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บทคัดยอ 
 จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย พบวา

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร เปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย ดอกออกเปนชอที่

ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง และเมื่อใชเทคนคิอารเอพดี ี

(Random Amplified Polymorphic DNA: RAPD) สรางลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) 

โดยใชไพรเมอรจํานวน 13 เสน เพื่อบงชี้ความหลากหลายและความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับ

ดีเอ็นเอพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 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 พบวามีไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, 

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

พืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 12-15 ชิ้น รวมทั้งหมด 131 ชิ้น เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพร

เมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-10000 คูเบส และแตละไพรเมอร

ใหแบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอที่แตกตางกันไปตามชนิดของพืชสกุลฮอม จากการวิเคราะห

ความสัมพันธทางพันธุกรรมดวยวิธี Unweighted Pair Group with Arithmetic mean (UPGMA) 

โดยใชคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมในการสรางเดนโดรแกรม แบงพืชสกุลฮอม

ออกเปน 4 กลุม คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. 

cusia HPH เปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน และกลุมนี้ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. 

sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP กลุมที่ 2 ประกอบดวยชนิด S. sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. 

sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยชนิด S. sp.4 KLP และ S. sp.5 HCM  และ กลุมที่ 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 ที่มาของปญหา 

 ฮอมเปนพืชในสกุล (genus) Strobilanthes  วงศ (Family) Acanthaceae โดยพืชในสกุล

ฮอมมีชื่อเรียกที่แตกตางกันไปในแตละทองถิ่น เชน คราม คามหลอย (แมฮองสอน) ฮอม (เหนือ) 

ฮอมเมือง (นาน) ครามแงะ (ปตตานี) จาฮอม (ลําปาง) เต็ม สิมิตินันทน (2544) รายงานวาพืชใน

สกุลฮอมที่พบในประเทศไทยมีจํานวนทั้งหมด 9 ชนิด แตละชนิดพบกระจายอยูทั่วไปในแตละภาค

ของประเทศไทย สวนในเขตภาคเหนือของประเทศไทยเปนพื้นที่ที่ไดรับรายงานวามีความหลาก

ชนิดของพืชสกุลฮอมมากที่สุด โดยพบทั้งหมดจํานวน 5 ชนิด คือ Strobilanthes apica, S. 

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

อื่นๆ ของประเทศไทย เชน ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบจํานวน 3 ชนิด คือ S. cystolithigera, S. 

apica และ S. nivea สวนภาคกลางพบจํานวน 1 ชนิด คือ S. dyeriana และภาคใตพบจํานวน 1 

ชนิด คือ S. bibracteata โดยฮอมแตละชนิดที่พบนั้นจะมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาและ

คุณสมบัติทางเคมีที่แตกตางกันไป ปจจุบันยังมีบางคนเขาใจผิดวาฮอมกับคราม (Indigofera 

tinctoria L.) ซึ่งใหสีครามหรือสีน้ําเงินหรือสีอินดิโกที่เหมือนกันเปนพืชชนิดเดียวกัน แตความจริง

แลวฮอมกับครามเปนพืชคนละชนิด โดยฮอมเปนพืชที่อยูในวงศ Acanthaceae สวนครามเปนพืช

ที่อยูในวงศ Fabaceae เนื่องจากวาฮอมเปนพืชใหสารสีครามหรือสีน้ําเงินจึงนิยมนํามาใชในการ

ยอมผา และผาที่ไดจากการยอมจากตนฮอม เรียกวาผาหมอฮอม ซ่ึงเปนผลิตภัณฑของประชาชน

ชาวตําบล ทุงโฮง อําเภอ เมือง จังหวัดแพร ที่สรางรายไดและอาชีพใหกับประชาชนชาวจังหวัด

แพรเปนอยางมาก เนื่องจากผาหมอฮอมมีลักษณะเปนสีน้ําเงินซึ่งมีความคลายคลึงกับผายีนสใน

แถบยุโรป จึงมีบุคคลบางกลุมเรียกผาหมอฮอมวาเปนยีนสตะวันออก (Jeans of the East) ซึ่งใน

อนาคตอันใกลนี้ผาหมอฮอมควรจะไดรับการพัฒนาไปเปนผลิตภัณฑที่สําคัญในระดับประเทศ 

นอกจากคุณสมบัติที่ใชในการยอมผาแลวฮอมยังมีสารเคมีบางชนิดที่เปนองคประกอบมีฤทธ์ิ

ทางดานเภสัชวิทยา Ismail et al. (2000)  รายงานวาสารสกัดจากฮอมบางชนิดมีสารเคมีที่มีฤทธ์ิ

ตานอนุมูลอิสระที่เกิดจากกรดไขมันลิโนเลอิค (linoleic acid) และยังมีองคประกอบของสารที่อยู

ในกลุม 2-quinazolinone alkaloide (4(3H)-quinazolinone และ 2,4 (1H,3H)-quinazolinone ที่

สามารถยับยั้งการเกิดเซลลมะเร็ง (Li et al., 1993) การติดเชื้อของแบคทีเรีย และเชื้อไวรัส 

influenza ได (Liau et al., 2006) 
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 จากคุณสมบัติดังกลาวที่พบในพืชสกุลฮอม จึงเปนสิ่งสําคัญที่นาสนใจในการศึกษา

เกี่ยวกับขอมูลเบื้องตนของความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมที่พบ

ในภาคเหนือของประเทศไทยนั้นวามีความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอเปนอยางไร 

ปจจุบันนี้การประยุกตเอาขอมูลจากการศึกษาทางดานเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลมาใชในการ

บงชี้ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชนั้นเปนที่นิยมมากขึ้น เนื่องจากวาขอมูลที่ไดมีความ

ถูกตอง แมนยํา และสามารถระบุชนิดหรือสายพันธุของพืชไดอยางชัดเจน (Archak, 2000) 

มากกวาการใชขอมูลทางสัณฐานวิทยาเพียงอยางเดียว ในอดีตการจัดจําแนกพืชสกุลฮอมสวน

ใหญใชขอมูลทางสัณฐานวิทยารวมกับจํานวนของโครโมโซม โดย Carine and Scotland (2002) 

ใชขอมูลทางสัณฐานวิทยาในการจําแนกพืชในวงศ Acanthaceae ซึ่งมีพืชสกุลฮอมรวมอยูในกลุม 

ออกเปนสกุลตางๆ พบวาการแบงพืชออกเปนแตละสกุลนั้นทําไดยาก เนื่องจากลักษณะทาง

สัณฐานวิทยามีความผันแปรไปในสภาพแวดลอมที่พืชอาศัยอยู และมีรายงานการใชเทคนิคทาง

เซลลพันธุศาสตรในการจําแนกพืชที่อยูในวงศ  Acanthaceae จํานวน 3 สกุล คือ Justicia, 

Siphonoglossa และ Phaulopsis พบวาพืชทั้ง 3 สกุล มีจํานวนโครโมโซมตั้งแต 2n=14 ถึง 

2n=64 ตอมา Xie et al. (2005) ประสบความสําเร็จในการใชสวนประกอบของสารเคมีในกลุม 

alkaloide แยกพืชสกุลฮอมชนิด S. cusia ออกจากฮอมชนิดอื่นๆ ได สวนการจําแนกและวิเคราะห

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชที่อยูในวงศ Acanthaceae ในระดับดีเอ็นเอ McDade and 

Moody (1999) และ Moylan et al. (2004) ระบุวาลําดับเบสในสวนของ intron และ spacer ของ

ยีน trnL-trnF ที่อยูในคลอโรพลาสต สามารถบงชี้ถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศ 

Acanthaceae ได นอกจากนี้ยังมีรายงานวาการใชเทคนิคทางชีววิทยาระดับโมเลกุลวิเคราะห

พันธุกรรมของพืชสกุล Justicia ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกับพืชสกุลฮอม พบวาสามารถระบุความ

หลากหลายทางพันธุกรรมระหวางชนิดของพืชสกุล Justicia  ได (Meister et al., 2005) 

 ที่ผานมายังไมมีรายงานการใชเทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุล เชน เทคนิคอารเอพีดี 

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

Length Polymorphism: AFLP) สรางและวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprints) ของพืช

สกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย เพื่อบงชี้วาพืชสกุลฮอมมีความหลากหลายและ

ความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอเปนอยางไร เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานที่จะนําไปสูการวิจยั

ขั้นสูงทางดานตางๆ เชน ศึกษาสารเคมีตางๆ หลายชนิดที่มีฤทธิ์ทางยาที่ใชในทางการแพทย และ

สารเคมีสีน้ําเงินที่ใชในการยอมผาหมอฮอม เปนตน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะใชเทคนคิทาง
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ชีววิทยาระดับโมเลกุลวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม และหาความสัมพันธทาง

วิวัฒนาการในระดับดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย 

 
1.2 วัตถุประสงคของการศึกษา 

 1.2.1 เพื่อสรางลายพิมพดีเอน็เอของพืชสกลุฮอมทีพ่บในเขตภาคเหนอืของประเทศไทย 

1.2.2 เพื่อระบุความหลากหลายทางพันธกุรรมของพชืสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของ 

ประเทศไทย โดยใชขอมลูจากลายพิมพดีเอ็นเอ 

 1.2.3 เพื่อหาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนือของ

ประเทศไทยจากลายพิมพดเีอ็นเอ 

1.2.4 เพื่อใหเกิดองคความรูใหมเกี่ยวกบัขอมลูทางพันธุกรรมของพืชสกลุฮอมที่พบในเขต 

ภาคเหนอื ของประเทศไทย และนําขอมลูดงักลาวมาเปนแนวทางในการวิจัยในระดับสูงตอไป  

 

1.3 ผลที่คาดวาจะไดรับ 

 1.3.1 ทําใหไดลายพิมพดีเอ็นเอของพชืสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของประเทศไทย 

 1.3.2 ทําใหทราบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชสกุลฮอมที่พบในเขตภาคเหนอื

ของประเทศไทย 

 1.3.3 ทําใหทราบความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกลุฮอมที่พบในเขตภาคเหนอืของ

ประเทศไทย 

 1.3.4 เกิดองคความรูเกี่ยวกบัพันธกุรรมของพชืสกลุฮอม ซ่ึงมหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิม

พระเกียรติ และศูนยวัยขาวแพร สามารถนําขอมลูพื้นฐานดงักลาวไปใชประกอบในการทําวิจยัขัน้สูง

ตอไป เชน ศึกษาพันธุกรรมเกี่ยวกับการสรางสารสารเคมีทีส่ําคัญชนิดตางๆ ที่พบในพืชสกลุฮอม 

 

1.4 ขอบเขตของการศึกษา 

 สํารวจและเก็บรวบรวมพืชสกลุฮอมชนิดตางๆ ในพื้นที่บางจังหวัดในเขตภาคเหนือของ

ประเทศไทย และนํามาปลูกในเรือนเพาะชําของมหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ จากนั้น

นํามาสกัดดีเอ็นเอและสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยเทคนคิชวีวทิยาระดบัโมเลกลุ ณ 

ศูนยวิจัยขาวแพร และนําขอมูลที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอมาใชในการระบุความหลากหลายและ

ความผันแปรทางพันธุกรรม พรอมบงชี้ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุลฮอม  

 

 



 

 

4

1.5 นิยามคําศัพท 

1.5.1 Strobilanthes sp. หมายถึง ไมพุมขนาดเล็ก สูง 50-80 เซนติเมตร ลําตน 

เปนขอปลองคลายขาไก แตกกิ่งกานตามขอ ลําตนกลม ใบเดี่ยวเรียงตรงขาม หัวใบเรียวทายใบ

แหลมขอบใบหยัก ใบดานบนสีเขียวมัน ใบแกหรือออนเมื่อถูกกดหรือทุบทิ้งไวกลายเปนสีดํา ดอก 

เปนชอออกตามซอกใบและกิ่ง รูปทรงคลายระฆัง ดอกสีมวง เมล็ดออนสีเขียว เมื่อแกจะเปนสี

น้ําตาล แตกงาย (โครงการอนุรักษพันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจากพระราชดําริ, 20 สิงหาคม 2552) 

1.5.2 Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เปนเทคนิคทางดานอณูพันธุ

ศาสตรที่อาศัยหลักการของวิธีการเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอ ใหไดปริมาณมากในระยะเวลาอัน

สั้นโดยใชไพรเมอรที่ออกแบบอยางสุมเพียงเสนเดียว หรือสองเสนก็ได สามารถทําไดสะดวก

รวดเร็ว วิธีการไมยุงยากซับซอน ตนทุนในการทํา ไมสูงนัก ใชชิ้นสวนของพืชเพียงเล็กนอย ไม

ตองการ probe ที่เฉพาะเจาะจงสามารถแสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูง ดําเนินการได

ทั้งจีโนมของพืชและสภาพแวดลอมไมมีอิทธิพลตอการแสดงออกของลายพิมพดีเอ็นเอ (Yu et al, 

1993) 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 
 
2.1 ลักษณะทางพฤกษศาสตรและการกระจายพันธุของฮอม 

เปนพืชสกุล Strobilanthes วงศ Acanthaceae เปนไมพุมขนาดเล็ก ลําตนกลมและตั้ง

ตรงสูงไดถึง 1 เมตร บริเวณขอโปงพอง เหงาเปนรูปทรงกระบอก ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขามรูป

วงรี กวาง 2-5 เซนติเมตร ยาว 5-14 เซนติเมตร ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อยละเอียด มีเสนแขนงใบ 5-

9 คู ออกดอกเปนชอตามซอกใบ เวลาบานโคนดอกเปนหลอดยาว ปลายบานมี 5 กลีบ โคนกลีบ

เชื่อมติดกัน ปลายกลีบเวา รูปทรงคลายระฆัง ดอกมีหลายสีขึ้นกับแตละชนิด อาทิ สีมวง สีน้ําตาล 

สีขาว หรือชมพู ลําตนสูงประมาณ 50-100 เซนติเมตร ขยายพันธุโดยเมล็ดและสวนลําตนนํามา

ปกชําไวรากจะงอกบริเวณขอ เจริญเติบโตไดดีในปาชื้น ใกลแหลงน้ํา ลําธาร ตองการรมเงามาก 

ไมชอบแสงแดดจัด สวนมากจะพบตามเขตปาอนุรักษที่มีตนไมใหญรมครึ้ม ใบฮอมสามารถเก็บ

มาใชทําสีน้ําเงินไดตอเนื่องเมื่อยางเขาปที่ 2 ระยะของการเก็บไมจํากัดแลวแตจะออกแขนงชาหรอื

เร็ว ถาฮอมตนใหญ มีมากจะตัดทั้งกิ่งและใบมาใช ถาตนเล็กใชใบเปนหลัก ตนฮอมจะมีอายุ 8-9 

ป (วุฒิไกร, 28 สิงหาคม 2552) และลําดับของการจัดจําแนกพืชสกุลฮอมโดยใชขอมูลทางสัณฐาน

วิทยาตามหลักอนุกรมวิธาน เปนดังนี้   

 

  Family    Acanthaceae 

   Subfamily  Ruellioideae  

    Tribe   Ruellieae  

     Subtribe   Strobilanthinae  

      Genus   Strobilanthes  

       

 พืชสกุลฮอมมีกระจายพันธุในแถบเอเชียใตและเอเชียตะวันออกเฉียงใต ตั้งแตทาง

ตะวันออกของประเทศอินเดีย พมา ไทย ไปจนถึงทางตอนใตของประเทศจีน (Xie et al., 2005) 

โดยทั่วไปแลวพืชสกุลนี้จะพบไดทั่วไปในพื้นที่ชุมชื้นในปาดงดิบทางภาคเหนือของประเทศไทย 

ออกดอกในชวงเดือนมกราคมถึงเดือนกุมภาพันธ  
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2.2 ประโยชนของพืชสกุลฮอม 
2.2.1 ประโยชนในการรักษาโรค 

สรรพคุณทางยา ทางคณะเภสัชศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล ไดรวบรวมขอมูลไววา 

ตนฮอมในยาพื้นบานลานนาใช ใบ ตมน้ําดื่ม แกไข ปวดศีรษะเนื่องจากหวัด เจ็บคอ หลอดลม

อักเสบ ตอมทอนซิลอักเสบ ตาอักเสบ ฮอมถือเปนยาเย็นนํามาใชในการลดไข โดยนําตนสดๆ มา

ทุบพอกกระหมอมเด็ก หรือผูใหญจะชวยลดไขไดดี แตถาหาตนสดไมได ใชผาที่ยอมดวยฮอม ที่

เปนการยอมจากสีธรรมชาติจริงๆ ไมใชสารเคมี ผาหมอฮอมธรรมชาติสามารถนํามาชุบน้ําวางที่

กระหมอมชวยลดไขไดดีกวา ใชผาธรรมดาชุบน้ํา และใชผาหมอฮอมชุบน้ําประคบลดการเจ็บปวด

จากแมลงสัตวกัดตอยได ภูมิความรูโบราณ ซ่ึงเขากับกระแสนิยมสตรีอยูไฟหลังคลอด คือ หมอ

เมืองหรือหมอพื้นบานลานนาจะนําผายอมฮอมมาใชในการทับหมอเกลือ ในการดูแลหญิงหลัง

คลอด เพื่อใหมดลูกเขาอูไวขึ้น หมอยาพื้นบานภาคเหนือและอีสาน จะนําเพื่อผายอมดวยฮอมมา

หอลูกประคบ เพราะตัวยาจะชวยใหกลามเนื้อสวนตางๆ กระชับยิ่งขึ้น (กระทรวงวิทย, 2549) 

 

2.2.2 ประโยชนในการยอมสีผา 

การยอมสีครามธรรมชาติ นั้นพบวามีการยอมไดจากพืชหลายชนิด แตที่พบในประเทศ

ไทยนั้นมีอยูสองชนิดคือ ฮอม และ คราม ซึ่งกรรมวิธีในการยอมจะคลายคลึงกัน คือการนําสวน

ของพืชมาหมักแชน้ําใหเนาเปอยแลวแยกเอาสวนของเนื้อสีออกมาโดยการตกตะกอนดวยปูนขาว 

และอากาศ ปลอยใหตะกอนนอนกนแลวจึงแยกสวนที่เปนน้ําออก จะไดเนื้อครามเปนตะกอนขน

เหนียวเหมือนโคลน เนื้อครามที่ไดสามารถเก็บไวใชไดเปนป โดยเก็บไวในหมอดินที่มีน้ําดางหลอ

เลี้ยงไมใหเนื้อครามแหง น้ําดางที่กลาวถึงคือน้ําลางขี้เถาของพืชเชน ตนกลวย มะละกอ มะขาม 

เปลือกผลนุนเปนตน 

การยอมผาครามที่เรียกกันวา “การยอมคราม” หรือ “หมอฮอม” จะนําเนื้อครามที่ไดจาก

การหมัก มาทําการยอมดวยสภาวะที่เปนดาง โดยการผสมกับสวนประกอบตางๆมากมายตาม

สูตรหรือวิธีการของแตละทองถิ่น เชน น้ําดาง ปูนขาว ขมิ้น เหลาปา ฝกสมปอย ตนออย กลวย ใบ

ฝรั่ง แลวกวนหรือโจกใหโดนอากาศแลวทิ้งไวจนสวนผสมตางๆทําใหเนื้อครามเปลี่ยนจากสีคราม

น้ําเงินกลายเปนสีเหลืองอมเขียว จึงนําผาหรือดายที่ทําความสะอาดแลวชุบน้ําพอหมาด ลงยอม

ใหเนื้อครามเขาเกาะเสนใย แลวจึงนําขึ้นกระตุกใหโดนอากาศ ผาหรือฝายจะคอยๆเปลี่ยนจากสี

เหลืองของน้ําหมอครามเปนสีน้ําเงิน นําไปผึ่งใหแหง ถาตองการใหสีครามเขมก็ทาํการยอมหลายๆ

ครั้ง หรือยอมทับดวยสีธรรมชาติอื่นๆก็จะไดสีแตกตางกันไป ตามชนิดของสีที่ใชผสม ขึ้นอยูกับ

เทคนิควิธีการของผูยอมแตละคน สีคราม นั้นเคยไดชื่อวาเปน “ราชาแหงสี” เพราะไมมีสีชนิดใดทีม่ี
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ความสัมพันธกับขนบธรรมเนียมและประเพณีเทียบเทาสีคราม สีน้ําเงินเขม หรือสีครามเปนที่นิยม

โดยทั่วไป ประวัติการใชสีครามจากพืชมีมานับพันป อยางไรก็ตามการยอมสีครามจากธรรมชาติ

เกือบจะหมดสิ้นจากสังคมเมื่อมีการใชและผลิตสีสังเคราะห แตยังมีกลุมคนที่ยังรักและหวงแหน

ภูมิรู มรดกของทองถิ่นจึงยังคงยึดถือและสืบทอดการยอมสีครามธรรมชาติอยูอยางเงียบๆใน

ทองถิ่นชนบท (กระทรวงวิทย, 2549) 

ในชวงไมกี่ปที่ผานมาไดมีการตื่นตัวในเรื่องปญหามลภาวะจากอุตสาหกรรมการผลิตสี

สังเคราะหและผลกระทบของสีสังเคราะหตอสุขภาพอนามัยของผูบริโภค จึงกอเกิดความสนใจที่

จะรื้อฟนวิถีการผลิตจากธรรมชาติจริงๆโดยเชื่อมสัมพันธกับขนบธรรมเนียมประเพณีทองถิ่น 

ขณะที่ชางทอผูสืบทอดและรักการยอมสีครามธรรมชาติยังคง รักษา พัฒนา และนําภูมิรูของบรรพ

บุรุษ มาปรับใชในวิถีการผลิตของตนซึ่งไปประจวบเหมาะกับการบริโภคที่หวนกลับสูธรรมชาติ 

(กระทรวงวิทย, 2549) 

 

2.3 จํานวนโครโมโซมของพืชสกุลฮอม 

 จํานวนโครโมโซมของพืชสกุลฮอมแตละชนิดที่พบในประเทศไทยยังไมมีรายงานที่แนชัด 

แตมีรายงานในตางประเทศที่มีการศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชในสกุลที่ใกลเคียง และอยูใน

วงศ  Acanthaceae เหมือนกัน Allan (1983) ไดศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล 

Siphonoglossa พบวาพืชในสกุล Siphonoglossa มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=22 และ2n=28 

Mikael Bo Christer (1989) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล Justicia กลุม (section) 

Harnieria ในแถบแอฟริกา จํานวน 11 ชนิด พบวามีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=26 Ensermu 

(1990) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชสกุล Justicia กลุม Ansellia จํานวน 8 ชนิด พบวามี

จํานวนโครโมโซมเทากับ 2n=14 Mariette (1996) ศึกษาจํานวนโครโมโซมของพืชในสกุล 

Phaulopsis จํานวน  13 ชนิด พบวาพืชในสกุล Phaulopsis มีจํานวนโครโมโซมตั้งแต 2n=32 ถึง 2n=64 

 

2.4 การวิเคราะหความหลายหลายทางพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุล 

 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอจากการลายพิมพดีเอ็นเอของ

พืชโดยตรงมีสวนไดเปรียบกวาการศึกษาทางสัณฐานวิทยา เพราะดีเอ็นเอของพืชจะมีความคงตัว 

และไมมีความแปรปรวนทางพันธุกรรมที่เกิดจากอิทธิพลของสภาพแวดลอม ประกอบกับสามารถ

ตรวจสอบไดทุกระยะของการเจริญเติบโต ความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวิตที่เกิดขึ้นจากการ

ตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอ เกิดจากการกลายพันธุของเบสในสายนิวคลีโอไทด จึงทําใหเกิด

ลักษณะที่มีความจําเพาะของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด จึงนิยมนํามาใชในการศึกษาความแปรปรวน
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หรือความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) สําหรับการสรางลาย

พิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอม เพื่อใชในการจําแนกและวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรม

ของพืชดวยเทคนิคชีววิทยาโมเลกุลมีหลายเทคนิคดวยกันดังนี้ 
  

2.4.1 เทคนิค Restriction fragment length polymorphism (RFLP) หมายถึง ความ

แตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดีเอ็นเอที่เกิดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 

(restriction enzyme) ขอมูลทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตเก็บอยูในนิวเคลียสและออรแกเนลลบาง

ชนิด ไดแก คลอโรพลาสตและไมโตคอนเดรียในรูปของดีเอ็นเอ โมเลกุลของดีเอ็นเอที่อยูในเซลล

ของสิ่งมีชีวิตนี้มีความสามารถที่จะจําลองโมเลกุลไดอยางถูกตองแมนยํา เพื่อถายทอดไปสูเซลล

ลูกและคงลักษณะที่เหมือนเดิมตลอดไป แตบางครั้งก็มีการเปลี่ยนแปลงของเบสภายในดเีอน็เอได 

เนื่องจากสิ่งแวดลอมหรือขอผิดพลาดของเซลลเองหรือเหตุอื่น การเปลี่ยนแปลงไมไดมีเพียงการ

เปลี่ยนแปลงของเบสแตละตัวเทานั้น อาจมีการเปลี่ยนแปลงถึงระดับโครโมโซม เชน มีชิ้นสวนของ

ดีเอ็นเอหรือโครโมโซมหายไป (deletion) มีชิ้นสวนดีเอ็นเอบางสวนเพิ่มขึ้นมา (duplication) มีการ

จัดเรียงตัวใหมในสวนของดีเอ็นเอภายในโครโมโซม (chromosome rearrangement หรือ 

inversion) หรือมีการเปลี่ยนแปลงตําแหนงของดีเอ็นเอบางสวนภายในโครโมโซมหรือจากตาง

โครโมโซม (transposition) โดยการเปลี่ยนแปลงดังกลาวนี้ทําใหเกิดความหลากหลายของ

สิ่งมีชีวิตแตละชนิด จนสามารถกลาวไดวาไมมีสิ่งมีชีวิตคูใดไมมีลําดับเบสของดีเอ็นเอเหมือนกัน 

ยกเวนฝาแฝดที่เกิดจากไขใบเดียวกัน (monozygotictwins) หรือพืชที่เกิดจากการสืบพันธุโดยไม

ใชเพศ ความหลากหลายดังกลาวนี้สามารถตรวจพบไดโดยหาลําดับเบสของดีเอ็นเอแลวนํามา

เปรียบเทียบกัน (สุรินทร ปยะโชคณากุล, 2545) 
 

2.4.2 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค PCR-RFLP 

Meister et al. (2005) วิเคราะหความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพืช 

Justicia areysiana (Acanthaceae) ซึ่งเปนสกุลที่ใกลเคียงกับพืชสกุลฮอมดวยเทคนิค 

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

และเทคนิค Microsatellite  พบวาพืช J. areysiana มีความหลากหลายทางพันธุกรรมต่ําภายใน

ประชากรที่เปนชนิดเดียวกัน แตมีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงระหวางประชากรที่ตางชนิดกัน 
 

2.4.3 การวิเคราะหพันธุกรรมพืชดวยเทคนิค RAPD 

Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (เทคนิคที่มีพื้นฐานมาจากเทคนิค 

PCR) Williams et al. (1990) ไดพัฒนาเทคนิคใหมเรียกวา RAPD-PCR ซึ่งเทคนิคนี้มีพื้นฐานมา
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จากเทคนิค PCR ขอแตกตางกันคือ เทคนิค RAPD-PCR นี้จะใชไพรเมอรเพียง 1 ไพรเมอร (single 

primer) ที่มีจํานวนลําดับนิวคลีโอไทดเพียง 10 นิวคลีโอไทดเทานั้น ซึ่ง Random amplified 

polymorphic DNA (RAPD) หรือเรียกสั้น ๆ วา Rapid RAPD markers เปนวิธีการเพิ่มปริมาณ 

DNA ที่แตกตางกันดวยวิธี PCR จาก primer ที่เปนนิวคลีโอไทดสายสั้นๆ amplified DNA 

fragments นั้นไมจําเพาะวามาจากบริเวณใด polymorphisms ระหวาง individuals เปนผลมา

จากความแตกตางของลําดับนิวคลีโอไทดืในบริเวณที่ primer เขาไปจับ RAPD marker เปนวิธีที่

งายและรวดเร็ว ตรวจสอบผลไดดวย agarose gel  

ในการจําแนกพันธุกรรมพืชเพื่อการอนุรักษพันธุ ตลอดจนการใชประโยชนในการปรับปรุง

พันธุพืชและการผลิตเมล็ดพันธุพืชที่ตรงตาม พันธุ นอกจากนี้เทคนิคดังกลาวยังสามารถใชศึกษา

การกระจายตัวทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุที่เก็บมาใหม การเปลี่ยนแปลงทาง พันธุกรรมของเชื้อ

พันธุทั้งกอนและหลังการขยายพันธุวิธีนี้สามารถทําไดสะดวกรวดเร็ว วิธีการไมยุงยากซับซอน 

ตนทุนในการทํา ไมสูงนัก ใชชิ้นสวนของพืชเพียงเล็กนอย ไมตองการดีเอ็นเอตรวจสอบ (DNA 

probe) ที่เฉพาะเจาะจงสามารถแสดงความแตกตางของแถบดีเอ็นเอไดสูง ดําเนินการไดทั้งจีโนม

ของพืชและสภาพแวดลอมไมมีอิทธิพลตอการแสดงออกของลายพิมพดีเอ็นเอ (เอกพล ขําชื่น, 2551) 
  

2.4.4 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค AFLP 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ที่คิดคนโดย Vos และคณะ 

(1995) เปนเทคนิคที่รวมเอาจุดเดนของ RFLP กับ RAPD เขาดวยกัน โดยนําดีเอ็นเอที่สกัดไดมา

ยอยดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําตางกัน แลวเชื่อมตอ adapter (เปนชิ้นดี

เอ็นเอสังเคราะหที่ทราบลําดับเบส) เขากับปลายทั้งสองดานของชิ้นสวนดีเอ็นเอ เพื่อเปนสวนให 

primer มาเกาะไดที่ปลายทั้งสองดาน และสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได โดย primer ที่

สังเคราะหขึ้นมาจะมีลําดับเบสเหมือนกับสวนของ adapter ที่เชื่อมตอเขาที่ปลายของชิ้นดีเอ็นเอ 

สวนปลาย 3' ของ primer มีลําดับเบสที่เปนสวนตําแหนงจดจําของเอนไซมตัดจําเพาะที่ใช และ

เพิ่มเบสอีก 2-3 เบส เขาที่ปลาย 3' ของ primer นี้ เพื่อใหเกิดการเลือกจับไดเฉพาะชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ที่มีเบสเปนคูสมกันเทานั้น ดังนั้น ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณไดจะมีเฉพาะชิ้นดีเอ็นเอที่

มีลําดับเบสสวนที่อยูติดกับบริเวณจดจําของเอนไซมเขาคูไดกับ primer ที่เลือกใชเทานั้น จากนั้น

จึงนําดีเอ็นเอที่เพิ่มปริมาณไดมาแยกขนาดโดยวิธีอิเล็คโตโฟรีซิส Gimenes et al.  (2002) ใช

เทคนิคเอเอฟแอลพีประเมินความแตกตางทางพันธุกรรมของถั่วลิสงจํานวน 7 กลุม ประกอบดวย 

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

Extranervosae จํานวน 20 ชนิด โดยใชไพรเมอรจํานวน 3 คู คือ EcoRI ACT/MseI CTT, EcoRI 
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AGC/MseI CTG, EcoRI ACC/MseI CTG พบวาไพรเมอรแตละคูใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่เกิด

ความแตกตางระหวางสายพันธุถั่วลิสงแตกตางกันคือ 108, 131 และ 169 ชิ้น ตามลําดับ รวม

ทั้งหมด 408 ช้ิน เฉลี่ย 136 ช้ิน/คูไพรเมอร เมื่อนําขอมูลจากลายพิมพดีเอ็นเอของถั่วลิสงทั้ง 7 กลุม 

20 ชนิด มาวิเคราะหดวยวิธี Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean 

(UPGMA) เพื่อจัดกลุมตามความสัมพันธใกลชิดกัน ทําใหแบงกลุมถั่วลิสงออกเปน 3 กลุม คือ 

กลุมที่ 1 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Arachis กลุมที่ 2 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Erectoides, 

Procumbensae, Caulorhizae, Heteranthae และ Rhizomatosae กลุมที่ 3 ประกอบดวยถั่ว

ลิสงกลุม Extranervosae นอกจากนี้เทคนิค AFLP เปนเทคนิคที่มีศักยภาพที่จะใชเปนเครือ่งหมาย

ทางพันธุกรรมในออย สําหรับวิเคราะหความสัมพันธภายในและระหวางชนิดของพืชภายในสกุล

เดียวกันได (Cunningham,et al, 2000) 

2.4.5 การวิเคราะหพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิค Microsatellites 

Microsatellites หรือ Simple Sequence Repeats (SSRs) จัดเปนเทคนิคในการระบุ

ตําแหนงดีเอ็นเอ (DNA markers) เพื่อใชในการทําแผนที่ทางพันธุกรรม (genetic mapping) และ

ศึกษาประชากรที่มีตนพืชอยูเปนจํานวนมาก โดยสามารถแยกความแตกตาง (polymorphism) ได

ดี ทั้งที่เปนตนพืชภายในประชากร หรือพันธุพืชที่มีความสัมพันธกันอยางมาก โดยเฉพาะ

ความสามารถในการแสดงความหลากหลายของพันธุกรรมในระดับอัลลีล (high allelic diversity) 

ที่สามารถใชในการจําแนกความแตกตางระหวางพันธุ เนื่องจาก SSR จัดเปนตัวระบุตําแหนง

ประเภท co-dominant ที่ซึ่งตรงกับความตองการของแผนการปรับปรุงพันธุพืชและพันธุศาสตร

ประชากร โดยระบบนี้จะใหรูปแบบของ DNA ที่เปนเอกลักษณเฉพาะออยแตละพันธุ อยางไรก็

ตาม การใชเพียง microsatellite เดียว จะไมสามารถจําแนกตนพืชไดอยางเดนชัดและสมบูรณ แต

การใชรวมกันหลาย microsatellites จะสามารถสรางกลุมของ fingerprints เดี่ยวๆ ที่จําแนกพันธุ

พืชที่เฉพาะเจาะจงได (Cunningham,et al, 2000) 
 

 2.4.6 การวิเคราะหพันธุกรรมในคลอโรพลาสตของพืช 

Mcdade and Moody (1999) ศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชวงศ 

Acanthaceae จากลําดับเบสดีเอ็นเอสวนของ intron และ spacer ของยีน trnL-trnF ที่สกัดจาก

คลอโรพลาสต พบวาลําดับเบสในสวนของ intron และ spacer ของยีน trnL-trnF มีความ

คลายคลึงในประชากรที่เปนสกุลเดียวกัน แตมีความแตกตางกันในประชากรตางสกุลกัน และยัง

บงชี้วาพืชสกุลตางๆ ที่อยูในวงศ Acanthaceae มีความใกลชิดทางพันธุกรรมกับพืชในสกุล 
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Eritraria มากกวาพืชสกุล  Thumbergia และ Mendoncia ตามลําดับ และสามารถแบงกลุมของ

พืชวงศ Acanthaceae ออกเปน 4 กลุมที่สําคัญ คือ Acanthus, Barleria, Ruellia และ Justicia 

ตอมา Moylan et al. (2004) ศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชสกุลฮอมจากลําดับเบสดี

เอ็นเอของสวน internal transcribed spacer nuclear DNA (ITS nrDNA) ที่แยกจากนิวเคลียส 

และ trnL-trnF ที่แยกจากคลอโรพลาสต พบวาลําดับเบสดีเอ็นเอ  trnL-trnF ของคลอโรพลาสต 

แยกเผายอย Strobilanthinae ออ กเปนหนึ่ งกลุ มใหญ  และไมสามารถแยกเผายอย 

Strobilanthinae ออกเปนแตละสกุลได ในขณะที่ลําดับเบส     ดีเอ็นเอของสวน  ITS nrDNA ที่

แยกไดจากนิวเคลียสสามารถแยกเผายอย Strobilanthinae ออกเปน 3 สกุล  คือ Hemigraphis, 

Sericocalyx และ Strobilanthes  
 

2.5 การออกแบบไพรเมอรเพื่อใชในการวิเคราะหพันธุกรรมของพืช 

ไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในชวงใดชวงหนึ่งของดีเอ็นเอ (a section of DNA) 

ของสิ่งมีชีวิตหลายชนิด (a wide range of taxa) นั้น เรียกวา “universal primers” ซึ่งนิยมใชกัน

มากในงานวิจัยดาน molecular systematic โดยมีเหตุผลของการใชไพรเมอรที่เปน universal 

primers นี้วา สิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยใชเปนสิ่งทดลองดานอณูพันธุศาสตรนั้น จะไมทราบวาจะใช

ไพรเมอรที่เปน universal primers นี้วา สิ่งมีชีวิตที่ยังไมเคยใชเปนสิ่งทดลองดานอณูพันธุศาสตร

นั้น จะไมทราบวาจะใชไพรเมอรที่มีลําดับเบสใด จึงจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่ตองการได 

ดังนั้นจึงเลือกใช universal primers และที่นิยมใชกันอยางแพรหลาย คือ ไพรเมอรสําหรับ 

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

genes (nr DNA) สิ่งที่ควรพิจารณาในการออกแบบไพรเมอรมีดังนี้ 
 

2.5.1 ความยาวของไพรเมอร (Primer Length) 

ความยาวของไพรเมอรมีความยาวตั้งแต 10 เบส (ใชสําหรับ RAPD-PCR) ถึง 80 เบส 

โดยทั่วๆ ไปจะใชไพรเมอรที่มีขนาดอยูระหวาง 18-24 เบส การใชไพรเมอรที่มีขนาดยาวนั้น จะตอง

ใชอุณหภูมิสูงขึ้นในขั้นตอนการจับระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอแมพิมพ รวมทั้งการใชไพรเมอรยาว 

และไมไดผานการทําใหบริสุทธิ์ดวยแลว ปญหาที่ เกิดขึ้น คือ จะเกิด non-specific primer 

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

2.5.2 นิวคลีโอไทดที่เปนองคประกอบ (Nucleotide Composition) 

 ไพรเมอรนั้นจะมีลําดับเบสใดๆ ก็ได แตมีขอพึงระวัง คือ พยายามอยาใหไพรเมอรมีโอกาส

เกิด self-priming อันมีสาเหตุมาจากมีลําดับเบสซ้ําๆ กัน ที่เรียกวา internal repeats หรือ 
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selfsimilarity ตัวอยางเชน ไพรเมอรที่มีลําดับเบส AAATTTAATTT เมื่อใชเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

อาจจะเกิดการ self-priming ที่มีการจับกันของเบส T และ A ระหวางปลายทั้งสองดาน และ

กอใหเกิด primerdimer products (ปรีชา ประเทพ, 2551) เชน การออกแบบไพรเมอรในการเพิ่ม

ปริมาณยีนกําหนดการสรางโปรตีนโพรลามินขนาด 10 กิโลดาลตัน ในขาว (10 kDa prolamin 

gene) ขนาดของยีนนี้คือ 405 คูเบส 

 Forward primer 

 ATGGCAGCATACACCAGCAAGATCTTTGCCCTGTTTGCCTTAATTGCTCTTTCT

GCAAGTGCCACTACTGAATCACCACTATGCAACATGGCCCCTGTCAACTTCCAACTCT

CTTCCTGTGGTTGTTG 

 ลําดับเบสที่เปน Forward primer จะเปนลําดับเบสตามลําดับเบสที่ปรากฏในยีนใดๆ ที่มี

สะสมไวในฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) ที่เว็บไซต 

http://www.ncbi.nih.gov/ ซึ่งในแตละยีนหรือลําดับเบสของดีเอ็นเอจะมีรหัสเฉพาะ (Accession 

number) จากลําดับเบสของยีนนี้ออกแบบไพรเมอรที่เปน forward primer ไดดังนี้  

5’-ATGGCAGCATACACCAGCAAGATCTT-3’ สวน reverse primer มีลําดับเบส        

5’-AACC ปฏิบัติการใดๆ สังเคราะหไพรเมอรดังกลาวได แลวนํามาใชในปฏิกิริยาลูกโซตอไป 

นอกจากนี้การออกแบบไพรเมอรสามารถออกแบบไดโดยผานเว็บไซตที่ใชโปรแกรมที่ใหบริการ

ออกแบบไพรเมอรผานเว็บไซต  ไดแก http://bibiserv.techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/ 

(ปรีชา ประเทพา, 2551) 
 

2.5.3 การจับกันระหวางดีเอ็นเอไพรเมอรกับแมพิมพ (Primer-Template Match) 

 ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เปนผลผลิตจากเทคนิค PCR จะมีความจําเพาะเจาะจงตอบริเวณของดี

เอ็นเอเปาหมายนั้นเกิดไดเนื่องจากลําดับเบสที่มีความสอดคลองกันระหวางไพรเมอรกับดีเอ็นเอ

แมพิมพ ซึ่งความสอดคลองกันนี้จะดีที่สุดเมื่อทั้งสองสิ่งนี้อยูในสภาวะ “perfect similarity”

คือ เบสจะเปนคูกันตลอดแนวของไพรเมอรที่จับกับแมพิมพ (A = T หรือ G-C) อยางไรก็ตาม ถา

ไพรเมอรไมจับกับแมพิมพไดอยางสมบูรณ เนื่องจากเบสไมสอดคลองกันเพียง 1 เบส ก็ไมสงผล

ตอการเกิด PCR products แตอยางใด แตมีขอแมวาลําดับเบสของไพรเมอรตองยาว และเบสที่

สอดคลองกันระหวางไพรเมอรกับแมพิมพตองมีจํานวน 6-10 เบส ในแตละดานของไพรเมอรจะสงผล

อยางมากตอการเกิด PCR products ซึ่งถาทางดาน 3-OH ของไพรเมอรที่ไมสอดคลองกับ

แมพิมพนั้น ถาเปน A:G, G:A หรือ C:C จะสงผลตอการเกิด PCR products โดยประสิทธิภาพจะ
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ลดลง ประมาณ 100 เทา ขณะที่ A:A mismatches จะลดลง 20 เทา สวน  T:T, T:C, T:T นั้นจะ

จับกับเบสอื่นๆ ไดดี ไมมีปญหาใดๆ ตอการเกิด PCR products 

 ขอแนะนําสําหรับการออกแบบไพรเมอร คือ ใหพิจารณาวาเบสที่อยูใกลดาน 3-OH ของ

ไพรเมอร ซึ่งเปนบริเวณที่เอนไซมพอลิเมอเรสเขาจับนั้น ไพรเมอรตรงบริเวณนี้ตองจับกับแมพิมพ

อยางแข็งขัน เพื่อทําใหเอนไซมพอลิเมอเรสเขาจับไดอยางดี (ปรีชา ประเทพา, 2551) 
 

2.6 การแยกขนาดของสารพันธุกรรมดวยเทคนิคอิเลคโตรฟอริซิส 

 เทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) เปนเทคนิคที่ใชแยกสาร วิเคราะห และเตรียม

สารที่มีประจุไฟฟา เชน กรดอะมิโน โปรตีน และ กรดนิวคลีอิก ใหบริสุทธ์ิ โดยอาศัยหลักการที่วา 

เมื่อใหสนามไฟฟา สารที่มีประจุไฟฟาจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วที่ตรงขามกันดวย อัตราเร็วในการ

เคลื่อนที่ ซ่ึงขึ้นกับปริมาณประจุสุทธิบนโมเลกุลของสาร รูปรางและขนาดของโมเลกุลของสารนั้น 

และกระแสไฟฟา ในการแยกทางไฟฟาโดยใชเจล (Gel Electrophoresis) มีหลายชนิดดังนี้ 
 

2.6.1 แบบคอลัมน (Column Gel Electrophoresis) เจลถูกทําใหแข็งตัวในคอลัมนและ

นําไปจุมอยูใน buffer ทั้งปลายบน และปลายลาง สารผสมที่ตองการแยกถูก ปลอยลงบนผิวหนา

ของเจลที่อยูปลายบน เม่ือใหสนามไฟฟาสารผสมจะแยกออกจากกันเปนแถบ บัฟเฟอรที่ใชทั้งใน

ตัวกลางเจลและในอางมี pH ประมาณ 9 ทําใหโปรตีนมีประจุสุทธิเปนลบจึงเคลื่อนที่เขาหาขั้วบวก 
 

2.6.2 Slab Gel Electrophoresis การทํา electrophoresis เหมือนกับ แบบคอลัมน แตมี

ขอดีกวา คือ สามารถแยก และวิเคราะหสารไดพรอมกัน เปนจํานวนมาก ในเจลแผนเดียวกันทั้ง 

column และ slab gel สารผสมที่ตองการแยก ตองใสกลีเซอรอลหรือน้ําตาลซูโครสเพื่อเพิ่มความ

หนาแนน ทําใหไมเกิดการแพรกระจายของสารผสมใน บัฟเฟอร และตองใส ประจุบวกที่ละลายน้ํา

หรือ สีติดตามประจุลบดวย สียอมนี้เคลื่อนที่ไดเร็วกวา ประจุขนาดใหญ สวนใหญจึงทําให เห็น

การเคลื่อนที่ระหวางการทําจนสียอมเคลื่อนที่มาถึงปลายสุดของแผนเจลจึงจะสิ้นสุดการทําอิเล็ก

โตรโฟรีซิสและทําการยอมเจลดวยสีที่จับกับสารจะได แถบของสารที่ตองการ 
 

2.6.3 Agarose Gel Electrophoresis agarose เปนสายพอลิเมอร ของ D-galactose 

และ 3,6-anhydro-L-galactose เมื่อเตรียมแผนเจล โดยตมสารละลาย agarose ในบัฟเฟอรแลว

เทลงในถาดเตรียมเพื่อใหแข็งตัวเมื่อเย็น จะไดเจลที่มีรูพรุนใหญ จึงใชแยกสารที่มีขนาดใหญ เชน 

กรดนิวคลีอิก ซึ่งขนาดรูพรุนขึ้นกับความเขมขนของ agarose (เมื่อความเขมขนสูงรูพรุนจะเล็กลง) 

เมื่อใหสนามไฟฟาที่ neutral pH โมเลกุลของกรดนิวคลีอิกจะมีประจุลบและ เคลื่อนที่ไปยังขั้วบวก
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ดวยความเร็วที่ขึ้นกับขนาดโมเลกุล (molecular size) และโครงรูป (conformation) เมื่อ 

charge/mass ratio ของกรดนิวคลีอิก = 1 ทําใหอัตราเร็วในการเคลื่อนที่แปรผกผันกับ log10 ของ 

น้ําหนักโมเลกุลของมัน กรดนิวคลีอิกขนาดเล็กจะเคลื่อนที่ไดเร็วกวาขนาดใหญ และถาขนาด

เทากันแตมีรูปราง ตางกันจะมีอัตราเร็วตางกัน โดยลําดับของความเร็วในการเคลื่อนที่ของแตละ

รูปแบบของกรดนิวคลีอิก พบวา supercoiled DNA > linear double stranded DNA > circular 

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

ความเขมขน 50 mM pH 7.5-8.0 และมี EDTA เพื่อยับยั้ง activity ของ DNase สวนสีที่ใชยอม

เปน fluorescent compound (aromatic cation) ที่จับกับ double stranded DNA โดยเขาไป

แทรกตัว (intercalate) อยูระหวาง base pair ที่ซอนกัน เชน เอธิเดียมโบรไมด (ethidium 

bromide) เมื่อฉายแสง UV จะให fluorescence มองเห็นเปน band ของ DNA เรืองแสง 

(สารานุกรมเสรี, 2552) 
 

2.6.4 ปจจัยท่ีสงผลกระทบตออัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอ ปจจัยทีสงผลกระทบ

ตอการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล ไดแก ขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอ ความเขมขนของอะ

กาโรส โครงแบบของดีเอ็นเอ ความตางศักยที่ใช องคประกอบของเบสและอุณหภูมิ การมีสี

ยอมที่แทรกเขาไปในดีเอ็นเอองคประกอบของอิเลคโตรฟอริซิสบัฟเฟอรขนาดโมเลกลุของดเีอน็

เอสายคูที่อยูในแนวเสน เคลื่อนที่ผานเจลเมทริกซ (gel matrices) ดวยอัตราที่เปนอัตราสวนผกผนั

กับ log10 ของจํานวนคูเบส โมเลกุลขนาดใหญเคลื่อนที่ไปไดชาเพราะมีแรงเสียดทานที่สูงกวา และ

เคลื่อนที่ผานรูของเจลไดมีประสิทธิภาพนอยกวาโมเลกุลที่มีขนาดเล็กกวาความเขมขนของอะกา

โรส สงผลตออัตราการเคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอเชิงเสน      ดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกตางกันจะ

เคลื่อนที่ผานอะกาโรสเจลที่มีความเขมขนตางกันดวยอัตราที่ไมเทากัน (สารานุกรมเสรี, 2552) ดัง

ตารางที่ 2.1 

โครงแบบของดีเอ็นเอมีหลายแบบแตกตางกัน เชน ดีเอ็นเอที่เปนวงซูเปอรเฮลิคอล 

(superhelical circular) หรือฟอรม l ดีเอ็นเอที่เปนวงที่มีรอยแยกหรือนิก (nicked circular) หรือ

ฟอรม ll และดีเอ็นเอเชิงเสนหรือฟอรม lll ดีเอ็นเอที่มีน้ําหนักโมเลกุลเทากันมีโครงแบบแตกตางกนั

ได อัตราการเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอทั้งสามรูปแบบนี้ขึ้นอยูกับความเขมขนของอะกาโรสเจล อิทธพิล

ของความเขมของกระแสที่ใช ความเขมของไอออนิกของบัฟเฟอรที่ใชและความหนาแนนของการ

บิดของซูเปอรเฮลิคอลในดีเอ็นเอฟอรม l ภายใตสภาวะบางประการ ดีเอ็นเอฟอรม l เคลื่อนที่เร็ว

กวาดีเอ็นเอฟอรม lll ภายใตสภาวะอื่นลําดับอาจยอนกลับได 
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ตารางที่ 2.1 ชวงการแยกขนาดโมเลกุลของดีเอ็นเอโดยการใชอะกาโรสเจลที่มีปริมาณอะกาโรส 

       ที่แตกตางกัน  

ปริมาณอะกาโรสในเจล (% w/v) ชวงการแยกโมเลกุลดเีอ็นเอเชิงเสนท่ีมี
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 
 

ความตางศักยเปนโวลตที่ใชมีผลตออัตราการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของดีเอ็นเอ อัตราการ

เคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอเชิงเสนเปนสัดสวนกับความตางศักยที่ใช ขณะที่ความเขมของ

สนามไฟฟาเพิ่มขึ้น การเคลื่อนที่ของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีน้ําหนักโมเลกุลสูงเพิ่มขึ้น ดังนั้นขณะที่

ความตางศักยเพิ่มขึ้นขอบเขตการแยกโมเลกุลของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลลดลง เพื่อใหไดอํานาจ

จําแนกชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 2 kb สูงสุดจะตองรันอะกาโรสเจลไมเกิน 5 โวลต/ชม. 

ทิศทางของสนามไฟฟามีผลตอทิศทางการเคลื่อนที่ของโมเลกุลของดีเอน็เอ ถาทศิทางของ

สนามไฟฟาคงที่ โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีขนาดใหญกวา 50-100 kb เคลื่อนที่ผาน     อะกาโรสเจลใน

อัตราเดียวกัน แตถาทิศทางของสนามไฟฟาเปลี่ยนเปนชวงๆ โมเลกุลของดีเอ็นเอทีม่ขีนาดใหญถกู

บังคับใหเปลี่ยนทิศทางเนื่องจากโมเลกุลดีเอ็นเอขนาดใหญใชเวลานานกวาในการเรียงตัวเองใน

ทิศทางใหมของสนามไฟฟา  

องคประกอบของเบสของดีเอ็นเอและอุณหภูมิไมสงผลกระทบตอพฤติกรรม        อิเลคโตรฟอริ

ซิสของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจล โดยทั่วไปจะรันอะกาโรสเจลที่อุณหภูมิหอง สียอมเอทเิดียมโบรไมด

ซึ่งเปนสีฟลูโอเรสเซนตที่แทรกเขาไปในดีเอ็นเอใชในการตรวจสอบดีเอ็นเอในอะกาโรส สีที่แทรก

เขาไปในดีเอ็นเอ การเคลื่อนที่ของดีเอ็นเอที่เปนสายในอิเลคโตรฟอริซิสลง 15% สียอมแทรกเขาไป

ระหวางชั้นของคูเบส ทําใหโมเลกุลดีเอ็นเอเชิงเสนและโมเลกุลดีเอ็นเอที่เปนวงมีความยาวเพิ่มขึ้น 

เอทิเดียมโบรไมดเปนสารกอมะเร็ง ฉะนั้นการจับถือตองทําดวยความระมัดระวัง และตองทําการ

ลดการปนเปอนของสารละลายที่มีเอทิเดียมโบรไมดกอนทิ้ง  



 

 

16

องคประกอบและความเขมของไอออนิกของอิเลคโตรฟอริซิสบัฟเฟอร สงผลตอการ

เคลื่อนที่ของดีเอ็นเอในอิเลคโตรฟอริซิส ในกรณีที่ไมมีไอออนการนําไฟฟาต่ําสุดและดีเอ็นเอ

เคลื่อนที่ชามาก ในบัฟเฟอรที่มีความเขมไอออนิกสูง เชนใชบัฟเฟอรความเขมขน 10 เทาแทน 1 เทาซึง่

อาจเกิดจากความพลั้งเผลอ การนําไฟฟามีประสิทธิภาพมาก สําหรับอิเล็กโตรฟอริซิสของดีเอ็นเอ

สายคู บัฟเฟอรจะประกอบดวย EDTA pH 8 ทริสแอซิเตรต (Tris-acetate = TAE) ทริสบอเรต (Tris-

borate = TBE) หรือทริสฟอสเฟต (Tris-phosphate) ปกติแลวอิเล็กโตรฟอริซิสบัฟเฟอรจะถูกเตรียม

ในรูปสารละลายที่เขมขนเปนสารละลายสต็อกและเก็บไวที่อุณหภูมิหอง (สารานุกรมเสรี, 2552) 
 

2.7 เทคนิคอารเอพีดกีับการนําไปใชประโยชน 

 เทคนิคอารเอพีดีมีความสะดวกรวดเร็วและใชเวลานอยและใชปริมาณดีเอ็นเอนอยมาก 

คือ 10-400 ng เทานั้นจึงสามารถศึกษากับตัวอยางพืชคราวละมากๆ ได นอกจากนี้ใน

กระบวนการยังไมมีการใชสารเคมีที่เปนสารกัมมันตรังสีอีกดวย เทคนิคนี้เรียกวา PCR with 

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

เทคนิค RAPD จะใชไพรเมอรที่มีขนาดสั้นๆ นิยมใช 10 นิวคลีโอไทด (10-mer primer) ที่มี GC 

content คอนขางสูงประมาณ 60-70% (ต่ําสุด 50%) ไพรเมอรเหลานี้เปนไพรเมอรที่มีการจับกับดี

เอ็นเอแมพิมพเปนแบบสุม มีการสุมหาลําดับเบสเปาหมาย (target sequence) ที่กระจายอยูใน 

genomic DNA ที่ใชเปนแมพิมพ การจับกัน (annealing) ระหวางไพรเมอรกับลําดับเบสเปาหมาย

นี้มี 2 กรณี คือ จับกันได 100% (100% homology) และจับไดบางสวนของดีเอ็นเอ หลังจากที่มี

การจับกันแลวจะมีการสรางดีเอ็นเอสายใหมเกิดขึ้นเรียกวาชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกสรางขึ้นจากปฏิกิริยา

ลูกโซจนขั้นตอนสุดทายจะได PCR products และนําไปแยกชิ้นดีเอ็นเอเหลานี้โดยใชเทคนิค

อิเลคโตรฟอรีซิส ซึ่งอาจใช SDS-PAGE หรืออะกาโรสก็ได ชิ้นสวนของดีเอ็นเอหรือแถบดีเอ็น

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

(presence) และการไมปรากฏ (absence) ของชิ้นสวนดีเอ็นเอใดๆนั้นเราสามารถเปรียบเทียบ

ระหวางสิ่งมีชีวิตที่ใชในการศึกษาที่อาจจะเปนสปชีสเดียวกันจากคนละประชากร จะไดขอมูลใน

การที่จะประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมได หรือในบางกรณีอาจจะใชเปนขอมูลลายพิมพ

ดีเอ็นเอได (fingerprint-like pattern) การเกิดชิ้นดีเอ็นเอจากปฏิกิริยาลูกโซ นั้นเกิดจากลําดับ

เบสเปาหมาย 2 แหงที่อยูบนดีเอ็นเอคนละสาย ในทิศทางตรงกันขามกันและระยะหางระหวาง 2 

จุด ที่ไพรเมอรจับควรหางกันนอยกวา 1 kb (kilobase) ดังนั้นดีเอ็นเอชิ้นเล็กจึงคอนขางจะ

สังเคราะหไดงายกวาดีเอ็นเอชิ้นใหญ (มีความยาวมากกวา) จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่จะเกิดขึ้นนั้น 

สามารถคาดคะเนไดจากทฤษฎีที่ใชเพียง 1 ไพรเมอร และมีการจับกับลําดับเบสเปาหมายได
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สมบูรณ (100% homology) ซึ่งสามารถคํานวณจากความยาวไพรเมอร (primer length) และ

ความซับซอนของจีโนมที่ศึกษา สมมติวาปริมาณนิวคลีโอไทดที่ใชในการทดลองมีสัดสวนเทากัน 

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

เอ็นเอที่คาดหวังตอไพรเมอรนั้นๆ, n คือ ความยาวของไพรเมอร (คิดเปนจํานวนนิวคลีโอไทด) และ 

C คือ ความซับซอนของสิ่งมีชีวิต (ขนาดของจีโนมเปน base pair ตอ haploid genome) จํานวน

ชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากทําปฏิกิริยา PCR นั้น ในแตละครั้งจะขึ้นอยูกับสิ่งตางๆ เหลานี้ คือ ลําดับเบส

ของไพรเมอร, ลําดับเบสของดีเอ็นเอ และ ขนาดของจีโนม (ปรีชา ประเทพา, 2551) 

 การศึกษา polymorphic ในสิ ่งมีชีวิตโดยการใชเทคนิค RAPD นี ้ ตามทฤษฎีแล วมี

เหตุการณตางๆมักเกิดขึ ้นเสมอดังนี ้ เมื ่อเกิดการ annealing site 2 จุด มีระยะหางกัน

พอสมควรจะไดชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากปฏิกิริยาลูกโซมีขนาดใหญพอสมควร ถาดีเอ็นเอบางสวน

ขาดหายไป ซึ ่งเปนบริเวณที่ไพรเมอรจับ อาจพบวาไมมี band เกิดขึ ้นนั้นหมายความวา

ปฏิกิริยาลูกโซลมเหลวโดยสิ้นเชิง กรณีเกิดขึ้นเนื่องจากมีการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดไปจาก

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

บริเวณที่เกิดปฏิกิริยาลูกโซจะไดชิ้นดีเอ ็นเอมีขนาดเล็กหรือใหญขึ ้นตามลําดับ ซึ ่งในทาง

ปฏิบัติ การที่จะสังเกตเห็นเปนไปไดยาก ขอมูลที่ไดจากการใชเทคนิค RAPD-PCR การตรวจสอบ

ระดับของความแปรผันทางพันธุกรรมและการกระจายของความผันแปรทางพันธุกรรมภายใน

ประชากร และระหวางประชากรของพืชหายากนั้นนับวาเปนหัวใจของพันธุศาสตรเชิงอนุรักษ 

เทคนิค RAPD อาจเปนทางเลือกหนึ่งในบรรดาเทคโนโลยีดีเอ็นเอทั้งหลาย เพราะวาเทคนิคนี้

สามารถตรวจสอบระดับความแปรผันไดดี เทคนิคนี้มีประโยชนอยางมากในการศึกษาโครงสราง

ประชากรของพืชที่มีพันธุกรรมเหมือนกัน (clone) โดยมีการประยุกตใชเทคนิคนี้ศึกษาเพื่อทดสอบ

สมมติฐานเกี่ยวกับประชากรของสิ่งมีชีวิตที่มีการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศและการแพรกระจาย

ออกไปเปนประชากรยอยๆ โดยเทคนิค RAPD จะประยุกตใชเพื่อหาขอมูลวาประชากรใหมๆ นั้น

เกิดจากประชากรเดิมจริงหรือไม (ปรีชา ประเทพา,2551) 

ปรีชา, (2551) ไดเสนอความคิดเห็นวามีขอสังเกตอยู 2 ประการในการเลือกใชเทคนิค 

RAPD markers ประยุกตใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม คือ การใช RAPDs ใน

กรณีใชเพื่อเปนเทคนิคที่เชื่อมโยงกับเทคนิคอื่นๆ โดยอาจจะเปรียบเทียบระหวางอัลโลไซม 

และ RAPDs ควบคูกันไป ในกรณีที่จํานวนหนวยของสิ่งมีชีวิตมีจํานวนนอย อาทิ พืช หรือ สัตวที่

เปนชนิดหายาก (rare species) ซึ่งอัลโลไซมตรวจสอบไมพบความหลากหลาย ควรที่จะใชเทคนิค 

RAPD และเทคนิค RAPD ซึ่งเหมาะสมในการศึกษาการสรางลูกผสม การวิเคราะหความเปนพอ
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แม การประเมินการผสมขาม และการประเมินโครงสรางประชากรในกลุมสิ่งมีชีวิตที่มีพันธุกรรม

เหมือนกันและเทคนิค RAPD ยังสามารถใชในการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมที่มีอยู

ภายในหรือระหวางประชากร 
 

2.7.1 ใชในการประเมินความแปรปรวนและความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช 

ขอมูลที่ไดจากการประเมินความแปรปรวนและความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช

ดวยเทคนิคอารเอพีดีสามารถบงบอกถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการ และการจัดจําแนกพืชได 

(Tingey and Tufo, 1993) Galgaro และคณะ (1998) วิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของถั่ว

ลิสงจํานวน 21 เลขหมาย ที่อยูในกลุม Arachis, Extranervosae, Caulorrhizae, Heteranthae 

และ Triseminatae ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบลายพิมพดีเอ็นเอของถั่วลิสงแตละชนิดมีความ

แตกตางกัน และแบงถั่วลิสงออกเปน 3 กลุมคือ กลุมที่ 1 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม 

Extranervosae, กลุมที่ 2 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Caulorrhizae, Heteranthae และ 

Triseminatae และกลุมที่ 3 ประกอบดวยถั่วลิสงกลุม Arachis นอกจากนี้ลายพิมพดีเอ็นเอยังระบุ

วาถั่วลิสงชนิด A. pietrarellii มีความใกลชิดกับถั่วลิสงชนิด A. villosulicarpa Li and Nelson 

(2002) วิเคราะหความแปรปรวนทางพันธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุปลูก และถั่วเหลืองพันธุปา 

(Glycine soja) ดวยเทคนิคอารเอพีดี พบถั่วเหลืองพันธุปามีความแปรปรวนทางพันธุกรรมสูงกวา

ถั่วเหลืองพันธุปลูก Harvy and Botha (1996) ใชเทคนิคอารเอพีดีประเมินความหลากหลายทาง

พันธุกรรมของสายพันธุออย (Saccharum) ลูกผสม พบออยลูกผสมที่ผสมยอนกลับสายพันธุพอ

หรือแมประมาณ 5-6 ชั ่วรุ น มีระดับความหลากหลายทางพันธุกรรมลดลงกวา 84% 

นอกจากนี้ยังใชเทคนิคอารเอพีดีวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมในพืชอื่นอีก เชน 

มะเขือเทศ (Villand et al., 1998) 
 

2.7.2 ใชในการสรางแผนท่ีทางพันธุกรรมพืช 

การสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของพืชดวยเทคนิคเครื่องหมายอารเอพีดีที่ผานมา Eajay 

และคณะ (1997) ไดสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของถั่วฝกยาวดวยเทคนิคอารเอพีดี  พบ

เคร่ืองหมายอารเอพีดีจํานวน 28 เครื่องหมาย แบงออกเปน 9 กลุม และมีระยะทางทั้งหมด 206 

เซนติโมแกน Menendez et al. (1997) สรางแผนที่ทางพันธุกรรมของถั่วพุมดวยเทคนิคอารเอพีดี 

พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 133 เครื่องหมาย แบงออกเปน 12 กลุม และมีระยะทางทั้งหมด 

972 เซนติโมแกน นอกจากนี้ยังมีรายงานการนําเครื่องหมายอารเอพีดีมาสรางแผนที่ทาง

พันธุกรรมในพืชอื่นอีกหลายชนิดเชน 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) 

อยางไรก็ตามการสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของพืชดวยการนําลูกผสมที่ไดจากการผสมระหวาง

พืชสายพันธุปลูกกับพันธุปาที่เปนบรรพบุรุษของสายพันธุปลูก ทําใหประชากรลูกผสมที่ไดเกิด 

recombination หรือการเรียงตัวของแทงโครโมโซมที่ทําใหการกระจายตัวของยีนผิดรูปแบบ (Ford 

and Taylor, 2003) และมีขอมูลนอยในการประเมินระยะทางของพันธุกรรม (Tingey and Tufo, 

1993) ดังนั้นจึงควรสรางแผนที่ทางพันธุกรรมจากลูกผสมที่ไดจากการผสมภายในชนิดและ

ระหวางสายพันธุของพืช ซึ่งจะชวยลดจํานวนประชากรลูกผสมที่เกิดจาก recombination หรือการ

เรียงตัวของแทงโครโมโซมที่ทําใหการกระจายตัวของยีนผิดรูปแบบ เนื่องจากเครื่องหมายอารเอพี

ดีเปน dominant marker ไมสามารถแยกลักษณะที่เปนโฮโมไซกัสออกจากเฮตเทอโรไซกัสได ทําให

การสรางแผนที่ทางพันธุกรรมของลักษณะพืชที่ถูกควบคุมดวยหลายยีน ซึ่งเปนลักษณะทาง

ปริมาณนั้นจะทําไดยาก (Waugh and Powell, 1992) เพราะเมื่อตรวจสอบการกระจายตัวของยีน

ในลูกรุน F2 ยีนจะถูกแยกออกไปอยูโครโมโซมตางแทงกัน จึงทําใหมีขอมูลไมเพียงพอในการ

ประเมินระยะทางของพันธุกรรม จําเปนตองคัดเลือกเครื่องหมายอารเอพีดีที่เชื่อมอยูดวยกันเปนคู 

(coupling) เมื่อเกิดการกระจายตัวของยีนในลูกรุน F2 เครื่องหมายดีเอ็นเอจะไปเชื่อมอยูกับยีนบน

ตําแหนงของโครโมโซมแทงเดียวกัน ทําใหตรวจสอบไดในประชากรลูกผสมที่เกิด recombination 

หรือเนื้อเยื่อที่อยูในระยะแฮพพลอยด (haploid) หรือแกมีโตไฟต (gametophyte) (Tingey and 

Tufo, 1993) 
 

2.7.3 ใชในการคนหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีเชื่อมอยูกับลักษณะหรือยีนท่ีสําคัญ 

การประยุกตใชเทคนิคอารเอพีดีในการคนหาเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับลักษณะ

หรือยีนที่สําคัญโดยการวิเคราะหจากสายพันธุพืชที่เปน near-isogenic line (NILs) สามารถ

คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับลักษณะที่ตองการหรือยีนที่สนใจไดอยางรวดเรว็และ

แมนยํา (Waugh and Powell, 1992) และยังใชคัดเลือกหรือระบุตําแหนงยีนที่นําเขาหรือผสมกับ

พืช 2 สายพันธุที่เปน NILs ได Paran และคณะ (1991) ประสบความสําเร็จในการคัดเลือก

เคร่ืองหมายอารเอพีดีที่เชื่อมอยูกับยีนที่ควบคุมลักษณะการตานทานตอเชื้อรา (downy mildew: Dm) 

ประกอบดวยยีน Dm1, Dm3 และ Dm11 ในผักกาดหอม (Lactuca sativa) โดยใชสายพันธุ

ผักกาดหอมที่เปน NILs พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 4 เครื่องหมาย เชื่อมอยูกับยีน Dm1 

และ Dm3 และ 6 เคร่ืองหมายเชื่อมอยูกับยีน Dm11 อยางไรก็ตามเครื่องหมายอารเอพีดีที่ใช

วิเคราะหพืชที่เปน NILs มีขอเสีย คือ การคัดเลือกลักษณะหรือยีนที่อยูในพืชที่เปน NILs นั้นทําได

ยาก และการสราง near-isogenic line ตองมีการผสมกลับหลายชั่วรุนและยีนบางสวนของของ
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จีโนมพอ-แมไมไดรวมอยูในสายพันธุ NILs ทําใหเครื่องหมายดีเอ็นเอที่คัดเลือกไดจาก NILs 

ไมไดเชื่อมอยูกับลักษณะหรือยีนที่เราตองการ (Tingey and Tufo, 1993) จึงมีการประยุกตวิธีการ

ของเทคนิคอารเอพีดีมาวิเคราะหดีเอ็นเอรวม (bulk segregant analysis: BSA) เปนวิธีที่ใชในการ

คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอไดอยางจําเพาะ และรวดเร็วจากจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่สนใจ จาก

การเปรียบเทียบตัวอยางดีเอ็นเอ 2 กลุม ที่มีการกระจายตัวอยางจําเพาะ Michelmore และคณะ  

(1991) คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เชื่อมอยูกับยีนที่ตานทานตอเชื้อราจํานวน 5 ยีน คือ Dm1, 

Dm3, Dm4, Dm5/8, Dm7 และ Dm13 ในผักกาดหอมดวยเทคนิคอารเอพีดี โดยการวิเคราะหผล

แบบ bulk segregant analysis  พบเครื่องหมายอารเอพีดีจํานวน 3 เครื่องหมาย เชื่อมอยูกับยีน 

Dm5/8 บนแผนที่ทางพันธุกรรมของผักกาดหอม Garcia และคณะ (1996) คัดเลือกเครื่องหมายอาร

เอพีดีที่เชื่อมอยูกับยีนที่ตานทานตอโรคไสเดือนฝอย (Meloidogyne aranaria) ในถั่วลิสงจํานวน 2 

ยีน ประกอบดวยยีนที่ตานทานตอโรคไสเดือนฝอยในชวงการสรางไข คือ Mae และยีนที่ตานทาน

ตอโรคไสเดือนฝอยในชวงการสรางปม คือ Mag จากการผสมระหวางถั่วลิสง A. duranensis กับถั่ว

ลิสงพันธุปลูก โดยวิธีการ bulk segregant analysis พบเครื่องหมายอารเอพีดี Z3/265 เชื่อมอยู

กับยีน Mae กับ Mag ที่ระยะทาง 10 และ 14 เซนติโมแกน ตามลําดับ  
 

2.8 การสรางสายวิวัฒนาการแบบตนไม 

 ปรีชา (2551) รายงานวาความสัมพันธทางวิวัฒนาการนั้นสามารถใชขอมูลจากการ

เปรียบเทียบ “orthologous genes” หรือโปรตีนที่กําหนดการสรางโดยยีนเดียวกันและสรางเปน 

“phylogenetic tree” ซึ่งแบงออกเปน “molecular phylogenetic tree” ที่อธิบายการเปลี่ยนแปลง

ของนิวคลีโอไทดหรือกรดอะมิโนในระหวางการเกิดการเปลี่ยนแปลงวิวัฒนาการและ “species 

phylogenetic tree” ซึ่งแสดงถึงความสัมพันธทางพันธุกรรมในระดับสปชีสของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษา 

คําวา “ทรี (tree)” หมายถึง แผนภูมิแบบตนไมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม ในธรรมชาติ 

สิ่งมีชีวิตมีความแตกตางหรือคลายคลึงระหวางกันและกันอยูแลว ถาจะมีการศึกษาการจัด

หมวดหมูของสิ่งมีชีวิตโดยใชหลักเกณฑตางๆ ที่มนุษยตั้งขึ้น ทําใหเกิดศาสตรใหมเรียกศาสตรนีว้า 

ซิสเต็มมาติกส (systematic study) นักชีววิทยาที่สนใจศาสตรนี้มีความคุนเคยกับแผนภูมิหรือเดน

โดแกรม (Dendrogram) หรือไฟโลจิเนติกทรี (phylogenetic tree) หรือ กิ่งไมวิวัฒนาการ ที่เกิด

จากการวิเคราะหขอมูลที่เปนตัวเลขโดยการใชโปรแกรมสําเร็จรูปที่ใชกับคอมพิวเตอร เดนโดแกรม

เปนคําที่ใชเรียกแผนภูมิที่แสดงถึงความสัมพันธในเชิงพันธุกรรม แผนภูมินี้เปนสิ่งสะทอนใหเห็น

ภาพรวมๆ ของสิ่งมีชีวิตที่ศึกษาวามีความสัมพันธระหวางกันและกันมากนอยเทาใด หรือสะทอน

ใหเห็นประวัติความเปนมาในทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตที่ใชในการศึกษาในระดับวงศ ระดับวงศ
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ยอย หรือ ระดับสกุล เปนตน ระเบียบวิธีการสําหรับใชในการศึกษาการจัดระบบของสิ่งมีชีวิต โดย

การสรางแผนภูมิในลักษณะเชนนี้สามารถแบงออกเปนวิธีหลักๆ สองวิธีคือ “Phenetic approach” 

และ “Cladistic approach” โดยหลักการพื้นฐานแลววิธีแรกนั้นจะมองภาพรวมความเหมือนกัน

ของสิ่งมีชีวิตที่ใชศึกษาวามีความเหมือนกันมากนอยจากขอมูลทางลักษณะทางสณัฐานวทิยาหรอื

ขอมูลของยีนหรือดีเอ็นเอในขณะที่วิธีหล ังนั ้นจะมีการพิจารณาถึงขอมูลทั ้งสองแบบนั้น 

(สัณฐานวิทยาและยีนหรือลําดับนิวคลีโอไทดของดีเอ็นเอ) ในบริบทของสถานภาพของลักษณะ

หรือ เรียกวา “character state” ของแตละลักษณะที่ศึกษาวาลักษณะที่ปรากฏใหเห็นในสิ่งมีชีวิต

ที่ศึกษานั้นเปนแบบดั้งเดิม (primitive) หรือเปนแบบที่เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมแลว (derived 

character) นับวาเปนวิธีที่คอนขางจะซับซอนมากกวาวิธีแรก ในกระบวนการ “จัดการขอมูล” กอน

จะนําไปสูการวิเคราะหโดยใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางพันธุกรรมเพื่อสรางเปนแผนภูมิที่เปนผลลัพธ

ออกมาใชในการแปลผลเพื่อใชในการอธิบายความสัมพันธที่ปรากฏตามแผนภูมิ  

 อรุณรัตน (2547) กลาววา phylogenetic tree หมายถึงแบบแผนที่แสดงใหเห็นถึง

ความสัมพันธทางสายวิวัฒนาการระหวางหนวยอนุกรมวิธานจะทําใหเกิดความเขาใจถึง

ประวัติของสิ่งมีชีวิตนั้น แตคําวาประวัตินั้นคือสิ ่งที่เกิดขึ ้นและผานมาแลวทิ้งไวแตเพียง

รองรอยที่เปนเครื่องบงบอกวามีเหตุการณเชนนั้นเกิดขึ้นจริง นักวิทยาศาสตรจึงนาํรองรอยที่

เปนเคร่ืองบงชี้เหลานี้มาสรางสมมติฐานซึ่งเปนรูปแบบเฉพาะของประวัติสิ่งมีชีวิต เรียกวา 

Phylogenetic tree นั่นเอง ซึ่งเปนรูปแบบหรือสัญลักษณที่ทําใหมองเห็นความสัมพันธทาง

สายวิวัฒนาการระหวางกลุมของสิ่งมีชีวิตนั้นได 

 

 
 

ภาพที่ 2.1 ภาพแสดงสวนประกอบของแผนภูมิกิ่งไม 

                     ที่มา : เจษฎา เดนดวงบริพนัธ, 2545 
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Topology หมายถึงแผนภูมกิิ่งไมที่มีการแตกกิ่งออกไป 

Root   หมายถึงบรรพบุรุษรวมกนัของหนวยอนุกรมวิธานใน topology น้ัน 

Nodes  คือหนวยอนุกรมวิธานซึ่งอาจจะเปนสิ่งมีชีวิตที่ยังมชีีวิตอยูหรือเปน บรรพบุรุษ

Branch  หมายถึงตัวที่กําหนดความสัมพนัธระหวางหนวยอนุกรมวิธานในรูปของลกูหลาน  

                         หรือ บรรพบุรุษ 

Branch length แทนจํานวนของการเปลี่ยนแปลงทีเ่กิดขึน้ใน branch 

 

 

  

 

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

    ท่ีมา : เจษฎา เดนดวงบริพันธ, 2545 

 

Unrooted tree (A) เปนแผนภูมทิี่แสดงถึงความสัมพันธระหวางสิง่มีชีวิต A B C และ D 

เทานัน้ ไมไดบอกถึงลําดับเหตุการณของวิวัฒนาการที่เปลี่ยนแปลงมาของยนี A  B  C  และ D 

แผนภูมินีย้ังบงบอกถึงความสัมพนัธระหวางยีน 4 ชนิดทีฮ่อมอโลกสักัน topology ประกอบดวย 4 

external nodes (A B C และ D) แตละ node เปนตัวแทนของยีน 4 ชนิด และมี 2 internal node 

(e  และ f) ซึ่งเปนตัวแทนบรรพบุรษุของทั้งสี่ยนี สวน b r a n c h  l e n g t h s  บงบอกถึงระดับ 

ของความแตกตางทางวิวัฒนาการระหวางยีนทั้งสี่นี้  

Rooted tree (B) เปนแผนภูมทิี่บอกถึงลําดบัเหตุการณของวิวัฒนาการทีส่รุปไดจาก

ขอมลูทีน่ํามาศึกษาและอาจจะไมใชแผนภูมิที่ถกูตองก็ได หรือเปนแผนภูมทิี่บอกถึงลําดบั

เหตุการณทางวิวัฒนาการทีเ่กิดขึน้จรงิ phylogenetic analysis นี้ตองมี out group อยางนอย 1 group  

ความแตกตางของ gene tree และ species tree คือเมือ่ใชขอมลูระดับโมเลกลุมาสราง 

gene tree จะไดแผนภูมิทีถู่กตองกวา species tree ซึ่งใชขอมลูที่ไดจากการเปรียบเทียบลกัษณะ

A B 
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ทางสัณฐานวิทยา gene tree ไมใช species tree แตก็อธิบายไดวา internal node ใน gene tree 

บงบอกถึงความแตกตางของยนี บรรพบุรษุทีแ่ยกออกไปเปน 2 ยีนซึง่มี DNA sequence แตกตาง

กันโดยมกัเปนผลมาจากมิวเทชัน internal node สวน species tree จะแสดงใหเห็นถึงเหตุการณที่

เกิดสปชสีใหม (speciation event) คือ บริเวณที่ประชากรของ ancestral species แยกออกไป

เปนสิ่งมชีีวิต 2 กลุมที่ไมสามารถผสมพนัธุกนัไดอกี 
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บทที่ 3 

อุปกรณและวิธีการ 

 
3.1 ครุภัณฑและสารเคมี 

3.1.1 ครุภัณฑ 

ชื่อครุภัณฑ     ยี่หอ/รุน 

              ตูเย็น (Refrigerator)    Tochiba 

              หมอนึ่งความดัน (Autoclave)   Hirayama รุน HVE 50 

เคร่ืองชั่ง (Balance)    Denver รุน SI-234 

เคร่ืองเซนตริฟวจ           Hettich zentrifugen (Universal 32R) 

เคร่ืองพีซอีาร             Thermo hybaid PCR Express  

เคร่ืองอเิล็กโตรโฟเรซสีแบบแนวนอน   Bio Rad 

เตาไมโครเวฟ (Microwave oven)  Sharp 

อางควบคุมอุณหภูม ิ    Water bath รุน GFL 1083 

เคร่ืองเขยาผสมสาร    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 การเก็บตัวอยางพืชสกุลฮอม 

นําตัวอยางพืชสกุลฮอมทั้งหมด 12 ตัวอยาง ที่พบในเขตภาคเหนือของประเทศไทย โดย

จํานวนชนิดและสถานที่เก็บตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 3.1 จากนั้นนํามาการศึกษาลักษณะทาง

สัณฐานวิทยาเพื่อเปรียบเทียบลักษณะที่เกิดขึ้น 
 

   ตารางที่ 3.1 ชนิดและสถานที่เก็บตัวอยางของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 

ลําดับที ่ ชื่อวิทยาศาสตร สถานทีเ่ก็บตัวอยางพืช 

1 Strobilanthes Cusia BCM  สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต  จังหวัดเชียงใหม 

2 Strobilanthes Cusia KPH บานนาคูหา จังหวัดแพร 

3 Strobilanthes Cusia NPH บานนาตอง จังหวัดแพร 

4 Strobilanthes Cusia HPH บานหวยฮอม จังหวัดแพร 

5 Strobilanthes sp.1 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

6 Strobilanthes sp.2 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

7 Strobilanthes sp.3 BCM สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 

8 Strobilanthes sp.4 KLP อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

9 Strobilanthes sp.5 HCM หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

10 Strobilanthes sp.6 HCM  หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

11 Strobilanthes sp.8 KLP อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

12 Strobilanthes sp.9 PCM โครงการหลวงผามอนลอง จังหวัดเชียงใหม 
 

หมายเหตุ BCM = สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม KPH = บานนาคูหา จังหวัดแพร 

    NPH = บานนาตอง จังหวัดแพร      HPH = บานหวยฮอม จังหวัดแพร 

    KLP = อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง     HCM = หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม  

 

3.3 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนพืชสกุลฮอม ดวยน้ํายาสําเร็จรูป 

น้ํายาสําเร็จรูปที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอจากใบพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ในคร้ังนี้

เปนผลิตภัณฑของบริษัท ธีระเทรดด้ิง จํากัด ประเทศไทย ชื่อชุดน้ํายา Plant Grenomic DNA Mini 

Kits ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอมีดังนี้  

ชั่งเนื้อเยื่อใบพืชสกุลฮอมใหไดน้ําหนัก 0.03 กรัม เติม GPX1 buffer 600 ไมโคลิตร และ 

RNans A (10 mg/ml) 5 ไมโคลิตร ลงในหลอดตัวอยาง นําไปบมที่อุณหภูมิและนําไปบมในน้ําแข็ง
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เปนเวลา 3 นาที และบมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง กลับหลอดทุก 5 นาที เติม

สารละลาย GP2 buffer 100 ไมโคลิตร และนําไปบมในน้ําแข็งเปนเวลา 3 นาที เมื่อครบเวลานําไป

ปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 8000 rpm เปนเวลา 2 นาที ดูดสารละลายลงใน Filter column สีมวง 

แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3000 rpm เปนเวลา 1 นาที ดูดสารละลายที่อยูในหลอด 2 ml 

collection tube ใสลงในหลอด 1.5 ml collection tube หลอดใหมปรับปริมาตรใหได 450 

ไมโครลิตร เติมสารละลาย GP3 buffe 675 ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาใหสารละลายเขากัน แลว

ดูดสารละลายปริมาตร 650ไมโครลิตร ในหลอด Filter column สีขาว นําไปปนเหว่ียงที่ 13000 

rpm เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง แลวเติม W1 buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรนําไปปน

เหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 1 นาที ทิ้งสารละลายที่อยูในสวน collection tubeเติม

สารละลาย Wash bufferปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm 

เปนเวลา 1 นาทีเติมสารละลาย Wash bufferปริมาตร 600 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหว่ียงที่

ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่ผาน collection tube ทิ้งนําไปปนเหวี่ยงที่

ความเร็ว 13000 rpm เปนเวลา 2 นาที เพื่อให column matrix แหง จากนั้นเติมสารละลาย 

Elution buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ที่บมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ทิ้งไวประมาณ 3-5 

เพื่อให matrix ดูดซึมสารละลาย Elution buffer แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 13000 rpm เปน

เวลา 1 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอที่ผาน column matrix ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ

นํามาตรวจสอบผลดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide จากนั้นนําไปสอง

ภายใตกลองแสง  อุลตราไวโอเล็ต (UV light) และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล 

 

3.4 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

เทคนิคชีววิทยาระดับโมเลกุลที่นํามาใชในการสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมคร้ัง

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

et al., 1990 และใชไพรเมอรของบริษัท Operon Technology จากบริษัทธีระเทรดดิ้ง จํากัด 

ประเทศไทย   โดยคัดเลือกไพรเมอรมาจากรายงานการวิจัยของการใชเทคนิค RAPD ในการสราง

ลายพิมพดี เอ็นเอของพืชในสกุลที่ใกลเคียงกันกับพืชสกุลฮอม ซึ่ งอยู ในวงศเดียวกันคือ 

Acanthaceae โดยคัดเลือกไพรเมอรจํานวน 12 เสน แตละเสนประกอบดวยนิวคลีโอไทดจํานวน 

10 เบส และไพรเมอรทุกเสนมีรายระเอียดดังตารางที่ 3.2 
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ตารางที่ 3.2 ไพรเมอรและลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรที่นํามาตรวจสอบ 

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    
 

ในวิเคราะหลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดีนั้นมีสวนประกอบ

และความเขมขนของสารละลายที่เหมาะสมตอการทําปฏิกิริยาพีซีอารดังนี้ ตารางที่ 3.3 
 

ตารางที่ 3.3 สวนประกอบและความเข็มขนหรือปริมาณสารสุดทายของสารละลายในปฏิกิริยาอารเอพดี ี

สวนประกอบของสารละลาย 

 

ปริมาตรตอหลอด 

(ไมโครลิตร) 

ความเขมขนสุดทายหรอื

ปริมาณสารสดุทาย 

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 - 
 

 ผสมสวนประกอบของสารละลายในปฏิกิริยาพีซีอารใหเขากันในหลอดทดลองขนาด 0.5 

มิลลิลิตร และนําเขาเคร่ืองพีซีอาร โดยมีรายระเอียดของการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิดังนี้ 

ขั้นที่ 1 Predenaturetion ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 นาที จํานวน 1 รอบ 

ขั้นที่ 2 Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
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Annealing ที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 

Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 นาที 

จํานวน 40 รอบ 

 ขั้นที่ 3 Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที จํานวน 1 รอบ 

 เก็บสารละลายผสมผลผลิตของปฏิกิริยาพีซีอาร (PCR products) ที่อุณหภูมิ -20 องศา

เซลเซียส และนําไปตรวจสอบผลดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมด 

 

3.5 การตรวจสอบผลจากปฏิกิริยาอารเอพีดีดวยเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซีส 
3.5.1 การตรวจสอบผลดวย 1.5% (w/v) agarose gel  

ชั่ง agarose ใหไดน้ําหนัก 1.20 กรัม ใสลงใน 1X TBE buffer (สวนประกอบภาคผนวก ก 

) ในปริมาตร 80 มิลลิลิตร แลวตมจนเดือด เม่ืออุณหภูมิของสารละลาย agarose ลดลงที่ปริมาณ 

50 องศาเซลเซียส เติมสารละลาย ethidium bromide 3 ไมโครลิตร นําไปเทในถาดเจลที่เตรียมไว 

และเสียบหวีเมื่อเจลแข็งตัวดีแลวถอดหวีออก วางเจลลงในเครื่องอิเล็กโตรโฟเรซีสแบบแนวนอน 

หยอดดีเอ็นเอของ 1 kb DNA ladder ที่ทราบจํานวนชิ้นและขนาดของแตละชิ้น และตัวอยางที่

ตองการวิเคราะหลงในแตละรองหวีใหกระแสไฟฟาที่ 100 โวลต เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นนําไป

สองภายใตแสงอุลตราไวโอเล็ต และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล 

 

3.6 การเก็บรวบรวมและวิเคราะหขอมูลจากลายพิมพดีเอ็นเอ 

 วัดระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐานและชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง จากนัน้นาํชิ้นดี

เอ็นเอมาตรฐานไปสรางกราฟมาตรฐานโดยการ Take log ฐาน 10 ก็จะไดกราฟมาตรฐานของชิ้น

ดีเอ็นเอมาตรฐาน เพื่อใชเปรียบเทียบกับชิ้นดีเอ็นเอของตัวอยางพืชสกุลฮอมแตละชิ้น หลังจากที่

ไดกราฟมาตรฐานแลวก็ทําการวัดระยะทางการเคลื่อนที่ของตัวอยางพืชสกุลฮอมแตละชิ้น เพื่อ

นําไปคํานวณหาขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง จากนั้นเปรียบเทียบขนาดน้ําหนัก

โมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยางจากระยะทางการเคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอมาตรฐาน เม่ือไดคาการ

เคลื่อนที่ของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยางแลวนําคาที่ได Take log ฐาน 10 กลับก็จะไดคาขนาดน้ําหนัก

โมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตัวอยาง 

 

3.7 สถานท่ีทําการทดลอง 

 สถานที่ทําการทดลอง โดยจะทําการสกัดดีเอ็นเอ ณ อาคารปฏิบัติการวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยี มหาวิทยาลัยแมโจ-แพร เฉลิมพระเกียรติ ตําบทแมทราย อําเภอรองกวาง จังหวัดแพร 
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54140 แลวนําดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็นเอ และทําการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่

สกัดไดดวยเครื่องพีซีอาร และบันทึกภาพดวยกลองถายภาพเจล ณ ศูนยวิจัยขาวแพร ต.แมคํามี      

อ.เมือง จ.แพร    

 

3.8. ระยะเวลาทําการวิจัยและแผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย 

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

แผนการดําเนินการวิจัยเปนดังนี้ 

หัวขอ 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. สํารวจและเก็บตัวอยาง

พืช 

            

2. สกัดดเีอน็เอพชืสกลุ

ฮอม 

            

3. สรางลายพิมพดเีอน็เอ

ของพืชสกลุฮอม 

            

4. วิเคราะหลายพิมพดี

เอน็เอของพืชสกลุฮอม 

            

5. สรุปรายงานการวิจัย             
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

 จากการศึกษาสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมในบริเวณภาคเหนือของประเทศไทย จาํนวน 

12 ตัวอยาง พบวาพืชสกุลฮอมมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาดังนี้ 

 

 4.1.1 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes Cusia BCM, KPH, NPH และ HPH   

เปนไมพุม ลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีสีน้ําตาล มี Node และขอปลอง ไมมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวเรียงตัวตรงขามกัน ไมพบหูใบ ลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบทรงกลมโคน

ใบเรียวยาวขอบใบหยักเสนกลางใบ ยาวประมาณ 6-10 เซนติเมตร ใบกวาง 6-10 เซนติเมตร กาน

ใบยาว 12 เซนติเมตร มีเสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนง ลักษณะหนาใบและหลังใบไมมีขน หนึ่งตนมี 5-

20 ใบ เปนดอกชอ ดอกสีมวงไมมีขน พบบริเวณ จังหวัดแพร 

 

4.1.2 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 1 BCM 

เปนไมพุม ลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร ลําตนสีเขียวมีขอปลองและ Nodeไมมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวเรียงตัวแบบตรงขามกัน มีหูใบ 20 ใบหรือมากกวา ลักษณะใบทรงกลม ปลาย

ใบทรงกลม โคนใบเรียวยาวขอบใบหยักกานใบยาว 11 เซนติเมตรหรือมากกวา เสนกลางใบ ยาว 

6-10 เซนติเมตรมีเสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตร ลักษณะหนาใบและหลังใบ

ไมมีขน หนึ่งตนมีใบ 21-40 ใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอสีขาวมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต 

จังหวัดเชียงใหม 

 

4.1.3 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 2 BCM 

เปนพืชไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร ลําตนสีน้ําตาลมีขอปลองและ Node  ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียว และเรียงตัวตรงขามกันหูใบมี 6-10 ใบ ลักษณะใบเรียวยาวปลายใบแหลม

โคนใบทรงกลมขอบใบหยักกานใบยาว 11 เซนติเมตรหรือมากกวา เสนแขนงมี 8-14 เสน เสน

กลางใบ ยาว 6-10 เซนติเมตรและใบกวาง 6-10 เซนติเมตร หนึ่งตน 5-20 ใบมีขนเฉพาะหนาใบ

เทานั้น เปนดอกชอมีสีขาวแกลมมวงไมมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริกิตต จังหวัดเชียงใหม 
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4.1.4 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 3 BCM 

เปนพืชไมเลื้อยมีลําตนสูง 66 เซนติเมตรหรือมากกวานั้นมีขอปลองและ Node ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามพบหูใบมี 20 ใบหรือมากกวาลักษณะใบเรียวแหลมปลาย

หอกโคนใบเปนแบบตัดและขอบใบเรียบ มีกานใบยาว 11 เซนติเมตรโดยประมาณมีเสนแขนงที่ใบ

มี 15-20 แขนงเสนกลางใบ ยาว 6-10 เซนติเมตรใบกวาง 6-10 เซนติเมตรซึ่งหนึ่งตนมีใบ 41-50 

ใบมีขนที่เฉพาะหนาใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอดอกมีสีมวงไมมีขน พบที่สวนพฤกษศาสตรสิริ

กิตต จังหวัดเชียงใหม 

 

4.1.5 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 4 KLP 

เปนไมพุมมีลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนมีสีมวงแดงไมมีขน

ลักษณะของใบเปนพืชใบเลี้ยงคูและใบมีการเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหูใบ

ใบมีลักษณะเรียวแหลมปลายใบเปนลักษณะทรงกลมมีโคนใบเปนทรงกลมกานใบยาว 1-10 

เซนติเมตร เสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร ใบกวาง 1-5 เซนติเมตร 

ขอบใบหยัก หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบพบขนที่หนาใบแตไมพบที่หลังใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอออก

ดอกเปนสีมวงไมมีขน พบที่อุทยานแหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

 

4.1.6 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 5 HCM 

เปนไมพุมลําตนสูง 10-25 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีมวงแดงไมมีขน ใบมี

การเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามพบหูใบมี 6-10 ใบลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบ

แหลมโคนใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 12 เซนติเมตร มีเสนแขนง 8-14 แขนงเสนกลางใบ ยาว 11-

15 เซนติเมตรใบกวาง 6-10 เซนติเมตร ขอบใบเรียบ  หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบไมพบขนทั้งหนาใบและ

หลังใบ ลักษณะดอกเปนดอกชอออกดอกเปนสีขาวแกลมมวงไมมีขน พบที่หวยน้ําดัง จังหวัด

เชียงใหม 

 
4.1.7 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 6 HCM 

เปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน ใบมีการ

เรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหูใบมีลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบแหลมโคน

ใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 11 เซนติเมตร หรือมากกวาเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร เสนแขนง



 

 

32

ที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตรขอบใบหยักมีขนทั้งหนาใบและหลังใบ และหนึ่งตนมีใบ 

5-20 ใบ ลักษณะดอกออกเปนชอ ดอกมีสีมวงมีขน พบที่หวยน้ําดัง จังหวัดเชียงใหม 

 
4.1.8 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 8 KLP 

เปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน ใบมีขน

ออนนุม และสากเล็กนอย ใบมีสีเขียว เรียงแบบตรงขาม และหนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบ ขอบใบหยัก ลํา

ตนมีขน บริเวณชอดอกมีขนออนสีขาว ออกดอกเปนชอ และกลีบดอกมีสีมวง พบที่อุทยาน

แหงชาติขุนตาล จังหวัดลําปาง 

 
4.1.9 สัณฐานวิทยาของ Strobilanthes sp. 9 PCM 

มีลักษณะเปนไมพุมลําตนสูง 26-45 เซนติเมตร มีขอปลองและ Node ลําตนสีเขียวมีขน

ลักษณะของใบเปนพืชใบเลี้ยงคูและใบมีการเรียงตัวเพียงใบเดียวและเรียงตัวตรงขามไมพบหใูบมี

ลักษณะใบเปนทรงกลมปลายใบแหลมโคนใบเปนเรียวยาวกานใบยาว 11 เซนติเมตร หรือ

มากกวาเสนกลางใบ ยาว 1-5 เซนติเมตร เสนแขนงที่ใบมี 1-7 แขนงใบกวาง 6-10 เซนติเมตรขอบ

ใบหยักมีขนทั้งหนาใบและหลังใบและ หนึ่งตนมีใบ 5-20 ใบ ลักษณะดอกออกเปนชอ ดอกมีสีมวง

มีขน พบที่โครงการหลวงผามอนลอง จังหวัดเชียงใหม 
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ภาพที่ 4.1 ลักษณะของพชืสกลุฮอมชนิดตางๆ   (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 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

 จากการสกัดดีเอ็นเอออกจากใบพชืสกลุฮอมน้ําหนกั 0.03 กรัม ของพชืสกลุฮอมจํานวน 

12 ตัวอยาง 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

ดวย 1.5% agarose gel และยอมดวยสารละลาย ethidium bromide พบลักษณะของแถบดีเอ็น

เอมีลักษณะสมบูรณ ไมการฉีกขาดของสายดีเอ็นเอ และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุล คือประมาณ 10 

กิโลเบส เมื่อวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยการเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (รูปที่ 4.2) 

ดังนั้นปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดดวยน้ํายาสําเร็จรูป Plant Grenomic DNA Mini Kits มีปริมาณ

เพียงพอตอการเปนแมแบบในการนําไปสรางลายพิมพดีเอ็นเอ ของพืชสกุลฮอมดวยเทคนิคอารเอพดี ี

รูปที่ 4.2 ดีเอ็นเอทีส่กัดไดจากพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง เมื่อตรวจสอบผลดวย  

  1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
 

4.2 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

 จากการใชไพรเมอรจํานวน 13 เสน 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

ของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 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 ดวยปฏิกิริยาอารเอพีดีตามวิธีการของ William et al. 

(1990) เพื่อสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมจากการตรวจสอบผลดวย 1.5% (w/v) 

agarose gel และยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบไมด พบวา ไพรเมอรจํานวน 6 เสน คือ KBC-

09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10, KPJ-20 ไมสามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอไดเนื่องจาก

นิวคลีโอไทดของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมและไมสามารถจับกับนิวคลีโอไทดของพืชสกุลฮอม  และ

มีไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, KPW-03 

และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอได ซึ่งไพรเมอรแตละเสนใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอและ

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลที่แตกตางกันไป โดยใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 12-27 ชิ้น คือ ไพรเมอร 

KPA-03 ใหจํานวนชิ้น ดีเอ็นเอ 19 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 933-3090 คูเบส ไพร

เมอร KPB-11 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 19 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 562-10000 คูเบส 

ไพรเมอร KPB-12 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 25 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 562-8000 คู

เบสไพรเมอร KPJ-12 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 12 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 500-3020 

คูเบส ไพรเมอร KPJ-13 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 20 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 501-

3162 คูเบส ไพรเมอร KPW-03 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 18 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 

524-2692 คูเบสและไพรเมอร KPW-09 ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอ 18 ชิ้น มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยู

ระหวาง 500-3090 คูเบส ซึ่งไพรเมอรจํานวน 7 เสน ใหจํานวนชิ้นดีเอ็นเอรวมทั้งหมด 131 ชิ้น 

เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-10000 คู

เบส ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 

ตารางที่ 4.1 จํานวนไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดีของพืชสกุลฮอม 

                     จํานวน 12 ตัวอยาง  

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 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPA-03 ที่ไดจาก 

  การวิเคราะหดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.2 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.3 

ชิ้นที ่

ขนาดนํ้าหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

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 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที ่
การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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 



 

 

38

รูปที่ 4.4 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPB-11  

              ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.4 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.4 
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ชิ้นที่ 
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

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 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPB-12  

              ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.6 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกลุของชิน้ดเีอน็เอตามภาพที่ 4.5 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
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 เปนตัวเลข 0 และ 1 

ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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 ลายพิมพดเีอ็นเอของพชืสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPJ-12  

            ที่ไดจากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางที่ 4.8 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกลุของชิน้ดเีอน็เอตามภาพที่ 4.6 
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ชิ้นที่ 
ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 

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 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่ 
การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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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                    Size (Kb) 

รูปที่ 4.7 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPJ-13 ที่ไดจาก 

   การวิเคราะหดวย 1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.10 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.7 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
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 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่  

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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 
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Size (Kb) 

รูปที่ 4.8 ลายพิมพดเีอน็เอของพชืสกลุฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPW-03 ที่ไดจาก 

  การวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.12 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.8 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอ (คูเบส) 
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 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 

ชิ้นที่  

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของช้ินดีเอ็นเอ (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 ลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ดวยไพรเมอร KPW-09 ที่ได 

     จากการวิเคราะหดวย1.5% agarose gel ที่ยอมดวย ethidium bromide 
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ตารางที่ 4.14 จํานวนและขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอตามภาพที่ 4.9 

ชิ้นที่ 

ขนาดน้ําหนักโมเลกุลของช้ินดีเอ็นเอ (คูเบส) 
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 เปนตัวเลข 0 และ 1 
 
ชิ้นที่ 

การปรากฏ (1) และไมปรากฏของชิ้นดีเอ็นเอ (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 การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 
    จากการนําชิ้นดีเอ็นเอที่ไดจากลายพิมพดีเอ็นเอที่ไดจากไพรเมอรจํานวน 7 เสน มา

แปลงเปนขอมูลคาคะแนน 0 และ 1 มาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางพืชสกุลฮอมจํานวน 

12 ตัวอยาง โดยวิธี UPGMA ของ Dice ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYpc version 2.10X ไดเดน

โดรแกรมที่แสดงความสัมพันธทางพันธุกรรม ที่คาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรม

ประมาณ 0.30 สามารถแบงพืชสกุลฮอมออกเปน 4 กลุม คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, 

S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมทีใ่กลชดิกนั 

และในกลุมนี้ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอม

ชนิด S. sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP 

และ S. sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คือ S. sp.9 PCM (ภาพที่ 4.10) 

ภาพที่ 4.10 เดนโดแกรมแสดงความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอมจํานวน12 ตัวอยาง 

    เมื่อวิเคราะหดวยโปรแกรมสําเร็จรูป NTSYpc version 2.10X 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง  
 
5.1 ลักษณะสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

จากการเก็บรวมรวบขอมูลสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ไดแก 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

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร มีกิ่งกานสาขา ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย

ละเอียด ดอกออกเปนชอที่ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง 

ซึ่งสอดคลองกัน (Bennett et al., 2551) วาความหลากหลายทางตรงกับรายงานของ (อรุณรัตน, 

2547) วาปจจัยทางสภาพแวดลอมมีบทบาทสําคัญที่นํามาใชในการจัดจําแนกพืช และบงชี้ถึง

ความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชได จะมีลักษณะสัณฐานวิทยาที่คลายคลึงกันและมี

ความสัมพันธที่ใกลชิดกัน อยางไรก็ตาม นันทวรรณ (2550) ไดกลาววาปจจัยทางดาน

สภาพแวดลอมและสัณฐานวิทยาไมได มีผลตอความผันแปรทางพันธุกรรม เพราะพันธุกรรมมี

สภาพความคงตัวสูง จึงสงผลใหไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ดังนั้นการศึกษาดีเอ็น

เอจึงสามารถบงบอกความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตไดดีที่สุด 

จากผลการวิจัยนี้จะเห็นไดวาลักษณะของพืชสกุลฮอมที่แตกตางกันไปนั้น ขึ้นอยูกับพื้นที่

ที่เก็บตัวอยาง มีสภาพอากาศ และ สภาพแวดลอมที่พืชอาศัยอยูแตกตางกัน หรืออาจมีการกลาย

พันธหรือเกิดการผสมขามชนิดหรือสายพันธุ ซึ่งอาจจะเปนการปรับตัวของพืชสกุลฮอมใหเขากับ

สภาพแวดลอมในบริเวณนั้นจึงกอใหเกิดการกลายพันธทางดานลักษณะภายนอก หรืออาจเปนไป

ไดวาเปนฮอมสายพันธเดียวกัน แตลักษณะภายในยังคงเดิม เหมือน วาความหลากหลายทางดน

สัณฐานวิทยาขึ้นอยูกับพื้นที่และธรรมติที่อยูบริเวณนั้นจะทําใหเกิดความแตกตางทางสายพันธ 

และก็ไดกลาวอีกวาปจจัยทางสภาพแวดลอมมีบทบาทสําคัญที่นํามาใชในการจัดจําแนกพืช และ

บงชี้ถึงความสัมพันธทางวิวัฒนาการของพืชได 

 
5.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 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 พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบออนมีลักษณะที่สมบูรณ และมี
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คุณภาพ โดยใหขนาดน้ําหนักโมเลกุลสูง คือ ประมาณ 10 กิโลเบส เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

แลวมีปริมาณดีเอ็นเอของทุกตัวอยางที่สกัดไดมีผลใกลเคียงกันประมาณ 125 นาโนกรัม เนื่องจาก

มีความเขมและความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ไมแตกตางกัน และเนื้อเยื่อพืชที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ

ในครั้งนี้ยังมีอายุนอย ทําใหมีความหนาแนนของเซลลสูง ทําใหไดปริมาณดีเอ็นเอมาก และดีเอ็น

เอที่ไดมีลักษณะของดีเอ็นเอที่มีคุณภาพ สิ่งจําเปนที่ควรคํานึงถึงในการสกัดดีเอ็นเอ คือ อายุของ

เนื้อเยื่อตัวอยางพืชที่นํามาสกัด ควรใชใบออนที่มีอายุนอย และอยูในระยะการเจริญเติบโต 

เนื่องจากเนื้อเยื่อที่มีอายุนอยประกอบดวยเซลลที่มีอัตราการแบงเซลลเกิดขึ้นสูง มีจํานวนเซลล

มาก และมีการสะสมของสารประกอบพวกโพลีแซคคาไรด โปรตีน และสารประกอบฟโนลิคอยู

นอย ทําใหดีเอ็นเอที่สกัดไดมีปริมาณมากและคุณภาพดี (Shaw, 1988; Staub et al., 1996)  

 

5.3 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมดวยปฏิกิริยาอารเอพีดี 

 จากผลการทดลองไพรเมอรจํานวน 13 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPA-05, KPB-10, 

KPB-11, KPB-12, KPJ-11, KPJ-12, KPJ-13, KPJ-20, KPW-03 และ KPW-09 พบวามีไพรเมอร

จํานวน 6 เสน คือ  KBC-09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10 และ KPJ-20 ที่ไมสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอได เพราะลําดับเบสของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมกับลําดับเบสในจีโนมของพืชสกลุ

ฮอม สวนไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, 

KPW-03 และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมด 

131 ช้ิน เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-

10000 คูเบส แสดงวาไพรเมอรจํานวน 7 เสน มีตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับนิวคลี

โอไทดที่อยูในพืชสกุลฮอมประมาณ 131 ตําแหนง มีตําแหนงของลําดับนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคู

สม (complementary) กับลําดับนิวคลีโอไทดที่อยูในจีโนมของพืชสกุลฮอม ทําใหไพรเมอรเขาจับ

กับตําแหนงของเบสบนสายดีเอ็นเอแมแบบไดใน 2 ทิศทางตรงขามกัน จึงทําใหเกิดการสังเคราะห

และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขึ้นมา (Tengey and Tufo, 1993, Waugh and Powell, 1992) 

นอกจากนี้ Tingey and Tufo (1993) และ  Yu และคณะ (1993) ที่กลาวไววาลายพิมพดีเอ็นเอที่

ถูกเพิ่มปริมาณขึ้นมาจากปฏิกิริยาอารเอพีดี จะมีจํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มแตละไพรเมอรจะให

แบบแผนของลายพิมพดีเอ็นเอที่แตกตางกันเนื่องจากพืชสกุลฮอมแตละชนิดมีลําดับนิวคลีโอไทด

ในแตละชนิดที่แตกตางกันไป และ และขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากเทคนิค

อารเอพีดีจะถูกจํากัดขนาดดวยสภาวะอุณหภูมิที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอาร นอกจากนี้การแยกขนาด

ชิ้นดีเอ็นเอดวยเจลตางชนิดกันยังใหจํานวนและขนาดของชิ้นดีเอ็นเอตางกันดวย ถาแยกชิ้นดีเอ็น
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เอดวย agarose gel จะไดชิ้นดีเอ็นเอประมาณ 1-10 ชิ้น/ไพรเมอร ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยู

ระหวาง 100-3,000 คูเบส แตถาแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวย polyacrylamide gel จะไดชิ้นดี

เอ็นเอจํานวนมากกวา คือ อยูระหวาง 40-100 ชิ้น ที่มีขนาดน้ําหนักโมเลกุลอยูระหวาง 6-1,000 คูเบส 

 โดยทั่วไปแลวความคมชัดและจํานวนของชิ้นดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากลายพิมพดีเอ็นเอของ

เทคนิคอารเอพีดีซึ่งถือวาเปนเทคนิคที่ใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบนอย Yu และคณะ (1933) 

รายงานวาปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่ใชในปฏิกิริยาอารเอพีดีจะมีผลโดยตรงตอความคมชัดของชิน้

ดีเอ็นเอที่ถูกเพิ่มปริมาณขึ้นมา ถามีปริมาณดีเอ็นเอแมแบบนอยเกินไปทําใหเกิดความคมชัดของ

ชิ้นดีเอ็นเอนอย และ อาจมีชิ้นดีเอ็นเอบางชิ้นหายไป สวนการใชปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่มาก

เกินไปจะลดประสิทธิภาพของการเกิดปฏิกิริยาอารเอพีดี ทําใหมีชิ้นดีเอ็นเอบางชิ้นหายไป และ

ปริมาณดีเอ็นเอแมแบบที่ใชในปฏิกิริยาอารเอพีดียังขึ้นอยูกับขนาดของจีโนมพืชที่ใชศึกษา 

นอกจากดีเอ็นเอแมแบบจะมีผลโดยตรงตอจํานวนและความคมชัดของชิน้ดเีอน็เอ สารละลายอืน่ๆ 

ที่เปนสวนประกอบในปฏิกิริยาอารเอพีดีเชน ความคมชัดของเอนไซม Taq DNA polymerase, 

ความเขมขนของ dNTP, ความเขมขนของ MgCI2, เปอรเซ็นตเบส G และ C ของไพรเมอร และ

สภาวะของอุณหภูมิที่ใชในปฏิกิริยาพีซีอารก็มีผลตอจํานวนและความคมชัดของช้ินดเีอน็เอเชนกนั 

(Jones and Sutton, 1997, Yu et al., 1933) ซ่ึง Staub และคณะ (1996) รายงานวาสารตางๆ ที่

เปนสวนประกอบในปฏิกิริยาอารเอพีดี เชน สารละลาย 10x PCR buffer ถามีปริมาณมากเกินไป

จะมีผลตอการจับสายดีเอ็นเอแมแบบของไพรเมอร สวนสารละลาย MgCI2, ซึ่งประกอบดวย

ไอออนของ Mg จะมีผลตอความคมชัดของชิ้นดีเอ็นเอ 

 

5.4 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 

 เดนโดรแกรมของพืชสกุลฮอมที่คาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรมประมาณ 0.30 

สามารถแบงพืชสกุลฮอมเปน 4 กลุม คือ คือกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, 

S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพืชชนิดเดียวกันและมีพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน และในกลุมนี้

ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอมชนิด S. 

sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP และ S. 

sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คือ S. sp.9 PCM ซึ่งบงชี้ไดวาฮอมทั้ง 12 ตัวอยาง มี

ความคลายคลึงในลําดับนิวคลีโอไทดต่ํา แสดงวาพืชสกุลฮอมมีความแตกตางทางพันธุกรรมสูง แต

ในขณะที่กลุมที่ 1 ที่ประกอบดวยชนิด S. cusia BCM, S. cusia KPH, S. cusia NPH และ S. cusia 

HPH ซึ่งเปนพืชสกุลฮอมที่เปนชนิดเดียวกัน ซึ่งก็พบวามีความสัมพันธทางพันธุกรรมที่ใกลชิดกัน 
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เนื่องจากถูกจัดอยูในกลุมเดียวกัน และมีคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมสูง โดย 

Wetton และคณะ (1987) รายงานวาคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมของกลุม

สิ่งมีชีวิตจะมีคาตั้งแต 0-1 ซึ่งถามีคาเทากับ 0 แสดงวาลายพิมพดีเอ็นเอที่ศึกษาไมมีชิ้นดีเอ็นเอที่

ปรากฏรวมกันเลย บงชี้วาจีโนมมีลําดับนิวคลีโอไทดแตกตางกันมาก แตเมื่อมีคาเทากับ 1 แสดง

วามีชิ้นดีเอ็นเอที่ปรากฏรวมกัน บงชี้วาจีโนมมีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกันมาก Bohn และ

คณะ (1999)  รายงานวาการประเมินคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรมประเมินจาก

จํานวนชิ้นดีเอ็นเอที่ปรากฏซึ่งคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมที่ไดบงบอกการมีลําดับ

ของนิวคลีโอไทด และตําแหนงยีนที่เหมือนกันในจีโนมของสิ่งมีชีวิต นอกจากนี้นันทวรรณ (2550) 

ยังไดกลาววาปจจัยทางดานสภาพแวดลอมและสัณฐานวิทยาไมได มีผลตอความผันแปรทาง

พันธุกรรม เพราะพันธุกรรมมีสภาพความคงตัวสูง จึงสงผลใหไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงทาง

พันธุกรรม ดังนั้นการศึกษาดีเอ็นเอจึงสามารถบงบอกความสัมพันธทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตได

ดีที่สุด 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

 



 

 

57

บทที่ 6 

สรปุผลการทดลอง และขอเสนอแนะ 
 

6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอม 

 จากการเก็บรวมรวบขอมูลสัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง ไดแก 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

สัณฐานวิทยาของพืชสกุลฮอมโดยสวนใหญมีลักษณะเปนไมพุม ลําตนตั้งตรงสูงประมาณ 50 - 

100 เซนติเมตร มีกิ่งกานสาขา ใบเปนใบเดี่ยวเรียงตรงกันขาม มีรูปวงรี ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย

ละเอียด ดอกออกเปนชอที่ชอกใบมีดอกยอยหลายดอกสีดอกมีทั้งสีขาว สีมวงและสีขาวแกมมวง

  

6.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบออนของพืชสกุลฮอม ดวยนํ้ายาสําเร็จรูป 

 จากการสกัดดีเอ็นของพืชสกุลฮอมจํานวน 12 ตัวอยาง 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 พบวาดีเอ็นเอที่สกัดไดจากใบออนมีลักษณะที่สมบูรณ และมี

คุณภาพ โดยใหขนาดน้ําหนักโมเลกุลสูง คือ ประมาณ 10 กิโลเบส เมื่อเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน

แลวมีปริมาณดีเอ็นเอของทุกตัวอยางที่สกัดไดมีผลใกลเคียงกันประมาณ 125 นาโนกรัม เนื่องจาก

มีความเขมและความคมชัดของแถบดีเอ็นเอที่ไมแตกตางกัน 

 
6.3 การสรางลายพิมพดีเอ็นเอดวยเทคนิคอารเอพีดี 

 จากผลการทดลองไพรเมอรจํานวน 13 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPA-05, KPB-10, 

KPB-11, KPB-12, KPJ-11, KPJ-12, KPJ-13, KPJ-20, KPW-03 และ KPW-09 พบวามีไพรเมอร

จํานวน 6 เสน คือ  KBC-09, KPA-05, KPA-16, KPA-20, KPB-10 และ KPJ-20 ที่ไมสามารถเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอได เพราะลําดับเบสของไพรเมอรไมเปนเบสคูสมกับลําดับเบสในจีโนมของพืชสกลุ

ฮอม สวนไพรเมอรจํานวน 7 เสน คือไพรเมอร KPA-03, KPB-11, KPB-12, KPJ-12, KPJ-13, 

KPW-03 และ KPW-09 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของพืชสกุลฮอมไดจํานวนชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมด 

131 ช้ิน เฉลี่ย 18.71 ชิ้น/ไพรเมอร และมีขนาดน้ําหนักโมเลกุลของชิ้นดีเอ็นเออยูระหวาง 500-

10000 คูเบส แสดงวาไพรเมอรจํานวน 7 เสน มีตําแหนงของนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับนิวคลี

โอไทดที่อยูในพืชสกุลฮอมประมาณ 131 ตําแหนง และใหแบบแผนของชิ้นดีเอ็นเอที่แตกตางกนัไป

ตามชนิดของพืชสกุลฮอม และไพรเมอรจํานวน 7 เสน นั้นมีตําแหนงนิวคลีโอไทดที่เปนเบสคูสมกับ
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นิวคลีโอไทดที่อยูในจีโนมของพืชสกุลฮอมอยูระหวาง 12-25 ตําแหนงทําใหไพรเมอรเขาจับกับ

ตําแหนงของเบสบนสายดีเอ็นเอแมแบบไดใน 2 ทิศทางตรงขามกันจึงทําใหเกิดการสังเคราะหดี

เอ็นเอขึ้นมา 

 

6.4 การหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอม 

เดนโดรแกรมของพืชสกลุฮอมทีค่าสัมประสทิธิ์ความคลายคลึงทางพันธกุรรมประมาณ 0.30 

สามารถแบงพืชสกลุฮอมเปน 4 กลุม คอื คอืกลุมที่ 1 ประกอบดวย S. cusia BCM, S. cusia KPH, 

S. cusia NPH และ S. cusia HPH ซึ่งเปนพชืชนิดเดยีวกนัและมีพนัธุกรรมทีใ่กลชิดกนั และในกลุมนี้

ยังประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.2 BCM และ S. sp.8 KLP   กลุมที่ 2 ประกอบดวยฮอมชนดิ S. 

sp.1 BCM, S. sp.3 BCM และ S. sp.6, กลุมที่ 3 ประกอบดวยฮอมชนิด S. sp.4 KLP และ S. 

sp.5 HCM  และ กลุมที่ 4 มีจํานวน 1 ชนิด คอื S. sp.9 PCM จากกลุมของพืชสกุลฮอมที่ถูกจัด 

อยูในกลุมเดียวกันมีลําดับนิวคลีโอไทดที่คลายคลึงกันและมีความสัมพันธที่ใกลชิดกัน พืชสกลุฮอม

แตละชนิดที่ศึกษามีความแตกตางกันทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทาง

พันธุกรรมในแตละกลุมมีคาต่ํา         

 

6.5 ขอเสนอแนะ 

 ควรมีการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชสกุลฮอมดวยเทคนิคทางชีววิทยา

ระดับโมเลกุลในเทคนิคอื่นๆ เชน AFLP, Microsatellite เพื่อที่จะไดบงชี้ถึงความสัมพันธระหวาง

ชนิดของพืชสกุลฮอมไดดียิ่งขึ้น  
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสารเคม ี

 

1. การเตรียมสารเคมีท่ีใชในเทคนิคอิเล็กโตรโฟเรซีส 
1.1    การเตรียม 1X TBE buffer 

Tris-base    10.8              กรัม 

boric acid      5.5              กรัม 

5 M EDTA      4       มิลลิลิตร 

ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 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 

      ละลายในน้ํากลั่นแลวปรับปริมาตรใหได 1,000 มิลลิลิตรนําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 

อุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เปนเวลา 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 ละลายเจลดวยไมโครเวฟ

แลวนําไปผานน้ําพออุน เทลงในถาดเจลแลวเสียบหวี 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 

ละลายสารละลายตางๆ ตามลําดับใหเขากัน 

1.5 การเตรียม 1M EDTA 

 EDTA     372.24    กรัม 

ชั่งสารละลาย EDTA แลวละลายในน้ํากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลลิิตร จากนั้น 

นําไปปรับ pH ดวย NaOH จนได pH 8.0 
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ภาคผนวก ข 

การวเิคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรม 
 
โปรแกรมที่ใช  

 วิธีวิเคราะหโปรแกรม NTSYSpc21 VERSION 2  

 

วิธวีเิคราะหโปรแกรม NTSYSPC VERSION 2.10X 

1. เขาสูโปรแกรม 

2. เลอืก File 

3. Edit File  

4. เลอืก File งาน  

- File งานจะตองใส 4 ชอง ดานบนเปนเลข 1, row, Colum, missing (-999) 

และแถวแรกใสเลข 1, 2,........... 

5. Open 

6. File ไปที่ save File as 

7. Similarity 

8. Qualitative data  

-ใสชอง input file (double click) เลือกไฟลงานที่ save ไว open ชอง  

coefficient เปน Dice ชอง cut put file (double click) เลอืกไฟลงานที่ save ไว

เพิ่มชือ่ไฟลเปน Dice Save  

เลือก Compute คลิกตารางที่วาง 

9. เลอืก Clustering   

-ไปที่ SAHN ใสชอง input เลือกไฟลงาน ไปที่ open ชอง out put tree file เพิ่มชื่อ 

เปน SAHN, save ชอง In case of lies เปลี่ยนเปน FIND ไปที่ compute 

10. Graphics ไปทีT่ree plot ชอง input file เลอืกไฟล open ไปที ่compute 

11. จะไดรูปภาพการแบงกลุม 

  - open ไปที่plot option OTUS/page เลอืกใหเปนจํานวนเทาตัวอยาง  

  - ไปที่ OK  Save 


