
 Thai J. Genet. 2012, 5(1) : 67-78        

ความแปรปรวนทางพนัธกุรรมในระดบัต า่ของกระชายกระบี่ พืชเฉพาะถ่ินท่ี
เส่ียงต่อการสญูพนัธุข์องประเทศไทยโดยใช้เคร่ืองหมายอารเ์อพีดี 
Low genetic variation of Boesenbergia tenuispicata, a species endangered 
and endemic to Thailand, using RAPD markers 
 

โองการ วณิชาชีวะ 

Ongkarn Vanijajiva  

คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัราชภฏัพระนคร, กรุงเทพฯ 10220 
Faculty of Science and Technology, Phranakhon Rajabhat University, Bangkok 10220 
 
E-mail: vanijajiva@pnru.ac.th 
 
 

บทคดัย่อ 
การประยุกต์ใช้เครื่องหมายอารเ์อพดีีเพื่อ

ตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรม และหา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกระชายกระบี่ 
(Boesenbergia tenuispicata K. Larsen) พชืเฉพาะ 
ถิ่นของประเทศไทย โดยเก็บตัวอย่างจ านวน 20 
ตวัอย่าง ระหว่างเดอืนมกราคม 2554 – มกราคม 2555 
ในจังหวัดกระบี่ ดีเอ็นเอที่สกัดจากใบมาทดสอบ
ด้วยไพรเมอร์อาร์เอพีดีจ านวน 19 ชนิด พบว่ามี
ไพรเมอร ์8 ชนิด ไดแ้ก่ OPA-18, OPAM-01, OPAM- 
03, OPAM-12, OPB-14, OPD-03, OPD-18 และ 
OPZ-03 ใชท้ดสอบพบว่าให้แถบดเีอน็เอที่ชดัเจน
ทัง้หมด 72 แถบ มขีนาดตัง้แต่ 100 ถงึ 2,800 คู่
เบส เป็นแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหว่าง
ตวัอย่าง 12 แถบ (16.66%) เมื่อวเิคราะหค์วาม 
สมัพนัธ์และความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม โดยใช้
โปรแกรมเอสพเีอสเอส (เวอรช์ัน่ 18) พบว่าสามารถ
แบ่งประชากรของกระชายกระบี ่ตามบรเิวณแหล่งที่
พบไดเ้ป็นสามกลุ่มใหญ่ โดยมคี่าดชันีความใกลช้ดิ

 

ทางพนัธุกรรมระหว่าง 0.840-1.000 จงึสรุปไดว้่า
เทคนิคอารเ์อพดีี เป็นเทคนิคทีน่ ามาประยุกต์ใช้ใน
การศึกษาความหลากหลายพนัธุกรรมในกระชาย
กระบี่ได้ อย่างไรก็ตาม พบความแตกต่างน้อยใน
แถบดเีอน็เอของกระชายกระบีจ่ากเทคนิคอารเ์อพดี ี
การศกึษาครัง้นี้ชีใ้หเ้หน็ว่าทุกตวัอย่างมพีนัธุกรรมที่
ใกล้กนั และมคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมน้อย 
จงึควรมกีารอนุรกัษ์ในทุกประชากรทีเ่กบ็ตวัอย่าง 
 

ABSTRACT   
Random amplified polymorphic DNA 

(RAPD) marker was used to analyze genetic 
structure of the endemic Thai plant 
Boesenbergia tenuispicata K. Larsen. Twenty 
samples from each population were collected 
during January 2011 – January 2012 in Krabi, 
Thailand. Genomic DNA was extracted from 
fresh leaves. Nineteen RAPD primers were 
initially screened and eight primers (OPA-
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18, OPAM-01, OPAM-03, OPAM-12, OPB-14, 
OPD-03, OPD-18 and OPZ-03) were chosen 
for further analysis. A total of 72 DNA 
fragments, varying from 100-2,800 bp, were 
amplified, of which 12 (16.66%) were 
polymorphic. A dendrogram was constructed 
based on polymorphic bands using the SPSS 
program (version 18). Three clusters could be 
separated with similarity coefficients ranging 
from 0.840-1.000. Therefore, RAPD marker is a 
rapid and suitable method for analysis of 
genetic diversity among endemic B. 
tenuispicata samples. Nevertheless, low 
polymorphic bands were detected, indicating 
that the genetic diversity of B. tenuispicata was 
low, and all populations most likely consisted of 
the same genotype. The result suggested that 
the management for the conservation of genetic 
variability in B. tenuispicata should aim to 
preserve every population. 
 
ค าส าคญั: กระชายกระบี่ เครื่องหมายอาร์เอพีด ี
ความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
Keywords: Boesenbergia tenuispicata, RAPD 
marker, genetic variation 
 

บทน า 
ประเทศไทยมคีวามหลากหลายของพรรณ

พืชสูง มีรายงานจ านวนชนิดของพรรณไม้ไว้กว่า 
300 วงศ ์มากกว่า 15,000 ชนิด ซึง่คดิเป็น 8 % 
ของชนิดพนัธุพ์ชืทัว่โลก (OEPP, 1992) ปจัจุบนัได้
มกีารศกึษาวจิยัเพื่อจดัท าหนังสอืพรรณพฤกษชาติ
แห่งประเทศไทย (Flora of Thailand) โดยความ
ร่วมมอืของกรมอุทยานแห่งชาติ สตัว์ป่า และพนัธุ์
พชื รวมทัง้นักพฤกษศาสตรจ์ากสถาบนั การศกึษา

ต่างๆ ทัง้ชาวไทยและต่างประเทศ และได้จดัพมิพ์
หนังสอื Flora of Thailand รวมทัง้สิน้ จ านวน 24 
ตอน ในจ านวนนี้มเีฟิรน์จ านวน 659 ชนิด จาก 35 
วงศ ์133 สกุล และพชืเมลด็เปลอืย (Gymnosperm) 
จ านวน 25 ชนิด จาก 6 วงศ ์7 สกุล และพชืดอก 
(Angiosperm) จ านวนมากกว่า 3,000 ชนิด ซึง่ยงัมี
พชืดอกอกีกว่า 94 วงศ ์ทีย่งัไม่มกีารศกึษาทบทวน 
ตวัอย่างเช่น กลุ่มพชืวงศ์ขงิ (Zingiberaceae) ซึ่ง
จัดอยู่ในกลุ่มพืชใบเลี้ยงเดี่ยว มีศูนย์กลางการ
กระจายพันธุ์ในบริเวณเอเชียตะวันออกเฉียงใต ้
(Larsen et al., 1998) พชืวงศข์งิเป็นพชือกีกลุ่ม ที่
ยงัไม่มกีารจดัพมิพใ์นหนังสอืพรรณพฤกษชาตแิห่ง
ประเทศไทย (ส านักงานหอพรรณไม้ ,  2555) 
สนันิษฐานว่าในประเทศไทยมีจ านวนสมาชิกของ
พชืในวงศน์ี้ราว 200 ชนิด (Sirirugsa, 1998) ซึง่พชื
วงศน์ี้มลีกัษณะพเิศษ คอืทุกส่วนของต้นมกีลิน่ของ
น ้ามนัหอมระเหย มสีรรพคุณเป็นยาสมุนไพร เป็น
เครื่องเทศปรุงแต่งรสอาหาร ใช้ท าอาหาร สยีอ้ม 
เครื่องส าอาง และบางชนิดมใีบหรอืดอกสวยงาม
เป็นดอกไมป้ระดบัทีม่กีารปลกูในเชงิการคา้ 

พืชสกุลกระชาย  (Boesenbergia O. 
Kuntze) เป็นพชืสกุลหนึ่งทีม่คีวามส าคญัอย่างมาก
ในกลุ่มของพชืวงศข์งิ สกุลกระชายมสีมาชกิทัว่โลก
ราว 90 ชนิด (Sirirugsa, 1992) พบว่าศูนยก์ลาง
การกระจายพนัธุอ์ยู่บรเิวณเอเชยีตะวนัออกเฉียงใต้ 
โดยเฉพาะในประเทศไทย สนันิษฐานว่าเป็นแหล่ง
วิวัฒนาการที่ส าคัญของพืชในกลุ่มนี้  (Holttum, 
1950; Larsen et al., 1998) ปจัจุบนัมรีายงานไว้
ราว 19 ชนิด (Sirirugsa, 1992; Larsen, 1993; 
Saensouk and Larsen, 2001) โดยกระชาย 
(Bosenbergia rotunda (L.) Mansf.) จดัเป็นพชื
เพยีงชนิดเดยีวในสกุลนี้ ทีใ่ชเ้ป็นเครื่องเทศในการ
ประกอบอาหาร และปลูกเป็นพชืเศรษฐกจิ อย่างไร
ก็ตามพบว่าสารสกัดจากเหง้าของกระชายมี
คุณสมบัติในทางสมุนไพรและเภสัชวิทยาหลาย
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ประการ (Mahidol et al., 1984) เช่น พบสาร cincole 
ที่ช่วยลดอาการปวดเกรง็ของล าไส ้และยบัยัง้การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรีย พบสารอีกหลายชนิด 
เช่น pinocembrin chalcone, cardamonin, pinocem 
brin และ pinostrobin เป็นต้น ที่สามารถป้องกัน
การเกดิเนื้องอกอนัเป็นสาเหตุของการเกดิมะเรง็ได ้
(Trakoontivakorn et al., 2001) รวมถงึสารทีต่่อตา้น
การเจรญิเตบิโตของไวรสั HIV อนัเป็นสาเหตุของ
โรคเอดสไ์ด ้(Tuchinda et al., 2002) จากคุณสมบตัิ
ทางเภสชัวิทยาของพืชในกลุ่มกระชาย พบว่ามี
ประโยชน์และน่าสนใจเป็นอย่างยิง่ หากมกีารศกึษา
พชืชนิดอื่นๆ ในสกุลนี้อย่างจริงจงั อาจพบสมบตั ิ
ทางเภสัชวิทยาส าคัญในอนาคต กระชายกระบี ่
(Boesenbergia tenuispicata K. Larsen) (Larsen, 
1993) เป็นพชืชนิดใหม่ของสกุลกระชาย มรีายงาน
การคน้พบครัง้แรกเมื่อปี ค.ศ. 1993 บรเิวณอ าเภอ
อ่าวลึก จงัหวดักระบี่ อย่างไรกต็ามจนถึงปจัจุบนั 
ยงัไม่มรีายงานการคน้พบพชืชนิดนี้จากบรเิวณอื่น 
รวมทัง้ยังไม่มีการศึกษาความหลากหลายทาง
ชวีภาพ ทัง้ในดา้นความหลากหลายทางพนัธุกรรม 
รวมถงึการกระจายพนัธุข์องพชืชนิดนี้มาก่อน  

ความหลากหลายทางพนัธุกรรม เป็น
องคป์ระกอบหนึ่งของความหลากหลายทางชวีภาพ 
ทีม่คีวามส าคญัต่อการด ารงอยู่ของสิง่มชีวีิต ดงันัน้
การอนุรกัษ์ทรพัยากรทางชวีภาพทีม่อียู่ในประเทศ
ให้มีประสิทธิภาพ จึงจ าเป็นต้องมีข้อมูลด้าน
พนัธุกรรมของสิง่มชีวีตินัน้ๆ เพื่อใชใ้นการประเมนิ
ความหลากหลายทางพนัธุกรรม เพื่อการอนุรกัษ์
ต่อไป ทัง้นี้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมภายใน
สิง่มชีวีติแต่ละชนิด นับว่าเป็นองคป์ระกอบพืน้ฐาน
ส าคัญ ที่จะท าให้สิ่งมีชีวิตมีโอกาสในการอยู่รอด 
และปรบัตวัใหเ้ขา้กบัสภาวะแวดลอ้ม ทีห่ลากหลาย
และผนัแปร โดยหากสิง่มีชีวิตนัน้ๆ ไม่มีความ
หลากหลายทางพันธุกรรม อาจส่งผลท าให้ไม่

สามารถคงอยู่ได้ในสภาวะแวดลอ้ม ทีเ่ปลีย่นแปลง
ไปในปจัจุบนัและในระยะยาว (Beadmore, 1983; 
Vida, 1994) รวมถงึไม่สามารถทนต่อการแข่งขนั 
และการตา้นทานโรค และอาจสญูพนัธุไ์ดใ้นอนาคต 
(van Valen, 1973) ดงันัน้การศึกษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรม นับว่าเป็นวธิกีารส าคญั
ในการพัฒนากลยุทธ์ด้านการอนุรักษ์ทรัพยากร 
ธรรมชาต ิ เพื่อน าขอ้มูลหลากหลายทางพนัธุกรรม 
ไปใช้เป็นแนวทางในการอนุรักษ์ทรัพยากรทาง
ชวีภาพในประเทศไทยใหม้ปีระสทิธภิาพต่อไป 

เครื่องหมายทางโมเลกุลเป็นเครื่องมือที่
สามารถช่วยในยืนยนัการจ าแนกสิง่มีชีวิตได้เป็น
อย่างด ีโดยเฉพาะอย่างยิง่การตรวจสอบลายพมิพด์ี
เอน็เอ (DNA fingerprints) ซึ่งเป็นวธิทีี่ง่าย และ
รวดเรว็ เทคนิคอารเ์อพดี ี(RAPD, random amplified 
polymorphism DNA) คดิคน้โดย William et al. 
(1990) เป็นวิธีสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ที่นิยมใช้
ศกึษากนัในพชืวงศ์ขงิ โดย Rout et al. (1998) 
น ามาใช้ตรวจสอบพันธุกรรมของขิง (Zingiber 
officinale) ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ
เปรยีบเทยีบกบัการขยายพนัธุ์แบบใช้เหงา้ โดยใช้
ไพรเมอร ์15 ชนิด พบว่าม ี3 ไพรเมอร ์ทีใ่หข้อ้มูล
ทางพนัธุกรรมที่แตกต่างกนั Prathepha (2000) 
ตรวจสอบความหลากหลายพนัธุกรรมของกระเจยีว 
(Curcuma aeruginosa) โดยใชไ้พรเมอร ์20 ชนิด 
พบว่ามี 19 ไพรเมอร์สามารถให้ข้อมูลในการ
จ าแนกพชืสกุลกระเจยีวออกจากกนัได้ นอกจากนี้ 
พบว่าการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยเทคนิค
อารเ์อพดี ีสามารถน าไปใชใ้นการยนืยนัการจ าแนก 
และศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในพืช
วงศ์ขงิอกีหลายสกุล เช่น กลุ่มขงิ (Zingiber spp.) 
(Rout et al., 1998) กลุ่มขา่ (Alpinia spp.) (Dasuki 
et al., 2000) และ กลุ่มขมิน้ (Curcuma) (Prathepha, 
2000; Zou et al., 2011) ในกลุ่มของพชืสกุลกระชาย
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พบว่ามเีพยีงงานวจิยัของ Vanijajiva et al. (2005) 
ทีไ่ดว้เิคราะหล์ายพมิพด์เีอน็เอดว้ยเทคนิคอารเ์อพดี ี
เพื่อใชใ้นจ าแนกและหาความสมัพนัธข์องพชืในสกุล
กระชายและสกุลใกล้เคยีงจ านวน 19 ชนิด ใน
ประเทศไทยได ้โดยใชไ้พรเมอร ์10 ชนิด พบว่าม ี5 
ไพรเมอร์ ให้รูปแบบของลายพิมพ์ดีเอ็นที่มีความ
หลากหลาย อย่างไรกต็ามยงัไม่มรีายงานการศกึษา
การประยุกตใ์ชเ้ทคนิคอารเ์อพดี ีในการศกึษาความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของกระชายกระบี ่ในการ
ประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรม ในระดบั
ประชากรของพชืในกลุ่มกระชายมาก่อน 

การศกึษาวิจยัครัง้นี้มีวตัถุประสงค์ความ
หลากหลายทางด้านการกระจายตวัประชากร และ
ลกัษณะทางพนัธุกรรมของกระชายกระบี่ที่พบใน
ประเทศไทย ซึง่ผลการวจิยัจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานใน
การอนุรกัษ์และใช้ประโยชน์ต่อไปในอนาคต เพื่อ
ป้องกนัการสูญพันธุ์ไปของพืชชนิดน้ี รวมทัง้เป็น
การสะท้อนภาพของทรัพยากรท้องถิ่นที่มีอยู่ใน
ประเทศใหเ้ป็นทีป่ระจกัษ์ และมสี่วนช่วยผลกัดนัให้
หน่วยงานที่เกี่ยวข้องเข้ามาช่วยเหลือ สนับสนุน 
และช่วยกนัพฒันาพชืชนิดนี้ให้อยู่คู่กบัท้องถิน่ของ
ตนต่อไป  
 

อปุกรณ์และวิธีการ 
ตวัอยา่งพืช 

กระชายกระบี่จ านวน 20 ตัวอย่าง โดย
เก็บตัวอย่างในช่วงเวลา ระหว่างเดือนมกราคม 
2554 – มกราคม 2555 จากบรเิวณพกิดัต่างๆ และ
หมายเลขตัวอย่าง ที่ได้เก็บไว้ในพิพิธภัณฑ์พืช 
คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัราช
ภฏัพระนคร ดงัแสดงไวใ้น Table 1 
 
 

การสกดัดีเอน็เอ และการท าพีซีอาร ์ 
น าส่วนใบอ่อนจ านวน 100-150 กรมั มา

ท าความสะอาดด้วยน ้ ากลัน่  แล้วน ามาบดใน
ไนโตรเจนเหลวด้วยสารละลาย CTAB ดดัแปลง
ตามวธิขีอง Vanijajiva et al. (2005) ตรวจสอบ
คุณภาพของดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคอะกาโรส
เจลอเิลก็โทรโฟรซีสิ ทีค่วามเขม้ขน้ 0.8 % น าดเีอน็
เอทีส่กดัไดม้าทดสอบ กบัไพรเมอรจ์ านวน 19 ชนิด 
จากบรษิัท Operon Technologies, California, 
USA (Table 2) โดยปรมิาตรสารทัง้หมดทีใ่ชใ้นการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 25 µl ประกอบด้วย 10x 
Promega reaction buffer (100 mM Tris–HCl pH 
9, 500 mM KCl, 1% Triton X-100), 0.4 mM 
dNTP, 0.6 mM primer, 0.5 unit Taq polymerase 
(Promega), MgCl2 ทีค่วามเขม้ขน้แตกต่างกนัคอื 
3, 4, 5 mM และ 25, 50, 100 ng ของดเีอน็เอ
กระชายกระบีต่้นแบบ น าใส่เครื่องเพิม่ปรมิาณสาร
พนัธุกรรม Thermohybaid PX2 (USA) ทีม่อีุณหภูม ิ
ในขัน้ตอนต่างๆ ดงันี้ 94 oC นาน 4 นาท ีจ านวน 1 
รอบ ตามดว้ย 94 oC นาน 1 นาท ี30 วนิาท,ี 36 oC 
นาน 1 นาท ีและ 72 oC นาน 2 นาท ีจ านวน 45 
รอบ และที ่72 oC นาน 5 นาท ีจ านวน 1 รอบ ตรวจ
ผลโดยใช้เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ที่
ความเขม้ขน้ 1.8 % จากนัน้ยอ้มดว้ยเอธเิดยีมโบร
ไมด ์ตรวจดแูถบดเีอน็เอภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต
ด้วยเครื่อง Gene Genius Bio Imaging System 
(Syngene, Cambridge, UK) โดยใชโ้ปรแกรม Gene 
Snap น าผลลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ด้ มาวเิคราะหด์ว้ย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าเร็จรูป Gene Tools 
(Syngene, Cambridge, UK) คดัเลอืกไพรเมอร์ ที่
สามารถเพิม่ปรมิาณ และใหแ้ถบดเีอน็เอทีม่คีวาม
แตกต่างระหว่างตวัแทนประชากรแต่ละชนิด และ
น าไปวเิคราะห ์
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Table 1 Samples of Boesenbergia tenuispicata used in this study with the coordinates and number. 
Sample 
number  

Sample site  Vouchers 
Latitude (North) Longitude (East)  

BT1 N 8o 23'22.76" E 98o 44'10.97" OVB0305-11 
BT2 N 8o 23'20.76" E 98o 44'16.97" OVB0505-11 
BT3 N 8o 23'23.76" E 98o 44'8.96" OVB0705-11 
BT4 N 8o 23'25.77" E 98o 44'8.96" OVB0805-11 
BT5 N 8o 23'23.77" E 98o 44'8.96" OVB0905-11 
BT6 N 8o 23'22.77" E 98o 44'9.96" OVB1105-11 
BT7 N 8o 23'20.78" E 98o 44'13.95" OVB1305-11 
BT8 N 8o 23'19.78" E 98o 44'15.95" OVB1505-11 
BT9 N 8o 23'18.79" E 98o 44'6.95" OVB0406-11 
BT10 N 8o 23'17.79" E 98o 44'7.95" OVB0506-11 
BT11 N 8o 23'15.80" E 98o 44'8.95" OVB0906-11 
BT12 N 8o 23'15.81" E 98o 44'7.94" OVB2105-11 
BT13 N 8o 23'13.81" E 98o 44'9.94" OVB2205-11 
BT14 N 8o 23'18.82" E 98o 44'11.94" OVB1106-11 
BT15 N 8o 23'17.82" E 98o 44'7.93" OVB1406-11 
BT16 N 8o 23'15.83" E 98o 44'9.93" OVB1506-11 
BT17 N 8o 23'10.83" E 98o 44'11.93" OVB1805-11 
BT18 N 8o 23'9.84" E 98o 44'9.92" OVB2005-11 
BT19 N 8o 23'7.84" E 98o 44'11.92" OVB1706-11 
BT20 N 8o 23'3.82" E 98o 44'13.94" OVB1906-11 

 
การวิเคราะหข์้อมูลและการจดักลุ่ม (cluster 
analysis) 

เปรียบเทียบความแตกต่างระหว่ าง
ตวัอย่างของกระชายกระบี่ โดยการน าขอ้มูลที่ได้
จากการให้คะแนน จากขนาดและจ านวนแถบชิ้น   
ดเีอน็เอทีไ่ดจ้ากการสงัเคราะห์ โดยใหแ้ถบดเีอน็เอ
ทีป่รากฏแทนดว้ย “1” และแถบดเีอน็เอทีไ่ม่ปรากฏ
ทีต่ าแหน่งเดยีวกนัแทนด้วย “0” แล้วน าค่าความ
แตกต่างทัง้ขนาดและจ านวนชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่
สงัเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของกระชายกระบี่แต่ละ

 

ตวัอย่าง น าขอ้มลูไปเปรยีบเทยีบความเหมอืน และ
ความแตกต่างทางพันธุกรรม ด้วยโปรแกรม
คอมพวิเตอร์ SPSS เวอร์ชัน่ 18 เพื่อค านวณ
ความสมัพนัธ ์และสรา้งสายสมัพนัธท์ีเ่หมาะสม บ่ง
บอกความใกลช้ดิและความแตกต่างทางพนัธุกรรม
ของกระชายกระบีทุ่กตวัอย่าง 

การวเิคราะหผ์ลของเทคนิคอารเ์อพดีี โดย
วิเคราะห์ข้อมูลหาความสมัพนัธ์ ค านวณหาค่า
ความสมัพนัธ์ของแถบดีเอ็นเอในรูป similarity 
coefficient (Nei and Li, 1979) น าขอ้มูลทีไ่ดม้า
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สร้ า ง แผนภู มิค ว ามสัมพัน ธ์ท า งพันธุ ก ร รม 
(dendrogram) โดยวธิ ี unweighted pair-group 
method with arithmetic average (UPGMA; 
Sneath and Sokal, 1973) และสรา้งแผนผงัการ
กระจายตวัและการรวมกลุ่ม โดยใชว้ธิ ี principal 
component analysis (PCA) จากโปรแกรม SPSS 
version 18 (Norusis, 1990) 

 
Table 2 Nucleotide sequences of the 10 deca 
nucleotide primers used in this study. 
 

Primer  
number 

Nucleotide sequence 5´ to 
3´  

% GC 

OPA-02 TGCCGAGCTG 70 
OPA-03 AGTCAGCCAC 60 
OPA-04 AATCGGGCTG 60 
OPA-10 GTGATCGCAG 70 
OPA-18 AGGTGACCGT 70 
OPAM-01 TCACGTACGG 70 
OPAM-03 CTTCCCTGTG 60 
OPAM-12 TCTCACCGTC 60 
OPAM-18 ACGGGACTCT 60 
OPB-01 GTTTCGCTCC 60 
OPB-14 TCCGCTCTGG 70 
OPC-01 TTCGAGCCAT 60 
OPC-05 GATGACCGCC 70 
OPD-02 GGACCCAACC 70 
OPD-03 GTCGCCGTCA 70 
OPD-08 GTGTGCCCCA 70 
OPD-18 GAGAGCCAAC 60 
OPK-05 TCTGTCGAGG 60 
OPZ-03 CAGCACCGCA 70 
 

ผลการทดลอง 
การกระจายตวัของกระชายกระบ่ี 
 จากการส ารวจทัว่ประเทศไทย พบว่า
กระชายกระบีเ่ป็นพชืประจ าถิน่ทีพ่บบรเิวณภาคใต้
ของประเทศไทยเท่านัน้ (Larsen, 1993) โดยเฉพาะ

ภาคใต้ฝ ัง่ตะวนัตกของประเทศไทย ซึง่ในอดตีได้มี
การพบตัวอย่างพืชชนิดนี้ ในจังหวัดพังงา และ
จงัหวดัสุราษฏร์ธานี อย่างไรกต็ามจากการส ารวจ
พบว่าจ านวนประชากรของพืชชนิดนี้ลดลงอย่าง
มาก ในปจัจุบนัพบกลุ่มประชากรของพชืชนิดน้ีใน
จงัหวดักระบี ่บรเิวณอุทยานแห่งชาตธิารโบกขรณี 
อ าเภออ่าวลกึเท่านัน้ (Larsen, 1993) ซึง่เป็นแหล่ง
ประชากรส าคญัในการศกึษาครัง้นี้ โดยเลอืกมา 20 
ตวัอย่าง จาก 3 บรเิวณหลกัที่พบพชืชนิดนี้ โดย
กลุ่มแรกจะอยู่บรเิวณผาหนิดา้นหน้าของอุทยาน ใน
กลุ่มที่ 2 จะเป็นบริเวณเขาหินปูนด้านหลังวน
อุทยาน และในกลุ่มสุดท้ายดา้นขา้งของวนอุทยาน 
ตามพกิดัดงั Table 1 จากการศกึษาพบว่าพชืชนิดนี้
มีลักษณะส าคัญที่แตกต่างจากกระชายชนิดอื่นๆ 
คอื มกัมลี าต้นขนาดเล็ก และมีช่อดอกเด่นที่เรียว
ยาวมสีมี่วงเขม้ ดอกมขีนาดเลก็สเีหลอืงและมสีสีม้
แดงแต้มตรงกลาง มกัพบอยู่ตามบริเวณหน้าซอก
หน้าผาหินปูน ออกดอกในช่วงจะอยู่ในราวเดือน 
พฤษภาคม จนถึง ตุลาคม และพักตัวราวเดือน 
พฤศจกิายน จนถงึ เมษายน ในแต่ละรอบปี (Figure 
1) 
 
การตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธุกรรม
กระชายกระบ่ี 

จากการทดสอบไพรเมอร์ 19 ชนิดที่มี
ปรมิาณ G+C ตัง้แต่ 60 % ขึน้ไป (Table 2) ในการ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของกระชายกระบี่ทัง้  20 
ตวัอย่าง โดยใชเ้ทคนิคอารเ์อพดีี พบว่าไพรเมอรท์ี่
เหมาะสมม ี8 ชนิดได้แก่ OPA-18, OPAM-01, 
OPAM-3, OPAM-12, OPB-14, OPD-03, OPD-18 
และ OPZ-03 โดยใหแ้ถบดเีอน็เอทัง้หมด 72 แถบ 
เฉลีย่ 9 แถบต่อไพรเมอร ์โดยขนาดแถบดเีอน็เออยู่
ในช่วง 100-2,800 คู่เบส 



โองการ วณิชาชีวะ                                   Thai J. Genet. 2011, 5(1) : 67-78   73 

 
 
Figure 1 Boesenbergia tenuispicata is naturally found 
on limestone cliffs. See color figure on the 
website. 
 
การหาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
กระชายกระบ่ี 

จากขอ้มูลรูปแบบลายพมิพด์เีอน็เอโดยใช้
เทคนิคอารเ์อพดี ีเมื่อน าขอ้มลูของขนาดและจ านวน
ของแถบดเีอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ทัง้  8 ชนิด 
จ านวนทัง้หมด 72 แถบมาวเิคราะห์พบว่า มแีถบ  
ดเีอน็เอจ านวน 12 แถบ ทีแ่สดงความแตกต่างใน

กระชายกระบีท่ ัง้ 20 ตวัอย่าง เมื่อวเิคราะหข์อ้มูล
ของการปรากฏของดเีอน็เอโดยใช้สญัลกัษณ์ “1” 
และเมื่อไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอในต าแหน่งเดยีวกนั
โดยใหส้ญัลกัษณ์ “0” น ามาวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
SPSS 18 เพื่อค านวณค่าความเหมือนทาง
พนัธุกรรมของกระชายกระบีท่ีละคู่ จนครบทัง้ 20 
ตัวอย่าง แล้วน ามาสร้างเป็นตารางดัชนีความ
คลา้ยคลงึ (similarity index) (Table 3) ซึง่ใชเ้ป็น
ข้อมูลในการสร้างความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 
(dendrogram) ที่เหมาะสม พบความสมัพนัธข์อง
กระชายกระบีท่ ัง้ 20 ตวัอย่าง (Figure 2) และมกีลุ่ม
ความสมัพนัธ์ใน Figure 3 เมื่อพจิารณาค่าดชันี
ความใกลช้ดิทางพนัธุกรรม พบว่ามคีวามใกลช้ดิกนั
สงูมคี่าอยู่ในช่วง 0.840-1.000 ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่า มี
ความหลากหลายหรอืความแตกต่างของพนัธุกรรม
ในระดบัต ่า 
 

 
 

Figure 2 Dendrogram based on UPGMA analysis 
of genetic similarity of 20 samples of B. 
tenuispicata obtained from RAPD, showing 
relationships among individual plants.  
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Table 3 Pair-wise genetic similarity of 20 samples of B. tenuispicata according to the index of Nei 
and Li (1979). 

 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
การเตรียมดีเอน็เอและคณุภาพของดีเอน็เอ 

เทคนิคอารเ์อพดีเีป็นเทคนิคทีใ่ชด้เีอน็เอใน
ปรมิาณน้อย แต่ต้องเป็นดเีอน็เอที่มคีวามบรสิุทธิ ์
และอยู่ในสภาพที่สมบูรณ์ (integrity) การเตรยีม    
ดเีอ็นเอจากใบกระชายกระบี่มปีญัหาค่อนข้างยาก 
เนื่ องจากใบกระชายกระบี่มีสารประกอบฟีนอล

 

(phenolic compound) อยู่ในปรมิาณมาก เช่นเดยีว 
กบัพืชวงศ์ขงิชนิดต่างๆ ดงันัน้การเตรียมดีเอ็นเอ
จากใบกระชายกระบี่ในครัง้นี้ ใชว้ธิกีารของ Doyle 
and Doyle (1987) ทีป่รบัปรุง โดย Vanijajiva et al. 
(2005) ท าใหไ้ด้ดเีอน็เอทีม่คีุณภาพค่อนขา้งดี ใช้
เวลาในการสกดัน้อย สามารถท าไดห้ลายตวัอย่างต่อ
วนั การสกดัดเีอน็เอควรสกดัจากใบอ่อน จะได้

  BT1 BT2 BT3 BT4 BT5 BT6 BT7 BT8 BT9 BT10 BT11 BT12 BT13 BT14 BT15 BT16 BT17 BT18 BT19 BT20 

BT1 1.000                    

BT2 .964 1.000                   

BT3 .964 .963 1.000                  

BT4 .964 .926 .963 1.000                 

BT5 .964 .926 .963 1.000 1.000               . 

BT6 .964 .926 .963 1.000 1.000 1.000               

BT7 .964 .963 .963 .963 .963 .963 1.000              

BT8 .906 .941 .941 .902 .902 .902 .902 1.000             

BT9 .926 .885 .923 .962 .962 .962 .923 .939 1.000            

BT10 .945 .943 .943 .906 .906 .906 .943 .960 .941 1.000           

BT11 .906 .941 .941 .902 .902 .902 .902 1.000 .939 .960 1.000          

BT12 .926 .923 .923 .923 .923 .923 .885 .980 .960 .941 .980 1.000         

BT13 .926 .962 .923 .885 .885 .885 .923 .980 .920 .980 .980 .960 1.000        

BT14 .885 .880 .880 .880 .880 .880 .840 .936 .917 .898 .936 .958 .917 1.000       

BT15 .885 .880 .880 .880 .880 .880 .920 .894 .917 .939 .894 .875 .917 .913 1.000      

BT16 .863 .857 .898 .898 .898 .898 .898 .913 .936 .917 .913 .894 .894 .933 .978 1.000     

BT17 .863 .898 .857 .857 .857 .857 .898 .913 .894 .917 .913 .894 .936 .933 .978 .955 1.000    

BT18 .906 .863 .902 .902 .902 .902 .863 .917 .939 .920 .917 .939 .898 .979 .936 .957 .913 1.000   

BT19 .885 .880 .880 .880 .880 .880 .920 .894 .917 .939 .894 .875 .917 .913 1.000 .978 .978 .936 1.000  

BT20 .885 .880 .880 .880 .880 .880 .840 .936 .917 .898 .936 .958 .917 1.000 .913 .933 .933 .979 .913 1.000 
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ปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอที่ดีกว่าใบแก่ 
นอกจากนี้ยงัสามารถประยุกต์ใช้กบัพืชชนิดอื่นได ้
และราคาไม่สงูมาก เมื่อเทยีบกบัน ้ายาส าเรจ็ในการ
สกัดดีเอ็น เอ สอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Vanijajiva (2011) และ Vanijajiva (2012) ใชว้ธิกีาร
สกดัดเีอน็เอเดยีวกนั โดยประยุกต์ใชก้บัทุเรยีน และ
ได้ดเีอน็เอที่มคีวามบรสิุทธิส์ามารถน าไปวเิคราะห์
ลายพมิพด์เีอน็เอต่อไปได ้ 

 

 
 
Figure 3 Plot of PCA analysis of genetic 
similarity of 20 samples of B. tenuispicata 
obtained from RAPD, showing groups 
individual plants  
 

ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของกระชาย
กระบ่ี 

จากการศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของกระชายกระบีใ่นครัง้นี้ พบว่ามคีวาม
หลากหลายทางพนัธุกรรมค่อนขา้งน้อย ซึ่งเป็นไป
ตามขอ้สนันิษฐานทีว่่า พชืทีส่ามารถขยายพนัธุแ์บบ
ไม่อาศยัเพศ โดยอาศยัส่วนต่างๆ ในการขยายพนัธุ ์
โดยเฉพาะในกลุ่มของพชืวงศ์ขงิ ซึ่งการขยายพนัธุ์
ของพชืในกลุ่มนี้ ส่วนใหญ่ใชก้ารแตกหน่อหรอืเหงา้ 
(rhizome) ในการขยายพนัธุ ์จงึมคีวามหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมในระดบัต ่ากว่าพืชที่ขยายพนัธุ์ด้วย

เมล็ด ซึ่งมักมีความหลากหลายทางพันธุกรรม
ภายในประชากรค่อนขา้งสงู (Hamrick and Godt, 
1989) โดยเฉพาะอย่างยิง่ในกลุ่มของพชืทีม่กีารผสม
ขา้มตน้ระหว่างเพศผูแ้ละเพศเมยี พชืทีอ่าศยัลมเป็น
พาหะในการกระจายพันธุ์ และพืชที่มีอายุหลายปี 
มกัพบว่า มคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบั
ประชากรสูงกว่า กลุ่มของพืชที่ขยายพันธุ์โดยไม่
อาศยัเพศ การสบืพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศจะไม่มกีาร
กลายพันธุ์  ห รือสร้ า งค วามหลากหลายทาง
พนัธุกรรมขึ้น เนื่องจากเป็นการสบืพนัธุ์อย่างไม่
สลับซับซ้อน ข้อดีของการสืบพันธุ์แบบนี้คือ 
สิง่มชีวีติสามารถเพิม่จ านวนได้โดยไม่ต้องหาคู่  ใน
กรณีของสิ่งมีชีวิตที่เคลื่อนที่ไม่ได้สามารถเพิ่ม
จ านวนได้อย่างรวดเร็ว โดยไม่ต้องรอเวลาและ
ประหยดัพลงังานในการสร้างเซลล์สบืพนัธุ์และการ
ปฏสินธ ิ(Loveless and Hamrick 1984)  

จากการตรวจหาเครื่องหมายพันธุกรรม
ของกระชายกระบี่ 20 ตวัอย่างโดยเทคนิคอารเ์อพดี ี
จากไพรเมอร ์8 ชนิด พบว่าแถบดเีอน็เอส่วนใหญ่
อยู่ในช่วง 100-2,800 คู่เบส แถบดีเอน็เอที่น ามา
วเิคราะหม์จี านวนทัง้หมด 72 แถบ เฉลีย่ 9 แถบต่อ
ไพรเมอร์ เป็นแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างตวัอย่าง จ านวน 12 แถบ (16.66 %) เมื่อ
พจิารณาค่าดชันีความใกลช้ดิทางพนัธุกรรม พบว่า 
มคี่าอยู่ในช่วง 0.840-1.000 (Table 3) และจากการ
น าลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคอาร์เอพีดี ไป
วเิคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของกระชาย
กระบี่ และน าไปสร้างรูปสายสัมพันธ์ (Figure 2) 
และกลุ่มความสมัพนัธ์ (Figure 3) พบว่าสามารถ
แยกตัวอย่างได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ซึ่งสอดคล้องกับ
บริเวณตัวอย่าง โดยกลุ่มแรกจะอยู่บริเวณผาหิน
ดา้นหน้าของอุทยาน ประกอบดว้ย BT1, BT3, BT4, 
BT5, BT6 BT7 และ BT9 ในกลุ่มที ่2 จะเป็นบรเิวณ
เขาหินปูนด้านหลังวนอุทยานประกอบด้วย BT2, 
BT8, BT10, BT11, BT12, BT13 และในกลุ่ม
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สุดท้ายจะอยู่ ในบริเวณด้านข้างของวนอุทยาน
ประกอบดว้ย BT14, BT15, BT16, BT17, BT18, 
BT19 และ BT20 อย่างไรกต็าม พบว่าดชันีความ
ใกลช้ดิของแต่ละตวัอย่างไม่แตกต่างกนัมาก จงึสรุป
ได้ว่าในทุกบริเวณจากการเก็บตัวอย่างมีลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมที่คล้ายคลงึกนัมาก ดงันัน้กระชาย
กระบี่ส่วนใหญ่ในบริเวณอุทยานแห่งชาติธาร
โบกขรณี มีลกัษณะทางพนัธุกรรมที่คล้ายคลึงกัน
มาก น่าจะเกดิจากการขยายพนัธุแ์บบไม่อาศยัเพศ
เป็นส่วนใหญ่ เช่น เดยีวกบัพชืวงศ์ขงิชนิดอื่นๆ ท า
ให้มีความแตกต่างทางพนัธุกรรมในระดับต ่า และ
บางกลุ่มประชากรมคีวามเหมอืนกนั อย่างไรกต็าม
จากการศกึษาครัง้นี้พบว่า สามารถใช้เทคนิคอารเ์อ
พีดี ในการตรวจความหลากหลายทางพันธุกรรม 
ของกระชายกระบีไ่ด้ และในอนาคตหากไดต้วัอย่าง
กระชายกระบี่จากบริเวณอื่นๆ เพิ่มเติม และเพิ่ม
จ านวนไพรเมอร ์รวมทัง้ใชเ้ทคนิคอื่นๆ ร่วมดว้ยเช่น 
เอเอฟเอลพ ี(AFLP) ทีใ่หข้อ้มูลปรมิาณมากขึน้ อาจ
ท าให้ได้ข้อมูลของความหลากหลายกระชายกระบี่
มากยิง่ขึน้ 
 
การประยุกตใ์ช้เพือ่การอนุรกัษ์ 

จุดประสงคส์ าคญัในการอนุรกัษ์ทรพัยากร
ของสิ่งมีชีวิต เพื่อให้ประชากรของสิ่งมีชีวิตคงอยู่
ต่อไปได้นัน้ พบว่าประเด็นส าคัญคือ การสูญเสีย
ความหลากหลายทางพนัธุกรรม อาจส่งผลต่อความ
อยู่รอดของประชากรของสิง่มชีวีติ ในการอยู่รอดใน
สิง่แวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ทัง้ในระยะสัน้และใน
ระยะยาว ดังนัน้ความรู้เกี่ยวกับการกระจายตัว 
รวมทัง้ความหลากหลายทางพนัธุกรรมนัน้นับเป็น
หวัใจส าคญั ในกระบวนการวางแผนในการอนุรกัษ์
สิง่มีชีวิตท้องถิ่น โดยเฉพาะอย่างยิ่งสายพนัธุ์ของ
สิง่มีชีวิตที่ก าลงัที่ตกอยู่ในสภาวะเสี่ยงต่อการสูญ
พนัธุ ์(Hamrick, 1983; Hamrick and Godt, 1989; 

Francisco-Ortega et al., 2000) การศกึษากระชาย
กระบีซ่ึง่จดัเป็นพชืเฉพาะถิน่ (endemic species) ที่
ส าคญัชนิดหนึ่งของประเทศไทย โดยเฉพาะอย่างยิง่
จงัหวดักระบี่ที่จดัว่าเป็นแหล่งที่อยู่ส าคญั และอาจ
เป็นบรเิวณทีพ่บแหล่งเดยีวของโลกส าหรบัพชืชนิด
น้ี พบว่าพืชชนิดน้ีปจัจุบนัมีการกระจายตัวเฉพาะ
พื้นที่ ในบริเวณวนอุทยานแห่งชาติธารโบกขรณี 
อ าเภออ่าวลกึ จงัหวดักระบี ่และมคีวามหลากหลาย
ทางพนัธุกรรมในระดบัที่ต ่า นับว่าจ าเป็นอย่างยิง่ที่
ต้องหาแนวทางอนุรักษ์อย่ าง เร่ งด่วน ก่อนที่
ทรพัยากรของชาตชินิดนี้จะสญูพนัธุไ์ปจากประเทศ
ไทย โดยเฉพาะอย่างยิง่การส่งเสรมิการเพิม่ปรมิาณ
พืชชนิดนี้ในธรรมชาติให้มากขึ้น โดยอาจส่งเสริม
การเพิ่มจ านวนพืชชนิดนี้ในห้องปฏิบัติการ เรือน
เพาะช า และน ากลบัเขา้ไปสู่ธรรมชาต ิรวมทัง้ศกึษา
เพิม่เตมิเกี่ยวกบักระบวนการสบืพนัธุ ์เพื่อน าขอ้มูล
ที่ได้ มาใช้ในการวางแผนการอนุรกัษ์ รวมถึงการ
จดัการใหค้งอยู่ในธรรมชาตติลอดไป 
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