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บทคัดย่อ 
 

กัญชง เป็นไม้ล้มลุกมีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คล้ายกัญชา แต่มีลักษณะแตกต่างกัน มีต่อม
น  ามันของกัญชงมีน้อยกว่าต้นกัญชา ลักษณะคล้ายคลึงกับต้นกัญชาในด้านลักษณะทางพฤกษศาสตร์
เท่านั น กัญชง และ กัญชา เป็นพืชท่ีมีถ่ินก าเนิดมาจากพืชชนิดเดียวกัน การจ าแนกความแตกต่างทาง
สัณฐานวิทยาจึงท าได้ค่อนข้างยาก การใช้เครื่องหมายโมเลกุลจึงเป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ โดยใช้
เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี จ าแนกกัญชงและกัญชา 5 สายพันธุ์ 8 ตัวอย่าง โดยเพิ่มปริมาณชิ นดี
เอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ด้วยไพรเมอร์ชนิด OPX1 วิเคราะหค์วามสัมพันธ์ทางพันธุกรรม
ด้ ว ย วิ ธี  unweighted pair-group method with arithmetic averaging (UPGMA) ผ ล ก า ร
วิเคราะห์ ดัชนีความใกล้ชิดทางพันธุกรรมมีค่าอยู่ในช่วง 1.00-7.00 จัดกลุ่มตาม  SSR UPGMA 
dendrogram ได้ 3 กลุ่ม คือ กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ BLC-001 BLC-002 พื นเมือง2 กลุ่มท่ี 2  ได้แก่ พบพระ
1 พบพระ2 พื นเมือง1 กลุ่มท่ี 3 ได้แก่ KU1 KU2 เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี สามารถจ าแนกกัญ
ชงและกัญชาได้ และสามารถพัฒนาเพื่อการปรับปรุงพันธุ์มีคุณภาพท่ีดีต่อไป 
ค าส าคัญ : กัญชง ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม เครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี 
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ABSTRACT 

Hemp is a herbaceous plant whose botanical characteristics are similar to 
Cannabis, but they are fewer hemp oil glands than the hemp plant. It resembles the 
Cannabis plant only in terms of its botanical characteristics. The plants that originate 
from the same plant. Morphological differentiation is therefore quite difficult. The 
use of molecular markers is therefore an effective method by using the molecular 
marker RAPD in identify five cannabis cultivars and eight samples for increasing the 
amount of DNA fragments by polymerase chain reaction with OPX1 type primers. The 
genetic associations were analyzed by unweighted pair-group method with arithmetic 
averaging (UPGMA). The results of the genetic proximity index analysis of coffee were 
in the range of 1.00 -7.00. Grouped according to the SSR UPGMA dendrogram into 3 
groups, 1 includes BLC-001, BLC-002 and Culture2, 2 includes Phop Phra 1, Phop Phra 
2 and Culture1 and 3 includes KU1 and KU2. The Molecular marker RAPD can 
distinguish hemp and marijuana and can be further develop for good quality in 
breeding. 
Keywords: Hemp, Cannabis sativa L., Genetic diversity, RAPD marker 
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บทท่ี 1 

บทน ำ 

1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

กัญชง เป็นไม้ล้มลุกมีลักษณะทางพฤกษศาสตร์คล้ายกัญชา แต่มีลักษณะแตกต่างกันคือ 
ต่อมน ้ามันของกัญชงมีน้อยกว่าต้นกัญชา ลักษณะคล้ายคลึงกับต้นกัญชาในด้านลักษณะทาง
พฤกษศาสตร์เท่านั น กัญชง และ กัญชา เป็นพืชท่ีมีถ่ินก้าเนิดมาจากพืชชนิดเดียวกัน โดยมีถ่ินก้าเนิด
ในเขตอบอุ่น ทางตอนใต้ของแคว้นไซบีเรีย ประเทศเปอร์เซีย แคว้นแคชเมียร์ของประเทศอินเดีย 
และในทางตอนเหนือของประเทศจีน ต้นกัญชง มีล้าต้นสูงมากกว่า 2 เมตร ปล้องหรือข้อยาว แตกกิ่ง
ก้านน้อยและแตกกิ่งไปในทิศทางเดียวกัน เปลือกเหนียวลอกง่าย ให้เส้นใยยาวคุณภาพสูง แผ่นใบเป็น
สีเขียวอมเหลือง ใบมีแฉกประมาณ 7-9 แฉก เมื่อออกดอกจะมียางท่ีช่อดอกไม่มาก เมล็ดมีขนาดใหญ่
และเป็นลายบ้าง ใบมีสาร tetrahydrocannabinol (THC) น้อยกว่า 0.3% แต่ท่ีส้าคัญท่ีสุดคือ ใน
เมล็ดของกัญชงมีสารเคมีตัวหนึ่งเรียกว่า CBD (Cannabidiol) ซึ่งสารตัวนี สามารถสกัดได้จากน ้ามัน
เมล็ดกัญชง มีประโยชน์ทางการแพทย์เป็นอย่างมาก ใช้รักษาอาการผิดปกติของเซลล์ในร่างกาย โรค
พากินสัน โรคสมองเส่ือม อาการนอนไม่หลับ หรือแม้กระท่ังโรคมะเร็ง ซึ่งสาร CBD เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระท่ีเป็นบ่อเกิดของโรคมะเร็งได้ ปัจจุบันมีการสกัดน ้ามันเมล็ดกัญชงนรูปแบบของ CBD Oil 
ออกจ้าหน่ายกันอย่างแพร่หลาย  
 ปัจจุบันประเทศไทยมีการอนุญาตให้ปลูกกัญญชง ซึ่งมีสายพันธุ์ที่ได้รับรองพันธุ์ เพียง 4 สาย
พันธุ์   คือ RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4 เป็นสายพันธุ์ ท่ีมีสาร THC ต้่ากว่า 0.3% (0.072- 
0.270%) และมีปริมาณ CBD เฉล่ีย 0.824% (0.594 – 1.100 %) อนุญาตปลูกได้ใน 6 จังหวัดทาง
ภาคเหนือ ได้แก่ อ้าเภอแม่วาง อ้าเภอแม่ริม อ้าเภอสะเมิง อ้าเภอแม่แจ่ม จังหวัดเชียงใหม่ , อ้าเภอ
เทิง อ้าเภอเวียงป่าเป้า อ้าเภอแม่สาย จังหวัดเชียงราย, อ้าเภอนาหมื่น อ้าเภอสันติสุข อ้าเภอสองแคว 
จังหวัดน่าน, อ้าเภอพบพระ จังหวัดตาก อ้าเภอเมือง จังหวัดแม่ฮ่องสอน อ้าเภอหล่มเก่า อ้าเภอเขา
ค้อ และอ้าเภอเมือง จังหวัดเพชรบูรณ์ ซึ่งในส่วนของจังหวัดเพชรบูรณ์นี  ได้มีการเริ่มทดลอง
เพาะปลูกโดยเกษตรกรและบริษัทเอกชนบางแห่ง แต่เนื่องจากสายพันธุ์ที่มีการเพาะปลูกยังมีข้อมูลท่ี
ไม่แน่ชัดว่าเป็นสายยพันธุ์ใด การวิเคราะห์ความถูกต้องของสายพันธุ์จึงจ้าเป็นต้องมีเครื่องมือในการ
ช่วยวิเคราะห์เพื่อความถูกต้องของสายพันธุ์ ซึ่งวิธีหนึ่งท่ีเป็นท่ีนิยมในปัจจุบันคือการวิเคราะห์
ลักษณะเฉพาะทางพันธุกรรมด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี 
 เทคนิคอาร์เอพี ดี (RAPD, randomly amplified polymorphic DNA) เป็นเทคนิคท่ีใช้
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) ท่ีใช้ในการสร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ด้วยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม (random primer) ขนาด 8-12 นิวคลีโอ
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ไทด์ จับกับดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งทาได้สะดวก รวดเร็ว ใช้ดี
เอ็นเอปริมาณน้อย และประหยัด โดยท่ัวไปเทคนิคอาร์เอพีดีใช้อุณหภูมิขั นตอนการเข้าจับของไพร
เมอร์ (annealing) 35-42 องศาเซลเซียส และนอกจากนี ยังมีเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, 
high annealing temperature - randomly amplified polymorphic DNA) ซึ่งได้ปรับอุณหภูมิ
ขั นตอนการเข้าจับของไพรเมอร์เป็น 46-62 องศาเซลเซียส ทาให้ได้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีชัดเจนมากขึ น
และมีประสิทธิภาพในการท้าซ ้าสูงขึ น (Anantala-bhochai et al., 2000)  
 การศึกษาดังกล่าว ผู้วิจัยจึงมีความมุ่งหวังในการจ้าแนกพันธุ์และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์
ทางพันธุกรรมของกัญชงในจังหวัดเพชรบูรณ์ด้วยเครื่องหมายโมเลกุลอาร์เอพีดี เพื่อให้สามารถ
จ้าแนกสายพันธุ์ของกัญชงได้อย่างชัดเจน ยังสามารถศึกษาถึงความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของกัญชง
แต่ละสายพันธุ์ เพื่อเป็นการวางแผนในการปรับปรุงพันธุ์ ให้มีความสามารถในการผลิตสาระส้าคัญได้
ดียิ่งขึ น เพื่อพัฒนาสายพันธุ์กัญชงให้มีประสิทธิภาพเชิงเศรษฐกิจในอนาคตอันใกล้ต่อไป 
 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.1 จ้าแนกความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์กัญชงในจังหวัดเพชรบูรณ์ด้วยเครื่องหมาย
โมเลกุลอาร์เอพีด ี

1.2 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมเพื่อใช้ในการคัดเลือกและพัฒนาสายพันธุ์ 
 

1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
1. ทราบถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่างสายพันธุ์กัญชง สามารถจ้าแนกความ

แตกต่างระหว่างสายพันธุ์ได้ถึงระดับโมเลกุล 
2. เกิดการพัฒนาการผลิตพืชเศรษฐกิจเพื่อสร้างมูลค่าเพิ่มและน้าไปสู่การแข่งขัน และการ

พึ่งพาตนเอง 
3. เผยแพร่ผลงานวิจัยซึ่งเป็นประโยชน์ด้านวิชาการและเป็นส่วนหนึ่งในการร่วมกันพัฒนา

ผลงานวิจัยให้มีความก้าวหน้ามากขึ น 
 

1.4 ขอบเขตของกำรวิจัย 
1. รวบรวมพันธุ์กัญชงในจังหวัดเพชรบูรณ์ จ้านวน 5 สายพันธุ์ 
2. สกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากไพรเมอร์ท่ีออกแบบไว้ด้วยปฏิกิริยา

ลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction ; PCR)  
4. วิ เคราะห์ลายพิมพ์ ดีเอ็น เอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเพื่อตรวจสอ บความ

หลากหลายทางพันธุกรรมจากความแตกต่างของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
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5. ใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้เป็นตัวจ้าแนกพันธุ์กาแฟและเป็นตัวบ่งบอกเอกลักษณ์ของกัญชง
สายพันธุ์นั น ๆ 

 
1.5 ขอบเขตระยะเวลำ 
 ระยะเวลาในการท้างานวิจัย เริ่มท้าการศึกษาตั งแต่เดือน ตุลาคม พ.ศ. 2565 ถึง เดือน 
กันยายน พ.ศ. 2566 



 

 

 บทท่ี 2  
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ข้อมูลทั่วไป 
 กัญชง หรือ เฮมพ์ (Hemp) มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Cannabis sativa L. subsp. Sativa จัดอยู่ในวงก์
กัญชา (CANNABACEAE) จัดเป็นพรรณไม้ล้มลุกท่ีมีอายุเพียงปีเดียว ล าต้นเป็นสีเขียวต้ังตรง มีความสูง
ได้ประมาณ 1-6 เมตร มีลักษณะอวบน้ าเมื่อเป็นต้นกล้าและจะเริ่มมีการสร้างเนื้อไม้เม่ืออายุได้ประมาณ 
2-3 สัปดาห์ การเจริญเติบโตของต้นจะช้าในช่วง 6 สัปดาห์แรก หลังจากนั้นจะเพิ่มความสูงขึ้นอย่าง
รวดเร็ว จนมีความสูงโดยเฉล่ียประมาณ 3 เมตร มีรากเป็นระบบรากแก้วและมีรากแขนงเป็นจ านวน
มาก การปลูกต้นกัญชงจะปลูกด้วยการใช้เมล็ด ซึ่งใช้เวลางอกประมาณ 8-14 วัน และสามารถเก็บเกี่ยว
ได้เมื่อต้นอายุ 3-4 เดือน กัญชงเป็นพืชท่ีมีแหล่งก าเนิดในเอเชียกลางและแพร่กระจายไปสู่เอเชีย
ตะวันออก อินเดีย และในทวีปยุโรป ใบเป็นใบเด่ียว ลักษณะของใบเป็นรูปฝ่ามือ แผ่นใบแก่แยกเป็น
แฉกประมาณ 7-9 แฉก การเรียงตัวของใบค่อนข้างห่าง ขอบใบจักเป็นฟันเล่ือยและเว้าลึกจนถึงโคนใบ 
ปลายใบสอบและเรียวแหลม ก้านใบยาวประมาณ 2-7 เซนติเมตร เมื่อมีการสร้างดอกจ านวนแฉกของ
ใบจะลดลงตามล าดับ ดอกกัญชง ออกดอกเป็นช่อตามซอกใบและปลายยอด ดอกมีขนาดเล็กสีขาว มี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 2-4 มิลลิเมตร ดอกเป็นแบบแยกเพศและอยู่ต่างต้นกัน (บางชนิดอยู่
ต้นเดียวกัน แต่ท่ีพบปลูกในบ้านเราคือชนิดท่ีอยู่ต่างต้นกัน) โดยช่อดอกเพศผู้จะเป็นแบบ  panicle 
ประกอบไปด้วยกลีบเล้ียง 5 กลีบ แยกจากกันเป็นอิสระ มีสีเขียวอมเหลือง มีเกสรเพศผู้ 5 อัน มี
ระยะเวลาการบานประมาณ 2 เดือน (ภาพบน) ส่วนดอกเพศเมียจะเกิดตามซอกใบและปลายยอด ใน
บริเวณช่อดอกจะอัดกันแน่น ช่อดอกจะเป็นแบบ spike ประกอบไปด้วยกลีบเล้ียงสีเขียวเข้มหุ้มรังไข่ไว้ 
ภายใน stigma 2 อัน สีน้ าตาลแดง อายุของดอกค่อนข้างส้ันประมาณ 3-4 สัปดาห์ก็จะติดผล ผลเป็น
เมล็ดแห้งสีเทา ลักษณะเป็นรูปไข่ ผิวเรียบเป็นมันและมีลายประสีน้ าตาล เมื่อแห้งจะเป็นสีเทา มีขนาด
กว้างเฉล่ียประมาณ 4.47 มิลลิเมตร ยาวประมาณ 5.11 มิลลิเมตร และมีความหนาเฉล่ียประมาณ 3.75 
มิลลิเมตร ภายในเมล็ดมีอาหารสะสมจ าพวกแป้งและไขมันอัดกันแน่น โดยมีน้ ามันถึง 29-34%, มีไขมัน
ชนิดไม่อิ่มตัวสูง ประกอบไปด้วย linoleic acid 54-60%, linolenic acid 15-20%, oleic acid 11-
13 % 
 ประเทศไทยมีสายพันธุ์กัญชงท่ีได้รับรองพันธุ์ เพียงแค่ 4 สายพันธุ์  คือ RPF1, RPF2, RPF3 และ 
RPF4 ซึ่งมีสาร THC ต่ ากว่า 0.3% (0.072- 0.270%) และมีปริมาณ CBD เฉล่ีย 0.824% (0.594 – 
1.100 %) และมีเปอร์เซ็นต์เส้นใยเฉล่ีย 13.9 % (12.9 – 14.7 %) สามารถเจริญเติบโตและในพื้นท่ีสูง
ท่ีมีแตกต่างกันท้ัง 4 พันธุ์ ได้รับการคัดเลือกพันธุ์ด้วยวิธีการคัดเลือกรวม (Mass selection) ระหว่างปี 
พ.ศ. 2551-2554 มีลักษณะท่ัวไปเหมือนกันคือมีดอกแยกเพศ ดอกเพศผู้และเพศเมียอยู่คนละต้น 
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(Dioecious plant) รากเป็นระบบรากแก้ว มีกิ่งก้านมากเมื่อปลูกห่าง (1.0 x1.0 เมตร) และมีจ านวนกิ่ง
ลดลงเมื่อปลูกถี่ (0.1 x 0.1 เมตร) ใบเป็นใบเด่ียวรูปฝ่ามือมีแฉกจ านวน 3-9 แฉก เป็นพืชขยายพันธุ์
ด้วยเมล็ดลักษณะเมล็ดเป็นรูปทรงรีคล้ายลูกรักบี้ ผิวของเมล็ดเรียบเป็นมัน มีลายประสีน้ าตาล และมี
ลักษณะเด่นของพันธุ์ ในเมล็ดของกัญชงมีสารเคมีตัวหนึ่งเรียกว่า CBD (Cannabidiol) ซึ่งสารตัวนี้
สามารถสกัดได้จากน้ ามันเมล็ดกัญชง มีประโยชน์ทางการแพทย์เป็นอย่างมาก ใช้รักษาอาการผิดปกติ
ของเซลล์ในร่างกาย โรคพากินสัน โรคสมองเส่ือม อาการนอนไม่หลับ หรือแม้กระท่ังโรคมะเร็ง ซึ่งสาร 
CBD เป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีเป็นบ่อเกิดของโรคมะเร็งได้อีกด้วย ซึ่งในปัจจุบันมีการสกัดน้ ามันเมล็ด
กัญชงนรูปแบบของ CBD Oil ออกจ าหน่ายกันอย่างแพร่หลายแล้ว หากได้รับการส่งเสริมจากภาครัฐ
อย่างจริงจัง ประเทศไทยจะสามารถน าสารสกัด CBD มาเป็นส่วนผสมของอาหารทุกชนิดท่ีขึ้นช่ืออยู่
แล้ว ออกจ าหน่ายไปท่ัวโลก สร้างรายได้ให้กับประเทศได้อย่างมหาศาล องค์ประกอบส าคัญหลัก ๆ ท่ี
พบในพืชตระกูลนี้ คือสารในกลุ่มคานนาบินอยด์ (Cannabinoids) โดยมีโครงสร้างหลักในรูปของเทอร์

พีนอยด์ (Terpenoids) มีสารเคมีท่ีเป็นองค์ประกอบส าคัญ ได้แก่ (δ-9-tetrahydrocannabinol หรือ 

Δ9-THC) คานนาบิไดออล (Cannabidiol, CBD) คานนาบินอล (Cannabinol, CBN) และอนุพันธ์ของ

คานาบินอยด์รูปแบบอื่นๆนิยมใช้การตรวจวัด Δ9- THC เป็นการตรวจเอกลักษณ์ (Identification) กัญ
ชงแยกจากกัญชาได้ กัญชงและกัญชาจึงมีบางส่วนแตกต่างกันท่ีส าคัญๆคือ กัญชานั้นจะมีปริมาณสาร 
THC สูง (ประมาณ 1-10%) แต่กัญชงมีสาร THC ต่ า เนื่องจากสาร THC เป็นสารท่ีมีฤทธิ์ต่อจิต
ประสาท (Psychoactive) กับตัวรับคาร์นาบินอยด์ชนิดท่ี 1 (Carnabinoid receptor I, CB1) ในระบบ
ประสาทส่วนกลาง ส่งผลแบบเฉียบพลัน ท าให้ร่างกายผ่อนคลายและมีความรู้สึกสนุก แต่มีอาการ
ข้างเคียงต่อจิตประสาท กระวนกระวาย ซึมเศร้า มีความบกพร่องในความจ าและการเรียนรู้ ตลอดจน
การท างานของระบบเคล่ือนไหว การพูดและการใช้ศัพท์ มีผลต่อการเต้นของหัวใจและความดันโลหิต 
ในขณะท่ีสาร CBD เมื่อเข้าสู่ระบบประสาทส่วนกลางสามารถจับกับ CB1 ได้ไม่ ค่อยดี (Non-
psychoactive) พบว่า มีฤทธิ์ต้านการชัก ท าให้ง่วง และลดการกระวนกระวายได้  
 
2.2 การศึกษาพันธุกรรมในระดับโมเลกุล 
 การศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์ในระดับโมเลกุล เป็นการศึกษาถึงความแตกต่างของยีนท่ีท า
หน้าท่ีควบคุมการแสดงออกของลักษณะต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต การศึกษานี้มีประโยชน์อย่างมากท่ีจะ
น ามาใช้ในการศึกษาและปรับปรุงพันธุ์พืช การใช้เป็นเครื่องหมายในการตรวจสอบในระดับยีนหรือดีเอ็น
เอ เช่น ใช้เป็นเครื่องหมายในการคัดเลือก (marker-assisted selection) การจ าแนกพันธุ์ปลูกพืช เพื่อ
ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของพันธุ์ปลูก การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างพันธุ์ปลูก เพื่อการ
รวบรวมพันธุ์ การท าแผนท่ีทางพันธุกรรม (genetic mapping) การหาต าแหน่งยีน (gene tagging) 
เป็นการใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการก าหนดต าแหน่งบนจีโนม การใช้ประโยชน์ทางด้านการศึกษา
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ลักษณะทางปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) ซึ่งเป็นลักษณะท่ีมีความส าคัญทางพืชหลายๆ 
ประการ เช่น ผลผลิต และลักษณะการเจริญเติบโตของพืช โดยลักษณะเหล่านี้ถูกควบคุมด้วยยีนหลายคู่
ท่ีท างานร่วมกัน การแสดงออกเช่นนี้สามารถจ าแนกยีนแต่ละตัวท่ีควบคุมอยู่ออกมาได้โดยใช้
เครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอมาช่วยในการท าแผนท่ี ท าให้ได้เครื่องหมายโมเลกุลท่ีอยู่ใกล้กับต าแหน่ง
ของยีนท่ีสนใจจนสามารถน าส่วนของยีนท่ีต้องการออกมาได้ (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล, 2552)  
 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Markers) คือ ล าดับเบสช่วงหนึ่งของดีเอ็นเอท่ีใช้เป็นเครื่องหมาย
บ่งช้ีความเป็นเอกลักษณ์ของส่ิงมีชีวิต โดยอาจมีต าแหน่งบนโครโมโซม ในนิวเคลียส (nuclear DNA) 
หรือใน ออร์แกเนลล์ (mitochondria DNA หรือ chloroplast DNA) และสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูก
ได้ พืชแต่ละชนิดแต่ละพันธุ์ปลูก มีการจัดเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีเป็น
เอกลักษณ์ ความแตกต่างหรือโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphisms) ของล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ
นี่เอง ท่ีท าให้ส่ิงมีชีวิตมีความแตกต่างกัน และสามารถน ามาประยุกต์ใช้เป็นเครื่องหมายโมเลกุลได้ 
เครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถแบ่งออกเป็นประเภทใหญ่ๆ ได้ 2 ประเภท คือ  

1. Hybridization-based marker เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ ซึ่งพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการ
เข้าคู่ของล าดับเบสดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สมกันระหว่างดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กับดีเอ็นเอท่ีต้องการ
ตรวจสอบ โดยใช้เทคนิคไฮบริไดเซชัน (hybridization) ตัวอย่างได้แก่ เครื่องหมายอาร์เอฟแอลพี 
(RFLP marker) (Tanksley et al., 1989, McCouch and Tankslay, 1991, Kochert, G., 1994)  

2. PCR-based marker เป็น เครื่องหมายโมเลกุลดีเอ็นเอท่ีพัฒนาขึ้น โดยอาศัยหลักการเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซ่จ าลองตัวดีเอ็นเอ หรือ เทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase chain 
reaction (PCR ) technique) ตัวอย่างเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนิยมใช้ในงานปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ 
เครื่องหมายอาร์เอพี ดี (RAPD marker) (William et al., 1990) เครื่องหมายเอเอฟแอลพ(AFLP 
marker) (Vos et al., 1995), และเครื่องหมายไมโครแซทเทล-ไลท์ (Microsatellite) หรือเอสเอสอาร์ 
(SSR marker) (Brown et al., 1996, Powell et al., 1996) เป็นวิธีท่ีใช้ ดีเอ็นเอ ตรวจสอบ (DNA 
probe) ซึ่งเป็นช้ินส่วน ดีเอ็นเอ สายเด่ียวขนาดเล็กท่ีทราบล าดับเบสและท าการติดฉลากสาร
กัมมันตรังสีเพื่อใช้ในการติดตามผล น ามาท าปฏิกิริยากับ   ดีเอ็นเอ ของส่ิงมีชีวิตท่ีสนใจท่ีถูกแยกเป็น
เส้นเด่ียวและถูกตัดย่อยด้วยเอ็นไซม์คัดจ าเพาะ (restriction enzymes) โดยอาศัยความสามารถของ ดี
เอ็นเอ ตรวจสอบท่ีสามารถเข้าคู่หรือจับกันกับสาย ดีเอ็นเอ เป้าหมายตรงต าแหน่งท่ีมีล าดับเบสเป็นคู่
สม (DNA hybridization) กันได้ 

การศึกษาทางด้านพันธุศาสตร์โมเลกุลเป็นการศึกษาลึกลงไปถึงความแตกต่างในระดับของยีน
ซึ่งท าหน้าท่ีเป็นส่วนควบคุมการแสดงออกของลักษณะต่าง ๆ ในส่ิงมีชีวิต เครื่องหมายระดับดีเอ็นเอจึง
ได้น ามาใช้ในงานหลาย ๆ ด้าน เช่น การสร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรม (DNA fingerprint) การแยก
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พันธุ์ปลูก (varietal identification ) การท าแผนท่ีทางพันธุกรรม(Genetic mapping) การหาต าแหน่ง
ของยีน (gene tagging) และการน ามาใช้เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์ 
การใช้เทคนิค PCR ในการเพิ่มจ านวน DNA 

เท คนิ ค  Polymerase Chain Reaction ห รื อ  PCR เป็ น เท คนิ ค ส าห รั บ เพิ่ ม ป ริ ม าณ 
ดีเอ็นเอโดยอาศัยหลักการ DNA Replication ซึ่งเป็นการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่จากดีเอ็นเอ
ต้นแบบในหลอดทดลองภายในระยะเวลาอันส้ันและได้ ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ้นเป็นล้านเท่า เทคนิคนี้
พัฒนาขึ้นเมื่อปี พ.ศ. 2528  โดย Charm  Mullis และคณะแห่งบริษัท Cetus Corporation จุดเด่น
ของเทคนิค PCR คือ สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่างเฉพาะเจาะจงโดยมีขั้นตอนการท างานน้อย
และใช้เวลาน้อย จนถึงปัจจุบันนี้เทคนิค PCR ได้รับการปรับปรุงและพัฒนาในหลาย ๆ ด้านจนกระท่ัง
ได้รับการยอมรับว่าเป็นเทคโนโลยีท่ีส าคัญมากต่องานด้านอณูชีวโมเลกุล สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้
ท้ังกับงานวิจัยทางชีวโมเลกุลและพันธุวิศวกรรม เช่น การเพิ่มปริมาณยีน (gene cloning)  การ
วิเคราะห์ล าดับเบสของยีน (gene sequencing)  การสร้างดีเอ็นเอติดตาม (DNA probe) และการวิจัย
ประยุกต์ เช่น การศึกษาการแสดงออกของยีนจาก mRNA การสร้างยีนกลายพันธุ์  ( in vitro 
mutagenesis) การบ่งช้ีต าแหน่งกลายพันธุ์บนยีน(point mutations and deletions)  เป็นต้น 

การเพิ่มปริมาณช้ินส่วน ดีเอ็นเอ ท่ีมีความจ าเพาะขึ้นในหลอดทดลองโดยท าปฏิกิริยาอย่าง
ต่อเนื่องเป็นลูกโซ่ จากการท าปฏิกิริยาร่วมกันระหว่าง  

1.เอ็นไซม์ DNA polymerase ท่ีใช้ในการสังเคราะห์สาย ดีเอ็นเอ   
2.ดีเอ็นเอ สายส้ัน ๆ 2 สายหรือไพรเมอร์ (DNA primer) ท่ีใช้เป็นจุดเริ่มต้นการสังเคราะห์ ดี

เอ็นเอ สายใหม่ เป็นตัวก าหนดขนาดของ ดีเอ็นเอท่ีท าการสังเคราะห์      
3.นิวคลีโอไทด์อิสระ 
4.สายดีเอ็นเอ เป้าหมาย ภายในหลอดทดลอง 
ภายหลังการท าปฏิกิริยาจะได้สาย ดีเอ็นเอ ใหม่จ านวนมากท่ีถูกก าหนดขนาดตามระยะห่าง

ของไพรเมอร์ท้ัง 2 สายท่ีเข้าจับบนสายต้นแบบเมื่อเริ่มปฏิกิริยาสังเคราะห์ 
เครื่องหมาย ดีเอ็นเอ ท่ีได้รับการพัฒนามาจากเทคนิค PCR สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท คือ 
ก. ประเภทท่ีมี ไพรเมอร์ ชนิดท่ีมีความจ าเพาะเจาะจง(specific primer) เครื่องหมายชนิดนี้มี

บริเวณจับบนสาย ดีเอ็นเอ ท่ีสนใจในต าแหน่งท่ีแน่นอน ได้แก่ sequence tagged site (STS) และ 
SSLP (simple sequence length polymorphism) หรือ microsatellite 
 ข.ประเภทท่ีมี ไพรเมอร์ ชนิดท่ีไม่จ าเพาะเจาะจง( random primer) เครื่องหมายชนิดนี้
สามารถจับกับสาย ดีเอ็นเอ ได้หลาย ๆ ต าแหน่ง ได้แก่ RAPDs(random amplified polymorphic 
DNAs) และ AFLP (amplified fragment length polymorphism) 
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 ผลท่ีได้จากการตรวจสอบคือ แถบดีเอ็นเอขนาดต่าง ๆ ท่ีได้จากการสังเคราะห์ขึ้นโดยขนาด
ของช้ินดีเอ็นเอจะถูกก าหนดจากต าแหน่งท่ีไพรเมอร์ท่ีใช้เป็นจุดเริ่มต้นในการสังเคราะห์จับบนสายดีเอ็น
เอจุดจับของไพรเมอร์บนสายดีเอ็นเอท่ีต่างกันจึงท าให้ช้ินดีเอ็นเอท่ีได้มีขนาดแตกต่างกัน 

หลักการของ PCR ใช้หลักการพื้นฐานในการสังเคราะห์ ดีเอ็นเอ สายใหม่จากสายดีเอ็นเอท่ีเป็น
ต้นแบบหนึ่งสายด้วยเอนไซม์ DNA polymerase ซึ่งใช้กันอยู่ ท่ัวไปในการติดฉลาก ดีเอ็นเอ และ
การศึกษาวิเคราะห์ล าดับเบส แต่ PCR สามารถสังเคราะห์ ดีเอ็นเอได้คราวละ 2 สายพร้อมกันโดยใช้
ไพรเมอร์ (primer) 1 คู่ ปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั้นตอน และหมุนเวียนต่อเนื่องกันไปภายใต้สภาวะท่ี
เหมาะสมของแต่ละขั้นตอน 
 ขั้นแรกเรียกว่า denaturing เป็นการแยกสาย ดีเอ็นเอ ท่ีเป็นต้นแบบจากสภาพท่ีเป็นเส้นคู่ ให้
เป็นเส้นเด่ียวโดยใช้อุณหภูมิสูง 92-950C ขั้นท่ีสองเรียกว่า annealing เป็นขั้นตอนท่ีลดอุณหภูมิลงและ
จัดให้ไพรเมอร์ซึ่งเป็น ดีเอ็นเอ สายส้ัน ๆ (ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จ านวน 14-13 เบส) ท่ีมีล าดับ เบส
เป็นคู่สมกับ ดีเอ็นเอ ท่ีเป็นต้นแบบจับคู่กัน ซึ่งนิยมใช้อุณหภูมิในช่วง 37-600 C และขั้นท่ีสามเรียกว่า 
extension เป็นขั้นตอนการสังเคราะห์ ดีเอ็นเอ สายใหม่โดยสังเคราะห์ต่อจากส่วนปลาย 5 ของไพร
เมอร์ ตามข้อมูลบน ดีเอ็นเอ ท่ีเป็นต้นแบบแต่ละสายโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์
เรส (DNA polymerase) ซึ่งเอนไซม์นี้สามารถท างานได้ดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 72-750 C เอนไซม์ดีเอ็นเอโพ
ลิเมอร์เรสท่ีใช้ควรจะคงคุณสมบัติอยู่ได้ภายใต้สภาวะของปฏิกิริยาตลอดท้ังสามข้ันตอน 
 จากขั้นตอนท่ี 1-3 ซึ่งนับเป็นจ านวน 1 รอบ (one cycle) จะให้ผลผลิตเป็นดีเอ็นเอสายคู่ท่ีมี
ล าดับเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอท่ีเป็นต้นแบบเพิ่มขึ้นเป็นสองเท่า เมื่อจัดให้เกิดปฏิกิริยาลูกโซ่จากขั้นท่ี 1 
ถึง 3 หมุนเวียนไปอีกหลาย ๆ รอบจะเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอได้มากมาย ประมาณว่าปฏิกิริยา 20 รอบ 
สามารถเพิ่มปริมาณสาร ดีเอ็นเอได้ไม่น้อยกว่า 100,000 เท่า 
 ปฏิกิริยา PCR จะเกิดในหลอดทดลองเล็ก ปริมาตรสาร 20-100 ไมโครลิตร เมื่อน าหลอด
ส่วนผสมไปใส่ไว้ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิท่ีเรียกว่า DNA thermal cycler (นิยมเรียกว่าเครื่อง PCR) ท่ี
ปรับอุณหภูมิได้ตามโปรแกรมท่ีก าหนด จะเกิดการสังเคราะห์ ดีเอ็นเอ สายใหม่ขึ้นในหลอด เมื่อ
เกิดปฏิกิริยาจนครบรอบและระยะเวลาท่ีก าหนดจะได้ผลผลิต ดีเอ็นเอ ขนาดท่ีต้องการเป็นจ านวนมาก 
 เครื่อง Thermal cycler หรือ PCR machine เป็นเครื่องท่ีจ าเป็นในการท า PCR ซึ่งเครื่องนี้มี
อยู่หลายแบบและหลายระบบขึ้นกับการออกแบบและการคิดค้นของบริษัทผู้ผลิต  ข้อส าคัญคือต้อง
สามารถปรับเปล่ียนอุณหภูมิได้เป็นขั้นตอนตามท่ีต้ังไว้และท างานหมุนเวียนกันหลาย ๆ รอบได้  ต้ัง
โปรแกรมการท างานได้ และการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิในแต่ละขั้นตอนใช้ระยะเวลาไม่นานนัก  
ระยะเวลาท่ีใช้แต่ละขั้นคือ denaturing annealing และ extension อยู่ในช่วง 15 วินาที ถึง 10 นาที  
ดังนั้นการเพิ่มปริมาณ ดีเอ็นเอ โดยวิธี PCR 25-40 รอบ  จะใช้เวลาประมาณ 1.5-5 ช่ัวโมง 



9 
 

 ดีเอ็นเอ ท่ีเกิดจากปฏิกิริยา PCR ในหลอดทดลองจะไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่าได้ ดังนั้น
เพื่อตรวจหา ดีเอ็นเอ ผลผลิตจะต้องน าตัวอย่างท่ีท า PCR มาแยกหา ดีเอ็นเอ โดยใช้เทคนิคท่ีเรียกว่า 
agarose gel electrophoresis ซึ่งเป็นการแยก ดีเอ็นเอ ด้วยกระแสไฟฟ้าบนแผ่นวุ้น (agarose gel)
โดยระยะทางท่ี ดีเอ็นเอ สามารถเคล่ือนท่ีไปได้จะขึ้นอยู่กับขนาดของ ดีเอ็นเอและกระแสไฟฟ้าท่ีใช้ ดี
เอ็นเอ ท่ีแยกโดยวิธีนี้สามารถมองเห็นได้เมื่อย้อมด้วยสีพิเศษ ซึ่งจะเรืองแสงเมื่อเจอกับแสงอุลตร้าไวโอ
เลตซึ่งจะเห็นแถบ ดีเอ็นเอ เรืองแสงบนแผ่นวุ้น 
 เทคนิคอาร์เอพี ดี (RAPD, Randomly Amplified Polymorphic DNA) เป็น เทคนิค ท่ีใช้
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) ท่ีใช้ในการสร้างลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) ด้วยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม (random primer) ขนาด 8-12 นิวคลีโอไทด์ 
จับกับดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template) เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งทาได้สะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอ
ปริมาณน้อย และประหยัด โดยท่ัวไปเทคนิคอาร์เอพีดีใช้อุณหภูมิขั้นตอนการเข้าจับของไพรเมอร์ 
(annealing) 35-42 องศาเซลเซียส และนอกจากนี้ยังมีเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high 
annealing temperature - randomly amplified polymorphic DNA) ซึ่งได้ปรับอุณหภูมิขั้นตอน
การเข้าจับของไพรเมอร์เป็น 46-62 องศาเซลเซียส ทาให้ได้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีชัดเจนมากขึ้นและมี
ประสิทธิภาพในการท าซ้ าสูงขึ้น (Anantala-bhochai et al., 2000)  
 
2.3 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

ผู้วิจัยได้ท าการศึกษางานวิจัยต่างๆ ท่ีผ่านมา พบว่ามีผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกับการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุ์กรรมของกล้วยไม้ ด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี ดังนี้ 

Miano, T. F., & Rabbani, M. G. (2015)  ได้ท าการศึกษาวิจัยเรื่องความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในกล้วยไม้ท่ีใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอโพลีมอร์ฟิคแบบสุ่ม (RAPD) โดยผลท่ีได้รายงานว่าการ
ตรวจสอบความแปรปรวนทางพันธุกรรมในกล้วยไม้ 30 ชนิดโดยใช้ DNA Polymorphic DNA (RAPD) 
จากการสุ่มเลือกไพรเมอร์ 30 ตัว ท่ีคัดเลือกมา 6 ตัว ซึ่งท าให้มี 43 ช้ิน ท่ีชัดเจนและสว่าง จากจ านวน 
40 ช้ิน ถูกพิจารณาว่าเป็น polymorphic  เปอร์เซ็นต์ของภาวะพหุสัณฐานในตัวอย่างท้ังหมดแตกต่าง
กันไปจาก 83.33 ถึง 100% (ค่าเฉล่ีย 92.75%) ภาวะพหุสัณฐาน (polymorphism) มีค่าสูงสุดในไพร
เมอร์ OPA9, OPK19, OPU10 และ OPC17 ในขณะท่ีค่าต่ าสุดใน OPW11 และ OPU8  ค่าเฉล่ียของ 
7.16 แถบต่อไพรเมอร์  จ านวนขอแถบต่อไพรเมอร์ คือ 5 - 8 ระยะห่างพันธุกรรมสูงสุด 0.78 พบว่า
ระหว่างสกุลเข็ม (Ascocentrum garayi) กับ สกุลหวายสีม่วงอมฟ้า (Dendrobium Kultana Blue) 
แล ะ  สกุ ลห ว าย สี ขาว  (Dendrobium Violate White) , PS - 2 6  กั บ  ส กุ ลห ว าย รั ก ต สิ ริ น 
(Dendrobium Red Bull),  Mokara.Robin red กับ สกุลหวาย (Dendrobium Qasim Gold) , PS - 
26 กับ สกุลเข็ม (Ascocentrum garayi) ในขณะท่ีระยะห่างทางพันธุกรรมต่ าท่ีสุดถูกสังเกตระหว่าง
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สกุลหวายสีขาว (Dendrobium Violate White) และ สกุลหวายสีม่วงอมฟ้า (Dendrobium Kultana 
Blue) วิธี UPGMA dendrogram ท่ีสร้างขึ้นจากการวิเคราะห์ RAPD ในกล้วยไม้ 30 ชนิด พบว่าถูกจัด
กลุ่มใน 7 กลุ่มหลัก กลุ่ม 2 (Cluster II) เป็นวงกว้างซึ่งรวมถึงกล้วยไม้ 7 ชนิด และมีเพียงกล้วยไม้เดียว
ท่ีเกิดขึ้นกลุ่ม 3 การวิเคราะห์ RAPD มีศักยภาพสูงในการจ าแนกสายพันธุ์ โดยส่ิงท่ีผู้วิจัยน ามาจาก
เอกสารงานวิจัยนี้คือ เทคนิคพีซีอาร์ด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี เพื่อน ามาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลของ
กล้วยไม้ป่า 

เบญจวรรณ สิทธิเวช. (2557) ได้ท าการศึกษาวิจัยเรื่องการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของกล้วยไม้ ลูกผสมสกุลฟาแลนอปซิสด้วยเทคนิคอาร์เอพี ดี  รายงานว่าการศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุลฟาแลนอปซิสของ Phalaenopsis schilleriana , เขา
กวางอ่อน (Phalaenopsis cornu-cervi) และลูกผสมระหว่าง P. schilleriana x P. cornu - cervi 
ด้วยเทคนิคอาร์เอพีดี โดยลูกผสมท่ีได้มีลักษณะของใบท่ีแตกต่างกัน 4 แบบ คือ แบบท่ี 1 ใบอ่อนมีสี
เขียว แบบท่ี 2 ใบอ่อนมีจุดสีม่วง กระจาย แบบท่ี 3 ใบอ่อนมีจุดสีม่วง กระจุกตัวเป็นแถบตามขวางของ
แผ่นใบ และแบบท่ี 4 ใบอ่อนมีปื้นสีม่วง กระจายตัวท่ัวแผ่นใบ เปรียบเทียบกับพ่อและแม่ โดยใช้ไพร
เมอร์อาร์เอพีดี 80 ไพรเมอร์ พบว่ามี 6 ไพรเมอร์ ได้แก่ OPA 06, OPC 02, OPC 05, OPC 06, OPG 
14 และ OPN 07ให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกันจ านวน 76 แถบ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมด้วยวิธี UPGMA พบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนทางพันธุกรรมอยู่ในช่วง 0.19 ถึง 0.71 
สามารถแบ่งได้เป็น 4 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 คือ ลูกผสมท่ีมีใบแบบท่ี 1 ใบอ่อนมีสีเขียว และแบบท่ี 4 ใบอ่อนมี
ปื้นสีม่วง กระจายตัวท่ัวแผ่นใบ, กลุ่มท่ี 2 คือ ลูกผสมท่ีมีใบแบบท่ี 2 ใบอ่อนมีจุดสีม่วง กระจาย และ
แบบท่ี 3 ใบอ่อนมีจุดสีม่วง กระจุกตัวเป็นแถบตามขวางของแผ่นใบ, กลุ่มท่ี 3 คือ P. cornu-cervi และ
กลุ่มท่ี 4 คือ P. schilleriana และการจัดกลุ่มความใกล้ชิดทางพันธุกรรมระหว่างพ่อแม่และลูกผสมด้วย
วิธี PCA ในกลุ่มลูกผสมแสดงถึงความใกล้ชิดกันในทุกกลุ่ม โดยลักษณะมีการกระจายตัวอยู่ระหว่างพ่อ
และแม่ โดยส่ิงท่ีผู้วิจัยน ามาจากเอกสารงานวิจัยนี้คือ เทคนิคพีซีอาร์ด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี เพื่อ
น ามาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลของกล้วยไม้ป่า  

ฐิติพร พิทยาวุธวินิจ (2560) ได้ท าการศึกษาวิจัยเรื่องการส ารวจและอนุรักษ์พันธุ์กล้วยไม้ป่าใน
สวนสัตว์อุบลราชธานี รายงานว่าการส ารวจและอนุรักษ์พันธุ์กล้วยไม้ป่าในพื้นท่ีปกปักพันธุกรรมพืช 
สวนสัตว์อุบลราชธานี พื้นท่ีด าเนินงาน แห่งหนึ่งในโครงการอนุรักษ์พันธุกรรมพืชอันเนื่องมาจาก
พระราชด าริ สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดา สยามบรมราชกุมารี  โดยการส ารวจกล้วยไม้ป่าบริเวณ
เส้นทางส ารวจ 7 เส้นทาง ซึ่งเป็นตัวแทนของพื้นท่ีโดยรวม ในระหว่างเดือนมกราคม ถึงเดือนกันยายน 
2558 ส ารวจพบกล้วยไม้ป่า 4 ชนิด เป็นกล้วยไม้อิงอาศัย 3 ชนิดและกล้วยไม้ดิน 1 ชนิด จัดจ าแนกอยู่
ใน 4 สกุล โดยกล้วยไม้เขาแกะ (Rhynchostylis coelestris Rchb.f.) เป็นกล้วยไม้ชนิดเด่นในพื้นท่ี 
การขยายพันธุ์โดยการเพาะเมล็ดจากฝักท่ีเก็บจากพื้นท่ี สามารถขยายพันธุ์กล้วยไม้เขาแกะให้เป็นต้นท่ี
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สมบูรณ์ได้ในระยะเวลา 20 สัปดาห์โดยใช้อาหารเพาะเล้ียง สูตร ½ VM(VW+MS) เติมมันฝรั่ง 50 ก./
ล. กล้วยหอม 50 ก./ล. และน้ ามะพร้าว 15 เปอร์เซ็นต์ กล้วยไม้ท่ีขยายพันธุ์ได้จะช่วยเพิ่มจ านวนต้น
กล้วยไม้ในพื้นท่ี เป็นประโยชน์ท้ังในด้านการอนุรักษ์พันธุ์พืชประจ าถิ่นและในด้านการท่องเท่ียว สาย
พันธุ์กล้วยไม้ท่ีอนุรักษ์ไว้ ยังเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาพันธุ์กล้วยไม้ให้มีศักยภาพทางการค้าได้ใน
อนาคต และสามารถใช้เป็นแหล่งพันธุกรรมส าหรับงานวิจัยอื่นๆ โดยส่ิงท่ีผู้วิจัยน ามาจากเอกสาร
งานวิจัยนี้คือ ข้อมูลของกล้วยไม้ป่า เพื่อน ามาใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูลของความของกล้วยไม้ป่า 

พูนศักด์ิ เมฆวัฒนากาญจน์ (2563) ได้ท าการศึกษาเรื่อง Genetic Diversity (Fingerprinting) 
เป็นการอธิบายการวิเคราะห์ข้อมูลท่ีใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรม การวิ
เคราะหความหลากหลาย และเป็นการอธิบายวิธีการท างานและใช้โปรแกรม NTSYSpc2.10x เพื่อน า
ผลท่ีได้มาท าการโดยวิเคราะห์ข้อมูลท่ีใช้ในการศึกษาเกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรม และ
อธิบายถึงความแปรปรวนทางพันธุกรรม (Genetic variation) ความหลากหลาย (Genetic diversity) 
เพื่อน ามาใช้ประโยชน์ในด้านการอนุรักษ์และการน าไปใช้ประโยชน์ในแหล่งทางพันธุกรรมต่างๆ โดยส่ิง
ท่ีผู้วิจัยน ามาจากเอกสารงานวิจัยนี้คือ วิธีการท างานและใช้โปรแกรม NTSYSpc2.10x เพื่อน ามาใช้ใน
เทคนิคพีซีอาร์ด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี 
 Lakhani และคณะ (2016) ได้ท าการศึกษาเรื่อง RAPD analysis of genetic diversity of 
castor bean (Ricinus communis L.) โดยเป็นการน าละหุ่ง (Ricinus communis L. ) ท่ีเป็นพืชท่ีมี
ความส าคัญทางการค้าของโลก มีการผลิตใน 30 ประเทศซึ่งอยู่ในแถบเขตร้อนของโลก เป็นพืชส าคัญใน
การผลิตน้ ามันอุตสาหกรรม โดยการประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์พืชเป็นส่ิงจ าเป็น
ในการปรับปรุง ดังนั้นจึงเป็นเรื่องส าคัญท่ีจะต้องระบุความหลากหลายทางพันธุกรรมของทรัพยากร
พันธุกรรมละหุ่งส าหรับการพัฒนาสายพันธุ์ท่ีปรับปรุงแล้ว จุดมุ่งหมายของการศึกษาในครั้งนี้คือ
การศึกษาความหลากหลายของโมเลกุลส าหรับการระบุชนิดพันธุ์และความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
ระหว่างจีโนไทป์ของละหุ่ง 13 สายพันธุ์และระบุส่ิงท่ีมีโปรไฟล์ดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกัน มีการใช้ไพรเมอร์ 
RAPDs 27 ชนิดซึ่งไพรเมอร์โพลีมอร์ฟิค 16 ชนิดเผยให้เห็นความหลากหลาย 100% ในกลุ่มจีโนไทป์
ของละหุ่ง Dendrogram สร้างขึ้นโดยใช้วิธี UPGMA ซึ่งเปิดเผยกลุ่มท่ีแตกต่างกัน ค่าของค่าเนื้อหา
ข้อมูลหลายรูปแบบ (PIC) อยู่ระหว่าง 0.423 ถึง 0.883 โดยมีค่าเฉล่ีย 0.705 ความรู้เกี่ยวกับความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของละหุ่งสามารถน าไปใช้ในโครงการปรับปรุงพันธุ์ในอนาคตส าหรับการผลิต
น้ ามันท่ีเพิ่มขึ้นเพื่อตอบสนองความต้องการท่ีเพิ่มขึ้นของน้ ามันละหุ่งส าหรับใช้ในอุตสาหกรรมและการ
ผลิตไบโอดีเซล โดยส่ิงท่ีผู้วิจัยน ามาจากเอกสารงานวิจัยนี้คือ ตัวไพรเมอร์เพื่อน ามาใช้ในเทคนิคพีซีอาร์
ด้วยเครื่องหมายอาร์เอพีดี 
 มัลลิกา จินดาซิงห และ สุทธิรักษ ผลเจริญ (2022) ได้ศึกษาการระบุความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมในกัญชง 9 สายพันธุ และกัญชา 1 สายพันธุ โดยเทคนิคโมเลกุลเครื่องหมายเอสเอสอาร 
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จ านวน 11 ไพรเมอร สามารถแยกความแตกตางทางพันธุกรรมของกัญชงสูงถึง 100 % ในการศึกษานี้ 
พบวา มีจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีมีความแตกตางเกิดขึ้นทั้งหมด 41 อัลลีล จากการวิเคราะหดีเอ็นเอเบื้องต
นโดยใชวิธี unweighted pair group a arithematic average (UPGMA) จ านวนอัลลีลเฉล่ียตอโลคัส 
SSR เทากับ 3.73 คาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงกันเปล่ียนแปลงจาก 0.05 ถึง 0.83 โดยมีคาเฉล่ีย 
0.44 เป็นการบ่งช้ีว่ามีฐานทางพันธุกรรมท่ีกว้างมาก และมีความแปรผันทางพันธุกรรมสูง จากความ
คล้ายคลึงทางพันธุกรรมของฐาน SSR UPGMA dendrogram แสดงใหเห็นวาสามารถจ าแนกสายพันธุ
ท่ีศึกษาออกเปน 2 กลุม ท่ีมีลักษณะเฉพาะดังนี้ กลุมท่ี 1 ไดแก พันธุสองแคว ปางตอง หวยแลง ปางแก 
และเวียดนาม และกลุมท่ี 2 ได้แก พันธุพบพระ ปางอุง แมตะละ และหวยหอย 

 



 

 

บทท่ี 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
3.1 กำรสกัดดีเอ็นเอ  

ตัวอย่างใบกัญชงจ านวน 4 ตัวอย่าง ได้แก่ กัญชง รหัส BLC-001 BLC-002 พบพระ กัญชงพื้นเมือง และ
ตัวอย่ าง ใบกัญ ชา จ าน วน  1 ตั วอย่ าง  ไ ด้แก่ สายพั น ธุ์  KU หางก ระรอก  จากแปลงทดลอง คณ ะ
เทคโนโลยีการเกษตรและเทคโนโลยีอุตสาหกรรม มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์  

สกัดดีเอ็นเอจากด้วยชุดสกัดส าเร็จรูปของ RBC Bioscience โดยมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างและชุด
สกัดส าเร็จรูปดังนี้คือ น าใบกาแฟมาช่ังน้ าหนัก 100 มิลลิกรัม ห่อด้วยกระดาษฟอยล์ เก็บไว้ท่ีตู้แช่แข็ง -20 องศา
เซลเซียส จากนั้นน าใบกาแฟมาสกัดดีเอ็นเอโดยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป RBC bioscience ประเทศไต้หวัน โดย 
ช่ังใบพืชสดหรือใบพืชแช่แข็ง 50-100 มิลลิกรัม (หากเป็นตัวอย่างใบแห้งใช้ 5-100 มิลลิกรัม) หั่นหรือสับเป็นช้ิน
เล็กๆบดกับไนโตรเจนเหลว จนเป็นผงละเอียด ตักใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม GPI (หรือ GPXI) 400 ไมโครกรัม 
และ RNase A 5 ไมโครกรัม ลงในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตรน าไปป่ันบน vortex น าไปอุ่นใน 65 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 10 นาที (กลับหลอดทุก 5 นาที) เติม GP2 100 ไมโครกรัม น าไปปั่นบน vortex น าไปแช่น้ าแข็ง 3 
นาที ใส่ Filter column (หัวกรองสีขาว) ลงใน 2 มิลลิลิตร collection tube เตรียมไว้ น าสารละลายจากข้อ 5 
(อยู่ในหลอดทดลอง 1.5 มิลลิลิตร) เทลงใน Filter column ท่ีเตรียมไว้ น าไปปั่นท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 3 นาที ท้ิง Filter column เทสารละลายท่ีได้ใส่ หลอด 1.5 อันใหม่ จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน DNA binding 
โดยเติม GP3 (ซึ่งเติม isopropanol แล้ว) จ านวน 1.5 เท่าของสารท่ีกรองได้ เช่น สารท่ีกรองได้ 500 ไมโครกรัม 
ให้เติม GP3จ านวน 750 ไมโครกรัม (รวมเป็น 1,250 ไมโครกรัม) เป็นต้น น าไปป่ันบน vortex เป็นเวลา 5 วินาที 
ใส่หลอด GD column (หัวกรองสีเขียว) ลงใน 2 มิลลิลิตร collection tube อันใหม่ เตรียมไว้ ดูดสารละลายท่ี
เหลือ ประมาณ 700 ไมโครกรัม ลงใน GD column ส่วนท่ีเหลือ (~550 ไมโครกรัม) น าไปป่ันท่ี 13,000 รอบต่อ
นาที เป็นเวลา 2 นาที ท้ิงเฉพาะสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube น า GD column ใส่กลับลงใน collection 
tube อันเดิม ท าซ้ าข้อ 12-14 โดยน าสารละลายจากส่วนท่ีเหลือใช้ในข้อ 10 (หรือข้อ12) (~550 ไมโครกรัม) เติม
ลงใน GD column น าไปปั่นท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ท้ิงเฉพาะสารท่ีอยู่ใน collection tube 
อันเดิมอีกครั้ง จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอนการล้างดีเอ็นเอ โดยเติม W1 buffer จ านวน 400 ลงใน GD column น าไป
ปั่นท่ี 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที เทสารละลายใน collection tube ท้ิงลงใน collection tube 
อันเดิม เติม Wash buffer ท่ีเติม ethanol แล้วจ านวน 600 ไมโครกรัม ลงใน GD column น าไปปั่นท่ี 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 นาที เทสารละลายใน collection ท้ิงไปน า GD column ใส่กลับลงใน collection 
tube อันเดิม น าไปปั่นท่ี 13, 000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที เพื่อให้สารลงบน GD column (ethanol 96-
100เปอร์เซ็นต์) ลงใน GD column แทน buffer) น า GD column ท่ีแห้งวางลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม่ 
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(ต้องตัดฝาท้ิงก่อน) จากนั้นเข้าสู่ขั้นตอน DNA Elution โดย เติม preheated Elution buffer (อุ่นท่ี 65องศา
เซลเซียส) จ านวน 100 ไมโครกรัม ลงตรงกลางของ GD column และท าการละลาย DNA อยู่ในหลอด 1.5 
มิลลิลิตร ท่ีถูกตัดฝา ตัดท้ิงไว้ 3-5 นาที (เพื่อให้ Elution butter ซึมซับไปท่ัวกลางของ GD column และท าการ
ละลาย DNA ออกมา) น าไปปั่น 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 30 วินาที ท้ิง GD column ไปได้สารละลาย 
DNA อยู่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีถูกตัดฝา ถ่ายสารละลาย DNA ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร ท่ีถูกตัดฝาลงในหลอด 
1.5 อันใหม่ หรือหลอด PCR ปิดฝาให้สนิท รัดด้วย Para film ให้แน่น ใส่ถุงพลาสติก ชนิดแช่แข็ง ติดฉลากให้
เรียบร้อย น าไปแช่ในตู้ –20 องศาเซลเซียส เพื่อใช้งานต่อไป       
 
3.2 กำรตรวจสอบคุณภำพและวัดปริมำณของดีเอ็นเอ 

1) วิธี Gel electrophoresis ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ โดยเปรียบเทียบความสว่างกับแถบดี
เอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA Ladder) 1.0 เปอร์เซ็นต์ agarose gel น ามาค านวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ในแต่ละตัวอย่าง 

2) วิธีวัดการดูดกลืนแสง วัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็น เอ โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm และ 280 nm ด้วยเครื่อง spectrophotometer และค านวณความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ จากสูตร  
 

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ = 50 x A260 x    ปริมาตรของสารละลายท้ังหมด (ไมโครกรัม) 
                                                  ปริมาตรของสารละลายดีเอ็นเอท่ีใช้ (ไมโครกรัม) 
 
ความบริสุทธิ์ของสารละลายดีเอ็นเอหาจากอัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน260 nm 

และ 280 nm (A260/A280) ดีเอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์ควรมีอัตราส่วนระหว่าง A260/A280 อยู่ระหว่าง 1.6 -1.8 ถ้าค่า
น้อยกว่า 1.6 แสดงว่าดีเอ็นเอมีการปนเปื้อนจากสารอินทรีย์อื่นๆ และถ้ามากกว่า 1.8 แสดงว่ามี RNA ปนเป้ือน
อยู ่
 
3.3 กำรตรวจหำลำยพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร ์

1. การหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการเป็นแม่แบบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ทดสอบใช้ดีเอ็นเอของกัญชง
และกัญชาโดยทดสอบจากปริมาณดีเอ็นเอแม่แบบท่ีปริมาณ 50 นาโนกรัม เป็นแม่แบบ โดยเลือกไพรเมอร์ 1 เส้น 
เพื่อหาปริมาณดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการเป็นแม่แบบของปฏิกิริยาอาร์เอพีดี และน าผลผลิตของอาร์เอพีดีมา
ตรวจสอบผลด้วย agarose gel 1.5 เปอร์เซ็นต์  
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2. ตรวจหาไพรเมอร์ท่ีเหมาะสม โดยใช้ไพรเมอร์มาทดสอบกับดีเอ็นเอหนึ่งตัวอย่าง เพื่อหาไพรเมอร์ท่ี
สามรถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ และทดลองปรับเปล่ียนสภาวะในปฏิกิริยา PCR ในการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
ด้วยปฏิกิริยา PCR มีส่วนประกอบและความเข้มข้นของสารละลายท่ีเหมาะสมต่อการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 
(ตารางท่ี 3.1) 
ตำรำงที่ 3.1 ส่วนประกอบและความเข้มข้นสุดท้ายของสารละลายในปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 

ส่วนประกอบของสารละลาย ปริมาตรต่อหลอด (ไมโครลิตร) ความเข้มข้นในปฏิกิริยา 
1. DNA templat (50 ng/
ไมโครกรัม) 

1.0 50 ng 

3.MgCl2 (50 mM) 1.5 2.5 mM 
4.dNTP (10 mM) 1.0 200 µM 
5. Primer (4 µM /100 
ไมโครกรัม) 

1.0 2.0 µM 

6. Tag Master Mix 25 2x 
7. ddH2O ปลอดเช้ือ 20.5 - 

รวม 50 - 
 
ส่วนประกอบของปฏิกิริยา PCR ให้เข้ากันในหลอดส าหรับ PCR และน าเข้าเครื่องพีซีอาร์ โดยมี

รายละเอียดของการปรับเปล่ียนอุณหภูมิดังนี้ 
 

ขั้นที่ 1 Pre-denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที จ านวน 1 รอบ 
ขั้นที่ 2 Denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 

              Annealing ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 นาที             จ านวน 35 รอบ 
              Extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
 ขั้นที่ 3 Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 5 นาที จ านวน 1 รอบ 
 เก็บสารละลายผลผลิตของปฏิกิริยา PCR (PCR product) ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส แล้วน าไป
ตรวจสอบผลบน 1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel 

3. น าตัวอย่างดีเอ็นเอท้ังหมดมาท าการทดลองโดยใช้ไพรเมอร์ดังแสดงในตารางท่ี 3.2  
4. ตรวจสอบผลบน agarose gel 1.0 เปอร์เซ็นต์ 
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ตำรำงที่ 3.2 ไพรเมอร์และล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์  
 

ล าดับ ชื่อ Sequence repeat motif 
(5′–3′) 

Reference 

1 RAPD S5 TGCGCCCTTC Tang et al. (2002) 
2 RAPD S23 AGTCAGCCAC Tang et al. (2002) 
3 RAPD OPF13 GGCTGCAGAA Darvishzadeh et al. (2010) 
4 RAPD OPX1   CTGGGCACGA Darvishzadeh et al. (2010) 

 
กำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอเป้ำหมำยด้วยปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction, 

PCR) 
เตรียมสารละลายส าหรับใช้ในปฏิกิริยา PCR  ปริมาตร 25  มาโครลิตร  ซึ่งประกอบด้วย PCR buffer 

ความเข้มข้น 1 เท่า (KCI 50 มิลลิโมลาร์; Tris-HCI, pH 9.0 10 มิลลิโมลาร์ และ Triton X-100 0.1เปอร์เซ็นต์) 
MgCI2  ความเข้มข้น 2.5  มิลลิโมลาร์, dNTPs 0.2  มิลลิโมลาร์ ไพร์เมอร์ 0.25  ไมโครโมลาร์ TaqDNA 
polymerase จ านวน 1 ยูนิต  และจีโนมิกดีเอ็นเอ 100  นาโนกรัม ท าปฏิกิริยา PCR  ในเครื่องควบคุมปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส (Swift.Maxfro.Thermal Cyclers,ESCO,Singapore) ต้ังโปรแกรม  
น าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้  (PCR product)  มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีส 

ปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีออกแบบได้ ปฏิกิริยาประกอบด้วย  
1. สารละลายดีเอ็นเอ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 1.0 ไมโครลิตร 
2. คู่ไพรเมอร์ (5 พิโครโมล/ไมโครลิตร) 1 ไมโครลิตร 
3. 2 mM dNTP 1.5 ไมโครลิตร 
4. 10X PCR buffer 1.25 ไมโครลิตร 
5. Taq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร) 0.1 ไมโครลิตร  
6. น้ ากล่ันให้มีปริมาตรรวมเป็น 12.5 ไมโครลิตร  
 

3.4 กำรตรวจผลปฏิกิริยำ PCR ด้วย Agarose gel  
น าดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR มาตรวจสอบด้วย agarose gel 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ผลผลิตพีซีอาร์ 

3 ไมโครลิตร ผสมกับ 6x loading dye ปริมาตร 2 ไมโครลิตร เติมลงในช่อง agarose gel ทีละตัวอย่างจนครบ 
และเปรียบเทียบขนาดของช้ินดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมาตรฐาน Lambda DNA /HindIII (บริษัท SibEnzyme, 
Russia) ซึ่งเป็นดีเอ็นเอท่ีทราบขนาดและปริมาณท่ีแน่นอนเพื่อใช้ในการเปรียบเทียบขนาดของผลผลิตท่ีได้จาก
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ปฏิกิริยาพีซีอาร์ จากนั้นท าการแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง electrophoresis โดยใช้แรงดันไฟฟ้า 75 โวลต์ เป็น
เวลา 90 นาที น าไปตรวจผลบนเครื่องฉาย UV (UV Transilluminator) และบันทึกภาพการเรืองแสงของดีเอ็นเอ
ด้วยกล้อง polaroid camera โดยท่ัวไป การตรวจสอบผลจากปฏิกิริยาพีซีอาร์หากช้ินยีนมีขนาดใหญ่ 500-1,00 
bp มักเตรียม agarose gel ให้มีความเข้มข้นท่ีประมาณ 0.8 เปอร์เซ็นต์ แต่เนื่องจากในการทดลองนี้ ผลผลิตพีซี
อาร์ท่ีได้มีขนาดประมาณ 200 bp และ 246 bp การตรวจสอบจึงต้องใช้ความเข้มข้นของ agarose gel ให้มาก
ขึ้นเป็น 1.5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากความเข้มข้นของ agarose gel ท่ีมีค่าสูง ช่องว่างระหว่างโมเลกุลในเนื้อสารจะ
ยิ่งมีค่าลดลง จึงท าให้ดีเอ็นเอท่ียิ่งมีขนาดใหญ่จะเคล่ือนท่ีไปตามแรงดันกระแสไฟฟ้าได้ลดลง ในขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดเล็กจะยังคงสามารถเคล่ือนผ่านช่องว่างระหว่างโมเลกุลของ agarose gel ได้ ด้วยเหตุนี้การแยกขนาดดีเอ็น
เอด้วย electrophoresis บน agarose gel ท่ีมีความเข้มข้นสูงขึ้นจึงสามารถแยกดีเอ็นเอท่ีมีขนาดต่างกันได้ดีขึ้น  

 
3.5 กำรค ำนวณและวิเครำะห์ข้อมูล  

น าข้อมูลพันธุกรรมท่ีได้ท้ังหมดมาวิเคราะห์ความหลากหลายหรือความแปรปรวนทางพันธุกรรม ในรูป
ของค่าความผันแปรทางพันธุกรรมต่างๆ ได้แก่ ค่าเฉล่ียต่อต าแหน่งของแอลลีลท่ีประกอบด้วย  averaged 
number of alleles (Na), effective number of alleles (Ae) และ allelic richness (R) และรวมถึงค่าเฮเทอ
โรไซโกซิตี ท้ังค่าสังเกต (observed heterozygosity, Ho) และค่าคาดคะเน (expected heterozygosity, He) 
โดยการวิเคราะห์ ณ แต่ละต าแหน่งท่ีมีความหลากรูปแบบทางพันธุกรรมด้วยวิธี likelihood ratio test (Yeh et 
al., 1999) และวิเคราะห์รวมทุกต าแหน่งท่ีส ารวจด้วยวิธี  Chi-square test ตรวจวิเคราะห์ null allele ในทุก
ต าแหน่งของทุกประชากร โดยจะปรับจีโนไทป์และทดสอบสมดุลฮาร์ดี-ไวน์เบิร์กใหม่ ณ ต าแหน่งและประชากรท่ี
ตรวจพบ null allele ค านวณค่าระยะห่างทางพันธุกรรม (genetic distance) ของ Nei (1978) พร้อมท้ัง
วิเคราะห์โครงสร้างความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างประชากร (dendrogram) ด้วยวิธี unweighted pair-
group method with arithmetic averaging (UPGMA) โดยใช้ โปรแกรม  FSTAT version 1.2 (Goudet, 
1995) และ POPGENE version 1.31 (Yeh et al., 1999) ยกเว้นการวิเคราะห์ null allele และปรับจีโนไทป์
ใช้โปรแกรม Micro-Checker version 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004)  

วิเคราะห์ความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างประชากรโดยวิธี  analysis of molecular variance 
(AMOVA) โดยระบุกลุ่มประชากรตามท่ีปรากฏในโครงสร้างความสัมพันธ์ท่ีวิเคราะห์ได้ เพื่อตรวจสอบความ
แตกต่างให้ครอบคลุมทุกระดับท่ีปรากฏในโครงสร้าง โดยตรวจสอบจากค่า  F-statistics (inbreeding 
coefficients หรือ fixation indexes) ซึ่งค านวณจากค่า variance components แล้วทดสอบโดยการวิเคราะห์
ค่า P ในทุกระดับ และทุกคู่ประชากร ของการตรวจสอบความแตกต่างท่ีระดับนัยส าคัญของค่า P ท่ี 0.02 การ
ตรวจสอบความแตกต่างระหว่างคู่ประชากรทุกคู่ ใช้การวิเคราะห์ค่า P ของ Fst ระหว่างคู่ประชากร (PFst) และ
วิธี exact test (Pexact) ภายใต้ระดับนัยส าคัญของค่า P ท่ีได้รับการปรับโดยใช้ Bonferroni correction เพื่อ
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ความถูกต้องสาหรับการทดสอบแบบ multiple tests และวิเคราะห์ข้อมูลโดยใช้โปรแกรม Arlequin version 
3.1  
3.6 กำรสร้ำงเดนโดรแกรม (dendrogram)  
            ตรวจสอบคุณภาพพีซีอาร์ด้วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Agarose Gel Electrophoresis) วิเคราะห์ภาพด้วย
โปรแกรม PhotoCap น ามาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยสร้างแผนภูมิต้นไม้โดยวิธี  Neighbor-
joining (NJ) ด้วยโปรแกรม Unweighted Pair Group Method with Arithmetic average (UPGMA) และ
บันทึกลงในโปรแกรม Microsoft Office Excel 2019 



บทท่ี 4  

ผลการวิจัย 

4.1 การตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกส์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบกัญชงและกัญชาจ านวน 5 สายพันธุ์ 12 ตัวอย่าง ตรวจสอบผลบน 

agarose gel 1.0 เปอร์เซ็นต์ ท่ี เมื่อเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน พบว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีปริมาณมาก
เพียงพอต่อการน าไปใช้ในขั้นตอน PCR หลังจากการสกัดดีเอ็นเอ หาความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็น
เอโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร และหาความบริสุทธิ์จาก
อัตราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร (A260/A280) หากดี
เอ็นเอท่ีมีความบริสุทธิ์จะมีอัตราส่วนระหว่าง A260/A280 อยู่ท่ีระหว่าง 1.6 -1.8 ถ้าค่าน้อยกว่า 1.6 แสดงว่าดี
เอ็นเอมีการปนเปื้อนจากสารอินทรีย์อื่นๆ และถ้ามากกว่า 1.8 แสดงว่ามี RNA ปนเปื้อนอยู่ ซึ่งจากการ
ตรวจสอบดังกล่าวได้ค่าสัดส่วนระหว่าง A260/A280  หลังจากนั้น ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ เพื่อเพื่อใช้ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณท่ีสนใจด้วยไพรเมอร์ ท่ีแตกต่างกันตาม
ความสามารถของไพรเมอร์แต่ละคู่สามารถเข้าจับกับจีโนมิกดีเอ็นเอของข้าวในแต่ละตัวอย่าง โดยไพรเมอร์ ท่ี
สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ จากการน าดีเอ็นเอมาแยกด้วยกระแสไฟฟ้า ท่ี 100 โวลต์ ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis ท่ีความเข้มข้น 1.0 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลแถบจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ ดังแสดงในภาพท่ี 
4.1 

 

 
 

ภาพที่ 4.1 แถบจีโนมิกส์ดีเอ็นเอกัญชงและกัญชา โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder 

ล าดับท่ี 1 -8 คือ BLC-001 BLC-002 พบพระ1 พบพระ2 พื้นเมือง1 พื้นเมือง2 KU1 และ KU2 ตามล าดับ 
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4.2 การตรวจสอบไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกัญชงและกัญชา 

จากการเพิ่มปริมาณด้วยด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยการใช้เทคนิค RAPD ด้วยไพรเมอร์ชนิด 

RAPD OPX1 โดยข้ันตอน Pre-denaturation ท่ีอุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที Denaturation 

ท่ี 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที Annealing ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที เพิ่มอุณหภูมิ

ช่วง Extension เป็น 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 วินาที ท าปฏิกิริยา 35 รอบ และส้ินสุดปฏิกิริยาท่ี Final 

extension 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที พบว่าขนาดดีเอนเอท่ีได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอนเอมีขนาด 

300 – 800 bp ซึ่งสามารถแสดงชนิดของตัวอย่างได้ดังนี้ M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน หมายเลข 1 คือ BLC-001  

หมายเลข 2 BLC-002 หมายเลข 3 พบพระ1หมายเลข 4 พบพระ2 หมายเลข 5 พื้นเมือง1 หมายเลข 6 

พื้นเมือง2 หมายเลข 7 KU1 และหมายเลข 8 KU2 ตามล าดับ แสดงผลผลิตภัณฑ์ได้ดังนี้ (ดังภาพท่ี 4.2) 

 

 

ภาพที่ 4.2 แถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของกัญชงและกัญชาโดยใช้ไพร์เมอร์ RAPD 

OPX1 โดย M คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ladder ล าดับท่ี 1 -8 คือ BLC-001 BLC-002 พบพระ1 พบ

พระ2 พื้นเมือง1 พื้นเมือง2 KU1 และ KU2 ตามล าดับ 

4.3 การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางพันุกรรม 

จากการศึกษาความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของกาแฟท้ังหมด 10 สายต้น โดยใช้แถบดีเอ็นเอท่ีได้จาก
การวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุล SSR น ามาวิเคราะห์โครงสร้างความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างประชากร 
(dendrogram) ด้วยวิธี unweighted pair-group method with arithmetic averaging (UPGMA) จาก
การวิเคราะห์จากความต่างกันของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ได้ค่าดัชนีความเหมือนหรือความต่างกันของลายพิมพ์ดี
เอ็นเอ โดยมีค่าอยู่ท่ีช่วง 1.0 – 7.0 ดังแสดงในตารางท่ี 4.1 
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ตารางที่ 4.1  ค่าดัชนีความเหมือนของกัญชงและกัญชาท้ัง 5 สายพันธุ์ 8 ตัวอย่าง จากการวิเคราะห์จาก
ความต่างกันของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยมีค่าอยู่ท่ีช่วง 1.0 – 7.0 

 
4.4 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมของกัญชงและกัญชาจากเคร่ืองหมาย
โมเลกุล RAPD 

จากการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกัญชงและกัญชาท้ัง 5 สายพันธุ์ 8 ตัวอย่าง โดยใช้แถบ
ดีเอ็นเอท่ีได้จากการวิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุล RAPD ท้ังหมดน าไปวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมด้วยการใช้สูตรค านวณของ Nei และ Li (1979) (Kiani, G., 2011) และจัดกลุ่มตัวอย่างด้วยวิธี 
UPGMA จากนั้นน ามาจัดกลุ่มด้วยวิธี  UPGMA เพื่อสร้างเป็นแผนภูมิความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(dendrogram) พบว่า มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนอยู่ในช่วง 0.63 –  1.00 จากผลเดนโดรแกรมสามารถจัด
กลุ่มตามความสัมพันธ์และความใกล้ชิดทางพันธุกรรมเป็น 3 กลุ่ม (ภาพท่ี 4.2 ) ดังนี้ 

กลุ่มท่ี 1 ได้แก่ BLC-001 BLC-002 พื้นเมือง2 

กลุ่มท่ี 2  ได้แก่ พบพระ1 พบพระ2 พื้นเมือง1 

กลุ่มท่ี 3 ได้แก่ KU1 KU2  

Proximity Matrix  

Case 

 Squared Euclidean Distance 

BLC-001 BLC-002 พบพระ1 พบพระ2 พ้ืนเมือง1 พ้ืนเมือง2 KU1 KU2 

BLC-001 0.000 3.000 3.000 3.000 4.000 7.000 6.000 7.000 
BLC-002 3.000 0.000 2.000 2.000 3.000 6.000 6.000 7.000 
พบพระ1 3.000 2.000 0.000 0.000 1.000 4.000 2.000 4.000 
พบพระ2 3.000 2.000 0.000 0.000 1.000 4.000 2.000 3.000 
พ้ืนเมือง1 4.000 3.000 1.000 1.000 0.000 3.000 3.000 2.000 
พ้ืนเมือง2 7.000 6.000 4.000 4.000 3.000 0.000 6.000 4.000 
KU1 3.000 2.000 2.000 2.000 3.000 6.000 0.000 3.000 
KU2 4.000 3.000 1.000 1.000 0.000 3.000 3.000 0.000 



22 
 

 

ภาพที่ 4.3 แผนภาพแสดงความสัมพันธ์ของกัญชงและกัญชาทั้ง 5 สายพันธุ์  8 ตัวอย่าง จากการ
วิเคราะห์การจัดกลุ่ม Dendrogram ของกัญชงและกัญชา 5 ชนิด 12 ตัวอย่าง ด้วยโปรแกรม 
NTSYS 2.11a 

 

 
 



 

 

บทท่ี 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกัญชงและกัญชาท้ัง 5 สายพันธุ์ 8 ตัวอย่างจากแปลงทดลอง  

จากผลการทดลอง พบว่า ในการจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกลุ่มตัวอย่างดังกล่าว ได้แก่ BLC-001 
BLC-002 พบพระ1 พบพระ2 พื้นเมือง1 พื้นเมือง2 KU1 และ KU2 ตามล าดับ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค  
RAPD ด้วยไพรเมอร์ชนิด RAPD OPX1 (Darvishzadeh et al. 2010) วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากการ
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคเครื่องหมายโมเลกุ RAPD วิเคราะห์หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมจากกัญชง
และกัญชา เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอ็นเอสร้างเป็น dendrogram และตาราง metrix พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มกัญ
ชงและกัญชาออกเป็น 3 โดยกลุ่มท่ี 1 ได้แก่ BLC-001 BLC-002 พื้นเมือง2 กลุ่มท่ี 2  ได้แก่ พบพระ1 พบพระ2 
พื้นเมือง1 และกลุ่มท่ี 3 ได้แก่ KU1 KU2 จากการวิเคราะห์จากความต่างกันของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยมีค่าอยู่ท่ี
ช่วง 1.0 – 7.0 จากการข้อมูลดังกล่าวชี้ให้เห็นว่า แม้กัญชงและกัญชา โดยเฉพาะกัญชา ตัวอย่าง KU1 และ KU2 
ซึ่งเป็นสายพันธุ์เดียวกัน แต่อาจมีลักษณะทางพันธุกรรมบางประการท่ีเกิดจากการผสมข้ามจนท าให้เกิดสายต้น
ใหม่หรือการเปล่ียนแปลงของยีนบางบริเวณ ซึ่งอาจตรวจพบได้เพียงในระดับโมเลกุลในระยะแรก และอาจค่อยๆ 
มีการเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวิทยาในเวลาต่อมา จากการทดลอง เมื่อต้องการทดสอบความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรม สามารถท าได้โดยการใช้เครื่องหมาย RAPD ซึ่งอาจเป็นข้อได้เปรียบในการคัดเลือกพืชให้มีความ
บริสุทธิ์หรือการตรวจสอบความแปรผันทางพันธุกรรมได้โดยท่ีไม่ต้องอาศัยการตรวจสอบทางสัณฐานภายนอก 
จากการทดสอบไพรเมอร์จ านวน 4 คู่ พบว่า ไพรเมอร์รหัส RAPD OPX1 สามารถใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอให้มี
ความแปรผันทางพันธุกรรมได้มาก จากธรรมชาติของเครื่องหมายโมเลกุลชนิดนี้ เป็นเครื่องหมายโมเลกุลแบบสุ่ม 
และไพรเมอร์จะเลือกเข้าจับกับบริเวณต าแหน่งของดีเอ็นเอท่ีเป็นคู่สม อย่างไรก็ตาม แม่จะเป็นการเข้าจับแบบสุ่ม 
แต่หากส่ิงมีชีวิตใดๆ มีลักษณะทางพันธุกรรม โดยเฉพาะล าดับนิวคลีโอไทด์ หรือต าแหน่งยืนท่ีคล้ายกันแล้ว การ
เข้าจับของไพรเมอร์ก็มักจะเข้าจับในต าแหน่งใกล้เคียงกัน ขนาดของดีเอ็นเอ และช้ินดีเอ็นเอท่ีใกล้เคียงกัน เมื่อ
ตรวจสอบจากภาพ gel electrophoresis ก็มักพบว่า แถบดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตท่ีมีลักษณะคล้ายกันก็จะมีล าดับนิ
วคลีโอท์ท่ีคล้ายกันด้วย และหากตรวจสอบส่ิงมีชีวติท่ีมีลักษณะภายนอกต่างกัน ลักษณะทางพันธุกรรมระดับยีนก็
จะมีความแตกต่างกันไปด้วย และในบางกรณี ลักษณะทางพันธุกรรมจะสอดคล้องกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา
บ้าง ถึงแม้ตัวอย่างพืชท่ีน ามาศึกษาจะมีความแตกต่างกันทางสายพันธุ์ในกลุ่มเดียวกัน รวมทั้งลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาท่ีแตกต่างกัน แต่พบว่ามีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมไม่มาก เช่นเดียวกับการศึกษาของ Nhi et al. 
(2010) ศึกษาพบว่า ถึงแม้เมลอนเวียดนามท่ีน ามาศึกษาจะมีชนิดท่ีแตกต่างกันและมีความแตกต่างกันทางด้าน
สัณฐานวิทยา แต่กลับมีความแปรปรวนทางด้านพันธุกรรมท่ีต่ า น่าจะเกิดจากต าแหน่งท่ีไพรเมอร์เข้าไปจับบน
จีโนมมีความเหมาะสม ในการจ าแนกความแตกต่างทางพันธุกรรมและการพัฒนาสายพันธุ์อาจต้องใช้จ านวนต้น
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และจ านวน เครื่องหมายโมเลกุลท่ีมาก และต้องมีการทดสอบในหลายรุ่นซึ่งใช้เวลานาน เพื่อให้แน่ใจว่าสายพันธุ์
ดังกล่าวเข้าใกล้ความเป็น homozygous lines ซึ่งจากงานวิจัยหลายช้ินท่ีผ่านมา เครื่องหมายโมเลกุล RAPD ได้
มีบทบาทอย่างมากในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการวิเคราะห์
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืช เช่นงานวิจัยของ Lakhani และคณะ (2016) ศึกษาความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการระหว่างจีโนไทป์ของละหุ่ง 13 สายพันธุ์ใช้ไพรเมอร์ RAPDs 27 ชนิดซึ่งไพรเมอร์โพลีมอร์ฟิค 16 ชนิด
มีความหลากหลาย 100% ในกลุ่มจีโนไทป์ของละหุ่ง Dendrogram เผยกลุ่มท่ีแตกต่างอยู่ระหว่าง 0.423 ถึง 
0.883 โดยมีค่าเฉล่ีย 0.705 ความรู้เกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรมของส่ิงมีชีวิต เป็นเครื่องมือท่ีมี
ประสิทธิภาพท่ีจะน าไปสู่การจ าแนกความแตกต่าง หาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ซึ่งเป็นข้อมูลส าคัญอย่างมาต่อ
การปรับปรุงพันธุ์ส่ิงมีชีวิตในอนาคตเพื่อตอบสนองความต้องการในทุกด้าน ท้ังอาหาร ยารักษาโรค เครื่องนุ่งห่ม 
อุตสาหกรรมต่างๆ ตลอดจนการอนุรักษ์ทรัพยากรธรรมชาติให้เราสามารถปฏิบัติต่อความจ าเพาะเจาะจงทาง
พันธุกรรมของท้ังพืชและสัตว์ได้อย่างถูกต้องต่อไป 
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การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
1.  การเตรียมสารละลายต้นตอ CTAB buffer 

1.1  CTAB 10 เปอร์เซ็นต์ (50 มิลลิลิตร) 
ช่ัง CTAB        5.0  กรัม 
ละลายด้วยน ้ากล่ัน      50 มิลลิลิตร 

1.2  Tris-HCl 1 โมล่าร์ (25 มิลลิลิตร) 
ช่ัง Tris base        3.03 กรัม 
ละลายด้วยน ้ากล่ัน      25 มิลลิลิตร 

1.3  EDTA 1 โมล่าร์ (20 มิลลิลิตร) 
ช่ัง EDTA        7.44 กรัม 
ละลายด้วยน ้ากล่ัน      20 มิลลิลิตร 

1.4  NaCl 3 โมล่าร์ (50 มิลลิลิตร) 
ช่ัง NaCl       8.77  กรัม 
ละลายด้วยน ้ากล่ัน      50 มิลลิลิตร 

2.  การเตรียมเอนไซม์ Proteinase K (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
ช่ัง Proteinase K        10 มิลลิกรัม 
เติมน ้ากล่ัน        986.7  ไมโครลิตร 
Tris-HCl 1 โมล่าร์ (pH 7.5)      10  ไมโครลิตร 
NaCl 3 โมล่าร์        3.3  ไมโครลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แล้วเก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 
3.  การเตรียมเอนไซม์ RNase A (1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
 ช่ัง RNase-A        1  มิลลิกรัม 
ละลายด้วยน ้ากล่ัน       1  มิลลิลิตร 
เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส 
4.  TE buffer (250 มิลลิลิตร) 
ช่ัง Tris base        0.303 กรัม 
EDTA         0.093 กรัม 
เติมน ้ากล่ัน        250 มิลลิลิตร 
ปรับ pH ให้ได้ 8 เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
5.  TBE ความเข้มข้น 10 เท่า (1000 มิลลิลิตร) 
Tris base (hydroxyl methyl,aminomethane)    108  กรัม 
Boric acid        55 กรัม 
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EDTA 0.5 โมล่าร์ (pH 8.0)      40  มิลลิลิตร 
ปรับปริมาตรด้วยน ้ากล่ัน       1000  มิลลิลิตร 
6.  เจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ (w/v) (70 มิลลิลิตร) 
ช่ัง อะกาโรส        0.7  กรัม 
ปรับปริมาตรด้วย TBE buffer เข้มข้น 1 เท่า    70 มิลลิลิตร 
ต้มจนละลายด้วย hot plate หรือ ไมโครเวฟ 
7.  เอทานอล 95 เปอร์เซ็นต์ (100 มิลลิลิตร) 
เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์      95  มิลลิลิตร 
เติมน ้ากล่ัน         5 มิลลิลิตร 
8.  เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ (100 มิลลิลิตร) 
เอทานอล 100 เปอร์เซ็นต์      70  มิลลิลิตร 
เติมน ้ากล่ัน         30 มิลลิลิตร 
9.  คลอโรฟอร์ม : ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) (100 มิลลิลิตร) 
เติมคลอโรฟอร์ม        96  มิลลิลิตร 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์       4  มิลลิลิตร 
เก็บไว้ในขวดสีชา 
10. การเตรียม CTAB buffer ส้าหรับสกัดดีเอ็นเอ (800 ไมโครลิตร) 
ตารางที่ ก1 ความเข้มข้นท่ีปริมาณสารท่ีใช้ท้าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส 

สารละลายต้นต้อ CTAB buffer ความเข้มข้นที่ต้องการ ปริมาณต่อตัวอย่าง (ไมโครลิตร) 

CTAB 10 เปอร์เซ็นต์ 2 เปอร์เซ็นต์ 160.00 
Tris-HCl 1 โมล่าร์ 100 มิลลิโมล่าร์ 80.00 
EDTA 1 โมล่าร์ 20 มิลลิโมล่าร์ 16.00 
NaCl 3 โมล่าร์ 1.4 โมล่าร์ 373.33 
ß-mercaptoethanol 1.2 เปอร์เซ็นต์ 1.60 
Proteinase-K 10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 8.00 
น ้ากล่ันปลอดเชื อ - 161.07 

รวม - 800  

หมายเหตุ  เขย่าสารละลายให้เข้ากัน และอุ่นท่ี 60 องศาเซลเซียสก่อนใช้งาน 
11. อะกาโรสเจลอิเล็กโทโฟริซิสของดีเอนเอ  (Agarose Gel Electrophoresis of DNA)  
 อิเล็กโทรโฟริซิส เป็นเทคนิคท่ีใช้แยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกซึ่งอยู่ในสนามไฟฟ้าออกจากกัน โดย
อาศัยความแตกต่างของอัตราการเคล่ือนท่ีของโมเลกุล ซึ่งเป็นผลมาจากความแตกต่างของชนิดและปริมาณ
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ของประจุ ขนาดและโครงรูปของโมเลกุลของสาร การแยกโปรตีนหรือกรดนิวคลีอิกโดยวิธีอิเล็กโทรโฟริซิส 
มักท้าให้ตัวกลางท่ีเป็นสารโมเลกุลใหญ่พวกโพลีเมอร์ ส้าหรับดีเอ็นเอนิยมแยกโดยใช้อะกาโรส หรือโพลีอะคริ
ลาไมด์เป็นตัวกลาง การแยกดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเป็นตัวกลางเป็นเทคนิคท่ีส้าคัญมากในการศึกษาวิจัยด้าน
พันธุวิศวกรรม เพราะเป็นเทคนิคท่ีใช้แยก บ่งชี และท้าชิ นดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ ซึ่งท้าให้สะดวกและรวดเร็ว 
เนื่องจากการเตรียมอะกาโรสเจลท้าได้สะดวกกว่าการเตรียมโพลีอะคริลาไมด์เจล การตรวจหาแถบของดีเอ็น
เอท่ีแยกออกจากกันสามารถท้าได้โดยการย้อมอะกาโรสเอธิเทียมโบรไมด์ แล้วตรวจหาสารเชิงซ้อนของเอธิ
เดียมไบรไมด์กับดีเอ็นเอ ซึ่งจะเรืองแสง(fluorescence) เมื่อส่องด้วยแสงอุลตร้าไวโอเลต แถบดีเอ็นเอท่ีมี
ปริมาณต้่าเพียง 10 นาโนกรัม สามารถถูกตรวจพบได้โดยวิธีนี  การแยกดีเอ็นเอโดยโพลีอะคริลาไมด์ยุ่งยาก
กว่า แต่มีอ้านาจการแยก (resolving power) สูงกว่าอะกาโรสเจลมากโดยสามารถแยกชิ นส่วนดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดแตกต่างกันเพียงคู่เบสเดียวออกจากกันได้ จึงใช้ได้ดีในเทคนิคการหาลาดับเบส (DNA sequencing) 
 อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส 

 อะกาโรสเป็นสารโพลีเมอร์ท่ีสกัดได้จากสาหร่ายทะเล ถ้าก้าหนดให้โครงรูปของดีเอ็นเอเป็นแบบ
เส้นตรง ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของโมเลกุลกับระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจลความเข้มข้นต่าง ๆ 
สามารถแสดงได้ในรูปของกราฟซึ่งจะเห็นว่าสาหรับแต่ละความเข้มข้นของอะกาโรสเจลจะมีช่วงท่ีการ
เคล่ือนท่ีกับ log ของขนาดโมเลกุลมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรวจ ซึ่งช่วงขนาดของดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธ์
แบบเส้นตรงกับระยะทางนั นได้รวบรวมไว้ 
 ในปัจจุปันมีการใช้อะกาโรสในงานอิเล็กโทรโฟริซิสเพิ่มมากขึ นท่ัวโลก ผู้ผลิตหลายบริษัทจึงท้าการ
ผลิตอะกาโรสชนิดพิเศษส้าหรับใช้ในงานอิเล็กโทโฟริซิส โดยเฉพาะซึ่งเป็นอะกาโรสท่ีบริสุทธิ์ปราศจาก
สารเจือปนซึ่งจะยับยั งการทางานของเอนไซม์ในขั นตอนต่อไปหลังจากแยกดีเอ็นเอจากอะกาโรสเจล และ
ปราศจากการปนเป้ือนจากนิวคลีเอสซึ่งท้าลายกรดนิวคลีอิก 

 ในการเตรียมเจลจะนาอะกาโรสมาหลอมในบัฟเฟอร์ซึ่งมี pH ประมาณ 8 แล้วเทลงในถาดรองเจล
เมื่ออะกาโรสแข็งตัวแล้วจึงท้าการหยดดีเอ็นเอลงในหลุมแล้วผ่านกระแสไฟฟ้าเข้าสู่เจล ดีเอ็นเอ ซึ่งมีประจุลบ
จะเคล่ือนท่ีไปหาขั วบวก อัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอขึ นอยู่กับปัจจัยต่าง ๆต่อไปนี  
 1. ขนาดของดีเอ็นเอ 
 อัตราการเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอจะแปรผกผันกับ log10 ของจ้านวนคู่เบสดีเอ็นเอโมเลกุลใหญ่จะ
เคล่ือนท่ีช้ากว่าเพราะมีแรงเสียดทานมากกว่าและโมเลกุลจะเคล่ือนผ่านรูของเจลยากกว่า 
 2. ความเข้มข้นของอะกาโรส 
 ขณะท่ีให้กระแสไฟฟ้าผ่านเจลดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีผ่านรูภายในเจล ถ้ารูมีขนาดใหญ่อัตราการ
เคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอจะสูงกว่าเจลท่ีมีรูขนาดเล็ก ขนาดของรูภายในเจลจะขึ นกับความเข้มข้นของอะกาโร
สอะกาโรสยิ่งมีความเข้มข้นมากรูภายในจะมีขนาดเล็กลง การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในอะกาโรส จะมี
ความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับความเข้มข้นของอะกาโรส ตามสมการ 
 log u = logu0-Kr T 
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 u = ระยะทางท่ีดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจล 
 u0 = ระยะทางท่ีดีเอ็นเอเคล่ือนท่ีในสภาพท่ีไม่มีในอะกาโรสเจล 
 Kr = สัมประสิทธิ์ความหน่วง(retardation coefficient) 
ตารางที่ ก2  ช่วงขนาดดีเอ็นเอท่ีมีความสัมพันธ์แบบเส้นตรงกับระยะทางท่ีเคล่ือนท่ีไปในอะกาโรสเจลความ
เข้มข้นต่าง ๆ 

ความเข้มข้นของอะกาโรสเจล (%) ช่วงขนาดของดีเอ็นเอปลายเปิด(กิโลเบส) 

0.3 5-60 
0.6 1-20 
0.7 0.8-10 
0.9 0.5-7 
1.2 0.4-6 
1.5 0.2-3 
2.0 0.1-2 

 
 3. โครงรูปของดีเอ็นเอ 
 ดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเท่ากัน แต่อยู่ในโครงรูปท่ีต่างกันจะเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจลในอัตราท่ีต่างกัน 
ขึ นอยู่กับความเข้มข้นของอะกาโรสเจล ความแรงของกระแสไฟฟ้าและความแรงอิออนของบัพเฟอร ์โดยท่ัวๆ 
ไป ส้าหรับพลาสมิดดีเอ็นเอ โครงรูปแบบซูเปอรเฮลิคัล(superhelical) จะเคล่ือนท่ีเร็วกว่าแบบเส้นตรง
(linear) ส่วนแบบวงกลมนิก(nicked circular) จะเคล่ือนท่ีช้าท่ีสุด 
 4. องค์ประกอบของบัพเฟอร ์
 การเคล่ือนท่ีของดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลขึ นอยู่กับองค์ประกอบและความแรงอิออนของบัพเฟอร์
บัพเฟอร์ท่ีนิยมใช้ส้าหรับอิเลกโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอมี 4 ชนิด ดังสรุปไว้ใน ตารางท่ี 2นิยมเตรียมบัพเฟอร์
เข้มข้นเก็บไว้ เช่น 10X buffer หมายความว่าเป็นบัพเฟอร์ท่ีมีความเข้มข้นเป็น 10 เท่าของความเข้มข้นที่ใช้
จริง TAE, TPE และ TBE ใช้กับดีเอ็นเอสายคู่ ส่วนบัพเฟอร์ด่าง(alkaline buffer) ใช้กับดีเอ็นเอสายเด่ียว 
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ตารางที่ ก3 บัพเฟอร์ท่ีนิยมใช้ในเจลอิเล็กโทรโฟริซิสของดีเอ็นเอ 

บัพเฟอร์ 
ความเข้มข้นที่ใช้ในอิเล็กโทรโฟริซิส 

(working solution) 
บัพเฟอร์เข้มข้น/1000 ml 

(stock solution) 
Tris-acetate(TAE) 1X:0.04 M Tris-acetate0.001 

M EDTA 
10X:48.4 g Tris base11.4 ml 
glacial aceticacid20 ml of 0.5 
M EDTA(pH 8.0 ) 

Tris-phosphate(TPE) 1X:0.09 M Tris-
phosphate0.002 M EDTA 

10X:108 g Tris base15.5 ml 
85% phosphoric acid40 ml of 
0.5 M EDTA(pH 8.0 ) 

Tris-borate(TBE) 0.5X:0.045 M Tris-borate0.002 
M EDTA 

5X:54 g Tris base27.5 ml 
boric acid20 ml of 0.5 M 
EDTA(pH 8.0 ) 

AlkalineButter 1X:50mM NaOH1 mM EDTA 10X:5 ml 10 N NaoH2 ml 0.5 
M EDTA (pH 8.0) 

วัสดุและอุปกรณ์ 
 1. agarose (electrophoresis grade) 
 2. 5x TBE buffer 
 3. Ethidium bromide 10 mg/ml 
 4. 10 x gel loading buffer 
 5. elctrophoresis chamber(mini gel) 
 6. power supply 
 7. UV transilluminator 
 8. Polaroid Camera 
 
วิธีท้า 
 1. เตรียมถาดรองเจล (gel mould) วางบนพื นเรียบ 
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 2. ช่ัง agaroseจานวนท่ีต้องการลงในฟลาสก์ เติม electrophoresis buffer (1 X TBE) ให้ได้ความ
เข้มข้นท่ีต้องการโดยท่ัว ๆ ไป mini-gel มักใช้ปริมาณ agarose 35-40 ml ถ้าต้องการเตรียม 0.8 % agarose gelใช้ 
agarose 0.32 กรัมต่อบัพเฟอร์40 ml 
 3. ทาให้ agaroseละลายโดยแช่ฟลาสก์ในน้าเดือด หรือในเตาไมโครเวฟนาออกมาวางทิ งไว้ให้เย็นลง
ถึงประมาณ 60 oCเติม ethidium bromide (10 mg/ml) ลงไปให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 0.5 µg/ml ( 2 ไมโครลิตรต่อ 40 
มิลลิลิตร) ผสมให้เข้ากันโดยการหมุนฟลาสก์เบาๆ 
 4. เท agaroseลงในถาดรองเจลท่ีเตรียมไว้ พยายามอย่าให้เกิดฟองอากาศวาง comb ลงท่ีปลาย
ด้านหนึ่งของถาดรองเจล ให้ซี่ของ comb อยู่ห่างจากปลายของเจลประมาณ1 ซม. รอให้เจลแข็งตัว 
 5. หลังจากเจลแข็งตัว นาถาดไปวางใน electrophoresis tank เท buffer (1X TBE) ลงไปจนท่วม
เจลให้บัพเฟอร์ท่วมเจลขึ นมาประมาณ 1-2มม. ค่อยๆดึง comb ออก 
 6. ผสม DNA sample กับ gel-loading buffer แล้วหยอดตัวอย่างลงในช่องโดยใช้ disposable 
micropipette (gel-loading buffer คือบัพเฟอร์ท่ีมีสีย้อม 2 ชนิด คือ bromphenol blue กับ xylene 
cyanol, brompheol blue จะเคล่ือนท่ีในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอซึ่งยาวประมาณ 300 คู่เบสและเคล่ือนท่ี
เร็วกว่า xylene cyanolประมาณ 2.2 เท่า xylene cyanolเคล่ือนท่ีในอัตราเร็วพอๆกับดีเอ็นเอคู่ซึ่งยาว
ประมาณ 4 kb นอกจากนี ยังมี glycerol หรือ sucrose ผสมอยู่ เพื่อถ่วงให้ดีเอ็นเอตกลงสู่ก้นหลุม มักจะ
เตรียม gel - loading buffer ท่ีเข้มข้นกว่าท่ีใช้จริง 10 เท่า ดังนั น ถ้ามีดีเอ็นเอตัวอย่างอยู่ 10 ไมโครลิตร ใช้ 
gel - loading buffer 1 ไมโครลิตร ในการทาอิเล็กโทรโฟริซิสทุกครั งต้องมีดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีรู้ขนาด
แน่นอนเป็นตัวเปรียบเทียบ ซึ่งมักจะหยอดดีเอ็นเอมาตรฐานนี ลงในหลุมซ้ายมือสุด ดีเอ็นเอมาตรฐานท่ีนิยม
ใช้คือ แลมด้าดีเอ็นเอ ตัดด้วยเอนไซม์ Hind III หรือ Eco RI หรือทั งสอง 
 7. เมื่อหยอดตัวอย่างเรียบร้อยทุกหลุมแล้ว ปิดฝา electrophoresis chamber แล้วต่อขั วไฟฟ้าเข้า
กับ power supply ตั ง voltage สูงประมาณ 1-5 โวลท์/ซม. ดีเอ็นเอจะเคล่ือนท่ีจาก cathode (ขั วสีดา)ไป
ยัง anode(ขั วสีแดง) อย่าตั ง voltage ให้สูงเกินไปจะทาให้เกิดความร้อนสูง ซึ่งจะทาลายดีเอ็นเอ โดยท่ัวๆ 
ไปสาหรับ mini-gel ใช้ 50-60 โวลท์ ใช้เวลาประมาณ 2 ช่ัวโมง เมื่อ bromphenol blue เคล่ือนไปได้
ประมาณ 80 % ของความยาวเจล หยุดกระแสไฟฟ้า นาเจลออกมาแล้วนาไปวางบน UV Transilluminator
เพื่อตรวจดูผลการแยก บันทึกภาพด้วยกล้องโพลารอยด์ 
 
 
การเตรียมสารละลาย 
 1. 5x TBE (0.045 M Tris-borate,0.001 M EDTAO 
  54 กรัม Tris base 
  27.5 กรัม Boric acid 
  20 ml 0.5 M EDTA(pH8.0) 
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ละลายน้าให้ได้ปริมาตร 1 ลิตร 
 2. 1 x TBE 
  5 x TBE 1 ส่วน:น้า4 ส่วน 
 3. 10 mg/ml ethidium bromide 
  ช่ัง  ethidium bromide 100 มิ ลิกรัม  ละลายในน้ า 10 มิ ลลิ ลิตร โดยการกวนบน 
magnetic stirrer1-2 ช่ัวโมง เก็บไว้ในขวดหุ้มอะลูมิเนียมฟอยล์ (ethidium bromide อาจเป็น strong 
mutagen สวมถุงมือตลอดเวลาท่ีเกี่ยวข้องกับสารนี ) 
 4. 10 x gel-loading buffer 
  0.4 % bromophenol blue 
  0.4 % xylene cyanol 
  50 % glycerol in water 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



39 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 
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ภาพท่ี ข1 เครื่องควบคุมปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Swift™ MaxPro Thermal Cycler) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข2 ชุดเครื่องถ่ายภาพดีเอ็นเอ (UV Transilluminator, ยี่ห้อ UVP,  รุ่น LLC Upland, cambridge, 

UK) 
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ภาพท่ี ข3  เครื่องแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า ในวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส (Mupid-EXU® Gel 

Electrophoresis System) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข4  เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (UV-VIS Spectrophotometer, ยี่ห้อ SHIMADZU, รุ่น UV-1700) 
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ภาพท่ี ข5  สารละลายต้นตอท่ีใช้ในการเตรียม CTAB buffer ในการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี ข6  Agarose gel (Invitrogen™)    

 

 

 

ภาพท่ี ข7  DNA Marker หรือ DNA Ladder 

(VC 100bp Plus DNA Ladder, ViVaantis) 
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ภาพท่ี ข8  ชุดสกัดดีเอ็นเอ RBC bioscience DNA plant kit 
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ภาคผนวก ค 
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วิธีใชเ้คร่ืองบันทึกภาพ Dark Hood DH-50 รุ่นDH-50  
1. เปิดสวิทช์ทางด้านหลังของเครื่อง Dark Hood D-50  
2. เปิดเครื่องคอมพิวเตอร์แล้วไปท่ีโปรแกรม bio step argusX1 จะมีหน้าต่าง Bio step กดเครื่องหมาย √  
3. กดปุ่ม camera ด้านซ้ายมือเกิดหน้าต่าง USB Camera  
4. กดปุ่ม Live image เพื่อดูสภาพสดในเครื่อง ถ้าไม่มีของอยู่ในเครื่องน่าจอจะเป็นสีด้าจากนั นกดปุ่ม Top-

light White □ ปุ่มสีขาว จากนั นกด สีเหลือง  

5. ไปท่ี Transmission light กดปุ่มขวาสุด □ กดแล้วจะกลายเป็นสีเหลือง จากนั นภาพของจริงท่ีอยู่ใน dark 
hood ปรากฏในจอท่ีมืด  
6. สามารถถ่ายภาพได้โดยกด Exposure (ภาพถ่าย) แล้วกด proceed จะเกิดภาพขยายปิดจอเล็กแล้วไปกด
ท่ี Export เกิดน่าจอ Export  
7. ขึ นไปเมนูข้างบนเกิดน่าจอ Export image ตั งช่ือไฟล์แล้วกด Save 
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ประวัติการศึกษา 
 ส าเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต  สาขาวิชาสัตวศาสตร์  จากคณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น  ได้รับวุฒิการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร์) 
 ส าเร็จการศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต  สาขาวิชาชีววิทยา จากคณะวิทยาศาสตร์
มหาวิทยาลัยขอนแก่น  ได้รับวุฒิการศึกษาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (ชีววิทยา สาขาย่อย ชีววิทยาโมเลกุล 
สาขาวิชาการที่มีความช านาญพิเศษ  

ชีววิทยาโมเลกุล พันธุศาสตร์โมเลกุล 
งานวิจัยที่ส าคัญและพิมพ์เผยแพร่แล้ว 

1. สุรเชษฐ  เอี่ยมส าอาง และ ดวงกมล แม้นศิริ. 2554. การใช้วิตามินซีในการส่งเสริมความทนต่อ
สภาวะเครียดเกลือในข้าว (Oryza sativa L.) การประชุมวิชาการเสนอผลงานวิ จัยระดับ
บัณฑิตศึกษา ครั้งท่ี 12 มหาวิทยาลัยขอนแก่น, ขอนแก่น. 

2. สุรเชษฐ  เอี่ยมส าอาง และ เบญจพร  ศรีสุวรมาศ. 2557. การแสดงออกของยีนไคติเนสในการ
ต้านทานโรคราในมะขาม. การประชุมวิชาการและน าเสนอผลงานวิจัยระดับชาติ ครั้งท่ี 1 สานพลัง
ปัญญา เพื่อพัฒนาสุขภาพ วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี ภายใต้สังคมพหุวัฒนธรรม. มหาวิทยลัยราช
ภัฏอุตรดิตถ์. 

3. จรรยา นพรัตน์, สุรเชษฐ์ เอี่ยมส าอาง และอนุพันธ์ กงบังเกิด. 2557. ผลของสารประกอบอินทรีย์
ต่อการเจริญและพัฒนาของช้ินส่วนข้อเอื้องดินปากพัด (Cheirostylis spathulata J.J.Sm.) ใน
หลอดทดลอง. การประชุมวิชาการพะเยาวิจัยครั้งท่ี 3 ระหว่างวัน ท่ี 23-24 มกราคม 2557. 
มหาวิทยาลัยพะเยา หน้า 689-695. 
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4. เบญจพร ศรีสุวรมาศ, จินตนา สนามชัยสกุล, สมพงษ์ แสนเสนยา, เทพ เพียมะลัง และ สุรเชษฐ 
เอี่ยมส าอาง. 2557. การปรับปรุงพันธุ์มะขามต้านเช้ือราด้วยเทคนิคการวิเคราะห์ยีน rbcL ร่วมกับ 
เทคนิคการเพาะเล้ียงเนื้อเยื่อและการฉายรังสีแกมมา. ในงานประชุมวิชาการ Next Generation 
Sequencing for Genetic and Genomic Studies (NGS2014) 29 - 30 กรกฎาคม 2557 หน้า 
ณ โรงแรมวินเซอร์ สวีทส์ สุขุมวิท กรุงเทพมหานคร. 

5. เบญจพร ศรีสุวรมาศ, สมพงษ์ แสนเสนยา และสุรเชษฐ เอี่ยมสาอาง. 2558 การตรวจสอบเพื่อระบุ
ข้าวพันธุ์ปลูกพื้นเมืองเพชรบูรณ์โดยใช้ลาดับนิวคลีโอไทด์ของยีน rbcL. ในงานการประชุมวิชาการจี
โนมิกส์ ชีวสารสนเทศศาสตร์ และชีววิทยาเชิงระบบ Genomics, Bioinformatics, and System 
Biology Conference (GBSBC 2015) 10-11 พฤศจิกายน 2558 หน้า 48-54 ณ ไบเทค บางนา 
กรุงเทพฯ. 

6. สุรเชษฐ  เอี่ยมส าอาง และเบญจพร  ศรีสุวรมาศ. 2558. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ข้าว 10 
พันธุ์ปลูกด้วยเทคนิคไมโครแซทเทลไลท์และการใช้ยีน rbcl. การประชุมวิชาการและน าเสนอผลงาน
ด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  ครั้งท่ี  1  ภายใต้หัวข้อ  “วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีก้าว
ไกลสู่ประชาคมอาเซียน  (Science  and  Technology  Towards  ASEAN)”. มหาวิทยาลัยราช
ภัฏอุตรดิตถ์. 

7. สุรเชษฐ  เอี่ยมส าอาง และ กาญจน์  คุ้มทรัพย์. 2558. การใช้ส่ือมัลติมีเดียในการเพิ่มศักยภาพการ
เรียนการสอนเรื่อง การแพร่และกระบวนการออสโมซีสในส่ิงมีชีวิต. การประชุมวิชาการและน าเสนอ
ผลงานด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ  ครั้งท่ี  1  ภายใต้หัวข้อ  “วิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีก้าวไกลสู่ประชาคมอาเซียน  (Science  and  Technology  Towards  ASEAN)”. 
มหาวิทยาลัยราชภัฏอุตรดิตถ์. 

8. ฉัตราพร แก้วสาร, สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง และ กาญจน์  คุ้มทรัพย์. 2558. ผลของ BA และ NAA ต่อ
การเจริญเติบโตและการพัฒนาของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ไอยเรศ (Rhynchostylis retusa L.) 
Blume) ในสภาพปลอดเช้ือ. การประชุมวิชาการระดับชาติ ครั้งท่ี 2 "งานวิจัยเพื่อพัฒนาท้องถิ่น". 
มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์ 

9. กาญจน์ คุ้มทรัพย์ , สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง , อาดุลย์ จงรักษ์ และอาทิตย์ หู้ เต็ม. 2558. ความ
หลากหลายทางชีวภาพในระบบนิเวศเกษตรท่ีสูง กรณีศึกษา ชุมน ต าบลเขาค้อ อ าเภอเขาค้อ 
จังหวัดเพชรบูรณ์. ประชุมวิชาการระดับชาติ มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา “การวิจัยเพื่อการ
พัฒนาท่ียั่งยืน” 

10. ยุธิดา สกุลทอง, กาญจน์ คุ้มทรัพย์ และสุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง. 2558. การใช้ BMWP และ ASPT 
กลุ่มสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังเพื่อตรวจติดตามคุณภาพน้ าในสวนรกขชาติหนองนารี. ประชุมวิชาการ
ระดับชาติ มหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์ ครั้งท่ี 2 หน้า 44 – 48. 
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11. ศิริพร แสนแทน, ปัณฑิตา ปานเมือง, กาญจน์ คุ้มทรัพย์, ธนาวรรณ สุขเกษม และ สุรเชษฐ เอี่ยม
ส าอาง. 2560. ความหลากชนิดของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังหน้าดิน บริเวณน้ าตกธาราเอราวัณ 
จังหวัดเพชรบูรณ์. การประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์ ครั้งท่ี 4 หน้า 132 
– 137. 

12. สุวัจณี สุขเมือง, เนตรนภา แก้วเข้ม, กาญจน์ คุ้มทรัพย์, สุวิทย์ วรรณศรี และ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง. 
2560. สัณฐานวิทยาของลูกอ๊อดในพื้นท่ีน้ าตกธาราเอราวัณ ต าบลตะเบาะ อ าเภอเมือง จังหวัด
เพชรบูรณ์. การประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์ ครั้งท่ี 4 หน้า 1084 – 
1090. 

13. วราภรณ์ สมทอง, ศิริธร กองสอน, กาญจน์ คุ้มทรัพย์ ธนาวรรณ สุขเกษม และ สุรเชษฐ เอี่ยม
ส าอาง. 2560. ความหลากชนิดและความชุกชุมของผีเส้ือกลางวันในสวนรุกขชาติหนองนารี อ าเภอ
เมือง จังหวัดเพชรบูรณ์. ประชุมวิชาการระดับชาติมหาวิทยาลัยราชภัฏเพชรบูรณ์ ครั้งท่ี 4 หน้า 
1091 – 1096. 

14. สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง , เบญจพร ศรีสุวรมาศ และ กาญจน์ คุ้มทรัพย์. 2560. การวิเคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในมะม่วงบางสายพันธุ์โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน  rbcl. การ
ประชุมสัมมนาวิชาการน าเสนอผลงานวิจัยเครือข่ายบัณฑิตศึกษา มหาวิทยาลัยราชภัฏภาคเหนือ 
ครั้งท่ี 17 "บูรณาการงานวิจัยสู่การพัฒนาท้องถิ่นท่ียั่งยืน" ณ ศูนย์วัฒนธรรมภาคเหนือตอนล่าง วัง
จันทน์ริเวอร์วิว มหาวิทยาลัยราชภัฏพิบูลสงคราม. 

15. สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง และ สุมาลี พิมพันธุ์. 2561. การประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ข้าวโดย ใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR. แก่นเกษตร 47 (ฉบับพิเศษ1): 604-610. 

16. สุมาลี พิมพันธุ์ และ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง. 2562. โครโมโซมของอึ่งกรายห้วยใหญ่ (Xenophrys 
major) ด้วยการย้อมสีแบบธรรมดาและแถบสีแบบนอร์. รายงานสืบเนื่องการประชุมสัมมนาวิชาการ
ระดับชาติเครือข่ายบัณฑิตศึกษา มหาวิทยาลัยราชภัฏภาคเหนือ ครั้ ง ท่ี 19. หน้า 73-80. 
มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม่ จ.เชียงใหม่. 

17. สุรางคณา แสงเอี่ยม ศิลามณี สุนทรรักษ์ สุมาลี พิมพันธุ์ และ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง. 2562. การใช้
เครื่องหมายโมเลกุล ISSR ศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพันธุ์ข้าวในจังหวัดเพชรบูรณ์. 
รายงานสืบเนื่องการประชุมสัมมนาวิชาการระดับชาติเครือข่ายบัณฑิตศึกษา มหาวิทยาลัยราชภัฏ
ภาคเหนือ ครั้งท่ี 19. หน้า ๑๗-๒๕. มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม่ จ.เชียงใหม่. 

18. สลันญา สอนสุภาพ เจนจิรา เช้ือบุญจันทร์ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง และสุมาลี พิมพันธุ์ . 2562. 
โครโมโซมของปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) และปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) 
ในจังหวัดเพชรบูรณ์. รายงานสืบเนื่องการประชุมสัมมนาวิชาการระดับชาติเครือข่ายบัณฑิตศึกษา 
มหาวิทยาลัยราชภัฏภาคเหนือ ครั้งท่ี 19. หน้า ๑๐๙-๑๑๙. มหาวิทยาลัยราชภัฏเชียงใหม่ จ.
เชียงใหม่. 
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19. สุมาลี พิมพันธุ์ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง และกาญจน์ คุ้มทรัพย์. 2564. แคริโอไทป์ และอิดิโอแกรมของ
ปลาก้าง (Channa gachua) จากจังหวัดเพชรบูรณ์ด้วยเทคนิคการย้อมสีแบบธรรมดาและแถบสี
แบบนอร์. วารสารวิจัยเทคโนโลยีการประมง ปีท่ี 15 ฉบับท่ี 1 มกราคม - มิถุนายน 2564 

20. ภัทรวรรณ คงอิ่ม ณัฐณิชา หอมตา สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง และ สุมาลี พิมพันธุ์. 2564. การวิเคราะห์

แคริโอไทป์และอิดิโอแกรมมาตรฐานของปลาสอดหางดาบและปลาเซลฟินมอลล่ี . แก่นเกษตร 48 

(ฉบับพิเศษ1): 121-124. 

21. ภานุมาศ ขวัญทอง ภิราพร วงศ์บุญจันทร์ สุมาลี พิมพันธุ์  และ สุรเชษฐ เอี่ยมส าอาง. 2564. 
การศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้ป่าในจังหวัดเพชรบูรณ์ด้วยเครื่องหมายโมเลกุล
อาร์เอพีดี. แก่นเกษตร 48 (ฉบับพิเศษ1): 342-347. 
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