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บทคัดย่อ 

ศึกษาความหลากหลายและความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพืชวงศ์ย่อย Acanthoideae จ านวน 52 
ตัวอย่าง ร่วมกับ outgroup 3 ตัวอย่าง โดยเทคนิค PCR ในต าแหน่ง trnL-trnF ของคลอ-โรพลาสต์ดีเอ็นเอ 
ด้วยไพรเมอร์ C/D หรือ C/F พบว่าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มีขนาดประมาณ 900 คู่เบส และ 550 คู่เบส ตามล าดับ 
เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทดม์าสร้าง phylogenetic tree ด้วยโปรแกรม MEGA 5 สามารถจ าแนกกลุ่มตัวอย่าง
พืชได้เป็น 2 เผ่า ได้แก่ เผ่า Ruellieae และเผ่า Acantheae โดยเผ่า Ruellieae จ าแนกเป็น 4 กลุ่มย่อย คือ เผ่า
ย่อยขาไก ่ (Justiciinae) เผ่าย่อยต้อยติ่ง (Ruelliinae) เผ่าย่อยฟ้าทะลาย (Andrographinae) และเผ่าย่อย
อังกาบ (Barleriinae)  

 
ABSTRACT 

The genetic diversity and relationship of subfamily Acanthoideae in Thailand was carried 
out. PCR technique was amplified sequence data from the intron and spacer of the trnL-trnF 
chloroplast DNA by primer C/D or C/F from 52 samples of Acanthoideae and 3 samples of 
outgroup. The size of amplified products is approximately 550 base pairs (C/D primer) and 900 
base pairs (C/F primer). A phylogenetic analysis using neighbour-joining method was conducted in 
MEGA 5. The tree was divided the samples into 2 tribes; Ruellieae and Acantheae. Ruellieae was 
divided into 4 sub-group; Justiciinae, Ruelliinae, Andrographinae and Barleriinae. 
 
ค าส าคัญ:  เทคนิค PCR, คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ, วงศ์ย่อย Acanthoideae 
Keywords:  PCR technique, chloroplast DNA, Acanthoideae 
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บทน า 
พืชวงศ์ย่อย Acanthoideae จัดอยู่ในวงศ์ Acanthaceae โดย Scotland และ Vollesen (2000) ได้

จ าแนกพืชวงศ์นี้เป็น 3 วงศ์ย่อย ได้แก่ Nelsonoideae, Thunbergioideae และ Acanthoideae และยัง
จ าแนกวงศ์ย่อย Acanthoideae เป็น 2 เผ่า คือ Acantheae และ Ruellieae โดยเผ่า Ruellieae จ าแนกเป็น 4 
เผ่าย่อย คือ เผ่าย่อยต้อยติ่ง (Ruelliinae) เผ่าย่อยขาไก่ (Justiciinae) เผ่าย่อยอังกาบ (Barleriinae) และเผ่า
ย่อยฟ้าทะลาย (Andrographinae) ลักษณะทั่วไปของพืชวงศ์ย่อย Acanthoideae เป็นไม้พุ่ม ล าต้นมีหนาม
และไม่มีหนาม ใบมีรูปรีค่อนข้างยาว โคนและปลายใบเรียวแหลม พบดอกออกเป็นกระจุกหรือดอกเดี่ยว ดอก
มีหลายสี เช่น ดอกสีม่วง สีม่วงอมชมพู สีเหลือง สีขาว และสีขาวแถบม่วง เป็นต้น พบมากตามป่าร้อนชื้น  
ป่าไผ่ และป่าดงดิบ ปัจจุบันในประเทศไทยพบประมาณ 40 สกุล 230 สปีชีส์ (Hansen, 1985)  พืชวงศ์ย่อยนี้
ส่วนใหญ่มีคุณสมบัติเป็นพืชสมุนไพรที่ใช้ในทางการแพทย์ จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจในการศึกษาข้อมูลเบื้องต้น
เกี่ยวกับความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชวงศ์ย่อย  Acanthoideae ที่พบในประเทศไทย 

ปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางโมเลกุลมาใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชมากขึ้น 
เนื่องจากข้อมูลที่ได้มีความถูกต้อง แม่นย า และสามารถระบุชนิดหรือสายพันธุ์ของพืชได้อย่างชัดเจน มากกว่า
การใช้ข้อมูลทางสัณฐานวิทยาเพียงอย่างเดียว เช่นการใช้เทคนิคพีซีอาร์ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณคลอโรพ
ลาสต์สามารถแยกความแตกต่างทางพันธุกรรมระหว่างสปีชีส์ของพืชสกุล Justicia ได้ (Meister และคณะ, 
2005) งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์ความหลากหลายและหาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการในระดับ
โมเลกุลของพืชวงศ์ย่อย Acanthoideae ที่พบในประเทศไทย โดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR: Polymerase chain 
reaction) 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
เก็บตัวอย่างใบพืชวงศ์ย่อย  Acanthoideae จากสถานที่ต่างๆ  และได้รับการจ าแนกและระบุสปีชีส์

จากคุณวินัย สมประสงค์ หัวหน้ากลุ่มวิจัยเพื่อการคุ้มครองพันธุ์พืช กรมวิชาการเกษตร และสกุล Thunbergia 
จ านวน 3 ตัวอย่าง เพื่อใช้เป็น outgroup น ามาสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อส่วนใบของพืชด้วยวิธี CTAB 
(Cetyl trimethylammonium bromide) ดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1987) และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
โดยเทคนิคพีซีอาร์ ด้วยไพรเมอร์ C (5’-CGAAATCGGTAGACGCTACG-3’)/ D (5’-GGGGATAGAGGGACT 
TGAAC-3’) หรือ F (5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’) (Taberlet et al., 1991) โดยก าหนดให ้ pre-
denaturation ที่อุณหภูมิ 94 OC เป็นเวลา 2 นาที denaturation ที่อุณหภูมิ 94 OC เป็นเวลา 1 นาท,ี annealing ที่
อุณหภูมิ 56 OC เป็นเวลา 2 นาที และ extension ที่อุณหภมูิ 72 OC เป็นเวลา 2 นาท ี จ านวน 35 รอบ Final 
extension ที่อุณหภูมิ 72 OC เป็นเวลา 5 นาท ีท าการตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟ
รีซิส หลังจากนั้นท าการ purification และส่งวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ และน าล าดบันิวคลีโอไทดม์า
เปรียบเทียบ (alignment) ด้วยโปรแกรม Bioedit และวิเคราะหห์าความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยวิธี neighbor-
joining โดยโปรแกรม MEGA 5 (Tamura et al., 2011) ทดสอบความเชื่อมั่นด้วยค่า Bootstrap จ านวน 1,000 ซ้ า 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
เก็บตัวอย่างใบพืชวงศ์ย่อย Acanthoideae จ านวน 52 ตัวอย่าง แบ่งเป็น 15 สกุล ได้แก่ สกุล 

Graptophyllum, Pseuderanthemum, Asystasia, Clinacanthus, Gymnostachyum, Rhinacanthus, Justicia, 
Hygrophila, Ruellia, Andrographis, Peristrophe, Phlogacanthus, Lepidagathis, Barleria, และ Acanthus 
เมื่อน าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมโดยเทคนิคพีซีอาร์ด้วยไพรเมอร์ C/D หรือ C/F พบว่ามี
เพียง 2 สกุลเท่านั้นท่ีสามารถเพิ่มปริมาณดเีอ็นเอได้ด้วยไพรเมอร์ C/D คือ สกุล Barleria และ Ruellia โดย
ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มีขนาดประมาณ 550 และ 500 คู่เบส ตามล าดับ ส าหรับสกุลอืน่ๆ รวมทั้ง outgroup 
สามารถเพิ่มปรมิาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ C/F โดยผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มีขนาดประมาณ 900 คู่เบส 
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เมื่อน าล าดับนิวคลีโอไทด์มาวิเคราะห์หาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยวิธี neighbor-joining โดย
โปรแกรม MEGA 5 จากแผนภูมิ (รูปที่ 1) สามารถจ าแนกกลุ่มตัวอย่างพืชได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ (เผ่า) และในเผ่า
ขนาดใหญ่นั้นแบ่งเป็น 4 กลุ่มย่อย (เผ่าย่อย) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Scotland และ Vollesen (2000) 
ที่อาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา ได้แก่ ลักษณะของใบ ซิสโทลิท ดอก การออกดอก และกลีบเลี้ ยง สามารถ
จ าแนกวงศ์ย่อย Acanthoideae ออกเป็น 2 เผ่า คือ เผ่า Acantheae และเผ่า Ruellieae โดยเผ่า Ruellieae 
นั้นจ าแนกเป็น 4 เผ่าย่อย คือ เผ่าย่อยต้อยติ่ง (Ruelliinae) เผ่าย่อยขาไก่ (Justiciinae) เผ่าย่อยอังกาบ 
(Barleriinae) และเผ่าย่อยฟ้าทะลาย (Andrographinae) โดยเผ่าย่อยอังกาบแสดงความใกล้ชิดกับเผ่าย่อย
ฟ้าทะลาย และเผ่าย่อยต้อยติ่งแสดงความใกล้ชิดกับเผ่าย่อยขาไก่ ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลของ Mcdade และ 
Moody (1999) ที่ศึกษาในระดับโมเลกุลในต าแหน่งนี้เช่นกัน สามารถแบ่งพืชวงศ์  Acanthaceae เป็น 4 

lineages คือ Acanthus, Barleria, Ruellia และ Justicia โดย Ruellia แสดงความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ Justicia 
lineages แต่ไม่ได้กล่าวถึง Andrographis 

 

รูปที่ 1 แผนภูมิแสดงสายสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพืขวงศ์ย่อย Acanthoideae  
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เมื่อพิจารณาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรม พบวา่เผ่า Acantheae มีเฉพาะสกุล Acanthus แต่
ส าหรับเผ่า Ruellieae แบ่งเป็น 4 เผ่าย่อย มีจ านวน 14 สกุล โดยเผ่าย่อยขาไก่ (Justiciinae) แสดงความ
หลากหลายมากที่สุดคือ 8 สกุล เช่นเดียวกับ Mcdade และ Moody (1999) ที่พบว่าเฉพาะ Justicia lineages 
สามารถแบ่งเป็น sublineages และเผ่าย่อยต้อยติ่ง (Ruelliinae) มีพชือีกสปีชีส์หน่ึงคือ ซ าซ า (Hygrophila 
phlomoides) ที่น่าสนใจและศึกษาเพิ่มเติมเนื่องจากเป็นสกุลไม้น้ า รวมทัง้ในเผ่าย่อยอังกาบ (Barleriinae) ที่
ตัวอย่าง AC50 ยังไม่สามารถจ าแนกได้ในระดับสปีชีส์ และตัวอย่าง AC58 Barleria strigosa ที่แยกจากกลุ่ม
ของ B. strigosa หรือสังกรณี ซึ่งอาจตอ้งมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป 
 

สรุปผลการทดลอง  
จากการสกัดดีเอ็นเอจากใบของพืชวงศ์ย่อย Acanthoideae จ านวน 52 ตัวอย่าง ร่วมกับสกุล 

Thunbergia จ านวน 3 ตัวอย่าง เพื่อใช้เป็น outgroup เมื่อน ามาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในบริเวณ trnL- trnF ของ
คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ ซึ่งสามารถจ าแนกความหลากหลายของพืชได้ในระดับสกุล โดยสามารถแบ่งกลุ่ม
ตัวอย่างของพืชวงศ์ย่อย  Acanthoideae ออกเป็น 2 เผ่า คือ เผ่า Acantheae ที่มีเฉพาะสกุล Acanthus และ
เผ่า Ruellieae ที่จ าแนกเป็น 4 เผ่าย่อย คือ เผ่าย่อยต้อยติ่ง (Ruelliinae) เผ่าย่อยขาไก่ (Justiciinae) เผ่าย่อย
อังกาบ (Barleriinae) และเผ่าย่อยฟ้าทะลาย (Andrographinae) ซึ่งมีจ านวน 14 สกุล แต่อย่างไรก็ตามควรมี
การศึกษาในจ านวนตัวอย่างที่มากขึ้น และหลายต าแหน่งหรือหลายเทคนิค เพื่อให้ข้อมูลความหลากหลาย
มากขึ้น 
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