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∫∑§—¥¬àÕ

‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ (Ganoderma lucidum) ‡ªìπ√“¢π“¥„À≠à™π‘¥Àπ÷Ëß ‰¥âπ”¡“„™â‡ªìπ¬“Õ“¬ÿ«—≤π–·≈–‡ªìπ à«πª√–°Õ∫

¢Õß¬“æ◊Èπ∫â“π¡“‡ªìπ‡«≈“π“πÀ≈“¬√âÕ¬ªï. ªí®®ÿ∫—π‰¥â¡’°“√‡æ“–‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ„π√–¥—∫Õÿμ “À°√√¡·≈–·ª√√Ÿª‡ªìπ

º≈‘μ¿—≥±å‡ √‘¡ ÿ¢¿“æ. «‘∏’°“√®”·π° “¬æ—π∏ÿå‡ÀÁ¥¥â«¬«‘∏’¥—Èß‡¥‘¡ ‚¥¬„™â≈—°…≥– —≥∞“π«‘∑¬“‰¡à “¡“√∂·¬°§«“¡·μ°

μà“ß¢Õß “¬æ—π∏ÿå‡ÀÁ¥°≈ÿà¡π’È‰¥â ‡π◊ËÕß®“°∫“ß “¬æ—π∏ÿå¡’ —≥∞“π«‘∑¬“„°≈â‡§’¬ß°—π¡“°. ß“π«‘®—¬π’È‰¥âπ”‡∑§π‘§‡§√◊ËÕßÀ¡“¬

¥’‡ÕÁπ‡Õ™π‘¥‰Õ‡Õ ‡Õ Õ“√å ¡“„™â»÷°…“≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–§«“¡ —¡æ—π∏å„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ®”π«π ˘

 “¬æ—π∏ÿå §◊Õ ‡ÕÁ¡®’Ò ∂÷ß‡ÕÁ¡®’˘ ‚¥¬∑¥ Õ∫°—∫‰æ√‡¡Õ√å Òˆ ‰æ√‡¡Õ√å. ®“°°“√∑¥≈Õßæ∫¡’ ÒÒ ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë “¡“√∂‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥ “√æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡ÀÁ¥∑—Èß ˘  “¬æ—π∏ÿå‰¥â ¡’®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑—ÈßÀ¡¥ ÒÛ ·∂∫ ‡ªìπ·∂∫∑’Ëμà“ß°—π ¯˘ ·∂∫

§‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈– ¯ˆ.Ù ¡’·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëæ∫‡©æ“–„π∫“ß “¬æ—π∏ÿå ÚÒ ·∂∫ ¡’®”π«π ˜ ‰æ√‡¡Õ√å®“° ÒÒ ‰æ√‡¡Õ√å „Àâ

·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëæ∫‡©æ“–„πμ—«Õ¬à“ß‡ÕÁ¡®’Û ‡∑à“π—Èπ. °“√®—¥°≈ÿà¡μ“¡§«“¡ —¡æ—π∏å„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡æ∫«à“ “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û

·≈–‡ÕÁ¡®’Ù ¡’§«“¡·μ°μà“ß∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡§àÕπ¢â“ß Ÿß ‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫Õ’° ˜  “¬æ—π∏ÿå. º≈°“√∑¥≈Õß· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“‡∑§π‘§

‰Õ‡Õ ‡Õ Õ“√å  “¡“√∂π”¡“„™â»÷°…“≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–„™â√–∫ÿ‡Õ°≈—°…≥åª√–®” “¬æ—π∏ÿå¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ‰¥â.

§” ”§—≠ : ‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ, ≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ, ‡∑§π‘§‰Õ‡Õ ‡Õ Õ“√å, §«“¡„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡

°“√»÷°…“≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–§«“¡ —¡æ—π∏å

∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ¥â«¬‡§√◊ËÕßÀ¡“¬

¥’‡ÕÁπ‡Õ™π‘¥‰Õ‡Õ ‡Õ Õ“√å

‡√◊Õπ·°â«  ª√–æƒμ‘*
¥πÿ«—μ  ‡æÁßÕâπ*

π‘æπ∏åμâπ©∫—∫

*»Ÿπ¬å‡∑§‚π‚≈¬’™’«¿“æ·≈– ∂“∫—π∫√‘°“√μ√«® Õ∫§ÿ≥¿“æ·≈–
¡“μ√∞“πº≈‘μ¿—≥±å ¡À“«‘∑¬“≈—¬·¡à‚®â ®—ßÀ«—¥‡™’¬ß„À¡à

¿Ÿ¡‘À≈—ß·≈–‡Àμÿº≈

„πª√–‡∑»®’π¡’°“√π”‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ (Ganoderma

lucidum) ¡“„™â‡ªìπ¬“ ¡ÿπ‰æ√ ”À√—∫√—°…“ºŸâªÉ«¬‡™àπ ºŸâªÉ«¬

‚√§¡–‡√Áß, ºŸâªÉ«¬‡∫“À«“π,  ”À√—∫≈¥√–¥—∫πÈ”μ“≈·≈–§Õ

‡≈ ‡μÕ√Õ≈„π‡≈◊Õ¥. ‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ¬—ß¡’ √√æ§ÿ≥∑”„ÀâÕ“¬ÿ¬◊π¬“«

‡ √‘¡ √â“ß√–∫∫¿Ÿ¡‘§ÿâ¡°—π¢Õß√à“ß°“¬. ‡ÀÁ¥™π‘¥π’È¡’™◊ËÕ‡√’¬°

Õ’°™◊ËÕÀπ÷Ëß«à“ ‡ÀÁ¥À¡◊Ëπªï. ªí®®ÿ∫—ππ”¡“„™â‡ªìπ à«πª√–°Õ∫

¢Õß¬“·ºπ‚∫√“≥ ·≈–„™â‡ªìπ¬“ ¡ÿπ‰æ√ ”À√—∫°“√·æ∑¬å∑“ß

‡≈◊Õ°.Ò,Ú

ªí®®ÿ∫—π¡’§«“¡μâÕß°“√‡ÀÁ¥™π‘¥π’È‡æ‘Ë¡ Ÿß¢÷Èπ ∑”„Àâ¡’°“√

‡æ“–‡ÀÁ¥™π‘¥π’È°—πÕ¬à“ß·æ√àÀ≈“¬·≈–‡°‘¥°“√‡§≈◊ËÕπ¬â“¬ “¬

æ—π∏ÿå‰ªμ“¡·À≈àß‡æ“–„πæ◊Èπ∑’Ëμà“ß Ê.  “¬æ—π∏ÿå‡¥‘¡‡¡◊ËÕ∂Ÿ°π”

‰ª‡æ“–μà“ß∂‘ËπÕ“®®–∂Ÿ°‡ª≈’Ë¬π™◊ËÕ‡√’¬°„À¡à ∑”„Àâ‡°‘¥§«“¡

‡¢â“„®§≈“¥‡§≈◊ËÕπ«à“‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå„À¡à ∑—Èß∑’Ë§«“¡®√‘ß‡ªìπ “¬

æ—π∏ÿå‡¥’¬«°—π À√◊Õ∫“ß∑’‡ªìπ§π≈– “¬æ—π∏ÿå·μà¡’≈—°…≥–

 —≥∞“π„°≈â‡§’¬ß°—π¡“° ·μàÕ“®∂Ÿ°‡√’¬°™◊ËÕ‡À¡◊Õπ°—π. ¥â«¬
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‡Àμÿπ’È®÷ß∑”„Àâ‡°‘¥§«“¡ —∫ π„π°“√√–∫ÿ™◊ËÕ “¬æ—π∏ÿå. ®“°

√“¬ß“π√–∫ÿ«à“ªí®®ÿ∫—π¡’ Ganoderma sp. Õ¬à“ßπâÕ¬ Úı ™π‘¥

æ—π∏ÿåÛ °√–®“¬Õ¬Ÿà∑—Ë«‚≈°. °“√®—¥®”·π°·≈–√–∫ÿ™◊ËÕ “¬æ—π∏ÿå

Õ¬à“ß∂Ÿ°μâÕß®÷ß‡ªìπ‡√◊ËÕß ”§—≠ ·≈–®”‡ªìπμâÕß»÷°…“. °“√®—¥

®”·π° “¬æ—π∏ÿå¥â«¬«‘∏’¥—Èß‡¥‘¡‚¥¬„™â≈—°…≥– —≥∞“π«‘∑¬“

‡ªìπ‡°≥±åÕ“®¬—ß‰¡à¡’§«“¡≈–‡Õ’¬¥¡“°æÕ Õ“®„™â‰¡à‰¥â°—∫

 “¬æ—π∏ÿå∑’Ë¡’≈—°…≥–„°≈â‡§’¬ß°—π¡“° Ê Õ’°∑—Èß≈—°…≥–∑“ß

 —≥∞“π«‘∑¬“Õ“®‰¥â√—∫Õ‘∑∏‘æ≈®“° ¿“æ·«¥≈âÕ¡¿“¬πÕ° ‡™àπ

¢π“¥·≈– ’¢Õß¥Õ°‡ÀÁ¥Õ“®‡ªìπº≈¡“®“°·À≈àßÕ“À“√À√◊Õ

 ¿“«–·«¥≈âÕ¡∑’Ë‡ÀÁ¥‡®√‘≠‡μ‘∫‚μ. °“√„™â‡°≥±å∑“ß —≥∞“π

‡æ’¬ßÕ¬à“ß‡¥’¬«Õ“®∑”„Àâ°“√®—¥®”·π°‡ÀÁ¥™π‘¥π’È ‡°‘¥

§«“¡§≈“¥‡§≈◊ËÕπº‘¥æ≈“¥‰¥â.

¡’°“√π”‡∑§π‘§∑“ßæ—π∏ÿ»“ μ√å‚¡‡≈°ÿ≈¡“ª√–¬ÿ°μå„™â

°—∫ß“π¥â“π°“√®—¥®”·π° “¬æ—π∏ÿåæ◊™  —μ«å·≈–®ÿ≈‘π∑√’¬å ‡™àπ

‡∑§π‘§ Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)Ù,

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)ı,

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)ˆ

√«¡∂÷ß‡∑§π‘§ Inter-simple Sequence Repeats (ISSR)

´÷Ëß‡∑§π‘§π’È§‘¥§âπ‚¥¬ Zietkiewicz˜ ∂Ÿ°π”¡“„™â»÷°…“≈“¬

æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–§«“¡À≈“°À≈“¬∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡Õ¬à“ß·æ√à

À≈“¬.¯,˘  ”À√—∫°“√»÷°…“„π ‘Ëß¡’™’«‘μ®”æ«°‡ÀÁ¥√“ ¡’√“¬ß“π

°“√„™â‡∑§π‘§ SCAR ‡æ◊ËÕ®”·π° “¬æ—π∏ÿå¢Õß‡ÀÁ¥ÀÕ¡Ò

(Lentinula edodes) ·≈–°“√æ—≤π“‡§√◊ËÕßÀ¡“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë

®”‡æ“–μàÕ‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ (G. lucidum).ÒÒ

‚§√ß°“√«‘®—¬π’È‡ªìπ à«πÀπ÷Ëß„π™ÿ¥‚§√ß°“√¬àÕ¬‡√◊ËÕß°“√

«‘®—¬‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ·≈– ªÕ√å‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ„π√–¥—∫æ√’§≈‘π‘°. ‡ÀÁ¥

À≈‘π®◊Õ∑’Ë„™â»÷°…“π”¡“®“°‚§√ß°“√æ‘‡»… «π‡°…μ√‡¡◊Õß

ß“¬„πÕß§å ¡‡¥Á®æ√–π“ß‡®â“œæ√–∫√¡√“™‘π’π“∂´÷Ëß‰¥â

√«∫√«¡¡“®“°·À≈àßμà“ß Ê ∑—Èß„π·≈–μà“ßª√–‡∑». ∫“ß “¬

æ—π∏ÿå¡’≈—°…≥–∑“ß —≥∞“π«‘∑¬“∑’Ë„°≈â‡§’¬ß°—π¡“° ‰¡à

 “¡“√∂√–∫ÿ‰¥â·πàπÕπ«à“‡ªìπ “¬æ—π∏ÿå‡¥’¬«°—πÀ√◊Õμà“ß “¬æ—π∏ÿå

§≥–ºŸâ«‘®—¬®÷ßπ”‡∑§π‘§ ISSR ¡“„™â®”·π° “¬æ—π∏ÿå ‡æ◊ËÕ

„Àâ°“√√–∫ÿ “¬æ—π∏ÿå¡’§«“¡∂Ÿ°μâÕß¡“°¬‘Ëß¢÷Èπ √«¡∂÷ß°“√π”‰ª

„™â‡æ◊ËÕ°“√§ÿâ¡§√Õß “¬æ—π∏ÿåμàÕ‰ª.

√–‡∫’¬∫«‘∏’»÷°…“

μ—«Õ¬à“ß∑’Ë»÷°…“

‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ (Ganoderma lucidum) ®”π«π ˘  “¬

æ—π∏ÿå ∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“· ¥ß„πμ“√“ß∑’Ë Ò

«‘∏’°“√»÷°…“

°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

„™â°“√·¬°‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕ®“°¥Õ°‡ÀÁ¥¡“‡≈’È¬ß∫πÕ“À“√·¢Áß

potato dextrose agar (PDA) ∫à¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ Úı Õß»“

‡´≈‡´’¬  π“π Ú  —ª¥“Àå, ·≈â«„™â cork borer ‡®“–‡Õ“™‘Èπ«ÿâπ

´÷Ëß¡’‡ âπ„¬‡®√‘≠Õ¬Ÿà¡“‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡À≈« Potato Dextrose

Broth (PDB) π“π Ú  —ª¥“Àå, ·≈â«™âÕπμ—°·ºàπ¢Õß‡ âπ„¬∑’Ë

≈Õ¬Õ¬Ÿà≈â“ß¥â«¬πÈ”°≈—Ëπ π”‡ âπ„¬¡“∫¥„π‚°√àß‡μ‘¡‰π‚μ√‡®π

‡À≈« ∫¥®π°√–∑—Ëß‰¥â‡ªìπºß≈–‡Õ’¬¥ ·≈â«μ—°ºß¢Õß‡ âπ„¬

μ“√“ß∑’Ë Ò  “¬æ—π∏ÿå‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“

™◊ËÕ “¬æ—π∏ÿå μ—«Õ¬à“ßÕâ“ßÕ‘ß ™◊ËÕ‡√’¬° “¬æ—π∏ÿå ·À≈àß∑’Ë¡“

G.lucidum/Jangbee /MG1 MJU01/12-01-2009 ‡ÕÁ¡®’Ò ®’π

G. lucidum/G9/MG2 MJU02/12-01-2009 ‡ÕÁ¡®’Ú ®’π

G. lucidum/MG3 MJU03/28-01-2009 ‡ÕÁ¡®’Û ‡™’¬ß„À¡à

G. lucidum/ MG4 MJU04/12-01-2009 ‡ÕÁ¡®’Ù °“Ã ‘π∏ÿå

G. lucidum/G2/ MG5 MJU05/15-06-2009 ‡ÕÁ¡®’ı °√¡«‘™“°“√‡°…μ√

G. lucidum/L6/ MG6 MJU06/21-03-2009 ‡ÕÁ¡®’ˆ ‚§√ß°“√À≈«ßÀâ«¬ŒàÕß‰§√â ‡™’¬ß„À¡à

G. lucidum/G5/ MG7 MJU07/19-09-2008 ‡ÕÁ¡®’˜ °“≠®π∫ÿ√’

G. lucidum/G9/ MG8 MJU08/21-01-2009 ‡ÕÁ¡®’̄ °“≠®π∫ÿ√’

G. lucidum/ MG9 MJU09/9-04-2009 ‡ÕÁ¡®’˘ ‡™’¬ß„À¡à

Û
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ª√–¡“≥ Ò ¡‘≈≈‘°√—¡ „ àÀ≈Õ¥∑¥≈Õß¢π“¥ Ò.ı ¡‘≈≈‘≈‘μ√.

®“°π—Èπ∑”°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’ CTAB μ“¡«‘∏’¥—¥·ª≈ß

®“°«‘∏’¢Õß Doyle and DoyleÒÚ ¥—ß¢—ÈπμÕπμàÕ‰ªπ’È

‡μ‘¡ “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å 2X CTAB extraction ˜

‰¡‚§√≈‘μ√ ≈ß‰ª„πÀ≈Õ¥¡’ºß‡ âπ„¬∑’Ë∫¥≈–‡Õ’¬¥, π”À≈Õ¥

‰ª‡¢¬à“‡æ◊ËÕ„Àâ “√≈–≈“¬º ¡°—π¥â«¬‡§√◊ËÕß vortex mixer,

∫à¡À≈Õ¥∑¥≈Õß„πÕà“ßπÈ”§«∫§ÿ¡Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ ̂ ı Õß»“‡´≈‡´’¬ 

π“π Ò ™—Ë«‚¡ß, ‡μ‘¡ øïπÕ≈ : §≈Õ‚√øÕ√å¡ : ‰Õ‚´·Õ¡‘≈

·Õ≈°ÕŒÕ≈å (Úı:ÚÙ:Ò) ˜‰¡‚§√≈‘μ√, ‡¢¬à“„Àâ “√≈–≈“¬

‡ªìπ‡π◊ÈÕ‡¥’¬« π”‰ªªíòπ‡À«’Ë¬ß∑’Ë§«“¡‡√Á« ÒÙ, √Õ∫μàÕπ“∑’

„™â‡«≈“ ı π“∑’, ¥Ÿ¥‡°Á∫ “√≈–≈“¬™—Èπ∫π ˆ ‰¡‚§√≈‘μ√„ à

À≈Õ¥„À¡à, ‡μ‘¡§≈Õ‚√øÕ√å¡ : ‰Õ‚´·Õ¡‘≈ ·Õ≈°ÕŒÕ≈å (ÚÙ:Ò)

ˆ ‰¡‚§√≈‘μ√, ‡¢¬à“¥â«¬ vortex mixer π”‰ªªíòπ ÒÙ,

√Õ∫μàÕπ“∑’ π“π ı π“∑’, ¥Ÿ¥‡°Á∫ “√≈–≈“¬™—Èπ∫π ı

‰¡‚§√≈‘μ√„ àÀ≈Õ¥„À¡à. ∑”°“√ °—¥´È”Õ’° Ò √Õ∫ ¥Ÿ¥‡°Á∫

 “√≈–≈“¬™—Èπ∫π Û ‰¡‚§√≈‘μ√ „ àÀ≈Õ¥„À¡à, ‡μ‘¡

‡Õ∑“πÕ≈≈â«π ˆ ‰¡‚§√≈‘μ√ ·≈– ·Õ¡‚¡‡π’¬¡ ·Õ´’‡∑μ

˜.ı ‚¡≈“√å ˘ ‰¡‚§√≈‘μ√. π”‰ª∫à¡∑’Ë -Ú Õß»“‡´≈‡´’¬ 

π“π Ò ™—Ë«‚¡ß ·≈â«π”À≈Õ¥¡“ªíòπ∑’Ë ÒÙ, √Õ∫μàÕπ“∑’ π“π

ı π“∑’, ‡∑ à«π¢Õß‡À≈«∑‘Èß, ªíòπ≈â“ßμ–°Õπ¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬

‡Õ∑“πÕ≈√âÕ¬≈– ̃  ª√‘¡“μ√ Ò ¡‘≈≈‘≈‘μ√ ∑’Ë§«“¡‡√Á« ÒÙ,

√Õ∫μàÕπ“∑’ π“π Û π“∑’ ®”π«π Û §√—Èß. º÷Ëßμ–°Õπ¥’‡ÕÁπ‡Õ

„Àâ·Àâß ·≈â«≈–≈“¬¥â«¬ “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å ∑’Õ’ æ’‡ÕÁ™ ¯.

‡μ‘¡‡Õπ´—¬¡å RNase Ú ‰¡‚§√≈‘μ√. π”À≈Õ¥‰ª∫à¡∑’Ë Û˜

Õß»“‡´≈‡´’¬  π“π Ò ™—Ë«‚¡ß. π” “√≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â¡“

μ√«® Õ∫§ÿ≥¿“æ‚¥¬„™â “√≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ Û ‰¡‚§√≈‘μ√

º ¡°—∫ ’¬âÕ¡ loading π”¡“À¬Õ¥≈ß„π™àÕß¢Õß·ºàπ‡®≈

§«“¡‡¢â¡¢âπ√âÕ¬≈– .¯ „π “√≈–≈“¬∫—æ‡øÕ√å∑’∫’Õ’, „™â

°√–· ‰øøÑ“ ı‚«≈μå, „™â‡«≈“ Ùı π“∑’. ¬âÕ¡·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

¥â«¬ “√≈–≈“¬‡Õ∑‘‡¥’¬¡‚∫√‰¡¥å  àÕß¥Ÿ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„μâ· ß

‡Àπ◊Õ¡à«ß ·≈–∫—π∑÷°¿“æ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ. π” “√≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ

∑’Ë‰¥â‰ª»÷°…“„π¢—ÈπμÕπ¥—ßμàÕ‰ªπ’È

Ò. °“√»÷°…“¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡μàÕ°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥ “√

æ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬ªØ‘°‘√‘¬“æ’´’Õ“√å

Ò.Ò °“√»÷°…“‡æ◊ËÕÀ“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡

π” “√≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“‡®◊Õ®“ß„Àâ¡’§«“¡‡¢â¡¢âπ Ù

π“‚π°√—¡/‰¡‚§√≈‘μ√. π”¡“‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’æ’´’

Õ“√å‚¥¬„™â‰æ√å‡¡Õ√å™π‘¥ Inter Simple Sequence Repeat

(ISSR) Òˆ ‰æ√‡¡Õ√å‰¥â·°à (CT)6G, (AG)6T, (CT)6A,

(GA)8TC, (AC)8CG, (CT)8AG, (GT)8C, (GA)8G, (AC)8G,

(AG)8C, (GA)8GT, (AC)8CG, (GA)8GT, (AC)8GA,

(GC)8CG, ·≈– (GT)8CG. Õß§åª√–°Õ∫¢Õß “√‡§¡’„πªØ‘°‘√‘¬“

¡’¥—ßπ’È:  “√≈–≈“¬∫—ø‡øÕ√å 10X PCR, Mg2Cl Ò.˘ mM,

dNTPs Ò mM, ISSR primer Ò pmole, Taq DNA poly-

merase Ò ¬Ÿπ‘μ, DNA template ÒÚ π“‚π°√—¡. ‡μ‘¡πÈ”

‰√â‡™◊ÈÕ¥’‰Õ‚Õ‰π´å „Àâ¡’ª√‘¡“μ√√«¡ Ò ‰¡‚§√≈‘μ√, À¬¥

πÈ”¡—π·√à≈ß„πÀ≈Õ¥æ’´’´“√å Ò À¬¥. π”À≈Õ¥‰ª„ à„π‡§√◊ËÕß

‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥ “√æ—π∏ÿ°√√¡ (MJ Research √ÿàπ PCT-200

Peltier Thermal Cycler) ‚¥¬μ—Èß‚ª√·°√¡°“√∑”ß“π¥—ßπ’È :

Pre-denaturation ∑’Ë ̆ ı Õß»“‡´≈‡´’¬  „™â‡«≈“ ı π“∑’ ®”π«π

Ò √Õ∫, Denaturation ∑’Ë ̆ Ù Õß»“‡´≈‡´’¬  „™â‡«≈“ Ùı «‘π“∑’,

Annealing ∑’Ë™à«ßÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ ÙÛ - ˆı Õß»“‡´≈‡´’¬  „™â‡«≈“

Ò π“∑’, Extension ∑’Ë ˜Ú Õß»“‡´≈‡´’¬  „™â‡«≈“ Ú π“∑’

·≈– Post-extension ∑’Ë ̃ Ú Õß»“‡´≈‡´’¬  „™â‡«≈“ Ò π“∑’.

„π¢—ÈπμÕπ Annealing ‰æ√‡¡Õ√å·μà≈–™π‘¥®–∂Ÿ°∑¥ Õ∫∑’Ë

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘μË”°«à“°“√À≈Õ¡≈–≈“¬ (Melting temperature; Tm)

ª√–¡“≥ Û-ı Õß»“‡´≈‡´’¬  À≈—ß®“°∑”ªØ‘°‘√‘¬“æ’´’

Õ“√åμ“¡‚ª√·°√¡∑’Ëμ—Èß‰«â§√∫·≈â«. π” “√≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë∂Ÿ°

‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¡“·¬°·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„π·ºàπ«ÿâπÕ–°“‚√ §«“¡‡¢â¡

¢âπ√âÕ¬≈– Ò.ı „π “√≈–≈“¬∫—æ‡øÕ√å 0.5x TBE „™â°√–· ‰ø

Ò ‚«≈μå „™â‡«≈“ ˘ π“∑’. ®“°π—Èπ¬âÕ¡·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬

 “√≈–≈“¬‡Õ∑‘‡¥’¬¡‚∫√‰¡¥å. ∫—π∑÷°¿“æ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ„μâ√—ß ’

‡Àπ◊Õ¡à«ß.

Ò.Ú °“√»÷°…“™π‘¥‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

‡Õ°≈—°…≥å

π” ¿“«–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡∑’Ë‰¥â®“°°“√∑¥≈Õß„π

¢âÕ∑’Ë Ò ¡“∑”ªÆ‘°‘√‘¬“æ’´’Õ“√åÕ’°§√—Èß ‚¥¬„™âÕß§åª√–°Õ∫¢Õß

 “√‡§¡’ ·≈– ¿“«–°“√∑”ªØ‘°‘√‘¬“·≈–°“√·¬°·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

¥â«¬«‘∏’Õ‘‡≈Á°‚μ√‚ø√’´‘ ‡À¡◊Õπ∑’Ë°≈à“«‰«â„π¢—ÈπμÕπ¢âÕ∑’Ë Ò.Ò.

Ú. °“√«‘‡§√“–Àå¢âÕ¡Ÿ≈®“°·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“°°“√‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ

π”√Ÿª·∫∫¢Õß·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“°°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å∑—Èß

Òˆ ‰æ√‡¡Õ√å ¡“‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§«“¡‡À¡◊Õπ·≈–§«“¡·μ°μà“ß

¢Õß√Ÿª·∫∫¢Õß·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ ‚¥¬ “¬æ—π∏ÿå∑’Ëª√“°Ø

ÛÒ



«“√ “√°“√·æ∑¬å·ºπ‰∑¬·≈–°“√·æ∑¬å∑“ß‡≈◊Õ° ªï∑’Ë ¯ ©∫—∫∑’Ë Ò ¡°√“§¡-‡¡…“¬π ÚııÛ

·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëμ”·ÀπàßÀπ÷Ëß Ê ®–„Àâ§–·ππ‡ªìπ Ò  à«π “¬

æ—π∏ÿå∑’Ë‰¡àª√“°Ø·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëμ”·Àπàß‡¥’¬«°—π„Àâ§–·ππ‡ªìπ

. ¢âÕ¡Ÿ≈°“√„Àâ§–·πππ’È®–∂Ÿ°π”¡“‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§«“¡‡À¡◊Õπ

∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡∑—Èß ̆   “¬æ—π∏ÿå ¥â«¬«‘∏’ Jaccacd coefficientÒÛ

π”§à“§«“¡‡À¡◊Õπ∑’Ë‰¥â¡“· ¥ß„π√Ÿª·ºπ¿Ÿ¡‘§«“¡ —¡æ—π∏å

∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬«‘∏’ Unweighted Pair Group Method

(UPGMA). «‘∏’°“√«‘‡§√“–Àå¢âÕ¡Ÿ≈∑’Ë°≈à“«¢â“ßμâπ∑—ÈßÀ¡¥„™â

‚ª√·°√¡ NTSYS -pc (Numerical Taxonomy and Mul-

tivariate Analysis System) ‡«Õ√å™—π Ú..ÒÙ

º≈°“√»÷°…“

¿“«–∑’Ë‡À¡“–μàÕ°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥ “√æ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬

ªØ‘°‘√‘¬“æ’´’Õ“√å

Ò. Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“–μàÕ°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ

®“°°“√„™â ISSR ‰æ√å‡¡Õ√å∑’Ë¡’®”π«π ÒÛ - Ò¯ ‡∫ 

®”π«π Òˆ ‰æ√‡¡Õ√å æ∫«à“¡’ ÒÒ ‰æ√å‡¡Õ√å∑’Ë “¡“√∂‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â. ®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑—ÈßÀ¡¥∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ‡∑à“°—∫

ÒÛ ·∂∫ ¡’·∂∫∑’Ë·μ°μà“ß°—π ¯˘ ·∂∫ §‘¥‡ªìπ√âÕ¬≈–

¯ˆ.Ù. ¢π“¥¢Õß·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¡’¢π“¥μ—Èß·μà Ú ∂÷ß Ò,˜ÒÙ

§Ÿà‡∫ . ‰æ√‡¡Õ√å (GC)8CG „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“°∑’Ë ÿ¥§◊Õ ÒÚ

·∂∫ ¡’¢π“¥ ÛÙ¯-Ò,¯˜ §Ÿà‡∫ .  „π¢—ÈπμÕπ°“√∑”

ªØ‘°‘√‘¬“æ’´’Õ“√å¢Õß‰æ√å‡¡Õ√å·μà≈–™π‘¥‰¥â∑¥ Õ∫À“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘

∑’Ë‡À¡“– ¡„π¢—ÈπμÕπ Annealing ‚¥¬‰¥â∑¥≈Õ∫ Annealing

temperature „π™à«ß∑’ËμË”°«à“À√◊Õ/·≈– Ÿß°«à“§à“ Tm ª√–¡“≥

Û-˜ Õß»“‡´≈‡´’¬  æ∫«à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡„π¢—ÈπμÕπ An-

nealing ∑—Èß ÒÒ ‰æ√‡¡Õ√åÕ¬Ÿà„π™à«ß ÙÚ-ˆı Õß»“‡´≈‡´’¬ 

(μ“√“ß∑’Ë Ú). ‰æ√‡¡Õ√å™π‘¥∑’Ë¡’‡∫ §—¥‡≈◊Õ° Ò μ—« ¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘

∑’Ë‡À¡“– ¡„π¢—ÈπμÕπ Annealing Õ¬Ÿà„π™à«ß ÙÚ-ıˆ Õß»“

‡´≈‡´’¬ . ‰æ√‡¡Õ√å™π‘¥ (AG)6T „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëμà“ß°—π¡“°

∑’Ë ÿ¥§◊Õ Ò ·∂∫ ‚¥¬¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡„π¢—ÈπμÕπ An-

nealing ∑’Ë Ùˆ Õß»“‡´≈‡´’¬ .  à«π‰æ√‡¡Õ√å™π‘¥∑’Ë¡’‡∫ 

§—¥‡≈◊Õ° Ú μ—« ¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘„π¢—ÈπμÕπ Annealing  Ÿß°«à“‰æ√

‡¡Õ√å™π‘¥∑’Ë¡’‡∫ §—¥‡≈◊Õ° Ò μ—«¡’Õÿ≥À¿Ÿ¡‘Õ¬Ÿà„π™à«ß ı-ˆı

Õß»“‡´≈‡´’¬ . ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¡“°∑’Ë ÿ¥§◊Õ

(GC)8CG Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë‡À¡“– ¡§◊Õ ˆı Õß»“‡´≈‡´’¬  „Àâ·∂∫

¥’‡ÕÁπ‡Õ®”π«π ÒÚ ·∂∫ ¡’¢π“¥μ—Èß·μà ÛÙ¯ - Ò,¯˜ §Ÿà‡∫ .

®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡©≈’Ë¬∑’Ë‡°‘¥®“°‰æ√‡¡Õ√å™π‘¥‡∫ §—¥‡≈◊Õ° Ò

‡∫  ‡∑à“°—∫ ˜.Ú ·∂∫μàÕ‰æ√å‡¡Õ√å ¢≥–∑’Ë‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’‡∫ 

μ“√“ß∑’Ë Ú §à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Tm, ¢π“¥·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ·≈–®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë·μ°μà“ß°—π¢Õß‰æ√‡¡Õ√å

™◊ËÕ‰æ√‡¡Õ√å≈”¥—∫‡∫  (5' - 3') §à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ Tm (oC) ¢π“¥·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ (bp) ®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë·μ°μà“ß°—π

(CT)6 G Ùˆ - -

(AG)6 T ÙÛ ÒÛ˜ı - ÛÛ˘ Ò

(CT)6 A ÙÛ - -

(GA)8 TC ÙÛ ¯ÛÒ - Û ¯

(AC)8 CG ı˜ ˘ - Ú ˘

(CT)8 AG ıı - -

(GT)8 C ÙÚ Òı - ıÛ˘ ı

(GA)8 G ÙÚ - -

(AC)8 G ÙÚ - -

(AG)8 C ÙÚ ÒÛ˜ı - Û ¯

(GA)8 G ÙÚ ÒıÙ˘ - ı ı

(AC)8 G ÙÚ ÒÙ¯ - Ú ¯

(GA)8 GT ÙÛ ÒÛÒ˜ - ÛˆÚ ˘

(AC)8 GA ÙÛ Ò˜ÒÙ - Ú ÒÒ

(GC)8 CG ˆÛ Ò¯˜ - ÛÙ¯ ÒÚ

(GT)8 CG Ùı ˘Ù˜ - Ú ˜

- À¡“¬∂÷ß‰¡à “¡“√∂‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â„π ¿“«–Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë∑¥ Õ∫

ÛÚ



Journal of Thai Traditional & Alternative Medicine Vol. 8 No. 1 January-April 2010

§—¥‡≈◊Õ° Ú ‡∫ ¡’§à“‡©≈’Ë¬°“√‡°‘¥·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ‡∑à“°—∫ ˘ ·∂∫

μàÕ‰æ√‡¡Õ√å. ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë‰¡à “¡“√∂‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ

‡Õ¡’∑—ÈßÀ¡¥ ı ‰æ√‡¡Õ√å‰¥â·°à (CT)6G, (CT)6A, (CT)8AG,

(GA)8G ·≈– (AC)8G.

Ú. ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å

æ∫ ÒÒ ‰æ√å‡¡Õ√å ∑’Ë “¡“√∂‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ

‡Õ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ∑—Èß ˘  “¬æ—π∏ÿå‰¥â ‚¥¬∑ÿ°‰æ√‡¡Õ√å„Àâ·∂∫

¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëæ∫‡©æ“–„π∫“ß “¬æ—π∏ÿå ‰æ√‡¡Õ√å (AC)8G „Àâ·∂∫

¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëæ∫‡©æ“– “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’Ò „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥

Ò,Ù¯ §Ÿà‡∫ . ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å

¢Õß “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’Û ¡’∑—ÈßÀ¡¥ ˆ ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (GA)8TC,

(GC)8CG, (AG)6T, (AG)8C, (AC)8G, (AG)8GA „Àâ·∂∫¥’

‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ ̄ ÚÚ, Ò,ÛÒ, Ò,ÛÛ¯, ıÒÚ, ÙˆÚ ·≈– Ò,˜ÒÙ

§Ÿà‡∫ μ“¡≈”¥—∫. ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å¢Õß “¬æ—π∏ÿå

‡ÕÁ¡®’Ù ¡’∑—ÈßÀ¡¥ Ù ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (GC)8CG, (AG)6T,

(AG)8GA, (GA)8TC „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ ̄ Ù, ÛÛ˘, ̃ ıÛ

·≈– Û˜ı §Ÿà‡∫ μ“¡≈”¥—∫. ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å¢Õß

 “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’ı ¡’ Ò ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (AG)8GT „Àâ·∂∫¥’

‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ Ò,¯˘ §Ÿà‡∫ . ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å¢Õß

 “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’ˆ ¡’ Ò ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (GT)8CG „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ

‡Õ¢π“¥ Ò,Ò˘Ò §Ÿà‡∫ . ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å¢Õß “¬æ—π∏ÿå

‡ÕÁ¡®’̃  ¡’ Û ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (AC)8GA, (AG)6T ·≈– (AG)8GT

„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢π“¥ ˜¯Ù, Ò,ÚÛˆ ·≈– Ò,ÚÛ¯ §Ÿà‡∫ 

μ“¡≈”¥—∫. ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å¢Õß “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’̄  ¡’

Ú ‰æ√‡¡Õ√å ‰¥â·°à (GA)8TC ·≈– (GC)8CG „Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

¢π“¥ ÙÛ ·≈– Ò,ÛÛ ‰¡àæ∫‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ

21,226  

4,973 

2,027 

1,375 

947

564

564

947

1375

1584

1904

√Ÿª∑’Ë Ò √Ÿª·∫∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ ˘  “¬æ—π∏ÿå∑’Ë‰¥â®“°°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å(GA)8TC M §◊Õ Lambda DNA/EcoRI+Hind III Markers

√Ÿª∑’Ë Ú √Ÿª·∫∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ ˘  “¬æ—π∏ÿå∑’Ë‰¥â®“°°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å(AG)8G M §◊Õ Lambda DNA/EcoRI+Hind III Markers

‡ÕÁ¡®’Ò ‡ÕÁ¡®’Ú ‡ÕÁ¡®’Û ‡ÕÁ¡®’Ù ‡ÕÁ¡®’ı ‡ÕÁ¡®’ˆ ‡ÕÁ¡®’˜ ‡ÕÁ¡®’̄ ‡ÕÁ¡®’̆ ‡ÕÁ¡(bp)

‡ÕÁ¡®’Ò ‡ÕÁ¡®’Ú ‡ÕÁ¡®’Û ‡ÕÁ¡®’Ù ‡ÕÁ¡®’ı ‡ÕÁ¡®’ˆ ‡ÕÁ¡®’˜ ‡ÕÁ¡®’̄ ‡ÕÁ¡®’̆ ‡ÕÁ¡(bp)

ÛÛ
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Xx

21226 

4973

2027

1375

947

564

21226 

4973

2027

1375

947

564

√Ÿª∑’Ë Û √Ÿª·∫∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ ˘  “¬æ—π∏ÿå∑’Ë‰¥â®“°°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å(AC)8TC M §◊Õ Lambda DNA/EcoRI+Hind III Markers

√Ÿª∑’Ë Ù √Ÿª·∫∫·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ ˘  “¬æ—π∏åÿ∑’Ë‰¥â®“°°“√„™â‰æ√‡¡Õ√å (AC)8CG M §◊Õ Lambda DNA/EcoRI+Hind III Markers

μ“√“ß∑’Ë Û §à“¥—™π’§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡

‡ÕÁ¡®’Ò ‡ÕÁ¡®’Ú ‡ÕÁ¡®’Û ‡ÕÁ¡®’Ù ‡ÕÁ¡®’ı ‡ÕÁ¡®’̂ ‡ÕÁ¡®’˜ ‡ÕÁ¡®’̄ ‡ÕÁ¡®’˘

‡ÕÁ¡®’Ò | Ò.

‡ÕÁ¡®’Ú | .ıÚ¯ Ò.

‡ÕÁ¡®’Û | .Ò˘ .˜Ú Ò.

‡ÕÁ¡®’Ù | .ÙÚÒ .Ú˘Ú .ÒÛ¯ Ò.

‡ÕÁ¡®’ı | .Ùı¯ .˜ÒÚ .¯Ú .Ú˜Ò Ò.

‡ÕÁ¡®’ˆ | .ı .ı .˜ˆ .Ûˆ .ıÛˆ Ò.

‡ÕÁ¡®’˜ | .ÙÒ¯ .Ù˜Û .Ò˘ .Úˆˆ .Ùı¯ .ıÚ˘ Ò.

‡ÕÁ¡®’¯ | .Ù¯Ò .Ù¯Ò .ˆÒ .Úı .Ù˘Ò .ˆÛ¯ .ıÒ Ò.

‡ÕÁ¡®’˘ | .ÙÒı .ı˘Ú .Ùˆ .Ú .ˆÚ˜ .ıÛÒ .ıˆÛ .ˆÙÙ Ò.

‡ÕÁ¡®’Ò ‡ÕÁ¡®’Ú ‡ÕÁ¡®’Û ‡ÕÁ¡®’Ù ‡ÕÁ¡®’ı ‡ÕÁ¡®’ˆ ‡ÕÁ¡®’˜ ‡ÕÁ¡®’̄ ‡ÕÁ¡®’̆ ‡ÕÁ¡(bp)

‡ÕÁ¡®’Ò ‡ÕÁ¡®’Ú ‡ÕÁ¡®’Û ‡ÕÁ¡®’Ù ‡ÕÁ¡®’ı ‡ÕÁ¡®’ˆ ‡ÕÁ¡®’˜ ‡ÕÁ¡®’̄ ‡ÕÁ¡®’̆ ‡ÕÁ¡(bp)

ÛÙ



Journal of Thai Traditional & Alternative Medicine Vol. 8 No. 1 January-April 2010

√Ÿª∑’Ë ı ·ºπ¿Ÿ¡‘§«“¡„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡ (Phylogenic tree) ¢Õß

‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ ˘  “¬æ—π∏ÿå

√Ÿª∑’Ë ˆ ¥Õ°‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ “¬æ—π∏ÿåμà“ß Ê

A) ‡ÕÁ¡®’Ò, A) ‡ÕÁ¡®’Ò, B) ‡ÕÁ¡®’

Ú, C) ‡ÕÁ¡®’Û, D) ‡ÕÁ¡®’Ù, E)

‡ÕÁ¡®’ı, F) ‡ÕÁ¡®’̂ , G) ‡ÕÁ¡®’̃ , H)

‡ÕÁ¡®’¯, I) MG˘

C D

A B

E F

G H

I

· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å‡©æ“–¢Õß “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Ú ·≈–‡ÕÁ¡®’˘.

°“√«‘‡§√“–Àå¢âÕ¡Ÿ≈®“°·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“°°“√‡æ‘Ë¡

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ

§à“¥—™π’§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡ (Similarity coeffi-

cient) ´÷Ëß‰¥â§”π«≥‰¥â®“°°“√„Àâ§–·ππ°“√‡°‘¥·∂∫¥’‡ÕÁπ

‡Õ∑’Ë·μ°μà“ß°—π®“° Òˆ ‰æ√‡¡Õ√å¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ∑—Èß ˘  “¬

æ—π∏ÿå ¡’§à“¥—™π’§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡μ—Èß·μà .Ùˆ -

.˜ÒÚ (μ“√“ß∑’Ë Û). ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫§à“¥—™π’§«“¡‡À¡◊Õπ„π

·μà≈–§Ÿà “¬æ—π∏ÿåæ∫«à“ “¬æ—π∏ÿå∑’Ë¡’§«“¡„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ

°√√¡¡“°∑’Ë ÿ¥§◊Õ ‡ÕÁ¡®’Û °—∫‡ÕÁ¡®’ı ¢≥–∑’Ë “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’ Ù

Ûı
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°—∫‡ÕÁ¡®’˘ ¡’§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡πâÕ¬∑’Ë ÿ¥. °“√

«‘‡§√“–Àå§«“¡ —¡æ—π∏å∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¥â«¬«‘∏’ UPGMA

 “¡“√∂®—¥·∫àß°≈ÿà¡ “¬æ—π∏ÿå‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ‰¥â Û °≈ÿà¡: °≈ÿà¡ ‡Õ

‰¥â·°à  “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û. °≈ÿà¡ ∫’ ‰¥â·°à  “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Ù. °≈ÿà¡

´’  “¡“√∂·¬°‡ªìπ Ù °≈ÿà¡¬àÕ¬ ‰¥â·°à °≈ÿà¡¬àÕ¬ Ò´’

ª√–°Õ∫¥â«¬ “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’Ò. °≈ÿà¡¬àÕ¬ Ú´’ ª√–°Õ∫¥â«¬

 “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Ú ·≈–‡ÕÁ¡®’ı. °≈ÿà¡¬àÕ¬ Û´’ ª√–°Õ∫¥â«¬

 “¬æ—π∏ÿå ‡ÕÁ¡®’ˆ, ‡ÕÁ¡®’¯, ‡ÕÁ¡®’˘. °≈ÿà¡¬àÕ¬ Ù´’ ª√–°Õ∫

¥â«¬ “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’˜. ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°≈ÿà¡‡Õ °—∫∫’ À√◊Õ “¬

æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û °—∫ ‡ÕÁ¡®’Ù æ∫«à“¡’§à“§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ

°√√¡ª√–¡“≥√âÕ¬≈– ¯, §à“¥—™π’§«“¡‡À¡◊Õπ∑“ßæ—π∏ÿ

°√√¡√–À«à“ß°≈ÿà¡ ‡Õ °—∫ ´’ ·≈–°≈ÿà¡ ∫’ °—∫ ´’ ‡∑à“°—∫√âÕ¬≈–

ˆ ·≈– ¯ μ“¡≈”¥—∫ (√Ÿª∑’Ë ı).

«‘®“√≥å

°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ®“° à«π¢Õß¥Õ°‡ÀÁ¥¥â«¬«‘∏’

CTAB ®–‰¥âª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡ÕπâÕ¬·≈–§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘ÏμË” (‰¡à‰¥â

· ¥ß¢âÕ¡Ÿ≈) ‡π◊ËÕß®“° à«π¢Õß¥Õ°‡ÀÁ¥À√◊Õ Fruiting body

ª√‘¡“≥æÕ≈‘·´Á°§“‰√¥åÒı ·≈–‰§μ‘π Ÿß. πÕ°®“°π’È¬—ß¡’ à«π

ª√–°Õ∫¢Õß “√‡¡·∑∫Õ‰≈μå∑ÿμ‘¬¿Ÿ¡‘Õ◊Ëπ Ê ∑”„Àâ‰¥â¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë

ªπ‡ªóôÕπ Ÿß. ¥—ßπ—Èπ®÷ß‰¥â∑”°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“° à«π∑’Ë‡ªìπ

‡ âπ„¬´÷Ëß‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡À≈« PDB „™â‡«≈“ª√–¡“≥ Ú  —ª¥“Àå

´÷Ëß‡ªìπ√–¬–‡«≈“∑’Ë‡À¡“– ¡®–‰¥â‡ âπ„¬∑’Ë‰¡à·°à¡“°·≈–‰¥â¥’

‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë¡’§«“¡∫√‘ ÿ∑∏‘Ï·≈–ª√‘¡“≥¡“°. °“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß

‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ‡æ◊ËÕ„Àâ‰¥âª√‘¡“≥·≈–§ÿ≥¿“æ∑’Ë¥’§àÕπ¢â“ß∑”‰¥â¬“°

Õ“®®”‡ªìπμâÕß»÷°…“À“«‘∏’°“√À√◊Õ “√‡§¡’∑’Ë®”‡æ“–. ∑—Èßπ’È‡æ◊ËÕ

√Õß√—∫°“√π”‰ª»÷°…“„π√–¥—∫Àπà«¬æ—π∏ÿ°√√¡μàÕ‰ª.

º≈°“√∑¥≈Õßπ’È· ¥ß«à“‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’‡∫ §—¥‡≈◊Õ° Ú ‡∫ 

„Àâ®”π«π·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë·μ°μà“ß¡“°°«à“‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë¡’‡∫ §—¥

‡≈◊Õ°‡æ’¬ß Ò ‡∫  ´÷Ëß Õ¥§≈âÕß°—∫√“¬ß“π»÷°…“§«“¡„°≈â

™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡¢Õß¢â“« ¢â“«‚æ¥·≈–∂—Ë«.Òˆ-Ò¯

‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë‰¡à “¡“√∂‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ¡’∑—ÈßÀ¡¥

ı ™π‘¥§◊Õ (CT)6G, (CT)6A, (CT)8AG, (GA)8G ·≈– (AC)8G

≈—°…≥–·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡°‘¥¢÷Èπ®–‡ªìπªóôπ‰¡à·¬°‡ªìπ·∂∫‡¥’Ë¬« Ê

∂÷ß·¡â«à“®–„™â Annealing ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘μà“ß Ê °Á¬—ß‰¡à “¡“√∂

‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‰¥â. ∑—Èßπ’ÈÕ“®‡ªìπ‰ª‰¥â«à“∫√‘‡«≥∑’Ë‡ªìπ‡∫ ´È”

CT æ∫‰¥â§àÕπ¢â“ßπâÕ¬„π®’‚π¡¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ.

º≈¢Õß≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â Õ¥§≈âÕß°—∫°“√‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫§«“¡·μ°μà“ß¢Õß “¬æ—π∏ÿå‚¥¬«‘∏’∑“ß —≥∞“π«‘∑¬“¥—ßπ’È

 “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û  à«π¢Õß°â“π·≈–¥Õ°‡ÀÁ¥¡’ ’¡à«ß§≈È” „π

¢≥–∑’Ë “¬æ—π∏ÿåÕ◊Ëπ¡’ ’‡À≈◊ÕßÕàÕπ∂÷ßπÈ”μ“≈‡¢â¡. ‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫

‡∑’¬∫≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õæ∫«à“ “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û ¡’∂÷ß ˆ ‰æ√

‡¡Õ√å∑’Ë· ¥ß‡Õ°≈—°…≥å‡©æ“– “¬æ—π∏ÿåπ’Èπ—∫«à“¡’®”π«π‰æ√

‡¡Õ√å∑’Ë¡“°∑’Ë ÿ¥‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫ “√æ—π∏ÿåÕ◊Ëπ Ê · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“

 “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û ¡’æ—π∏ÿ°√√¡∑’Ëμà“ß‰ª®“° “¬æ—π∏ÿåÕ◊ËπÕ¬à“ß

™—¥‡®π ·≈–‡¡◊ËÕæ‘®“√≥“®“°·ºπ¿Ÿ¡‘§«“¡„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ

°√√¡æ∫«à“ “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Û ¡’æ—π∏ÿ°√√¡∑’Ëμà“ß “¬æ—π∏ÿåÕ◊Ëπ∂÷ß

√âÕ¬≈– ˘.

 “¬æ—π∏ÿå‡ÕÁ¡®’Ù ≈—°…≥–°“√‡°‘¥¢Õß°â“π¥Õ°®–æ—≤π“

¡“®“°°≈ÿà¡¢Õß‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕÕ—¥·πàπ√«¡°—π¡’≈—°…≥–‡ªìπ°âÕπ

°≈¡¢÷Èπ¡“°àÕπ. √–¬–μàÕ¡“°âÕπ°≈¡π’È®–¬÷¥¬“«·∑ß¢÷Èπ¡“

·≈â«®÷ßæ—≤π“‡ªìπ¥Õ°‡ÀÁ¥ „π¢≥–∑’Ë “¬æ—π∏ÿåÕ◊Ëπ‰¡à¡’°≈ÿà¡

‡π◊ÈÕ‡¬◊ËÕ∑’Ë√«¡°—π‡ªìπ°âÕπ. ‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫≈—°…≥–≈“¬æ‘¡æå¥’

‡ÕÁπ‡Õ°Áæ∫«à“¡’∂÷ß ı ‰æ√‡¡Õ√å∑’Ë„Àâ·∂∫¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë· ¥ß

‡Õ°≈—°…≥åæ∫‡©æ“–„π “¬æ—π∏ÿåπ’È Õ¥§≈âÕß°—∫·ºπ¿Ÿ¡‘· ¥ß

§«“¡„°≈â™‘¥∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡æ∫«à“‡ÕÁ¡®’Ù ¡’§à“§«“¡μà“ß∑“ß

æ—π∏ÿ°√√¡°—∫ “¬æ—π∏ÿå∑’ËÕ¬Ÿà„π°≈ÿà¡´’√âÕ¬≈– Ú.

 √ÿª

°“√»÷°…“≈—°…≥–≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬‡∑§π‘§ Inter-

simple Sequence Repeats (ISSR) ¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ∑—Èß ˘

 “¬æ—π∏ÿå  “¡“√∂π”≈—°…≥–°“√‡°‘¥·∂∫¢Õß≈“¬æ‘¡æå¥’‡ÕÁπ

‡Õ∑’Ë‰¥â¡“„™â®”·π°À√◊Õ√–∫ÿ‡Õ°≈—°…≥å∑’Ë‡ªìπ≈—°…≥–‡©æ“–

¢Õß “¬æ—π∏ÿå‰¥â ´÷Ëß‡∑§π‘§π’È®–™à«¬„Àâ°“√√–∫ÿ “¬æ—π∏ÿå¡’

§«“¡∂Ÿ°μâÕß¡“°¬‘Ëß¢÷Èπ ‚¥¬‡©æ“–„™â·¬° “¬æ—π∏ÿå∑’Ë¡’

≈—°…≥–∑“ß —≥∞“π«‘∑¬“∑’Ë„°≈â‡§’¬ßÀ√◊Õ§≈â“¬§≈÷ß°—π.

πÕ°®“°π—Èπ¬—ß∑”„Àâ∑√“∫ª√–«—μ‘æ◊Èπ∞“π·≈–§«“¡„°≈â™‘¥∑“ß

æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‡ÀÁ¥À≈‘π®◊Õ∑’Ë¡“®“°·À≈àßμà“ß Ê °—π‰¥âÕ’°¥â«¬.

°‘μμ‘°√√¡ª√–°“»

ß“π«‘®—¬π’È‰¥â√—∫∑ÿπ π—∫ πÿπ®“° ∂“∫—π°“√·æ∑¬å‰∑¬-

®’π‡Õ‡™’¬μ–«—πÕÕ°‡©’¬ß„μâ °√¡æ—≤π“°“√·æ∑¬å·ºπ‰∑¬·≈–

°“√·æ∑¬å∑“ß‡≈◊Õ° °√–∑√«ß “∏“√≥ ÿ¢. §ÿ≥∫ÿ≠„® ≈‘Ë¡»‘≈“

·≈–∑’¡ß“π∑’Ë‰¥â™à«¬‡À≈◊Õª√– “πß“πμà“ß Ê ‡ªìπÕ¬à“ß¥’.

Ûˆ
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Abstract

Application of Inter-simple Sequence Repeats (ISSR) Technique in DNA Fingerprinting and
Genetic Relationship among Linzhi Mushrooms
Rueankeaw Praphruet*, Danuwat Peangon*
*Biotechnology Center and Institute of Product Quality and Standardization, Mae Jo University, Chiang Mai Province

Ganoderma lucidum is regarded as the herb of longevity.   Fungi of this species have been used in folk
medicine for hundreds of years, and strains are commercially cultivated for preparation of health tablets.  The
use of traditional taxonomic methods has been inconclusive in establishing a stable classification of the group,
and these methods are useless for characterization of individual strains.  In this work, ISSR technique was
employed to determine the phylogenetic relationships among 9 G.lucidum, MG1- MG 9 strains using 16 prim-
ers.  Of the 16 primers tested, 11 gave amplified fragments.  A total of 103 DNA fragments were amplified, of
which 89 fragments were polymorphic (86.40%).  These 11 primers gave 21 specific amplified fragments in 7
out of 9 strains tested, which can be use as specific markers for strain identification.  Interestingly, strain
MG3, which had a more distinctive morphology than the rest, had more specific amplified fragments than the
others strains.  The results of the phylogenic tree indicated that the strains MG3 and MG4 were genetically
distant from the other strains.  The results suggest that the ISSR technique is a useful method for polymorphic
identification of G.lucidum strains, since it revealed a high degree of polymorphism.

Key words: G. lucidum, Inter-simple Sequence Repeats (ISSR) technique, DNA fingerprinting, genetic rela-
tionship, Ganodermataceae
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