโมเลกุลวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม และหาความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการในระดับดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย 

 
1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 

 1.2.1 เพื่อสรางลายพิมพดีเอน็เอของพืชสกลุฮอมทีพ่บในเขตภาคเหนอืของประเทศไทย 

1.2.2 เพื่อระบุความหลากหลายทางพันธกุรรมของพชืสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของ 

ประเทศไทย โดยใชขอมลูจากลายพิมพดีเอ็นเอ 

 1.2.3 เพื่อหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของ

ประเทศไทยจากลายพิมพดเีอ็นเอ 

1.2.4 เพื่อใหเกิดองคความรูใหมเกี่ยวกบัขอมลูทางพันธุกรรมของพืชสกลุฮอมที่พบในเขต 

ภาคเหนอื ของประเทศไทย และนําขอมลูดงักลาวมาเปนแนวทางในการวิจัยในระดับสูงตอไป  

 

1.3 ผลที่คาดวาจะไดรับ 

 1.3.1 ทําใหไดลายพิมพดีเอ็นเอของพชืสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของประเทศไทย 

 1.3.2 ทําใหทราบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนอื

ของประเทศไทย 

 1.3.3 ทําใหทราบความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของ

ประเทศไทย 

 1.3.4 เกิดองคความรูเกี่ยวกบัพันธกุรรมของพชืสกลุฮอม ซ่ึงมหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิม

พระเกียรติ และศูนยวัยขาวแพร สามารถนําขอมลูพื้นฐานดงักลาวไปใชประกอบในการทําวิจยัขัน้สูง

ตอไป เชน ศึกษาพันธุกรรมเกี่ยวกับการสรางสารสารเคมีทีส่ําคัญชนิดตางๆ ที่พบในพืชสกลุฮอม 

 

1.4 ขอบเขตของการศึกษา 

 สํารวจและเก็บรวบรวมพืชสกลุฮอมชนิดตางๆ ในพื้นที่บางจังหวัดในเขตภาคเหนือของ

ประเทศไทย และนํามาปลูกในเรือนเพาะชําของมหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ จากนั้น

นํามาสกัดดีเอ็นเอและสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยเทคนคิชวีวทิยาระดบัโมเลกลุ ณ 

ศูนยวิจัยขาวแพร และนําขอมูลที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอมาใชในการระบุความหลากหลายและ

ความผันแปรทางพันธุกรรม พรอมบงชี้ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุลฮอม  
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1.5 นิยามคําศัพท 

1.5.1 Strobilanthes sp. หมายถึง ไมพุมขนาดเล็ก สูง 50-80 เซนติเมตร ลําตน 

เปนขอปลองคลายขาไก แตกกิ่งกานตามขอ ลําตนกลม ใบเดี่ยวเรียงตรงขาม หัวใบเรียวทายใบ

แหลมขอบใบหยัก ใบดานบนสีเขียวมัน ใบแกหรือออนเมื่อถูกกดหรือทุบทิ้งไวกลายเปนสีดํา ดอก 

เปนชอออกตามซอกใบและกิ่ง รูปทรงคลายระฆัง ดอกสีมวง เมล็ดออนสีเขียว เมื่อแกจะเปนสี

น้ําตาล แตกงาย (โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ, 20 สิงหาคม 2552) 

1.5.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคทางดานอณูพันธุ

ศาสตรที่อาศัยหลักการของวิธีการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ ใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอัน

สั้นโดยใชไพรเมอรที่ออกแบบอยางสุมเพียงเสนเดียว หรือสองเสนก็ได สามารถทําไดสะดวก

รวดเร็ว วิธีการไมยุงยากซับซอน ตนทุนในการทํา ไมสูงนัก ใชชิ้นสวนของพืชเพียงเล็กนอย ไม

ตองการ probe ที่เฉพาะเจาะจงสามารถแสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูง ดําเนินการได

ทั้งจีโนมของพืชและสภาพแวดลอมไมมีอิทธิพลตอการแสดงออกของลายพิมพดีเอ็นเอ (Yu et al, 

1993) 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรและการกระจายพันธุของฮอม 

เปนพืชสกุล Strobilanthes วงศ Acanthaceae เปนไมพุมขนาดเล็ก ลําตนกลมและตั้ง

ตรงสูงไดถึง 1 เมตร บริเวณขอโปงพอง เหงาเปนรูปทรงกระบอก ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขามรูป

วงรี กวาง 2-5 เซนติเมตร ยาว 5-14 เซนติเมตร ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อยละเอียด มีเสนแขนงใบ 5-

9 คู ออกดอกเปนชอตามซอกใบ เวลาบานโคนดอกเปนหลอดยาว ปลายบานมี 5 กลีบ โคนกลีบ

เชื่อมติดกัน ปลายกลีบเวา รูปทรงคลายระฆัง ดอกมีหลายสีขึ้นกับแตละชนิด อาทิ สีมวง สีน้ําตาล 

สีขาว หรือชมพู ลําตนสูงประมาณ 50-100 เซนติเมตร ขยายพันธุโดยเมล็ดและสวนลําตนนํามา

ปกชําไวรากจะงอกบริเวณขอ เจริญเติบโตไดดีในปาชื้น ใกลแหลงน้ํา ลําธาร ตองการรมเงามาก 

ไมชอบแสงแดดจัด สวนมากจะพบตามเขตปาอนุรักษที่มีตนไมใหญรมครึ้ม ใบฮอมสามารถเก็บ

มาใชทําสีน้ําเงินไดตอเนื่องเมื่อยางเขาปที่ 2 ระยะของการเก็บไมจํากัดแลวแตจะออกแขนงชาหรอื

เร็ว ถาฮอมตนใหญ มีมากจะตัดทั้งกิ่งและใบมาใช ถาตนเล็กใชใบเปนหลัก ตนฮอมจะมีอายุ 8-9 

ป (วุฒิไกร, 28 สิงหาคม 2552) และลําดับของการจัดจําแนกพืชสกุลฮอมโดยใชขอมูลทางสัณฐาน

วิทยาตามหลักอนุกรมวิธาน เปนดังนี้   

 

  Family    Acanthaceae 

   Subfamily  Ruellioideae  

    Tribe   Ruellieae  

     Subtribe   Strobilanthinae  

      Genus   Strobilanthes  

       

 พืชสกุลฮอมมีกระจายพันธุในแถบเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ตั้งแตทาง

ตะวันออกของประเทศอินเดีย พมา ไทย ไปจนถึงทางตอนใตของประเทศจีน (Xie et al., 2005) 

โดยทั่วไปแลวพืชสกุลนี้จะพบไดทั่วไปในพื้นที่ชุมชื้นในปาดงดิบทางภาคเหนือของประเทศไทย 

ออกดอกในชวงเดือนมกราคมถึงเดือนกุมภาพันธ  
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2.2 ประโยชนของพืชสกุลฮอม 
2.2.1 ประโยชนในการรักษาโรค 

สรรพคุณทางยา ทางคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ไดรวบรวมขอมูลไววา 

ตนฮอมในยาพื้นบานลานนาใช ใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะเนื่องจากหวัด เจ็บคอ หลอดลม

อักเสบ ตอมทอนซิลอักเสบ ตาอักเสบ ฮอมถือเปนยาเย็นนํามาใชในการลดไข โดยนําตนสดๆ มา

ทุบพอกกระหมอมเด็ก หรือผูใหญจะชวยลดไขไดดี แตถาหาตนสดไมได ใชผาที่ยอมดวยฮอม ที่

เปนการยอมจากสีธรรมชาติจริงๆ ไมใชสารเคมี ผาหมอฮอมธรรมชาติสามารถนํามาชุบน้ําวางที่

กระหมอมชวยลดไขไดดีกวา ใชผาธรรมดาชุบน้ํา และใชผาหมอฮอมชุบน้ําประคบลดการเจ็บปวด

จากแมลงสัตวกัดตอยได ภูมิความรูโบราณ ซ่ึงเขากับกระแสนิยมสตรีอยูไฟหลังคลอด คือ หมอ

เมืองหรือหมอพื้นบานลานนาจะนําผายอมฮอมมาใชในการทับหมอเกลือ ในการดูแลหญิงหลัง

คลอด เพื่อใหมดลูกเขาอูไวขึ้น หมอยาพื้นบานภาคเหนือและอีสาน จะนําเพื่อผายอมดวยฮอมมา

หอลูกประคบ เพราะตัวยาจะชวยใหกลามเนื้อสวนตางๆ กระชับยิ่งขึ้น (กระทรวงวิทย, 2549) 

 

2.2.2 ประโยชนในการยอมสีผา 

การยอมสีครามธรรมชาติ นั้นพบวามีการยอมไดจากพืชหลายชนิด แตที่พบในประเทศ

ไทยนั้นมีอยูสองชนิดคือ ฮอม และ คราม ซึ่งกรรมวิธีในการยอมจะคลายคลึงกัน คือการนําสวน

ของพืชมาหมักแชน้ําใหเนาเปอยแลวแยกเอาสวนของเนื้อสีออกมาโดยการตกตะกอนดวยปูนขาว 

และอากาศ ปลอยใหตะกอนนอนกนแลวจึงแยกสวนที่เปนน้ําออก จะไดเนื้อครามเปนตะกอนขน

เหนียวเหมือนโคลน เนื้อครามที่ไดสามารถเก็บไวใชไดเปนป โดยเก็บไวในหมอดินที่มีน้ําดางหลอ

เลี้ยงไมใหเนื้อครามแหง น้ําดางที่กลาวถึงคือน้ําลางขี้เถาของพืชเชน ตนกลวย มะละกอ มะขาม 

เปลือกผลนุนเปนตน 

การยอมผาครามที่เรียกกันวา “การยอมคราม” หรือ “หมอฮอม” จะนําเนื้อครามที่ไดจาก

การหมัก มาทําการยอมดวยสภาวะที่เปนดาง โดยการผสมกับสวนประกอบตางๆมากมายตาม

สูตรหรือวิธีการของแตละทองถิ่น เชน น้ําดาง ปูนขาว ขมิ้น เหลาปา ฝกสมปอย ตนออย กลวย ใบ

ฝรั่ง แลวกวนหรือโจกใหโดนอากาศแลวทิ้งไวจนสวนผสมตางๆทําใหเนื้อครามเปลี่ยนจากสีคราม

น้ําเงินกลายเปนสีเหลืองอมเขียว จึงนําผาหรือดายที่ทําความสะอาดแลวชุบน้ําพอหมาด ลงยอม

ใหเนื้อครามเขาเกาะเสนใย แลวจึงนําขึ้นกระตุกใหโดนอากาศ ผาหรือฝายจะคอยๆเปลี่ยนจากสี

เหลืองของน้ําหมอครามเปนสีน้ําเงิน นําไปผึ่งใหแหง ถาตองการใหสีครามเขมก็ทาํการยอมหลายๆ

ครั้ง หรือยอมทับดวยสีธรรมชาติอื่นๆก็จะไดสีแตกตางกันไป ตามชนิดของสีที่ใชผสม ขึ้นอยูกับ

เทคนิควิธีการของผูยอมแตละคน สีคราม นั้นเคยไดชื่อวาเปน “ราชาแหงสี” เพราะไมมีสีชนิดใดทีม่ี
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ความสัมพันธกับขนบธรรมเนียมและประเพณีเทียบเทาสีคราม สีน้ําเงินเขม หรือสีครามเปนที่นิยม

โดยทั่วไป ประวัติการใชสีครามจากพืชมีมานับพันป อยางไรก็ตามการยอมสีครามจากธรรมชาติ

เกือบจะหมดสิ้นจากสังคมเมื่อมีการใชและผลิตสีสังเคราะห แตยังมีกลุมคนที่ยังรักและหวงแหน

ภูมิรู มรดกของทองถิ่นจึงยังคงยึดถือและสืบทอดการยอมสีครามธรรมชาติอยูอยางเงียบๆใน

ทองถิ่นชนบท (กระทรวงวิทย, 2549) 

ในชวงไมกี่ปที่ผานมาไดมีการตื่นตัวในเรื่องปญหามลภาวะจากอุตสาหกรรมการผลิตสี

สังเคราะหและผลกระทบของสีสังเคราะหตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค จึงกอเกิดความสนใจที่

จะรื้อฟนวิถีการผลิตจากธรรมชาติจริงๆโดยเชื่อมสัมพันธกับขนบธรรมเนียมประเพณีทองถิ่น 

ขณะที่ชางทอผูสืบทอดและรักการยอมสีครามธรรมชาติยังคง รักษา พัฒนา และนําภูมิรูของบรรพ

บุรุษ มาปรับใชในวิถีการผลิตของตนซึ่งไปประจวบเหมาะกับการบริโภคที่หวนกลับสูธรรมชาติ 

(กระทรวงวิทย, 2549) 

 

2.3 จํานวนโครโมโซมของพืชสกุลฮอม 

 จํานวนโครโมโซมของพืชสกุลฮอมแตละชนิดที่พบในประเทศไทยยังไมมีรายงานที่แนชัด 

แตมีรายงานในตางประเทศที่มีการศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชในสกุลที่ใกลเคียง และอยูใน

วงศ  Acanthaceae เหมือนกัน Allan (1983) ไดศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล 

Siphonoglossa พบวาพืชในสกุล Siphonoglossa มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=22 และ2n=28 

Mikael Bo Christer (1989) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล Justicia กลุม (section) 

Harnieria ในแถบแอฟริกา จํานวน 11 ชนิด พบวามีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=26 Ensermu 

(1990) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล Justicia กลุม Ansellia จํานวน 8 ชนิด พบวามี

จํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=14 Mariette (1996) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชในสกุล 

Phaulopsis จํานวน  13 ชนิด พบวาพืชในสกุล Phaulopsis มีจํานวนโครโมโซมตั้งแต 2n=32 ถึง 2n=64 

 

2.4 การวิเคราะหความหลายหลายทางพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอจากการลายพิมพดีเอ็นเอของ

พืชโดยตรงมีสวนไดเปรียบกวาการศึกษาทางสัณฐานวิทยา เพราะดีเอ็นเอของพืชจะมีความคงตัว 

และไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดจากอิทธิพลของสภาพแวดลอม ประกอบกับสามารถ

ตรวจสอบไดทุกระยะของการเจริญเติบโต ความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่เกิดขึ้นจากการ

ตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอ เกิดจากการกลายพันธุของเบสในสายนิวคลีโอไทด จึงทําใหเกิด

ลักษณะที่มีความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด จึงนิยมนํามาใชในการศึกษาความแปรปรวน
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หรือความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) สําหรับการสรางลาย

พิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอม เพื่อใชในการจําแนกและวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของพืชดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลมีหลายเทคนิคดวยกันดังนี้ 
  

2.4.1 เทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP) หมายถึง ความ

แตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

(restriction enzyme) ขอมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตเก็บอยูในนิวเคลียสและออรแกเนลลบาง

ชนิด ไดแก คลอโรพลาสตและไมโตคอนเดรียในรูปของดีเอ็นเอ โมเลกุลของดีเอ็นเอที่อยูในเซลล

ของสิ่งมีชีวิตนี้มีความสามารถที่จะจําลองโมเลกุลไดอยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลล

ลูกและคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แตบางครั้งก็มีการเปลี่ยนแปลงของเบสภายในดเีอน็เอได 

เนื่องจากสิ่งแวดลอมหรือขอผิดพลาดของเซลลเองหรือเหตุอื่น การเปลี่ยนแปลงไมไดมีเพียงการ

เปลี่ยนแปลงของเบสแตละตัวเทานั้น อาจมีการเปลี่ยนแปลงถึงระดับโครโมโซม เชน มีชิ้นสวนของ

ดีเอ็นเอหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีชิ้นสวนดีเอ็นเอบางสวนเพิ่มขึ้นมา (duplication) มีการ

จัดเรียงตัวใหมในสวนของดีเอ็นเอภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement หรือ 

inversion) หรือมีการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือจากตาง

โครโมโซม (transposition) โดยการเปลี่ยนแปลงดังกลาวนี้ทําใหเกิดความหลากหลายของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด จนสามารถกลาวไดวาไมมีสิ่งมีชีวิตคูใดไมมีลําดับเบสของดีเอ็นเอเหมือนกัน 

ยกเวนฝาแฝดที่เกิดจากไขใบเดียวกัน (monozygotictwins) หรือพืชที่เกิดจากการสืบพันธุโดยไม

ใชเพศ ความหลากหลายดังกลาวนี้สามารถตรวจพบไดโดยหาลําดับเบสของดีเอ็นเอแลวนํามา

เปรียบเทียบกัน (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) 
 

2.4.2 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค PCR-RFLP 

Meister et al. (2005) วิเคราะหความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพืช 

Justicia areysiana (Acanthaceae) ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกับพืชสกุลฮอมดวยเทคนิค 

Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) 

และเทคนิค Microsatellite  พบวาพืช J. areysiana มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ําภายใน

ประชากรที่เปนชนิดเดียวกัน แตมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงระหวางประชากรที่ตางชนิดกัน 
 

2.4.3 การวิเคราะหพันธุกรรมพืชดวยเทคนิค RAPD 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (เทคนิคที่มีพื้นฐานมาจากเทคนิค 

PCR) Williams et al. (1990) ไดพัฒนาเทคนิคใหมเรียกวา RAPD-PCR ซึ่งเทคนิคนี้มีพื้นฐานมา
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จากเทคนิค PCR ขอแตกตางกันคือ เทคนิค RAPD-PCR นี้จะใชไพรเมอรเพียง 1 ไพรเมอร (single 

primer) ที่มีจํานวนลําดับนิวคลีโอไทดเพียง 10 นิวคลีโอไทดเทานั้น ซึ่ง Random amplified 

polymorphic DNA (RAPD) หรือเรียกสั้น ๆ วา Rapid RAPD markers เปนวิธีการเพิ่มปริมาณ 

DNA ที่แตกตางกันดวยวิธี PCR จาก primer ที่เปนนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ amplified DNA 

fragments นั้นไมจําเพาะวามาจากบริเวณใด polymorphisms ระหวาง individuals เปนผลมา

จากความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดืในบริเวณที่ primer เขาไปจับ RAPD marker เปนวิธีที่

งายและรวดเร็ว ตรวจสอบผลไดดวย agarose gel  

ในการจําแนกพันธุกรรมพืชเพื่อการอนุรักษพันธุ ตลอดจนการใชประโยชนในการปรับปรุง

พันธุพืชและการผลิตเมล็ดพันธุพืชที่ตรงตาม พันธุ นอกจากนี้เทคนิคดังกลาวยังสามารถใชศึกษา

การกระจายตัวทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุที่เก็บมาใหม การเปลี่ยนแปลงทาง พันธุกรรมของเชื้อ

พันธุทั้งกอนและหลังการขยายพันธุวิธีนี้สามารถทําไดสะดวกรวดเร็ว วิธีการไมยุงยากซับซอน 

ตนทุนในการทํา ไมสูงนัก ใชชิ้นสวนของพืชเพียงเล็กนอย ไมตองการดีเอ็นเอตรวจสอบ (DNA 

probe) ที่เฉพาะเจาะจงสามารถแสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูง ดําเนินการไดทั้งจีโนม

ของพืชและสภาพแวดลอมไมมีอิทธิพลตอการแสดงออกของลายพิมพดีเอ็นเอ (เอกพล ขําชื่น, 2551) 
  

2.4.4 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค AFLP 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ที่คิดคนโดย Vos และคณะ 

(1995) เปนเทคนิคที่รวมเอาจุดเดนของ RFLP กับ RAPD เขาดวยกัน โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมา

ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําตางกัน แลวเชื่อมตอ adapter (เปนชิ้นดี

เอ็นเอสังเคราะหที่ทราบลําดับเบส) เขากับปลายทั้งสองดานของชิ้นสวนดีเอ็นเอ เพื่อเปนสวนให 

primer มาเกาะไดที่ปลายทั้งสองดาน และสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได โดย primer ที่

สังเคราะหขึ้นมาจะมีลําดับเบสเหมือนกับสวนของ adapter ที่เชื่อมตอเขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอ 

สวนปลาย 3' ของ primer มีลําดับเบสที่เปนสวนตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะที่ใช และ

เพิ่มเบสอีก 2-3 เบส เขาที่ปลาย 3' ของ primer นี้ เพื่อใหเกิดการเลือกจับไดเฉพาะชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ที่มีเบสเปนคูสมกันเทานั้น ดังนั้น ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณไดจะมีเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอที่

มีลําดับเบสสวนที่อยูติดกับบริเวณจดจําของเอนไซมเขาคูไดกับ primer ที่เลือกใชเทานั้น จากนั้น

จึงนําดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมาแยกขนาดโดยวิธีอิเล็คโตโฟรีซิส Gimenes et al.  (2002) ใช

เทคนิคเอเอฟแอลพีประเมินความแตกตางทางพันธุกรรมของถั่วลิสงจํานวน 7 กลุม ประกอบดวย 

Arachis, Erectoides, Procumbensae, Caulorhizae, Heteranthae, Rhizomatosae และ 

Extranervosae จํานวน 20 ชนิด โดยใชไพรเมอรจํานวน 3 คู คือ EcoRI ACT/MseI CTT, EcoRI 
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AGC/MseI CTG, EcoRI ACC/MseI CTG พบวาไพรเมอรแตละคูใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่เกิด

ความแตกตางระหวางสายพันธุถั่วลิสงแตกตางกันคือ 108, 131 และ 169 ชิ้น ตามลําดับ รวม

ทั้งหมด 408 ช้ิน เฉลี่ย 136 ช้ิน/คูไพรเมอร เมื่อนําขอมูลจากลายพิมพดีเอ็นเอของถั่วลิสงทั้ง 7 กลุม 

20 ชนิด มาวิเคราะหดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean 

(UPGMA) เพื่อจัดกลุมตามความสัมพันธใกลชิดกัน ทําใหแบงกลุมถั่วลิสงออกเปน 3 กลุม คือ 

กลุมที่ 1 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Arachis กลุมที่ 2 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Erectoides, 

Procumbensae, Caulorhizae, Heteranthae และ Rhizomatosae กลุมที่ 3 ประกอบดวยถั่ว

ลิสงกลุม Extranervosae นอกจากนี้เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่มีศักยภาพที่จะใชเปนเครือ่งหมาย

ทางพันธุกรรมในออย สําหรับวิเคราะหความสัมพันธภายในและระหวางชนิดของพืชภายในสกุล

เดียวกันได (Cunningham,et al, 2000) 

2.4.5 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค Microsatellites 

Microsatellites หรือ Simple Sequence Repeats (SSRs) จัดเปนเทคนิคในการระบุ

ตําแหนงดีเอ็นเอ (DNA markers) เพื่อใชในการทําแผนที่ทางพันธุกรรม (genetic mapping) และ

ศึกษาประชากรที่มีตนพืชอยูเปนจํานวนมาก โดยสามารถแยกความแตกตาง (polymorphism) ได

ดี ทั้งที่เปนตนพืชภายในประชากร หรือพันธุพืชที่มีความสัมพันธกันอยางมาก โดยเฉพาะ

ความสามารถในการแสดงความหลากหลายของพันธุกรรมในระดับอัลลีล (high allelic diversity) 

ที่สามารถใชในการจําแนกความแตกตางระหวางพันธุ เนื่องจาก SSR จัดเปนตัวระบุตําแหนง

ประเภท co-dominant ที่ซึ่งตรงกับความตองการของแผนการปรับปรุงพันธุพืชและพันธุศาสตร

ประชากร โดยระบบนี้จะใหรูปแบบของ DNA ที่เปนเอกลักษณเฉพาะออยแตละพันธุ อยางไรก็

ตาม การใชเพียง microsatellite เดียว จะไมสามารถจําแนกตนพืชไดอยางเดนชัดและสมบูรณ แต

การใชรวมกันหลาย microsatellites จะสามารถสรางกลุมของ fingerprints เดี่ยวๆ ที่จําแนกพันธุ

พืชที่เฉพาะเจาะจงได (Cunningham,et al, 2000) 
 

 2.4.6 การวิเคราะหพันธุกรรมในคลอโรพลาสตของพืช 

Mcdade and Moody (1999) ศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศ 

Acanthaceae จากลําดับเบสดีเอ็นเอสวนของ intron และ spacer ของยีน trnL-trnF ที่สกัดจาก

คลอโรพลาสต พบวาลําดับเบสในสวนของ intron และ spacer ของยีน trnL-trnF มีความ

คลายคลึงในประชากรที่เปนสกุลเดียวกัน แตมีความแตกตางกันในประชากรตางสกุลกัน และยัง

บงชี้วาพืชสกุลตางๆ ที่อยูในวงศ Acanthaceae มีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับพืชในสกุล 
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Eritraria มากกวาพืชสกุล  Thumbergia และ Mendoncia ตามลําดับ และสามารถแบงกลุมของ

พืชวงศ Acanthaceae ออกเปน 4 กลุมที่สําคัญ คือ Acanthus, Barleria, Ruellia และ Justicia 

ตอมา Moylan et al. (2004) ศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุลฮอมจากลําดับเบสดี

เอ็นเอของสวน internal transcribed spacer nuclear DNA (ITS nrDNA) ที่แยกจากนิวเคลียส 

และ trnL-trnF ที่แยกจากคลอโรพลาสต พบวาลําดับเบสดีเอ็นเอ  trnL-trnF ของคลอโรพลาสต 

แยกเผายอย Strobilanthinae ออ กเปนหนึ่ งกลุ มใหญ  และไมสามารถแยกเผายอย 

Strobilanthinae ออกเปนแตละสกุลได ในขณะที่ลําดับเบส     ดีเอ็นเอของสวน  ITS nrDNA ที่

แยกไดจากนิวเคลียสสามารถแยกเผายอย Strobilanthinae ออกเปน 3 สกุล  คือ Hemigraphis, 

Sericocalyx และ Strobilanthes  
 

2.5 การออกแบบไพรเมอรเพื่อใชในการวิเคราะหพันธุกรรมของพืช 

ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงใดชวงหนึ่งของดีเอ็นเอ (a section of DNA) 

ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (a wide range of taxa) นั้น เรียกวา “universal primers” ซึ่งนิยมใชกัน

มากในงานวิจัยดาน molecular systematic โดยมีเหตุผลของการใชไพรเมอรที่เปน universal 

primers นี้วา สิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยใชเปนสิ่งทดลองดานอณูพันธุศาสตรนั้น จะไมทราบวาจะใช

ไพรเมอรที่เปน universal primers นี้วา สิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยใชเปนสิ่งทดลองดานอณูพันธุศาสตร

นั้น จะไมทราบวาจะใชไพรเมอรที่มีลําดับเบสใด จึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการได 

ดังนั้นจึงเลือกใช universal primers และที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย คือ ไพรเมอรสําหรับ 

mitochondria (mt DNA) ของสัตว, chloroplast DNA (cp DNA) และ nuclear ribosomal RNA 

genes (nr DNA) สิ่งที่ควรพิจารณาในการออกแบบไพรเมอรมีดังนี้ 
 

2.5.1 ความยาวของไพรเมอร (Primer Length) 

ความยาวของไพรเมอรมีความยาวตั้งแต 10 เบส (ใชสําหรับ RAPD-PCR) ถึง 80 เบส 

โดยทั่วๆ ไปจะใชไพรเมอรที่มีขนาดอยูระหวาง 18-24 เบส การใชไพรเมอรที่มีขนาดยาวนั้น จะตอง

ใชอุณหภูมิสูงขึ้นในขั้นตอนการจับระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมพิมพ รวมทั้งการใชไพรเมอรยาว 

และไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแลว ปญหาที่ เกิดขึ้น คือ จะเกิด non-specific primer 

products ในสารละลายไพรเมอร (primer mixture) ที่เตรียมได (ปรีชา ประเทพา, 2551) 
 

2.5.2 นิวคลีโอไทดที่เปนองคประกอบ (Nucleotide Composition) 

 ไพรเมอรนั้นจะมีลําดับเบสใดๆ ก็ได แตมีขอพึงระวัง คือ พยายามอยาใหไพรเมอรมีโอกาส

เกิด self-priming อันมีสาเหตุมาจากมีลําดับเบสซ้ําๆ กัน ที่เรียกวา internal repeats หรือ 
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selfsimilarity ตัวอยางเชน ไพรเมอรที่มีลําดับเบส AAATTTAATTT เมื่อใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

อาจจะเกิดการ self-priming ที่มีการจับกันของเบส T และ A ระหวางปลายทั้งสองดาน และ

กอใหเกิด primerdimer products (ปรีชา ประเทพ, 2551) เชน การออกแบบไพรเมอรในการเพิ่ม

ปริมาณยีนกําหนดการสรางโปรตีนโพรลามินขนาด 10 กิโลดาลตัน ในขาว (10 kDa prolamin 

gene) ขนาดของยีนนี้คือ 405 คูเบส 

 Forward primer 

 ATGGCAGCATACACCAGCAAGATCTTTGCCCTGTTTGCCTTAATTGCTCTTTCT

GCAAGTGCCACTACTGAATCACCACTATGCAACATGGCCCCTGTCAACTTCCAACTCT

CTTCCTGTGGTTGTTG 

 ลําดับเบสที่เปน Forward primer จะเปนลําดับเบสตามลําดับเบสที่ปรากฏในยีนใดๆ ที่มี

สะสมไวในฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) ที่เว็บไซต 

http://www.ncbi.nih.gov/ ซึ่งในแตละยีนหรือลําดับเบสของดีเอ็นเอจะมีรหัสเฉพาะ (Accession 

number) จากลําดับเบสของยีนนี้ออกแบบไพรเมอรที่เปน forward primer ไดดังนี้  

5’-ATGGCAGCATACACCAGCAAGATCTT-3’ สวน reverse primer มีลําดับเบส        

5’-AACC ปฏิบัติการใดๆ สังเคราะหไพรเมอรดังกลาวได แลวนํามาใชในปฏิกิริยาลูกโซตอไป 

นอกจากนี้การออกแบบไพรเมอรสามารถออกแบบไดโดยผานเว็บไซตที่ใชโปรแกรมที่ใหบริการ

ออกแบบไพรเมอรผานเว็บไซต  ไดแก http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/ 

(ปรีชา ประเทพา, 2551) 
 

2.5.3 การจับกันระหวางดีเอ็นเอไพรเมอรกับแมพิมพ (Primer-Template Match) 

 ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตจากเทคนิค PCR จะมีความจําเพาะเจาะจงตอบริเวณของดี

เอ็นเอเปาหมายนั้นเกิดไดเนื่องจากลําดับเบสที่มีความสอดคลองกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอ

แมพิมพ ซึ่งความสอดคลองกันนี้จะดีที่สุดเมื่อทั้งสองสิ่งนี้อยูในสภาวะ “perfect similarity”

คือ เบสจะเปนคูกันตลอดแนวของไพรเมอรที่จับกับแมพิมพ (A = T หรือ G-C) อยางไรก็ตาม ถา

ไพรเมอรไมจับกับแมพิมพไดอยางสมบูรณ เนื่องจากเบสไมสอดคลองกันเพียง 1 เบส ก็ไมสงผล

ตอการเกิด PCR products แตอยางใด แตมีขอแมวาลําดับเบสของไพรเมอรตองยาว และเบสที่

สอดคลองกันระหวางไพรเมอรกับแมพิมพตองมีจํานวน 6-10 เบส ในแตละดานของไพรเมอรจะสงผล

อยางมากตอการเกิด PCR products ซึ่งถาทางดาน 3-OH ของไพรเมอรที่ไมสอดคลองกับ

แมพิมพนั้น ถาเปน A:G, G:A หรือ C:C จะสงผลตอการเกิด PCR products โดยประสิทธิภาพจะ
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ลดลง ประมาณ 100 เทา ขณะที่ A:A mismatches จะลดลง 20 เทา สวน  T:T, T:C, T:T นั้นจะ

จับกับเบสอื่นๆ ไดดี ไมมีปญหาใดๆ ตอการเกิด PCR products 

 ขอแนะนําสําหรับการออกแบบไพรเมอร คือ ใหพิจารณาวาเบสที่อยูใกลดาน 3-OH ของ

ไพรเมอร ซึ่งเปนบริเวณที่เอนไซมพอลิเมอเรสเขาจับนั้น ไพรเมอรตรงบริเวณนี้ตองจับกับแมพิมพ

อยางแข็งขัน เพื่อทําใหเอนไซมพอลิเมอเรสเขาจับไดอยางดี (ปรีชา ประเทพา, 2551) 
 

2.6 การแยกขนาดของสารพันธุกรรมดวยเทคนิคอิเลคโตรฟอริซิส 

 เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) เปนเทคนิคที่ใชแยกสาร วิเคราะห และเตรียม

สารที่มีประจุไฟฟา เชน กรดอะมิโน โปรตีน และ กรดนิวคลีอิก ใหบริสุทธ์ิ โดยอาศัยหลักการที่วา 

เมื่อใหสนามไฟฟา สารที่มีประจุไฟฟาจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วที่ตรงขามกันดวย อัตราเร็วในการ

เคลื่อนที่ ซ่ึงขึ้นกับปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกุลของสาร รูปรางและขนาดของโมเลกุลของสารนั้น 

และกระแสไฟฟา ในการแยกทางไฟฟาโดยใชเจล (Gel Electrophoresis) มีหลายชนิดดังนี้ 
 

2.6.1 แบบคอลัมน (Column Gel Electrophoresis) เจลถูกทําใหแข็งตัวในคอลัมนและ

นําไปจุมอยูใน buffer ทั้งปลายบน และปลายลาง สารผสมที่ตองการแยกถูก ปลอยลงบนผิวหนา

ของเจลที่อยูปลายบน เม่ือใหสนามไฟฟาสารผสมจะแยกออกจากกันเปนแถบ บัฟเฟอรที่ใชทั้งใน

ตัวกลางเจลและในอางมี pH ประมาณ 9 ทําใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบจึงเคลื่อนที่เขาหาขั้วบวก 
 

2.6.2 Slab Gel Electrophoresis การทํา electrophoresis เหมือนกับ แบบคอลัมน แตมี

ขอดีกวา คือ สามารถแยก และวิเคราะหสารไดพรอมกัน เปนจํานวนมาก ในเจลแผนเดียวกันทั้ง 

column และ slab gel สารผสมที่ตองการแยก ตองใสกลีเซอรอลหรือน้ําตาลซูโครสเพื่อเพิ่มความ

หนาแนน ทําใหไมเกิดการแพรกระจายของสารผสมใน บัฟเฟอร และตองใส ประจุบวกที่ละลายน้ํา

หรือ สีติดตามประจุลบดวย สียอมนี้เคลื่อนที่ไดเร็วกวา ประจุขนาดใหญ สวนใหญจึงทําให เห็น

การเคลื่อนที่ระหวางการทําจนสียอมเคลื่อนที่มาถึงปลายสุดของแผนเจลจึงจะสิ้นสุดการทําอิเล็ก

โตรโฟรีซิสและทําการยอมเจลดวยสีที่จับกับสารจะได แถบของสารที่ตองการ 
 

2.6.3 Agarose Gel Electrophoresis agarose เปนสายพอลิเมอร ของ D-galactose 

และ 3,6-anhydro-L-galactose เมื่อเตรียมแผนเจล โดยตมสารละลาย agarose ในบัฟเฟอรแลว

เทลงในถาดเตรียมเพื่อใหแข็งตัวเมื่อเย็น จะไดเจลที่มีรูพรุนใหญ จึงใชแยกสารที่มีขนาดใหญ เชน 

กรดนิวคลีอิก ซึ่งขนาดรูพรุนขึ้นกับความเขมขนของ agarose (เมื่อความเขมขนสูงรูพรุนจะเล็กลง) 

เมื่อใหสนามไฟฟาที่ neutral pH โมเลกุลของกรดนิวคลีอิกจะมีประจุลบและ เคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก
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ดวยความเร็วที่ขึ้นกับขนาดโมเลกุล (molecular size) และโครงรูป (conformation) เมื่อ 

charge/mass ratio ของกรดนิวคลีอิก = 1 ทําใหอัตราเร็วในการเคลื่อนที่แปรผกผันกับ log10 ของ 

น้ําหนักโมเลกุลของมัน กรดนิวคลีอิกขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาขนาดใหญ และถาขนาด

เทากันแตมีรูปราง ตางกันจะมีอัตราเร็วตางกัน โดยลําดับของความเร็วในการเคลื่อนที่ของแตละ

รูปแบบของกรดนิวคลีอิก พบวา supercoiled DNA > linear double stranded DNA > circular 

DNA Buffers ที่ใช คือ Tris acetate (TAE) Tris borate (TBE) และ Tris phosphate (TPE) ที่

ความเขมขน 50 mM pH 7.5-8.0 และมี EDTA เพื่อยับยั้ง activity ของ DNase สวนสีที่ใชยอม

เปน fluorescent compound (aromatic cation) ที่จับกับ double stranded DNA โดยเขาไป

แทรกตัว (intercalate) อยูระหวาง base pair ที่ซอนกัน เชน เอธิเดียมโบรไมด (ethidium 

bromide) เมื่อฉายแสง UV จะให fluorescence มองเห็นเปน band ของ DNA เรืองแสง 

(สารานุกรมเสรี, 2552) 
 

2.6.4 ปจจัยท่ีสงผลกระทบตออัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ ปจจัยทีสงผลกระทบ

ตอการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล ไดแก ขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอ ความเขมขนของอะ

กาโรส โครงแบบของดีเอ็นเอ ความตางศักยที่ใช องคประกอบของเบสและอุณหภูมิ การมีสี

ยอมที่แทรกเขาไปในดีเอ็นเอองคประกอบของอิเลคโตรฟอริซิสบัฟเฟอรขนาดโมเลกลุของดเีอน็

เอสายคูที่อยูในแนวเสน เคลื่อนที่ผานเจลเมทริกซ (gel matrices) ดวยอัตราที่เปนอัตราสวนผกผนั

กับ log10 ของจํานวนคูเบส โมเลกุลขนาดใหญเคลื่อนที่ไปไดชาเพราะมีแรงเสียดทานที่สูงกวา และ

เคลื่อนที่ผานรูของเจลไดมีประสิทธิภาพนอยกวาโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวาความเขมขนของอะกา

โรส สงผลตออัตราการเคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอเชิงเสน      ดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันจะ

เคลื่อนที่ผานอะกาโรสเจลที่มีความเขมขนตางกันดวยอัตราที่ไมเทากัน (สารานุกรมเสรี, 2552) ดัง

ตารางที่ 2.1 

โครงแบบของดีเอ็นเอมีหลายแบบแตกตางกัน เชน ดีเอ็นเอที่เปนวงซูเปอรเฮลิคอล 

(superhelical circular) หรือฟอรม l ดีเอ็นเอที่เปนวงที่มีรอยแยกหรือนิก (nicked circular) หรือ

ฟอรม ll และดีเอ็นเอเชิงเสนหรือฟอรม lll ดีเอ็นเอที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันมีโครงแบบแตกตางกนั

ได อัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอทั้งสามรูปแบบนี้ขึ้นอยูกับความเขมขนของอะกาโรสเจล อิทธพิล

ของความเขมของกระแสที่ใช ความเขมของไอออนิกของบัฟเฟอรที่ใชและความหนาแนนของการ

บิดของซูเปอรเฮลิคอลในดีเอ็นเอฟอรม l ภายใตสภาวะบางประการ ดีเอ็นเอฟอรม l เคลื่อนที่เร็ว

กวาดีเอ็นเอฟอรม lll ภายใตสภาวะอื่นลําดับอาจยอนกลับได 
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ตารางที่ 2.1 ชวงการแยกขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยการใชอะกาโรสเจลที่มีปริมาณอะกาโรส 

       ที่แตกตางกัน  

ปริมาณอะกาโรสในเจล (% w/v) ชวงการแยกโมเลกุลดเีอ็นเอเชิงเสนท่ีมี
ประสิทธิภาพ (kb) 

0.3 5-60 

0.6 1-20 

0.7 0.8-10 

0.9 0.5-7 

1.2 0.4-6 

1.5 0.2-3 

2.0 0.1-2 

ที่มา : อุไรวรรณ วิจารณกุล, 2545 
 

ความตางศักยเปนโวลตที่ใชมีผลตออัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของดีเอ็นเอ อัตราการ

เคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอเชิงเสนเปนสัดสวนกับความตางศักยที่ใช ขณะที่ความเขมของ

สนามไฟฟาเพิ่มขึ้น การเคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงเพิ่มขึ้น ดังนั้นขณะที่

ความตางศักยเพิ่มขึ้นขอบเขตการแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลลดลง เพื่อใหไดอํานาจ

จําแนกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 2 kb สูงสุดจะตองรันอะกาโรสเจลไมเกิน 5 โวลต/ชม. 

ทิศทางของสนามไฟฟามีผลตอทิศทางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของดีเอน็เอ ถาทศิทางของ

สนามไฟฟาคงที่ โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 50-100 kb เคลื่อนที่ผาน     อะกาโรสเจลใน

อัตราเดียวกัน แตถาทิศทางของสนามไฟฟาเปลี่ยนเปนชวงๆ โมเลกุลของดีเอ็นเอทีม่ขีนาดใหญถกู

บังคับใหเปลี่ยนทิศทางเนื่องจากโมเลกุลดีเอ็นเอขนาดใหญใชเวลานานกวาในการเรียงตัวเองใน

ทิศทางใหมของสนามไฟฟา  

องคประกอบของเบสของดีเอ็นเอและอุณหภูมิไมสงผลกระทบตอพฤติกรรม        อิเลคโตรฟอริ

ซิสของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจล โดยทั่วไปจะรันอะกาโรสเจลที่อุณหภูมิหอง สียอมเอทเิดียมโบรไมด

ซึ่งเปนสีฟลูโอเรสเซนตที่แทรกเขาไปในดีเอ็นเอใชในการตรวจสอบดีเอ็นเอในอะกาโรส สีที่แทรก

เขาไปในดีเอ็นเอ การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอที่เปนสายในอิเลคโตรฟอริซิสลง 15% สียอมแทรกเขาไป

ระหวางชั้นของคูเบส ทําใหโมเลกุลดีเอ็นเอเชิงเสนและโมเลกุลดีเอ็นเอที่เปนวงมีความยาวเพิ่มขึ้น 

เอทิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง ฉะนั้นการจับถือตองทําดวยความระมัดระวัง และตองทําการ

ลดการปนเปอนของสารละลายที่มีเอทิเดียมโบรไมดกอนทิ้ง  
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องคประกอบและความเขมของไอออนิกของอิเลคโตรฟอริซิสบัฟเฟอร สงผลตอการ

เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอิเลคโตรฟอริซิส ในกรณีที่ไมมีไอออนการนําไฟฟาต่ําสุดและดีเอ็นเอ

เคลื่อนที่ชามาก ในบัฟเฟอรที่มีความเขมไอออนิกสูง เชนใชบัฟเฟอรความเขมขน 10 เทาแทน 1 เทาซึง่

อาจเกิดจากความพลั้งเผลอ การนําไฟฟามีประสิทธิภาพมาก สําหรับอิเล็กโตรฟอริซิสของดีเอ็นเอ

สายคู บัฟเฟอรจะประกอบดวย EDTA pH 8 ทริสแอซิเตรต (Tris-acetate = TAE) ทริสบอเรต (Tris-

borate = TBE) หรือทริสฟอสเฟต (Tris-phosphate) ปกติแลวอิเล็กโตรฟอริซิสบัฟเฟอรจะถูกเตรียม

ในรูปสารละลายที่เขมขนเปนสารละลายสต็อกและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง (สารานุกรมเสรี, 2552) 
 

2.7 เทคนิคอารเอพีดกีับการนําไปใชประโยชน 

 เทคนิคอารเอพีดีมีความสะดวกรวดเร็วและใชเวลานอยและใชปริมาณดีเอ็นเอนอยมาก 

คือ 10-400 ng เทานั้นจึงสามารถศึกษากับตัวอยางพืชคราวละมากๆ ได นอกจากนี้ใน

กระบวนการยังไมมีการใชสารเคมีที่เปนสารกัมมันตรังสีอีกดวย เทคนิคนี้เรียกวา PCR with 

arbitrary primer (AP-PCR) หรือ Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) หลักการของ

เทคนิค RAPD จะใชไพรเมอรที่มีขนาดสั้นๆ นิยมใช 10 นิวคลีโอไทด (10-mer primer) ที่มี GC 

content คอนขางสูงประมาณ 60-70% (ต่ําสุด 50%) ไพรเมอรเหลานี้เปนไพรเมอรที่มีการจับกับดี

เอ็นเอแมพิมพเปนแบบสุม มีการสุมหาลําดับเบสเปาหมาย (target sequence) ที่กระจายอยูใน 

genomic DNA ที่ใชเปนแมพิมพ การจับกัน (annealing) ระหวางไพรเมอรกับลําดับเบสเปาหมาย

นี้มี 2 กรณี คือ จับกันได 100% (100% homology) และจับไดบางสวนของดีเอ็นเอ หลังจากที่มี

การจับกันแลวจะมีการสรางดีเอ็นเอสายใหมเกิดขึ้นเรียกวาชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกสรางขึ้นจากปฏิกิริยา

ลูกโซจนขั้นตอนสุดทายจะได PCR products และนําไปแยกชิ้นดีเอ็นเอเหลานี้โดยใชเทคนิค

อิเลคโตรฟอรีซิส ซึ่งอาจใช SDS-PAGE หรืออะกาโรสก็ได ชิ้นสวนของดีเอ็นเอหรือแถบดีเอ็น

เอใดๆ นั ้น เ ราไม ทราบลําด ับ เบส เลย (anonymous DNA sequence) การปรากฏ 

(presence) และการไมปรากฏ (absence) ของชิ้นสวนดีเอ็นเอใดๆนั้นเราสามารถเปรียบเทียบ

ระหวางสิ่งมีชีวิตที่ใชในการศึกษาที่อาจจะเปนสปชีสเดียวกันจากคนละประชากร จะไดขอมูลใน

การที่จะประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมได หรือในบางกรณีอาจจะใชเปนขอมูลลายพิมพ

ดีเอ็นเอได (fingerprint-like pattern) การเกิดชิ้นดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ นั้นเกิดจากลําดับ

เบสเปาหมาย 2 แหงที่อยูบนดีเอ็นเอคนละสาย ในทิศทางตรงกันขามกันและระยะหางระหวาง 2 

จุด ที่ไพรเมอรจับควรหางกันนอยกวา 1 kb (kilobase) ดังนั้นดีเอ็นเอชิ้นเล็กจึงคอนขางจะ

สังเคราะหไดงายกวาดีเอ็นเอชิ้นใหญ (มีความยาวมากกวา) จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเกิดขึ้นนั้น 

สามารถคาดคะเนไดจากทฤษฎีที่ใชเพียง 1 ไพรเมอร และมีการจับกับลําดับเบสเปาหมายได
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สมบูรณ (100% homology) ซึ่งสามารถคํานวณจากความยาวไพรเมอร (primer length) และ

ความซับซอนของจีโนมที่ศึกษา สมมติวาปริมาณนิวคลีโอไทดที่ใชในการทดลองมีสัดสวนเทากัน 

ซึ่ง Williams et al. (1990) ไดเสนอสมการไวดังนี้ b = (2000 x 4-2n x C) เมื่อ b คือ จํานวนชิ้นดี

เอ็นเอที่คาดหวังตอไพรเมอรนั้นๆ, n คือ ความยาวของไพรเมอร (คิดเปนจํานวนนิวคลีโอไทด) และ 

C คือ ความซับซอนของสิ่งมีชีวิต (ขนาดของจีโนมเปน base pair ตอ haploid genome) จํานวน

ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากทําปฏิกิริยา PCR นั้น ในแตละครั้งจะขึ้นอยูกับสิ่งตางๆ เหลานี้ คือ ลําดับเบส

ของไพรเมอร, ลําดับเบสของดีเอ็นเอ และ ขนาดของจีโนม (ปรีชา ประเทพา, 2551) 

 การศึกษา polymorphic ในสิ ่งมีชีวิตโดยการใชเทคนิค RAPD นี ้ ตามทฤษฎีแล วมี

เหตุการณตางๆมักเกิดขึ ้นเสมอดังนี ้ เมื ่อเกิดการ annealing site 2 จุด มีระยะหางกัน

พอสมควรจะไดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซมีขนาดใหญพอสมควร ถาดีเอ็นเอบางสวน

ขาดหายไป ซึ ่งเปนบริเวณที่ไพรเมอรจับ อาจพบวาไมมี band เกิดขึ ้นนั้นหมายความวา

ปฏิกิริยาลูกโซลมเหลวโดยสิ้นเชิง กรณีเกิดขึ้นเนื่องจากมีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดไปจาก

เดิม การแทรกเข ามา (insertion) หรือการขาดหายไป (deletion) ของชิ้นดีเอ็นเอเล็กๆ ตรง

บริเวณที่เกิดปฏิกิริยาลูกโซจะไดชิ้นดีเอ ็นเอมีขนาดเล็กหรือใหญขึ ้นตามลําดับ ซึ ่งในทาง

ปฏิบัติ การที่จะสังเกตเห็นเปนไปไดยาก ขอมูลที่ไดจากการใชเทคนิค RAPD-PCR การตรวจสอบ

ระดับของความแปรผันทางพันธุกรรมและการกระจายของความผันแปรทางพันธุกรรมภายใน

ประชากร และระหวางประชากรของพืชหายากนั้นนับวาเปนหัวใจของพันธุศาสตรเชิงอนุรักษ 

เทคนิค RAPD อาจเปนทางเลือกหนึ่งในบรรดาเทคโนโลยีดีเอ็นเอทั้งหลาย เพราะวาเทคนิคนี้

สามารถตรวจสอบระดับความแปรผันไดดี เทคนิคนี้มีประโยชนอยางมากในการศึกษาโครงสราง

ประชากรของพืชที่มีพันธุกรรมเหมือนกัน (clone) โดยมีการประยุกตใชเทคนิคนี้ศึกษาเพื่อทดสอบ

สมมติฐานเกี่ยวกับประชากรของสิ่งมีชีวิตที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศและการแพรกระจาย

ออกไปเปนประชากรยอยๆ โดยเทคนิค RAPD จะประยุกตใชเพื่อหาขอมูลวาประชากรใหมๆ นั้น

เกิดจากประชากรเดิมจริงหรือไม (ปรีชา ประเทพา,2551) 

ปรีชา, (2551) ไดเสนอความคิดเห็นวามีขอสังเกตอยู 2 ประการในการเลือกใชเทคนิค 

RAPD markers ประยุกตใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม คือ การใช RAPDs ใน

กรณีใชเพื่อเปนเทคนิคที่เชื่อมโยงกับเทคนิคอื่นๆ โดยอาจจะเปรียบเทียบระหวางอัลโลไซม 

และ RAPDs ควบคูกันไป ในกรณีที่จํานวนหนวยของสิ่งมีชีวิตมีจํานวนนอย อาทิ พืช หรือ สัตวที่

เปนชนิดหายาก (rare species) ซึ่งอัลโลไซมตรวจสอบไมพบความหลากหลาย ควรที่จะใชเทคนิค 

RAPD และเทคนิค RAPD ซึ่งเหมาะสมในการศึกษาการสรางลูกผสม การวิเคราะหความเปนพอ
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แม การประเมินการผสมขาม และการประเมินโครงสรางประชากรในกลุมสิ่งมีชีวิตที่มีพันธุกรรม

เหมือนกันและเทคนิค RAPD ยังสามารถใชในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มีอยู

ภายในหรือระหวางประชากร 
 

2.7.1 ใชในการประเมินความแปรปรวนและความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช 

ขอมูลที่ไดจากการประเมินความแปรปรวนและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช

ดวยเทคนิคอารเอพีดีสามารถบงบอกถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ และการจัดจําแนกพืชได 

(Tingey and Tufo, 1993) Galgaro และคณะ (1998) วิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของถั่ว

ลิสงจํานวน 21 เลขหมาย ที่อยูในกลุม Arachis, Extranervosae, Caulorrhizae, Heteranthae 

และ Triseminatae ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบลายพิมพดีเอ็นเอของถั่วลิสงแตละชนิดมีความ

แตกตางกัน และแบงถั่วลิสงออกเปน 3 กลุมคือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม 

Extranervosae, กลุมที่ 2 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Caulorrhizae, Heteranthae และ 

Triseminatae และกลุมที่ 3 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Arachis นอกจากนี้ลายพิมพดีเอ็นเอยังระบุ

วาถั่วลิสงชนิด A. pietrarellii มีความใกลชิดกับถั่วลิสงชนิด A. villosulicarpa Li and Nelson 

(2002) วิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุปลูก และถั่วเหลืองพันธุปา 

(Glycine soja) ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบถั่วเหลืองพันธุปามีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูงกวา

ถั่วเหลืองพันธุปลูก Harvy and Botha (1996) ใชเทคนิคอารเอพีดีประเมินความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของสายพันธุออย (Saccharum) ลูกผสม พบออยลูกผสมที่ผสมยอนกลับสายพันธุพอ

หรือแมประมาณ 5-6 ชั ่วรุ น มีระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวา 84% 

นอกจากนี้ยังใชเทคนิคอารเอพีดีวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชอื่นอีก เชน 

มะเขือเทศ (Villand et al., 1998) 
 

2.7.2 ใชในการสรางแผนท่ีทางพันธุกรรมพืช 

การสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิคเครื่องหมายอารเอพีดีที่ผานมา Eajay 

และคณะ (1997) ไดสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของถั่วฝกยาวดวยเทคนิคอารเอพีดี  พบ

เคร่ืองหมายอารเอพีดีจํานวน 28 เครื่องหมาย แบงออกเปน 9 กลุม และมีระยะทางทั้งหมด 206 

เซนติโมแกน Menendez et al. (1997) สรางแผนที่ทางพันธุกรรมของถั่วพุมดวยเทคนิคอารเอพีดี 

พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 133 เครื่องหมาย แบงออกเปน 12 กลุม และมีระยะทางทั้งหมด 

972 เซนติโมแกน นอกจากนี้ยังมีรายงานการนําเครื่องหมายอารเอพีดีมาสรางแผนที่ทาง

พันธุกรรมในพืชอื่นอีกหลายชนิดเชน ถั่วลิสง (Arachis) (Garcia et al., 1995) ถั่วอาหารสัตว หรือถั่ว 
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alfalfa (Medicago sativa L.) (Yu and Pauls, 1993) และแตงโม (Hashizume et al., 1996) 

อยางไรก็ตามการสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของพืชดวยการนําลูกผสมที่ไดจากการผสมระหวาง

พืชสายพันธุปลูกกับพันธุปาที่เปนบรรพบุรุษของสายพันธุปลูก ทําใหประชากรลูกผสมที่ไดเกิด 

recombination หรือการเรียงตัวของแทงโครโมโซมที่ทําใหการกระจายตัวของยีนผิดรูปแบบ (Ford 

and Taylor, 2003) และมีขอมูลนอยในการประเมินระยะทางของพันธุกรรม (Tingey and Tufo, 

1993) ดังนั้นจึงควรสรางแผนที่ทางพันธุกรรมจากลูกผสมที่ไดจากการผสมภายในชนิดและ

ระหวางสายพันธุของพืช ซึ่งจะชวยลดจํานวนประชากรลูกผสมที่เกิดจาก recombination หรือการ

เรียงตัวของแทงโครโมโซมที่ทําใหการกระจายตัวของยีนผิดรูปแบบ เนื่องจากเครื่องหมายอารเอพี

ดีเปน dominant marker ไมสามารถแยกลักษณะที่เปนโฮโมไซกัสออกจากเฮตเทอโรไซกัสได ทําให

การสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของลักษณะพืชที่ถูกควบคุมดวยหลายยีน ซึ่งเปนลักษณะทาง

ปริมาณนั้นจะทําไดยาก (Waugh and Powell, 1992) เพราะเมื่อตรวจสอบการกระจายตัวของยีน

ในลูกรุน F2 ยีนจะถูกแยกออกไปอยูโครโมโซมตางแทงกัน จึงทําใหมีขอมูลไมเพียงพอในการ

ประเมินระยะทางของพันธุกรรม จําเปนตองคัดเลือกเครื่องหมายอารเอพีดีที่เชื่อมอยูดวยกันเปนคู 

(coupling) เมื่อเกิดการกระจายตัวของยีนในลูกรุน F2 เครื่องหมายดีเอ็นเอจะไปเชื่อมอยูกับยีนบน

ตําแหนงของโครโมโซมแทงเดียวกัน ทําใหตรวจสอบไดในประชากรลูกผสมที่เกิด recombination 

หรือเนื้อเยื่อที่อยูในระยะแฮพพลอยด (haploid) หรือแกมีโตไฟต (gametophyte) (Tingey and 

Tufo, 1993) 
 

2.7.3 ใชในการคนหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีเชื่อมอยูกับลักษณะหรือยีนท่ีสําคัญ 

การประยุกตใชเทคนิคอารเอพีดีในการคนหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับลักษณะ

หรือยีนที่สําคัญโดยการวิเคราะหจากสายพันธุพืชที่เปน near-isogenic line (NILs) สามารถ

คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับลักษณะที่ตองการหรือยีนที่สนใจไดอยางรวดเรว็และ

แมนยํา (Waugh and Powell, 1992) และยังใชคัดเลือกหรือระบุตําแหนงยีนที่นําเขาหรือผสมกับ

พืช 2 สายพันธุที่เปน NILs ได Paran และคณะ (1991) ประสบความสําเร็จในการคัดเลือก

เคร่ืองหมายอารเอพีดีที่เชื่อมอยูกับยีนที่ควบคุมลักษณะการตานทานตอเชื้อรา (downy mildew: Dm) 

ประกอบดวยยีน Dm1, Dm3 และ Dm11 ในผักกาดหอม (Lactuca sativa) โดยใชสายพันธุ

ผักกาดหอมที่เปน NILs พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 4 เครื่องหมาย เชื่อมอยูกับยีน Dm1 

และ Dm3 และ 6 เคร่ืองหมายเชื่อมอยูกับยีน Dm11 อยางไรก็ตามเครื่องหมายอารเอพีดีที่ใช

วิเคราะหพืชที่เปน NILs มีขอเสีย คือ การคัดเลือกลักษณะหรือยีนที่อยูในพืชที่เปน NILs นั้นทําได

ยาก และการสราง near-isogenic line ตองมีการผสมกลับหลายชั่วรุนและยีนบางสวนของของ
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จีโนมพอ-แมไมไดรวมอยูในสายพันธุ NILs ทําใหเครื่องหมายดีเอ็นเอที่คัดเลือกไดจาก NILs 

ไมไดเชื่อมอยูกับลักษณะหรือยีนที่เราตองการ (Tingey and Tufo, 1993) จึงมีการประยุกตวิธีการ

ของเทคนิคอารเอพีดีมาวิเคราะหดีเอ็นเอรวม (bulk segregant analysis: BSA) เปนวิธีที่ใชในการ

คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอไดอยางจําเพาะ และรวดเร็วจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่สนใจ จาก

การเปรียบเทียบตัวอยางดีเอ็นเอ 2 กลุม ที่มีการกระจายตัวอยางจําเพาะ Michelmore และคณะ  

(1991) คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับยีนที่ตานทานตอเชื้อราจํานวน 5 ยีน คือ Dm1, 

Dm3, Dm4, Dm5/8, Dm7 และ Dm13 ในผักกาดหอมดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยการวิเคราะหผล

แบบ bulk segregant analysis  พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 3 เครื่องหมาย เชื่อมอยูกับยีน 

Dm5/8 บนแผนที่ทางพันธุกรรมของผักกาดหอม Garcia และคณะ (1996) คัดเลือกเครื่องหมายอาร

เอพีดีที่เชื่อมอยูกับยีนที่ตานทานตอโรคไสเดือนฝอย (Meloidogyne aranaria) ในถั่วลิสงจํานวน 2 

ยีน ประกอบดวยยีนที่ตานทานตอโรคไสเดือนฝอยในชวงการสรางไข คือ Mae และยีนที่ตานทาน

ตอโรคไสเดือนฝอยในชวงการสรางปม คือ Mag จากการผสมระหวางถั่วลิสง A. duranensis กับถั่ว

ลิสงพันธุปลูก โดยวิธีการ bulk segregant analysis พบเครื่องหมายอารเอพีดี Z3/265 เชื่อมอยู

กับยีน Mae กับ Mag ที่ระยะทาง 10 และ 14 เซนติโมแกน ตามลําดับ  
 

2.8 การสรางสายวิวัฒนาการแบบตนไม 

 ปรีชา (2551) รายงานวาความสัมพันธทางวิวัฒนาการนั้นสามารถใชขอมูลจากการ

เปรียบเทียบ “orthologous genes” หรือโปรตีนที่กําหนดการสรางโดยยีนเดียวกันและสรางเปน 

“phylogenetic tree” ซึ่งแบงออกเปน “molecular phylogenetic tree” ที่อธิบายการเปลี่ยนแปลง

ของนิวคลีโอไทดหรือกรดอะมิโนในระหวางการเกิดการเปลี่ยนแปลงวิวัฒนาการและ “species 

phylogenetic tree” ซึ่งแสดงถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมในระดับสปชีสของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา 

คําวา “ทรี (tree)” หมายถึง แผนภูมิแบบตนไมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม ในธรรมชาติ 

สิ่งมีชีวิตมีความแตกตางหรือคลายคลึงระหวางกันและกันอยูแลว ถาจะมีการศึกษาการจัด

หมวดหมูของสิ่งมีชีวิตโดยใชหลักเกณฑตางๆ ที่มนุษยตั้งขึ้น ทําใหเกิดศาสตรใหมเรียกศาสตรนีว้า 

ซิสเต็มมาติกส (systematic study) นักชีววิทยาที่สนใจศาสตรนี้มีความคุนเคยกับแผนภูมิหรือเดน

โดแกรม (Dendrogram) หรือไฟโลจิเนติกทรี (phylogenetic tree) หรือ กิ่งไมวิวัฒนาการ ที่เกิด

จากการวิเคราะหขอมูลที่เปนตัวเลขโดยการใชโปรแกรมสําเร็จรูปที่ใชกับคอมพิวเตอร เดนโดแกรม

เปนคําที่ใชเรียกแผนภูมิที่แสดงถึงความสัมพันธในเชิงพันธุกรรม แผนภูมินี้เปนสิ่งสะทอนใหเห็น

ภาพรวมๆ ของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษาวามีความสัมพันธระหวางกันและกันมากนอยเทาใด หรือสะทอน

ใหเห็นประวัติความเปนมาในทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่ใชในการศึกษาในระดับวงศ ระดับวงศ
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ยอย หรือ ระดับสกุล เปนตน ระเบียบวิธีการสําหรับใชในการศึกษาการจัดระบบของสิ่งมีชีวิต โดย

การสรางแผนภูมิในลักษณะเชนนี้สามารถแบงออกเปนวิธีหลักๆ สองวิธีคือ “Phenetic approach” 

และ “Cladistic approach” โดยหลักการพื้นฐานแลววิธีแรกนั้นจะมองภาพรวมความเหมือนกัน

ของสิ่งมีชีวิตที่ใชศึกษาวามีความเหมือนกันมากนอยจากขอมูลทางลักษณะทางสณัฐานวทิยาหรอื

ขอมูลของยีนหรือดีเอ็นเอในขณะที่วิธีหล ังนั ้นจะมีการพิจารณาถึงขอมูลทั ้งสองแบบนั้น 

(สัณฐานวิทยาและยีนหรือลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ) ในบริบทของสถานภาพของลักษณะ

หรือ เรียกวา “character state” ของแตละลักษณะที่ศึกษาวาลักษณะที่ปรากฏใหเห็นในสิ่งมีชีวิต

ที่ศึกษานั้นเปนแบบดั้งเดิม (primitive) หรือเปนแบบที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมแลว (derived 

character) นับวาเปนวิธีที่คอนขางจะซับซอนมากกวาวิธีแรก ในกระบวนการ “จัดการขอมูล” กอน

จะนําไปสูการวิเคราะหโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางพันธุกรรมเพื่อสรางเปนแผนภูมิที่เปนผลลัพธ

ออกมาใชในการแปลผลเพื่อใชในการอธิบายความสัมพันธที่ปรากฏตามแผนภูมิ  

 อรุณรัตน (2547) กลาววา phylogenetic tree หมายถึงแบบแผนที่แสดงใหเห็นถึง

ความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการระหวางหนวยอนุกรมวิธานจะทําใหเกิดความเขาใจถึง

ประวัติของสิ่งมีชีวิตนั้น แตคําวาประวัตินั้นคือสิ ่งที่เกิดขึ ้นและผานมาแลวทิ้งไวแตเพียง

รองรอยที่เปนเครื่องบงบอกวามีเหตุการณเชนนั้นเกิดขึ้นจริง นักวิทยาศาสตรจึงนาํรองรอยที่

เปนเคร่ืองบงชี้เหลานี้มาสรางสมมติฐานซึ่งเปนรูปแบบเฉพาะของประวัติสิ่งมีชีวิต เรียกวา 

Phylogenetic tree นั่นเอง ซึ่งเปนรูปแบบหรือสัญลักษณที่ทําใหมองเห็นความสัมพันธทาง

สายวิวัฒนาการระหวางกลุมของสิ่งมีชีวิตนั้นได 

 

 
 

ภาพที่ 2.1 ภาพแสดงสวนประกอบของแผนภูมิกิ่งไม 

                     ที่มา : เจษฎา เดนดวงบริพนัธ, 2545 



 

 

22

Topology หมายถึงแผนภูมกิิ่งไมที่มีการแตกกิ่งออกไป 

Root   หมายถึงบรรพบุรุษรวมกนัของหนวยอนุกรมวิธานใน topology น้ัน 

Nodes  คือหนวยอนุกรมวิธานซึ่งอาจจะเปนสิ่งมีชีวิตที่ยังมชีีวิตอยูหรือเปน บรรพบุรุษ

Branch  หมายถึงตัวที่กําหนดความสัมพนัธระหวางหนวยอนุกรมวิธานในรูปของลกูหลาน  

                         หรือ บรรพบุรุษ 

Branch length แทนจํานวนของการเปลี่ยนแปลงทีเ่กิดขึน้ใน branch 

 

 

  

 

ภาพที่ 2.2 ภาพแสดงลักษณะของ phylogenetic tree  A = Unrooted tree B = Rooted tree 

    ท่ีมา : เจษฎา เดนดวงบริพันธ, 2545 

 

Unrooted tree (A) เปนแผนภูมทิี่แสดงถึงความสัมพันธระหวางสิง่มีชีวิต A B C และ D 

เทานัน้ ไมไดบอกถึงลําดับเหตุการณของวิวัฒนาการที่เปลี่ยนแปลงมาของยนี A  B  C  และ D 

แผนภูมินีย้ังบงบอกถึงความสัมพนัธระหวางยีน 4 ชนิดทีฮ่อมอโลกสักัน topology ประกอบดวย 4 

external nodes (A B C และ D) แตละ node เปนตัวแทนของยีน 4 ชนิด และมี 2 internal node 

(e  และ f) ซึ่งเปนตัวแทนบรรพบุรษุของทั้งสี่ยนี สวน b r a n c h  l e n g t h s  บงบอกถึงระดับ 

ของความแตกตางทางวิวัฒนาการระหวางยีนทั้งสี่นี้  

Rooted tree (B) เปนแผนภูมทิี่บอกถึงลําดบัเหตุการณของวิวัฒนาการทีส่รุปไดจาก

ขอมลูทีน่ํามาศึกษาและอาจจะไมใชแผนภูมิที่ถกูตองก็ได หรือเปนแผนภูมทิี่บอกถึงลําดบั

เหตุการณทางวิวัฒนาการทีเ่กิดขึน้จรงิ phylogenetic analysis นี้ตองมี out group อยางนอย 1 group  

ความแตกตางของ gene tree และ species tree คือเมือ่ใชขอมลูระดับโมเลกลุมาสราง 

gene tree จะไดแผนภูมิทีถู่กตองกวา species tree ซึ่งใชขอมลูที่ไดจากการเปรียบเทียบลกัษณะ

A B 
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ทางสัณฐานวิทยา gene tree ไมใช species tree แตก็อธิบายไดวา internal node ใน gene tree 

บงบอกถึงความแตกตางของยนี บรรพบุรษุทีแ่ยกออกไปเปน 2 ยีนซึง่มี DNA sequence แตกตาง

กันโดยมกัเปนผลมาจากมิวเทชัน internal node สวน species tree จะแสดงใหเห็นถึงเหตุการณที่

เกิดสปชสีใหม (speciation event) คือ บริเวณที่ประชากรของ ancestral species แยกออกไป

เปนสิ่งมชีีวิต 2 กลุมที่ไมสามารถผสมพนัธุกนัไดอกี 
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บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 ครุภัณฑและสารเคมี 

3.1.1 ครุภัณฑ 

ชื่อครุภัณฑ     ยี่หอ/รุน 

              ตูเย็น (Refrigerator)    Tochiba 

              หมอนึ่งความดัน (Autoclave)   Hirayama รุน HVE 50 

เคร่ืองชั่ง (Balance)    Denver รุน SI-234 

เคร่ืองเซนตริฟวจ           Hettich zentrifugen (Universal 32R) 

เคร่ืองพีซอีาร             Thermo hybaid PCR Express  

เคร่ืองอเิล็กโตรโฟเรซสีแบบแนวนอน   Bio Rad 

เตาไมโครเวฟ (Microwave oven)  Sharp 

อางควบคุมอุณหภูม ิ    Water bath รุน GFL 1083 

เคร่ืองเขยาผสมสาร    Vortex-Genie2 

 

3.1.2 สารเคมี 
ชื่อสารเคม ี     เกรดสารเคม ี

Agarose,     Molecular Biology 

Boric acid,     Analytical grade 

1 kb DNA ladder    Molecular biology 

Ethanol     Analytical grade 

Ethidium bromide,    Molecular Biology 

Ethylene diamine tetraacetic acid  Biotechology  

Liguid nitrogen        

Plant Grenomic DNA Mini Kits  Molecular Biology 

Potassium hydroxide   Analytical grade 

Taq DNA polymerase   Molecular Biology 

Tris base,     Analytical 
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3.2 การเก็บตัวอยางพืชสกุลฮอม 

นําตัวอยางพืชสกุลฮอมทั้งหมด 12 ตัวอยาง ที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย โดย

จํานวนชนิดและสถานที่เก็บตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 3.1 จากนั้นนํามาการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเพื่อเปรียบเทียบลักษณะที่เกิดขึ้น 
 

   ตารางที่ 3.1 ชนิดและสถานที่เก็บตัวอยางของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 

ลําดับที ่ ชื่อวิทยาศาสตร สถานทีเ่ก็บตัวอยางพืช 

1 Strobilanthes Cusia BCM  สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต  จังหวัดเชียงใหม 

2 Strobilanthes Cusia KPH บานนาคูหา จังหวัดแพร 

3 Strobilanthes Cusia NPH บานนาตอง จังหวัดแพร 

4 Strobilanthes Cusia HPH บานหวยฮอม จังหวัดแพร 

5 Strobilanthes sp.1 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

6 Strobilanthes sp.2 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

7 Strobilanthes sp.3 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

8 Strobilanthes sp.4 KLP อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

9 Strobilanthes sp.5 HCM หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

10 Strobilanthes sp.6 HCM  หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

11 Strobilanthes sp.8 KLP อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

12 Strobilanthes sp.9 PCM โครงการหลวงผามอนลอง จังหวัดเชียงใหม 
 

หมายเหตุ BCM = สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม KPH = บานนาคูหา จังหวัดแพร 

    NPH = บานนาตอง จังหวัดแพร      HPH = บานหวยฮอม จังหวัดแพร 

    KLP = อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง     HCM = หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม  

 

3.3 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนพืชสกุลฮอม ดวยน้ํายาสําเร็จรูป 

น้ํายาสําเร็จรูปที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอจากใบพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ในคร้ังนี้

เปนผลิตภัณฑของบริษัท ธีระเทรดด้ิง จํากัด ประเทศไทย ชื่อชุดน้ํายา Plant Grenomic DNA Mini 

Kits ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอมีดังนี้  

ชั่งเนื้อเยื่อใบพืชสกุลฮอมใหไดน้ําหนัก 0.03 กรัม เติม GPX1 buffer 600 ไมโคลิตร และ 

RNans A (10 mg/ml) 5 ไมโคลิตร ลงในหลอดตัวอยาง นําไปบมที่อุณหภูมิและนําไปบมในน้ําแข็ง
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เปนเวลา 3 นาที และบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดทุก 5 นาที เติม

สารละลาย GP2 buffer 100 ไมโคลิตร และนําไปบมในน้ําแข็งเปนเวลา 3 นาที เมื่อครบเวลานําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 rpm เปนเวลา 2 นาที ดูดสารละลายลงใน Filter column สีมวง 

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 rpm เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลายที่อยูในหลอด 2 ml 

collection tube ใสลงในหลอด 1.5 ml collection tube หลอดใหมปรับปริมาตรใหได 450 

ไมโครลิตร เติมสารละลาย GP3 buffe 675 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาใหสารละลายเขากัน แลว

ดูดสารละลายปริมาตร 650ไมโครลิตร ในหลอด Filter column สีขาว นําไปปนเหว่ียงที่ 13000 

rpm เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง แลวเติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายที่อยูในสวน collection tubeเติม

สารละลาย Wash bufferปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm 

เปนเวลา 1 นาทีเติมสารละลาย Wash bufferปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงที่

ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผาน collection tube ทิ้งนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 2 นาที เพื่อให column matrix แหง จากนั้นเติมสารละลาย 

Elution buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ทิ้งไวประมาณ 3-5 

เพื่อให matrix ดูดซึมสารละลาย Elution buffer แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm เปน

เวลา 1 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ผาน column matrix ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ

นํามาตรวจสอบผลดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide จากนั้นนําไปสอง

ภายใตกลองแสง  อุลตราไวโอเล็ต (UV light) และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล 

 

3.4 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

เทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลที่นํามาใชในการสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมคร้ัง

นี้ คือ เทคนิค Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) โดยทําตามวิธีการของ Williams 

et al., 1990 และใชไพรเมอรของบริษัท Operon Technology จากบริษัทธีระเทรดดิ้ง จํากัด 

ประเทศไทย   โดยคัดเลือกไพรเมอรมาจากรายงานการวิจัยของการใชเทคนิค RAPD ในการสราง

ลายพิมพดี เอ็นเอของพืชในสกุลที่ใกลเคียงกันกับพืชสกุลฮอม ซึ่ งอยู ในวงศเดียวกันคือ 

Acanthaceae โดยคัดเลือกไพรเมอรจํานวน 12 เสน แตละเสนประกอบดวยนิวคลีโอไทดจํานวน 

10 เบส และไพรเมอรทุกเสนมีรายระเอียดดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 ไพรเมอรและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่นํามาตรวจสอบ 

ลําดบั ไพรเมอร 
ลําดับนิวคลีโอไทด  

(5΄- 3΄) 

ลําดับ ไพรเมอร ลําดับนิวคลีโอไทด  

(5΄- 3΄) 

1 KPA-03 AGT CAG CCA C 8 KPJ-12 GTC CCG TGG T 

2 KPA-05 AGG GGT CTT G 9 KPJ-13 CCA CAC TAC C 

3 KPA-16 AGC CAG CGA A 10 KPJ-20 AAG CGG CCT C 

4 KPA-20 GTT GCG ATC C 11 KPW-03 GTC CGG AGT G 

5 KPB-10 CTG CTG GGA C 12 KPW-09 GTG ACC GAG T 

6 KPB-11 GTA GAC CCG T 13 KBC-09 CCT GCG GTT A 

7 KPB-12 CCT TGA CGC A    
 

ในวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดีนั้นมีสวนประกอบ

และความเขมขนของสารละลายที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาพีซีอารดังนี้ ตารางที่ 3.3 
 

ตารางที่ 3.3 สวนประกอบและความเข็มขนหรือปริมาณสารสุดทายของสารละลายในปฏิกิริยาอารเอพดี ี

สวนประกอบของสารละลาย 

 

ปริมาตรตอหลอด 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขนสุดทายหรอื

ปริมาณสารสดุทาย 

น้ํากลั่นปลอดเชื้อ 16.6 - 

10x PCR buffer  2.5 1x PCR buffer 

50 mM MgCl2 1 2 mM MgCL2 

10 mM dNTP mix 0.5 0.05 mM dNTP mix 

5 U/μl Taq DNA polymerase 1 4 U/μl Taq DNA polymerase 

10 mM/μl Primer 0.4 2 mM/μl Primer 

5 μg/μl genomic DNA 3 5 μg/μl genomic DNA 

รวม 25 - 
 

 ผสมสวนประกอบของสารละลายในปฏิกิริยาพีซีอารใหเขากันในหลอดทดลองขนาด 0.5 

มิลลิลิตร และนําเขาเคร่ืองพีซีอาร โดยมีรายระเอียดของการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิดังนี้ 

ขั้นที่ 1 Predenaturetion ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที จํานวน 1 รอบ 

ขั้นที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
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Annealing ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 

จํานวน 40 รอบ 

 ขั้นที่ 3 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ 

 เก็บสารละลายผสมผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR products) ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส และนําไปตรวจสอบผลดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด 

 

3.5 การตรวจสอบผลจากปฏิกิริยาอารเอพีดีดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซีส 
3.5.1 การตรวจสอบผลดวย 1.5% (w/v) agarose gel  

ชั่ง agarose ใหไดน้ําหนัก 1.20 กรัม ใสลงใน 1X TBE buffer (สวนประกอบภาคผนวก ก 

) ในปริมาตร 80 มิลลิลิตร แลวตมจนเดือด เม่ืออุณหภูมิของสารละลาย agarose ลดลงที่ปริมาณ 

50 องศาเซลเซียส เติมสารละลาย ethidium bromide 3 ไมโครลิตร นําไปเทในถาดเจลที่เตรียมไว 

และเสียบหวีเมื่อเจลแข็งตัวดีแลวถอดหวีออก วางเจลลงในเครื่องอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบแนวนอน 

หยอดดีเอ็นเอของ 1 kb DNA ladder ที่ทราบจํานวนชิ้นและขนาดของแตละชิ้น และตัวอยางที่

ตองการวิเคราะหลงในแตละรองหวีใหกระแสไฟฟาที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําไป

สองภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล 

 

3.6 การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูลจากลายพิมพดีเอ็นเอ 

 วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐานและชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง จากนัน้นาํชิ้นดี

เอ็นเอมาตรฐานไปสรางกราฟมาตรฐานโดยการ Take log ฐาน 10 ก็จะไดกราฟมาตรฐานของชิ้น

ดีเอ็นเอมาตรฐาน เพื่อใชเปรียบเทียบกับชิ้นดีเอ็นเอของตัวอยางพืชสกุลฮอมแตละชิ้น หลังจากที่

ไดกราฟมาตรฐานแลวก็ทําการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของตัวอยางพืชสกุลฮอมแตละชิ้น เพื่อ

นําไปคํานวณหาขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง จากนั้นเปรียบเทียบขนาดน้ําหนัก

โมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยางจากระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน เม่ือไดคาการ

เคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยางแลวนําคาที่ได Take log ฐาน 10 กลับก็จะไดคาขนาดน้ําหนัก

โมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง 

 

3.7 สถานท่ีทําการทดลอง 

 สถานที่ทําการทดลอง โดยจะทําการสกัดดีเอ็นเอ ณ อาคารปฏิบัติการวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ ตําบทแมทราย อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 
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54140 แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็นเอ และทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่

สกัดไดดวยเครื่องพีซีอาร และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล ณ ศูนยวิจัยขาวแพร ต.แมคํามี      

อ.เมือง จ.แพร    

 

3.8. ระยะเวลาทําการวิจัยและแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย 

ระยะในการดําเนินการวิจัย 1 ป เริ่มจากวันที่ 1 ตุลาคม 2550 ถึง 30 กันยาน 2551 โดยมี

แผนการดําเนินการวิจัยเปนดังนี้ 

หัวขอ เดือน  (พ.ศ. 2550-2551) 

ต.ค. พ.ย. ธ.ค. ม.ค. ก.พ. ม.ีค. เม.ย. พ.ค. ม.ิย. ก.ค. ส.ค. ก.ย. 

1. สํารวจและเก็บตัวอยาง

พืช 

            

2. สกัดดเีอน็เอพชืสกลุ

ฮอม 

            

3. สรางลายพิมพดเีอน็เอ

ของพืชสกลุฮอม 

            

4. วิเคราะหลายพิมพดี

เอน็เอของพืชสกลุฮอม 

            

5. สรุปรายงานการวิจัย             
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

 จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมในบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย จาํนวน 

12 ตัวอยาง พบวาพืชสกุลฮอมมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี้ 

 

 4.1.1 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes Cusia BCM, KPH, NPH และ HPH   

เปนไมพุม ลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีสีน้ําตาล มี Node และขอปลอง ไมมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวเรียงตัวตรงขามกัน ไมพบหูใบ ลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบทรงกลมโคน

ใบเรียวยาวขอบใบหยักเสนกลางใบ ยาวประมาณ 6-10 เซนติเมตร ใบกวาง 6-10 เซนติเมตร กาน

ใบยาว 12 เซนติเมตร มีเสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนง ลักษณะหนาใบและหลังใบไมมีขน หนึ่งตนมี 5-

20 ใบ เปนดอกชอ ดอกสีมวงไมมีขน พบบริเวณ จังหวัดแพร 

 

4.1.2 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 1 BCM 

เปนไมพุม ลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร ลําตนสีเขียวมีขอปลองและ Nodeไมมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวเรียงตัวแบบตรงขามกัน มีหูใบ 20 ใบหรือมากกวา ลักษณะใบทรงกลม ปลาย

ใบทรงกลม โคนใบเรียวยาวขอบใบหยักกานใบยาว 11 เซนติเมตรหรือมากกวา เสนกลางใบ ยาว 

6-10 เซนติเมตรมีเสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตร ลักษณะหนาใบและหลังใบ

ไมมีขน หนึ่งตนมีใบ 21-40 ใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอสีขาวมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต 

จังหวัดเชียงใหม 

 

4.1.3 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 2 BCM 

เปนพืชไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร ลําตนสีน้ําตาลมีขอปลองและ Node  ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียว และเรียงตัวตรงขามกันหูใบมี 6-10 ใบ ลักษณะใบเรียวยาวปลายใบแหลม

โคนใบทรงกลมขอบใบหยักกานใบยาว 11 เซนติเมตรหรือมากกวา เสนแขนงมี 8-14 เสน เสน

กลางใบ ยาว 6-10 เซนติเมตรและใบกวาง 6-10 เซนติเมตร หนึ่งตน 5-20 ใบมีขนเฉพาะหนาใบ

เทานั้น เปนดอกชอมีสีขาวแกลมมวงไมมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

 

 



 

 

31

 

4.1.4 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 3 BCM 

เปนพืชไมเลื้อยมีลําตนสูง 66 เซนติเมตรหรือมากกวานั้นมีขอปลองและ Node ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามพบหูใบมี 20 ใบหรือมากกวาลักษณะใบเรียวแหลมปลาย

หอกโคนใบเปนแบบตัดและขอบใบเรียบ มีกานใบยาว 11 เซนติเมตรโดยประมาณมีเสนแขนงที่ใบ

มี 15-20 แขนงเสนกลางใบ ยาว 6-10 เซนติเมตรใบกวาง 6-10 เซนติเมตรซึ่งหนึ่งตนมีใบ 41-50 

ใบมีขนที่เฉพาะหนาใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอดอกมีสีมวงไมมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริ

กิตต จังหวัดเชียงใหม 

 

4.1.5 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 4 KLP 

เปนไมพุมมีลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนมีสีมวงแดงไมมีขน

ลักษณะของใบเปนพืชใบเลี้ยงคูและใบมีการเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหูใบ

ใบมีลักษณะเรียวแหลมปลายใบเปนลักษณะทรงกลมมีโคนใบเปนทรงกลมกานใบยาว 1-10 

เซนติเมตร เสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร ใบกวาง 1-5 เซนติเมตร 

ขอบใบหยัก หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบพบขนที่หนาใบแตไมพบที่หลังใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอออก

ดอกเปนสีมวงไมมีขน พบที่อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

 

4.1.6 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 5 HCM 

เปนไมพุมลําตนสูง 10-25 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีมวงแดงไมมีขน ใบมี

การเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามพบหูใบมี 6-10 ใบลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบ

แหลมโคนใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 12 เซนติเมตร มีเสนแขนง 8-14 แขนงเสนกลางใบ ยาว 11-

15 เซนติเมตรใบกวาง 6-10 เซนติเมตร ขอบใบเรียบ  หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบไมพบขนทั้งหนาใบและ

หลังใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอออกดอกเปนสีขาวแกลมมวงไมมีขน พบที่หวยน้ําดัง จังหวัด

เชียงใหม 

 
4.1.7 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 6 HCM 

เปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหูใบมีลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบแหลมโคน

ใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 11 เซนติเมตร หรือมากกวาเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร เสนแขนง
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ที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตรขอบใบหยักมีขนทั้งหนาใบและหลังใบ และหนึ่งตนมีใบ 

5-20 ใบ ลักษณะดอกออกเปนชอ ดอกมีสีมวงมีขน พบที่หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

 
4.1.8 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 8 KLP 

เปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน ใบมีขน

ออนนุม และสากเล็กนอย ใบมีสีเขียว เรียงแบบตรงขาม และหนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบ ขอบใบหยัก ลํา

ตนมีขน บริเวณชอดอกมีขนออนสีขาว ออกดอกเปนชอ และกลีบดอกมีสีมวง พบที่อุทยาน

แหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

 
4.1.9 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 9 PCM 

มีลักษณะเปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน

ลักษณะของใบเปนพืชใบเลี้ยงคูและใบมีการเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหใูบมี

ลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบแหลมโคนใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 11 เซนติเมตร หรือ

มากกวาเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร เสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตรขอบ

ใบหยักมีขนทั้งหนาใบและหลังใบและ หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบ ลักษณะดอกออกเปนชอ ดอกมีสีมวง

มีขน พบที่โครงการหลวงผามอนลอง จังหวัดเชียงใหม 
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ภาพที่ 4.1 ลักษณะของพชืสกลุฮอมชนิดตางๆ   (ก.) S. cusia BCM, KPH, NPH, HPH (ข.) S. sp.1 BCM,   

     (ค.) S. sp.2 BCM, (ง.) S. sp.3 BCM, (จ.) S. sp.4 KLP, (ฉ.) S. sp.5 HCM,                   

      (ช.) S. sp.6 HCM และ S. sp. 8 KLP (ซ.) S. sp.9 PCM 

ก. ค. ข. 

ช. ซ. 

ง. จ. ฉ. 
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4.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

 จากการสกัดดีเอ็นเอออกจากใบพชืสกลุฮอมน้ําหนกั 0.03 กรัม ของพชืสกลุฮอมจํานวน 

12 ตัวอยาง คือ S. cusia BCM, KPH, NPH, HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, 

S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM เมื่อตรวจสอบผล

ดวย 1.5% agarose gel และยอมดวยสารละลาย ethidium bromide พบลักษณะของแถบดีเอ็น

เอมีลักษณะสมบูรณ ไมการฉีกขาดของสายดีเอ็นเอ และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุล คือประมาณ 10 

กิโลเบส เมื่อวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (รูปที่ 4.2) 

ดังนั้นปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยน้ํายาสําเร็จรูป Plant Grenomic DNA Mini Kits มีปริมาณ

เพียงพอตอการเปนแมแบบในการนําไปสรางลายพิมพดีเอ็นเอ ของพืชสกุลฮอมดวยเทคนิคอารเอพดี ี

รูปที่ 4.2 ดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง เมื่อตรวจสอบผลดวย  

  1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
 

4.2 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

 จากการใชไพรเมอรจํานวน 13 เสน คือ KBC-09, KPA-03, KPA-05, KPA-16, KPA-20, 

KPB-10, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, KPJ-20, KPW-03, KPW-09 เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

ของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง คือ S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH, S. 

cusia HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 
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HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM ดวยปฏิกิริยาอารเอพีดีตามวิธีการของ William et al. 

(1990) เพื่อสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมจากการตรวจสอบผลดวย 1.5% (w/v) 

agarose gel และยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบไมด พบวา ไพรเมอรจํานวน 6 เสน คือ KBC-

09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10, KPJ-20 ไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอไดเนื่องจาก

นิวคลีโอไทดของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมและไมสามารถจับกับนิวคลีโอไทดของพืชสกุลฮอม  และ

มีไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, KPW-03 

และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอได ซึ่งไพรเมอรแตละเสนใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอและ

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกันไป โดยใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 12-27 ชิ้น คือ ไพรเมอร 

KPA-03 ใหจํานวนชิ้น ดีเอ็นเอ 19 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 933-3090 คูเบส ไพร

เมอร KPB-11 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 19 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 562-10000 คูเบส 

ไพรเมอร KPB-12 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 25 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 562-8000 คู

เบสไพรเมอร KPJ-12 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 12 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 500-3020 

คูเบส ไพรเมอร KPJ-13 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 20 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 501-

3162 คูเบส ไพรเมอร KPW-03 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 18 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 

524-2692 คูเบสและไพรเมอร KPW-09 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 18 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยู

ระหวาง 500-3090 คูเบส ซึ่งไพรเมอรจํานวน 7 เสน ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอรวมทั้งหมด 131 ชิ้น 

เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-10000 คู

เบส ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 

ตารางที่ 4.1 จํานวนไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดีของพืชสกุลฮอม 

                     จํานวน 12 ตัวอยาง  

ลําดับที ่
ไพรเมอร ลําดับนวิคลีโอไทด(5΄ไป 3΄) 

จํานวนช้ินดีเอ็น
เอ 

ขนาดโมเลกุล 

1 KPA-03 AGT CAG CCA C 19 933-3090 

2 KPB-11 GTA GAC CCG T 19 562-10000 

3 KPB-12 CCT TGA CGC A 25 562-8000 

4 KPJ-12 GTC CCG TGG T 12 500-3020 

5 KPJ-13 CCA CAC TAC C 20 501-3162 

6 KPW03 GTC CGG AGT G 18 524-2692 

7 KPW-09 GTG ACC GAG T 18 500-3090 
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รูปที่ 4.3 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPA-03 ที่ไดจาก 

  การวิเคราะหดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.2 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.3 

ชิ้นที ่

ขนาดนํ้าหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 3090 3090 - - - - - - - - 3090 - 

2 - 2570 2570 - - - - - 2570 - - - 

3 2512 2512 2512 - - - - - - - - - 

4 - 2456 2456 - - 2456 - - - - 2456 - 

5 2344 2344 2344 - 2344 2344 2344 - - - 2344 - 

6 - 2239 - - - 2239 - - 2239 - 2399 - 

7 1950 1950 1950 - - 1950 - 1950 1950 - 1950 - 

8 - 1778 - - - - - - - 1778 1778 - 

9 - 1660 - - 1660 - - - 1660 1660 - - 

10 - - - - - 1514 - - - - - - 

11 - - - - - 1445 - - - 1445 1445 - 

12 - 1380 - - - 1380 - - - 1380 - - 

13 1318 1318 1318 - - - - - - - 1318 - 

14 - 1230 - - - - - 1230 1230 - - - 

15 1175 - - - - 1175 - - 1175 - - - 

16 - 1148 1148 - - - - - - - - - 

17 - - - - - 1047 1047 1047 - - - - 

18 - 977 - - - 977 - - - - 977 - 

19 - - - - - 933 933 - - - 933 - 

 

ตารางที่ 4.3 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.2 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที ่
การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 

S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

2 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

3 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

5 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 

6 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 

7 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 0 

8 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 

9 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

10 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

11 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 

12 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 

13 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

14 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

15 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 

16 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 

18 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

19 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 
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รูปที่ 4.4 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPB-11  

              ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.4 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.4 
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ชิ้นที่ 
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 

BCM 
S. sp.2 

BCM 
S. sp.3 

BCM 
S. sp.4 

KLP 
S. sp.5 

HCM 
S. sp.6 

HCM 
S. sp.8 

KLP 

S. sp.9 

PCM 

1 10000 - - - - - - - - - - - 

2 8000 - - - - - - - - - - - 

3 6000 - - - - - - - - - - - 

4 5000 - - - - - - - - - - - 

5 4000 - - - - - - 4000 - - - - 

6 - - 3000 - - - - - - - - - 

7 2630 2630 2630 - - - - - - - - - 

8 - - - - - - - 2000 - - - - 

9 - 1258 1258 - - - - - 1258 - - - 

10 - 1174 1174 1174 1174 - - - - - - - 

11 - 1071 1071 - 1071 - - - - - - 1071 

12 - - - - - - - - - - - - 

13 - 1348 1348 -  1348 - - - - - - - 

14 - 1122 1122 - - - - 1122 - - - - 

15 - 1047 1047 - - - - 1047 - - - - 

16 - 870 - - 870 - - - - - - - 

17 - 831 831 831 - - - - - - - - 

18 676 676 676 676 - - - - - - - - 

19 - - 562 - - - - 562 - - - 562 

 

ตารางที่ 4.5 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.4 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 
S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

5 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

6 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

9 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

10 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

11 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 

12 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

13 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

14 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

16 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

18 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

19 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 1 
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รูปที่ 4.5 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPB-12  

              ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.6 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกลุของชิน้ดเีอน็เอตามภาพที่ 4.5 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 - - - - - - 8000 - - - - - 

2 - - - - - - 6000 - - - - - 

3 - - - - - - 5000 - - - - - 

4 - - - - - - 3548 - - - - - 

5 - - - - - - 3000 - - - - - 

6 - - - - - - - 2818 - - - - 

7 - - - - - - 2515 2515 - - - - 

8 - 2000 2000 2000 - - - - - - - - 

9 - 1819 1819 1819 - - - 1819 1819 - - - 

10 - - - - - 1737 - - 1737 - - - 

11 - 1445 - 1445 1445 - 1445 - - - - 1445 

12 - 1318 1318 1318 1318 1318 1318 - - - 1318 - 

13 - - - - - - 1258 1258 1258 - - 1258 

14 - - 1122 - 1122 - 1122 1122 - - - - 

15 - - 912 - 912 - - - 912 - 912 - 

16 - 870 870 870 - - - - - - - - 

17 - 831 831 831 - - 831 - 831 - - 831 

18 - 812 812 812 812 812 - - - - - - 

19 - 794 794 794 794 794 - - - - 794 - 

20 - - - - 776 - - - - - - - 

21 - - - 758 - - - - - - - - 

22 - - - - 660 - - - - - - - 

23 - - - - 645 - - - 645 - - 645 

24 - - - - 616 - 616 - - - - 616 

25 - 562 562 562 - - - - - - 562 562 
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ตารางที่ 4.7 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.6 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 
S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 

8 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 

11 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 0 1 

12 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 

13 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1 

14 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 0 0 

15 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 

16 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

17 0 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 

18 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 

19 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 

20 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

21 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

22 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

23 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 

24 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 

25 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 
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 รูปที่ 4.6 ลายพิมพดเีอ็นเอของพชืสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPJ-12  

            ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.8 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกลุของชิน้ดเีอน็เอตามภาพที่ 4.6 
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ชิ้นที่ 
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 - - - - - - 3020 - - - - - 

2 - - - - - - - 2884 2884 - - - 

3 - - - 2512 - - - - - 2512 - - 

4 - - - - - - - - 2090 - - - 

5 1545 1545 1545 1545 1545 - 1545 1545 - 1545 - - 

6 - 1349 1349 - - - - - 1349 - - - 

7 - 1000 1000 1000 - - - 1000 - 1000 1000 - 

8 955 955 955 955 - - - - - - - - 

9 - - - - - - - - - - 776 - 

10 - - - - 661 - - - - 661 - - 

11 - - - - - - - - - - 575 - 

12 - - - - 500 - - - - 500 - - 

 

ตารางที่ 4.9 การแปลงชิ้นดีเอน็เอตารางที่ 4.8 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่ 
การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 

S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 

3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

5 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 0 

6 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

7 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0 

8 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 

11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

12 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 
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รูปที่ 4.7 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPJ-13 ที่ไดจาก 

   การวิเคราะหดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.10 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.7 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 - - - - - - - - - 3162 - - 

2 - - - - - - - 2692 - - - - 

3 - - 2570 - - - - - - 2570 - 2270 

4 - - - - 2455 - 2455 - - - - - 

5 - - - - - - - - 2344 2344 - - 

6 - - - - - - - 1738 - 1738 - - 

7 - - - - 1660 - 1660 - - 1660 - - 

8 - - 1585 - 1585 - 1585 - - - - - 

9 - - - - - - 1516 - 1516 1516 1516 - 

10 1318 1318 1318 1318 - 1318 1318 - - 1318 1318 -- 

11 - - - - - - - 1202 - 1202 1202 1202 

12 1047 1047 1047 1047 1047 - - - - - 1047 1047 

13 - - - - - - 1000 - - 1000 - - 

14 - - - - 870 870 - - - - 870 - 

15 813 813 - 813 813 - - 813 813 813 - - 

16 - - - - 776 776 776 776 776 - - - 

17 661 661 661 - - - - 661 661 - 661 - 

18 - - - - 603 - - - - - 603 603 

19 - - - - - - - 525 - - - - 

20 - - - - 501 - - - 501 - 501 - 
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ตารางที่ 4.11 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.10 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่  

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 

S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

4 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 

7 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 0 0 

8 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 

10 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 

11 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 

12 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 

13 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 

14 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 

15 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

16 0 0 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 

17 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 

18 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 

19 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

20 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

48

S. cu
sia

BCM

S. cu
sia

KPH

S. cu
sia

NPH

S. cu
sia

HPH

S. sp
.1 B

CM

S. sp
.3 B

CM

S. sp
.5 H

CM

S. sp
.6 H

CM

S. sp
.8 K

LP

S. sp
.9 P

CM

1 K
b D

NA lad
der

S. sp
.2 B

CM

S. sp
.4 K

LP

10

3

2

1.5

1

0.5
 

Size (Kb) 

รูปที่ 4.8 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPW-03 ที่ไดจาก 

  การวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.12 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.8 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 - - 2692 2692 - - - - - 2692 - - 

2 - - - - - - 2511 2511 - 2511 - 2511 

3 - - 1862 - - - - - - - - - 

4 - - - 1778 - 1778 - - 1778 1778 - - 

5 - - - - 1500 - - 1500 - - - - 

6 - - - - - - - - - - 1318 1318 

7 - - - - - 1258 - - - - - 1258 

 8 - - 1122 1122 - - - - - - - - 

9 - - - - - - - - - 1047 - 1047 

10 - - - - - - - - 1000 - - - 

11 - - 891 891 - 891 - - - 891 - - 

12 - - - - - 794 - - - - - - 

13 - - - - - 758 - 758 - - 758 758 

14 - - - - - - - - - - - 707 

15 - - - - - - 660 - - - - 660 

16 - - - - - 630 - - - - 630 - 

17 - - - - - - - - 562 - - 562 

18 - - - - - - 524 - - - - - 

 

ตารางที่ 4.13 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.12 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่  

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของช้ินดีเอ็นเอ (0) 
S. cusia  
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 

3 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 

5 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 

7 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 

8 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

11 0 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 

12 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

13 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 1 1 

14 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 

15 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 

16 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 

17 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 

18 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
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            Size (Kb) 

     รูปที่ 4.9 ลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPW-09 ที่ได 

     จากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.14 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.9 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของช้ินดีเอ็นเอ (คูเบส) 
S. cusia 

BCM 

S. cusia 

KPH 

S. cusia 

NPH 

S. cusia 

HPH 
S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 - - - - - - - - 3090 - - - 

2 - - 2570 2570 2570 - - - - - - - 

3 - - - 2399 2399 - - 2399 - - - - 

4 - - - 1820 1820 - - 1820 1820 - - - 

5 1549 - 1549 1549 1549 - - 1549 - - 1549 - 

6 - - 1413 1413 - - - - - 1413 - - 

7 - - 1318 1318 - - - - - - - - 

8 - - 1148 1148 - - - - - - - - 

9 - - - 1000 1000 - 1000 1000 - - - - 

10 - - - - 933 - - - - - - - 

11 - - 912 912 912 - - 912 912 912 - - 

12 - - 708 708 - - - 708 - - - - 

13 - - - - 661 - - - - - - - 

14 - - - - 603 - - - 603 - - - 

15 - - - - - - - - 589 - - - 

16 - - - - - - - 575 - - - - 

17 - - - - 501 - - - 501 507 - - 

 

ตารางที่ 4.15 การแปลงชิ้นดีเอ็นเอตารางที่ 4.14 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 
ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (0) 
S. cusia 
BCM 

S. cusia 
KPH 

S. cusia 
NPH 

S. cusia 
HPH 

S. sp.1 
BCM 

S. sp.2 
BCM 

S. sp.3 
BCM 

S. sp.4 
KLP 

S. sp.5 
HCM 

S. sp.6 
HCM 

S. sp.8 
KLP 

S. sp.9 
PCM 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

2 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 

4 0 0 0 1 1 0 0 1  1 0 0 0 

5 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 0 

6 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 

7 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

11 0 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 

12 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 

13 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 

14 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 

15 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 

16 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 

17 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 0 
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4.4 การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 
    จากการนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอรจํานวน 7 เสน มา

แปลงเปนขอมูลคาคะแนน 0 และ 1 มาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางพืชสกุลฮอมจํานวน 

12 ตัวอยาง โดยวิธี UPGMA ของ Dice ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYpc version 2.10X ไดเดน

โดรแกรมที่แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม ที่คาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรม

ประมาณ 0.30 สามารถแบงพืชสกุลฮอมออกเปน 4 กลุม คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, 

S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมทีใ่กลชดิกนั 

และในกลุมนี้ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอม

ชนิด S. sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP 

และ S. sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คือ S. sp.9 PCM (ภาพที่ 4.10) 

ภาพที่ 4.10 เดนโดแกรมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอมจํานวน12 ตัวอยาง 

    เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYpc version 2.10X 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง  
 
5.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

จากการเก็บรวมรวบขอมูลสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ไดแก S. 

cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH, S. cusia HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. 

sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM โดย

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร มีกิ่งกานสาขา ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย

ละเอียด ดอกออกเปนชอที่ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง 

ซึ่งสอดคลองกัน (Bennett et al., 2551) วาความหลากหลายทางตรงกับรายงานของ (อรุณรัตน, 

2547) วาปจจัยทางสภาพแวดลอมมีบทบาทสําคัญที่นํามาใชในการจัดจําแนกพืช และบงชี้ถึง

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชได จะมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันและมี

ความสัมพันธที่ใกลชิดกัน อยางไรก็ตาม นันทวรรณ (2550) ไดกลาววาปจจัยทางดาน

สภาพแวดลอมและสัณฐานวิทยาไมได มีผลตอความผันแปรทางพันธุกรรม เพราะพันธุกรรมมี

สภาพความคงตัวสูง จึงสงผลใหไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ดังนั้นการศึกษาดีเอ็น

เอจึงสามารถบงบอกความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตไดดีที่สุด 

จากผลการวิจัยนี้จะเห็นไดวาลักษณะของพืชสกุลฮอมที่แตกตางกันไปนั้น ขึ้นอยูกับพื้นที่

ที่เก็บตัวอยาง มีสภาพอากาศ และ สภาพแวดลอมที่พืชอาศัยอยูแตกตางกัน หรืออาจมีการกลาย

พันธหรือเกิดการผสมขามชนิดหรือสายพันธุ ซึ่งอาจจะเปนการปรับตัวของพืชสกุลฮอมใหเขากับ

สภาพแวดลอมในบริเวณนั้นจึงกอใหเกิดการกลายพันธทางดานลักษณะภายนอก หรืออาจเปนไป

ไดวาเปนฮอมสายพันธเดียวกัน แตลักษณะภายในยังคงเดิม เหมือน วาความหลากหลายทางดน

สัณฐานวิทยาขึ้นอยูกับพื้นที่และธรรมติที่อยูบริเวณนั้นจะทําใหเกิดความแตกตางทางสายพันธ 

และก็ไดกลาวอีกวาปจจัยทางสภาพแวดลอมมีบทบาทสําคัญที่นํามาใชในการจัดจําแนกพืช และ

บงชี้ถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชได 

 
5.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง คือ S. cusia BCM, KPH, NPH, 

HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, 

S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบออนมีลักษณะที่สมบูรณ และมี
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คุณภาพ โดยใหขนาดน้ําหนักโมเลกุลสูง คือ ประมาณ 10 กิโลเบส เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

แลวมีปริมาณดีเอ็นเอของทุกตัวอยางที่สกัดไดมีผลใกลเคียงกันประมาณ 125 นาโนกรัม เนื่องจาก

มีความเขมและความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ไมแตกตางกัน และเนื้อเยื่อพืชที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ

ในครั้งนี้ยังมีอายุนอย ทําใหมีความหนาแนนของเซลลสูง ทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอมาก และดีเอ็น

เอที่ไดมีลักษณะของดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ สิ่งจําเปนที่ควรคํานึงถึงในการสกัดดีเอ็นเอ คือ อายุของ

เนื้อเยื่อตัวอยางพืชที่นํามาสกัด ควรใชใบออนที่มีอายุนอย และอยูในระยะการเจริญเติบโต 

เนื่องจากเนื้อเยื่อที่มีอายุนอยประกอบดวยเซลลที่มีอัตราการแบงเซลลเกิดขึ้นสูง มีจํานวนเซลล

มาก และมีการสะสมของสารประกอบพวกโพลีแซคคาไรด โปรตีน และสารประกอบฟโนลิคอยู

นอย ทําใหดีเอ็นเอที่สกัดไดมีปริมาณมากและคุณภาพดี (Shaw, 1988; Staub et al., 1996)  

 

5.3 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

 จากผลการทดลองไพรเมอรจํานวน 13 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPA-05, KPB-10, 

KPB-11, KPB-12, KPJ-11, KPJ-12, KPJ-13, KPJ-20, KPW-03 และ KPW-09 พบวามีไพรเมอร

จํานวน 6 เสน คือ  KBC-09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10 และ KPJ-20 ที่ไมสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอได เพราะลําดับเบสของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมกับลําดับเบสในจีโนมของพืชสกลุ

ฮอม สวนไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, 

KPW-03 และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมด 

131 ช้ิน เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-

10000 คูเบส แสดงวาไพรเมอรจํานวน 7 เสน มีตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับนิวคลี

โอไทดที่อยูในพืชสกุลฮอมประมาณ 131 ตําแหนง มีตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคู

สม (complementary) กับลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูในจีโนมของพืชสกุลฮอม ทําใหไพรเมอรเขาจับ

กับตําแหนงของเบสบนสายดีเอ็นเอแมแบบไดใน 2 ทิศทางตรงขามกัน จึงทําใหเกิดการสังเคราะห

และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขึ้นมา (Tengey and Tufo, 1993, Waugh and Powell, 1992) 

นอกจากนี้ Tingey and Tufo (1993) และ  Yu และคณะ (1993) ที่กลาวไววาลายพิมพดีเอ็นเอที่

ถูกเพิ่มปริมาณขึ้นมาจากปฏิกิริยาอารเอพีดี จะมีจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มแตละไพรเมอรจะให

แบบแผนของลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันเนื่องจากพืชสกุลฮอมแตละชนิดมีลําดับนิวคลีโอไทด

ในแตละชนิดที่แตกตางกันไป และ และขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากเทคนิค

อารเอพีดีจะถูกจํากัดขนาดดวยสภาวะอุณหภูมิที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอาร นอกจากนี้การแยกขนาด

ชิ้นดีเอ็นเอดวยเจลตางชนิดกันยังใหจํานวนและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอตางกันดวย ถาแยกชิ้นดีเอ็น
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เอดวย agarose gel จะไดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 1-10 ชิ้น/ไพรเมอร ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยู

ระหวาง 100-3,000 คูเบส แตถาแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวย polyacrylamide gel จะไดชิ้นดี

เอ็นเอจํานวนมากกวา คือ อยูระหวาง 40-100 ชิ้น ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 6-1,000 คูเบส 

 โดยทั่วไปแลวความคมชัดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากลายพิมพดีเอ็นเอของ

เทคนิคอารเอพีดีซึ่งถือวาเปนเทคนิคที่ใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบนอย Yu และคณะ (1933) 

รายงานวาปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่ใชในปฏิกิริยาอารเอพีดีจะมีผลโดยตรงตอความคมชัดของชิน้

ดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณขึ้นมา ถามีปริมาณดีเอ็นเอแมแบบนอยเกินไปทําใหเกิดความคมชัดของ

ชิ้นดีเอ็นเอนอย และ อาจมีชิ้นดีเอ็นเอบางชิ้นหายไป สวนการใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่มาก

เกินไปจะลดประสิทธิภาพของการเกิดปฏิกิริยาอารเอพีดี ทําใหมีชิ้นดีเอ็นเอบางชิ้นหายไป และ

ปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่ใชในปฏิกิริยาอารเอพีดียังขึ้นอยูกับขนาดของจีโนมพืชที่ใชศึกษา 

นอกจากดีเอ็นเอแมแบบจะมีผลโดยตรงตอจํานวนและความคมชัดของชิน้ดเีอน็เอ สารละลายอืน่ๆ 

ที่เปนสวนประกอบในปฏิกิริยาอารเอพีดีเชน ความคมชัดของเอนไซม Taq DNA polymerase, 

ความเขมขนของ dNTP, ความเขมขนของ MgCI2, เปอรเซ็นตเบส G และ C ของไพรเมอร และ

สภาวะของอุณหภูมิที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารก็มีผลตอจํานวนและความคมชัดของช้ินดเีอน็เอเชนกนั 

(Jones and Sutton, 1997, Yu et al., 1933) ซ่ึง Staub และคณะ (1996) รายงานวาสารตางๆ ที่

เปนสวนประกอบในปฏิกิริยาอารเอพีดี เชน สารละลาย 10x PCR buffer ถามีปริมาณมากเกินไป

จะมีผลตอการจับสายดีเอ็นเอแมแบบของไพรเมอร สวนสารละลาย MgCI2, ซึ่งประกอบดวย

ไอออนของ Mg จะมีผลตอความคมชัดของชิ้นดีเอ็นเอ 

 

5.4 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 

 เดนโดรแกรมของพืชสกุลฮอมที่คาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรมประมาณ 0.30 

สามารถแบงพืชสกุลฮอมเปน 4 กลุม คือ คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, 

S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน และในกลุมนี้

ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอมชนิด S. 

sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP และ S. 

sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คือ S. sp.9 PCM ซึ่งบงชี้ไดวาฮอมทั้ง 12 ตัวอยาง มี

ความคลายคลึงในลําดับนิวคลีโอไทดต่ํา แสดงวาพืชสกุลฮอมมีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง แต

ในขณะที่กลุมที่ 1 ที่ประกอบดวยชนิด S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. cusia 

HPH ซึ่งเปนพืชสกุลฮอมที่เปนชนิดเดียวกัน ซึ่งก็พบวามีความสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน 



 

 

56

เนื่องจากถูกจัดอยูในกลุมเดียวกัน และมีคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมสูง โดย 

Wetton และคณะ (1987) รายงานวาคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมของกลุม

สิ่งมีชีวิตจะมีคาตั้งแต 0-1 ซึ่งถามีคาเทากับ 0 แสดงวาลายพิมพดีเอ็นเอที่ศึกษาไมมีชิ้นดีเอ็นเอที่

ปรากฏรวมกันเลย บงชี้วาจีโนมมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางกันมาก แตเมื่อมีคาเทากับ 1 แสดง

วามีชิ้นดีเอ็นเอที่ปรากฏรวมกัน บงชี้วาจีโนมมีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกันมาก Bohn และ

คณะ (1999)  รายงานวาการประเมินคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรมประเมินจาก

จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ปรากฏซึ่งคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมที่ไดบงบอกการมีลําดับ

ของนิวคลีโอไทด และตําแหนงยีนที่เหมือนกันในจีโนมของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้นันทวรรณ (2550) 

ยังไดกลาววาปจจัยทางดานสภาพแวดลอมและสัณฐานวิทยาไมได มีผลตอความผันแปรทาง

พันธุกรรม เพราะพันธุกรรมมีสภาพความคงตัวสูง จึงสงผลใหไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรม ดังนั้นการศึกษาดีเอ็นเอจึงสามารถบงบอกความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได

ดีที่สุด 
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บทที่ 6 

สรปุผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

 จากการเก็บรวมรวบขอมูลสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ไดแก S. 

cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH, S. cusia HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. 

sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM โดย

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร มีกิ่งกานสาขา ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย

ละเอียด ดอกออกเปนชอที่ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง

  

6.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

 จากการสกัดดีเอ็นของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง คือ S. cusia BCM, KPH, NPH, 

HPH, S. sp.1 BCM, S. sp.2 BCM, S. sp.3 BCM, S. sp.4 KLP, S. sp.5 HCM, S. sp.6 HCM, 

S. sp.8 KLP และ S. sp.9 PCM พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบออนมีลักษณะที่สมบูรณ และมี

คุณภาพ โดยใหขนาดน้ําหนักโมเลกุลสูง คือ ประมาณ 10 กิโลเบส เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

แลวมีปริมาณดีเอ็นเอของทุกตัวอยางที่สกัดไดมีผลใกลเคียงกันประมาณ 125 นาโนกรัม เนื่องจาก

มีความเขมและความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ไมแตกตางกัน 

 
6.3 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดี 

 จากผลการทดลองไพรเมอรจํานวน 13 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPA-05, KPB-10, 

KPB-11, KPB-12, KPJ-11, KPJ-12, KPJ-13, KPJ-20, KPW-03 และ KPW-09 พบวามีไพรเมอร

จํานวน 6 เสน คือ  KBC-09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10 และ KPJ-20 ที่ไมสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอได เพราะลําดับเบสของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมกับลําดับเบสในจีโนมของพืชสกลุ

ฮอม สวนไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, 

KPW-03 และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมด 

131 ช้ิน เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-

10000 คูเบส แสดงวาไพรเมอรจํานวน 7 เสน มีตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับนิวคลี

โอไทดที่อยูในพืชสกุลฮอมประมาณ 131 ตําแหนง และใหแบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอที่แตกตางกนัไป

ตามชนิดของพืชสกุลฮอม และไพรเมอรจํานวน 7 เสน นั้นมีตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับ
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นิวคลีโอไทดที่อยูในจีโนมของพืชสกุลฮอมอยูระหวาง 12-25 ตําแหนงทําใหไพรเมอรเขาจับกับ

ตําแหนงของเบสบนสายดีเอ็นเอแมแบบไดใน 2 ทิศทางตรงขามกันจึงทําใหเกิดการสังเคราะหดี

เอ็นเอขึ้นมา 

 

6.4 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 

เดนโดรแกรมของพืชสกลุฮอมทีค่าสัมประสทิธิ์ความคลายคลึงทางพันธกุรรมประมาณ 0.30 

สามารถแบงพืชสกลุฮอมเปน 4 กลุม คอื คอืกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, 

S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพชืชนิดเดยีวกนัและมีพนัธุกรรมทีใ่กลชิดกนั และในกลุมนี้

ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอมชนดิ S. 

sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP และ S. 

sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คอื S. sp.9 PCM จากกลุมของพืชสกุลฮอมที่ถูกจัด 

อยูในกลุมเดียวกันมีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกันและมีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน พืชสกลุฮอม

แตละชนิดที่ศึกษามีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทาง

พันธุกรรมในแตละกลุมมีคาต่ํา         

 

6.5 ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอมดวยเทคนิคทางชีววิทยา

ระดับโมเลกุลในเทคนิคอื่นๆ เชน AFLP, Microsatellite เพื่อที่จะไดบงชี้ถึงความสัมพันธระหวาง

ชนิดของพืชสกุลฮอมไดดียิ่งขึ้น  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคม ี

 

1. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซีส 
1.1    การเตรียม 1X TBE buffer 

Tris-base    10.8              กรัม 

boric acid      5.5              กรัม 

5 M EDTA      4       มิลลิลิตร 

ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตร 

1.2  การเตรยีม 10X TBE buffer 

  Tris-base    108    กรัม 

        Boric acid      55                กรัม 

        0.5 M EDTA pH 8.0     40          มิลลลิิตร 

      ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที 

1.3    การเตรียม 1.2% (w/v) agarose gel 

agarose       1.2              กรัม 

1X TBE       80        มิลลลิิตร 

ละลาย agarose ใน 1X TBE buffer ปริมาตร 80 มิลลลิิตร ละลายเจลดวยไมโครเวฟ

แลวนําไปผานน้ําพออุน เทลงในถาดเจลแลวเสียบหวี 20 รอจนเจลแข็งตัวประมาณ 30 นาที 

1.4    การเตรียม 1X loading buffer 

 0.25% bromophenol blue     0.041              กรัม 

 0.25% xylene cyanol FF     0.041              กรัม 

 30% glycerol    500      ไมโครลิตร 

ละลายสารละลายตางๆ ตามลําดับใหเขากัน 

1.5 การเตรียม 1M EDTA 

 EDTA     372.24    กรัม 

ชั่งสารละลาย EDTA แลวละลายในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลลิิตร จากนั้น 

นําไปปรับ pH ดวย NaOH จนได pH 8.0 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 
โปรแกรมที่ใช  

 วิธีวิเคราะหโปรแกรม NTSYSpc21 VERSION 2  

 

วิธวีเิคราะหโปรแกรม NTSYSPC VERSION 2.10X 

1. เขาสูโปรแกรม 

2. เลอืก File 

3. Edit File  

4. เลอืก File งาน  

- File งานจะตองใส 4 ชอง ดานบนเปนเลข 1, row, Colum, missing (-999) 

และแถวแรกใสเลข 1, 2,........... 

5. Open 

6. File ไปที่ save File as 

7. Similarity 

8. Qualitative data  

-ใสชอง input file (double click) เลือกไฟลงานที่ save ไว open ชอง  

coefficient เปน Dice ชอง cut put file (double click) เลอืกไฟลงานที่ save ไว

เพิ่มชือ่ไฟลเปน Dice Save  

เลือก Compute คลิกตารางที่วาง 

9. เลอืก Clustering   

-ไปที่ SAHN ใสชอง input เลือกไฟลงาน ไปที่ open ชอง out put tree file เพิ่มชื่อ 

เปน SAHN, save ชอง In case of lies เปลี่ยนเปน FIND ไปที่ compute 

10. Graphics ไปทีT่ree plot ชอง input file เลอืกไฟล open ไปที ่compute 

11. จะไดรูปภาพการแบงกลุม 

  - open ไปที่plot option OTUS/page เลอืกใหเปนจํานวนเทาตัวอยาง  

  - ไปที่ OK  Save 


