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บทคัดยอ่: การศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกะเพรา (Ocimum tenuiflorum L.) โดยใชเ้ครือ่งหมายโมเลกุลไม
โครแซทเทลไลทจ์ านวน 11 เครื่องหมายในการตรวจสอบ จากตวัอย่างเชือ้พนัธุกรรมกะเพราจ านวน 96 accessions ที่เก็บ
รวบรวมมาจากแปลงปลกูของเกษตรกรทกุภมูิภาคในประเทศไทยโดยศนูยว์ิจยัและพฒันาพืชผกัเขตรอ้น ภาควิชาพืชสวน 
คณะเกษตร ก าแพงแสน ผลจากการศึกษาในครัง้นีไ้ดแ้ก่ ค่าคาดคะเนเฮเทอโรไซโกซิตี (He) ค่าสงัเกตเฮเทอโรไซโกซิตี (Ho) 
ค่า polymorphic information content (PIC) และจัดกลุ่มหาความสัมพันธ์ในตัวอย่าง จากค่าความต่างทางพันธุกรรม 
พบว่าเชือ้พนัธุกรรมกะเพราในประเทศไทยมีความหลากหลายต ่า โดยขอ้มลูพืน้ฐานทางพนัธุกรรมเหลา่นีจ้ะเป็นประโยชน์
ในการบริหารจดัการเชือ้พนัธุกรรมกะเพราเพื่อลดความซ า้ซอ้น การจดัท าเชือ้พนัธุกรรมหลกัรว่มกบัลกัษณะทางสณัฐาน
วิทยา และใชร้ว่มกบัเครือ่งหมายโมเลกลุชนิดอื่น ๆ ในการศกึษาความสมัพนัธก์บัลกัษณะส าคญัเช่น ลกัษณะกลิน่หอม เพื่อ
หาต าแหนง่ยีนที่สมัพนัธก์บัลกัษณะนัน้ ๆ และสามารถน าไปใชใ้นปรบัปรุงพนัธุข์องกะเพราไทยตอ่ไปในอนาคต 
ค าส าคัญ: เชือ้พนัธกุรรม เทคนคิพีซีอาร ์จีโนไทป์ คา่ความตา่งทางพนัธุกรรม การวิเคราะหจ์ดักลุม่ 

Abstract: Genetic diversity study of 96 holy basil (Ocimum tenuiflorum L.) accessions collected from different 
places in Thailand after Tropical Vegetable Research Center (TVRC), Kasetsart University was conducted using 
11 microsatellite markers from different linkage groups. The results were analysed for the expected 
heterozygosity (He), observed heterozygosity (Ho), polymorphic information content (PIC) and cluster analysis 
demonstrating the level of diversity of the collection was low. This background genetic information will be useful 
for holy basil germplasm management including to reduce redundancy and to use in combination with 
morphological traits to establish the core collection. These SSR markers in conjunction with the other molecular 
markers can be used to study the genome wide association to identify the candidate markers/genes for the 
future use in holy basil improvement. 
Keywords: Germplasm, PCR, genotype, genetic dissimilarity, cluster analysis 
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ค าน า 
กะเพรา (Ocimum tenuiflorum L.) เป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศไทย ใชใ้นการประกอบอาหาร เป็น

สมุนไพรรกัษาโรค และใช้ประโยชนจ์ากน า้มนัหอมระเหยที่สกัดไดจ้ากส่วนต่างๆ จากการศึกษาดา้นวิวฒันาการเชิง
ภมูิศาสตรป์ระกอบกบัขอ้มลูในระดบัโมเลกลุ พบว่ากะเพรามีถ่ินก าเนิดในภาคกลางตอนบนของประเทศอินเดีย (Bast et 
al., 2014) แลว้มีการแพร่กระจายไปในทวีปเอเชียโดยเฉพาะในเขตรอ้นชืน้ ทวีปออสเตรเลีย (Hanelt et al., 2001) มี
จ านวนโครโมโซม 2n = 32 (Archna et al., 2013) มีขนาดจีโนมโดยประมาณ 612 Mb (Rastogi et al., 2015) ดอกของ
กะเพราเป็นดอกสมบรูณเ์พศ สามารถเกิดการผสมตวัเอง (self-pollination) และเกิดการผสมขา้ม (cross-pollination) ได้
โดยอาศยัแมลง 

ปัจจุบนัผูบ้ริโภคกะเพราในประเทศไทยมีความตอ้งการกะเพราที่หลากหลายมากขึน้ เช่น มีใบขนาดใหญ่ และมี
กลิ่นหอมในปริมาณที่สงู ซึ่งในปัจจุบนัยงัไม่มีกะเพราสายพนัธุใ์ดที่มีลกัษณะดงักลา่ว ไม่ว่าจะเป็นพนัธุท์อ้งถ่ินหรือพนัธุ์
การคา้ การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของกะเพราที่มีอยู่ในประเทศไทย จะท าใหน้กัปรบัปรุงพนัธุ์มีขอ้มูล
พืน้ฐานที่เป็นประโยชนต์่อการปรบัปรุงพนัธุข์องกะเพรา การวิจยัในครัง้นี ้เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ
กะเพราจากตวัอยา่งเชือ้พนัธุกรรมกะเพราจ านวน 96 accessions ทีร่วบรวมมาจากแปลงปลกูของเกษตรกรทกุภมูิภาคใน
ประเทศไทยโดยศนูยว์ิจยัและพฒันาพืชผกัเขตรอ้น ภาควิชาพืชสวน คณะเกษตร ก าแพงแสน โดยใชเ้ครื่องหมายไมโค
รแซทเทลไลท ์(SSR marker) ที่เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ตรวจพบความแตกต่างของดีเอ็นเอไดส้งู และสามารถใชแ้ยก
ความแตกตา่งระหวา่งโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได ้(co-dominant marker) ขอ้มลูพืน้ฐานทางพนัธุกรรมของกะเพรา
ที่ไดจ้ากการศึกษาครัง้นีจ้ะเป็นประโยชนต์่อการน าไปใช้ในปรบัปรุงพันธุ์ของกะเพราในประเทศไทย การจัด การเชือ้
พนัธุกรรมหลกั (core collection) รว่มกบัลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และใช้งานรว่มกบัเครื่องหมายโมเลกุลชนิดอื่นๆใน
การศกึษาความสมัพนัธก์บัลกัษณะที่สนใจ เพื่อหาต าแหนง่ยีนที่สมัพนัธก์บัลกัษณะนัน้ๆ 

อุปกรณแ์ละวิธีการ 
เชือ้พันธุกรรมกะเพราและการสกัดดีเอ็นเอ 

เชือ้พนัธุกรรมกะเพราจ านวน 96 accessions จากศูนยว์ิจัยและพฒันาพืชผกัเขตรอ้น ภาควิชาพืชสวน คณะ
เกษตร ก าแพงแสน ที่เก็บรวบรวมมาจากแหลง่เพาะปลกูกะเพราของเกษตรกรจาก 39 จงัหวดัในทกุภมูิภาคของประเทศ
ไทย เพาะตน้กลา้ในโรงเรือนแลว้น าใบอ่อนจากตน้กลา้จ านวน 10 ใบ โดยแต่ละใบเก็บจากแต่ละตน้ใน accession 
เดียวกนัมารวมกนัในหลอดทดลองและน าไปสกดัดีเอ็นโดยวิธีของ (Fulton et al., 1995) 
การตรวจสอบลายพิมพด์ีเอ็นเอโดยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์

ตรวจสอบความเขม้ขน้ของดเีอ็นเอโดยเครือ่งสเปกโทรโฟโตมิเตอร ์ปรบัดีเอ็นเอใหม้ีความเขม้ขน้เทา่กบั 20 ng/ul 
แลว้น าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ในต าแหน่งของไมโครแซทเทลไลทท์ัง้ 11 
ต าแหน่ง เครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทท์ี่ใชใ้นตรวจสอบครัง้นีถ้กูออกแบบขึน้มาใหม่ โดยอาศยัขอ้มลูล าดบัเบสดีเอ็นเอ
ของจีโนมกะเพราจากผลงานวิจยัของ (Rastogi et al., 2015) (ตารางที่ 1)  
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Table 1 Names and sequences of microsatellite primer and repeat motif ranging from 2 to 6 
No. SSR name Forward primer sequence Reverse primer sequence SSR motif 
1 OT01 5’-TGCATCCAATGGTCAAATGT-3’ 5’-TGAAATGAATGTGCATGAGG-3’ (AG)15 
2 OT02 5’-GAAGTGATTGGCATTGTTGC-3’ 5’-CTTGCCCCTCCTTTCACTCT-3’ (GAAAG)6 
3 OT03 5’-CATATATTCATGCAAAACCTTTGA-3’ 5’-GTTCGCGACTTTATCGCTGT-3’ (AATAT)5 
4 OT04 5’-TGAGCAACGATTTGCTTACG-3’ 5’-GCGTGCTAAGCGATTTTTGT-3’ (ATATA)5 
5 OT05 5’-GAAATTCACTCCCCCAACCT-3’ 5’-TCCTCAAACCAAGAATCCTCA-3’ (AGAA)7 
6 OT06 5’-GCTACTCATCCCTCCCACAT-3’ 5’-CCACTTGGCCCACTTCTTAG-3’ (TAATAC)5 
7 OT07 5’-TCGCTAACGCATTTACACCA-3’ 5’-TCGTATGCTCATACTGGAAAGC-3’ (TTCTTT)6 
8 OT08 5’-ATTGAGCGTGGACTTTTAGCA-3’ 5’-ACAAGGGCGGGTTAATAATG-3’ (TTCTC)5 
9 OT09 5’-AAAGGGTGCAATTCAACGAC-3’ 5’-GTGGGCTACACTGTGTGCATT-3’ (AGAA)5 
10 OT10 5’-TACCTTCTTCGGCTTCTCCA-3’ 5’-GGGGACGAAGAAAGTGATGA-3’ (CTCTTC)6 
11 OT11 5’-CATTCCAATTGATTGCCAAA-3’ 5’-CGATTGCAAGAGGAAACTCC-3’ (AATT)5 

ตรวจสอบผลที่ไดจ้ากแต่ละเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทโ์ดยวิธี DNA Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
ใน 4.5% polyacrylamide gel จากนัน้ยอ้มแถบดีเอ็นเอโดยวิธี silver nitrate staining ผลที่ไดจ้ะแสดงใหเ้ห็นแถบดีเอ็นเอ
ขนาดตา่ง ๆ (ภาพที่ 1) ตามรูปแบบของอลัลลีที่มีในแตล่ะตวัอยา่งทดลอง 

 
Figure 1 DNA profiles of holy basil accessions amplified using OT01 marker, M: ΦX174 DNA/HinfI 

Dephosphorylated Markers, the right arrow represent 200 bp DNA marker 

การวิเคราะหข์้อมูลความหลากหลาย 
บนัทึกผลแถบดีเอ็นเอขนาดต่างๆในรูปแบบขอ้มลูอลัลีล (allelic data) น าขอ้มูลมาวิเคราะหค์่า Polymorphic 

Information Content (PIC) คา่สงัเกตเฮเทอโรไซโกซติี (Ho: observed heterozygosity) คา่คาดคะเนเฮเทอโรไซโกซิตี (He: 
expected heterozygosity or gene diversity) และวิเคราะหก์ารจัดกลุ่ม (cluster analysis) โดยหาความสมัพันธ์ทาง
พันธุกรรม (genetic similarity) จากวิ ธีของ  Nei’s genetic distance (Nei et al.,1983) เลือกวิ ธีการจัดกลุ่มแบบ 
Unweighted Pair-Group Method using Arithmetic average (UPGMA) โดยใช้โปรแกรม PowerMarker V3.25 และ
แสดงแผนภมูิพนัธุกรรม (Phylogenetic tree) จากโปรแกรม DARwin6 

ผลการทดลอง 
1) ความหลากหลายทางพันธุกรรมของกะเพราโดยเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์

ผลการศึกษาลายพิมพด์ีเอ็นเอโดย SSR markers จ านวน 11 ต าแหน่งในเชือ้พันธุกรรมกะเพราจ านวน 96 
accessions พบว่าให้แถบดี เอ็นเอที่ แตกต่าง ( polymorphic) จ านวน 10 ต าแหน่ง  และไม่พบความแตกต่าง 
(monomorphic) จ านวน 1 ต าแหน่งที่เครื่องหมาย OT11 ตรวจพบอลัลีลทัง้หมด 26 อลัลีล เฉลี่ย 2.36 อลัลีลต่อต าแหนง่ 
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โดยเครื่องหมายที่พบอัลลีลสูงสุดคือ OT01 และไม่พบโฮโมไซกัส null allele ในทุกต าแหน่งที่ตรวจสอบ จากตวัอย่าง
ทดลอง พบค่า major allele frequency อยู่ในช่วง 0.66-1.00 ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.75 ต่อต าแหนง่ ค่า He มีค่าอยู่ในช่วง 0.00-
0.47 มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.36 ต่อต าแหน่งและค่า Ho มีค่าอยู่ในช่วง 0.00-0.20 มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.10 ต่อต าแหน่ง ค่า PIC อยู่
ในช่วง 0.00-0.41 มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.30 ต่อต าแหน่ง และในเครื่องหมาย OT10 และ OT11 มีค่า PIC ต ่ากว่า 0.1 จึงไม่น า
ขอ้มลูที่ไดไ้ปรว่มวิเคราะหก์บัเครือ่งหมายอื่นในการจดักลุม่ (ตารางที่ 2) 

Table 2 Summary statistics 
Marker Allele No. Major allele frequency He Ho PIC 
OT01 4 0.75 0.40 0.10 0.36 
OT02 2 0.69 0.43 0.11 0.34 
OT03 2 0.66 0.45 0.11 0.35 
OT04 2 0.66 0.45 0.10 0.35 
OT05 3 0.72 0.42 0.09 0.35 
OT06 3 0.69 0.44 0.07 0.37 
OT07 2 0.69 0.43 0.10 0.34 
OT08 2 0.72 0.40 0.11 0.32 
OT09 3 0.68 0.47 0.20 0.41 
OT10 2 0.95 0.09 0.05 0.09 
OT11 1 1.00 0.00 0.00 0.00 
Mean 2.36 0.75 0.36 0.10 0.30 

He : Expected heterozygosity, Ho : Observed heterozygosity, PIC : Polymorphic Information Content 

2) การจัดกลุ่มกะเพรา 
จากการวิเคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธุกรรม สามารถแบ่งกะเพราออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ที่คา่ดชันีความตา่งทาง

พนัธุกรรมเท่ากับ 0.40 โดยในกลุ่มที่ 1 มีสมาชิกทัง้หมด 69 ตวัอย่าง และในกลุ่มที่ 2 มีสมาชิกทัง้หมด 27 ตวัอย่าง มี
ตวัอย่างวิจยัที่ไม่พบความแตกต่างทางพนัธุกรรม คือ 52 ตวัอย่างในกลุ่ม 1a, 2 ตวัอย่างในกลุ่ม 1b, 9 ตวัอย่างในกลุม่ 
2a, 2 ตวัอยา่งในกลุม่ 2b และ 2 ตวัอยา่งในกลุม่ 2c 
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Figure 2 Dendrogram of 96 holy basil accessions resulting from the UPGMA cluster analysis based on Nei 

(1983) distance obtained from the Microsatellite marker 

วิจารณ ์
จ านวนอลัลีลต่อต าแหน่งมีค่าต ่า และค่า major allele frequency ที่สงูนัน้ เนื่องจากประชากรที่น  ามาศึกษาใน

ครัง้นี ้โดยสว่นมากมีจีโนไทป์ที่เป็นโฮโมไซกสัอลัลีลเหมือนกนั ในหลายต าแหนง่ที่ตรวจสอบ ซึ่งการที่พบจีโนไทป์ที่เป็นโฮ
โมไซกสัอลัลลีจ านวนมาก นา่จะเกิดจากธรรมชาติของกะเพราที่เป็นพืชที่มเีกิดการผสมตวัเองได ้สว่นการพบรูปแบบอลัลลี
เหมือนกนั นา่จะมีสาเหตมุาจากความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม 

คา่เฉลีย่ของ Ho มีคา่ต ่ากวา่คา่ He มาก (homozygote excess) การท่ีปรากฏลกัษณะเช่นนี ้มีสาเหตมุาจาก เกิด
การ selection และหรอื inbreeding ในประชากร ซึง่สอดคลอ้งกบัลกัษณะของประชากรท่ีใชใ้นการศกึษาครัง้นี ้เนื่องจาก
กะเพราที่น  ามาศึกษาครัง้นี ้สว่นมากเป็นพนัธุท์อ้งถ่ินหรือพนัธุก์ารคา้ที่มีการคดัเลือกสายพนัธุท์ี่มีลกัษณะที่ตอ้งการเก็บ
เอาไว ้แลว้มีการปลกู การขยายพนัธุ ์อยูเ่พียงสายพนัธุเ์ดียวเรือ่ยมา  

ค่า PIC เฉลี่ยอยู่ในระดบัต ่า แสดงถึงเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลทท์ี่ใชใ้นตรวจสอบไม่ครอบคลมุในต าแหนง่
ไมโครแซทเทลไลทท์ี่มีความผนัแปรสงู หรอืเกิดจากตวัอยา่งวิจยัในครัง้นีม้ีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมสงู เนื่องมาจากเป็น
สิง่มีชีวิตที่เป็นสปีชีสเ์ดียวกนัทัง้หมด 

ขอ้มูลจากวิเคราะหก์ารจัดกลุ่ม ท าใหท้ราบว่ากะเพราไทยแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ในระดบัความต่างทาง
พนัธุกรรมปานกลาง แต่ภายในกลุ่มแต่ละกลุ่มเองนัน้ มีความแตกต่างทางพนัธุกรรมในระดบัที่ต  ่า กลุ่มเชือ้พนัธุกรรม
กะเพราที่ไมพ่บความแตกต่างทางพนัธุกรรมนัน้ พบว่าไมไ่ดม้ีแหลง่ที่มาจากภมูิภาคเดียวกนัทัง้หมด อาจเป็นไปไดว้า่เป็น
พนัธุก์ารคา้จากบริษัทเดียวกนั ท าใหม้ีพนัธุกรรมที่เหมือนหรือใกลเ้คียงกนัมาก แมจ้ะพบลกัษณะสณัฐานบางลกัษณะที่
แตกตา่งกนั 
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สรุป 
ผลจากการศึกษาในครั้งนี  ้บ่งชี ้ว่ากะเพราที่เกษตรกรไทยใช้ในการเพาะปลูกเพื่อเป็นการค้านั้นมีความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมต ่า ควรมีการเก็บรวบรวมเชือ้พนัธุกรรมกะเพราเพิ่ม จากพนัธุก์ารคา้ พนัธุท์อ้งถ่ิน และพนัธุท์ี่พบ
อยู่ในธรรมชาติ ทัง้ในประเทศไทยและจากต่างประเทศ เพื่อเป็นประโยชนใ์นการปรบัปรุงพนัธุ์ของกะเพราไทย และได้
ขอ้มลูที่น ามาใชใ้นการบรหิารจดัการเชือ้พนัธุกรรมกะเพราใหเ้กิดประโยชน ์

น าขอ้มูลที่ไดจ้ากการศึกษาครัง้นี ้ไปวิเคราะหร์่วมกับขอ้มูลทางสณัฐานวิทยา เพื่อศึกษาความสมัพันธ์กับ
ลกัษณะส าคญัที่สนใจ แลว้คน้หาต าแหน่งยีนที่สมัพนัธก์บัลกัษณะนัน้ ๆ เพื่อน าไปช่วยคดัเลือกในกระบวนการปรบัปรุง
พนัธุก์ะเพราตอ่ไป 
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