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บทคัดย่อ 

 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารีไดร้วบรวมกวาวเครือขาว โดยเก็บเมล็ดของตน้ที�รวบรวมมา
จากจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และไดท้าํการจาํแนกสายพนัธ์ุ โดยวางแผนการทดลองแบบ RCBD 3 ซํ. า 
สุ่มซํ. าละ 12 ตน้ จาํนวน 36 สายตน้ใชล้กัษณะทางพฤกษศาสตร์และความแตกต่างในระดบัดีเอ็นเอดว้ย
เทคนิค ISSR-Touchdown PCR เพื�อการจาํแนกสายพนัธ์ุ ผลการวิเคราะห์ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์
จาํนวน 7 ลกัษณะ วิเคราะห์ค่าความสัมพนัธ์ระหวา่งกลุ่มโดยใช ้principle component analysis (PCA) 
พบวา่ กวาวเครือขาวมีการแบ่งเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มที� 1 ไดแ้ก่ สายตน้ที� 34 มีลกัษณะเด่นคือ ใบมีขนาดใบ
เล็ก กลุ่มที� 2 ประกอบดว้ย 23 สายตน้ มีลกัษณะเด่นคือ ใบรูปรี ฐานใบแหลม และปลายใบเรียวแหลม 
และกลุ่มที� 3 ประกอบดว้ย 12 สายตน้ ลกัษณะเด่นคือ ใบรูปไข่ ฐานใบมน และปลายใบเป็นติ�งแหลม 
จากการจาํแนกดว้ย ISSR-Touchdown PCR ใชไ้พรเมอร์ ISSR จาํนวน 41 ไพรเมอร์ พบวา่ตรวจจบัแถบ
ดีเอ็นเอไดท้ั.งหมด  355ตาํแหน่ง คิดเป็น 8.66 ตาํแหน่งต่อไพร์เมอร์ มีขนาดของแถบประมาณ 280 bp 
ถึง 1,550 bp ในจาํนวนนี. มีแถบดีเอ็นเอที�ให้ความแตกต่าง (polymorphic) จาํนวน 293 ตาํแหน่ง คิดเป็น 

82.54% ของทั.งหมด และเป็นตาํแหน่งที�ไม่แตกต่างกนั (monomorphic) จาํนวน 62 ตาํแหน่ง คิดเป็น 
17.46% มีค่า polymorphism information content (PIC) ระหวา่ง 0.0315-0.9779 หรือ เฉลี�ยเท่ากบั 0.4779  
และมีค่า No. of effective alleles per locus (Ne) ระหวา่ง 1.1250-1.8541 หรือ เฉลี�ยเท่ากบั 1.5544  อลัลีล
ต่อโลกสั ผลการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรม (genetic similarity : GS) ของตวัอย่าง
ทั.งหมดพบว่า มีค่าระหวา่ง 0.50-0.86 โดยมีค่าเฉลี�ยเป็น 0.77 ที�ระดบั GS เท่ากบั 0.56 แยกได ้2 กลุ่ม
ใหญ่  กลุ่มที� 1 ประกอบดว้ยสายตน้ที� 34 และสายตน้ที� 7 และกลุ่มที� 2 ประกอบดว้ยตน้ที�เหลือ อีก 34 
สายตน้ ซึ� งกลุ่มที� 2 แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อยที� GS เท่ากบั 0.69 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทาง
พนัธุกรรมพบว่า ความแปรปรวนที�พบน่าจะเกิดจากภายในกลุ่ม ทุกตน้มีพนัธุกรรมที�ไม่เหมือนกนั 
และคาดว่าอาจเกิดจาก 5 แหล่งพนัธุกรรมจากเมล็ดภายในจงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ จากการทดลองนี.
พบว่าการใช้เทคนิค ISSR-Touchdown PCR มีประสิทธิภาพในการจาํแนกสายพนัธ์ุกวาวเครือขาวได ้
และใหผ้ลสอดคลอ้งกบัความแตกต่างของลกัษณะภายนอก 
 พิวรารินและจีนิสทีอินเป็นสารไอโซฟลาโวนอยด์ที�พบมากในหวักวาวเครือขาว ทาํให้สาร
สกดัจากพืชดงักล่าวมีฤทธิn คลา้ยฮอร์โมนเอสโตรเจนและมีฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระ มีผลในการขยาย
หลอดเลือด และอาจลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูที�เป็นเบาหวานได ้ได้ทาํการวิจยั 3 ชุดการ
ทดลองที�มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี ในเดือนมกราคม 2549 ถึง เดือนมีนาคม 2552 เพื�อเพิ�ม
ปริมาณพิวรารินและจีนิสทีอิน โดยใช้สารชักนาํที�เหมาะสม และเพื�อศึกษาผลของสารสกดัจาก
กวาวเครือขาวต่อการลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูแรทที�เป็นเบาหวาน ชุดการทดลองที� 1 ใชส้าร
ไคโตซาน กรดซาลิไซลิก และคอปเปอร์คลอไรด์ อยา่งละ 5 ความเขม้ขน้ เพื�อชกันาํฤทธิn ตา้นอนุมูล
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อิสระในหวักวาวเครือขาว ที�ปลูกใน growth chamber ใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์จาํนวน 4 
ซํ. า เริ�มชกันาํเมื�อกวาวเครือขาวอายุ 4 เดือน (ทั.งนี. เพราะกวาวเครือขาวเริ�มสะสมสารสําคญัที�อายุ 4 
เดือน) จาํนวน 4 ครั. ง แต่ละครั. งห่างกนั 7 วนั เก็บขอ้มูลหลงัสิ.นสุดการชกันาํที� 1 วนั 7 วนั 15 วนัและ 
30 วนั พบวา่ที�เวลา 7 วนัหลงัการชกันาํดว้ยกรดซาลิไซลิกที�ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้
สารสาํคญัในหวักวาวเครือขาวมีเปอร์เซ็นตก์ารยบัย ั.งอนุมูลอิสระสูงที�สุดเท่ากบั 49.9 เปอร์เซ็นตแ์ละ
มี FRAP values เท่ากบั 6.05 ไมโครโมลของ Fe2+/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แตกต่างจากทุกความเขม้ขน้
อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติและที� 15 วนัหลงัการชกันาํดว้ยไคโตซานที�ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/
ลิตรและคอปเปอร์คลอไรดที์�ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้สารสําคญัในหวักวาวเครือขาวมี
เปอร์เซ็นต์การยบัย ั.งอนุมูลอิสระสูงที�สุดเท่ากบั 54.7 และ 49.9 เปอร์เซ็นต์และมี FRAP values 
เท่ากบั 5.72 และ 6.05 ไมโครโมลของ Fe2+/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แตกต่างจากทุกความเขม้ขน้อยา่งมี
นยัสําคญัทางสถิติ ชุดการทดลองที� 2 ใชไ้คโตซานที�ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร กรดซาลิไซ
ลิกที�ความเขม้ขน้ 100 มิลลิกรัม/ลิตรและคอปเปอร์คลอไรด์ที�ความเขม้ขน้ 200มิลลิกรัม/ลิตร เป็น
สารชกันาํเพื�อชกันาํปริมาณของพิวราริน จีนิสทีอินและฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระในหวักวาวเครือขาวที�
ปลูกใน growth chamber และปลูกในโรงเรือนวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์และที�ปลูกใน
แปลงทดลองวางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก พบว่าการใช้ไคโตซานที�ความ
เขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ที�ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้
ปริมาณของพิวรารินและจีนิสทีอินในหวัของกวาวเครือขาวที�ปลูกใน growth chamber และที�ปลูกใน
โรงเรือนมีปริมาณสูงที�สุดและแตกต่างจากทรีตเมนตอื์�น ๆ อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติโดยมีพิวราริน
เท่ากับ 423 และ 386 ไมโครกรัม/กรัมนํ. าหนักแห้ง และมีจีนิสทีอินเท่ากับ 22.6 และ 22.4 
ไมโครกรัม/กรัมนํ. าหนกัแห้ง แต่ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของพิวรารินและจีนิสทีอินเมื�อชกันาํ
ในตน้ที�ปลูกในแปลงทดลอง ขณะที�การใช้ไคโตซานที�ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบั
กรดซาลิไซลิกที�ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัม/ลิตร และคอปเปอร์คลอไรด์ที�ความเข้มข้น 200 
มิลลิกรัม/ลิตร ทาํให้กวาวเครือขาวที�ปลูกใน growth chamber ปลูกในโรงเรือน และปลูกในแปลง
ทดลองมีฤทธิn ตา้นอนุมูลอิสระสูงที�สุด โดยมีค่า IC50 เท่ากบั 2,482 1,050 และ 1,026 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ตามลาํดบั และมี FRAP value เท่ากบั 4.55 4.73 และ 6.69 ไมโครโมล ของ Fe2+/กรัม
นํ.าหนกัแหง้ ตามลาํดบั ชุดการทดลองที� 3 นาํหวักวาวเครือขาวที�ปลูกใน growth chamber และชกันาํ
ดว้ยไคโตซานที�ความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ที�ความเขม้ขน้ 200 
มิลลิกรัม/ลิตร จากการทดลองที�สอง ที�มีพิวรารินสูงที�สุดมาสกดัดว้ย  เอทานอล 80 เปอร์เซ็นต ์แลว้
ใชป้้อนหนูแรทพนัธ์ุวิสตาร์อายุ 10 สัปดาห์ ทั.งในหนูปกติและหนูเป็นเบาหวานเพื�อเปรียบเทียบผล
การลดระดับนํ. าตาลในเลือดกบักลุ่มควบคุม พบว่าสารสกดัในกวาวเครือขาวไม่มีฤทธิn ลดระดับ
นํ.าตาลในเลือดของหนูแรทในภาวะที�มีระดบันํ.าตาลสูงเฉียบพลนัทั.งในหนูปกติและหนูเบาหวาน แต่
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มีฤทธิn ลดระดบันํ. าตาลในเลือดของหนูเบาหวานที�ไดรั้บสารสกดัอยา่งต่อเนื�อง เป็นเวลา 30 วนั โดย
ในวนัที� 14 ของการป้อนสารสกดัสามารถลดระดบันํ. าตาลในเลือดได ้28.95 เปอร์เซ็นต ์และในวนัที�  
21 ลดได ้26.37 เปอร์เซ็นต ์แตกต่างกบักลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ และยงัพบวา่สารสกดั
กวาวเครือขาวไม่มีผลก่อให้เกิดพยาธิสภาพต่อเนื.อเยื�อตบัอ่อนและเนื.อเยื�อตบัของหนูเบาหวาน จาก
การทดลองทาํให้ไดส้ารชกันาํที�เหมาะสมต่อการเพิ�มปริมาณของ พิวรารินและจีนิสทีอินคือการใช้
ไคโตซานความเขม้ขน้ 1,000 มิลลิกรัม/ลิตร ร่วมกบัคอปเปอร์คลอไรด์ความเขม้ขน้ 200 มิลลิกรัม/
ลิตร และไดข้อ้มูลเบื.องตน้วา่สารสกดัจากกวาวเครือขาวขนาด 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัมนํ. าหนกัตวั มี
ฤทธิn ลดระดบันํ.าตาลในเลือดของหนูแรทที�เป็นเบาหวานไดต้ั.งแต่วนัที� 14 ของการป้อนอยา่งต่อเนื�อง  
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Abstract 

 
Seeds of White Kwao Krua (WKK) [Pueraria candollei Grah. var. mirifica (Airy 

Shaw et Suvatabandhu) Niyomdham] were collected from Prachuab Khiri Khan were planted and 
propagated in the farm of Suranaree University of Technology, however, their genetic 
backgrounds were ambiguous.  Thirty six clones of WKK in the same age were sampled for 
classification using 7 botanical characteristics and DNA fingerprint by ISSR-Touchdown PCR 
technique.  The relationship of the 7 botanical characteristics using principle component analysis 
(PCA) showed the WKK clones fell into 3 groups.  The first group was clone number 34 which 
was distinguished from the other groups by its small leaf size.  The second group consisted of 23 
clone with elliptic leaf shape, acute leaf base, and acuminate leaf base, and cuspidate leaf apex.  
The ISSR-Touchdown PCR technique with 41 primers detected 355 loci of DNA with an average 
of 8.66 loci per primer.  The sizes of DNA ranged between 280 bp to 1,550 bp.  Two hundred 
ninety three loci exhibited polymorphism information content (PIC) was between 0.0315-0.9779 
(average 0.4779) and number of effective alleles per locus (Ne) ranged between 1.1250-1.8541 
(average 1.5544).  The genetic similarity (GS) of WKK ranged between 0.50-0.86 (average 0.77).  
At the GS of 0.56 from cluster analysis, the WKK varieties could be divided into 2 major groups.  
The first group comprised of clone number 34, and the second group could be further divided into 
2 subgroups at GS of 0.69.  Population structure revealed that variation of WKK resulted from 
segregation tithing groups.  None of the WKK clones was identical in genetic, and they were 
expected to be driven from 5 genetic sources.  These result showed that applying of the ISSR-
Touchdown PCR technique could be used to classify WKK efficiently and the result  corresponded 
to the classification using botanical characteristics. 

Puerarin and genistein are isoflavonoids in the tuberous roots of WKK. WKK contains 
estrogen-like substances. It contains antioxidants and has vascular relaxation properties.  It was 
decided to determine whether it also has a hypoglycemic effect on diabetic rats. Three sets of 
experiments were conducted at Suranaree University of Technology from January 2006 to March 
2009. These were to study the antioxidant activities and to increase the amount of puerarin and 
genistein in the tuberous roots of WKK through the use of elicitors.  Furthermore, whether the 
crude extract of WKK has a hypoglycemic effect on diabetic rats was also investigated. The first 
set of experiments was set up as a complete randomized design with five concentrations of each 
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elicitor (chitosan, salicylic acid and CuCl2) which were applied 4 times over one month to WKK 
grown in a growth chamber. The experiment had 4 replications.  The data were collected at 1, 7, 15 
and 30 days after the final application of the elicitors. The results showed that all concentrations of 
elicitors used could promote statistically significant differences in the antioxidant activities of 
WKK.  Salicylic acid at 100 mg/L gave the highest antioxidant activities [% inhibition by the 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) method = 58.3%, ferric reducing antioxidant power (FRAP) 
values = 5.89 µmol Fe2+/g dw] at 7 days after application.  Chitosan at 1,000 mg/L and CuCl2 at 
200 mg/L gave the highest antioxidant activities (% inhibition = 54.7 and 49.9% by the DPPH 
method) and had FRAP values = 5.72 and 6.05 µmol Fe2+/g dw at 15 days after application.  In the 
second set of experiments, chitosan at 1,000 mg/L, salicylic acid at 100 mg/L, and CuCl2 at 200 
mg/L were used together to induce and to increase the amount of puerarin and genistein, and to 
increase antioxidant activity in WKK grown in the growth chamber, in the greenhouse, and in the 
field.  The experiments in the growth chamber and in the greenhouse were set up as complete 
randomized designs with 8 treatments and 4 replications.  The experiment in the field was set up as 
a randomized complete block design with 8 treatments and 3 replications.  The result showed that 
WKK that were treated with chitosan at 1,000 mg/L plus CuCl2 at 200 mg/L gave the highest 
amount of puerarin and genistein when grown in the growth chamber and in the greenhouse.  The 
result for this treatment was significantly different from other treatments.  The puerarin content 
after this treatment was 423 and 386 µg/g dw, and the genistein content was 22.6 and 22.4 µg/g 
dw.  However, there were no statistically significant differences in the amount of puerarin and 
genistein for WKK that was grown in the field.  The treatment of chitosan at 1,000 mg/L, plus 
salicylic acid at 100 mg/L, plus CuCl2 at 200 mg/L, gave the highest antioxidant activities for the 
WKK that were grown in the growth chamber, in the greenhouse, and in the field.  The IC50 results 
for these treatments were 2,482, 1,050 and 1,026 µg/ml by the DPPH method, and the FRAP 
values were 4.55, 4.73 and 6.69 µmol Fe2+/g dw, respectively.  The third set of experiments 
involved WKK that were grown in a growth chamber with treatment using chitosan at 1,000 mg/L 
plus CuCl2 at 200 mg/L, which gave the highest puerarin content from the second experiment.  
Samples from WKK grown under these conditions were used to test the hypoglycemic effect in 
normal rats and in diabetic rats.  Those WKK were extracted with 80% ethanol, and the crude 
extract was given to 10 week old rats, both normal and diabetic.  The results showed that the crude 
extract could not reduce the blood sugar level in normal and acute diabetic rats.  But, after repeated 
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daily oral administration in chronic diabetic rats for 30 days, the crude extract statistically 
significantly reduced blood sugar levels compared to those of the control group by 28.92% and 
26.37% on days 14 and 21.  Furthermore, histopathology findings showed no evidence of lesions 
related to the extract toxicity.  Therefore, chitosan at 1,000 mg/L plus CuCl2 at 200 mg/L could 
increase the amount of puerarin and genistein in WKK.  In addition, the WKK crude extract 
administered orally daily at 100 mg/kg body weight to chronic diabetic rats showed an 
hypoglycemic effect from day 14.  
 




