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ค าน า 

 

ขลูอ่ยูใ่นวงศ์ Asteraceae มีช่ือทางวิทยาศาสตร์วา่ Pluchea indica เป็นพืชสมนุไพรไทย 
ท่ีมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยามากมาย ปัจจบุนัได้มีการศกึษาหาสารส าคญัของขลูอ่ย่างกว้างขวางเพ่ือ
น าไปพฒันาเป็นยาได้ แตย่งัไมท่ราบแนช่ดัถึงจ านวนสายพนัธุ์รวมถึงความแตกตา่งทางพนัธุกรรม 

ดงันัน้ คณะผู้วิจยัจงึมีความสนใจท่ีจะศกึษาหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพ่ือใช้ระบชุนิดและวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม ส าหรับงานวิจยัฉบบันีผู้้ท าวิจยัคาดหวงัว่าเป็นแนวทางแก่ผู้ ท่ีมีความ
สนใจท่ีจะศกึษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลูใ่นประเทศไทย 
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บทคัดย่อ 

 

 ขลู ่ Pluchea indica (L.) Less. วงศ ์ Asteraceae สามารถพบได้ในหลายพืน้ท่ีของ
ประเทศไทย โดยผู้วิจยัได้เก็บตวัอยา่งขลู่จาก 15 จงัหวดัเพ่ือท าการศกึษา โดยวตัถปุระสงค์ของ
การวิจยัเพ่ือวิเคราะห์ล าดบัดีเอ็นเอ (DNA sequence) ของขลูใ่นต าแหนง่ Internal Transcribed 
Spacer (ITS) และเพ่ือวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ของขลูโ่ดยใช้เทคนิค ISSR 
วิธีการวิเคราะห์ล าดบัดีเอ็นเอในต าเหน่ง ITS จะใช้ primers จ านวน 2 ชนิดคือ 18sF และ 26sR 
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) และวิธีการ
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค ISSR ได้คดัเลือก primer จ านวน 3 ชนิด ซึง่ผลการ
ทดลองพบวา่ล าดบัดีเอ็นเอในต าเหนง่ ITS  ของขลูท่ัง้ 15 จงัหวดัเป็นสายพนัธุ์เดียวกนัทัง้หมด 
และการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิค ISSR จาก primer 3 ชนิดให้แถบดีเอ็นเอท่ีเป็นพหสุณัฐาน ทัง้สิน้ 
23 แถบ ดงันัน้การใช้เทคนิค ISSR จงึสามารถน ามาใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลูไ่ด้ เม่ือ
ค านวนคา่ดชันีความเหมือน (similarity index)  และระยะหา่งทางพนัธุกรรม (genetic distance) 
แล้วน ามาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม (dendrogram) โดยใช้วิธี  UPGMA สามารถ
แบง่กลุม่ทางพนัธุกรรมออกได้เป็น 2 กลุม่หลกั ในอนาคตควรมีการศกึษาโดยเพิ่มจ านวน primer 
ให้มากขึน้ซึง่คาดว่าจะสามารถแยกความหลากหลายทางสายพนัธุ์ของขลูไ่ด้อยา่งแมน่ย ามากขึน้
และควรมีการสกดัปริมาณสารส าคญัจากใบขลูเ่พ่ือน ามาเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ระหวา่ง
ปริมาณสารส าคญักบัพืน้ท่ี 

อาจารย์ที่ปรึกษาหลัก....................................................... 
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ABSTRACT 

  
  Pluchea indica (L.) Less. is a member of the family Asteraceae. It is found in a 
wide variety of habitats in Thailand. Fifteen samples from various habitats of  P. indica 
were utilized for investigation. The purposes of this study were to analyze DNA 
sequences  of internal transcribe spacer (ITS) region and DNA fingerprint of P. indica 
evaluation by  inter-simple sequence repeats (ISSR) markers. ITS regions were amplified 
by specific P. indica primers, 18sF and 26sR . The result showed that, all samples were 
P. indica subspecies indica. For analysis of ISSR, Three  primers were chosen because 
of clear band pattern. These primers amplified 23 polymorphic bands, so ISSR 
technique could be use for DNA fingerprint analysis of P. indica. The similarity index 
and dendrogram were evaluated using unweighted pair group method arithmetic mean. 
The result showed that P. indica could be divided in to two major groups. In further 
study, the number of primers should be increased and the correlation between 
secondary metabolite and genetic information of P. indica from different habitats should 
be investigated  
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บทที่ 1  

บทน า 

 

ที่มาและความส าคัญของปัญหางานวิจัย 

 ในอดีตพืชสมุนไพรไทยหลายชนิดถูกบริษัทยาต่างชาติน าไปศึกษาต่อยอดและจด
สิทธิบตัรเป็นยารักษาโรคตวัอย่างเช่น เปล้าน้อย และ กระท่อม ซึ่งส่งผลให้ประเทศไทยจะต้อง
สญูเสียงบประมาณเพ่ือซือ้ผลิตภณัฑ์ยาจากบริษัทยาตา่งชาต ิอีกทัง้ส่งผลให้ลดโอกาสการพฒันา
ยาจากพืชสมุนไพรท่ีถูกจดสิทธิบตัร ซึ่งถือเป็นการใช้ประโยชน์จากทรัพยากรชีวภาพของประเท
ไทยและภูมิปัญญาท้องถ่ินของประเทศไทย (1) จึงส่งผลให้ประเทศไทยลงนามเป็นสมาชิก  “พิธี
สารนาโงยา" ว่าด้วยการเข้าถึงทรัพยากรพนัธุกรรมและการแบง่ปันผลประโยชน์ท่ีเกิดขึน้จากการ
ใช้ประโยชน์ทรัพยากรพนัธุกรรมอยา่งเทา่เทียมและยตุธิรรม(2) เพ่ือให้ลดการเอารัดเอาเปรียบจาก
ตา่งชาต ิซึง่ประเทศไทยยงัมีพืชสมนุไพรจ านวนมากท่ีมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยา ท่ีเส่ียงตอ่การสญูเสีย
องคค์วามรู้และภูมิปัญญาไทยให้กบัตา่งชาติ ซึ่งผู้วิจยัได้สนใจท่ีจะศกึษาขลู่ เน่ืองจากในประเทศ
ไทยยงัมีการศกึษาเก่ียวกบัขลู่จ านวนน้อย ผู้วิจยัจึงต้องการยืนยนัและเผยแพร่การการค้นพบและ
ศกึษาขลูจ่ากประเทศไทย 

ขลู่ (Pluchea indica (L.) Less.) เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae เป็นพืชสมุนไพรท่ีมี
สรรพคณุทางยามากมาย ตวัอยา่งเช่น เป็นยาขบัปัสสาวะ ฝาดสมาน แก้แผลอกัเสบ แก้เบาหวาน 
ขบันิ่ว(3) หรือท าเป็นชาชงใบขลู่(4) อีกทัง้ใบขลู่สามารถน ามาประกอบอาหารได้อีกด้วย (5) 
นอกจากนี ้ขลู่มีสาร secondary metabolite ท่ีมีคุณประโยชน์หลายชนิด เช่น phenolic 
compound, flavonoids, anthocyanins, β-carotene, carotenoids (6, 7) จากงานวิจยัท่ีเคย
รายงานไว้พบว่า ขลู่มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิคสงูและมีฤทธ์ิยบัยัง้การเพิ่มจ านวนเซลล์มะเร็ง 
(8, 9) และมีฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาอ่ืนๆ เช่น anti-amoebic (10), anti-inflammatory (11, 12), 
antihyperglycemic (13), hepatoprotective (14), cobra venom neutralization (15)  

อีกหนึ่งงานวิจยัท่ีได้ท าการศึกษาหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิคของขลู่ในประเทศอิน
โนนีเซีย จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณสารประกอบฟีนอลิคท่ีได้มีความแตกต่างกันอย่างมี

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.44sinio
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2jxsxqh
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3dy6vkm
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.1t3h5sf
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.4d34og8
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2s8eyo1
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.17dp8vu
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3rdcrjn
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.26in1rg
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.lnxbz9
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.35nkun2
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.1ksv4uv
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นัยส าคญัต่อภูมิภาคท่ีมีสภาพแวดล้อมแตกต่างกัน(16) นอกจากปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมแล้ว 
พนัธุกรรมอาจเป็นอีกหนึง่สาเหตท่ีุสง่ผลตอ่ปริมาณสารส าคญัท่ีแตกตา่งกนั 

ในประเทศไทยได้มีการท าการศกึษาความแตกตา่งของปริมาณสารส าคญัในพืชสมนุไพร
ท่ีปลูกในสภาพแวดล้อมท่ีแตกต่างกัน ซึ่งไ ด้มีงานวิจัยชิน้หนึ่งท่ีท าการศึกษาปริมาณสาร 
plaunotal ท่ีสกดัได้จากต้นเปล้าน้อย (Croton sublyratus Kurz.) จากแหล่งท่ีแตกตา่งกันใน
หลายพืน้ท่ีพบว่า มีปริมาณ plaunotal ท่ีแตกตา่งกนัซึ่งสอดคล้องกบัแหล่งท่ีเก็บตวัอย่างอีกทัง้ยงั
พบว่าต้นเปล้าน้อยท่ีเก็บจากต่างพืน้ท่ีนีส้ามารถน ามาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม
สามารถแบง่ได้เป็น 2 กลุ่มโดยใช้เทคนิค inter simple sequence repeat (ISSR) ซึ่งถือว่าเป็น
วิธีการทดลองท่ีใช้ค้นหาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับสปีชีส์ ไม่ว่าเป็นในสปีชีส์
เดียวกนัหรือตา่งสปีชีส์กนั(17) ตอ่มาได้มีรายงานวิจยัท่ีศกึษาการน าล าดบัเบสต าแหน่ง internal 
transcribed spacer (ITS)  มาวิเคราะห์หาความสมัพนัธ์ 5 สปีชีส์ในสกลุ Guizotia ท่ีอยู่ในวงศ์ 
asteraceae ด้วยการท า cluster analysis จนได้เป็นแผนภูมิความสมัพนัธ์ออกมา (18) ซึ่งล าดบั
เบสต าแหน่ง ITS นัน้เป็นล าดบัเบสอนรัุกษ์ ท่ีมีความยาวและล าดบัเบสท่ีไม่เหมือนกนัขึน้กบัชนิด
ของพืช จึงเป็นต าแหน่งท่ีนิยมใช้ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของพืชอย่างกว้างขวาง (19) ดังนัน้
คณะผู้วิจยัจงึต้องการศกึษาวา่ขลูใ่นประเทศไทยมีสายพนัธุ์ท่ีแตกตา่งกนัหรือไม่ ซึ่งอาจเป็นปัจจยั
หนึ่งท่ีส่งผลตอ่ปริมาณสารส าคญัได้ โดยการน าเอาแนวคิดเก่ียวกบัเทคนิค ISSR และ ล าดบัเบส
ต าแหนง่ ITS มาใช้ร่วมด้วย 

โดยสรุปโครงงานวิจยันีส้นใจท่ีจะศกึษาการวิเคราะห์หาลายพิมพ์ดีเอ็นเอและล าดบัดีเอ็น
เอของขลู่ 15 จังหวัดได้แก่ ประจวบคีรีขันธ์ ชลบุรี นนทบุรี ภูเก็ต ราชบุรี ระยอง สมุทรสาคร 
สมทุรสงคราม สงขลา จนัทบรีุ นครราชสีมา เพชรบรีุ สรุาษฎร์ธานี ฉะเชิงเทราและอตุรดิตถ์ โดยใช้
เทคนิค ISSR เพ่ือใช้ระบชุนิดและวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของขลู่ 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3znysh7
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3znysh7
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2et92p0
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วัตถุประสงค์ 

1. เพ่ือวิเคราะห์ล าดบัดีเอ็นเอ (DNA sequencing) ของขลู ่ในต าแหนง่ Internal 
Transcribed Spacer (ITS) 

2. เพ่ือวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ของขลู่โดยใช้เทคนิค ISSR 
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 

ท าให้ทราบว่าตวัอย่างขลู่จาก 15 จงัหวดัในประเทศไทยมีก่ีซบัสปีชีส์ (subspecies) และ
สามารถสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลูจ่ากเทคนิค ISSR ได้ 

 
กรอบแนวคิด 

 

 

รูปท่ี 1. กรอบแนวคิด 

 

สมมตฐิาน 

 

ขลูใ่นประเทศไทยมีมากกวา่ 1 ซบัสปีชีส์ (subspecies) 
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กรอบการท างาน 

 

 

รูปท่ี 2. กรอบการท างาน 

 

นิยามศัพท์ 

1. สายพนัธุ์ (Cultivar)(20) 
คือ ล าดบัท่ีใช้เรียกพืชท่ีได้มาจากการผสมหรือคดัเลือกพนัธุ์เพ่ือการเพาะปลกู 

2. ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) 
 คือ แบบแผนของดีเอ็นเอท่ีใช้บง่ชีค้วามจ าเพาะของสิ่งมีชีวิต เปรียบเสมือน
ลายนิว้มือของแตล่ะบคุคล 

3.  ITS (Internal transcribed spacer) 
คือ spacer DNA มีล าดบัเบสสัน้ๆ ท่ีไม่ใช่ยีน สามารถถอดรหสัได้แตไ่ม่มีการ

แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนเป็นส่วนท่ีนิยมใช้พิสูจน์เอกลักษณ์ของพืช เน่ืองจากมีส่วน
อนุรักษ์และสามารถใช้ universal primers จับได้ ซึ่งสามารถบอกความแตกต่างของ
สิ่งมีชีวิตในระดบั subspecies ได้ 

4. Microsatellite 
ล าดบัเบสท่ีเรียงตัวกันอย่างมีรูปแบบซ า้ๆ อย่างต่อเน่ืองซึ่งในแต่ละชุดซ า้อาจ

ประกอบไปด้วยเบสตัง้แต ่1-6 เบส ซึ่งล าดบัเบสแบบ microsatellite นีส้ามารถพบได้ทัว่
ทัง้จีโนมดีเอ็นเอ สามารถเรียกล าดบัเบสแบบ microsatellite ว่า simple sequence 
repeat (SSR)  
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5.  ISSR technique (Inter simple sequence repeat) 
เป็นวิธีการพิสูจน์เอกลกัษณ์วิธีหนึ่ง ซึ่งใช้เทคนิค PCR เป็นพืน้ฐาน ในการเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอท่ีอยูร่ะหวา่งล าดบัเบสไมโครแซทเทลไลท์ 
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บทที่ 2 

วรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

 

1. ทบทวนวรรณกรรม   
1.1 ลักษณะทางพฤษศาสตร์  

ขลู ่ (Pluchea indica (L.) Less.) เป็นพืชในวงศ์ Asteraceae หรือ Compositae ขลู่
สามารถพบได้ในสภาพแวดล้อมป่าชายเลน หรือบริเวณพืน้ท่ีดนิเคม็ พบได้ในหลายประเทศ เชน่ 
ไทย มาเลเชีย อินโดนีเชีย จีน ออสเตรเลีย ไต้หวนั ญ่ีปุ่ น สิงคโปร์ อินเดีย(21) เป็นต้น ขลูจ่ดัอยูใ่น
ประเภทไม้พุม่ เป็นพืชใบเลีย้งเดี่ยว ลกัษณะใบของขลู่ ก้านใบสัน้ ผิวใบเรียบมีขนออ่นๆปกคลมุ 
รูปไขก่ลบัหวั ขอบใบหยกั และปลายใบมนกว้าง 1-5 เซนตเิมตร ยาว 2.5-10 เซนตเิมตร ดอก
ออกเป็นช่อ สีขาวนวลหรือสีมว่ง กลีบดอกแบง่เป็นวงนอกและวงใน กลีบดอกวงนอกยาวประมาณ  
3-3.5 มิลลิเมตร กลีบดอกวงในยาวประมาณ 4-6 มิลลิเมตร (3, 21) 

 

 

รูปท่ี 3. ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ของขลู่ๆ    

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.z337ya
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.tyjcwt
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.z337ya
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บทที่ 3 

วธีิการด าเนินการวิจัย 

 

1. วัสดุอุปกรณ์  สารเคมี  และขัน้ตอนการด าเนินงานวิจัย 
1.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. Autopipetles (บริษัท Thermo Fisher Scientific Inc; USA) 
2. Centrifuge รุ่น MPW-260R (บริษัท MPW; USA) 
3. Convenient Weighing รุ่น Quintix® (บริษัท Sartorius; Germany) 
4. DNeasy® Plant Mini Kit (บริษัท QIAGEN; Germany) 
5. Dry bath incubator รุ่น TT-100-DHC (บริษัท Hercuvan; USA) 
6. Ice box 
7. Intelligent Electrophoresis System for Nucleic Acid Applications (บริษัท 

Cosmo Bio; USA) 
8. Microcentrifuge tubes 1.5 ml (บริษัท Thermo Fisher Scientific Inc; USA) 
9. MultiGene Thermal Cycler รุ่น TC9610-230 (บริษัท Meditop; Hungary) 
10. Thermal Cycler MultiGene™ OptiMax รุ่น 115V model (บริษัท Labnet; 

USA) 
11. TissueRuptor (บริษัท QIAGEN; Germany) 
12. Qubit  assay Kits (บริษัท Thermo Fisher Scientific Inc; USA) 

 

1.2 สารเคมี 

1. Agarose molecular grade (บริษัท Invitrogen; USA) 
2. Deionize water 
3. DNeasy® Plant Mini Kit (บริษัท QIAGEN; Germany) 
4. Ethanol absolute (บริษัท Scharlau; Spain) 
5. Forward primer (18sF) = 5’-GAA CCT TAT CGT TTA GAG GAA GG-3’  
6. GeneDireX® Novel Juice (บริษัท Genedirex; Taiwan) 
7. GeneDireX® OneMARK B (บริษัท Genedirex; Taiwan)
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บทที่4  
ผลการวจิัย 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 

1.1 การสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเคร่ืองมือ DNeasy® Plant Mini Kit 

 
 

รูปท่ี 9. ผลการทดสอบของดีเอ็นเอขลูท่ี่สกดัได้ 
0=DNA Ladder, 1.1= นนทบรีุ การชะครัง้ท่ี 1,  1.2= นนทบรีุ การชะครัง้ท่ี 2, 

2.1= ประจวบคีรีขนัธ์ การชะครัง้ท่ี 1,  2.2= ประจวบคีรีขนัธ์ การชะครัง้ท่ี 2,  
3.1= ราชบรีุ การชะครัง้ท่ี 1,   3.2= ราชบรีุ การชะครัง้ท่ี 2,  
4.1= เพชรบรีุ การชะครัง้ท่ี 1,  4.2= เพชรบรีุ การชะครัง้ท่ี 2,  
5.1= สมทุรสาคร การชะครัง้ท่ี 1,   5.2= สมทุรสาคร การชะครัง้ท่ี 2 

 

 
 

รูปท่ี 10. ผลการทดสอบดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ 
0=DNA Ladder, 6.1= ระยอง การชะครัง้ท่ี 1,   6.2= ระยอง การชะครัง้ท่ี 2,  

7.1= สมทุรสงคราม การชะครัง้ท่ี 1,  7.2= สมทุรสงคราม การชะครัง้ท่ี 2,  
8.1= ฉะเชิงเทรา การชะครัง้ท่ี 1,   8.2= ฉะเชิงเทรา การชะครัง้ท่ี 2,  
9.1= ชลบรีุ การชะครัง้ท่ี 1,   9.2= ชลบรีุ การชะครัง้ท่ี 2,  
10.1= จนัทบรีุ การชะครัง้ท่ี 1,   10.2= จนัทบรีุ การชะครัง้ท่ี 2 
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บทที่ 5 

สรุป อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ 

1. การสกัดดีเอ็นเอ 

 1.1 การเก็บรักษาตัวอย่าง 

ตวัอยา่งพืน้ท่ีท่ีเก็บมานัน้ ควรเก็บตวัอยา่งสด เชน่ ใบออ่น ดอกออ่น ซึ่งจะได้ผลผลิตดีเอ็น

เอในปริมาณท่ีสงู และข้อดีของการเก็บใบอ่อนคือจะได้ polysaccharides และ polyphenolics ใน

ปริมาณน้อย จึงท าให้ง่ายในกระบวนการสกัดดีเอ็นเอ การใช้ตวัอย่างแห้งท่ีผ่านความร้อนจะได้

คณุภาพของดีเอ็นเอท่ีต ่าลง แต่อย่างไรก็ตาม หากเนือ้เย่ือพืชยังไม่ถูกน าไปใช้ในทันที ควรเก็บ

ตวัอย่างสดท่ีไม่เปียกน า้ ไว้ท่ีอุณหภูมิ –30 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาความสดของตวัอย่างไว้

ส าหรับใช้ในการทดลองตอ่ไป 

1.2 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดเคร่ืองมือ DNeasy Plant Mini Kit® และการวัดความ
เข้มข้นของ DNA ด้วยชุด Qubit assays 

ตามค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตโดยสรุปหน้าท่ีของสารแตล่ะชนิดได้ดงันี ้การเตมิ  AP1 ซึง่
ประกอบด้วย 10 mM Tris-HCl pH8.0, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.1% Sodium dodecyl 
sulfate(SDS), 0.1M NaCl, 1X PVP(polyvinylpyrrolidone), 10mM DTT(Dithiothreitol) ซึง่ 
EDTA ท าหน้าท่ีปอ้งการการท าลายดีเอ็นเอโดยยบัยัง้การท างานของเอนไซม์ nuclease  ท่ีมีอยูใ่น
เซลล์พืช  และ PVP ท าหน้าท่ีดดูซบัสารกลุม่พอลิฟีนอล ซึง่สามารถรบกวนการท างานของเอมไซม์ 
polymerase และ DTT ท าหน้าท่ีก าจดัสารกลุม่พอลิฟินอลและการเตมิ RNase A เพ่ือก าจดั RNA 
ท าให้ได้ดีเอ็นเอท่ีมีคณุภาพสงู เน่ืองจากในขัน้ตอน PCR หากใช้ดีเอ็นเอแมพ่ิมพ์(DNA template) 
ท่ีไมบ่ริสทุธ์ิกลา่วคือมี RNA ในปริมาณมาก RNA จะสามารถจบักบั Mg2+ สง่ผลให้ปริมาณ  Mg2+  
ลดลง ซึง่ Mg2+ นัน้ท าหน้าท่ีเป็น co-factor ท่ีจ าเป็นส าหรับการท างานและความถกูต้อง(fidelity) 
ของ polymerase รวมถึงมีผลตอ่ primer annealing, ความจ าเพาะของการท า PCR และการเกิด 
primer-dimer ท าให้สง่ถึงประสิทธิภาพของปฏิกริยา PCR ลดลง(30) น าสารผสมไปบม่
(Incubate) เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส เพ่ือให้ RNase A ท างานได้อยา่งมี
ประสิทธิภาพ และการเตมิสารละลายบฟัเฟอร์ P3 ซึง่บฟัเฟอร์ P3 คือ 3.0 M potassium acetate, 
pH 5.5 โดย potassium acetate จะเกิดการแลกประจกุบั SDS ได้เป็น potassium dodecyl 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

Herbarium specimen 

 

รูปท่ี 1.  Pluchea indica จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 
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รูปท่ี 2.  Pluchea indica จงัหวดัเพชรบรีุ 
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รูปท่ี 3.  Pluchea indica จงัหวดันนทบรีุ 
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รูปท่ี 4.  Pluchea indica จงัหวดัราชบรีุ 
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รูปท่ี 5.  Pluchea indica จงัหวดัฉะเชิงเทรา 
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รูปท่ี 6.  Pluchea indica จงัหวดัจนัทบรีุ 
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รูปท่ี 7.  Pluchea indica จงัหวดัชลบรีุ  
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รูปท่ี 8.  Pluchea indica จงัหวดัสมทุรสาคร 
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รูปท่ี 9.  Pluchea indica จงัหวดัระยอง 
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ภาคผนวก ข 

การบนัทกึข้อมลูล าดบัเบสดีเอ็นเอบริเวณ ITS ของ Pluchea indica ลงบนฐานข้อมลู

ของ Genbank DDBJ 

1. Pluchea indica : จนัทบรีุ 

ACCESSION   LC194195 

FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..569 
                     /country="Thailand: Samutsakorn" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsakorn" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..>569 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194195/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
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      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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2. Pluchea indica : ชลบรีุ 
ACCESSION   LC194196 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Chonburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Chonburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA               <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194196/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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3. Pluchea indica : นครราชสีมา 
ACCESSION   LC194197 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Nakhonratchasima" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Nakhonratchasima" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA            645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194197/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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4. Pluchea indica : นนทบรีุ 
ACCESSION   LC194198 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Nonthaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Nonthaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194198/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product


72 
 

      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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5. Pluchea indica : เพชรบรีุ 
ACCESSION   LC194199 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Petchaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Petchaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194199/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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6. Pluchea indica : ภเูก็ต 
ACCESSION   LC194200 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Phuket" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Phuket" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194200/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product


76 
 

      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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7. Pluchea indica : ประจวบคีรีขนัธ์ 
ACCESSION   LC194201 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Prajuabkeereekhan" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Prajuabkeereekhan" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194201/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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8. Pluchea indica : ราชบรีุ 
ACCESSION   LC194202 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Ratchaburi" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Ratchaburi" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194202/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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9. Pluchea indica : ระยอง 
ACCESSION   LC194203 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Rayong" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Rayong" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194203/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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 10. Pluchea indica : สมทุรสาคร 
ACCESSION   LC194204 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..569 
                     /country="Thailand: Samutsakorn" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsakorn" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..>569 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 
      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcg 
// 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194204/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
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11. Pluchea indica : สมทุรสงคราม 
ACCESSION   LC194205 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..647 
                     /country="Thailand: Samutsongkhram" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Samutsongkhram" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>647 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194205/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcg 
// 
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12. Pluchea indica : สงขลา 
ACCESSION   LC194206 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Songkla" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Songkhla" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194206/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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13. Pluchea indica : สรุาษฎร์ธานี 
ACCESSION   LC194207 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand: Suratthani" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Suratthani" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC194207/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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14. Pluchea indica : ฉะเชิงเทรา 
ACCESSION   LC196166 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Chachoengsao" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC196166/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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15. Pluchea indica : อตุรดิตถ์ 
ACCESSION   LC196167 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..695 
                     /country="Thailand" 
                     /db_xref="taxon:175518" 
                     /isolate="Uttaradit" 
                     /mol_type="genomic DNA" 
                     /organism="Pluchea indica" 
     rRNA                <1 
                     /product="18S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        2..256 
                     /note="internal transcribed spacer 1" 
     rRNA                257..420 
                     /product="5.8S ribosomal RNA" 
     misc_RNA        421..644 
                     /note="internal transcribed spacer 2" 
     rRNA                645..>695 
                     /product="26S ribosomal RNA" 
ORIGIN       
        1 gtcgaaacct gcatagcaga acgacccgag aacctgtaca aaccgtctgg tgtcataggg 
       61 gtcaggctta tgtttgaccg ttgtggtgcc ttgttgattt gccatccacg gttccctttg 
      121 gggtctcctg ggcgtcaaat caacacaaca acaaaccccg gcacggcatg tgccaaggag 
      181 aacttaactt aagaagggct tatgccatgc caccacgttc gcgatggtgt gcatgacatg 
      241 tggcttcttt gtaaccaaaa acgactctcg gcaacggata tctcggctca cgcatcgatg 
      301 aagaacgtag caaaatgcga tacttggtgt gaattgcaga atcccgtgaa ccatcgagtt 
      361 tttgaacgca agttgcgccc gaagccattc ggccaagggc acgtctgcct gggcgtcacg 
      421 tattgcgtcg ccccctcatc gtgcttccct tacggggata cacggggtgg ggcggatatt 
      481 ggtctcccgt tcttatggta tggatggcca aaataggagt ccccttgacg gacgcacgac 

http://getentry.ddbj.nig.ac.jp/getentry/na/LC196167/?filetype=html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#source
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#country
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#db_xref
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/175518?view=info
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#isolate
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#mol_type
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#organism
http://ddbj.nig.ac.jp/tx_search/search?query=scientific_name_ex:%22Pluchea+indica%22
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#misc_RNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#note
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#rRNA
http://www.ddbj.nig.ac.jp/FT/full_index.html#product
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      541 aagtggtggt tgactaaacc tttgtctcgt gtcgtgtgtt tttagccgtg agggaaggca 
      601 acacaaaaaa ccacaacgtg tcgtcttgtg acgatgcttc gaccgcgacc ccaggtcagg 
      661 cgggactacc cgctgagttt aagcatatca ataag 
// 
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ภาคผนวก ค  

การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพนัธุ์ของ Pluchea indica ด้วยเทคนิค ISSR 

 

รูปท่ี 1. แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR   
โดยการใช้ primer ISSR1; แถบท่ี 0=DNA Ladder, 1= ภเูก็ต 2= สรุาษฎร์ธานี 3= นครราชสีมา 
4= ประจวบคีรีขนัธ์ 5=เพชรบรีุ 6= นนทบรีุ 7= ราชบรีุ 8= สงขลา 9= ฉะเชิงเทรา 10= จนัทบรีุ 

11= ชลบรีุ 12= สมทุรสงคราม 13= สมทุรสาคร 14= ระยอง 15= อตุรดิตถ์ 
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รูปท่ี 2. แถบดีเอ็นเอของ Pluchea indica จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR  
โดยการใช้ primer ISSR2 ; แถบท่ี 0=DNA Ladder, 1= ภเูก็ต 2= สรุาษฎร์ธานี 3= นครราชสีมา 
4= ประจวบคีรีขนัธ์ 5=เพชรบรีุ 6= นนทบรีุ 7= ราชบรีุ 8= สงขลา 9= ฉะเชิงเทรา 10= จนัทบรีุ 

11= ชลบรีุ 12= สมทุรสงคราม 13= สมทุรสาคร 14= ระยอง 15= อตุรดิตถ์ 

 
ตารางท่ี 1 การนบัแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR ของขลูแ่ละพงักาดอกชอ่ท่ีเพิ่ม
ปริมาณด้วย primer ISSR3 

 
 
ตารางท่ี 2 การนบัแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR ของขลูแ่ละพงักาดอกชอ่ท่ีเพิ่ม
ปริมาณด้วย primer ISSR4 
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ตารางท่ี 3 การนบัแถบดีเอ็นเอจากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR ของขลูแ่ละพงักาดอกชอ่ท่ีเพิ่ม
ปริมาณด้วย primer ISSR8 
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sulfate(ไม่ละลายน า้) ซึ่งจะเกิดการรวมตวักับโปรตีนและพอลิแซคคาไรด์  ซึ่งไม่ละลายน า้แล้ว
ตกตะกอนออกมา(28) และการเติมบฟัเฟอร์ AW1 ซึ่งก็คือ guanidine hydrochloride ท าหน้าท่ีใน
การสลายโปรตีน หลงัจากเติมบฟัเฟอร์ AW1 อาจมีตะกอนเกิดขึน้ได้ แตไ่ม่ได้ส่งผลตอ่ขัน้ตอนแต่
อย่างใด และการเติม AW2 ซึ่งก็คือสารละลาย 70% ethanol ซึ่งท าหน้าท่ีก าจดัเกลือ(salting out) 
และ purified DNA และในขัน้สดุท้ายการเติม AE buffer ซึ่งประกอบด้วย 10 mM Tris-Cl, 0.5 
mM EDTA; pH 9.0 การใส่ AE buffer เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอท่ีค้างอยู่บน membrane ให้ชะ
ออกมาได้อยา่งหมดจดมากขึน้ เม่ือน าสารสกดัดีเอ็นเอท่ีได้จากขลู่ทัง้ 15 จงัหวดั มาวดัหาปริมาณ
ความเข้มข้นดงัแสดงไว้ในตารางท่ี 3 จะพบว่าสารสกดัดีเอ็นเอท่ีได้ออกมาจากการชะในครัง้ท่ี  1 
มีแนวโน้มของความเข้มข้นสงูกวา่สารสกดัดีเอ็นเอท่ีได้ออกมาจากการชะในครัง้ท่ี 2 ทัง้นีก้ารชะใน
ครัง้ท่ี 2 นัน้เป็นการท าเพ่ือให้ดีเอ็นเอท่ีอาจหลงเหลืออยู่บน membrane ชะออกมาให้หมด ดงันัน้
จงึพิจารณาน าสารสกดัดีเอ็นเอท่ีได้ออกมาจากการชะในครัง้ท่ี 1 ไปท าการศกึษาตอ่ไป และยงัพบ
อีกว่าความเข้มข้นของสารสกัดดีเอ็นเอของขลู่ในจงัหวดัอุตรดิตถ์มีปริมาณความเข้มข้นต ่าท่ีสุด
จากในสารสกดัดีเอ็นเอของขลู่ทัง้ 15 จงัหวดั สาเหตุอนัเน่ืองมาจากตวัอย่างท่ีน ามาสกัดนัน้เป็น
ตวัอย่างแห้ง ซึ่งจะมีปริมาณของดีเอ็นเอหลงเหลืออยู่น้อยกว่าหากเทียบกับตวัอย่างสด เพราะดี
เอ็นเอท่ีอยู่ในตวัอย่างแห้งจะถกูท าลายไปหลงัจากผ่านความร้อนของกระบวนการท าให้แห้ง และ
เอนไซม์ท่ีมาจากเซลล์เนือ้เย่ือของพืชเอง นอกจากนีช้ิน้ส่วนของพืชท่ีน ามาสกดัดีเอ็นเอยงัเป็นอีก
หนึ่งปัจจยัส าคญัท่ีมีผลต่อความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ ซึ่งชิน้ส่วนท่ีน ามาสกัดนัน้เป็นส่วน
ของดอกอ่อนและยอดอ่อนเป็นหลัก เน่ืองจากเป็นส่วนท่ีประกอบด้วยดีเอ็นเอของพืชมากท่ีสุด 
เพราะเป็นส่วนท่ีมีกิจกรรมหลกัคือการเจริญเติบโตสร้างเนือ้เย่ือและยงัไม่มีการสะสมสารอาหาร
ตา่งๆ เก็บไว้ในเซลล์ ท าให้นิวเคลียสท่ีบรรจดีุเอ็นเอของพืชยงัคงมีขนาดใหญ่อยู่ ท าให้มีปริมาณ
ของดีเอ็นเออยู่ภายในเซลล์คอ่นข้างมาก อย่างไรก็ตามจากงานวิจยัของ Ng W.L. ในปี 2015 ได้
แนะน าว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการท า ISSR อยู่ในช่วง 10-50 ng/µl(32) ดงันัน้
ผู้วิจยัจึงได้ท าการเพิ่มปริมาณแม่แบบในตวัอย่างบางจงัหวดัท่ีมีปริมาณความเข้มข้นต ่าๆ เพ่ือให้
ได้ผลผลิต PCR เกิดขึน้ 
 

2. การตรวจสอบคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยการใช้เทคนิค Gel 
electrophoresis  

ความเข้มข้นทั่วไปของอะกาโรสท่ีนิยมใช้คือ 0.8-2% ขึน้กับขนาดของแถบดีเอ็นใส่
บฟัเฟอร์ลงไปเพ่ือชว่ยให้ไอออนสนบัสนนุในการน าไฟฟ้า ไมใ่ช่แคค่วบคมุความเป็นกรด-ดา่ง หาก
ใช้น า้แทนบฟัเฟอร์จะไม่มีการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอไปในเจล โดยพืน้ฐานการใช้บฟัเฟอร์ท่ีเข้มข้น
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จนเกินไปก็ไม่เป็นผลดี เพราะจะท าให้บฟัเฟอร์เกิดความร้อนได้ง่ายขึน้(38) เม่ือน าผงอะกาโรสใน
สารละลายบฟัเฟอร์ไปอุน่ในเคร่ืองไมโครเวฟ จนผงอะกาโรสละลายจนหมดและได้สารละลายท่ีใส 
หากสารละลายไม่ใสยังมีลกัษณะเป็นก้อนเจลจะรบกวนการเคล่ือนท่ีของ DNA ได้ และเม่ือเติมสี 
SYBR ซึ่ง SYBR เป็นสารเรืองแสงท่ีสามารถจับกับดีเอ็นเอและจะถูกกระตุ้นได้ด้วยแสง
อลัตราไวโอเลต(excitation) และจะปล่อยพลงังานออกมา(emission) ในรูปของแสง ดงันัน้การ
ย้อมเจลด้วยสารเรืองในลักษณะนี  ้จะท าให้สังเกตเห็นแถบดีเอ็นเอได้ชัดเจนมากขึน้ (28) 
ระมัดระวังการเทเจลลงแม่พิมพ์เพราะอาจเกิดฟองอากาศ โดยฟองอากาศท่ีเกิดขึน้สามารถ
รบกวนการเคล่ือนท่ีของแถบดีเอ็นเอได้ ในขัน้การน าสารละลายดีเอ็นเอมาผสมสี novel juice 
DNA สีท่ีใช้ย้อมสารละลาย ดีเอ็นเอเป็น fluorescent compound ซึ่งจะจบักบั double stranded 
โดยแทรกตวัอยู่ระหว่าง base pair เม่ือฉายแสง UV จะเรืองแสงท าให้มองเห็นเป็น band ของดี
เอ็นเอได้ชดัเจนขึน้และการก าหนดกระแสไฟฟ้าความตา่งศกัย์ หากใช้ความตา่งศกัย์สงู จะท าให้ดี
เอ็นเอเคล่ือนท่ีเร็วขึน้แต่แยกแถบดีเอ็นเอได้ไม่ชดัเจน และเจลจะมีความร้อนมากเกินไป ท าให้ดี
เอ็นเอมีการสลายได้แตห่ากกระแสไฟฟ้าความตา่งศกัย์ต ่าเกินไป ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีช้า แยกแถบ
ดีเอ็นเอได้ดี แตจ่ะเกิดการแพร่ของดีเอ็นเอสง่ผลให้แถบท่ีได้ไมช่ดัเจน(28) 

ผลการทดลองจากรูปท่ี 9-12 จะเห็นได้ว่า การชะครัง้ท่ี 1 กับ 2 ของแต่ละจังหวัดนัน้มี
ลกัษณะแถบดีเอ็นเอท่ีคล้ายคลึงกันทุกจงัหวดัโดยการชะครัง้ท่ี 1 นัน้มีลกัษณะแถบดีเอ็นเอท่ีได้
เข้มกว่าแตจ่ะมี tail ส่วนการชะครัง้ท่ี 2 นัน้มีลกัษณะแถบดีเอ็นเอเข้มน้อยกว่า แตค่มชดัมากกว่า
ซึ่งเกิดจากการสกัดดีเอ็นเอนัน้จะได้จ านวนดีเอ็นเอท่ีมากกว่าแต่สายดีเอ็นเอบางส่วนขาดท าให้
เป็นเศษดีเอ็นเอเล็กๆ เม่ือท าการชะครัง้แรกท าให้เศษดีเอ็นเอเล็กๆ ถูกชะออกมาด้วยท าให้แถบ
ของการชะครัง้แรกมีลกัษณะเป็น tail ส่วนการชะครัง้ท่ี 2 นัน้จะคมชดัมากกว่าเพราะเศษดีเอ็นเอ
เล็กๆ ถูกชะออกมาพร้อมกับการชะครัง้แรกจนหมดแล้วจึงเหลือดีเอ็นเอท่ีมีขนาดใกล้เคียงกันจึง
เห็นแถบดีเอ็นเอท่ีคมชัด และพบว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดมาจากจังหวัดอุตรดิตถ์ จะมีแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ความเข้มน้อยท่ีสดุเน่ืองมาจากตวัอย่างท่ีใช้สกดัเป็นตวัอย่างอบแห้ง ซึ่งส่งผลให้คณุภาพดีเอ็นเอ
ต ่า จึงเห็นแถบดีเอ็นเอจางซึ่งแตกต่างจากแถบอ่ืนๆ ท่ีใช้ตวัอย่างสดในการสกดั และการใช้ความ
ตา่งศกัย์ 35 โวลต์นาน 20 นาที เน่ืองจากในขัน้ตอนนีท้ าเพ่ือตรวจสอบเชิงคณุภาพว่าได้สารสกดัดี
เอ็นเอหรือไม่ ซึ่งไม่มีความจ าเป็นจะต้องใช้เวลานานมากเพราะวัตถุประสงค์ของขัน้ตอนนีไ้ม่
ต้องการแยกแถบดีเอ็นเอและไม่จ าเป็นจะต้องใช้ความตา่งศกัย์สงูเพ่ือให้แถบดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีได้
รวดเร็วขึน้ แตอ่ยา่งไรก็ตามในขัน้ตอนนีส้ามารถใช้ระยะเวลานานกว่านีไ้ด้เพ่ือให้เห็นแถบท่ีไกลขึน้ 
และสามารถใช้ความตา่งศกัดิท่ี์สงูกวา่นีไ้ด้เพ่ือให้แถบดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีได้เร็วขึน้ 
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3. การพสูิจน์ลายพมิพ์ดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS โดยใช้เทคนิค PCR 

 3.1 การท าปฏิกริยา PCR 

Initial denaturation คือขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอ โดยทัว่ไปจะใช้อณุหภูมิประมาณ 
92-95 องศาเซลเซียส  ระยะเวลาในการท าปฏิกิริยาโดยทัว่ไปประมาณ 2-5 นาที ซึ่งในขัน้นีจ้ะต้อง
แนใ่จว่า double-stranded DNA จะสามารถแยกเป็น single strands ได้อย่างสมบรูณ์ หากแยก
ได้ไม่สมบรูณ์จะส่งผลในการเข้าจบัของ primer(40) ขัน้ denaturation ใช้หลกัการเดียวกบั Initial 
denaturation เพ่ือให้เกิดการแยกสายดีเอ็นเอ โดยทัว่ไปสามารถใช้เวลาอย่างน้อย 20 วินาที จะมี
ประสิทธิภาพในการแยกสายดีเอ็นเอ แต่สามารถเพิ่มระยะเวลาได้ตามความเหมาะสม ของ
อปุกรณ์ และสายของดีเอ็นเอแม่แบบ(30) ขัน้ annealing ระยะเวลาท่ีใช้โดยทัว่ไป 30 วินาที ถึง 1 
นาที และอณุหภมูิท่ีใช้โดยทัว่ไปคือ 45–60 องศาเซลเซียส(40) ขัน้ตอนนีมี้ความส าคญัอย่างยิ่งตอ่
ประสิทธิภาพและความจ าเพาะในการท า PCR โดยปัจจัยท่ีส าคญัคืออุณหภูมิและระยะเวลา
จะต้องมีความเหมาะสม การใช้อณุหภูมิต ่าเกินไป ท าให้ความจ าเพาะในการจบัระหว่าง primer 
กบัสายดีเอ็นเอแม่แบบนัน้ลดลง ในขณะท่ีถ้าใช้อณุหภูมิสูงเกินไปจะท าให้  primer จบักบัสายดี
เอ็นเอแม่แบบได้น้อยหรืออาจะไม่จับเลย(30) ขัน้ extension เป็นขัน้ตอนท่ี Taq DNA 
polymerase ท างานได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส โดยทัว่ไปอตัราการตอ่สายดีเอ็นเอ
ประมาณ 1 กิโลเบส/นาที(40) และในขัน้ตอนสดุท้าย final extension เป็นการบ่มครัง้สดุท้ายหลงั
ท า PCR โดยทัว่ไปในรอบสดุท้ายของ PCR มกัใช้เวลา 5-15 นาที ท่ี 72 องศาเซลเซียส เพ่ือช่วยให้
การสร้างสาย PCR product เกิดขึน้อย่างสมบรูณ์ จดุประสงค์หลกัของขัน้ตอนนีคื้อ reannealing 
ของ PCR product กลายเป็น double-stranded DNA 

 

3.2 การวิเคราะห์ล าดับเบสดีเอ็นเอของขลู่ท่ีต าแหน่ง ITS  
จากงานวิจยัของ Endashaw Bekele ในปี 2007 ศกึษาล าดบัเบสในต าแหน่ง ITS เพ่ือใช้

อธิบายความสมัพนัธ์ของพืชจ านวน 5 species ในสกลุ Guizotia ซึ่งเป็นพืชในวงศ์เดียวกับขลู ่
โดยใช้ล าดบัเบสในต าแหน่ง ITS ท่ีแตกตา่งกนัยืนยนัสปีชีส์ของพืชท่ีเก็บมาและยงัสามารถระบไุด้
ถึงระดับซับสปีชีส์ นอกจากนีย้ังสามารถใช้ล าดบัเบสในต าแหน่ง ITS ท่ีแตกต่างกัน จัดกลุ่ม
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมได้(18) เม่ือท าการเพิ่มปริมาณล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง ITS ด้วย
เทคนิค PCR gel electrophoresis แล้ว จากรูปท่ี 13 พบว่าแถบดีเอ็นเอของตวัอย่างขลู่ท่ีเก็บมา
ทัง้หมด 15 จงัหวดันัน้ขึน้ท่ีต าแหน่งเดียวกนัทัง้หมด ท่ีขนาด 750-1,000 bp เม่ือเทียบกบั marker 
นัน่หมายความว่าสารสกดัดีเอ็นเอของตวัอย่างขลู่ท่ีเก็บมาทัง้ 15 จงัหวดันัน้ มีแนวโน้มว่าจะเป็น
ขลู่เหมือนกนัทัง้หมด จากการใช้ Forward primer (18sF) และ Reverse primer (26sR) ท่ีมี
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ความจ าเพาะในการเข้าจบักบัดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง ITS ซึ่งเป็น primer ท่ีได้อ้างอิงมาจาก Genbank 
ท่ีมี Accession number LN607524(41) โดยน ามาอ้างอิงจากฐานข้อมลูรหสัพนัธุกรรมของ DNA 
Data Bank of Japan (DDBJ) จากนัน้จึงส่งสารไปท า Capillary electrophoresis (CE) เพ่ือหา
สายล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีแสดงการเรียงของเบสแต่ละตวัออกมาของแต่ละจังหวดั ซึ่งประกอบไป
ด้วยสายของ Forward primer 1 สาย และสายของ Reverse primer 1 สาย ดงันัน้เพ่ือเป็น
หลกัฐานยืนยนัถึงตวัอยา่งพืชท่ีเก็บมาวา่เป็นขลูจ่ริง จงึน าสายล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีได้มาวิเคราะห์ท่ี
ต าแหน่ง 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 26S  ด้วยโปรแกรม Bioedit version 7.2 และท าการ
เปรียบเทียบกบัล าดบัเบสดีเอ็นเอของขลู่ท่ีมีเลข Accession number AF429876(41) จากรูปท่ี 13 
เม่ือท าการวิเคราะห์แล้วพบว่า สายล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง ITS ของตวัอย่างขลู่ท่ีเก็บมาทัง้ 
15 จงัหวดัมีความเหมือนกันกับสายล าดบัเบสท่ีน ามาอ้างอิงจาก Genbank ดงันัน้จึงสามารถ
ยืนยนัได้วา่ตวัอยา่งขลูท่ัง้ 15 จงัหวดันัน้ เป็นขลู่จริงและเป็นขลู่ท่ีอยู่ใน subspecies เดียวกนั และ
สามารถระบตุ าแหน่งตา่งๆ ของล าดบัเบสดีเอ็นเอได้ดงัตารางท่ี 4 ซึ่งในระหว่างการวิเคราะห์นัน้
พบว่าสายล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีมีปัญหาคือ ตวัอย่างขลู่จากจังหวัดสมุทรสาคร ฉะเชิงเทรา และ
อุตรดิตถ์ ซึ่งสายล าดบัเบสดีเอ็นเอขลู่ของจังหวัดสมุทรสาครนัน้ ไม่สามารถรวมสาย Forward 
primer และ Reverse primer ได้อย่างสมบรูณ์ เพราะมีล าดบัเบสดีเอ็นเอบางส่วนในต าแหน่ง 
ITS2 ไม่น่าเช่ือถือท าให้ต้องตดัล าดบัเบสดีเอ็นเอบางส่วนนัน้ออกไป ส่วนตวัอย่างขลู่จากจงัหวดั
ฉะเชิงเทราและอตุรดติถ์นัน้พบปัญหาท่ีคล้ายคลงึกนัคือ ล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีสาย Forward primer 
จะมีบางสว่นในต าแหน่ง ITS2 ท่ีไม่น่าเช่ือถือเม่ือเทียบกบัล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีน ามาอ้างอิง แตเ่ม่ือ
มาดลู าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีสาย Reverse primer แล้วพบว่ามีความน่าเช่ือถือเม่ือเทียบกบัล าดบัเบส
ดีเอ็นเอท่ีน ามาอ้างอิง จงึสามารถแก้ไขและรวมสายล าดบัเบสเข้ากนัได้ โดยเม่ือน าไปเทียบร่วมกบั
จงัหวดัอ่ืนๆก็พบวา่มีล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีเหมือนกนัช่วยเพิ่มความน่าเช่ือถือได้มากขึน้ทัง้ล าดบัเบส
ในต าแหน่ง 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 26S ท าให้สามารถรวมสายล าดบัเบสดีเอ็นเอได้อย่าง
สมบรูณ์ 

 

3.3 ล าดับดีเอ็นเอของขลู่ท่ีต าแหน่ง ITS ท่ีบันทกึข้อมูลลงสู่ Genbank 
เม่ือสามารถยืนยนัได้แล้วว่าตวัอย่างขลู่ทัง้ 15 จงัหวดันัน้เป็นขลู่จริง และเป็นขลู่ท่ีอยู่ใน 

subspecies เดียวกนั พร้อมทัง้สามารถระบตุ าแหน่งล าดบัเบสของ 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 
26S ได้แล้วดงัตารางท่ี 4 จงึน าล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีต าแหนง่ ITS ของขลู่ทัง้ 15 จงัหวดัไปฝากไว้บน 
Genbank ของ DDBJ เพ่ือเป็นหลกัฐานแสดงยืนยนัถึงการศกึษาได้ว่า ในประเทศไทยมีพืชชนิดนี ้
อยู่ คือ Pluchea indica ซึ่งล าดบัเบสดีเอ็นเอท่ีต าแหน่ง ITS ของตวัอย่างขลู่แตล่ะจงัหวดันัน้ เม่ือ
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ได้รับการอนมุตัจิาก Genbank ให้ฝากข้อมลูได้แล้ว จะได้รับเลข Accession number กลบัมาเป็น
ของแตล่ะจงัหวดั ดงัท่ีแสดงไว้ในตารางท่ี 4 
 

4. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธ์ุของขลู่ด้วยเทคนิค ISSR 

 4.1 การท าปฏิกริยา PCR-ISSR 

ขัน้ตอนการก าหนดสภาวะท่ีเหมาะสมนัน้ใช้หลกัการเดียวกบั PCR ทัว่ไป ซึง่สามารถดู
รายระเอียดได้ในการอภิปลายผลการทดลองท่ี 2.1 การท าปฏิกริยา PCR สว่นท่ีแตกตา่งกนัคือขัน้ 
annealing โดย melting temperature (Tm) ของ primer เป็นคา่ท่ีควรทราบเพ่ือใช้ก าหนดอณุหภมูิ
ท่ีเหมาะสมในขัน้ annealing ซึง่ Tm ของ ISSR 1= 63.8 องศาเซลเซียส และ ISSR 2, 3, 4, 8 = 
57.3 องศาเซลเซียส ซึง่สามารถใช้อณุหภมูิท่ีต ่ากวา่คา่ Tm ได้เล็กน้อย  และด้วยข้อจ ากดัของเคร่ือง 
thermal cycler ท่ีไมส่ามารถก าหนดให้ชว่งอณุหภมูิตา่งกนัได้เกิน 4 องศาเซลเซียส ดงันัน้ในการ
ทดลองนีจ้งึใช้อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส ส าหรับ ISSR 1 และใช้อณุหภมูิ 56 องศาเซลเซียส 
ส าหรับ ISSR 2, 3, 4, 8 การใช้อณุหภมูิต ่าเกินไป ท าให้การ annealing อย่างไมจ่ าเพาะในขณะท่ี
ถ้าใช้อณุหภมูิสงูเกินไป การ annealing จะเกิดขึน้น้อยหรือไมเ่กิดเลย(30) 

จากงานวิจยัของ ยศินทร์ กิติจนัทโรภาสในปี 2550 ศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของยางพาราจ านวน 13 สายพนัธุ์ซึง่มี 6 สายพนัธุ์ท่ีมีคณุคา่ทางเศรฐกิจเน่ืองจากต้นยางแตล่ะ
สายพนัธุ์นัน้จะให้น า้ยางปริมาณท่ีแตกตา่งกนัและการปรับปรุงพนัธุ์ต้องใช้ระยะเวลาหลายปีจงึมี
การใช้เทคนิค ISSR มาแยกสายพนัธุ์ท่ีมีคณุคา่ทางเศรฐกิจ โดยการศกึษานีใ้ช้ primers จ านวน 
20 ชนิดซึง่สามารถคดัเลือก primers เพียง 5 ชนิด สามารถสงัเคราะห์ดีเอ็นเอจากยางพาราทัง้ 13 
สายพนัธุ์ ได้จ านวน 1,112 แถบ โดยเป็น polymorphic จ านวน 789 แถบ สามารถแบง่สายพนัธุ์
ยางพาราทัง้ 13 สายพนัธุ์ ออกจากกนัได้ และแยกพนัธุ์ท่ีมีคณุคา่ทางเศรฐกิจออกเป็น 3 กลุม่(42) 
จากงานวิจยัของ นภาพร แก้วดวงดี ในปี 2555 ศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของสายพนัธุ์
มะพร้าวจ านวน 4 สายพนัธุ์โดยสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค ISSR ใช้ primers 33 ชนิดซึง่
สามารถคดัเลือกไพรเมอร์เพียง 16 ชนิด ได้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 381 แถบ จากนัน้น าแถบดีเอ็นเอ
มาสร้างเดนโดรแกรม พบวา่สามารถแยกมะพร้าวทัง้ 4 สายพนัธุ์ออกจากกนัได้(43) จากงานวิจยั
ของ สทุวฒัน์ สินธีรโรจน์ ในปี 2557 ศกึษาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอ 32 สายพนัธุ์ 
ด้วยเทคนิค ISSR ใช้ primers จ านวน 57 ชนิด ได้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 612 แถบ เม่ือน าข้อมลูไป
สร้างเป็นเดนโดรเกรม สามารถจ าแนกมะละกอ 32 สายพนัธุ์ออกเป็น 3 กลุม่หลกัสอดคล้องกบัเห
ลง่ก าเนิด(43) 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.lnxbz9
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จากการท าปฏิกริยา ISSR-PCR ของตวัอยา่งขลูท่ัง้ 15 จงัหวดัโดยใช้ไพรเมอร์จ านวน 3 
ชนิดได้แถบดีเอ็นเอทัง้หมด 25 แถบโดยไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอสงูท่ีสดุคือ ISSR3 สามารถให้
แถบดีเอ็นเอท่ีเป็น polymorphic 9 แถบ และไพรเมอร์ ISSR3 สามารถให้แถบดีเอ็นเอท่ีเป็น 
polymorphic 8 แถบและ monomorphic 1 แถบ  และไพรเมอร์ ISSR8 ซึง่ได้แถบดีเอ็นเอท่ีเป็น 
polymorphic 6 แถบและ monomorphic 1 แถบ  ซึง่จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีได้พบวา่มีความ
แตกตา่งจากงานวิจยัของ Dogan Bekir ในปี 2007 ซึง่มีการใช้ไพรเมอร์ชนิดเดียวกนัโดยศกึษาพืช 
Jurinea species ซึง่เป็นพืชวงศ์เดียวกบัขลู(่34)  และเน่ืองจากไพรเมอร์ ISSR1 และ ISSR2 ไม่
สามารถเพิ่มปริมาณแถบดีเอ็นเอท่ีมีความชดัเจนจงึไมส่ามารถน ามานบัแถบดีเอ็นเอได้คาดวา่ไพร
เมอร์ ISSR1 และ ISSR2 ไมมี่ความจ าเพาะกบัขลู่ 

การท า PCR-ISSR gel electrophoresis นัน้ ได้ท าการทดลองซ า้เป็นจ านวนอย่างน้อย 2 
ครัง้ เพ่ือเป็นการทดสอบดูว่าหากท าการทดลองซ า้แบบเดิมแล้วจะยังคงได้ผลการทดลองท่ี
เหมือนเดมิอยู่ (reproducibilty) ซึ่งจากผลของการท า PCR-ISSR gel electrophoresis ของขลู่จน
เห็นเป็นภาพลายพิมพ์ดีเอ็นเอออกมาจาก primer 3 ชนิดและเม่ือเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอของ 
primer ชนิดเดียวกันนัน้ พบว่าตวัอย่างขลู่แต่ละจังหวัดมีแถบแบนของดีเอ็นเอท่ีปรากฎขึน้ไม่
เหมือนกนั นัน่แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชชนิดเดียวกนั  

 

 4.2 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธ์ุของขลู่โดยใช้โปรแกรม
บนเว็บไซต์ http://genomes.urv.cat/UPGMA/ 

หลงัจากท่ีนบัแถบดีเอ็นเอแล้วจึงวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพนัธุ์ของขลู่โดยใช้
โปรแกรมบนเว็บไซต์ genomes.urv.cat โดยคา่ดชันีความเหมือนสามารถค านวนได้จากสตูรของ 
Dice(28) โดย similarity index (S.I.). = 2Nab/(Na+Nb) เม่ือ Nab แทนจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีซ า้กนัของ
ตวัอยา่ง a และ b สว่น Na และ Nb แทนแถบดีเอ็นเอทัง้หมดของ ตวัอย่าง a และ b ตามล าดบั และ
เม่ือได้คา่คา่ดชันีความเหมือนแล้วจึงน าไปค านวนหาคา่ distance ได้จากสตูร distance (D) = 1 - 
S.I. แล้วจงึน าไปสร้างเดนโดรแกรม (dendrogram) พบว่าหากมีคา่ดชันีความเหมือนมากสามารถ
แปลผลได้วา่ขลูท่ัง้ 2 จงัหวดันัน้มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมกนัมาก หากมีคา่ดชันีความเหมือนมี
ค่าน้อยสามารถแปลผลได้ว่าขลู่ทัง้ 2 จงัหวดันัน้มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมกันน้อย ขลู่จาก
จงัหวดันครราชสีมากบันนทบรีุนัน้ มีคา่ดชันีความเหมือนสงูท่ีสดุคือ 0.952 และจงัหวดัเพชรบรีุกบั
อตุรดติถ์ท่ีสดุคือ 0.333 จากการค านวณคา่ดชันีความเหมือนและท าแผนภาพเดนโดรแกรมพบว่า
สามารถแบง่ขลู่ทัง้ 15 จงัหวดัได้เป็น 2 กลุ่มหลกั กลุ่มท่ี 1 ประกอบ ด้วยจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 
สมุทรสาครและอุตรดิตถ์ และกลุ่มท่ี 2 คือ ระยอง สงขลา เพชรบุรี จันทบุรี สมุทรสงคราม 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.lnxbz9
http://genomes.urv.cat/UPGMA/
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ฉะเชิงเทรา สุราษฎร์ธานี ราชบุรี ชลบุรี ภูเก็ต นครราชสีมาและนนทบุรีนอกจากนีผู้้ท าวิจยัได้น า
พงักาดอกช่อ (Bruguiera hainesii) มาท า ISSR เทียบกับขลู่เพ่ือให้แสดงให้เห็นว่าว่าเทคนิค 
ISSR สามารถแยกพืชท่ีต่างชนิดกันได้ โดยผลการทดลองพบว่าค่าดชันีความเหมือนอยู่ในช่วง 
0.333-0.556 เม่ือเทียบกบัขลูท่กุจงัหวดั จากคา่ดชันีความเหมือนและแผนภาพเดนโดรแกรมแสดง
ให้เห็นว่าทัง้ขลู่และพงักาดอกช่อนัน้มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมกันน้อย และผลการแบ่งกลุ่ม
ทางพนัธุกรรมออกเป็นสองกลุ่มซึ่งไม่สอดคล้องกบัพืน้ท่ีการเก็บตวัอย่าง ซึ่งคาดว่าการสร้างเดน
โดรแกรม (dendrogram) จดักลุ่มทางพนัธุกรรมยงัไม่น่าเชือ้ถือเพียงพอ เน่ืองจากมีการใช้จ านวน
ไพรเมอร์เพียงแค ่3 ชนิด และได้จ านวณแถบดีเอ็นเอเพียง 25 แถบซึ่งน้อยเกินไป ซึ่งควรมีการเพิ่ม
จ านวนไพรเมอร์เพ่ือให้เพิ่มผลความนา่เชือ้ถือของการสร้างเดนโดรแกรม (dendrogram) 
 

สรุปผลการทดลอง 

1. จากการท า PCR ขลูท่ี่ต าแหนง่ ITS ท่ีใช้ primer 18sF และ 26sR วิเคราะห์ผลโดยใช้
โปรแกรม BioEdit สามารถบอกได้วา่ขลูท่ัง้ 15 ตวัอยา่ง นัน้เป็น Pluchea indica ท่ีเป็น 
subspecies indica ทัง้หมด เพราะมีล าดบัเบสของดีเอ็นเองตรงต าแหนง่ ITS1 5.8S และ ITS2 
ตรงกบัสายอ้างอิงจาก genbank จงึสามารถสรุปได้วา่ขลูท่ัง้ 15 ตวัอย่างจาก 15 จงัหวดั เป็นขลู่
สายพนัธุ์เดียวคือ Pluchea indica subspecies indica ทัง้หมด 

 
2. จากการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลูใ่นประเทศไทยทัง้ 15 จงัหวดัด้วยเทคนิค 

ISSR 

พบวา่ สามารถสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่ด้วยเทคนิค ISSR ได้ ซึง่เป็นเทคนิคหนึง่ท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลูแ่ละสามารถดคูวามสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของขลูไ่ด้ โดยข้อดี
ของวิธีนีคื้อไมจ่ าเป็นต้องทราบข้อมลูล าดบัจีโนมิกส์ดีเอ็นเอขลู ่ท าให้ประหยดัต้นทนุในการท าวิจยั 

 
3. จากการวิจยัพบวา่ขลูจ่ากจงัหวดันนทบรีุกบันครราชสีมามีคา่ดชันีความเหมือนสงูท่ีสดุ

คือ 0.952 หมายความวา่ขลูท่ัง้ 2 ตวัอย่างนัน้มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกนัในระดบั
สายพนัธุ์ (cultivar) กนัสงูท่ีสดุ และจงัหวดัเพชรบรีุกบัอตุรดิตถ์มีค่าดชันีความเหมือนต ่าท่ีสดุคือ 
0.333 หมายความวา่ขลูท่ัง้ 2 จงัหวดันัน้มีความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมท่ีใกล้เคียงกนัทางสายพนัธุ์
กันน้อยท่ีสุด นอกจากนีก้ารวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค ISSR สามารถแยกความ
แตกตา่งของพืชตา่งชนิดกนัได้อีกด้วยดงัตารางท่ี 6 และรูปท่ี 19 แสดงให้เห็นว่าพงักาและขลู่นัน้มี
ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมแตกตา่งกนัอยา่งชดัเจน 
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ข้อเสนอแนะ 

จากผลการวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพนัธุ์ของตวัอย่างขลู่ทัง้ 15 จงัหวดัด้วย
เทคนิค ISSR โดยใช้ primer จ านวน 5 ชนิด ซึ่งควรมีการศกึษาโดยเพิ่มจ านวน primer ให้มากขึน้
เพ่ือเพิ่มจ านวนแถบดีเอ็นเอซึ่งคาดว่าจะสามารถแยกความหลากหลายทางสายพนัธุ์ของขลู่ได้
อยา่งแมน่ย ามากขึน้ 

 เพ่ือให้ครอบคลุมการศึกษาควรมีการสกัดปริมาณสารส าคัญจากใบขลู่เพ่ือน ามา
เปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสารส าคัญกับพืน้ท่ี เพ่ือใช้ในการคัดเลือกและเพิ่ม
คณุคา่ในการเป็นพืชเศรษฐกิจตอ่ไป 
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รูปท่ี 11. ผลการทดสอบดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ 
0=DNA Ladder, 11.1= สรุาษฎร์ธานี  การชะครัง้ท่ี 1,  11.2= สรุาษฎร์ธานี  การชะครัง้ท่ี 2, 

12.1= อตุรดิตถ์ การชะครัง้ท่ี 1,   12.2= อตุรดิตถ์ การชะครัง้ท่ี 2, 
13.1= ภเูก็ต การชะครัง้ท่ี 1,   13.2= ภเูก็ต การชะครัง้ท่ี 2, 
14.1= นครราชสีมา การชะครัง้ท่ี 1,  14.2=นครราชสีมา การชะครัง้ท่ี 2 

 

 
 

รูปท่ี 12. ผลการทดสอบดีเอ็นเอท่ีสกดัได้; 
0=DNA Ladder, 15.1= สงขลา การชะครัง้ท่ี 1,  15.2= สงขลา การชะครัง้ท่ี 2, 
 

1.2 การวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยชุด Qubit® assays 

ตารางท่ี 3. ปริมาณความเข้มข้นดีเอ็นเอของขลูจ่าก 15 จงัหวดั 

 

ล าดบั 

 

จงัหวดั 
ปริมาณดีเอ็นเอ(µg/ml) 

การชะครัง้ท่ี 1 การชะครัง้ท่ี 2 

1 ประจวบคีรีขนัธ์ 18.4 14.0 

2 ชลบรีุ 25.1 4.29 

3 นนทบรีุ 25.8 23.3 

4 ภเูก็ต 40.9 30.2 
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ล าดบั จงัหวดั ปริมาณดีเอ็นเอ(µg/ml) 

การชะครัง้ท่ี 1 การชะครัง้ท่ี 2 

5 ราชบรีุ 26.3 8.08 

6 ระยอง 43.8 39.1 

7 สมทุรสาคร 39.3 32.9 

8 สมทุรสงคราม 24.2 14.7 

9 สงขลา 25.5 19.8 

10 จนัทบรีุ 25.4 21.1 

11 นครราชสีมา 27.0 30.0 

12 เพชรบรีุ 45.8 39.6 

13 สรุาษฎร์ธานี 19.0 6.69 

14 ฉะเชิงเทรา 22.0 21.4 

15 อตุรดติถ์ 4.05 0.313 

 
 จากการทดสอบตวัอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ (genomics DNA) ท่ีสกัดได้จากขลู่ทัง้ 15 
จงัหวดั ซึ่งมีตวัอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ 13 จงัหวดั มาจากส่วนของดอกสดและยอดอ่อนสดมาสกดั 
คือ ประจวบคีรีขนัธ์ ชลบุรี นนทบุรี ภูเก็ต ราชบุรี ระยอง สงขลา จนัทบุรี นครราชสีมา เพชรบุรี 
ฉะเชิงเทรา สมทุรสงคราม และสมทุรสาคร ส่วนอีก 2 จงัหวดันัน้ คือ อตุรดิตถ์ และสรุาษฎร์ธานี 
ใช้ส่วนของดอกแห้งและใบแห้งมาสกัดดีเอ็น เม่ือน าไปวัดหาความเข้มข้นดีเอ็นเอโดยใช้ 
Fluorometric assay จากการทดลองพบว่า ตวัอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอจากแต่ละจงัหวดัมีความ
เข้มข้นแตกต่างกัน โดยจะมีความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.313-45.8 ng/µl  แต่มีแนวโน้มว่าความ
เข้มข้นจากการชะครัง้ท่ี 1 (ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 4.05-45.8 ng/µl) จะมีความเข้มข้นสงูกว่าการ
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ชะครัง้ท่ี 2 (ความเข้มข้นอยู่ในช่วง 0.313-39.6 ng/µl) และจงัหวดัท่ีมีความเข้มข้นต ่าท่ีสุดคือ 
อตุรดติถ์ และสรุาษฎร์ธานี เน่ืองจากเป็นตวัอยา่งแห้ง 
 

2. การพสูิจน์ลายพมิพ์ดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS โดยใช้เทคนิค PCR 

 

 
 

รูปท่ี 13. แถบดีเอ็นเอในต าแหนง่ ITS ของ Pluchea indica  
0= DNA Ladder,  1= ภเูก็ต  2= สรุาษฎร์ธานี  3= นครราชสีมา  
4= ประจวบคีรีขนัธ์  5= เพชรบรีุ  6= นนทบรีุ   7= ราชบรีุ 
 8= สงขลา   9= ฉะเชิงเทรา  10= จนัทบรีุ   11= ชลบรีุ 
12= สมทุรสงคราม  13= สมทุรสาคร 14= ระยอง   15= อตุรดิตถ์ 

 
ตารางท่ี 4. ต าแหนง่ดีเอ็นเอของ 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 และ 26S ท่ีบนัทึกข้อมลูลงสู่ genbank 

 

ล าดบั
ท่ี 

 

จงัหวดั 

 

ต าแหนง่  

Accession 
No. 18S ITS1 5.8S ITS2 26S 

1 ประจวบคีรีขนัธ์ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194201 

2 ชลบรีุ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194196 

3 นนทบรีุ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194198 

4 ภเูก็ต <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194200 

5 ราชบรีุ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194202 
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ล าดบั
ท่ี 

จงัหวดั ต าแหนง่ Accession 
No. 

18S ITS1 5.8S ITS2 26S 

6 ระยอง <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194203 

7 สมทุรสาคร <1 2-256 257-420 421-569 - LC194204 

8 สมทุรสงคราม <1 2-256 257-420 421-644 645->647 LC194205 

9 สงขลา <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194206 

10 จนัทบรีุ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194195 

11 นครราชสีมา <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194197 

12 เพชรบรีุ <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194199 

13 สรุาษฎร์ธานี <1 2-256 257-420 421-644 645->695 LC194207 

14 ฉะเชิงเทรา <1 2-256 257-420 421-644 645->695  LC196166 

15 อตุรดติถ์ <1 2-256 257-420 421-644 645->695  LC196167 

 

ผลการเพิ่มปริมาณล าดบัเบสในต าแหนง่ ITS พบวา่ล าดบัดีเอ็นเอในต าแหนง่ ITS1 อยู่
ในชว่งท่ี 2-256 และต าแหน่ง ITS2 อยูใ่นชว่งท่ี  421-644 ในการทดลองครัง้นีส้ามารถเพิ่มปริมาณ
ล าดบัเบสได้นอกเหนือจาก ITS ด้วย เน่ืองจากมีการใช้ primer ท่ีจะเข้าจบับริเวณ 18S และ 26S 
จงึท าให้สามารถเพิ่มปริมาณล าดบัเบสบริเวณ 18S และ 26S ได้บางสว่นโดยสามารถเพิ่มล าดบั
เบสบริเวณ 18S คือ ล าดบัเบสในต าเหนง่ท่ี 1 และเพิ่มปริมาณล าดบัเบสบริเวณ 26S ได้ 50 ล าดบั
เบสคือ ชว่งท่ี 645-695 แตมี่ตวัอยา่งขลูจ่ากจงัหวดัสมทุรสาครท่ีไมส่ามารถเพิ่มปริมาณล าดบัเบส
ในต าแหนง่ ITS2 ได้ครบถ้วนและตวัอยา่งขลูจ่ากจงัหวดัสมทุรสงครามก็ไมส่ามารถเพิ่มปริมาณ
ล าดบัเบสบริเวณ 26S ได้เชน่เดียวกนั 
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รูปท่ี 14 การเปรียบเทียบล าดบัเบสดีเอ็นเอของตวัอย่าง Pluchea indica ทัง้ 15 จงัหวดั 

 

จากผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสของดีเอ็นเอของขลู่ท่ีต าแหน่ง ITS ด้วยโปรแกรม BioEdit  
version 7.2 แสดงให้เห็นว่าล าดบัเบสดีเอ็นเอของขลู่ทัง้ 15 จงัหวดันัน้เหมือนกันทัง้หมดทัง้
ต าแหน่ง ITS1 และ ITS2 เม่ือเปรียบเทียบกับล าดับเบสดีเอ็นเอของขลู่ท่ีน ามาอ้างอิงจาก
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ฐานข้อมลูรหสัพนัธุกรรมของ DNA Data Bank of Japan (DDBJ) แตอ่ย่างไรก็ตามล าดบัเบสดี
เอ็นเอของจังหวัดสมุทรสาครนัน้ไม่สามารถสังเคราะห์ได้ครบสมบูรณ์ของล าดับเบสดีเอ็นเอ
ต าแหนง่ ITS2  

 

3. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธ์ุของขลู่ด้วยเทคนิค ISSR  
 

 

รูปท่ี 15. แถบดีเอ็นเอของ P. indica ท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer ISSR3 
0= DNA Ladder,  1= ภเูก็ต  2= สรุาษฎร์ธานี  3= นครราชสีมา  
4= ประจวบคีรีขนัธ์  5= เพชรบรีุ  6= นนทบรีุ   7= ราชบรีุ 
 8= สงขลา   9= ฉะเชิงเทรา  10= จนัทบรีุ   11= ชลบรีุ 
12= สมทุรสงคราม  13= สมทุรสาคร 14= ระยอง   15= อตุรดิตถ์ 
 

 

รูปท่ี 16. แถบดีเอ็นเอของ P. indica ท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer ISSR4 
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0= DNA Ladder,  1= ภเูก็ต  2= สรุาษฎร์ธานี  3= นครราชสีมา  
4= ประจวบคีรีขนัธ์  5= เพชรบรีุ  6= นนทบรีุ   7= ราชบรีุ 
 8= สงขลา   9= ฉะเชิงเทรา  10= จนัทบรีุ   11= ชลบรีุ 
12= สมทุรสงคราม  13= สมทุรสาคร 14= ระยอง   15= อตุรดิตถ์ 

 

 

รูปท่ี 17. แถบดีเอ็นเอของ P. indica ท่ีวิเคราะห์ด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้ primer ISSR8 
0= DNA Ladder,  1= ภเูก็ต  2= สรุาษฎร์ธานี  3= นครราชสีมา  
4= ประจวบคีรีขนัธ์  5= เพชรบรีุ  6= นนทบรีุ   7= ราชบรีุ 
 8= สงขลา   9= ฉะเชิงเทรา  10= จนัทบรีุ   11= ชลบรีุ 
12= สมทุรสงคราม  13= สมทุรสาคร 14= ระยอง   15= อตุรดิตถ์ 

 

รูปท่ี 18. ISSR ของพงักาดอกชอ่ (Bruguiera hainesii C.G.Roger) 
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0= DNA Ladder, 1= พงักาดอกช่อ ISSR1, 2= พงักาดอกชอ่ ISSR2, 3= พงักาดอกช่อ ISSR3, 
   4= พงักาดอกชอ่ ISSR4, 5= พงักาดอกช่อ ISSR 8 

 

ตารางท่ี 5. จ านวนแถบดีเอ็นเอ monomorphic, polymorphic  ของตวัอยา่งขลู่ 15 จงัหวดัโดยใช้
เทคนิค ISSR จาก 5 primer 

Primer ขนาดของแถบดีเอ็นเอ 
(base pair) 

จ านวน  
polymorphic 

จ านวน 

monomorphic 

จ านวนแถบ
ทัง้หมด 

ISSR3 250-750 9(100%) 0 9 

ISSR4 250-1,500 8(89%) 1(11%) 9 

ISSR8 250-1,000 6(86%) 1(14%) 7 

รวม  23 2 25 

  
 ตวัอย่างขลู่ท่ีเก็บมาจาก 15 จงัหวดัได้ถูกน ามาวิเคราะห์หาความหลากหลายทางสาย
พนัธุ์ด้วยเทคนิค ISSR โดยมีการใช้ primer จ านวน 5 ชนิด ซึ่งคดัเลือกมาจากงานวิจยัของ Bekir 
Dogan ซึ่งเป็นการศึกษาความหลากหลายของพืชในวงศ์ Asteraceae ด้วยเทคนิค ISSR (34) 
เม่ือได้ท าการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของขลู่ทัง้ 15 ตวัอย่างพบว่า primer ทัง้ 5 ชนิด 
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ ซึ่งประกอบไปด้วยแถบดีเอ็นเอทัง้แบบท่ีเห็นแถบดีเอ็นเอชดัเจน
และชนิดท่ีเห็นแถบดีเอ็นเอไม่ชัดเจน จึงมีการให้คะแนนของการนับแถบดีเอ็นเอแบบ Binary 
เฉพาะแถบดีเอน็เอท่ีมีความชดัเจนเป็นหลกั จากการนบัแถบดีเอ็นเอของ primer ทัง้ 5 ชนิด พบว่า 
แถบดีเอ็นเอท่ีถกูเพิ่มปริมาณโดย primer ISSR1 และ ISSR2 ไม่สามารถน ามานบัจ านวนแถบดี
เอ็นเอได้เน่ืองจากแถบท่ีได้ไม่ชดัเจน จึงคดั primer ISSR1 และ ISSR2 ออกจากการศกึษา  แต่
ส าหรับ primer ISSR3, ISSR4 และ ISSR8 สามารถนบัแถบดีเอ็นเอได้ชดัเจนดงันัน้การศกึษานีจ้ึง
คดัเลือก primers 3 ชนิดนีม้าใช้ในการศกึษา 

 จากการนบัจ านวนแถบดีเอ็นเอพบว่ามีจ านวนแถบดีเอ็นเอรวมทัง้หมด 25 แถบ และมี
แถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนั (polymorphic) เป็นจ านวน 23 แถบ มีขนาดอยู่ระหว่าง 250-1,500 bp 
เม่ือเปรียบเทียบกับ marker ท่ีมีขนาดอยู่ระหว่าง 250-10,000 bp เม่ือได้จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ี
เปรียบเทียบเหมือนและความแตกตา่งของแต่ละตวัอย่างแล้ว น ามาวิเคราะห์ตอ่ด้วยการค านวณ
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คา่ดชันีความเหมือน (Similarity index, S.I.) ดงัตารางท่ี 6 และแปลผลให้เป็นคา่ระยะห่างทาง
พนัธุกรรม (Genetic distance) เพ่ือน าไปสร้างเป็นแผนภาพเดนโรแกรม (Dendrogram) ดงัรูปท่ี 
19. เพ่ือแสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของตวัอย่างขลู่ทัง้ 15 จงัหวดั โดยวิธี unweighted pair 
group method with arithmetic mean (UPGMA) ด้วยการใช้โปรแกรมบนเว็บไซต์ 
genomes.urv.cat 
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ตารางท่ี 6. ค่าดัชนีความเหมือนทางพันธุกรรม (Similarity Index) จากลายพิมพ์ดีเอ็นด้วยเทคนิค ISSR โดยการใช้โปรแกรมบนเว็บไซต์ 
http://genomes.urv.cat/UPGMA/ 
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รูปท่ี 19. เดนโดรแกรม(Dendrogram)ความสมัพนัธุ์ทางพนัธุกรรมของขลูท่ัง้ 15 จงัหวดัและพงักา
ดอกช่อ 

  

จากการวิเคราะห์เพ่ือหาคา่ดชันีความเหมือน (Similarity index) และสร้างเดนโดรแกรม
(Dendrogram) แสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของขลู่จาก 15 จงัหวดัในประเทศไทย โดยจาก
การวิเคราะห์พบว่าขลู่จากจังหวัดนครราชสีมากับนนทบุรีนัน้ มีค่าดชันีความเหมือนสูงท่ีสุดคือ 
0.952 และจงัหวดัเพชรบรีุกบัอตุรดิตถ์มีคา่ดชันีความเหมือนน้อยท่ีสดุคือ 0.333 จากการค านวณ
คา่ดชันีความเหมือนและท าแผนภาพเดนโดรแกรมพบว่าสามารถแบง่กลุ่มขลู่ 15 จงัหวดัออกเป็น 
2 กลุ่มใหญ่ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ สมทุรสาครและอตุรดิตถ์ และกลุ่มท่ี 2 ได้แก่ 
ระยอง สงขลา เพชรบุรี จันทบุรี สมุทรสงคราม ฉะเชิงเทรา สุราษฎร์ธานี ราชบุรี ชลบุรี ภูเก็ต 
นครราชสีมาและนนทบรีุนอกจากนีผู้้ท าวิจยัได้น าพงักาดอกช่อ (Bruguiera hainesii) มาท า ISSR 
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เทียบกับขลู่เพ่ือให้แสดงให้เห็นว่าว่าเทคนิค ISSR สามารถแยกพืชท่ีตา่งชนิดกันได้ โดยผลการ
ทดลองพบวา่คา่ดชันีความเหมือนอยูใ่นชว่ง 0.333-0.556 เม่ือเทียบกบัขลูท่กุจงัหวดั 
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8. GeneDireX® OnePCR (บริษัท Genedirex; Taiwan) 
9. ISSR primer 5 ชนิด ได้แก่ 

ISSR 1 = 5’-ACC ACC ACC ACC ACC ACC G-3’ 
ISSR 2 = 5’-GAG AGA GAG AGA GAG AGA C-3’ 
ISSR 3 = 5’-AGA GAG AGA GAG AGA GAG C-3’ 
ISSR 4 = 5’-ACA CAC ACA CAC ACA CAC G-3’ 
ISSR 8 = 5’-CGT CAC ACA CAC ACA CAC A-3’ 

10. Reverse primer (26sR) = 5’-CCG CCA GAT TTT CAC GCT GGG C-3’ 
11. Ultrapure 10x TAE buffer (บริษัท Invitrogen; USA) 

 

 1.3 ขัน้ตอนการด าเนินงานวิจัย 

  1.3.1 การเกบ็ตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างขลู่ 15 จังหวัดของประเทศไทยและถูกเก็บเป็น herbarium specimen 
สามารถดูรูปตัวอย่างได้ในส่วนของ ภาคผนวกและตัวอย่างถูกเก็บไว้ท่ีคณะเภสัชศาสตร์ 
มหาวิทยาลยับรูพา 

(1) ล้างตวัอยา่งขลูส่ดท่ีได้ด้วยน า้กลัน่ เพ่ือก าจดัสิ่งสกปรก 
(2) น าตวัอยา่งขลูส่ดไปผึง่ลมท่ีอณุหภมูิห้องและเช็ดให้แห้ง 
(3) แบง่ตวัอย่างขลู่สดออกเป็นสองส่วน ส่วนแรกน าไปท า herberium specimen โดยเลือก

สว่นท่ีมีทัง้ ก่ิง ก้าน ใบและดอกครบถ้วน 
(4) ส่วนท่ีสองน าไปสกัดดีเอ็นเอ และส่วนท่ีเหลือจากการสกัดจะท าการเก็บรักษาโดยน าไป

บรรจลุงถงุพลาสติกท่ีปิดปากถงุอย่างแน่นหนา จากนัน้น าไปแช่เย็นท่ีอณุหภูมิ -30 องศา
เซลเซียส  ซึง่จะท าให้สามารถน าตวัอยา่งขลูท่ี่เก็บรักษาโดยวิธีนี ้ยงัคงมีคณุภาพดีเอ็นเอท่ี
ดีและสามารถน ามาสกดัได้ในครัง้ตอ่ไป 
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ตารางท่ี 2. ตวัอย่างขลูท่ี่ใช้ในการทดลอง 

ล าดบัท่ี จงัหวดั สถานท่ีเก็บ วนัท่ีเก็บ Voucher 
No. 

Accession 
number 

1 ภเูก็ต ซ. ร่วมใจอา่วยนต์ ต. วิชิต 

 อ.เมือง 
06/07/59 JAM-

001 

LC194200 

2 สรุาษฎร์ธานี ต.สินปนุ อ.พระแสง 19/08/59 JAM-
002 

LC194207 

3 นครราชสีมา ต.ประโดก-โคกไผ ่อ.เมือง 03/08/59 JAM-
003 

LC194197 

4 ประจวบคีรีขนั
ธ์ 

ต.ปากน า้ปราณ อ.ปราณบรีุ 29/07/59 JAM-
004 

LC194201 

5 เพชรบรีุ 1016 ต.ปึกเตียน อ.ทา่ยาง 29/07/59 JAM-
005 

LC194199 

6 นนทบรีุ ต.บางกระสอ อ.เมือง 07/08/59 JAM-
006 

LC194198 

7 ราชบรีุ ทางหลวงสายเอเชียหมายเลข 
2 ต.ดอนทราย อ.ปากท่อ 

30/07/59 JAM-
007 

LC194202 

8 สงขลา ถ.ลพบรีุราเมศวร์ ต.น า้น้อย 

อ.หาดใหญ่ 

08/08/59 JAM-
008 

LC194206 

9 ฉะเชิงเทรา ถ.สขุมุวิทย์ ต.ทา่ข้าม 

อ.บางปะกง 
06/08/59 JAM-

009 

 LC196166 

10 จนัทบรีุ ต.บางกะไชย อ.แหลมสิงห์ 26/08/59 JAM-
010 

LC194195 
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ล าดบัท่ี จงัหวดั สถานท่ีเก็บ วนัท่ีเก็บ Voucher 
No. 

Accession 
number 

11 ชลบรีุ ถ.ข้าวหลาม ต.บ้านปึก 

อ.เมืองชลบรีุ 
08/08/59 JAM-

011 

LC194196 

12 สมทุรสงคราม ต.บางแก้ว อ.เมือง
สมทุรสงคราม 

29/08/59 JAM-
012 

LC194205 

13 สมทุรสาคร ถ.สายธนบรีุ ปากท่อ 

ต.บางกระเจ้า อ.เมือง 
29/07/59 JAM-

013 

LC194204 

14 ระยอง ถ.เฉลิมบรูพาชลทิต  
ต.พงัราด อ.แกลง 

26/08/59 JAM-
014 

LC194203 

15 อตุรดติถ์ ต.ทุง่ยัง้ อ.ลบัแล 02/08/59 JAM-
015 

 LC196167 

 
1.3.2 การสกัดดีเอ็นเอจากขลู่ 

1) การสกัดดีเอ็นเอโดยชุดเคร่ืองมือ DNeasy® Plant Mini 
Kit(36) 

1. ใส่พืชตวัอย่าง (≤ 100 mg wet weight หรือ ≤ 20 mg lyophilized tissue) ลง
ใน collection tube ขนาด 2 ml เติมบฟัเฟอร์ AP1 (Lysis buffer) 400 µl ตามลงไป แล้ว
ท าให้เซลล์แตกออก(disrupt) ด้วยเคร่ือง TissueRuptor เป็นเวลาประมาณ 30 วินาทีด้วย
ความเร็วสูงสุด (full speed) แล้วย้ายสารไปใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ 
(microcentrifuge tube) 

2. เติมสารละลาย RNase A stock solution 4 µl (100 mg/ml) ตามลงในเนือ้เย่ือ
พืชท่ีถกูท าให้แตกออกแล้วทนัที เพ่ือให้เนือ้เย่ือเซลล์แตกและแยกออกจากกนั ไม่ให้มีการ
จบัเป็นกลุ่มก้อน ถ้าหากมีกลุ่มก้อนของเนือ้เย่ือเกิดขึน้ จะท าให้ปริมาณของ DNA ท่ีจะ
สกดันัน้ มีปริมาณต ่า 

3. น าสารผสมไปบม่เป็นเวลา 10 นาทีท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียส 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.32hioqz
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4. เติมสารละลายบฟัเฟอร์ P3 ปริมาตร 130 µl ลงไปใน lysate จากนัน้ผสมให้เข้า
กนั น าไปบม่ตอ่ในท่ีเย็นเป็นเวลา 5 นาที เพ่ือช่วยในการตกตะกอนของสารจ าพวกสารชะ
ล้าง (detergent), โปรตีน (proteins) และโพลิแซ็คคาไรด์(polysaccharide) 

5. น า  lysate มาป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 5 นาทีท่ี 20,000 x g (14,000 rpm) ท่ี
อณุหภมูิห้อง 

6. ปิเปต lysate ท่ีได้ไปยัง QIAshredder Mini spin column ท่ีบรรจุอยู่ใน 
collection tube ขนาด 2 ml และน าไปป่ันเหว่ียงตอ่อีกครัง้เป็นเวลา 2 นาที ท่ี 20000 x g 
(14000 rpm) 

7. วดัปริมาตรท่ีได้ของเหลว (flow-through) จากขัน้ตอนท่ี 6 ย้ายไปใส่ลงในหลอด
อนัใหม ่ท่ีปราศจากการรบกวนของเศษซากจากเซลล์  

8. เติมบฟัเฟอร์ AW1 ลงในส่วนใส (cleared lysate) ในปริมาตร 1.5 เท่าของ 
lysate แล้วผสมให้เข้ากนัทนัที  

9. ปิเปตสารละลายผสมจากขัน้ตอนท่ี 8 มา 650 µl รวมถึงตะกอนตา่งๆใส่ลงใน 

DNeasy Mini spin column จากนัน้น าไปป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 1 นาที ท่ีแรงเหว่ียง ≥ 

6000 x g และทิง้ของเหลว (flow-through) ไป ซึง่ในของเหลวนัน้จะประกอบด้วยบฟัเฟอร์ 
AW1 

10. ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 9 ด้วยตวัอย่างท่ีเหลืออยู่ภายในหลอดเดิม ทิง้ของเหลว (flow-
through) และ collection tube ไป 

11. วาง DNeasy Mini spin column ใส่ใน collection tube อนัใหม่ขนาด 2 ml เติม

บฟัเฟอร์ AW2 ปริมาณ 500 µl แล้วป่ันเหว่ียงเป็นเวลา 1 นาทีท่ี  ≥ 6000 x g ทิง้
ของเหลว (flow-through) ไปและน า collection tube กลบัมาใช้ใหมใ่นขัน้ตอนท่ี 12 

12. เติมบฟัเฟอร์ AW2 500 µl ลงใน DNeasy Mini spin column แล้วน าไปป่ัน
เหว่ียงเป็นเวลา 2 นาทีท่ี 20000 x g (14000 rpm) 

13. ย้าย DNeasy Mini spin column มาใส่บนหลอด microcentrifuge tube ขนาด 
1.5 หรือ 2.0 ml แล้วปิเปตสารละลายบฟัเฟอร์ AE มา 50 µl ใส่ลงบน membrane ของ 
DNeasy จากนัน้น าไป incubate ต่อเป็นเวลา 5 นาทีท่ีอุณหภูมิห้อง (15–25 องศา

เซลเซียส) แล้วน าไปป่ันเหว่ียงตอ่เป็นเวลา 1 นาที ท่ี ≥ 6000 x g เพ่ือชะสิ่งท่ีเหลืออยู่ ซึ่ง
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ในขัน้ปิเปตสารละลายบฟัเฟอร์ AE สามารถเลือกเติม 50, 100, 200 µl โดยการเติมแค ่
50 µl จะท าให้ได้ความเข้มข้นของสารละลายดีเอ็นเอสงูแตไ่ด้ปริมาตรรวมน้อย 

14. ท าซ า้ขัน้ตอนท่ี 13 อีกครัง้ โดยใช้หลอด microcentrifuge tube อนัใหม่ในการชะ
ครัง้ท่ีสอง 

     

2) การวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วยชุด Qubit® assays 
(37) 

1. จดัเตรียม microcentrifuge tube ขนาด 1 ml ซึ่งบรรจสุารละลาย Standard A 
ปริมาตร 10 µl และ Standard B ปริมาตร 10 µl ไว้อย่างละหลอด และ microcentrifuge 
tube ซึง่บรรจสุารละลาย Sample ปริมาตร 1-20 µl 

2. เตรียมสารละลาย working solution โดยการผสม Qubit® reagent ปริมาตร 1xn 
µl กบั Qubit®  Buffer ปริมาตร 199xn µl (n= จ านวน Standards รวมกับ จ านวน 
Samples 

3. แบ่งสารละลาย working solution ออกเป็นสองส่วนคือ ส่วนท่ีเป็น Standard 
(Standard A, Standard B) และส่วน Sample โดยให้แบง่ใส่ส่วน Standard อย่างละ
ปริมาตร 190 µl และสว่น Sample ปริมาตร 199 µl 

4. ผสมให้เข้ากนัโดยเทคนิคปิเปตหรือ vortex 
5. บม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องนาน 2 นาที 
6. ใส่หลอดทดลองเข้าไปในเคร่ือง Qubit® Fluorometer แล้วอ่านค่าท่ีได้ โดยวดั

หลอดท่ีเป็น Standard A และ Standard B ก่อนแล้วคอ่ยวดั Samples ตามล าดบั 
 

1.3.3 การตรวจสอบคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอโดยการใช้ 
เทคนิค Gel electrophoresis (19) 

1) เตรียมอะกาโรสท่ีความเข้มข้น 0.8% (หากเตรียมเจลส าหรับท า PCR ใช้ 1% แตห่าก
เตรียมเพ่ือท า ISSR ใช้ 2%) โดยชัง่ผงอะกาโรส 0.8 g ละลายด้วย 1X TAE buffer 100 
ml 

2) น าผงอะกาโรสในสารละลายบฟัเฟอร์ไปอุ่นในเคร่ืองไมโครเวฟ จนผงอะกาโรสละลายจน
หมดและได้สารละลายท่ีใส 

3) เตมิสี SYBR ใช้เป็น 1x ของปริมาตรสารละลายอะกาโรส 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
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4) รอให้สารละลายอะกาโรสลดอุณหภูมิลง แล้วค่อยๆเทสารละลายลงถาดท่ีมีหวีอยู่ (โดย
วางหวีให้หา่งจากขอบถาดประมาณ 1 เซนตเิมตร) 
ให้ระวงัการเกิดฟองอากาศขณะเทเจลลงในถาดรอจนเจลแข็งตวัดี 

5) รอให้เนือ้เจลแข็งตวัและลดอณุหภมูิลง คอ่ยดงึหวีอออก 
6) แกะเจลออกจากถาดแล้วน าแผ่นเจลไปวางใน electrophoresis tank แล้วเท TAE buffer 

ให้ทว่มเจล 
7) น าสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 5 µl มาผสมสี Novel juice DNA staining dye, 

GeneDireX® 1  µl 
8) เตมิสารละลายดีเอ็นเอลงในหลมุอย่างระมดัระวงั (ระวงัสารละลายดีเอ็นเอ กระจายออก

จากหลมุ) โดยชอ่งแรกเตมิเป็น DNA Ladder 
9) ใช้กระแสไฟฟ้าความตา่งศกัดิ์ 35 V เข้าสู่เจลโดยก าหนดเวลา 20 นาที (หากเตรียมเพ่ือ

ท า ISSR ใช้กระแสไฟฟ้าความตา่งศกัดิ ์75 V เข้าสูเ่จลโดยก าหนดเวลา  45 นาที) 
 
 

  1.3.4 การพิสูจน์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของขลู่ที่ต าแหน่ง ITS โดยใช้
เทคนิค PCR (38) 

1) เตรียมส่วนประกอบได้แก่ OnePCR plus, ultrapure water, DNA template, primer 
18sF, primer 26sR ก่อนเข้าปฏิกริยา PCR ลงใน PCR tube ขนาด 0.2 ml โดยใส่
ส่วนประกอบท่ีมีปริมาตรมากก่อน ซึ่งส่วนประกอบมีดงันี ้One PCR Plus 25.0 µl, 
altrapure water 18.0 µl, DNA template 5.0 µl, 10  µM Forward primer 1.0 µl, 10  
µMReverse primer 1.0 µl 

2) น า  PCR tube ไปใส่ลงในเคร่ือง Thermal cycler ซึ่งก าหนดสภาวะดงันี ้ initial 
denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที ขัน้ denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที ขัน้ annealing 55  องศาเซลเซียส นาน  30 วินาที ขัน้ extension 72 องศา
เซลเซียส นาน 1.5 นาที ขัน้ final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที และ
ก าหนดให้ขัน้ denaturation, annealing และ extension ท าซ า้ 35 รอบ 

3) ตรวจสอบคณุภาพของ PCR ด้วยเทคนิค gel electrophoresis (ดใูนหวัข้อ 2.3.2) 
4) ตรวจสอบล าดบัดีเอ็นเอด้วยเทคนิค capillary electrophoresis 
5) น าล าดบัดีเอ็นเอท่ีถอดรหสัได้มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BioEdit version 7.2 
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1.3.5 การวิเคราะห์ความหลากหลายทางสายพันธ์ุของขลู่ด้วย
เทคนิค ISSR  

1) เตรียมส่วนประกอบก่อนเข้าปฏิกริยา PCR ลงใน PCR tube ขนาด 0.2 ml โดยใส่
ส่วนประกอบท่ีมีปริมาตรมากก่อน ซึ่งส่วนประกอบมีดงันี ้ One PCR Plus 12.5 µl, 
altrapure water 9.0 µl, DNA template 2.5 µl, ISSR primer 1.0 µl  

2) น า  PCR tube ไปใส่ลงในเคร่ือง Thermal cycler ซึ่งก าหนดสภาวะดงันี ้ initial 
denaturation ท่ี 94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที ขัน้ denaturation 94 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาที ขัน้ annealing  56,60  องศาเซลเซียส นาน  50 วินาที ขัน้ extension 72 องศา
เซลเซียส นาน 1.0 นาที ขัน้ final extension 72 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที และ
ก าหนดให้ขัน้ denaturation, annealing และ extension ท าซ า้ 40 รอบ(39) 

3) ตรวจสอบคณุภาพของผลผลิต PCR ท่ีได้ด้วยเทคนิค gel electrophoresis (ดใูนหวัข้อ 
2.3.2) 

4)  นบัแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ 
5) วิเคราะห์ข้อมลูท่ีได้โดยการใช้โปรแกรมบนเว็บไซต์ http://genomes.urv.cat/UPGMA/  
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1.2 การน าไปใช้ประโยชน์และฤทธ์ิทางเภสัชวทิยาของขลู่ 

ขลูเ่ป็นพืชสมนุไพรพืน้บ้านของไทย  ในต ารายาไทยใบขลู่จะมีรสหอมฝาดเมาเค็ม เป็นยา
ขบัปัสสาวะ ฝาดสมาน แก้แผลอกัเสบ แก้เบาหวาน ขบันิ่ว (3) นอกจากนีย้งัมีรายงานงานวิจยัท่ี
ท าการทดสอบฤทธ์ิทางเภสชัวิทยาของขลู่ ยกตวัอย่างเช่น การทดสอบการแยกสารสกดัจากราก
ขลู่และน ามาทดสอบฤทธ์ิยบัยัง้การเจริญเติบโตของเชือ้ E. histolytica จากผลการทดลองพบว่า
สารประกอบหลกัท่ีแยกมาได้คือ R/J/3 มีฤทธ์ิต้านเชือ้ E. histolytica เม่ือมีความเข้มข้นเท่ากบั 50 
µg/ml และบม่นาน 2-4 ชัว่โมง(10) ตอ่มาได้มีงานวิจยัท่ีได้ท าการศกึษาฤทธ์ิต้านการอกัเสบของ
ใบขลูท่ี่สกดัด้วยเอทานอลในหนขูาว พบว่า เม่ือความเข้มข้นของสารสกดัเท่ากบั 300 mg/kg และ
เม่ือให้สารสกดัผา่นทางปากนาน 180 นาที สามารถยบัยัง้อาการอกัเสบได้ดีท่ีสดุ  อีกหนึ่งงานวิจยั
ท่ีท าการทดสอบฤทธ์ิในการลดระดบัน า้ตาลในเลือดในสภาวะปกติและสภาวะเหน่ียวน า พบว่า
เม่ือฉีดสารสกดัเข้าไปในเส้นเลือดของหนขูาว 1, 4, 8, 16 และ 24 ชัว่โมงสารสกดัใบขลู่สามารถ
ลดระดบัน า้ตาลกลโูคสในเลือดให้อยู่ในระดบัปกติทัง้ในสภาวะท่ีถกูเหน่ียวน าและไม่ถกูเหน่ียวน า
(13) นอกจากนีก็้ยงัมีงานวิจยัหนึ่งท่ีท าการทดลองฤทธ์ิในการปอ้งกนัเซลล์ตบัของสารสกดัขลู่ใน
หนู พบว่า เม่ือให้สารพิษในหนูท่ีได้รับสารสกัดรากขลู่ เซลล์ตบัมีความเสียหายน้อยกว่ากลุ่มท่ี

ไม่ได้รับสารสกดัอย่างมีนยัส าคญั(14) และได้มีการศกึษาความสามารถในการต้านพิษงูจาก β-
sitosterol และ Stigmasterol ท่ีแยกได้จากสารสกดัของขลู่ท่ีสกดัด้วยเมทานอล และน ามาทดลอง

กบัหน ู(mice) ด้วยการฉีดพิษงูให้กบัหนทูดลองแล้วฉีดสารสกดั β-sitosterol และ Stigmasterol 
ทางหลอดเลือดให้แก่ หนพูบว่า β-sitosterol และ Stigmasterol สามารถต้านพิษงูในหนทูดลอง
ได้อยา่งมีนยัส าคญั(15) 

 

1.3 ต าแหน่งดีเอ็นเอกับการศึกษาลายพมิพ์ดีเอ็นเอ 

1.3.1 ดีเอ็นเอในนิวเคลียส (nuclear DNA) 

ดีเอ็นเอของพืชจะมีรูปร่างแบบ linear DNA และขดแน่นจนกลายเป็นโครโมโซม 
(chromosome) ซึ่งดีเอ็นเอจะได้รับการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมจากพ่อและแม่อย่างละ
คร่ึง โดยพบวา่ ขนาดหรือความยาวของดีเอ็นเอในพืชแตล่ะชนิดจะมีความแตกตา่งกนั 

 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.tyjcwt
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.17dp8vu
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.lnxbz9
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.35nkun2
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.1ksv4uv
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ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA; rDNA) 

ribosomal DNA (rDNA) เป็นล าดบัดีเอ็นเอท่ีจะถกูถอดรหสัไปเป็นไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ
(ribosomal RNA) มีหน้าท่ีในการสงัเคราะห์โปรตีน rDNA จะประกอบด้วยการจดัเรียงของชดุซ า้ๆ 
ซึ่งประกอบด้วย ETS, 18s, ITS1, 5.8s, ITS2, และ 28s (ในพืชสามารถพบได้ตัง้แต ่25s - 28s) 
เรียงตวัตอ่กนัเป็นหนึ่งชดุและแตล่ะชดุของ rDNA จะตอ่กนัด้วย intergenic spacer (IGS) หรือ
เรียกว่า nontranscribed spacer (NTS) ซึ่งดีเอ็นเอส่วน  5.8s และ 28s จะแสดงหน้าท่ีรวมกนั
เป็น large subunit rRNA  มี  ITS1 และ ITS2 เป็นตวัท าหน้าท่ีเช่ือมให้เป็นก้อนเดียวกนั และ 
rDNA 18s จะท าหน้าท่ีเป็น small subunit rRNA ส าหรับ 18s, 5.8s และ 26s เป็นส่วนของยีนไร
โบโซมอล ท่ีจะแสดงออกเป็นโครงสร้าง rDNA โดยในกระบวนการสงัเคราะห์โปรตีนนัน้ต้องท างาน
ร่วมกบั ทรานเฟอร์อาร์เอ็นเอ tRNA และ เมสเซนเจอร์อาร์เอ็นเอ mRNA 

 

 

รูปท่ี 4. Ribosomal DNA(22) 

 

โดยปกตแิล้วจะพบวา่ความยาวของยีน 18s, 5.8s, 26s โดยมากจะมีความยาวท่ีใกล้เคียง
กนั ยีน 5.8S ยาวประมาณ 160 คูเ่บส ยีน 18s ยาวประมาณ 1,800 คูเ่บส และยีน 26S ยาว
ประมาณ 3,300 คูเ่บส 

ribosomal DNA (rDNA) เป็นล าดบัดีเอ็นเอ ท่ีนิยมใช้ในการศกึษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
พืช เพราะมีการเรียงตวัของชดุดีเอ็นเอซ า้ๆ มากมายหลายชดุซึง่ง่ายตอ่การน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอและมียีน 18s, 5.8s, 26s เป็นดีเอ็นเอส่วนอนรัุกษ์ (conserved region) และยีน ITS และ IGS 
ท่ีเป็นสว่นดีเอ็นเอท่ีมีการวิวฒันาการ ดงัท่ีกล่าวมาทัง้หมดนีจ้ึงท าให้ ribosomal DNA  (rDNA)  มี

https://en.wikipedia.org/wiki/Ribosomal_RNA
https://en.wikipedia.org/wiki/18S_ribosomal_RNA
https://en.wikipedia.org/wiki/ITS1
https://en.wikipedia.org/wiki/5.8S
https://en.wikipedia.org/wiki/ITS2
https://en.wikipedia.org/wiki/28S
https://en.wikipedia.org/wiki/5.8S
https://en.wikipedia.org/wiki/28S
https://en.wikipedia.org/wiki/ITS1
https://en.wikipedia.org/wiki/ITS2
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.4i7ojhp
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ประโยชน์ในการศกึษาลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชเพ่ือพิสจูน์เอกลกัษณ์พืช และหาความใกล้ชิดของ
การวิวฒันาการของพืช (19) 

 

2) ดีเอ็นเอบริเวณไอทีเอส (Internal Transcribed Spacer หรือ 
ITS) 

 

รูปท่ี 5. ดีเอ็นเอบริเวณไอทีเอส (23) 

Internal transcribed spacer (ITS) คือ spacer DNA ซึ่งเป็นบริเวณของล าดบัเบสขนาด
สัน้ๆ ท่ีไม่ใช่ยีน นัน่คือ ถกูถอดรหสั (transcibed) ได้แตจ่ะไม่ถกูน าไปแปลรหสั (translated) เพ่ือ
สร้างเป็นโปรตีน ดีเอ็นเอบริเวณ ITS นีถ้กูใช้ในการพิสจูน์เอกลกัษณ์สมนุไพรมากท่ีสดุ เน่ืองจากมี
บริเวณอนรัุกษ์ จึงสามารถใช้เป็นต าแหน่งเกาะของยนูิเวอร์ซอลไพรเมอร์ (universal primer) เพ่ือ
ใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตตา่งๆ ได้ นอกจากนีดี้เอ็นเอบริเวณ ITS ยงัสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ได้ง่าย ดีเอ็นเอบริเวณ ITS จะอยู่ระหว่างยีนไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ 
(rRNA gene) ของ small-subunit ribosome และ large-subunit ribosome บนโครโมโซม ใน
สิ่งมีชีวิตจากโปรคาริโอต (Prokaryotes) อย่าง bacteria และ archaea นัน้ ITS จะอยู่ระหว่างยีน 
16S และ 23S rRNA แตถ้่าเป็นสิ่งมีชีวิตจากยคูาริโอต (Eukaryotes) จะมีอยู่ 2 ITS; ITS1 จะอยู่
ระหว่างยีน 18s และ 5.8S rRNA ส่วน ITS2 อยู่ระหว่างยีน 5.8S และ 26S (ในพืช, หรือ 28S ใน
สตัว์) rRNA โดยยีนทัง้ ITS1 และ ITS2 จะถกูน าไปถอดรหสัไปเป็นไรโบโซมอลอาร์เอ็นเอ (rRNA) 
แต่ไม่ได้ถูกรวมอยู่ในโครงสร้างของไรโบโซมหรือโมเลกุลของ rRNA ท่ีเป็นส่วนหนึ่งในการสร้าง
โปรตีน แตดี่เอ็นเอส่วน ITS1 และ ITS2 จะท าหน้าท่ีเพียงช่วยให้ large-subunit rRNA ซึ่งเกิดจา
การรวมกนัของยีน 26S และ 5.8S กบั small-subunit rRNA ซึง่เกิดจากยีน 18s เข้ามาใกล้กนัมาก
ขึน้จนมีโครงสร้างเป็นโดเมนคอยท าหน้าท่ีในการสร้างโปรตีน (24) 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.1ci93xb
https://en.wikipedia.org/wiki/28S_ribosomal_RNA
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3whwml4
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1.3.2 ดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ (chloroplast DNA) 

 คลอโรพลาสต์มีหน้าท่ีในกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงของพืช ดงันัน้ยีนส่วนใหญ่ใน 
chloroplast จึงมีหน้าท่ีในการแสดงออกเป็นโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการสงัเคราะห์ด้วยแสง 
ซึ่งสายดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์มีลกัษณะวงแหวนดีเอ็นเอแบบเกลียวคูท่ี่เป็นสายดีเอ็นเอซ า้แบบ
กลบั (invert repeat) จ านวน 2 ชดุ โดยดีเอ็นเอในคลอโรพลาสต์ได้รับการถ่ายทอดจากแม่ฝ่าย
เดียว(19) มีความยาวในชว่ง 85 ถึง 292 กิโลเบส ซึ่งพบว่าพืชส่วนใหญ่จะมีความยาวในช่วง 120-
160 กิโลเบส ยกตวัอยา่งเชน่ ยีน matk 

 

ยีน matK 

 

 

รูปที 6. Gene matK(25) 

 

ยีน matK เป็นยีนท่ีมีวิวฒันาการอย่างรวดเร็ว มีการเปล่ียนแปลงในระดบั nucleotide 
และกรดอะมิโน มีการแทนท่ีสงูของ  nucleotide และเกิดการเปล่ียนแปลงของความยาวยีน matK  
โดยพบว่ามีอตัราการเปล่ียนแปลง nucleotide สงูกว่าเป็น 3 เท่าและการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโน
สงูกว่า 6 เท่าเม่ือเทียบกบัยีน rbcL ท่ีเป็นยีนในคลอโรพลาสต์เช่นเดียวกนั จึงสามารถใช้ matK 
เป็นสญัญานท่ีบ่งบอกถึงการวิวฒันาการของพืชใน taxonomy ในระดบัตา่งๆ  โครงสร้างของยีน 
matK อยู่ระหว่าง 2 exons ของ trnK โดยพบว่าในพืช angiosperms มียีน matK ซึ่งมีความยาว
ประมาณ 1500 bp และเม่ือถอดรหสัจะสร้างโปรตีนซึ่งคือเอมไซม์ masturase ท่ีประกอบด้วย 
500 กรดอะมิโน ซึง่เก่ียวข้องกบัการสร้าง lysine (26) 

 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2bn6wsx
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.qsh70q
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1.3.3 ดีเอ็นเอในไมโทครอนเดรีย (mitochondria DNA) 

ดีเอ็นเอในไมโทครอนเดรียของพืชมีอัตราการเปล่ียนแปลงช้าเม่ือเทียบกับดีเอ็นเอใน
นิวเคลียร์จีโนมและคลอโรพลาสต์จีโนม จึงไม่นิยมน าเอาดีเอ็นเอในไมโทครอนเดรียมาใช้ในการ
พิสจูน์เอกลกัษณ์ของพืชในระดบัสปีชีส์ แตส่ามารถใช้ในการหาความสมัพนัธุ์ของพืชในระดบัวงศ์
หรือสงูกวา่ได้ (19) ยกตวัอยา่งเชน่ ยีน coxl 

ยีน coxl (cytochrome C oxidase subunit I) 

เม่ือถูกถอดรหสัออกมาจะได้โปรตีน cytochrome C oxidase subunit 1 ท่ีอยู่บริเวณ 
inner membrane ของไมโทครอนเดรีย ซึ่งมีหน้าท่ีส าคญัในกระบวนการ oxidation phos-
phorylation pathway และกระบวนการสร้างพลงังาน จึงนิยมใช้ยีนนีใ้นการพิสจูน์เอกลกัษณ์พืช
สมนุไพรมากกวา่ยีนอ่ืนๆ ในไมโทครอนเดรีย (27) 

 

1.4 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA Markers) หมายถึง ช่วงนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) ช่วงหนึ่ง
ของสายดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นเคร่ืองหมายบ่งชีห้รือเอกลักษณ์ท่ีแสดงความจ าเพาะของสิ่งมีชีวิตใน
ระดบัสปีชีส์ (species) พืชแตล่ะสายพนัธุ์จะมีการเรียงล าดบัของนิวคลีโอไทด์ ท่ีแตกตา่งกนัหรือ
เรียกว่า โพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) โดยสามารถเลือกใช้ดีเอ็นเอจากนิวเคลียส (nuclear 
DNA) หรือดีเอ็นเอจากไมโทครอนเดรีย (mitochondria DNA) หรือ ดีเอ็นเอจากคลอโรพลาส
(chloroplast DNA) ก็ได้เน่ืองจากสารพนัธุกรรมเหลา่นีส้ามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่นลกูได้  

การใช้ประโยชน์ของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) เพ่ือใช้แยกความแตกตา่งของ
สายพนัธุ์พืชสามารถท าได้โดยการใช้เทคนิคทางอณูวิทยา ท่ีเรียกว่า “ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ” (DNA 
fingerprinting)(16, 28) 

 

1.5 เทคนิคพืน้ฐานทางชีวโมเลกุล 

1.5.1 เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 

 เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคท่ีพฒันาขึน้โดย Kary Mullis 
ในช่วงปี ค.ศ. 1980 ซึ่ง polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคการเพิ่มปริมาณชิน้ส่วน

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3as4poj
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2p2csry
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ของดีเอ็นเอ ภายในหลอดทดลอง โดยใช้ความสามารถของ DNA polymerase ในการสงัเคราะห์ดี
เอ็นเอสายใหม่ จากดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) โดยเร่ิมต้นจากการใช้ดีเอ็นเอต้นแบบ
ปริมาณเล็กน้อย เหน่ียวน าให้เกิดปฏิกริยาลกูโซ่พอริเมอเรส (PCR) ท าให้ได้ปริมาณดีเอ็นเอเพิ่ม
มากขึน้เป็นจ านวนมากหลายพนัล้านโมเลกลุ 

องค์ประกอบของปฏิกิริยาลกูโซพ่อริเมอเรส (PCR) ประกอบด้วย  

1. ดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) ดีเอ็นเอต้นแบบท่ีมีคุณภาพดีจะส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพของการท าพีซีอาร์ ตวัอย่างเช่น สารสกัดมีการเจือปนของตวัยบัยั ง้
การท างานของเอ็นไซม์ polymerase ก็จะส่งผลต่อ ปฏิกริยาลูกโซ่พอริเมอเรส
(PCR) หรือกรณีท่ีสกดัดีเอ็นเอแล้วได้อาร์เอ็นเอในปริมาณสงู จะท าให้เกิดการ
แย่งจับกับ Mg2+ ส่งผลให้ผลผลิตพีซีอาร์ลดลง ดงันัน้ขัน้ตอนการสกัด DNA 
เพ่ือให้ได้ ดีเอ็นเอท่ีบริสทุธ์ิจงึมีความส าคญัเป็นอย่างมาก 

2. เอนไซม์ดีเอ็นเอพอริเมอเรส (DNA polymerase)  
3. ดีเอ็นเอไพร์เมอร์ (DNA primers) 
4. Deoxyribonucleotide triphosphates (dNTPs) ได้แก่ dATP, dCTP, dGTP, 

dTTP 
5. สารละลายบฟัเฟอร์ (buffer solution)  

 

เทคนิคการเพิ่มปริมาณชิน้สว่นของดีเอ็นเอภายในหลอดทดลอง เม่ือผสมสารตา่ง ๆ ลงใน
หลอดพีซีอาร์   หลังจากนัน้น าหลอดทดลองไปใส่ในเคร่ืองพีซีอาร์ โดยท่ีเคร่ืองจะมีการตัง้
โปรแกรมควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ เกิดการสังเคราะห์และเพิ่มปริมาณดีเอ็นตามหลักการของ
ปฏิกิริยาลกูโซ่พอริเมอเรส ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาขึน้ซ า้ๆ โดยแตล่ะรอบจะประกอบไปด้วย 3 ขัน้ตอน
คือ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe/docs/glossary#DNApol
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รูปท่ี 7. Polymerase chain reaction(29) 

 

1. Denaturation เป็นขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอต้นแบบ จากดีเอ็นเอสายคูใ่ห้เป็นดีเอ็นเอ
สายเด่ียว โดยใช้อุณหภูมิประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30-60 วินาที 
(สิ่งมีชีวิตจะมีเอนไซม์เฮลิเคส (helicase) ชว่ยในการแยกสายดีเอ็นเอ แตใ่นหลอดทดลอง
ไมมี่จงึต้องใช้การเพิ่มอณุหภมูิเพ่ือให้เกิดการแยกสายดีเอ็นเอ)  

2. Annealing เป็นขัน้ตอนการจับของไพร์เมอร์ โดยท่ีไพร์เมอร์จะเข้าจับบนสายดีเอ็นเอ
บริเวณท่ีเป็นล าดบัเบสคูส่ม ซึง่จะต้องควบคมุอณุหภูมิลงมาท่ี 50-55 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 30-60 วินาที (ในสิ่งมีชีวิตมีเอมไซม์ไพรเมส (primase) ซึ่งจะท าหน้าท่ีสร้าง
อาร์เอ็นเอไพร์เมอร์ แตกต่างจากการท า PCR ท่ีจะต้องท าการออกแบบไพร์เมอร์ท่ี
เหมาะสมกบัดีเอ็นเอท่ีต้องการจะเพิ่มปริมาณ) 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.1pxezwc
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3. Primer extension หรือ DNA synthesis เป็นขัน้ตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่โดย
ตอ่ออกจาก Primer ท่ีเข้าคู่อยู่กบัดีเอ็นเอต้นแบบ โดยมีการเติมเบสต่อจากไพร์เมอร์ใน

ทิศทางจาก 5′ ไป 3′ โดยจะมีการตอ่เตมิเบสท่ีปลาย 3′  อณุหภูมิในขัน้นีจ้ะอยู่ในช่วง 70-
75 องศาเซลเซียส  เป็นระยะเวลา 30-120 วินาที ระยะเวลาขึน้อยู่กบัความยาวของดีเอ็น
เอท่ีน ามาสงัเคราะห์ ปกตกิารสงัเคระห์ดีเอ็นเอความยาว 1 กิโลเบส ใช้เวลา 60 วินาที แต่
ถ้าสงัเคระห์ดีเอ็นเอความยาวน้อยกวา่ 500 กิโลเบส ใช้เวลา 30 วินาที 

การท างานของพีซีอาร์เม่ือท าครบ 3 ขัน้ตอนจะนบัเป็น 1 รอบ และมกัจะท าซ า้เป็นจ านวน 20-
40 รอบ ท าให้ได้ผลผลิตพีซีอาร์ (PCR product) เป็นดีเอ็นเอชดุใหมจ่ านวนมาก (19, 30) 

 

1.5.2 ISSR (Inter simple sequence repeat) 

เทคนิค ISSR เป็นเทคนิคการพิสจูน์เอกลกัษณ์ท่ีถกูพฒันาขึน้โดย Zietkiewicz ซึ่งเทคนิค 
ISSR ได้ถกูพฒันาขึน้จากเทคนิค microsatellite-PCR โดยการท า SSR-anchored PCR ซึ่งเป็น
การเพิ่มหมู่ Polynucletide ตรงต าแหน่งปลาย 5’กบั 3’ ของ Primer จึงท าให้ Primer สามารถจบั
กบั microsatellite ได้จ าเพาะมากกว่าการท า microsatellite-PCR แบบเดิมจึงท าให้ผลผลิตจาก
การท าพีซีอาร์มีความยาวสม ่าเสมอจึงสามารถใช้พิสูจน์เอกลักษณ์ได้ดียิ่งขึน้ วิธี ISSR นีจ้ึงไม่
จ าเป็นต้องรู้ข้อมูลล าดบั DNA มาก่อนการเพิ่มปริมาณของดีเอ็นเอ ดงันัน้ จึงเป็นประโยชน์ใน
การศกึษาสปีชีส์ตา่งๆ โดยปราศจากข้อมลูล าดบั DNA ท่ีมีอยู่ วิธี ISSR จะช่วยท าให้เกิดผลผลิตท่ี
ได้จากเทคนิค PCR มีความคงท่ีเม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี RAPD ในทางปฏิบตัิ ISSR fingerprinting 
มีการน าไปใช้ในการศกึษาอย่างแพร่หลาย อาทิเช่น การศกึษาถึงความหลากหลายของประชากร,
การศกึษาอนกุรมวิธาน (taxonomy) และการศกึษาวงศ์วานวิวฒันาการ (phylogeny) ของพืชสปี
ชีส์ตา่งๆ(31) 

 

 ปัจจยัท่ีส าคญัของการท า ISSR 

1) Genomic DNA ซึง่เป็น ดีเอ็นเอแมแ่บบส าหรับ ISSR-PCR 
ดีเอ็นเอแม่แบบเป็นส่วนส าคัญในการประสบความส าเร็จในเทคนิค ISSR ดังนัน้จึง

ต้องการดีเอ็นเอแม่แบบท่ีมีคณุภาพสงู และต้องมีการ standardise ปริมาณของดีเอ็นเอแม่แบบ
ก่อนจะเร่ิม PCR ดงันัน้ ขัน้ตอนและวิธีการสกดัดีเอ็นเอรวมถึงชนิดตวัอย่างจึงมีความส าคญั  ซึ่ง
หากพบเศษซากของเซลล์ปนอยู่อาจไปรบกวนการท า PCR ได้ ซึ่งการสกัดโดยวิธีแบบดัง้เดิมก็

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.2xcytpi
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.49x2ik5
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.147n2zr
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เพียงพอท่ีให้คณุภาพของดีเอ็นเอท่ีดี แตถ้่าไม่ก็สามารถใช้ชดุสกัดส าเร็จรูป (kit) ซึ่งจะได้ดีเอ็นเอท่ี
มีคุณภาพ และความเข้มข้นของดีเอ็นเอก่อนท า PCR นัน้จะต้องปรับให้มีความเหมาะสม 
โดยทัว่ไปนิยมใช้ความเข้มเข้น 10-50 ng ซึ่งจะได้ผลผลิตท่ีเพียงพอและมีประสิทธิภาพในการท า
ปฏิกิริยาแตล่ะครัง้ 

2) ISSR primer design 

 ISSR primer มกัมีความยาว 16-25 base pairs (bp) โดยจะประกอบด้วยชดุ base ซ า้ๆ 
ชดุละ 2-4 bp ซึ่งเป็นต าแหน่งท่ีจะเข้าไปจบักบั microsatellites รูปแบบของ ISSR primer มี 3 
รูปแบบได้แก่ unanchored (primer ท่ีมีเฉพาะ sequence ท่ีมีล าดบัเบสซ า้ๆ เช่น 5’-(AC)8-3’), 5’-
anchored (primer มีส่วนท่ีเป็นล าดบัเบสซ า้และอีกส่วนท่ีไม่ใช่ล าดบัเบสซ า้ท่ีด้านปลาย 5’ ของ 
primer เช่น 5’-GA(AC)8-3’ ซึ่ง GA จะเป็นส่วน anchored ซึ่งไม่ใช่ล าดบัเบสซ า้) และ 3’-
anchored (primer มีส่วนท่ีเป็นล าดบัเบสซ า้และอีกส่วนท่ีไม่ใช่ล าดบัเบสซ า้ท่ีด้านปลาย 3’ ของ 
primer เช่น 5’-(AC)8(AG)-3’ AG จะเป็นส่วน anchored ซึ่งไม่ใช่ล าดบัเบสซ า้) ได้มีการศกึษาถึง
ความแตกต่างของ primer ทัง้ 3 ชนิด โดยงานวิจัยดังกล่าวแนะน าว่าการศึกษาท่ีใช้ ISSR 
markers นัน้ควรใช้ primer ท่ีเป็น 3’ หรือ 5’-anchord primer เพราะว่า unanchored นัน้จะ
สามารถเล่ือนไปจบักบัต าแหนง่อ่ืนท่ีอยู่ใกล้เคียงได้ท าให้ความยาวของ genomic ท่ีน าไปท า PCR 
นัน้มีความยาวไมเ่ทา่กนัซึง่จะมีผลตอ่ผลผลิต PCR ท่ีได้ออกมา 

 ISSR primer นัน้ง่ายในการออกแบบและปรับแต่งให้เข้ากบัการทดลอง โดยอาจจะน า 
primer ท่ีเคยใช้ในการทดลองก่อนหน้ามาท าการทดลองก็ได้ซึ่งเป็นทางเลือกท่ีนิยมมากในการ
ทดลองตา่งๆ 

3) PCR amplification with ISSR primers (ISSR-PCR) 

ข้อแตกตา่งเล็กน้อยระหว่าง ISSR กบั PCR จะเก่ียวข้องกบั primer ท่ีใช้โดย ISSR-PCR 
จะใช้แค ่primer เดียวของแตล่ะปฏิกิริยา ซึ่ง single primer นีจ้ะท าหน้าท่ีเป็นทัง้ forward และ 
reverse primer  
 ISSR-PCR นี ้จะมีการก าหนด annealing temperature (Ta) ท่ี 45-60 องศาเซลเซียส 
โดยอณุภูมิท่ีใช้ในขัน้นีจ้ะขึน้กบั melting temperature (Tm ) ของ ISSR primer  โดยสิ่งส าคญัคือ
การทดลองหาอณุหภูมิท่ีเหมาะสม โดยปกติจะทดลองท่ี Ta เท่ากบั 45 องศาเซลเซียส 50 องศา
เซลเซียส 55 องศาเซลเซียส หรือ 60 องศาเซลเซียส โดยเลือก  Ta ท่ีให้ผลผลิตสงูและดีท่ีสดุ และ
จะต้องทดลองหาอณุหภูมิหลายคา่ ท่ีให้ผลผลิตท่ีดีท่ีสดุ ขัน้ตอนนีมี้ความส าคญัในการท่ีจะท าให้ 
PCR ประสบผลส าเร็จโดยใช้ ISSR primer 
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4) Gel electrophoresis 

 การท า electrophoresis จากผลผลิต ISSR-PCR นิยมใช้เจลท่ีความเข้มข้น 1.5-2.0% 
w/v ของ agarose เพ่ือให้ DNA เกิด band ท่ีชดัเจนและให้ score ง่าย โดยความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมท่ีสุดท่ีใช้ในการวิเคราะห์ ISSR คือ 2.0% w/v ของ agarose หรืออาจใช้ 
polyacrylamide ในการท า gel electrophoresis ก็ได้ 

5) Scoring of bands 

 วิธีมาตรฐานหรือ criteria ส าหรับให้คะแนน DNA band  ส าหรับ dominant DNA 
marker อาจแตกตา่งกนัขึน้กบัแตล่ะการทดลองวา่จะก าหนดอยา่งไร 

     (1.) ให้นบัแต้มเฉพาะ band ท่ีชดัเจน smeared band เพ่ือให้ผลการทดลองท่ีเกิดจาก
ความไม่จ าเพาะของ ISSR primer ท่ีเกิดโดยไม่ได้ตัง้ใจหรือการ overlap ของ band ท่ีมี DNA 
ขนาดคล้ายกนัออกไป เพราะทัง้ 2 สิ่งนีอ้าจท าให้ยากตอ่การให้ score และ จะได้ผลการทดลองท่ี
ไมส่อดคล้องกนั 

   (2.) ให้แต้มเฉพาะ band ท่ีเข้มเท่านัน้ เพราะ band ท่ีอ่อนคือ band ท่ีมีปริมาณดีเอ็น
เอน้อยจงึไมใ่ห้คะแนน 

     (3.) ต้องมีการก าหนดเกณฑ์คะแนนมาตรฐาน ของช่วงขนาด band ท่ีแตกตา่งกนัก่อน
จะเร่ิมให้คะแนน โดยปกติช่วงความยาวจะอยู่ท่ี 100-2,000 bp ซึ่ง ISSR ใช้ 2% agarose gel 
โดยใช้แรงเคล่ือนไฟฟ้า 80-100 V 

●  ถ้าขนาด band น้อยกว่า 100 bp จะเห็น band ไม่ชดัสามารถบอกได้ว่าเป็น 
primer dimer 

●  ถ้าขนาด band ใหญ่กว่า 2,000 bp จะเป็นไปได้ยากในการท า PCR และจะเห็น 
band จางเน่ืองจากได้ผลผลิตน้อย 

จาก rule-of-thumb เม่ือออกแบบ PCR protocol ระยะเวลา 1 นาทีในขัน้ extension 
สามารถสงัเคราะห์ได้ 1,000 bp ดงันัน้ ตามทฤษฏีหากใช้เวลา 2 นาทีจะสงัเคราะห์ได้สูงสุด
ประมาณ 2,000 bp การเพิ่ม extension time ใน ISSR-PCR ไม่ได้ท าให้ได้ผลผลิตท่ีดีกว่า ดงันัน้
ไม่จ าเป็นต้องใช้ระยะเวลามาก เพราะ PCR จะได้ผลผลิตเป็นสายสัน้ๆ สุดท้ายนีก้ารบนัทึกผล 
band ท่ีขึน้จะใช้สญัลกัษณ์ 1= ขึน้ และ 0= ไมข่ึน้ (32) 

 

การศึกษาก่อนหน้ามีการใช้เทคนิค ISSR มาใช้จ าแนกสายพนัธุ์ ต้นเปล้าน้อย (Croton 
sublyratus Kurz.) จ านวน 37 ตวัอย่างท่ีเก็บจากจงัหวดัตา่งๆในประเทศไทย โดยมีการใช้ไพร์
เมอร์จ านวน 3 ไพร์เมอร์พบวา่ สามารถแยกสายพนัธ์ของตวัอย่างท่ีน ามาได้ ซึ่งเม่ือแปลผลออกมา
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พบวา่ เปล้าน้อยในประเทศไทยมีลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีมีความสมัพนัธ์ใกล้เคียงกนัโดยสามารถ
แบง่ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ โดยผลลพัธ์บง่ชีว้่าเทคนิค ISSR สามารถใช้แยก DNA marker ของทัง้ 
37 ตวัอย่างได้และสมัพนัธ์กบัผลทดสอบการสกดัสาร pluanotal จากตวัอย่างซึ่งพบว่า ปริมาณ
สารส าคญัมีความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (33) 

เคยมีการศึกษาการใช้เทคนิค ISSR ในการวิเคราะห์ความใกล้ชิดกันของสายพันธุ์ใน 
Jurinea species ซึง่เป็นพืชวงศ์เดียวกบักบัขลู ่(Asteraceae) โดยออกแบบการทดลองดงันี ้

1. Pre-denaturation 3 นาที ท่ี 94 องศาเซลเซียส 
2. Denaturation 1 นาที ท่ี 94 องศาเซลเซียส 
3. Annealing 50 วินาที อณุหภมูิขึน้กบั Tm ของ primer 
4. Extension 1 นาที ท่ี 72 องศาเซลเซียส 

 โดยเตรียมปริมาตรสดุท้ายเป็น 25 μl ท า PCR ทัง้สิน้ 40 รอบ ส่วน primer ท่ีใช้มีทัง้สิน้ 8 
primer ดงันี ้

ตารางท่ี 1.ISSR primer ในการวิเคราะห์ความใกล้ชิดกันของสายพนัธุ์  Jurinea species วงศ์ 
Asteraceae 

Primer Primer sequence Tm (
oC) Size (bp) 

ISSR1 (ACC)6-G 63.1 19 

ISSR2 (GA)9-C 56.7 19 

ISSR3 (AG)9-C 56.7 19 

ISSR4 (AC)9-G 56.7 19 

ISSR8 (AC)8-CG 56 18 

ISSR6 (AC)8-CC/T 54.8 18 

ISSR7 CAG-(CA)8
 56.7 19 

ISSR8 CGT-(CA)8
 56.7 19 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.3o7alnk
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 โดยปกตแิล้วการแยก Jurinea species สามารถท าได้ยาก เน่ืองจากมีลกัษณะภายนอกท่ี
ใกล้เคียงกนัแตเ่ม่ือใช้เทคนิค ISSR พบว่า สามารถแยก  Jurinea species ออกได้เป็นสองกลุ่ม
หลกัๆ ท่ีมีความสมัพนัธ์ท่ีใกล้เคียงกนัมาก (34) 

 

1.5.3 เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟริซสิ (gel electrophoresis) 

เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกดีเอ็นเอหรือวิเคราะห์ขนาดและคุณภาพของดีเอ็นเอ ภายใต้
สนามไฟฟ้า โดยผา่นตวักลางคือ อะกาโรสเจล (agarose gel) 

หลกัการของวิธีนีคื้อ โครงสร้างของดีเอ็นเอท่ีมีประจโุดยรวมเป็นลบ(หมู่ฟอสเฟต) เม่ืออยู่
ในสนามไฟฟ้า โมเลกุลของดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจาก ขัว้ลบไปสู่ขัว้บวก ซึ่งดีเอ็น เอจะถูกแยกตาม
ขนาดของโมเลกลุ ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเล็กจะเคล่ือนท่ีได้เร็วกวา่ดีเอ็นเอโมเลกลุใหญ่ 

อิเล็กโตรโฟรีซิสเป็นเทคนิคท่ีใช้ในการแยกสารแมคโครโมเลกุล (macromolecule) 
โดยเฉพาะสารพวกโปรตีนหรือกรดนิวลีอิก ท่ีมีขนาดและประจท่ีุแตกตา่งกนั ซึ่งเป็นเทคนิคท่ีใช้กนั
อยา่งแพร่หลายในสาขาวิชาชีวเคมี biochemistry และ อณชีูววิทยา (molecular biology) 
 

 

รูปท่ี 8. Agarose gel electrophoresis of DNA 

 

เม่ือโมเลกลุท่ีมีประจุ  อยู่ในสนามแม่เหล็กไฟฟ้าโมเลกุลเหล่านัน้จะเกิดการเคล่ือนท่ีเข้า
หาขัว้บวกหรือขัว้ลบ ซึง่เป็นประจตุรงข้ามกบัพวกมนั ส าหรับโปรตีน (proteins) ท่ีอาจพบทัง้ประจุ

http://h/
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สุทธิท่ีเป็นประจุบวกหรือลบ แตกต่างกับกรดนิวคลีอิก (nucleic acids) ท่ีประกอบด้วย 
phosphate backbone ซึง่เป็นเป็นประจลุบ จงึท าให้เคล่ือนท่ีเข้าหาขัว้บวก 

Proteins และ nucleic acids จะถกูแยกโดยผ่านตวักลาง (matrix) ในท่ีนีคื้อเจล ซึ่งแผ่น 
gel ท่ีใช้จะถกูท าให้อยู่ในรูปแผ่นบางๆและมีหลมุส าหรับใส่ sample โดยแผ่น gel จะถกูแช่อยู่ใน
สารละลาย electrophoresis buffer เพ่ือท าให้ไอออนสามารถเคล่ือนท่ีได้ และ ช่วยควบคมุ pH 
ของสารละลายให้คงท่ี  

Agarose เป็น polysaccharide ซึ่งสามารถสกัดได้จาก seaweed โดยความเข้มข้นท่ี
นิยมใช้คือ  0.5 ถึง 2% agarose มีข้อดีคือสามารถเตรียมได้ง่ายโดยการละลายผง agarose ใน
สารละลายบฟัเฟอร์ แล้วให้ความร้อนเพ่ือให้ละลายจนได้เนือ้เจลและอีกประการหนึง่คือไมมี่พิษ  

Agarose gels มีความสามารถในการแยกขนาดโมเลกลุท่ีแตกตา่งกนัได้ในช่วงกว้างแต่
ประสิทธิภาพต ่า โดยความสามารถในการแยกขนาดโมเลกุลท่ีแตกต่างกันขึน้กับความเข้มข้นท่ี
แตกตา่งกนัในการเตรียม agarose gel โดยปกติแล้ว gel electrophoresis สามารถใช้แยกชิน้ส่วน
ดีเอ็นเอท่ีมีขนาด 200 ถึง 50,000 คู่เบส โดยการใช้เทคนิคพืน้ฐาน standard electrophoretic 
techniques(35) 

 

1.5.4 การตรวจความบริสุทธ์ิของสารละลายดีเอ็นเอด้วยวิธีวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง 

ใช้หลกัการการวดัคา่การดดูกลืนแสงอลัตราไวโอเลต (UV) ของกรดนิวคลีอิค ได้แก่ พิวรีน
และไพริมิดีน ซึ่งจะดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร แตโ่ปรตีนจะดดูกลืนแสงได้ดีท่ี
ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร จากนัน้น ามาค านวณหาอตัราส่วนการดกูลืนแสงของกรดนิวคลีอิก
ท่ีความยาวคล่ืน 260  นาโนเมตร ตอ่การดดูกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
หากได้คา่ท่ีอยูใ่นชว่ง 1.8-2.0 หมายถึงดีเอ็นเอท่ีได้มีคณุภาพดี แตห่ากมีคา่น้อยกว่า 1.8 หมายถึง
มีการปนเปือ้นของโปรตีนหรือสารประกอบกลุ่มฟีนอลิคปนอยู่ ซึ่งควรน าไปผ่านขัน้ตอนการเพิ่ม
ความบริสทุธ์ิ เน่ืองจากหากมีการปนเปือ้นเกิดขึน้จะสง่ผลลบกวนในกระบวนการท าปฏิกิริยา PCR 
(19) 

 

 

https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.ihv636
https://docs.google.com/document/d/1WcZV5dMtjHSt0bRuqQj9Tx3GroD_6oYiZpVB99HmdOc/edit#heading=h.ihv636
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