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แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ACT/M–ACC E–AAC/M–ACC และ E–
ACA/M–ACC ในตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = 
หน่วยขนาดของแถบดีเอน็เอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 
แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ATA/M–AGG E–ATA/M–AAC และ E–
AGG/M–CAA ในตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = 
หน่วยขนาดของแถบดีเอน็เอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 
แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–AGG/M–ATT และ E–AAG/M–ACC ใน
ตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 
แถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ACA/M–ATT และ E–CAG/M–TAC ใน
ตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของ
แถบดีเอ็นเอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 
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บทคัดย่อ 
 

ศึกษาความหลากหลายและความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ (Cryptocoryne 
balansae) จาก 3 แหล่ง คือ จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี แหล่งละ 10 ตวัอยา่ง ดว้ยเทคนิคเอเอฟแอลพี โดย
ใช้ 10 คู่ไพรเมอร์ ไดแ้ถบดีเอ็นเอรวมทั้งส้ิน 261 แถบ โดยมีสัดส่วนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความผนัแปร 
61.14% ผลจากการวิเคราะห์ความหลากหลายและความสัมพนัธ์ทางพนัธ์กรรมโดยค่า (1) เปอร์เซ็นตโ์พลี
มอร์ฟิซ่ึม (P) ท่ีระดบัความมัน่ใจ 95% มีค่า 27.20–39.46 (2) ค่า Shannon–Weaver index (I) มีค่า 0.2333–
0.3352 (3) ค่า Nei’s gene diversity มีค่าความหลากหลายระหวา่งประชากร (HT) 0.1793±0.0351 ค่าความ
หลากหลายภายในประชากร (HS) 0.1116±0.0160 และค่าสัดส่วนความหลากหลายของยีน (Gst) 0.3581      
(4) ค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมมีค่า 0.0790 (จ.ตราด และ จ.กระบ่ี) ถึง 0.1349 (จ.สระบุรี และ จ.ตราด) และ 
(5) แผนภูมิการกระจายตวัดว้ยวิธี principal coordinate analysis (PCO) แสดงให้เห็นวา่ใบพายเขาใหญ่มี
ความหลายหลายทางพนัธุกรรมระหวา่งแหล่ง จึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะน าใบพายในแต่ละแหล่งมาวางแผน
ปรับปรุงพฒันาพนัธ์ุต่อไป 
 
ค าส าคัญ: ใบพายเขาใหญ่ เทคนิคเอเอฟแอลพี ความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
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2 
 

Cryptocoryne balansae and genetic diversity for crop improvement  
 

Benjapron Somridhivej2 Sujitra Pechkong1 Surang Sumnojitraporn1 Chompunuch Makkasap1 
1Aquatic Animal Genetics Research and Development Institute 

2Inland Fisheries Research and Development Bureau 
 

Abstract 
 

Genetic diversity in Cryptocoryne balansae was studied. Samples (n=10) were collected at 3 
locations, Saraburi, Trat and Krabi province. DNA was extracted from samples and analysed by Amplified 
Fragment Length Polymorphism (AFLP) technique. Ten primer combinations produced 261 DNA bands 
and 61.14% were polymorphic bands. Result from (1) percent polymorphism (P) at 95% confidence level 
was 27.20–39.46 (2) Shannon–Weaver diversity index was 0.2333–0.3352 (3) Nei’s gene diversity values 
including diversity among population (HT) (0.1793±0.0351) was significantly higher than diversity within 
population (HS) (0.1116±0.0160) and high level of population diffentiation value (Gst) (0.3581) (4) Genetic 
distance were 0.0790 (Trat–Krabi) to 0.1349 (Sarabuti–Trat) (5) Cluster analysis by principal component 
analysis (PCO) indicated samples were grouped respected to their location. These results indicate              
C. balansae in 3 locations were genetically different. These information which gathered from AFLP were 
important and will have feasibility for conservation and genetic improvement in the further. 
 
Key words:  Cryptocoryne balansae, AFLP, genetic diversity 
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3 
 

ค าน า 
 

ประเทศไทยเป็นประเทศท่ีมีความหลากหลายของทรัพยากรพรรณไมน้ ้ าสูง เน่ืองจากเป็น
แหล่งก าเนิดของไมน้ ้าท่ีสวยงามหลายชนิด ทรัพยากรพรรณไมน้ ้าในธรรมชาติเหล่าน้ีไดก่้อให้เกิดประโยชน์
อยา่งมหาศาลต่ออุตสาหกรรมการผลิตและเพาะเล้ียงพรรณไมน้ ้าเพื่อการส่งออกท่ีท ารายไดสู้งให้แก่ประเทศ 
ปัจจุบนัได้มีการน าเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ในการพฒันาการผลิตพรรณไมน้ ้ าเพื่อให้สามารถแข่งขนัใน
ตลาดโลกได ้ส่งผลใหมี้การเก็บพรรณไมน้ ้าท่ีมีอยูต่ามธรรมชาติในแหล่งต่างๆมาใชเ้ป็นตน้พนัธ์ุในการผลิต
เพื่อการค้าและการส่งออกเพิ่มมากข้ึน ซ่ึงการใช้ทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู่นั้นจะต้องมีการจดัการและ
วางแผนในการใชท้รัพยากรใหมี้ประสิทธิภาพ เพื่อใหเ้กิดประโยชน์สูงสุดอยา่งย ัง่ยืน โดยในเบ้ืองตน้จะตอ้ง
มีความรู้และความเข้าใจพื้นฐานเก่ียวกับทรัพยากรนั้นๆ โดยเฉพาะลักษณะทางพนัธุกรรม หรือความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม (Genetic diversity) ของประชากรในธรรมชาติ ซ่ึงความรู้ดงักล่าวน้ีจะสามารถ
น ามาใชเ้ป็นขอ้มูลพื้นฐานเพื่อการพฒันา และเลือกวธีิในการปรับปรุงสายพนัธ์ุต่อไปในอนาคต 

ความแตกต่างทางพนัธุกรรม (Genetic differentiation) โดยเฉพาะความแตกต่างในระดบัอณู
พนัธุศาสตร์ (Molecular genetics) เช่น ดีเอ็นเอและโปรตีนของพรรณไมน้ ้ าในแต่ละชนิด หรือแมแ้ต่ภายใน
ชนิดเดียวกนัแต่มีแหล่งก าเนิดในพื้นท่ีต่างกนั ท าให้พรรณไมน้ ้ ามีลกัษณะท่ีสวยงามและมีการแสดงออกท่ี
แตกต่างกนัไป ความแตกต่างทางพนัธุกรรมเป็นจุดเร่ิมตน้ท่ีท าให้เกิดความหลากหลายของสายพนัธ์ุต่างๆ 
อนัเป็นรากฐานมาจากการปรับตวัให้เข้ากับสภาพของส่ิงแวดล้อมนั้นๆเพื่อให้สามารถมีชีวิตสืบทอด
ขยายพนัธ์ุต่อไปได้ ความหลากหลายทางสายพนัธ์ุของพรรณไมน้ ้ าก่อให้เกิดประโยชน์ในด้านต่างๆแก่
ส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะมนุษย ์เช่น น าสายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนัมาใชใ้นการปรับปรุงเพื่อให้ไดส้ายพนัธ์ุท่ีดีข้ึน มี
ลกัษณะตรงตามความตอ้งการ หรือมีลกัษณะเหมาะสมในแต่ละสภาพแวดลอ้ม ในขณะเดียวกนัก็จะตอ้งไม่
ก่อให้เกิดความเสียหายต่อทรัพยากรพรรณไมน้ ้ าในธรรมชาติท่ีอาจน าไปสู่การสูญพนัธ์ุในอนาคตได ้การ
วิจยัเพื่อศึกษาถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพรรณไมน้ ้ าท่ีมีอยูใ่นธรรมชาติ โดยเฉพาะท่ีเป็นพนัธ์ุ
ดั้ งเดิม (native species) จึงเป็นส่ิงท่ีควรค านึงถึงและรีบด าเนินการเพื่อให้ได้มาซ่ึงขอ้มูลพื้นฐานท่ีมี
ความส าคญัต่อการพฒันาปรับปรุงสายพนัธ์ุพรรณไมน้ ้ าในการเพิ่มศกัยภาพการผลิตเชิงพาณิชยข์องประเทศ
ในอนาคต 

ไมน้ ้ าใบพายเขาใหญ่ (Cryptocoryne balansae) เป็นพืชน ้ าท่ีมีถ่ินก าเนิดดั้งเดิมในประเทศไทย 
จดัอยูใ่นวงศ ์ Araceae สกุล Cryptocoryne (Unnikrishnan, 2002) ใบพายเขาใหญ่เจริญเติบโตไดดี้ในช่วง
อุณหภูมิ 20-28 องศาเซลเซียส pH 6–8 โดยเฉพาะในบริเวณท่ีมีปริมาณความเขม้แสงปานกลาง พบวา่ใบพาย
เขาใหญ่น้ีสามารถสูงไดถึ้ง 40 ซม. อรุณี และคณะ (2547) รายงานว่า ใบพายเขาใหญ่ชอบข้ึนในท่ีดินปน
ทราย ในแหล่งน ้ าท่ีไหลเอ่ือย เช่น ล าธาร และน ้ ามีความกระดา้งเล็กนอ้ย ใบเป็นใบเด่ียวสีเขียวสด มีกา้นใบ
สั้น (10–15 ซม.) กวา่แผน่ใบ (20–30 ซม.) ซ่ึงมีลกัษณะเรียวยาว คลา้ยเทป แผน่ใบเป็นคล่ืนเล็กนอ้ย และมีสี
สวยงาม นิยมน ามาเล้ียงประดบัในตูป้ลา จากการส ารวจใบพายเขาใหญ่ในธรรมชาติพบว่า พืชน ้ าชนิดน้ี
สามารถพบไดใ้นหลายพื้นท่ีของประเทศไทย ทั้งทางภาคกลาง ภาคตะวนัออก และภาคใต ้(อรุณี และณัฐกร, 
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2549) นอกจากน้ีพรรณไมน้ ้าใบพายเขาใหญ่สามารถน ามาขยายพนัธ์ุไดโ้ดยการเพาะเล้ียงเน้ือเยื่อ ดว้ยอาหาร 
MS ท่ีเติม NAA 0.3 มิลลิกรัมต่อลิตร ร่วมกบั BA 3 มิลลิกรัมต่อลิตร (มณีรัตน์, 2546) ซ่ึงจดัวา่เป็นไมน้ ้ าท่ีมี
ศกัยภาพในการผลิตอีกชนิดหน่ึง อย่างไรก็ตาม ยงัไม่มีรายงานผลการศึกษาทางพนัธุศาสตร์ในกลุ่ม
ประชากรใบพายเขาใหญ่ในประเทศไทย ซ่ึงเป็นขอ้มูลท่ีมีความจ าเป็นอยา่งยิ่งเพื่อการอนุรักษใ์ห้ใบพายเขา
ใหญ่มีความหลากหลาย ไม่มีการปนเป้ือนของสายพนัธ์ุในแต่ละกลุ่มประชากร และใช้เป็นขอ้มูลในการ
เลือกแนวทางท่ีเหมาะสมในการปรับปรุงสายพนัธ์ุในอนาคต 

การศึกษาโครงสร้างพนัธุกรรมและการปรับปรุงพนัธ์ุพืชตอ้งอาศยัขอ้มูลความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมภายในชนิด ความหลากหลายหรือความผนัแปรในระดบัโมเลกุลในระดบัโปรตีนและดีเอ็นเอจะ
เป็นขอ้มูลท่ีส าคญัในการศึกษา ในปัจจุบนัดีเอ็นเอเคร่ืองหมายท่ีน ามาใชห้าความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ของพืชได้อย่างมีประสิทธิภาพไดแ้ก่ ดีเอ็นเอเคร่ืองหมายจากเทคนิค AFLP ซ่ึงมีขอ้ดีหลายอย่างเช่น ใช้
ตวัอย่างดีเอ็นเอในปริมาณน้อยเม่ือเทียบกบัเทคนิค RFLP ท่ีตอ้งใช้ดีเอ็นเอในปริมาณมาก ไม่จ  าเป็นตอ้ง
ทราบล าดบัดีเอ็นเอเป้าหมายเพื่อน าไปสังเคราะห์ไพรเมอร์ AFLP เป็นเคร่ืองหมายแบบสุ่มท่ีกระจายทัว่
จีโนมตวัอย่าง จึงสามารถศึกษาวิเคราะห์จีโนมได้หลายต าแหน่งจากการท าปฏิกิริยาเพียงคร้ังเดียว 
(multilocus) นอกจากน้ีผลการท า AFLP ยงัมีความคงตวัและสามารถท าซ ้ าได ้เทคนิค AFLP จึงมีประสิทธิ
ในการใช้วิเคราะห์ความผนัแปรทางพนัธุกรรมตั้งแต่ระดบัชนิด สายพนัธ์ุ ประชากร จนถึงระดบัประชากร
ยอ่ย (Vos et al., 1995; Larson et al., 2004) 

ไดมี้การน า AFLP มาใชใ้นการศึกษาทางพนัธุศาสตร์ของพืชและสัตวร์วมถึงพรรณไมน้ ้ าหลาย
ชนิด เช่น ทรัพยากรไมป่้าในธรรมชาติ (สุจิตรา, 2547) กลว้ยไมร้องเทา้นารี (จกัรพนัธ์ และสุจิตรา, 2547) 
การศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมในดีปลีน ้ า (Whittall et al., 2004) และยงัมีรายงานการใช ้AFLP ใน
การศึกษาถึงผลของการใหรั้งสี 12C ในกลว้ยไมต่้อการเปล่ียนแปลงทางพนัธุกรรม (Bae et al., 2004) และใน
พืชน ้ าสกุล Cryptocoryne นั้นมีรายงานในชนิด C. ×purpurea โดยใช้เทคนิค Random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) ซ่ึงเป็นเคร่ืองหมายพนัธุกรรมในกลุ่มเดียวกบัเทคนิค AFLP  มาศึกษาไมน้ ้ าชนิด
น้ี 2 แหล่งในประเทศมาเลเซีย โดยไดแ้ถบดีเอน็เอท่ีแสดงความหลากหลาย 86% เม่ือน าขอ้มูลแถบดีเอ็นเอมา
วิเคราะห์และสร้างแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการด้วยวิธี Neighboe–joining และวิธี principal 
coordinate (PCO) พบว่าไม้น ้ าสองกลุ่มแยกกันอย่างชัดเจนตามแหล่งท่ีเก็บ และท าการวิเคราะห์ความ
แตกต่างระหวา่งกลุ่มดว้ยวิธี analysis of molecular variance (amova) พบวา่ 67% ของความผนัแปรทาง
พนัธุกรรมมาจากความผนัแปรระหว่างประชากร ขณะท่ีส่วนท่ีเหลือ (33%) เกิดจากความผนัแปรภายใน
ประชากร (Othman et al., 2007) 

ดงันั้น การศึกษาน้ีจึงไดน้ าเทคนิค AFLP มาใชต้รวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
ใบพายเขาใหญ่ ซ่ึงจะท าให้ไดข้อ้มูลพื้นฐานและองคค์วามรู้ของลกัษณะทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่
ในธรรมชาติของประเทศไทย เพื่อน าไปใชเ้ป็นแนวทางในการพฒันาพนัธ์ุเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตใน
เชิงพาณิชย ์และการบริหารจดัการทรัพยากรใบพายเขาใหญ่เพื่อการอนุรักษต่์อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 
เพื่อศึกษาความหลากหลายและความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ในประเทศไทย 
 

วธีิด าเนินการ 
 

1. การเก็บตวัอยา่งและสกดัดีเอน็เอ 
เก็บรวบรวมพรรณไมน้ ้าใบพายเขาใหญ่จากแหล่งน ้าธรรมชาติ 3 แห่งๆ ละ 10 ตวัอยา่ง       

ตามภาพท่ี 1 คือ 
– น ้าตกเจ็ดสาวนอ้ย ต.มวกเหล็ก อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 
– สระธารทิพย ์บา้นในสระ ต.เขาทอง อ.เมือง จ.กระบ่ี 
– อ่างเก็บน ้าเขาระก า หมู่ 10 ต.เขาระก า อ.เมือง จ.ตราด 
สกดัดีเอ็นเอโดยน าใบสดมาบดให้ละเอียดในโกร่งบดยาท่ีเติมไนโตรเจนเหลว สกดัดีเอ็นเอ

โดยใชชุ้ดส าเร็จรูป DNAeasy plant mini kit (Qiagen, U.S.A.) และน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดไ้ปวดัปริมาณและ
คุณภาพโดยใชเ้คร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ตามวธีิการของ วฒันาลยั (2536)  
 

 
ภาพท่ี 1   พื้นท่ีเก็บรวบรวมใบพายเขาใหญ่ (1 ต.มวกเหล็ก อ.มวกเหล็ก จ.สระบุรี 2 ต.เขาทอง อ.เมือง         

จ.กระบ่ี และ 3 ต.เขาระก า อ.เมือง จ.ตราด) 
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2. การท าเทคนิค AFLP 
น าตวัอยา่งดีเอ็นเอใบพายเขาใหญ่ท่ีสกดัไดม้าท าเทคนิค AFLP ตามวิธีท่ีประยุกต์จาก Vos et 

al. (1995) มีวธีิการโดยสรุปดงัต่อไปน้ี 
2.1 น าตวัอย่างดีเอ็นเอมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (restriction enzyme) 2 ชนิด คือ EcoRI 

และ MseI พร้อมทั้งเช่ือมช้ินดีเอ็นเอท่ีถูกตดัท่ีปลายสองขา้งดว้ย adapter 2 เส้น คือ EcoRI adapter และ MseI 
adapter (ล าดบัเบสอยูใ่นภาคผนวก) โดยท าปฏิกริยา ligation โดยใชเ้อนไซม ์T4 ligase  

2.2 น าไปเพิ่มปริมาณช้ินดีเอน็เอบางส่วนดว้ยวิธี PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ (pre–selective 
primers) จ านวน 2 เส้นคือ EcoRI–A และ MseI–C (ล าดบัเบสอยูใ่นภาคผนวก) ซ่ึงมีเบสเพิ่มเขา้ท่ีปลายดา้น 
3’ ของไพรเมอร์จ านวน 1 เบส เพื่อใหเ้กิดการคดัเลือกเพิ่มช้ินดีเอน็เอบางส่วน 

2.3  น าไปเพิ่มปริมาณช้ินดีเอ็นเอบางส่วนดว้ยวิธี PCR โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะ (selective 
primers) (ล าดบัเบสอยู่ในภาคผนวก) ซ่ึงมีเบสเพิ่มเขา้ท่ีปลายดา้น 3’ ของไพรเมอร์เพิ่มข้ึนจ านวน 3 เบส 
เพื่อใหเ้กิดการคดัเลือกเพิ่มช้ินดีเอน็เอบางส่วนโดยเฉพาะเจาะจง 

2.4 น าผลผลิตช้ินดีเอ็นเอไปแยกขนาดโดยท า electrophoresis ใน denaturing polyacrylamide 
gel และยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ยวธีิ silver staining 

โดยเบ้ืองตน้จะคดัเลือกคู่ไพรเมอร์ selective ท่ีเหมาะสม โดยใช้ชุดไพรเมอร์ 2 ชุด ชุดละ 8 
ไพรเมอร์ เม่ือน ามาจบัคู่ไพรเมอร์ (primer combination) แบบพบกนัหมด จะไดคู้่ไพรเมอร์ส าหรับคดัเลือก
รวมทั้งส้ิน 64 คู่ น าตวัอยา่งดีเอ็นเอมาทดสอบกบัคู่ไพรเมอร์ทั้งหมด หลงัจากนั้นจะคดัเฉพาะคู่ไพรเมอร์ท่ี
ให้ผลของรูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเหมาะสมและแสดงความผนัแปรของแถบดีเอ็นเอระหว่างตวัอย่าง
หรือเกิด polymorphism มาใชใ้นตวัอยา่งดีเอน็เอของใบพายเขาใหญ่จาก 3 แหล่งต่อไป 
 
3. การวเิคราะห์ขอ้มูล 

เน่ืองจากการแสดงออกของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิด AFLP เป็นประเภทข่มสมบูรณ์ (dominant 
marker) นัน่คือการปรากฏแถบดีเอ็นเอ ณ ต าแหน่งใดๆ คืออลัลิล AA หรือ Aa และการไม่ปรากฏแถบ ณ 
ต าแหน่งนั้น คืออลัลิล aa แต่ตอ้งใชว้ิธีการท่ียุง่ยากในแยกระหวา่งอลัลิล AA และ Aa โดยวดัความเขม้ของ
แถบดีเอ็นเอ นอกจากน้ียงัไม่สามารถหา null allele หรืออลัลิล aa ไดโ้ดยตรง เน่ืองจากการไม่ปรากฏแถบ    
ดีเอน็เอมีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั จึงท าให้เคร่ืองหมายประเภทน้ีมีความแม่นย  านอ้ยกวา่เคร่ืองหมายข่มร่วม 
(co–dominant marker) (De Wolf et al., 1998) ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจะใช้วิธีค  านวณความถ่ีอลัลิลโดย
ทางออ้มตามวธีิการของ Lynch and Milligan (1994) แลว้จึงน าไปค านวณความหลากหลายและความสัมพนัธ์
ทางพนัธุกรรมต่อไป 

แปรขอ้มูลแถบดีเอ็นเอโดยให้เคร่ืองหมาย “1” แทนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ และ “0” แทนแถบดี
เอ็นเอท่ีไม่ปรากฏในต าแหน่งของแถวเดียวกนั น าขอ้มูลการปรากฏและไม่ปรากฏแถบท่ีทุกต าแหน่งของ
ตวัอยา่งใบพายเขาใหญ่จากทั้ง 3 แหล่ง ไปวิเคราะห์ความหลากหลายและความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดย
ค านวณค่าทางพนัธุกรรมต่างๆ ดงัต่อไปน้ี 
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3.1 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่าเปอร์เซ็นตโ์พลีมอร์ฟิซ่ึม (P) ของแถบดีเอน็เอ 
ค านวณหาเปอร์เซ็นต์แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความผนัแปร (polymorphism) ภายในและระหว่าง

แหล่ง ท่ีระดบันัยส าคญัทางสถิติ 95% ตามวิธีการของ Hawksworth (1995) โดยใช้โปรแกรม TFPGA     
เวอร์ชัน่ 1.3 (Miller, 1997) ค านวณค่า P ของใบพายเขาใหญ่แต่ละแหล่งจากสูตร 

P = 100 (p/n) 
(p = จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความผนัแปร n = จ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมด) 

3.2 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่า Shannon–Weaver index (I) (Shannon, 1948) โดย
ใชโ้ปรแกรม POPGENE 32 เวอร์ชัน่ 1.31 (Yeh and Yang, 1999) ค านวณค่า I ของใบพายเขาใหญ่แต่ละ
แหล่งจากสูตร 

I = –pilog2pi 
(pi = ความถ่ีของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏ ณ ต าแหน่งท่ี i) 

3.3 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่าความหลากหลายของยีน (Nei’s gene diversity) โดย
ใชโ้ปรแกรม POPGENE 32 เวอร์ชัน่ 1.31 (Yeh and Yang, 1999) ตามวิธีการของ Nei (1973) โดยค านวณ
ความหลากหลายของยนีภายในประชากร (HS) และความหลากหลายของยีนรวมจากทุกประชากร (HT) และ
ค านวณสัดส่วนความหลากหลายของยนีระหวา่งกลุ่ม (Gst) จากสูตร  

Gst = [(HT – HS)/HT] 
3.4 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) และแผนภูมิ

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมเชิงววิฒันาการ 
ค านวณระยะห่างทางพนัธุกรรมดว้ยโปรแกรม TFPGA เวอร์ชัน่ 1.3 (Miller, 1997) โดยเร่ิมตน้

จากการค านวณค่าดชันีความคลา้ยคลึงในแต่ละแหล่งฯ (similarity index,  Sxy) ก่อน โดยเปรียบเทียบตวัอยา่ง
ใบพายเขาใหญ่เป็นคู่ๆ ตามวธีิการของ Nei (1978) จากสูตร  

Sxy = 2nxy/(nx + ny) 
โดย nx และ ny คือจ านวนแถบดีเอน็เอท่ีเกิดในตวัอยา่ง x และ y และ nxy คือจ านวนแถบดีเอ็นเอ

ท่ีเกิดทั้งในตวัอยา่ง x และ y 
แลว้จึงท าการเฉล่ียค่าท่ีไดภ้ายในแต่ละแหล่งฯ (average silmilarity index, S) และเปรียบเทียบ

ระหวา่งคู่แหล่งฯ (Sij) หลงัจากนั้นค านวณค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมระหวา่งแหล่ง (Dij) โดยใชว้ิธีการของ 
Lynch (1990) มาแปลงค่าดชันีความคลา้ยคลึงระหวา่งแหล่งฯ เป็นค่าระยะห่างทางพนัธุกรรมระหวา่งแหล่ง
ฯ จากสูตร 

Dij = 1 – Sij 
น าค่าระยะห่างทางพันธุกรรมท่ีได้มาสร้างแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม ด้วยวิธี 

Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Means (UPGMA) ตามวิธีการของ Sneath and Sokal 
(1973) และแสดงค่าสัดส่วนการท าซ ้ าโดยวิธี bootstrapping จากการจดัเรียงขอ้มูลใหม่จ  านวน 1,000 คร้ัง 
ตามวธีิการของ (felsenstein, 1985) โดยใชโ้ปรแกรม TFPGA เวอร์ชัน่ 1.3 (Miller, 1997) 
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3.5 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยวิธี principal coordinate analysis (PCO) โดยน าขอ้มูล
ความผนัแปรของแถบดีเอ็นเอจากทุกต าแหน่งไปวิเคราะห์ดว้ยวิธี PCO ซ่ึงจะท าการรวมความผนัแปรจาก
แถบดีเอน็เอทุกต าแหน่งมารวมกนัจนไดข้อ้มูลความผนัแปรลดลง แลว้จึงเลือกขอ้มูลท่ีถูกรวบรวมจากแถบดี
เอน็ท่ีมีเปอร์เซ็นตม์ากท่ีสุด 2 ขอ้มูล ไปสร้างแผนภูมิการกระจายตวัของตวัอยา่งแบบ 2 มิติ โดยใชโ้ปรแกรม
คอมพิวเตอร์ NTSYSpc เวอร์ชัน่ 2.2 (Rohlf, 2000) 
 

ผลการศึกษา 
 

จากการน าตวัอยา่งดีเอ็นเอใบพายเขาใหญ่ไปท าเทคนิค AFLP เพื่อคดัเลือกคู่ไพรเมอร์จ านวน 
64 คู่ พบวา่คู่ไพรเมอร์ 10 คู่ ใหรู้ปแบบแถบดีเอ็นเอในขนาดท่ีเหมาะสมและแสดงความผนัแปรของรูปแบบ
แถบระหวา่งตวัอย่าง ตามตารางท่ี 1 จึงไดน้ าคู่ไพรเมอร์ทั้ง 10 คู่ไปท าใช้กบัตวัอย่างใบพายเขาใหญ่ทั้ง 3 
แห่ง ไดแ้ถบดีเอน็เอตามภาพในภาคผนวก และไดผ้ลการศึกษาดงัต่อไปน้ี 
 
ตารางท่ี 1  จ านวนแถบดีเอ็นเอ จ านวนแถบท่ีแสดงความผนัแปร และเปอร์เซ็นตแ์ถบท่ีแสดงความผนัแปร

ของคู่ไพรเมอร์ท่ีถูกคดัเลือก 10 คู่ 
 

คู่ไพรเมอร์* 
จ านวน 

แถบดีเอ็นเอรวม 
ขนาด 
(bp) 

จ านวนแถบดีเอ็นเอ 
ท่ีแสดงความ 
ผนัแปร 

% แถบดีเอน็เอ 
ท่ีแสดงความ 
ผนัแปร 

E–AAC/M–ACC 
E–AAG/M–AAC 
E–AAG/M–CAA 
E–ACA/M–ACC 
E–ACT/M–ACC 
E–ATA/M–AAC 
E–AGG/M–ATT 
E–ACA/M–ATT 
E–ATA/M–AGG 
E–CAG/M–TAC 

26 
24 
40 
24 
19 
22 
24 
23 
29 
30 

90–400 
70–550 

100–560 
100–600 
120–530 
70–480 

110–500 
100–550 
70–550 

100–650 

17 
10 
15 
16 
15 
14 
11 
16 
19 
23 

65.38 
41.67 
37.50 
66.67 
78.95 
63.64 
45.83 
69.57 
65.52 
76.67 

รวม 261  156  
เฉล่ีย±S.D. 26.10±5.84  15.60±3.72 61.14±14.44 

*ล าดบัเบสของไพรเมอร์อยูใ่นภาคผนวก 
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1. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่าเปอร์เซ็นตโ์พลีมอร์ฟิซ่ึม (P) ของแถบดีเอน็เอ 
ค่า P ท่ีระดบัความมัน่ใจ 95% ของแถบดีเอ็นเอใบพายเขาใหญ่จาก 3 แหล่ง แสดงตามตาม

ตารางท่ี 2 โดยใบพายเขาใหญ่จาก จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี มีค่า 39.46 27.20 และ 32.18 ตามล าดบั 
 
2. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่า Shannon–Weaver index (I) 

ค่า I แสดงตามตารางท่ี 2 โดยใบพายเขาใหญ่ จ.สระบุรี ตราด และจ.กระบ่ี มีค่า 0.3352 0.2333 
และ 0.2890 ตามล าดบั 
 
ตารางท่ี 2  เปอร์เซ็นตโ์พลีมอร์ฟิซ่ึม (P) ของแถบดีเอน็เอและ Shannon–Weaver index (I) ในใบพายเขาใหญ่ 

จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี 
 
 P (95%)  I 
จ. สระบุรี 
จ. ตราด 
จ. กระบ่ี 

39.46 
27.20 
32.18 

 0.3352 
0.2333 
0.2890 

 
3. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมโดยค่า Nei’s gene diversity 

ค่า Nei’s gene diversity คือ HT HS และ Gst โดยเฉล่ียจากขอ้มูลแถบดีเอ็นเอ 261 ต าแหน่งจาก
ใบพายเขาใหญ่ทั้ง 3 แหล่ง แสดงตามตารางท่ี 3 จากการวิเคราะห์สถิติพบว่า HT มีค่ามากกวา่ HS อย่างมี
นยัส าคญัยิง่ (p<0.01) 
 
ตารางท่ี 3 ค่า Nei’s gene diversity เฉล่ียของใบพายเขาใหญ่ จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี 
 

HT HS Gst 
0.1739±0.0351a 0.1116±0.0160b 0.3581 

อกัษรก ากบัท่ีแตกต่างกนั แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.01) 

 
4. ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยค่าระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) และแผนภูมิความสัมพนัธ์
ทางพนัธุกรรมเชิงวิวฒันาการ 

ระยะห่างทางพนัธุกรรมโดยการเปรียบเทียบเป็นคู่จงัหวดั แสดงตามตารางท่ี 4 พบวา่ใบพายเขา
ใหญ่จาก 3 จงัหวดั มีระยะห่างทางพนัธุกรรมตั้งแต่ 0.0790 (จ. ตราด และ จ. กระบ่ี) ถึง 0.1349 (จ.สระบุรี 
และ จ.ตราด) และน าระยะห่างทางพนัธุกรรมมาสร้างแผนภูมิความสัมพนัธ์เชิงวิวฒันาการดว้ยวิธี UPGMA 
และก ากบัค่า bootstrapping ตามภาพท่ี 3 
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ตารางท่ี 4 ระยะห่างทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี 
 
 จ.สระบุรี จ.ตราด จ.กระบ่ี 
จ.สระบุรี – 0.1349 0.1000 
จ.ตราด  – 0.0790 
จ.กระบ่ี   – 
 
 

 
ภาพท่ี 2   แผนภูมิความสัมพนัธ์เชิงววิฒันาการโดยวธีิ UPGMA และค่า bootstrapping ของใบพายเขาใหญ่     

จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี (*ค่า bootstrapping) 
 
5. ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยวธีิ principal coordinate analysis (PCO) 

จากการน าขอ้มูลแถบดีเอ็นเอจ านวนรวม 261 ต าแหน่งไปวิเคราะห์ดว้ยวิธี PCO และสร้าง
แผนภูมิการกระจายของตวัอยา่งไดต้ามภาพท่ี 3 โดยแผนภูมิแสดงความผนัแปรรวม 38.93% ซ่ึงแยกลงแกน
นอน (PC 1) 25.28% และแกนตั้ง (PC 2) 13.65%พบวา่ จากแผนภูมิแสดงให้เห็นวา่ใบพายเขาใหญ่จากทั้ง 3 
แหล่งมีการรวมกลุ่มตามแหล่ง และไม่มีตวัอยา่งใดอยูต่  าแหน่งทบัซอ้นกนัระหวา่งแหล่ง 
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ภาพท่ี 3   แผนภูมิแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยวิธี principal coordinate analysis ของใบพาย       

เขาใหญ่ จ.สระบุรี ตราด และ จ.กระบ่ี 
 

วจิารณ์ผลการศึกษา 
 

1. ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ดว้ยเทคนิค AFLP  
จากการท าเทคนิค AFLP ในใบพายเขาใหญ่ดว้ย 10 คู่ไพรเมอร์ ไดแ้ถบดีเอ็นเอทั้งส้ิน 261 แถบ 

โดยเป็นแถบท่ีแสดงความผนัแปรจ านวน 156 แถบ หรือมีสัดส่วนแถบท่ีแสดงความผนัแปรโดยเฉล่ีย 
61.14±14.44 % ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบัรายงานของ Coulibaly et al. (2002) ซ่ึงท าเทคนิค AFLP ในพืช cowpea 
(Vigna unguiculata) ซ่ึงได้สัดส่วนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความผนัแปร 61.0% มีค่ามากกว่ารายงานของ 
Palacios et al. (1999), Wang et al. (2005) และ Dessalegn et al. (2008) ท่ีท าในพืช sea lavender (Limonium 
dufourii), Pawpaw (Asimina triloba) และ Ethiopian Arabica coffee (Coffea arabica) ซ่ึงมีค่า 20.2, 27.6 
และ 30.9% ตามล าดบั และมีค่านอ้ยกวา่รายงานของ Miyashita et al. (1999), Cardoso et al. (2000), Huh and 
Ohnishi (2002), Martinez  et al. (2003), Ubi et al. (2003), Othman et al. (2007) และ Sharma et al. (2008) 
ท่ีท าในพืชกลุ่มปาล์ม (Euterpe edulis), Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), wild radish (Raphanus 
sativus), Argentine grapevine (Vitis vinifera), Rhodes grass (Chloris gayana), ไมน้ ้ า Cryptocoryne 
×purpurea และเผือก (Colocasia esculenta) ซ่ึงมีค่า 79.2, 92.07, 77.4, 73.0, 84.0, 86.0% และ 73.3% 
ตามล าดบั 
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ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่จากค่าเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิซ่ึม (P) และ
Shannon–Weaver index (I) จาก 3 แหล่ง พบวา่มีความสัมพนัธ์กนัโดยตรง (r=0.9738) กล่าวคือใบพายฯ จ.
ตราด ซ่ึงมีค่า P ต ่าสุด (27.20) จะมีค่า I ต ่าสุด (0.2333) ในขณะเดียวกนั ใบพายฯ จ.สระบุรี ซ่ึงมีค่า P สูงสุด 
(39.46) ก็จะมีค่า I สูงสุด (0.3352) ค่า P โดยเฉล่ียของใบพายเขาใหญ่ (32.95) มีค่าใกลเ้คียงกบัพืชชนิด 
Lisianthius peduncularis และ Yarrow (Achillea millefolium) ตามรายงานของ Sytsma and Schaal (1985) 
และ Purdy and Bayer (1996) ท่ีมีค่า 33.3 และ 31.6 ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามหากพิจารณาเฉพาะค่า P นั้น    
ยงัไม่สามารถสรุปไดว้า่ใบพายเขาใหญ่มีความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบัใด ซ่ึงเม่ือพิจารณาร่วมกบั
ค่า Nei’s gene diversity (HT HS และ Gst) จากการวิเคราะห์แสดงให้เห็นวา่ค่า HT (0.1739) ซ่ึงเป็นค่าความ
หลากหลายระหวา่งใบพายฯ 3 แหล่ง มีค่ามากกวา่ HS (0.1116) ท่ีเป็นค่าความหลากหลายภายในแหล่งอยา่ง  
มีนยัส าคญัยิ่ง (p<0.01) และค่า Gst (0.3581) เม่ือเปรียบเทียบกบัการศึกษาของ Harada et al. (2005)             
ในพืชชายเลน (Kandelia obovata) ซ่ึงมีค่า Gst ท่ี 0.265 และสรุปวา่พืชชนิดน้ีแต่ละแหล่งมีความแตกต่างทาง
พนัธุกรรม ดงัน้ี จึงเป็นการยนืยนัวา่ใบพายเขาใหญ่ทั้ง 3 แหล่งมีความแตกต่างทางพนัธุกรรม 
2. ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ 

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยระยะห่างทางพนัธุกรรม (genetic distance) และแผนภูมิ
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมเชิงวิวฒันาการ และแผนภูมิการกระจายตวัโดยวิธี PCO ใบพายฯ 3 แหล่ง มี
ระยะห่างทางพนัธุกรรม 0.0790–0.1349 โดยมีส่วนต่างท่ี 0.0559 ซ่ึงถือวา่มีฐานพนัธุกรรมท่ีค่อนขา้งแคบ
โดยมีค่าใกลเ้คียงกบัรายงานของ ปิยะดา และจุฑามาศ (2551) ท่ีศึกษาในถัว่เหลือง (ส่วนต่าง 0.0270) และมี
ค่าต ่ากวา่รายงานของ Cardoso et al. (2000) (ส่วนต่าง 0.160) และ Coulibaly et al. (2002) (ส่วนต่าง 0.2179) 
ท่ีศึกษาในพืชกลุ่มปาล์ม (Euterpe edulis) และ cowpea (Vigna unguiculata) ตามล าดบั ฐานพนัธุกรรมท่ี
ค่อนขา้งแคบของใบพายเขาใหญ่อาจเป็นขอ้จ ากดัในการปรับปรุงพนัธ์ุ และเม่ือน าค่า Nei’s gene diversity 
มาพิจารณาร่วมกบัแผนภูมิความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการโดยวิธี UPGMA และแผนภูมิการกระจายตวัโดยวิธี 
PCO แสดงใหเ้ห็นวา่ใบพายฯ ทั้ง 3 กลุ่มแยกออกจากกนัอยา่งชดัเจน 

จากการวิเคราะห์ความหลากหลายและความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของใบพายเขาใหญ่ซ่ึง
แสดงให้เห็นถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหวา่งแหล่ง มีโครงสร้างทางพนัธุกรรมเฉพาะเจาะจงกบั
แหล่งอาศยัแต่มีฐานพนัธุกรรมท่ีค่อนขา้งแคบซ่ึงอาจเป็นข้อจ ากดัในการปรับปรุงพนัธ์ุใบพายเขาใหญ่ 
อยา่งไรกต็าม ใบพายเขาใหญ่ยงัมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมระดบัแหล่ง จึงยงัมีความเป็นไปไดใ้นการ
ปรับปรุงพนัธ์ุหากมีการศึกษาถึงลกัษณะภายนอกท่ีแตกต่างของใบพายเขาใหญ่แต่ละแหล่ง เพื่อน าขอ้มูลท่ี
ไดม้าสนธิร่วมกบัขอ้มูลดา้นพนัธุกรรมเพื่อวางแผนปรับปรุงพนัธ์ุต่อไป 
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ภาคผนวก 
 

ตารางผนวกท่ี 1  ล าดบัเบสของอะแดปเตอร์และไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการท าเทคนิดเอเอฟแอลพี 
 ล าดบัเบส (5’–3’) 
adaptors 
EcoR adaptor1 
EcoR adaptor2 
Mse adaptor1 
Mse adaptor2 
 
preselective 
primers 
EcoR–A 
Mse–C 

 
CTC GTA GAC TGC GTA CC 
AAT TGG TAC GCA GTC TAC 
GAC GAT GAG TCC TGA G 
TAC TCA GGA CTC AT 
 
 
 
GAC TGC GTA CCA ATT CA 
GAT GAG TCC TGA GTA AC 

selective primers EcoR selective primers Mse selective primers 
E–AAC/M–ACC 
E–AAG/M–AAC 
E–AAG/M–CAA 
E–ACA/M–ACC 
E–ACT/M–ACC 
E–ATA/M–AAC 
E–AGG/M–ATT 
E–ACA/M–ATT 
E–ATA/M–AGG 
E–CAG/M–TAC 

GAC TGC GTA CCA ATT CAA C 
GAC TGC GTA CCA ATT CAA G 
GAC TGC GTA CCA ATT CAA G 
GAC TGC GTA CCA ATT CAC A 
GAC TGC GTA CCA ATT CAC T 
GAC TGC GTA CCA ATT CAT A 
GAC TGC GTA CCA ATT CAG G 
GAC TGC GTA CCA ATT CAC A 
GAC TGC GTA CCA ATT CAT A 
GAC TGC GTA CCA ATT CCA G 

GAT GAG TCC TGA GTA AAC C 
GAT GAG TCC TGA GTA AAA C 
GAT GAG TCC TGA GTA ACA A 
GAT GAG TCC TGA GTA AAC C 
GAT GAG TCC TGA GTA AAC C 
GAT GAG TCC TGA GTA AAA C 
GAT GAG TCC TGA GTA AAT T 
GAT GAG TCC TGA GTA AAT T 
GAT GAG TCC TGA GTA AAG G 
GAT GAG TCC TGA GTA ATA C 

 
 
 
 
 
 
 
 

กอ
งว
ิจัย
แล
ะพ

ัฒน
าพั

นธุ
กร
รม
สัต
ว์น
้ำ



18 
 

 
ภาพผนวกท่ี 1. แถบดีเอน็เอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ACT/M–ACC E–AAC/M–ACC และ E–ACA/M–

ACC ในตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอน็เอขนาดมาตรฐาน) 

 

 
ภาพผนวกท่ี 2. แถบดีเอน็เอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ATA/M–AGG E–ATA/M–AAC และ E–AGG/M–

CAA ในตวัอยา่งใบพายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของแถบ
ดีเอ็นเอ (base pair) XHinfI = แถบดีเอน็เอขนาดมาตรฐาน) 
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ภาพผนวกท่ี 3. แถบดีเอน็เอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–AGG/M–ATT และ E–AAG/M–ACC ในตวัอยา่งใบ

พายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของแถบดีเอ็นเอ (base pair) 
XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 

 

 
ภาพผนวกท่ี 4. แถบดีเอน็เอท่ีปรากฏของคู่ไพรเมอร์ E–ACA/M–ATT และ E–CAG/M–TAC ในตวัอยา่งใบ

พายอลับิดา้จาก จ.กระบ่ี ตราด และ จ.สระบุรี (bp = หน่วยขนาดของแถบดีเอ็นเอ (base pair) 
XHinfI = แถบดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน) 
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