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การตรวจหาเครื�องหมายโมเลกุลเพื�อใช้ในการปรับปรุงพนัธ์ุไพล                                          
โดยใช้เทคนิคอาร์เอพดีีและสการ์ 

 
Identification of Molecular Markers for Phlai Breeding Using RAPD and SCAR 

 
คาํนํา 

 
 มนุษยไ์ดใ้ชป้ระโยชน์จากสมุนไพรซึ� งเป็นผลผลิตจากธรรมชาติในการบาํบดัรักษาอาการ
ของโรคและบาํรุงสุขภาพมาเป็นเวลานานนบัตัzงแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั สมุนไพรไทยหลากหลาย
ชนิดมีศกัยภาพในการเป็นยาหรือการรักษาโรคเบืzองตน้ จนในปัจจุบนัไดถู้กพฒันาเพื�อการผลิตใน
เชิงการพาณิชย ์ไพลจดัวา่เป็นพืชสมุนไพรชนิดหนึ�งที�รู้จกักนัมานานและมีการนาํมาใชป้ระโยชน์
อยา่งต่อเนื�อง  ในสมยัโบราณชาวบา้นนิยมปลูกกนัตามบา้นเรือน เพื�อใชเ้ป็นส่วนประกอบของยา
ไทยแผนโบราณ เนื�องจากนํz ามนัระเหยมีสรรพคุณทางยามากมายทัzงดา้นการบาํรุงผิวและการรักษา
โรค  ซึ� งพบไดทุ้กส่วนของพืช โดยส่วนของเหงา้มีปริมาณมากที�สุด (สุรพล, 2543) ในนํz ามนัหอม
ระเหยประกอบไปดว้ยสารที�สําคญั คือ terpinen-4-ol และ (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl) butadiene 
(DMPBD) ซึ� งสามารถช่วยลดอาการอกัเสบ ปวดเมื�อย และสมานแผลยบัย ัzงเชืzอโรค  ในปัจจุบนั
การแพทยแ์ผนไทยไดน้าํไพลมาทาํลูกประคบเพื�อรักษาอาการปวดเมื�อยกลา้มเนืzอและคลายเส้น 
นอกจากนีzองคก์ารเภสัชกรรมไดน้าํไพลมาผลิตครีมรักษาการอกัเสบและปวดเมื�อยออกมาจาํหน่าย 
ดงันัzนปริมาณความตอ้งการในการใชป้ระโยชน์จากไพลจึงมีมากขึzน ส่งผลให้ความตอ้งการวตัถุดิบ
ที�จะนาํไปใช้เพิ�มขึzนตามไปดว้ย  แต่ขณะนีz การปลูกโดยทั�วไปเป็นการปลูกแบบดัzงเดิมหรือปลูก
เป็นพืชแซม  ไม่มีการปลูกเชิงพาณิชยอ์ย่างจริงจงั ทาํให้ผลผลิตที�ได้ออกมาจึงไม่เหมาะต่อการ
นาํมาใช้ประโยชน์ในดา้นการแพทยแ์ละเชิงพาณิชย ์ เนื�องจากวตัถุดิบไม่ไดม้าตรฐานทัzงคุณภาพ
และปริมาณสารสําคญัที�ไม่สมํ�าเสมอ ดงันัzนจึงเป็นปัญหาสําคญัที�ตอ้งพฒันาสายพนัธ์ุไพลให้มี
คุณภาพที�ดีตรงตามความตอ้งการของตลาด   
  

การจาํแนกชนิดของไพลด้วยวิธีทางสัณฐานวิทยา สามารถทาํได้โดยดูจากลกัษณะทาง
กายภาพ และการผลิตสารสําคญั (secondary metabolite) แต่การจาํแนกชนิดโดยอาศยัลกัษณะทาง
กายภาพเป็นหลกัหรือลกัษณะทางฟีโนไทป์ของพืชนัzน อาจมีความแปรผนัไปตามอิทธิพลของ
สภาพแวดลอ้ม ทาํให้ยากต่อการจาํแนกไดอ้ยา่งชดัเจน และนาํไปสู่ปัญหาในการจาํแนกชนิดและ
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พฒันาสายพนัธ์ุเพื�อใชใ้นเชิงพาณิชย ์ปัจจุบนัจึงมีแนวคิดที�ใชเ้ทคนิคในการวิเคราะห์ระดบัโมเลกุล
มาใชป้ระโยชน์ในงานดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุ การขยายพนัธ์ุ และอนุรักษพ์นัธ์ุไพล  โดยเฉพาะอยา่ง
ยิ�งการใชเ้ครื�องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) ที�สามารถใชใ้นการเปรียบเทียบความแตกต่างของ
สิ�งมีชีวิตในระดบัยีนหรือดีเอ็นเอ ที�นาํมาใชใ้นการตรวจสอบและจาํแนกชนิดของไพลตัzงแต่ระยะ
ตน้อ่อน และสามารถใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของยีนที�เกี�ยวขอ้งกบัการสร้างสารสําคญั
ในไพล เป็นต้น เพื�อเป็นแนวทางที�จะทาํให้ได้ข้อมูลที�มีความน่าเชื�อถือและเชื�อมโยงไปถึง
ความสัมพนัธ์ของสายพนัธ์ุที�ใกลชิ้ดหรือการเกิดการกลายพนัธ์ุไดอี้กดว้ย 

 
ในงานวจิยันีz  มีวตัถุประสงคใ์นการตรวจหาเครื�องหมายโมเลกุลที�สามารถใชใ้นการจาํแนก

ชนิดของไพล 3 ชนิดและเครื�องหมายโมเลกุลที�จาํเพาะเจาะจงกบัยีนที�ควบคุมการสร้างปริมาณสาร
ที�เป็นองคป์ระกอบสําคญัต่างๆ โดยใช ้เทคนิคอาร์ เอพีดี (Random Amplified Polymorphic DNA; 
RAPD) ซึ� งเป็นเครื�องหมายดีเอ็นเอชนิดหนึ� ง และเป็นวิธีที�สามารถทาํไดง่้าย รวดเร็ว ใช ปริมาณดี
เอน็เอน ้อย โดยไม่ จาํเป็ นตอ้งทราบข ้อมูลพืzนฐานของสิ�งมีชีวตินัzน ๆ มากนกั ผลจากการศึกษาครัz งนีz  
นบัไดว้า่เป็น ข ้อมูลพืzนฐานที�สาํคญัในการพฒันาเครื�องหมายโมเลกุลที�มีประสิทธิภาพ สําหรับการ
ระบุชนิดของไพลและการตรวจหาไพลที�มีปริมาณสารสําคญัสูง  เพื�อสนบัสนุนงานวิจยัและขยาย
องค์ความรู้ในด้านการปรับปรุงพนัธ์ุและขยายพนัธ์ุ ไพลให้มีประสิทธิภาพดียิ�งขึzน อีกทัzงยงัเป็น
ขอ้มูลพืzนฐานที�ช่วยลดระยะเวลาและทรัพยากรที�ใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

 ตรวจหาเครื�องหมายโมเลกุลที�สามารถใชใ้นการจาํแนกสายพนัธ์ุไพล 3 สายพนัธ์ุและ
จาํเพาะเจาะจงกบัปริมาณสารที�เป็นองคป์ระกอบสาํคญัในไพลแต่ละชนิด
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การตรวจเอกสาร 
 

 ไพลเป็นพืชในวงศขิ์ง Zingiberaceae มีชื�อวิทยาศาสตร์ว่า Zingiber montanum (Koenig) 
Link ex Dietr. มีชื�อพอ้งวา่ Zingiber cassumunar Roxb. และZingiber purpureum Roscoe มีชื�อ
ทอ้งถิ�นว่า ปูลอย ปูเลย (ภาคเหนือ) วา่นไฟ (ภาคกลาง) มิzนสะล่าง (เงีz ยว-แม่ฮ่องสอน) (รุ่งรัตน์, 
2540; วนัดี, 2538) มีชื�อองักฤษ คือ Thai Ginger, Bengal Ginger, Cassunar Ginger, Cassumunar 
(สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย, 2546) มีถิ�นกาํเนิดอยูใ่นประเทศอินเดีย 
อินโดนีเซีย และแพร่กระจายไปทั�วภูมิภาคเอเชีย (เรวดี, 2539) 
 
ลกัษณะทางพฤษศาสตร์ 
 

ไพลเป็นไมห้วัลม้ลุกที�มีอายุหลายฤดู (perennial herb) ลาํตน้เป็นเหงา้อยูใ่ตดิ้น (rhizome) 
มีการเจริญเติบโตในแนวระนาบทางดา้นขา้ง (symbodial) แตกแขนงทอดเรียงขนานไปกบัพืzน มีลาํ
ตน้เหนือดินเกิดจากกาบใบโอบลอ้มซ้อนกนัเป็นลาํตน้เทียม (pseudostem) มีสีเขียวแทงขึzนมาจาก
ดินสูงประมาณ 0.7-1.5  เมตร ขนาดของเหงา้จะมีขนาดแตกต่างกนัไปตามชนิด  เปลือกนอกสี
นํz าตาลแกมเหลือง  เนืzอในลกัษณะสีเหลืองอมเขียว  มีเซลล์นํz ามนัหอมระเหยกระจายอยูท่ ั�วไปใน
ทุกส่วน โดยเฉพาะอยา่งยิ�งส่วนของเหงา้มีปริมาณนํz ามนัหอมระเหยมากที�สุด ส่วนของใบเกิดจาก
เหงา้หรือลาํตน้ใตดิ้น ลกัษณะเป็นใบเดี�ยว เรียงสลบั มีลกัษณะเรียวยาว กวา้ง 2 เซนติเมตร ยาว 5 -7 
เซนติเมตร เนืzอในบางและปลายแหลม  โคนใบแผเ่ป็นกาบหุ้มลาํตน้  ดอกเป็นช่อทรงพุ่มกลมแทง
จากเหงา้ใตดิ้นโดยตรง  กา้นช่ อดอกยาวได ้ถึง 17 เซนติเมตร  ตวัช่ อดอกยาว 7-9 เซนติเมตร  ส่วน
ดอกมีกลีบดอกสีเหลืองนวลที�ถูกหุ้มดว้ยใบประดบัยอ่ยสีม่วง  ผลมีลกัษณะกลมและแห้ง (สมภพ,  
2543) ไพลมีจาํนวนโครโมโซม 11 คู่ (2n=22) (Triboun, 2006) ใช้เหงา้ในการขยายพนัธ์ุโดย
สามารถปลูกในดินเหนียวปนทรายที�มีอินทรียวตัถุสูง  มีการระบายนํz าที�ดี  ที�มีอากาศร้อนชืzน  
(สํานกังานคณะกรรมการสาธารณสุขมูลฐานและคณะ, 2537) การเก็บเกี�ยวจะเก็บเกี�ยวเหงา้ช่วง
เดือนมกราคม - มีนาคม หลงัจากปลูกไปแลว้ประมาณ 8 เดือน และไม่ควรเก็บเหงา้ไพลขณะที�เริ�ม
แตกหน่อใหม่ เพราะจะทาํใหไ้ดน้ํzามนัไพลที�มีปริมาณและคุณภาพตํ�า 

 
 การศึกษาความหลากหลายชนิดของพืชวงศ์ขิงในประเทศไทยไดมี้การศึกษากนัมาอย่าง
ต่อเนื�องโดยนกัพฤกษศาสตร์ทัzงชาวไทยและชาวต่างประเทศ ทาํใหไ้ดท้ราบขอ้มูลความหลากหลาย 
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และอนุกรมวิธานของพรรณพืชวงศขิ์ง Theilade and Maersk-Moller (1991) ไดร้ายงานเบืzองตน้พืช
สกุลขิงที�พบในประเทศไทยจาํนวน 33 ชนิด ซึ� งตวัอยา่งที�พบเช่น Zingiber montanum (Koenig) 
Theilade (ไพล), Zingiber ottensii Val. (ไพลดาํ), Zingiber spectabile Griff. (จะเงาะ), Zingiber 

wrayi Ridl. (ปุดหวาน), Zingiber zerumbet (L.) Sm. (กระทือ) วิเชียร (2545) อธิบายถึงความ
แตกต่างของไพล โดยการจาํแนกจากลกัษณะทางสัณฐาน กายวิภาค สรีรวิทยาและการเจริญเติบโต
โดยแบ่งไดเ้ป็น ไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Leung’) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum 
‘Plooksake’) และไพลดาํ (Zingiber ottensii)  พบวา่ไพลทัzง 3 ชนิดมีการเจริญเติบโตโดยทั�วไปและ
ลกัษณะทางสัณฐานของใบเหมือนกนักล่าวคือ  ใบเป็นใบเดี�ยว  เส้นใบขนาน (parallel venation)  
ใบรูปหอก (lanceolate)  ปลายใบแหลม (acute)  โคนรูปลิ�ม (cuneate)  ขอบใบเรียบ  (entire)  ใบ
คล้ายกระดาษ (chartaceous)  ใบเรียงสลบัระนาบเดียว  (distichous)  ผิวใบเรียบเกลีz ยงไม่มีสิ� ง         
ปกคลุม (glabrous)  

 
 ไพลปลุกเสกมีแถบสีขาวที�ใบ  การจดัเรียงใบหรือการกางใบของไพลแตกต่างกนัโดยไพล
เหลืองมีการกางใบมากที�สุดขนานกบัพืzน  ตามดว้ยไพลปลุกเสกและไพลดาํ  สีของใบไพลเหลือง  
ไพลปลุกเสกและไพลดาํ มีสีเหลืองเขียว (yellow green group, 144A), สีเหลืองเขียว (yellow green 
group, 144C) และสีเขียว (green group, 137A) ตามลาํดบั  ส่วนลกัษณะอื�นๆของใบพบวา่  ไพลดาํมี
ผวิเป็นมนัและหนากวา่ไพลอื�นๆ (วเิชียร, 2545) 
 
 ลาํตน้ของไพลที�อยูเ่หนือดินเป็นลาํตน้เทียม (pseudostem) มีสีแตกต่างกนัดงันีz   ไพลเหลือง
มีสีเหลืองเขียว (yellow-green 144A) ไพลปลุกเสกมีสีเขียว (green, 144C) และไพลดาํมีสีเขียว 
(green, 144C) เนืzอของเหงา้ (rhizome) ของไพลเหลืองมีสีเหลืองส้ม (yellow-orange, 17B) ไพล
ปลุกเสกมีสีเหลืองส้ม (yellow-orange, 16B) และไพลดาํมีสีม่วง (violet-blue, 9D) (วเิชียร, 2545) 
 
 ลกัษณะของดอกไพลทัzง 3 ชนิดเป็นแบบ bilabiate ดอกเป็นดอกสมบูรณ์เพศ  สีของดอก
ไพลเหลืองเป็นสีขาว (white, 155B)  ไพลปลุกเสกมีสีขาว (white, 155B) และไพลดาํมีสีเหลือง 
(yellow, 3C)  ช่อดอกเป็นแบบ Vriesia spike  กลีบประดบั (bract)  ไพลเหลืองมีสีม่วงแดง (red 
purple, 40A)  ไพลปลุกเสกมีสีม่วง (grayed-purple, 187B) และไพลดาํมีสีแดง (red, 40A) (วิเชียร, 
2545) 
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 จากขอ้มูลลกัษณะทางสัณฐานในส่วนของรูปร่างใบ ลาํตน้ และดอกพบวา่ ไพลเหลืองและ
ไพลปลุกเสกเป็นไพลชนิดเดียวกนั แต่จากลกัษณะที�แตกต่างกนัอยา่งเด่นชดัของไพลทัzง 2 ชนิด คือ 
แถบสีขาวที�ใบซึ�งพบเฉพาะในใบปลุกเสก จึงคาดวา่ไพลปลุกเสกอาจกลายพนัธ์ุมาจากไพลเหลือง 
 
นํQามันหอมระเหยของไพล 
 
 นํzามนัหอมระเหย คือ สารประกอบอินทรียที์�มีกลิ�นหอม ระเหยง่าย เป็นของเหลวใสไม่มีสี
หรือมีสีเหลืองอ่อน และเป็นสารพฤกษเคมีชนิดหนึ�งที�พืชสร้างขึzน จากกระบวนการชีวสังเคราะห์
(biosynthesis) และสร้างขึzนบนอวยัวะพิเศษ โดยพบในเซลล์นํz ามนั (oil cells) ของพืชวงศ์ขิง 
(Zingiberaceae) ซึ� งจะเก็บสะสมไวใ้นส่วนต่าง ๆ ของพืช เช่น ดอก ตา ใบ กลีบเลีzยง ผล เมล็ด เนืzอ 
เปลือกไม ้ ลาํตน้ ราก และเหงา้ เป็นตน้ นํz ามนัหอมระเหยที�พืชสร้างขึzนมีความสําคญัและเป็น
ประโยชน์ต่อตน้พืชเพื�อป้องกนัพืชจากแมลง แบคทีเรีย เชืzอรา และพืชชนิดอื�น มีส่วนช่วยดึงดูดผึzง
หรือแมลงในการผสมเกสรดอกไม ้มีความเกี�ยวขอ้งกบักระบวนการสื�อสารทาํหนา้ที�เป็น biological 
messager ทัzงยงัช่วยสมานแผลในเนืzอเยื�อพืช และเป็นแหล่งพลงังานสํารอง นอกจากนีz ยงัสามารถ
ป้องกนัพืชจากการสูญเสียนํzาเนื�องจากสภาพอากาศร้อนและแหง้แลง้ (ชวลิต, 2541)  
 
สารสําคัญที�พบในเหง้าไพล  
 
 องคป์ระกอบที�สําคญัของนํz ามนัไพลคือ sabinene, γ- terpinene, α-terpinene, terpinen-4-ol 
และ DMPBD ไพลมีองคป์ระกอบทางเคมีหลกัคือกลุ่มเทอร์พีนส์ (terpenes) และอนุพนัธ์ุ สารส่วน
ใหญ่ที�พบเป็นกลุ่มโมโนเทอร์พีนส์ (monoterpenes) ที�มีแอลกอฮอล์เป็นองคป์ระกอบหลกั โดยสาร
ที�พบมากที�สุดในไพลคือ terpinen-4-ol (ภาพที� 1A) และกลุ่มฟีนิลโพรพีนส์ (phenylpropenes) และ
อนุพนัธ์ุ เช่น (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl) butadiene (DMPBD) (ภาพที� 1B) ซึ� งมีฤทธิx ทางดา้น
เภสัชวิทยา ไดแ้ก่ ฤทธิx ตา้นเชืzอจุลินทรีย ์(antimicrobial) ฤทธิx เป็นยาชาเฉพาะที� (ศศิธร, 2532) ฤทธิx
แกอ้าการแพ ้ (anti-allergic) (Tewtrakul and Subhadhirasakul, 2007) ฤทธิx ในการไล่แมลง ฤทธิx ลด
อาการปวดเมื�อยกลา้มเนืzอ ปวดขอ้ ตา้นการอกัเสบ แกเ้คล็ดขดัยอก และมีฤทธิx ตา้นอนุมูลอิสระ  
(นิยดา และคณะ, 2522; Jeenapongsa et al., 2003)เมื�อศึกษาเชิงคุณภาพของไพลเป็นการหาปริมาณ
องคป์ระกอบทางเคมีที�สําคญัในเหงา้ไพล  ศึกษาปริมาณสาร 2 ชนิด คือ terpinen-4-ol และ (E)-1-
(3,4-dimethoxyphenyl) butadiene (DMPBD) (ภาพที� 1) พบวา่ปริมาณสาร terpinen -4-ol ในไพล
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เหลืองและไพลปลุกเสกไม่แตกต่างกนัคือมี 24.3 เปอร์เซ็นต ์และ 23.5 เปอร์เซ็นตต์ามลาํดบั ซึ� งสูง
กว่าไพลดาํ (16.79 เปอร์เซ็นต์)  อย่างมีนยัสําคญัยิ�งทางสถิติ  ส่วนสาร DMPBD พบว่าไพลดาํมี
ปริมาณสาร DMPBD 0.46 เปอร์เซ็นต ์สาํหรับไพลเหลืองและไพลปลุกเสกไม่มีสาร DMPBD  หรือ
มีในปริมาณที�นอ้ยมากจนเครื�องมือไม่สามารถตรวจหาค่าได ้ (วเิชียร, 2545) 

 

 
 ภาพที� 1 สูตรโครงสร้างของ terpinen-4-ol (A) และ (E)-1-(3,4-dimethoxyphenyl)       
                           butadiene (DMPBD) (B) 
 
 แต่อยา่งไรก็ตาม นํzามนัหอมระเหยที�สกดัไดใ้นพืชแต่ละชนิดมีความแตกต่างกนัทัzงในดา้น
ปริมาณและคุณภาพ ซึ� งชวลิต (2541) กล่าววา่ เมื�อทาํการตรวจสอบจะพบวา่ปริมาณและคุณภาพ
ของนํz ามนัหอมระเหยสามารถเปลี�ยนแปลงไดขึ้zนอยูก่บัปัจจยัต่างๆ ดงันีz  ชนิดของพืช ลกัษณะทาง
พนัธุกรรม สิ�งแวดลอ้มในการเจริญเติบโต ไดแ้ก่ อุณหภูมิ ความชืzน ระยะเวลาที�พืชไดรั้บแสง 
กระแสลม เป็นตน้ ระยะการเจริญเติบโตของพืช เช่น อายุ และฤดูกาลเก็บเกี�ยว ส่วนของพืชที�ใช ้
ลกัษณะของพืชวตัถุดิบ เช่น เป็นพืชสดหรือแหง้ วธีิการสกดั หรือวธีิการเก็บรักษา เป็นตน้ 
 
การใช้เครื�องหมายโมเลกุล 
 

ในการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม และวิเคราะห์ความสัมพนัธ เชิงวิวฒันาการ
ของสิ�งมีชีวติ หรือบ่ งชีzลกัษณะที�แตกต่างบางประการระหว ่างสิ�งมีชีวติ จาํเป็นต ้องมีสิ�งที�สามารถใช้
จาํแนกความแตกต่ างดงักล่าวซึ� งก็คือ เครื�องหมาย (markers) เครื�องหมายที�ดีต ้องมีความผนัแปรทาง

A 

A 

B 

 

 

A B 
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พนัธุกรรมสูง สามารถตรวจสอบและติดตามได ง่ายในทุกชั�วรุ่ น (สุรินทร์ , 2552; อมรา, 2542; 
Grechko, 2002; Kumar, 1999)  

 
เครื�องหมายโมเลกุล (Molecular markers) หรือ เครื�องหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) เป็น

การตรวจสอบในระดบัดีเอน็เอทัzงส่ วนที�เป็นยนีและไม่ ใช ้ยนี สามารถตรวจสอบได ้ทั�วทัzงจีโนมโดย
ไม่ มีอิทธิพลจากปฏิกิริยามาเกี�ยวข ้อง เครื�องหมายดีเอน็เอยงัจาํแนกออกไดเ้ป็ น 2 แบบ คือ  

 
1. Hybridization-based DNA markers เป็นเครื�องหมายดีเอ็นเอในยุคแแรก ๆ โดยจะ

ตรวจสอบโดยวิธีการไฮบริไดเซชนั (hybridization) กล่ าวคือนาํ genomic DNA มาตดัดว้ยเอนไซม์
ตดัจาํเพาะ แยกขนาดดีเอ็นเอในกระแสไฟฟ้ า (gel electrophoresis) จากนัzนย ้ายดีเอ็นเอไปยงัแผ่น
เมมเบรน แลว้นาํไปไฮบริไดซ์กบัโพรบซึ�งเป็ นดีเอ็นเอสายสัzน ๆ มกัออกแบบมาจากส่ วนของยีน ที�
ติดฉลากไว ้การตรวจสอบผลจะตรวจสอบบนแผ่ นฟ ล ม หากดีเอ็นเอที�ต ้องการตรวจสอบมีความ
คล้ายคลึงกบัโพรบก็จะปรากฏสัญญาณบนแผ่ นฟ ล ม เราอาจเรียกการตรวจสอบแบบนีz ว่ า RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) วิธีการนีz เป็ นวิธีการที�มีประสิทธิภาพมาก สามารถ
ระบุความแตกต่ างระหว างจีโนไทป์ ที�เป็ นเฮเทอโรไซกสัและฮอโมไซกสัได ้ แต่ค่ อนข ้างใช ้แรงงาน
และค่าใช ้จ่ ายมากและยงัมีอนัตรายจากการใช ้สารกมัมนัตรังสีด ้วย อย ่างไรก็ตามวธีิการนีz ยงัมีการใช ้
กนัอย ่างแพร่ หลายในปั จจุบนั 

 
2.  PCR-based DNA markers ในปี ค.ศ. 1985 Kary Mullis ได ้คิดค ้นปฏิกิริยาลูกโซ่ พอลิเม

เรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) ขึzนซึ� งเป็นปฏิกิริยาที�เพิ�มปริมาณของดีเอ็นเอในส่ วนที�ต ้อง
การได ้หลายเท่ าตวัในระยะสัzน ๆ โดยเป็นเทคนิคที�เลียนแบบปฎิกิริยาการจาํลองโมเลกุลของดีเอ็น
เอในสิ�งมีชีวิต  ซึ� งอาศยัการทาํงานของเอนไซม์ DNA polymerase โดยมีดีเอ็นเอสายเดี�ยวเป็น
ตน้แบบ  ซึ� งสาํหรับการเพิ�มปริมาณดีเอน็เอดว้ยปฎิกิริยาพีซีอาร์ นัzนจะอาศยัหลกัการคลา้ยกนั คือ มี
ดีเอ็นเอสายเดี�ยวเป็นสายตน้แบบ เอนไซม์ DNA polymerase ที�ทนอุณหภูมิสูง (Taq DNA 
polymerase) ซึ� งไดม้าจากแบคทีเรีย Thermus aquaticus  นิวคลีโอไทด์ทัzง 4 ชนิด (dATP dGTP 
dCTP และ dTTP) และดีเอน็เอสายสัzนๆ ซึ� งมีลาํดบัเบสคู่สมกบับริเวณส่วนปลายของส่วนที�ตอ้งการ
เพิ�มปริมาณเพื�อเข้าไปจบักับดีเอ็นเอต้นแบบเพื�อเป็นจุดเริ� มต้นของการจาํลองดีเอ็นเอเรียกว่า             
ไพรเมอร์ (primer) อยูใ่นหลอดทดลอง   การทาํ PCR จะทาํโดยสกดัดีเอ็นเอจากเซลล์ใส่ในหลอด
ทดลองรวมกบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ Taq DNA polymerase และ Deoxyribonucleoside triphosphate 



9 

 

ทัzง 4 ชนิด  ใชค้วามร้อนเพื�อให้ดีเอ็นเอตน้แบบแยกเป็นสายเดี�ยว (denaturing)  แลว้ลดอุณหภูมิลง
อยา่งรวดเร็วเพื�อใหไ้พรเมอร์เขา้ไปจบักบัดีเอ็นเอตน้แบบที�มีลาํดบัเบสคู่สม (annealing) เป็นจุดเริ�ม
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ  จากนัzนจึงปรับอุณหภูมิให้เหมาะสมกบัการทาํงานของเอนไซมเ์พื�อเริ�มตน้
การสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์  ทาํให้ไดดี้เอ็นเอเพิ�มขึzน  โดยการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์จะ
ปล่อยให้ปฏิกิริยาดาํเนินไปหลายรอบทาํให้สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอไดม้ากในเวลาอนัรวดเร็ว 
โดยประกอบด ้วยปฏิกิริยา 3 ขัzนตอน คือ  

 
 1. การทาํให ้ดีเอน็เอตน้แบบเสียสภาพแยกออกเป็นสายเดี�ยว (denaturation) 
 2. การลดอุณหภูมิลงให ้พอเหมาะเพื�อใหดี้เอน็เอสายเดี�ยวจบักบัไพรเมอร์  (annealing)  
 3. การสังเคราะห์ ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์  (extension)  
  
 หลงัจากปฏิกิริยาพีซีอาร เสร็จสมบูรณ ดีเอ็นเอเป้ าหมายจะมีปริมาณเพิ�มขึzน 2n โดย n เป็น
จาํนวนรอบของปฏิกิริยา ปฏิกิริยาพีซีอาร์นีz มีบทบาทต องานดา้นชีววิทยาระดบัโมเลกุลเป็นอย่าง
มาก และทาํให้ เกิดการพฒันาเครื�องหมายดีเอ็นเอเพื�อใช ้ตรวจสอบจีโนมของสิ�งมีชีวิตหลากหลาย
รูปแบบ โดยเครื�องหมายดีเอ็นเอนีz สามารถเป็นได้ ทัzงแบบสุ่ มและแบบจาํเพาะขึzนอยู่ กบัชนิดของ
ไพรเมอร์ ที�ใช้ และวิธีการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที�แตกต่ างกนัออกไป (สุรินทร์ , 2545) ตวัอย่าง
เครื�องหมายดีเอน็เอที�ใช ้พีซีอาร์ เช่ น 
 
 เทคนิคอาร์เอพดีี (Random Amplified Polymorphic DNA: RAPD)  
 
 อาร์เอพีดี (Random Amplified Polymorphic)  เป็นเครื�องหมายโมเลกุลที�อาศยัหลกัการของ
พีซีอาร์ชนิดหนึ�ง  พฒันาขึzนโดย William et al. (1990)  อาร์เอพีดีอาจมีชื�อเรียกที�แตกต่างกนัออกไป
อีก  เช่น Arbitrary-Primed PCR (AP-PCR),DNA Amplification Fingerprint (DAF)  หรือเราอาจ
เรียกเทคนิคเหล่านีzอยา่งรวมๆ วา่ Multiple Arbitrary Amplicon Profiling (MAAP)  ซึ� งเทคนิคนีz
เป็นการใช้ไพรเมอร์อยา่งสุ่มเพื�อเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอในเป้าหมายที�จาํเพาะแต่ไม่ทราบบริเวณในจี
โนม  โดยแต่ละเทคนิคก็จะมีความยาวของไพรเมอร์ที�ใช้  ความเขม้งวดในปฏิกิริยาและวิธีการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอที�แตกต่างกนัออกไป  เทคนิค AP-PCR  จะใช้ไพรเมอร์ขนาด 18-24 นิวคลีโอ
ไทด ์ ส่วน DAF จะใชไ้พรเมอร์ขนาดสัzนๆเพียง 5-8 นิวคลีโอไทดแ์ละใชส้ัดส่วนของไพรเมอร์ต่อดี
เอน็เอตน้แบบสูงกวา่วธีิการอื�น  การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของเทคนิค DAF จะตรวจสอบโดยใชเ้จ
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ลพอลิอะคริลาไมด์ (Kumar, 1999) สําหรับอาร์เอพีดีจะใช้ไพรเมอร์ขนาด 9-10 นิวคลีโอไทด์ที�มี
องคป์ระกอบของเบส GC ค่อนขา้งสูงคือประมาณ 60-70 เปอร์เซ็นต ์ โดยไพรเมอร์จะจบักบัดีเอ็น
เอตน้แบบอย่างสุ่ม  กล่าวคือมีการสุ่มหาลาํดบัเบสเป้าหมายที�กระจายอยู่ทั�วจีโนม  โดยการจบักนั
ระหวา่งไพรเมอร์กบัลาํดบัเบสเป้าหมายมี 2 กรณีคือจบักนัไดท้ัzงหมดและจบัไดบ้างส่วน  เมื�อมีการ
จบักนัระหว่างไพรเมอร์กบับริเวณเป้าหมายแลว้จะมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึzนไดเ้ป็น
ผลผลิตพีซีอาร์  นาํไปตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis ซึ� งจะปรากฏหรือไม่ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอใดๆ  สามารถนาํมาเปรียบเทียบเพื�อใช้เป็นฐานขอ้มูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของสิ�งมีชีวิต
ต่างๆ (ปรีชา, 2543)  การเกิดแถบดีเอ็นเอหลายแถบนัzนเป็นผลจากการที�ไพรเมอร์สามารถจบักบัดี
เอ็นเอตน้แบบไดห้ลายบริเวณ  ถา้ไพรเมอร์สามารถจบักบัดีเอ็นเอตน้แบบ 2 บริเวณที�ไม่ไกลกนั
มากนกั  โดยจบักบัดีเอ็นเอคนละสายในทิศทางที�หนัปลาย 3’ เขา้หากนัก็สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็น
เอในช่วงบริเวณดงักล่าวได ้ แต่ถา้ไพรเมอร์หนัไปในทิศทางอื�นก็จะไม่สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ
ได ้ ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที�เกิดจากเทคนิคอาร์เอพีดีอาจเกิดจากบริเวณที�ไพรเมอร์จบักบัดี
เอนเอตน้แบบอาจมีลาํดบัเบสที�เปลี�ยนแปลงไปทาํใหไ้พรเมอร์ไม่สามารถจบัไดจึ้งไม่ปรากฏแถบดี
เอ็นเอ หรืออาจเกิดจากระยะห่างระหว่างไพรเมอร์ทัzงสองอาจมีการเปลี�ยนแปลงลาํดบัเบสทาํให้
แถบดีเอ็นเอที�ไดมี้ขนาดเปลี�ยนแปลงไป ซึ� งการเปลี�ยนแปลงลกัษณะนีz จะตรวจสอบไดย้าก  ทัzงนีz
ระยะห่างระหวา่งไพรเมอร์ที�มากเกินไปก็อาจไม่ทาํใหเ้กิดการสังเคราะห์ดีเอน็เอได ้(สุรินทร์, 2552) 

 

อาร์เอพีดีมีขอ้ที�ไดเ้ปรียบเครื�องหมายโมเลกุลอื�น ๆ คือ ทาํได้ง่าย รวดเร็ว ค่าใช้จ่ายน้อย
กว่าเทคนิคอื�น สามารถให้ขอ้มูลมากพอสมควร และไม่จาํเป็นตอ้งทราบลาํดบัเบสของดีเอ็นเอ
ตน้แบบ จึงเหมาะสมที�จะนาํมาใชใ้นงานวจิยัสิ�งมีชีวติที�ยงัไม่ไดศึ้กษามากนกั อาร์เอพีดีจะให้ขอ้มูล
พืzนฐานไดใ้นระดบัหนึ�ง แต่อาร์เอพีดีก็มีขอ้ดอ้ยอยู ่เนื�องจากเป็นการสุ่มเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของทัzง
จีโนมและอาร์เอพีดีเป็นเทคนิคที�ไวต่อการเปลี�ยนแปลงสภาวะต่าง ๆ มาก บางครัz งจึงทาํซํz าไม่ไดผ้ล
เหมือนเดิม (Penner et al., 1993) นอกจากนีzอาร์เอพีดียงัเป็นเครื�องหมายชนิด dominant marker 
ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอจะเป็นลักษณะการเกิดและไม่เกิดแถบดีเอ็นเอเท่านัzนทาํให้ไม่
สามารถแยกลกัษณะฮอโมไซกสัและเฮเทอโรไซกสัออกจากกนัได ้(สุรินทร์, 2552; William et al., 
1990) 

 
 ถึงแมปั้จจุบนัจะมีเครื�องหมายดีเอ็นเอใหม่ๆที�มีความจาํเพาะเจาะจงและให้ขอ้มูลที�ดีกว่า
และอาร์เอพีดีก็ยงัมีขอ้ดอ้ยที�สําคญัดงัที�ไดก้ล่าวมาแลว้ แต่อาร์เอพีดีก็ยงัเป็นเครื�องหมายดีเอ็นเอที�
ยงัใช้กนัอย่างแพร่หลาย การใช้ประโยชน์จากเทคนิคอาร์เอพีดี นอกจากจะใช้ศึกษาเกี�ยวกบัการ
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จาํแนกชนิด การตรวจหาหรือบ่งชีzสายพนัธ์ุ (Liu et al., 2008) การทาํแผนที�ยีน การติดตามหรือ
ตาํแหน่งยีน (Jourdren et al., 1996) บอกความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Bua in และ 
Paisooksantivatana, 2009) ซึ� งมีประโยชน์ต่อนักปรับปรุงพนัธ์ุในการตดัสินใจเลือกคู่ผสม 
(คดัเลือกพอ่-แม่) หรือทดสอบเพื�อตอ้งการลกัษณะที�แสดง heterosis สูง (William et al., 1990) 
 
SCAR (Sequence Characterized Amplified Region)  
 
 เป็นเทคนิคที�ไดจ้ากการทาํปฏิกริรยาพีซีอาร์ ที�ประยกุตจ์ากเทคนิคอาร์เอพีดีหรือเอเอฟแอล
พี (AFLP: Amplified Fragment Length Polymorphism) โดยนาํชิzนดีเอ็นเอที�ไดจ้ากการทาํพีซีอาร์
ไปโคลน (clone) และหาลาํดบัเบสที�มีความแตกต่าง เพื�อนาํมาออกแบบไพรเมอร์ที�มีความจาํเพาะ
เจาะจงกบัตาํแหน่งหนึ�งในจีโนมพืชสําหรับการเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวโดยเทคนิคพีซี
อาร์ จึงสามารถระบุลกัษณะที�สนใจได ้อีกทัzงเทคนิคนีz มีความแม่นยาํ คงที� สมํ�าเสมอ และตรวจสอบ
ไดเ้มื�อทาํการทดลองซํz า และสามารถนาํเทคนิค SCAR มาใช้ในการเชื�อมโยงกบัตาํแหน่งยีนเช่น 
โรครานํz าคา้งในแตงกวา (Paran and Michelmore, 1993)  ยีน Mi ที�ตา้นทาน nematode ในมะเขือ
เทศ (Williamson et al., 1994) การใชบ้่งชีz เชืzอราที�เป็นสาเหตุของโรคเหี�ยวเหลืองของมะเขือเทศ 
(มนสัวี และคณะ, 2552) ยีน Ph-3 ที�ตา้นทานเชืzอรา Phytophthora infestans (Truong et al., 2012) 
เป็นตน้ หรือการทาํแผนที�ยีนหรือจีโนม เช่น โรคราแป้งในขา้วบาร์เลย ์และการทาํเครื�องหมายช่วย
ในการคดัเลือก (marker assisted selection) (Mohan et al., 1997) เป็นตน้ 
 
การโคลนชิQนส่วนดีเอน็เอ 
 
 เป็นเทคนิคที�ใช้เพิ�มปริมาณชิzนส่วนดีเอ็นเอที�สนใจเพื�อนําไปศึกษาหน้าที�  หาลําดับ             
นิวคลีโอไทด ์หรือถ่ายชิzนส่วนดีเอน็เอนัzนเขา้สู่สิ�งมีชีวติ  โดยจะเริ�มจากการเตรียมดีเอ็นเอที�ตอ้งการ 
ซึ� งไดจ้ากการสกดัแยกดีเอ็นเอทัzงหมดจากสิ�งมีชีวิต (genomic DNA) หรือสังเคราะห์จาก mRNA 
(cDNA)  แลว้นาํดีเอ็นเอที�ไดม้าเชื�อมต่อกบัเวคเตอร์ (vector) ไดเ้ป็นดีเอ็นเอสายผสม (recombinant 
DNA)  แลว้นาํไปถ่ายเขา้เซลล์ผูรั้บ (host) ซึ� งไดจ้ากการเตรียมเซลล์แบคทีเรีย E. coli ให้อยูใ่น
ลกัษณะ competent cell มกัทาํในแบคทีเรียเนื�องจากเลีzยงง่ายและเจริญเติบโตเร็ว (Sambrook et al., 
2001) จากนัzนทาํการทรานฟอร์มเมชั�น (transformation) ซึ� งเป็นวิธีที�ทาํให้เกิดช่องวา่งขึzนชั�วคราว
บนเยื�อหุม้เซลล ์(cell membrane) จึงทาํใหพ้ลาสมิดสามารถเขา้สู่เซลลไ์ดอ้ยา่งรวดเร็ว โดยการอาศยั
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ความร้อน (heat shock ) ทาํให้ผนงัเซลล์เปิดออกเพื�อให้ดีเอ็นเอสามารถเขา้ไปในเซลล์ได ้และทาํ
การลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วเพื�อให้ผนงัเซลล์ปิด แลว้นาํแบคทีเรียที�ไดไ้ป spread plate บนอาหาร
แข็ง Luria Bertani Agar ที�เติม Ampicillin เพื�อทาํการคดัเลือกโดยวิธี blue white selection (ภาพที� 
2) โดยเลือกเฉพาะโคโลนีสีขาวซึ� งคาดว่าเป็นแบคทีเรียที�ได้รับพลาสมิด เนื�องจากเมื�อเซลล์
แบคทีเรีย E. coli ไดรั้บพลาสมิดเขา้ไปทาํใหมี้การเปลี�ยนแปลงฟีโนไทป์ และปรากฏลกัษณะที�ต่าง
ไปจากเดิม คือถา้พลาสมิดมีส่วนของยนีแลคซี (lacZ) ซึ� งกาํหนดการสังเคราะห์เอนไซมเ์บตา้กาแล็ค
โตซิเดส (β-galactosidase) ตาํแหน่งที�ใช้ในการสอดใส่ดีเอ็นเอที�สนใจอยู่ภายในยีนนีz  เมื�อมีการ
เชื�อมต่อดีเอ็นเอเขา้ไปภายในยีนจะทาํให้ไม่สามารถสังเคราะห์เอนไซม์เบตา้กาแล็คโตซิเดสได ้
ดงันัzนเมื�อนาํพลาสมิดมาถ่ายโอนเขา้เซลล์แบคทีเรีย E. coli แลว้เลีz ยงในอาหารที�ใส่ยาปฏิชีวนะ
แอมพิซิลินและสารเหนี�ยวนาํทาํให้มีการสร้างเอนไซม์เบตา้แกแลคโตซิเดสพร้อมกบัสาร X-gal      
(5 Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ซึ� งเป็นสารเริ�มตน้หรือซบัสเตรทของเอ็นไซมช์นิด
นีzลงไปดว้ย เซลล์ที�ไดรั้บพลาสมิดเท่านัzนที�จะสามารถเจริญเติบโตได ้แบคทีเรีย E.coli  ที�ไดรั้บ         
ดีเอน็เอลูกผสมจะไม่สามารถสร้างเอนไซมเ์บตา้กาแลคโตซิเดส ทาํให้ X-gal ไม่ถูกยอ่ยโคโลนีจึงมี
สีขาว แต่แบคทีเรีย E. coli  ที�ไม่มีดีเอ็นเอลูกผสมจะยงัคงมีความสามารถในการยอ่ย X-gal โดย
เอ็นไซม์เบตา้กาแลคโตซิเดส โคโลนีจึงเป็นสีฟ้า (ภาพที� 2) (สมาคมพนัธุศาสตร์แห่งประเทศไทย
และสถาบนัส่งเสริมการสอนวทิยาศาสตร์แห่งประเทศไทย, 2548) 
 

       
 

ภาพที� 2  ลกัษณะการแสดงออกของโคโลนีที�ใชใ้นการคดัเลือกโดยวธีิ blue-white selection 
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 อยา่งไรก็ดีการตรวจสอบเครื�องหมายในระดบัโมเลกุลอาร์เอพีดี มีบทบาทในงานหลายๆ
ดา้น เช่น การศึกษาความหลากหลายทางชีวภาพ การตรวจสอบลูกผสมในงานปรับปรุงพนัธ์ุ รวมถึง
การตรวจหาลกัษณะที�ตอ้งการ โดยใชเ้ป็นเครื�องมือในการคดัเลือกตน้พืชที�มีลกัษณะตามตอ้งการ 
แลว้สามารถแยกชิzนดีเอ็นเอที�จาํเพาะต่อชนิดหรือสายพนัธ์ุจากแถบดีเอ็นเอจาํนวนมากที�ได ้ จะมี
แถบดีเอน็เอที�พบเฉพาะชนิดหรือสายพนัธ์ุนัzนๆ ซึ� งสามารถนาํวเิคราะห์ลาํดบัเบส และนาํลาํดบัเบส
ที�ได้ไปใช้ในการออกแบบไพร์เมอร์ใหม่ที�จาํเพาะต่อแถบดีเอ็นเอที�เรียกว่า SCAR ดงันัzน จึง
สามารถพฒันา RAPD marker ใหเ้ป็น SCAR marker ที�มีความจาํเพาะสูงและสามารถทาํซํz าไดดี้ ซึ� ง
มีผูร้ายงานความสาํเร็จการใชเ้ครื�องหมายดีเอน็เอในการตรวจหาเครื�องหมายที�มีความจาํเพาะเจาะจง
กบัพืชต่าง ๆ ในพืชสมุนไพรหลายชนิด เช่นเดียวกบังานวิจยัที�พฒันา SCAR marker เพื�อใชใ้นการ
แยกความแตกต่างของตน้ชิงเฮาสองชนิด คือ Artemisia princeps และ Artemisia argyi ออกจาก
ชิงเฮาชนิดอื�นๆ พบว่าแถบดีเอ็นเอขนาด 254 คู่เบสมีประสิทธิภาพที�สามารถใช้แยก Artemisia 

princeps และ Artemisia argyi ออกจาก Artemisia ชิงเฮาชนิดอื�นๆได ้(Mi et al., 2006)  การศึกษา
การจาํแนก Atractylodes japonica และ Atractylodes macrocephala ซึ� งเป็นสมุนไพรจีนที�มีลกัษณะ
ที�คลา้งคลึงกนัแต่สารสาํคญัในพืชนัzนๆมีความแตกต่างกนัโดยใช ้RAPD and SCAR markers พบวา่ 
SCAR ไพรเมอร์ AjR1 ให้แถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะเจาะจงกบั Atractylodes japonica ที�ขนาด 1,117 คู่
เบส และไพรเมอร์ AmR1 ใหแ้ถบดีเอน็เอที�จาํเพาะกบั Atractylodes macrocephala ที�ขนาด 1,325 คู่
เบส จาก 18 ไพรเมอร์ที�พฒันาจากเทคนิคอาร์เอพีดี (Huh และ Bang, 2006) การศึกษาการพฒันา 
SCAR ไพรเมอร์ให้มีความจาํเพาะเจาะจงกบัตน้ลูกใตใ้บ (Phyllanthus) ทัzง 3 ชนิดเพื�อจาํแนก
สมุนไพรชนิดนีz  โดยใช ้SCAR marker พบแถบดีเอ็นเอขนาด 408, 501 และ 319 คู่เบสที�ไดจ้าก
เทคนิคอาร์เอพีดีที�มีความจาํเพาะเจาะจงกบั Phyllanthus amarus, Phyllanthus debilis และ 
Phyllanthus urinaria ตามลาํดบั แสดงวา่เทคนิคนีzสามารถใชจ้าํแนกความแตกต่างระหวา่งสายพนัธ์ุ
ที�มีความใกลชิ้ดกนัได ้ (Piyada และคณะ, 2008)  การพฒันา SCAR marker จากเทคนิคอาร์เอพีดี
และ multiplex-PCR เพื�อจาํแนกชนิดสมุนไพร 3 ชนิด Cynanchum wilfordii, Cynanchum 

auriculatum, and Polygonum multiflorum (Fallopia multiflorum)  พบวา่มี 6 SCAR primer ที�
สามารถพฒันาจากเทคนิคอาร์เอพีดี คือ SCAR primer HC18-2, HC20-4, และ HA13-5 ไดแ้สดง
แถบดีเอ็นเอขนาด 407 คู่เบสให้แถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะเจาะจงกบั Cynanchum wilfordii และ 
Cynanchum auriculatum แถบดีเอ็นเอขนาด 340 คู่เบสให้แถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะเจาะจงกับ 
Polygonum multiflorum และ แถบดีเอ็นเอขนาด 300 คู่เบสให้แถบดีเอ็นเอที�จาํเพาะเจาะจงกบั 
Cynanchum auriculatum (Byeong et al., 2010) การจาํแนกชนิดของผกับุง้รัz ว (Ipomoea mauritiana 
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Jacq.) ดว้ยเทคนิค RAPD และ SCAR marker พบวา่ SCAR primer IM1F และ IM1R ให้แถบดีเอ็น
เอขนาด 323 คู่เบส ที�จาํเพาะเจาะจงกบั Ipomoea mauritiana เท่านัzน (Kambiranda et al., 2010) การ
พฒันาเครื�องหมายโมเลกุล SCAR เพื�อใช้จาํแนกโสมเกาหลี (Panax ginseng C. A. Meyer) 
โดยเฉพาะพนัธ์ุปลูกซนัวอน (Sunwon) ในระยะการจดัการเมล็ดพนัธ์ุและการใชเ้ครื�องหมายดีเอ็น
เอช่วยคดัเลือก (Lee et al., 2011) การตรวจหาลายพิมพ์ดีเอ็นเอต้นโกษฐ             ก านพร าว 
(Picrorhiza kurrooa Royle ex Benth.) และ Lagotis cashmiriana ที�มีลกัษณะทางสันฐานวิทยา
เหมือนกนัเพื�อนาํไปใชป้ระโยชน์ไดอ้ย่างถูกตอ้งและการควบคุมคุณภาพสมุนไพร (Hussain และ 
Bedi, 2012) และในการศึกษา RAPD-SCAR เพื�อตรวจสอบชนิดของสมุนไพรจีนโกฏเขมา 
(Atractylodes lancea) เมื�อศึกษาความสัมพนัธ์เชิงวฒันาการ Atractylodes 5 ชนิดดว้ยอาร์เอพีดี 
พบวา่มี Atractylodes lancea และ Atractylodes chinensis มีความสัมพนัธ์ที�ใกลชิ้ดกนัมากกวา่ชนิด
อื�น และที�ขนาดแถบดีเอ็นเอ 1,800 คู่เบสสามารถใชแ้ยกโกฏเขมา (Atractylodes lancea) ออกจาก
ทัzง 4 ชนิดได ้(Sun et al., 2012)  หรือสามารถนาํมาใชเ้ชื�อมโยงกบัลกัษณะที�ตอ้งการเช่นเดียวกบั
งานวจิยัของในปี ค.ศ.2004 Xu และคณะ ไดพ้ฒันาเครื�องหมายโมเลกุลที�จาํเพาะเจาะจงกบัเพศของ
ตน้โต๋วต๋ง   (Eucommia ulmoides Oliv.) ซึ� งเป็นพืชที�พบในประเทศจีนโดยใชเ้ทคนิค RAPD พบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 569 คู่เบสจากไพรเมอร์ OPF-08 ที�จาํเพาะเจาะจงต่อ Eucommia ulmoides Oliv. 
เพศเมีย เรียกแถบดีเอ็นเอนีz วา่ MSDE ต่อมาไดมี้การพฒันา SCAR marker จากขอ้มูลลาํดบัเบสของ 
MSDE จากการตรวจสอบโดยใชเ้ทคนิค SCAR และ Southern hybridization พบวา่เครื�องหมายนีz
สามารถใชต้รวจสอบเพศของตน้โต๋วต๋ง (Eucommia ulmoides Oliv.) ไดต้ัzงแต่ เป็นตน้อ่อนซึ� งช่วย
ลดเวลาและค่าใชจ่้ายในการตรวจสอบไดเ้ป็นอยา่งดี 
 

ปัจจุบนัเทคโนโลยีดีเอ็นเอมีบทบาทสําคญัในดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืช  ทัzงนีz เนื�องมาจาก
ประสิทธิภาพในการระบุถึงลักษณะสําคัญ  ทาํให้สามารถคดัเลือกสายพนัธ์ุพืชที�มีลักษณะที�
ตอ้งการไดอ้ย่างแม่นยาํ  ดงันัzนเครื�องหมายโมเลกุลจึงเปรียบเครื�องมืออยา่งหนึ�งของกระบวนการ
ปรับปรุงพนัธ์ุให้มีประสิทธิภาพ  รวดเร็ว  ถูกตอ้งและแม่นยาํ  จึงมีการพฒันาเครื�องหมายดีเอ็นเอ
ขึzนอย่างต่อเนื�อง  ตลอดจนมีการนาํมาประยุกต์ใชเ้ป็นเครื�องมือในหลายดา้นอยา่งกวา้งขวาง เช่น  
การจาํแนกสายพนัธ์ุ หรือ ความบริสุทธิx ของพนัธ์ุพืช  การบอกความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมระหวา่ง
กลุ่มประชากรเพื�อการปรับปรุงพนัธ์ุพืช  การสร้างแผนที�ทางพนัธุกรรม  การหาตาํแหน่งของยีนที�
ควบคุมลกัษณะสาํคญัทางเศรษฐกิจและการใชเ้ครื�องหมายดีเอน็เอช่วยคดัเลือก เป็นตน้ 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

1. วสัดุพนัธ์ุพืช : ตน้ไพลเหลือง ไพลปลุกเสกและไพลดาํ  
2. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับสกดัดีเอน็เอ (DNA isolation) 
3. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับการทาํพีซีอาร์ 
4. อุปกรณ์และสารเคมีที�ใชใ้นการวเิคราะห์ดีเอน็เอดว้ยเทคนิค RAPD 
5. อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับเตรียมเซลลค์อมพิแทนต ์(competent cell) เชื�อมเวคเตอร์เขา้กบั 

ดีเอ็นเอ และทรานสฟอร์เมชั�น (transformation) 
 

1.  รวบรวมไพล 2 กลุ่ม 
 
 กลุ่มแรกเป็นกลุ่มที�มีสาร terpinen-4-ol สูงไดแ้ก่ ไพลเหลือง (Zingiber montanum 
‘Lueng’) และไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) กลุ่มที�สองเป็นกลุ่มที�มีสาร 
terpinen-4-ol ตํ�าไดแ้ก่ ไพลดาํ (Zingiber ottensii) ซึ� งทัzงสองกลุ่มนีzมาจากจงัหวดัราชบุรี มาใช้
ทดสอบดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดี (ภาพที� 3) และตวัอยา่งประชากรไพลที�นาํมาทดสอบดว้ยเทคนิคสการ์ 
(ตารางที� 1)  
 

       
 
ภาพที� 3  ลกัษณะใบไพลทัzง 2 กลุ่มที�ใชใ้นการสกดัดีเอน็เอไดแ้ก่ ไพลเหลือง (Zingiber montanum   
               ‘Lueng’) (A) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (B) และไพลดาํ  
               (Zingiber ottensii) (C) 

A B C 
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ตารางที� 1 ชนิดและแหล่งที�มาของตวัอยา่งประชากรไพล (เสาวลกัษณ์, 2552) 
 

ลาํดบั ชื�อวทิยาศาสตร์ ภาค แหล่งที�มา 
(อาํเภอ/จงัหวดั) 

1 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ หวัตะพาน/อาํนาจเจริญ 
2 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ เมือง/อาํนาจเจริญ 
3 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ เสนางคนิคม/อาํนาจเจริญ 
4 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ ปากช่อง/นครราชสีมา 
5 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ นิคมคาํสร้อย/มุกดาหาร 
6 Z. montanum ตะวนัออกเฉียงเหนือ นิคมคาํสร้อย/มุกดาหาร 
7 Z. montanum กลาง เมือง/ชยันาท 
8 Z. montanum เหนือ เชียงดาว/เชียงใหม่ 
9 Z. montanum เหนือ เมือง/แม่ฮ่องสอน 

10 Z. montanum ตะวนัออก สระแกว้ 
11 Z. montanum ใต ้ จะนะ/สงขลา 
12 Z. montanum ใต ้ นาทวี/สงขลา 
13 Z. montanum ใต ้ กาญจนดิษฐ์/สุราษฎธ์านี 
14 Z. montanum ใต ้ พนม/สุราษฎธ์านี 
15 Z. montanum ใต ้ ยะรัง/ปัตตานี 
16 Z. montanum ใต ้ นาทวี/สงขลา 
17 Z. montanum ใต ้ จะนะ/สงขลา 
18 Z. montanum ใต ้ บางกลํ�า/สงขลา 
19 Z. ottensii ตะวนัตก ศรัสวสัดิx /กาญจนบุรี 
20 Zingiber sp. ตะวนัตก แม่สอด/ตาก 
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2.   การสกดัดีเอน็เอ 
  
 สกดัดีเอ็นเอโดยใช้วิธีการที�ปรับปรุงมาจากวิธีการของ Molecular Biology Laboratory 
Protocols (2002) โดยเตรียมสารละลายของ 4X CTAB ( CTAB 4 เปอร์เซนต,์ 1.4 M NaCl, 20 mM 
EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8.0, PVP 4 กรัม) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร และ beta-mercaptoethanol 20 
ไมโครลิตร บ่มที�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที  จากนัzนนาํใบอ่อน (ใบแรกนบัจาก
ยอด) อายุประมาณ 2 เดือนที�ปลูกในสภาพเปิด (ภาพที� 3) มาประมาณ 2 กรัมบดในโกร่งด้วย
ไนโตรเจนเหลวแลว้ตกัใส่ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 15  มิลลิลิตรซึ� งบรรจุสารละลายอยู ่
บ่มที�อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั�วโมงโดยพลิก microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตรทุก 10 นาที  เติมสารละลาย chloroform : isoamyl (24:1) 5  มิลลิลิตร พลิก 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรไปมาให้สารละลายเขา้กนั ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที  ดูดสารละลายส่วนบน 500 ไมโครลิตร มาใส่ลงใน microcentrifuge 
tube 1.5  มิลลิลิตรใหม่ เติมสารละลาย chloroform : isoamyl (24:1) 500 ไมโครลิตร จากนัzนนาํไป
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 20 นาที  ดูดสารละลายส่วนบน 500 ไมโครลิตร 
มาใส่ลงใน microcentrifuge tube 1.5  มิลลิลิตรแลว้เติม isopropanal 500 ไมโครลิตร เพื�อตกตะกอน
ดีเอน็เอแลว้นาํไปปั�นเหวี�ยงที� 13,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที  จากนัzนนาํไปลา้งตะกอนดว้ยเอธิล
แอลกอฮอล์ 70 เปอร์เซ็นต ์ ปริมาตร 6  มิลลิลิตร และเอธิลแอลกอฮอล์ 90 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 6 
มิลลิลิตร ตามลาํดบั ปล่อยใหต้ะกอนแหง้  หลงัจากนัzนเติม TE buffer และเติม RNase A (TE buffer 
100 ไมโครลิตร ต่อ RNase A 1.5 ไมโครลิตร) นาํไปบ่มที� 4 องศาเซลเซียส 24 ชั�วโมงและเก็บดีเอ็น
เอไวที้� – 20 องศาเซลเซียสจนกวา่จะใชง้าน 

 
 หลงัจากสกดัดีเอ็นเอแล้วตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการวดัการดูดกลืนคลื�นแสง 
260 และ 280 นาโนเมตรและตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ดว้ยการใชเ้จล agarose ที�มีความ
เขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์
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3.  การวเิคราะห์คุณภาพและความเข้มข้นของสารละลายดีเอน็เอ 
 
 นาํดีเอ็นเอที�ได้ไปวดัการดูดกลืนแสง(absorbance) ด้วยเครื� องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์
(spectrophotometer) ที�ความยาวคลื�น 260 และ 280 นาโนเมตร ถา้อตัราส่วน A260/A280 อยูร่ะหวา่ง  
1.6 - 1.8 แสดงวา่สารละลายดีเอ็นเอค่อนขา้งบริสุทธิx  หากมีค่าตํ�ากว่า 1.6 แสดงว่ามีการปนเปืz อน
ของโปรตีนหรือฟีนอลปนอยูใ่นสารละลายดีเอ็นเอ แต่ถา้ค่าสูงกวา่ 1.8 แสดงวา่มีการปนเปืz อนของ
อาร์เอน็เอในสารละลายดีเอน็เอ  
 
4.  การวเิคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิคอาร์เอพดีี 
 
 4.1  การเตรียมสารละลายพีซีอาร์ 
 
 ใช ้random primer ขนาดความยาว 10 นิวคลีโอไทด ์(Operon Technologies, USA) จาํนวน 
46 ชนิด (ภาคผนวกตารางที� 1) มาคดัเลือกไพรเมอร์ที�สามารถเพิ�มปริมาณดีเอน็เอไดด้ว้ยเทคนิคพีซี
อาร์ โดยมีสารละลายต่างๆในปฎิกิริยาดงัตารางที� 2 
 
ตารางที� 2 ส่วนประกอบของสารละลายพีซีอาร์ปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร 
 

สารที�ใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 

จีโนมิกดีเอ็นเอ 50 ng/µl 
อาร์เอพีดีไพรเมอร์ (100 mM) 
10X PCR buffer  
MgCl2 ( 25  mM) 
dNTP mix (10 mM) 

Taq  DNA polymerase (5 U/µl) 
นํzากลั�นบริสุทธิx  

0.5 
  2.0 
  2.5 
  4.0 
  2.0 
  0.3 
13.7 

ปริมาตรรวม                               25.0 
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 4.2  การตัzงโปรแกรมอุณหภูมิ (Thermo cycler) 
 
             สังเคราะห์ดีเอน็เอโดยใชเ้ครื�องพีซีอาร์รุ่น C1000 (BIORAD) ตัzงโปรแกรมปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
ดงันีz  
 
 Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
 Annealing อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที            จาํนวน 35 รอบ 
 Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที 
 
 4.3  การตรวจสอบดีเอน็เอโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิส   
 
 เพื�อเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอและทาํการคดัเลือกแถบดีเอ็นเอที�มีความจาํเพาะกบัลกัษณะ
ต่างๆของไพล  ดว้ยการทาํอิเล็กโทรโฟรีซิสบนแผน่เจล agarose ที�มีความเขม้ขน้ 1.8 เปอร์เซ็นต ์ใน  
Tris-Borate-EDTA buffer (TBE)  ความเขม้ขน้ 0.5 เท่า โดยใชก้ระแสไฟระดบั 90 โวลต์ให้
สมํ�าเสมอเป็นเวลา 3 ชั�วโมง หลงัจากนัzนจึงยอ้มเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide; 
EtBr)  แลว้ตรวจดูดีเอน็เอดว้ย UV light box ถ่ายรูป และบนัทึกผล โดยแต่ละไพรเมอร์จะทาํซํz าสาม
ครัz ง 
 
5.  การสกดัดีเอน็เอออกจากเจลโดยใช้ชุดสกดั QIA quick gel extraction kit (QIAGEN) 
 
 5.1 ใช้มีดตดัเจลบริเวณที�มีแถบดีเอ็นเอที�ตอ้งการ นาํมาใส่หลอดเซนตริฟิวจ์ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร เติม QG buffer ลงไป 3 เท่าของปริมาตรเจล (โดยเทียบนํz าหนกัเจล 100 มิลลิกรัม เติม QG 
buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร) นาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยพลิก
หลอดเป็นระยะทุกๆ 2-3 นาที เพื�อทาํให้เจลละลาย เมื�อเจลละลายหมดจึงเติมไอโซโพรพานอล ให้
มีปริมาตรเป็น 1 เท่าของนํzาหนกัเจล แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั 
 
 5.2 ดูดสารละลายใส่หลอดเพื�อแยกดีเอ็นเอออกจากสารละลาย มีหลอดเซนตริฟิวจ์อยู่
ดา้นล่าง และมีหลอดขนาดเล็กที�มีแผ่นเมมเบรนอยู่ด้านบน แล้วนาํไปหมุนเหวี�ยงด้วยความเร็ว 
13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ที�อุณหภูมิห้อง หมุนเหวี�ยงซํz าดว้ยความเร็วเท่าเดิม 1 นาทีเพื�อให้
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สารละลายไม่คา้งอยู่บนแผ่นเมมเบรน หลงัจากนัzนยา้ยหลอดขนาดเล็กที�มีดีเอ็นเอติดบนแผ่นเมม
เบรนมาใส่หลอดเซนตริฟิวจใ์หม่ แลว้เติมนํz ากลั�นปริมาตร 30 ไมโครลิตร ตัzงทิzงไว ้1 นาที นาํไป
ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ที�อุณหภูมิห้อง ชิzนส่วนของดีเอ็นเอจะถูกชะ
ลงมาดา้นล่าง แลว้นาํไปตรวจ สอบปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส เก็บสารละลายดีเอ็นเอ
ไวที้�อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสจนกวา่จะนาํมาใช ้      
 
6.  การโคลนชิQนส่วนของดีเอ 
 
 6.1  การเตรียมเซลลค์อมพีเทนต ์(competent cell) 
 
 เกลี�ยเชืzอแบคทีเรีย E. coil ให้ไดโ้คโลนีเดี�ยว บนอาหารแข็งสูตร Luria Bertani agar (LB) 
(ภาคผนวก 1) บ่มที� 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชั�วโมง  จากนัzนปลูกเชืzอแบคทีเรียโคโลนีเดี�ยวลง
ในอาหารสูตร LB  ปริมาตร 3 ไมโครลิตร เขยา่ 250 รอบต่อนาทีที� 37 องศาเซลเซียส นานขา้มคืน 
นาํมา 500 ไมโครลิตร ปลูกเชืzอลงในอาหาร LB และเลีzยงต่อนาน  3-4  ชั�วโมง หรือเมื�อค่า OD =          
0.4 - 0.6 จากนัzนยา้ยเชืzอใส่หลอด 50 มิลลิลิตร แช่นํz าแข็ง นาน 5 นาที ที� 4 องศาเซลเซียส จากนัzน
ละลายเซลลด์ว้ยสารละลาย TSS ที�เยน็จดั 10 มิลลิลิตร แช่นํz าแข็งนาน 5 นาที นาํมาปั�นเหวี�ยงที� 3,000 
รอบต่อนาที นาน 5 นาที ที� 4 องศาเซลเซียส  จากนัzนละลายตะกอนเซลล์ดว้ย TSS 0.5-1 มิลลิลิตร แช่
นํz าแข็ง 5 นาที  แบ่งเชืzอ 100 ไมโครลิตร (ต่อการถ่ายยีน 1 ตวัอย่าง) ใส่ในหลอดไมโครทิวบที์�แช่
นํzาแขง็  แลว้แช่หลอดในไนโตรเจนเหลวก่อนนาํไปเก็บรักษาที� -70 องศาเซลเซียส 
 
       6.2  การเชื�อมต่อชิzนส่วนดีเอ็นเอกบัเวคเตอร์ 
 
 นาํชิzนส่วนของดีเอน็เอที�ไดจ้ากการทาํพีซีอาร์ โดยเชื�อม (ligation) ชิzนส่วนของดีเอ็นเอที�ได้
เขา้กบัเวคเตอร์ pGEM®-T easy (Promega, USA) ดว้ยอาศยัเอนไซม ์ligase  เติม pGEM®-T ปริมาตร 
0.5 ไมโครลิตร 10X ligation buffer ปริมาตร 5 ไมโครลิตร เอ็นไซม ์T4 DNA ligase ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร และชิzนส่วนของดีเอ็นเอ ปริมาตร 4 ไมโครลิตร บ่มที� 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16-24 
ชั�วโมง 
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 6.3  การนาํชิzนส่วนของดีเอ็นเอเขา้สู่ E.coli  (transformation) โดยวธีิ heat shock    
 
 นาํชิzนส่วนของดีเอน็เอที�เชื�อมกบัเวคเตอร์ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเซลล์คอมพีเทนตจ์าก
เซลล์แบคทีเรีย E. coli ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดเซนตริฟิวจข์นาด 1.5 ไมโครลิตร ผสม
ให้เขา้กนัและแช่ทิzงไวใ้นนํz าแข็ง 45 นาที แลว้ให้ความร้อนทนัที (heat shock) โดยนาํไปจุ่มลงใน
อ่างควบคุมอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที และนาํไปแช่ลงในนํz าแข็งทนัที ทิzงไวน้าน 2 
นาที แลว้จึงเติมอาหารเลีz ยงเชืzอเหลว LB broth (ภาคผนวก2) 500 ไมโครลิตร  แลว้นาํไปเลีz ยงที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั�วโมง หลงัจากนัzนเกลี�ย x-gal              
(5 Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside) ความเข้มขน้ 40 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร 
ปริมาตร 20 ไมโครลิตรและ IPTG (Isopropyl thio-β-D-galactoside) ความเขม้ขน้ 0.2 กรัมในนํz า 1 
มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  ลงบนอาหารแข็ง LB agar ที�มียาปฏิชีวนะ ampicillin  นาํเชืzอที�
เลีzยงไว ้1 ชั�วโมงมาหมุนเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 3,600 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดอาหารดา้นบน
ออก เหลือไวป้ระมาณ 100 ไมโครลิตร ผสมส่วนที�เหลือกับตะกอนให้เข้ากัน แล้วเกลี�ยลงบน
อาหารที�เตรียมไว ้บ่มไวที้�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ตรวจดูโคโลนีของแบคทีเรียสีขาว
และสีฟ้าที�เจริญบนอาหาร เลือกโคโลนีสีขาวมาเลีz ยงบนอาหารแข็ง LB (ภาคผนวก1) ที�มียา
ปฏิชีวนะ ampicillin แลว้เกลี�ยดว้ย x-gal ความเขม้ขน้ 40 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร และ IPTG ความเขม้ขน้ 0.2 กรัมในนํz า 1 มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรบ่มที�
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 12 ชั�วโมง จากนัzนเลีz ยงเซลล์แบคทีเรียในอาหารเหลว LB 
(ภาคผนวก 2) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และยาปฏิชีวนะ ampicillin  5 ไมโครลิตร ในหลอดทดลอง 1.5 
มิลลิตร บ่มที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 16 ชั�วโมง 
 
7.   การสกดัพลาสมิด (plasmid isolation) 
 
 7.1 นาํเซลล์แบคทีเรียที�เลีz ยงไวใ้นหลอดทดลอง 1.5 มิลลิตร หมุนเหวี�ยง 12,000 รอบต่อ
นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที จากนัzนเทส่วนใสดา้นบนทิzง ละลายตะกอนดว้ย
สารละลาย Alkaline lysis I (ภาคผนวก 3) 100 ไมโครลิตร นาํไปผสมให้เขา้กนั จนกระทั�งไม่มี
ตะกอนเซลลเ์หลือติดอยูที่�กน้หลอด 
 



22 

 

 7.2 เติมสารละลาย Alkaline lysis II (ภาคผนวก 4) 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยกลบั
หลอดไปมาเบาๆ จนสารละลายใส หลงัจากนัzนนาํมาแช่นํz าแข็งนาน 5 นาที แล้วเติมสารละลาย 
Alkaline lysis III (ภาคผนวก 5) 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยกลบัหลอดไปมา แลว้แช่ใน
นํz าแข็งนาน 5 นาที จะเห็นตะกอนสีขาวของแบคทีเรียกระจายอยูใ่นสารละลาย นาํไปหมุนเหวี�ยง
ดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  เพื�อแยกชัzนของ
สารละลายดูดสารละลายใสดา้นบนซึ�งมีดีเอน็เออยูใ่ส่ในหลอดใหม่  
 
 7.3 เติมเอธานอล 100 เปอร์เซ็นตที์�แช่เยน็จดัปริมาณ 2 เท่าของสารละลายที�มีอยู ่นาํไปปั�น
เหวี�ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เทส่วนสารละลาย
ส่วนใสดา้นบนทิzง แลว้เติมเอธานอล 70 เปอร์เซ็นต ์นาํไปปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อ
นาที ที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที เพื�องลา้งพลาสมิดอีกครัz ง เทส่วนสารละลายส่วนใส
ดา้นบนทิzง แลว้ตากตะกอนให้แห้ง ละลายตะกอนใน TE buffer และ RNase A เก็บไวที้� -20 องศา
เซลเซียส 
 
 7.4 ตรวจสอบพลาสมิดที�ไดด้ว้ยการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์และการตดัดว้ยเอ็นไซมต์ดัจาํเพาะ 
(Digestion) 
 
 7.4.1 ตรวจสอบพลาสมิดดว้ยการทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
   
        นาํพลาสมิดปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์เติม PCR buffer 
(100mM Tris-HCl pH 8.0 และ 500mM KCl) ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 10mM dNTP ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตร 25mM Mgcl2 ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร และ Taq DNA polymerase 0.2 ไมโครลิตร แลว้
จึงเติมไพรเมอร์ forward และ reverse อยา่งละ 0.5 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํz ากลั�นปลอดเชืzอ
ให้ไดป้ริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร แลว้นาํไปสังเคระห์ดีเอ็นเอโดยใช้เครื�องพีซีอาร์รุ่น C1000 
(BIORAD) ตัzงโปรแกรมพีซีอาร์ ดงันีz  อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส  5 นาที 1 รอบ 94 องศาเซลเซียส 
30 วินาที (สําหรับการ denaturation), 40 องศาเซลเซียส  30 วินาที (สําหรับการ annealing), 72 องศา
เซลเซียส 1  นาที (สาํหรับการ primer extension) รวมทัzงหมด  35 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส  7 นาที 
1 รอบ แลว้ตรวจสอบหาชิzนส่วนของดีเอน็เอที�ตอ้งการศึกษาโดยวิธีอิเล็กโตรโฟรีซิส ดว้ยการใชเ้จล 
agarose ที�มีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์
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 7.4.2  ตรวจสอบพลาสมิดดว้ยการใชเ้อน็ไซมต์ดัจาํเพาะ 
   
                  นาํพลาสมิดปริมาณ 3 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ มาเติม
บฟัเฟอร์สําหรับเอ็นไซม์ EcoRI ปริมาตร 1 ไมโครลิตรและเอ็นไซม์ EcoRI ปริมาตร0.3 
ไมโครลิตร ปรับปริมาตรดว้ยนํz ากลั�นปลอดเชืzอให้มีปริมาตรสุทธิ 10 ไมโครลิตร จากนัzนนาํไปบ่ม
ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 12-16 ชั�วโมง หลงัจากนัzนหยุดปฏิกิริยาโดยนาํไปบ่มที�อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที แลว้นาํมาตรวจสอบหาชิzนส่วนของดีเอ็นเอที�ตอ้งการศึกษาโดยวิธีอิ
เล็กโตรโฟรีซิส ดว้ยการใชเ้จล agarose ที�มีความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์
 
8.  การวเิคราะห์ลาํดับเบส 
 
 ทาํการยืนยนัผลโดยการส่งตวัอย่างไปวิเคราะห์ลาํดบัเบสที�บริษทั Macrogen ประเทศ
เกาหลีใต ้หลงัจากไดล้าํดบัเบสแลว้ จึงนาํมาเปรียบเทียบความเหมือนของลาํดบัเบสกบัดีเอ็นเออื�นๆ
ในฐานขอ้มูล The National Center for Biotechnology Information (NCBI) โดยใช้โปรแกรม 
BLAST เป็นโปรแกรมที�สามารถวิเคราะห์สายดีเอ็นเอหรือโปรตีนที�กาํลงัศึกษาวา่มีความเหมือน
หรือคลา้ยคลึงกบัยนีหรือโปรตีนชนิดใดบา้งในฐานขอ้มูล 
 
9.  การออกแบบไพรเมอร์ 
 
 นาํลาํดบัเบสชิzนส่วนดีเอ็นเอที�คดัเลือกมาวเิคาระห์หาตาํแหน่งที�เหมาะสมสาํหรับออกแบบ
สการ์ไพรเมอร์ (SCAR primer) ที�ลาํดบัเบสมีความจาํเพาะเจาะจงกบัชนิดของไพล โดยใช้
โปรแกรม nucleotidecalculator และ fastpcr 

 
10.  ทดสอบประสิทธิภาพของสการ์ไพรเมอร์ (SCAR primer) 
 
 ทดลองใชส้การ์ไพรเมอร์ที�ออกแบบกบัประชากรไพลจาํนวน 20 ตวัอยา่ง (ตารางที� 1) เพื�อ
ดูประสิทธิภาพของไพรเมอร์วา่สามารถใชจ้าํแนกหรือบ่งชีzลกัษณะตามที�ตอ้งการไดถู้กตอ้งแม่นยาํ
หรือไม่ ดว้ยวธีิพีซีอาร์ โดยมีสารละลายต่างๆในปฎิกิริยาดงัตารางที� 3 
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ตารางที� 3 ส่วนประกอบของสารละลายพีซีอาร์ปริมาตรสุทธิ 25 ไมโครลิตร 
 

สารที�ใชใ้นปฏิกิริยา ปริมาตร (µl) 

จีโนมิกดีเอ็นเอ 50 ng/µl 
สการ์ไพรเมอร์ (100 mM) 
10X PCR buffer  
MgCl2 ( 25  mM) 
dNTP mix (10 mM) 

Taq  DNA polymerase (5 U/µl) 
นํzากลั�นบริสุทธิx  

  0.5 
  2.0 
  2.5 
  4.0 
  2.0 
  0.3 
13.7 

ปริมาตรรวม                               25.0 
  
 10.1  การตัzงโปรแกรมอุณหภูมิ (Thermo cycler) 
 
          สังเคราะห์ดีเอน็เอโดยใชเ้ครื�องพีซีอาร์รุ่น C1000 (BIORAD) ตัzงโปรแกรมปฏิกิริยา
พีซีอาร์ ดงันีz  
 
    Denaturation อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
    Annealing อุณหภูมิ ~50-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที    จาํนวน 35 รอบ 
        Extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วนิาที 
 
 ตรวจสอบผลพีซีอาร์ดว้ยการทาํอิเล็กโทรโฟรีซิสบนแผน่เจล agarose ที�มีความเขม้ขน้ 1.5 
เปอร์เซ็นต ์ใน Tris-Borate-EDTA buffer (TBE)  ความเขม้ขน้ 0.5 เท่า โดยใชก้ระแสไฟระดบั 90 
โวลต์ให้สมํ�าเสมอเป็นเวลา 1 ชั�วโมง หลังจากนัz นจึงยอ้มเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium 
bromide; EtBr)  แลว้ตรวจดูดีเอน็เอดว้ย UV light box ถ่ายรูป และบนัทึกผล 
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สถานที�และระยะเวลาทาํการวจัิย 
1.  สถานที�ทาํการวจัิย 

 
1.  ศูนยพ์นัธุวศิวกรรมและเทคโนโลยชีีวภาพแห่งชาติ  ปทุมธานี 
2.  หอ้งปฏิบติัการกลาง ภาควชิาพืชสวน คณะเกษตร มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต

บางเขน กรุงเทพฯ 
3.  หอ้งปฏิบติัการกลาง อาคารวชิรานุสรณ์ คณะเกษตร มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขต

บางเขน กรุงเทพฯ 
 
2.  ระยะเวลาทาํการวจัิย 
 
 ทาํการวจิยัตัzงแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2553 ถึง เดือนธนัวาคม พ.ศ. 2553 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

1. การสกดัดีเอน็เอ 
 
 ดีเอ็นเอที�สกดัจากส่วนของใบอ่อนโดยใช้วิธีการที�ประยุกต์จาก
Laboratory Protocols (2002
ตรวจสอบในเจล agarose 
อลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น
ดูดกลืนแสงอยูร่ะหวา่ง 1.6 
เกิดลกัษณะ smear band 
ใส่ตวัอยา่งอยูบ่า้งเล็กนอ้ย และปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอจากแต่ละตวัอยา่งที�สกดัไดมี้ความ
แตกต่างกนั (ภาพที� 4) จึงปรับความเขม้ขน้ให้ได ้
ในการทดลองต่อไป 

ภาพที� 4  จีโนมิกดีเอ็นเอของไพลเหลือง 
               (Zingiber montanum

   kb DNA ladder 

ผลและวจิารณ์ 
 

ดีเอ็นเอที�สกดัจากส่วนของใบอ่อนโดยใช้วิธีการที�ประยุกต์จาก 
2002) นาํมาตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอโดยวิธีวดัการดูดกลืนแสงและ

agarose ความเขม้ขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต ์เมื�อนาํดีเอ็นเอที�ไดไ้ปวดัการดูดกลืนแสง
อลัตราไวโอเลตที�ความยาวคลื�น 260 กบั 280 นาโนเมตร (A260/A280) พบวา่ดีเอ็นเอ

1.6 -1.8 ซึ� งถือวา่ดีเอ็นเอมีคุณภาพค่อนขา้งดี ลกัษณะแถบดีเอ็นเอที�ไดไ้ม่
แต่ยงัมีการปนเปืz อนของโปรตีนและสารจาํพวกพอลิแซคคาไรด์บริเวณที�

ใส่ตวัอยา่งอยูบ่า้งเล็กนอ้ย และปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอจากแต่ละตวัอยา่งที�สกดัไดมี้ความ
จึงปรับความเขม้ขน้ให้ได ้50 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ก่อนที�จะนาํไปใช้

 
 

   
 
 

จีโนมิกดีเอ็นเอของไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’) (1), ไพลปลุกเสก 
montanum ‘Plooksake’) (2), ไพลดาํ (Zingiber ottensii) (3

 (Fermentas) (M) 

M       1          2        3         M 
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 Molecular Biology 
คุณภาพของดีเอ็นเอโดยวิธีวดัการดูดกลืนแสงและ

เมื�อนาํดีเอ็นเอที�ไดไ้ปวดัการดูดกลืนแสง
พบวา่ดีเอ็นเอที�ไดมี้ค่าการ

ซึ� งถือวา่ดีเอ็นเอมีคุณภาพค่อนขา้งดี ลกัษณะแถบดีเอ็นเอที�ไดไ้ม่
นเปืz อนของโปรตีนและสารจาํพวกพอลิแซคคาไรด์บริเวณที�

ใส่ตวัอยา่งอยูบ่า้งเล็กนอ้ย และปริมาณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอจากแต่ละตวัอยา่งที�สกดัไดมี้ความ
ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ก่อนที�จะนาํไปใช้

ไพลปลุกเสก   
3) และ gene ruler 1 
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2. การวเิคราะห์ลายพมิพ์ดีเอน็เอโดยเทคนิคอาร์เอพดีี 
 
 จากการทดสอบไพรเมอร์แบบสุ่มขนาด 10 นิวคลีโอไทด์จาํนวน 46 ชนิด ดงัแสดงใน

ตารางที� 4 โดยไพรเมอร์แต่ละชนิดมีลาํดบัของนิวคลีโอไทด์และเปอร์เซ็นตข์อง guanine และ 
cytosine (G+C เปอร์เซ็นต)์ 60 และ 70 เปอร์เซ็นต ์ เพื�อเลือกวา่ไพรเมอร์ใดที�สามารถสังเคราะห์        
ดีเอ็นเอกับไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum 
‘Plooksake’) และ ไพลดาํ (Zingiber ottensii) จากการคดัเลือกและทาํซํz าสามครัz ง พบวา่มีไพรเมอร์ 
16 ชนิด ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ OPC01, OPC18, OPQ02, OPQ05, OPR01, OPR02, OPR06, OPS02, 
OPX06, OPY07, OPY11, OPY14, OPZ11, OPZ15, OPZ16 และ OPZ18 ที�สามารถเพิ�มปริมาณดี
เอ็นเอไดดี้ คงที� มีแถบดีเอ็นเอชดัเจน (major band) และแถบดีเอ็นเอที�จาง (minor band) ซึ� งแถบดี
เอ็นเอเหล่านัz นสามารถแสดงความแตกต่างในลายพิมพ์ดี เอ็นเอจนเกิดเป็นพหุสัณฐาน 
(polymorphism) 

 
 รูปแบบของแถบดีเอน็เอที�มีความแตกต่างกนั เมื�อเปรียบเทียบกนักบัไพลเหลือง (Zingiber 

montanum ‘Lueng’) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) และไพลดาํ (Zingiber 

ottensii) คาดวา่สามารถใชบ่้งชีzชนิดของไพลทัzง 2 ชนิดได ้โดยพิจารณาจากลกัษณะของการปรากฏ
ของแถบดีเอ็นเอในชนิดหนึ� ง แต่ไม่ปรากฏในอีกชนิดหนึ�ง พบวา่สามารถคดัเลือกแถบดีเอ็นเอได ้
23 แถบจากไพรเมอร์ 16 ชนิดดงัตารางที� 4 

 
ไพรเมอร์ OPC01ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 1,100 คู่เบสในไพลดํา (ภาพที� 5A) ไพรเมอร์ 

OPC18 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 400 คู่เบสในไพลปลุกเสก (ภาพที� 5B) ไพรเมอร์ OPQ02 ให้แถบดี
เอน็เอขนาด 550 คู่เบสทัzงในไพลเหลืองและไพลปลุกเสก (ภาพที� 5C)  ไพรเมอร์ OPQ05 ให้แถบดี
เอน็เอขนาด 430 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 5D)  ไพรเมอร์ OPR01 ใหแ้ถบดีเอ็นเอขนาด 690 คู่เบสใน
ไพลดาํ (ภาพที� 6A) ไพรเมอร์ OPR02 ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 700 คู่เบสในไพลปลุกเสก แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 550 และ 380 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 6B) ไพรเมอร์ OPR06 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 875 คู่เบส
ในไพลเหลือง (ภาพที� 6C) ไพรเมอร์ OPS02 ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 550 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 6D)  
ไพรเมอร์ OPX06 ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 800 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 7A) ไพรเมอร์ OPY07 ให้แถบ
ดีเอน็เอขนาด 1,125 คู่เบสในไพลเหลืองและไพลปลุกเสก (ภาพที� 7B)  ไพรเมอร์ OPY11 ให้แถบดี
เอน็เอขนาด 740 คู่เบสในไพลเหลืองและไพลปลุกเสก และแถบดีเอ็นเอขนาด 400 คู่เบสในไพลดาํ
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(ภาพที� 7C)  ไพรเมอร์ OPY14 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 260 คู่เบสในไพลเหลืองและไพลปลุกเสก 
(ภาพที� 7D)  ไพรเมอร์ OPZ11 ใหแ้ถบดีเอน็เอขนาด 300 คู่เบสในไพลเหลืองและแถบดีเอ็นเอขนาด 
550 คู่เบสไพลดาํ (ภาพที� 8A)  ไพรเมอร์ OPZ15 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 400 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 
8B)  ไพรเมอร์ OPZ16 แถบดีเอ็นเอขนาด 730 คู่เบสในไพลเหลืองและไพลปลุกเสกและแถบดีเอ็น
เอขนาด 900 คู่เบสในไพลดาํ (ภาพที� 8B) และไพรเมอร์ OPZ18 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 900 คู่เบสใน
ไพลดาํ (ภาพที� 8D)   

 
 การที�ไพรเมอร์เหล่านีzสามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอของไพลในแต่ละชนิดได ้เนื�องจากไพร
เมอร์สามารถเขา้เกาะกบัจีโนมของดีเอน็เอตน้แบบได ้โดยไพรเมอร์จะตอ้งจบัอยูบ่นดีเอ็นเอทัzงสอง
เส้นในตาํแหน่งที�ใกลก้นัและในทิศทางเขา้หากนั จึงจะเกิดปฏิกิริยาการสร้างดีเอ็นเอสายใหม่และ
สามารถเพิ�มปริมาณได ้(William et al., 1990) ซึ� งสอดคลอ้งกบัการทดลองของ เสาวลกัษณ์ (2552) 
ที�สามารถใชไ้พรเมอร์แบบสุ่ม (Random primer) ชุด Operon Technologies สามารถเพิ�มปริมาณดี
เอ็นเอไดใ้นไพล ส่วนการที�ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ อาจเนื�องมาจากชิzนส่วนดีเอ็นเอที�เป็นที�เกาะกบั
ไพรเมอร์หายไปหนึ�งตาํแหน่งหรือทัzงสองตาํแหน่ง หรือมีชิzนส่วนดีเอ็นเอขนาดใหญ่มาสอดแทรก
ในระหวา่งตาํแหน่ง 2 ตาํแหน่งที�ไพรเมอร์เกาะ ทาํให้ไพรเมอร์ทัzงสองโมเลกุลอยูห่่างกนัเกินกวา่ที�
จะเพิ�มปริมาณดีเอน็เอได ้และอาจเกิดจากมีการแทนที�หรือเปลี�ยนแปลงเบสบริเวณที�เป็นที�เกาะของ
ไพรเมอร์ ทาํให้ไพรเมอร์ไม่สามารถเกาะกบัดีเอ็นเอเป้าหมายจึงไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ (William  
et al., 1990) การเกิดโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphism) ที�เป็นผลมาจากการที�ไพรเมอร์เกาะในตาํแหน่ง
ที�ต่างกนัทาํใหไ้ดจ้าํนวนและขนาดของชิzนดีเอ็นเอที�เปลี�ยนไป หรือเกิดจากดีเอ็นเอส่วนที�ไพรเมอร์
เกาะไดห้ายไป หรือมีการแทนที� หรือเปลี�ยนแปลงเบสบริเวณที�ไพรเมอร์เกาะจึงไม่เกิดแถบดีเอ็นเอ 
หรือเกิดการหายไปหรือเพิ�มขึz นมาของดีเอ็นเอบริเวณที�อยู่ระหว่างตาํแหน่งของไพรเมอร์ 2 
ตาํแหน่ง ทาํให้ขนาดของชิzนดีเอ็นเอที�เพิ�มขึzนมีขนาดเปลี�ยนแปลงไป โดยจะแสดงผลในลกัษณะ
การมีหรือไม่มีแถบดีเอน็เอที�ตาํแหน่งต่าง ๆ มากกวา่การเปลี�ยนขนาดของแถบดีเอ็นเอ(วาริน, 2545) 
เทคนิคอาร์เอพีดีนัzนถูกนาํมาใชใ้นการจาํแนกพืชสกุล Pyrus (Oliveira et al., 1999) และในปี ค.ศ. 
2000 Nicolosi และคณะ พบวา่ชิzนส่วนดีเอ็นเอที�ไดจ้ากส้ม (citus) บางส่วนมีความจาํเพาะต่อสาย
พนัธ์ุบางสายพนัธ์ุ สามารถนาํไปพฒันาเพื�อใชเ้ป็นเครื�องหมายโมเลกุล ในการคดัเลือกสายพนัธ์ุได้
ต่อไปในอนาคตไดเ้ช่นกนั 
 
 



 

 

 

 

 
 
ภาพที� 5  ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของ
               ‘Lueng’)(1) ไพลปลุกเสก 
   ottensii)(3) จาก
   gene ruler 1 kb DNA ladder

M        1       2       3      M

  M        1       2       3      M

 A                 

 C                   

ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
กการใชไ้พรเมอร์ OPC01 (A), OPC18 (B), OPQ02 (C), 

kb DNA ladder (Fermentas) (M) 

550 bp 

M        1       2       3      M 

M        1       2       3      M

M        1       2       3      M

M        1       2       3      M 

1,100 bp 
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 B 

  D 

 montanum      
และไพลดาํ (Zingiber 

OPC01 (A), OPC18 (B), OPQ02 (C), OPQ05 (D), และ 

430 bp 

M        1       2       3      M 

M        1       2       3      M 

400 bp 



 

 

               
 

 
 
ภาพที� 6  ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของ
              ‘Lueng’) (1) ไพลปลุกเสก 
  ottensii) (3) จาก
  gene ruler 1 kb DNA ladder

M        1       2       3      M

M        1       2       3      M
 A                 

  C                    

ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
จาก การใชไ้พรเมอร์ OPR01 (A), OPR02 (B), OPR06 (C
kb DNA ladder (Fermentas) (M) 

875 bp 

M        1       2       3      M M        1       2       3      M

M        1       2       3      M M        1       2       3      M

690 bp 

875 bp 
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 B 

 D 

 montanum  
และไพลดาํ (Zingiber  

(C), OPS02 (D),  และ 

550 bp 

M        1       2       3      M 

M        1       2       3      M 

700 bp 

550 bp 

380 bp 

550 bp 



 

  
 

 
 
ภาพที� 7  ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของ
              ‘Lueng’) (1) ไพลปลุกเสก 
  ottensii) (3) จากการใชไ้พรเมอร์
  gene ruler 1 kb DNA ladder
              

M        1       2       3      M

M        1       2       3      M

 A                   

 C                   

ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
จากการใชไ้พรเมอร์ OPX06 (A), OPY07 (B), OPY11 (C
kb DNA ladder (Fermentas) (M) 

740 bp 

400 bp 

M        1       2       3      MM        1       2       3      M 

800 bp 

M        1       2       3      MM        1       2       3      M 
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 B  

 D 

 montanum  
และไพลดาํ (Zingiber 

, OPY11 (C), OPY14 (D), และ 

260  B

3      M 

1,125 bp 

M        1       2       3      M 

260 bp 



 

                
 

    
 

ภาพที� 8  ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของ
              ‘Lueng’) (1) ไพลปลุกเสก 
  ottensii) (3) จากการใชไ้พรเมอร์
  gene ruler 1 kb DNA ladder

M        1       2 

M        1       2       3      M
                   

                 

ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดีของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
จากการใชไ้พรเมอร์OPZ11 (A), OPZ15 (B), OPZ16 (C), 
kb DNA ladder (Fermentas) (M)

M        1       2       3      M    M     1       2       3       M

M        1       2       3      M M        1       2       3      M

A          

C        

300 bp 

550 bp 

730 bp 
900 bp 

32 

 

 

 montanum  
และไพลดาํ (Zingiber 

OPZ11 (A), OPZ15 (B), OPZ16 (C), OPZ18 (D), และ  

M     1       2       3       M 

M        1       2       3      M 

B        

D        

400 bp 

900 bp 
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ตารางที� 4  ชนิดของไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(5’-3’) และขนาดของแถบดีเอ็นเอที
จาํเพาะ   
     เจาะจงกบัไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum   
                 ‘Plooksake’) และ ไพลดาํ (Zingiber ottensii) 
 

ลาํดบัแถบ 
ดีเอน็เอ 

ไพรเมอร์ ลาํดบั 
นิวคลีโอไทด ์        

(5’-3’) 

ขนาดของแถบ 
ดีเอน็เอ 
 (คู่เบส) 

ไพล
เหลือง 
(PY) 

ไพล 
ปลุกเสก

(PPS) 

ไพลดาํ        
(PB) 

1 OPC01 TTCGAGCCAG 1,100 - - + 
2 OPC18 TGAGTGGGTG 400 - + - 
3 OPQ02 TCTGTCGGTC 550 + - - 
4   550 - + - 
5 OPQ05 CCGCGTCTTG 430 - - + 
6 OPR01 TGCGGGTCCT 690 - - + 
7 OPR02 CACAGCTGCC 700 - + - 
8   550 - - + 
9   380 - - + 

10 OPR06 GTCTACGGCA 875 + - - 
11 OPS02 CCTCTGACTG 550 - - + 
12 OPX06 ACGCCAGAGG 800 - - + 
13 OPY07 AGAGCCGTCA       1,125 + - - 
14 OPY11 AGACGATGGG 740 + + - 
15   400 - - + 
16 OPY14 GGTCGATCTG 260 + + - 
17 OPZ11 CTCAGTCGCA 300 + _ - 
18   550 - + - 
19 OPZ15 CAGGGCTTTC 400 - - + 
20 OPZ16 TCCCCATCAC 730 + + - 
21   730 - + - 
22   900 - - + 
23 OPZ18 AGGGTCTGTG 900 - - + 
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  การทาํปฏิกิริยาเทคนิคพีซีอาร์นัzน ดีเอ็นเอที�ใชต้อ้งไม่มีสิ�งเจือปนมากนกั เพราะถา้ดีเอ็นเอ
มีการปนเปืz อนของสารอื�น เช่น โพลีแซคคาร์ไรด์ หรือสารประเภทฟีนอลิค ก็จะทาํให้รูปแบบของ
แถบดีเอน็เอจากอาร์เอพีดีไม่ชดัเจน เนื�องจากโพลีแซคคาร์ไรด ์หรือสารประเภทฟีนอลิค จะไปมีผล
ต่อการทาํงานของเอ็นไซมต์ดัจาํเพาะบางชนิด (Demeke และ Adams, 1992) ทาํให้ผลที�ไดมี้ความ
คลาดเคลื�อน ดงันัzนการลดโพลีแซคคาร์ไรด์ปริมาณสามารถทาํไดไ้ดโ้ดยการเจือจางความเขม้ขน้
ของดีเอ็นเอ (Ram et al., 1996) และดีเอ็นเอตอ้งไม่แตกหกั (sheered DNA) หรือ degrade เพราะจะ
มีผลต่อการทาํปฏิกิริยาซํz าและการเพิ�มจาํนวนดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ (Godard et al., 1994) และ
การเติมสาร PVP (polyrinyl pyrrolidone) จะทาํให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธิx มากขึzน เนื�องจากใบอ่อน
ของไพลมีการสะสมทุติยภูมิ (secondary metabolites) ซึ� งเป็นสารจาํพวก polyphenol จะทาํให้ดีเอ็น
เอที�ไดมี้การปนเปืz อน โดยสาร PVP จะจบักบัพวก polyphenolic แลว้อยูใ่นสภาพที�ไม่ละลายนํz าแลว้
แยกชัzนออกมา ซึ� งจะช่วยป้องกนัการเกิดออกซิเดชั�นของสาร ซึ� งจะทาํให้สารละลายดีเอ็นเอเป็นสี
นํz าตาลและมีผลไปยบัย ัzงการทาํงานของเอนไซมต่์าง ๆ (Sue et al., 1997) ในขณะเดียวกนัความ
เขม้ขน้ของดีเอ็นเอก็มีความสําคญัในการเกิดปฏิกิริยา ถา้นอ้ยเกินไปก็จะไม่สามารถทาํซํz าได ้(มะลิ
วลัย,์ 2546) ส่วนความเขม้ขน้ของ MgCl2จะมีผลต่อการเกาะของไพรเมอร์บนเส้นดีเอ็นเอตน้แบบ 
ในสภาวะที�ความเขม้ขน้ของ MgCl2 สูงและสภาพความเขม้งวดตํ�า (stringency) จะทาํให้เกิดการ
จบัคู่ที�ผดิพลาด (miss-matching) ระหวา่งไพรเมอร์กบัดีเอน็เอตน้แบบ (มะลิวลัย,์ 2546) 
 

 ตดัแถบดีเอ็นเอที�คาดวา่สามารถใชเ้ป็นเครื�องหมายโมเลกุลในการแยกความแตกต่างของ
ไพลทัzง 2 กลุ่มดงัแสดงในตารางที� 4 จาํนวน 23 แถบโดย “ + ”  หมายถึงการปรากฎของแถบดีเอ็น
เอที
จาํเพาะเจาะจงและไดรั้บการคดัเลือกเพื
อนาํไปทดลองต่อไป และ “ – ”  หมายถึงการไม่ปรากฏ
ของแถบดีเอน็เอที
จาํเพาะเจาะจงในไพลชนิดนั7นๆ แลว้นาํมาทาํใหบ้ริสุทธิx โดยใชชุ้ดสกดั  AxyPrep 

DNA Gel Extraction (Axygen, USA) แลว้ทาํการโคลนชิzนดีเอน็เอดงักล่าว เพื�อเพิ�มปริมาณจากชิzนดี
เอ็นเอเหล่านัz น ชิzนดีเอ็นเอที�จะใช้เป็นเครื� องหมายโมเลกุลทัzงหมดจะนํามาเชื�อมกับพลาสมิด 
pGEM-T และเพิ�มปริมาณในเชืzอ E.coli เมื�อคดัเลือกโคลนที�ตอ้งการได้แล้วจึงนาํพลาสมิดไป
วเิคราะห์ลาํดบัเบสและนาํลาํดบัเบสที�ไดไ้ปเปรียบเทียบกบัฐานขอ้มูล NCBI พบวา่ลาํดบัเบสที�ไดมี้
ความเหมือนกบัขอ้มูลในฐานขอ้มูล ยกเวน้ C01_PB, Y11_PPS และ Z11_PY ไม่มีความเหมือนกบั
ขอ้มูลในฐานขอ้มูล (ตารางที� 5) และไม่ใช่ส่วนเริ�มตน้ของยีน (open reading frame) (ภริตา, 2554) 
ซึ� งแสดงให้เห็นวา่ทัzงสองแถบดีเอ็นเอนีz ไม่ไดอ้ยูใ่นตาํแหน่ง coding  แต่ RAPD marker มกัจะให้
ลําดับเบสที� เฉพาะกับ intron ซึ� ง  intron จะมีหน้าที�ควบคุมการแสดงและไม่แสดง
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ตารางที�  5 เปรียบเทียบลาํดบัเบสของดีเอน็เอจาํนวน 22 แถบกบัฐานขอ้มูล NCBI  
 

No. Clone Sizes (bp) Homology Nucleotide 
identity (bp) 

E-Value Accession no. 

Name Activity 
1 OPC01_PB 1,100 Marinomonas sp. Complete genome 24/24 (100%) 1.3 CP000749.1 
2 OPC18_PPS 400 Punica granatum Microsatellite 

sequence clone 
ABRII-MP33 

38/43 (89%) 0.003 GU950625.1 

3 OPQ02_PY 550 Brassica rapa subsp. 

pekinensis 

Complete sequence 
clone KBrB042J11 

29/33 (88%) 2.1 AC189344.2 

4 OPQ02_PPS 550 Brassica rapa subsp. 

pekinensis 

Complete sequence 
clone KBrB042J11 

29/33 (88%) 2.1 AC189344.2 

5 OPQ05_PB 430 Zingiber officinale Genomic sequence 
clone ZoP92 

118/171 (70%) 1e-07 AY856502.1 

6 OPR01_PB 690 Hordeum vulgare subsp. Clones BAC 799C8, 
122A5 hardness 

locus region 

37/45 (83%) 0.22 AY643844.1 

 
 

 
35 



36 

 
36

ตารางที�  5 (ต่อ) 
 

No. Clone Sizes (bp) Homology Nucleotide 
identity (bp) 

E-Value Accession 

Name Activity 

7 OPR02_PPS 700 Daucus carota subsp. 

Sativus 

Genomic sequence 
clone BAC C127D12 

445/621 (72%) 1e-81 FJ149679.1 

8 OPR02_PB 550 Daucus carota subsp. 

Sativus 

Genomic sequence 
clone BAC C123I08 

70/80 (88%) 9e-18 FJ148933.1 

9 OPR02_PB 380 Zingiber officinale Genomic sequence 
clone ZoP52 

203/257 (79%) 3e-53 AY856492.1 

10 OPR06_PY 875 Vitis vinifera Genome shotgun 
sequence contig 

VV78X126231.15 

46/58 (80%) 0.083 AM464567.1 

11 OPS02_PB 550 Fragaria vesca Complete sequence clone 
fosmid 11D02 

45/48 (94%) 1e-09 
 

EU024828.1 

12 OPX06_PB 800 Oryza glaberrima Complete sequence 
cloneOG_BBa0083I10 

26/28 (93%) 3.3 AC210489.1 

 
 

 
36 



37 

 
37

ตารางที�  5 (ต่อ) 
 

No. Clone Sizes (bp) Homology Nucleotide identity 
(bp) 

E-Value Accession 

Name Activity 
13 OPY07_PY 1,125 Vitis vinifera Whole genome shotgun 

sequence contig 
VV78X170229.2 

39/47 (83%) 0.32 AM431676.2 

14 OPY11_PPS 740 Plasmodium knowlesi strain 
H 

Complete genome 
chromosome  12 

33/38 (87%) 0.84 AM910994.1 

15 OPY11_PB 400 Cicer arietinum Partial mitochondrial 
tRNA-Lys gene 

194/211 (92%) 1e-76 AJ630374.1 

16 OPY14_PPS 260 Brassica oleracea Genomic sequence clone 
B21F5 

24/25 (96%) 3.7 AC152123.1 

17 OPZ11_PY 300 Medicago truncatula Chromosome 8 clone 
mth2-22h8 

30/34 (89%) 3.8 AC124971.15 

18 OPZ11_PPS 550 Artemisia annua strain 

Artemis 

mRNA sequence 
Contig7722.Ac 

33/37 (90%) 0.18 EZ184246.1 

19 OPZ15_PB 400 Brassica rapa subsp. 

Pekinensis 

Clone KBrS004A14 27/29 (94%) 0.45 AC189633.2 
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ตารางที�  5 (ต่อ) 
 

No. Clone Sizes (bp) Homology Nucleotide identity 
(bp) 

E-Value Accession 

Name Activity 
20 OPZ16_PY 730 Drakaea concolor tRNA-Leu gene for 

transfer RNA-Leu 
and trnL-F intergenic 

spacer 

28/29 (97%) 0.067 AJ409405.1 

21 OPZ16_PPS 730 Drakaea concolor tRNA-Leu gene for 
transfer RNA-Leu 

and trnL-F intergenic 
spacer 

28/29 (97%) 0.067 AJ409405.1 

22 OPZ16_PB 900 Riedelia aff. wrayii 18S small subunit 
ribosomal RNA gene 

258/300 (86%) 1e-94 AF168872.1 

23 OPZ18_PB 900 Carica papaya Complete sequence  
clone 90D06 

444/635 (70%) 6e-67 FJ429371.1 
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ออกของยีน (gene expression) อยา่งไรก็ตามลาํดบัเบสเหล่านีzอาจมีลาํดบัเบสบางส่วนที�เป็นส่วนที�
แสดงออกของยนี หรือมีผลต่อที�เกี�ยวขอ้งกบักระบวนการสร้างสารสาํคญั (Lubbers et al., 1994; 
Hisatsune et al., 2005) ซึ� งตอ้งมีการศึกษาต่อไป 
 
 จากผลการพฒันาเครื
องหมายโมเลกุลที
จาํเพาะต่อชนิดดว้ย SCAR ที
ไดม้าจากเทคนิคอาร์
เอพีดี (ตารางที
 6) นาํคู่ SCAR ไพรเมอร์ไปทดสอบดว้ยเทคนิคพีซีอาร์กบัตวัอยา่งไพลทั7ง 3 สาย
พนัธ์ุ พบวา่จาก 23 ไพรเมอร์มีเพียง 6 ไพรเมอร์ที
ให้ผลของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอมีความจาํเพาะ
กบัไพลชนิดนั7นๆ ดงันี7  ไพรเมอร์ Y07_PY1125 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 992 คู่เบส ที
จาํเพาะกบัไพล
เหลือง (ภาพที
 9) ไพรเมอร์ R06_PY875, Y11_PPS626,  และ Z16_PPS730 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 
721, 595 และ 654 คู่เบส ตามลาํดบั ที
จาํเพาะเจาะจงกบัไพลเหลืองและไพลปลุกเสก โดยในไพร
เมอร์ Y11_PPS626 และ Z16_PPS730  แสดงแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบในทั7งไพลเหลือและไพลปลุก
เสก แต่ไพรเมอร์ R06_PY875 ให้แถบดีเอ็นเอ 1 แถบที
จาํเพาะเจาะจงกบัไพลเหลือง แต่ในไพลปลุก
เสกนั7นแสดงแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ (double band) (ภาพที
 10) และไพรเมอร์ S02_PB550 และ 
X06_PB800 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 465 และ756 คู่เบส ตามลาํดบั ที
จาํเพาะเจาะจงกบัไพลดาํ (ภาพที
 
11) ส่วนไพรเมอร์ C01_PB1100 , C18_PB400, Q02_PY550, Q02_PPS550, C05_PB430, R01_PB690, 
R02_PPS700 , R02_PB550, R02_PB380, Y11_PB400, Y14 _PPS260, Z11_ PY300, Z11 _PPS550, 
Z16_PB900, Z16_ PY730, และ Z18_ PB900 ให้แถบดีเอ็นเอที�ปรากฏในไพลทัzง 3 ชนิดแต่ไม่จาํเพาะ
เจาะจงกับไพลชนิดใดๆ ดังนัz นไพรเมอร์เหล่านีz จึงไม่สามารถนํามาใช้บ่งชีz ชนิดของไพลได้
เช่นเดียวกบังานวิจยัของ Byeong และคณะ. (2010) ไดพ้ฒันา SCAR marker จากเทคนิคอาร์เอพีดี
และ multiplex-PCR เพื
อจาํแนกสายพนัธ์ุสมุนไพร 3 ชนิดไดแ้ก่ Cynanchum wilfordii, Cynanchum 

auriculatum, และ Polygonum multiflorum (Fallopia multiflorum) พบวา่จากอาร์เอพีดีไพรเมอร์ 16 
ชนิด ไดแ้ถบดีเอ็นเอทั7งหมด 45 แถบ แลว้นาํมาออกแบบ SCAR ไพรเมอร์ ได ้12 ไพรเมอร์ มีเพียง 
6 SCAR ไพรเมอร์ ที
สามารถใชจ้าํแนกความแตกต่างระหวา่งชนิดได ้คือ SCAR ไพรเมอร์ HC18-2, 
HC20-4, HA13-5, HC15-4, HC15-3, และ HC14-2 แสดงแถบดีเอ็นเอขนาด 407 และ 196 คู่เบสให้
แถบดีเอ็นเอที
จาํเพาะเจาะจงกบั Cynanchum wilfordii และ Cynanchum auriculatum แถบดีเอ็นเอ
ขนาด 340และ 460 คู่เบสให้แถบดีเอ็นเอที
จาํเพาะเจาะจงกบั Polygonum multiflorum และแถบ      
ดีเอน็เอขนาด 300 และ 325 คู่เบสใหแ้ถบดีเอน็เอที
จาํเพาะเจาะจงกบั Cynanchum auriculatum  
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ตารางที� 6  SCAR ไพรเมอร์ ลาํดบันิวคลีโอไทด ์(5’-3’) Forward primer และ Reverse primer และ
    ขนาดของแถบดีเอน็เอ 
 

ลาํดบั SCAR 
ไพรเมอร์ 

ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ (5’-3’) ขนาดของแถบ 
ดีเอ็นเอ 

                (คู่เบส) 

1 C01 PB_1100     F 5’CGACGTCAAGATGGTTCAGCAG3’                                    
R 5’GGGTCTGAATAATCCTACAGGG3’  

883 

2 C18 PPS_400      F 5’CTCGGATGAGGATCCCTA3’  
R 5’GCAATGAATAGGTCACGG3’ 

322 

3 Q02 PY_550       F 5’GGTCCATTTGAG ATCTCTAAGC3’ 
R 5’GATCGAAGGTCTTCGAAGC3’  

488 

4 Q02 PPS_550     F 5’GGTCCATTTGAG ATCTCTAAGC3’ 
R 5’GATCGAAGGTCTTCGAAGC3’ 

488 

5 Q05 PB_430       F 5’TGGGCTCATCGTACCACACC3’ 
R 5’CAGATAGTAGACTCTTGAGCGG3’ 

318 

6 R01 PB_690       F 5’GGGTAGATTAGAAGCTTCCCCC3’ 
R 5’GGTAGCTCATCAGGGAAGACTGC3’ 

624 

7 R02 PPS_700     F 5’CCCATGTAGACGGTTATCTCTCC3’ 
R 5’CTGAGGGAACACCCGTAAGGG3’ 

595 

8 R02 PB_550       F 5’CCTTTGTAGCATTGCCCATG3’ 
R 5’CCTCGTGCCAAGCTCCC3’ 

489 

9 R02 PB_380  F 5’CGACAGCAGTAGTCTTCAGC3’ 
R 5’GCACAACCTTAGAGTACCATCC3’ 

311 

10 R06 PY_875       F 5’GAGAGGAAGAACTTGGCTCCG3’ 
R 5’CCTAGGTCCTGAACACAATAAAGC3’ 

721 

11 S02 PB_550       F 5’ACGAAGAAGGAGTACCAC3’ 
R 5’CCTACACGCTTACCTATCTAT3’ 

465 
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ตารางที� 6  (ต่อ) 
 
ลาํดบั SCAR 

ไพรเมอร์ 
ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ (5’-3’) ขนาดของแถบ 

ดีเอ็นเอ 

        (คู่เบส) 

12 X06_PB_800     F 5’CGCACAGGAGCAGAAATGG3’ 
R 5’ATCGACCACCCTTTCTCCC3’ 

756 
 

13 Y07 PY_1125    F 5’GGCGAAGTGGCGACATAAGG3’  
R 5’CCACTTCTTGGTCTTGGGC3’ 

992 

14  Y11 PPS_740   F 5’GTAGTTGGATCAAGGGCAAGGC3’ 
R 5’CACTCTTATTCAAAACACCCCCC3’ 

626 

15 Y11 PB_400      F 5’TCTACAATTACCTCAAGGACGGG3’ 
R 5’CCATCAAAGGAGTGGAGCTG3’ 

 299 

16 Y14 PPS_260    F 5’ATGGTAAGAGGCAAAGTCCA3’                            268                      
R 5’GTCCGATAGATGCCTGC3’ 

 

17 Z11 PY_300     F 5’GGGCTAGGGATCATAGAGTC3’                             255 
R 5’CGACCTCTGCCTTCTCCTCT3’ 

 

18 Z11 PPS_550    F 5’GCCAGAGGTGGAGAAACCT3’                               527                                        
R 5’CAGAAGCCCTCCCAATCAAT3’ 

 

19 Z15 PB_400      F 5’GTAAAG GCGGTTAACATGAC3’                            380 
R 5’CATGTG TCTAGCTTCACTCA3’ 

 

20 Z16 PB_900     F 5’ATCGGCCAAGGCAACAGACT3’                             793 
R 5’CTGCAGACACAGCTCCAGCC3’ 

 

21 Z16 PY_730     F 5’CAACCACGGTAAATCATGAAGC3’                        667 
R 5’CAGTGAGAAAGAACCTTGCC3’ 

 

22 Z16 PPS_730    F 5’CAGTGAGAAAGAACCTTGCC3’                              654 
R 5’TCATGAAGCTTGCTGGCC3’ 
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ตารางที� 6  (ต่อ) 
 

ลาํดบั SCAR 
ไพรเมอร์ 

ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ (5’-3’) ขนาดของแถบ 
ดีเอ็นเอ 

                (คู่เบส) 

23 Z18 PB_900      F 5’CCAGCTCAGGAGGAATTACGG3’                          807 
R 5’TGGCGGATCTGCTGGATG GC3’ 

“F” หมายถึง Forward primer และ “R” หมายถึง Reverse primer 

 
 
 

 
 

ภาพที� 9  ภาพลายพิมพดี์เอน็เอดว้ยเทคนิค SCAR ของไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’)             
             (1) ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ (Zingiber ottensii) (3) 
  จากการใช ้SCAR ไพรเมอร์ Y07_PY1125 ที
จาํเพาะเจาะจงกบัไพลเหลืองและไพลปลุกเสก 
  และ gene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas) (M) 
    
              
 
 

992 bp 

M       1          2        3           M 



 

 
 
 

 
ภาพที� 10  ภาพลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค 
                 (1) ไพลปลุกเสก 
    (3) จากการใช ้SCAR 
    จาํเพาะเจาะจงกบั

M     1       2      3       M

  A                       
 
 

 C 

ภาพลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค SCAR ของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
SCAR ไพรเมอร์ R06_PY875 (A), Y11_PPS740B), Z16_PPS
กบัไพลเหลืองเท่านัzนและ gene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas)

 
 
 
 
 

721 bp 

654 bp 

M     1       2      3       M M     1       2      3       M

M     1       2      3       M 
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  B 

 montanum ‘Lueng’)   
และไพลดาํ (Zingiber ottensii) 

Z16_PPS730  (C) ที�    
gene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas) (M) 

626 bp 

M     1       2      3       M 



 

 
 
ภาพที� 11  ภาพลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค 
                (1) ไพลปลุกเสก 
    (3) จากการใช ้SCAR 
    ไพลดาํเท่านัzนและ
 
 
 
 
 
 
 
 
 

M      1        2         3        M

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 A                   

ภาพลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ยเทคนิค SCAR ของไพลเหลือง (Zingiber 

ไพลปลุกเสก (Zingiber.montanum ‘Plooksake’) (2) และไพลดาํ 
SCAR ไพรเมอร์ S02_PB550 (A) และ X06_PB800 (B) 

และgene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas) (M) 

465 bp 

M      1     2       3      MM      1        2         3        M 
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 B 

 montanum ‘Lueng’)  
และไพลดาํ (Zingiber ottensii) 

(B) ที�จาํเพาะเจาะจงกบั

756 bp 

M      1     2       3      M 
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 เมื�อนาํ  SCAR ไพรเมอร์ทัzง 6 ที�คดัเลือกไดไ้ปทดสอบประสิทธิภาพกบัประชากรไพล
ทัzงหมด 20 ตวัอย่างจาก 6 แหล่งต่างๆในประเทศไทย ดงัตารางที� 1 พบว่ามีเพียง 2 ไพรเมอร์ที�
สามารถนาํมาพฒันาเพื�อบ่งชีz นิดของไพลได้คือ ไพรเมอร์ R06_PY875 และ X06_PB800 โดยไพร
เมอร์ R06_PY875 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 721 คู่เบสที�จาํเพาะเจาะจงกบั Zingiber montanum จาก
แหล่งต่างๆและ Zingiber sp. ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอแม่สอด จงัหวดัตากและไม่ปรากฏแถบ             
ดีเอ็นเอที�ไพลดาํ (Zingiber ottensii) ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอศรีสวสัด์ จงัหวดักาญจนบุรี              
(ภาพที� 11) ไพรเมอร์ X06_PB800 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 756 คู่เบสที�จาํเพาะเจาะจงกบัไพลดาํ 
(Zingiber ottensii) ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอศรีสวสัด์ จงัหวดักาญจนบุรี และไม่ปรากฏแถบดีเอ็น
เอใน Zingiber montanum จากแหล่งต่างๆและ Zingiber sp. ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอแม่สอด 
จงัหวดัตาก (ภาพที� 12) ซึ� งสอดคลอ้งกบัการรายงานของเสาวลกัษณ์ (2552) ที�รายงานว่าเมื�อใช้
เทคนิคอาร์เอพีดีในการศึกษาความแปรปรวนทางพนัธุกรรมกลุ่มพืชในไพลและเครือญาติพบวา่พืช
ทัzง 2 ชนิดนีz จดัอยูใ่นกลุ่มที�มีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมกบัไพล (Zingiber montanum) สูง มีค่า 
Bootstrab ที�แยกออกจากไพล เท่ากบั 58 เปอร์เซ็นตต์ ์ ผลที�ไดส้อดคลอ้งกบัลกัษณะทางสัณฐาน
วทิยาของพืชชนิดนีz  เพราะมีลกัษณะหลายลกัษณะที�คลา้ยคลึงกบัไพลมาก (เสาวลกัษณ์ (2552) อา้ง
โดยปราโมทย,์ ติดต่อส่วนตวั) 
 
 การปรากฏของอาร์เอพีดีเกิดจากไพรเมอร์เขา้จบักบัดีเอ็นเอแบบสุ่มและกระจายทั�วจีโนม 
ทาํให้ไดแ้ถบที�มีลกัษณะเป็นพหุสัณฐาน (polymorphism) โดยพหุสัณฐานเหล่านีz เกิดจากจาํนวน
ของตาํแหน่งที�ไพรเมอร์เกาะไม่เท่ากนัหรือบริเวณที�ไพรเมอร์เกาะไดห้ายไปหรือเพิ�มเขา้มาหรือมี
การเปลี�ยนแปลงเบสในบริเวณที�ไพรเมอร์เกาะหรือเกิดการขาดหายไปหรือเพิ�มขึzนมาของดีเอ็นเอ
บริเวณที�อยู่ระหว่างตาํแหน่งเกาะของไพรเมอร์ ในขณะที�แถบดีเอ็นเอของการใช้ไพรเมอร์ที�
เฉพาะเจาะจงหรือ SCAR ดงัไพรเมอร์ R06_PY875 และ X06_PB800 มีลกัษณะเป็น monomorphic 
band ที�มีขนาดและเบส เฉพาะกบัไพรเมอร์ที�ใชน้อกจากนีz ยงัพบวา่เกือบทุกไพรเมอร์ที�ถูกพฒันามา
ใช้ จะให้แถบดีเอ็นเอมากกว่า 1 แถบหรือไม่จาํเพาะเจาะจง ซึ� งแสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์นีz ไม่
สามารถใชใ้นการจาํแนกความแตกต่างของไพลทัzง 3 ชนิดได ้ ซึ� งสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Liao 
และคณะ (2009) ที�ไดศึ้กษาการจาํแนกเพศในตน้แปะก๊วย (Ginkgo biloba L.) โดยเทคนิค RAPD 
และ SCAR เพื�อหาเครื�องหมายโมเลกุลที�เชื�อมโยงกบัตาํแหน่งของเพศ จากตวัอยา่งตน้เพศผู ้6 ตน้
และเพศเมีย 3 ตน้พบวา่จากอาร์เอพีดีไพรเมอร์ทัzงหมด 48 ไพรเมอร์ มีเพียงไพรเมอร์ S10 ที�ใหแ้ถบ 
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ภาพที� 12 ภาพลายพิมพดี์เอน็เอของการทดสอบสการ์ไพรเมอร์ R06_PY875 กบัประชากรไพล    
                ทั7งหมด 20 ตวัอยา่งจาก 6 แหล่งในประเทศไทย โดยตวัอยา่งเรียงตามลาํดบัดงัตาราง 
                ที
 1 และ gene ruler 100 bp DNA ladder (Fermentas) (M) 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที� 13  ภาพลายพิมพดี์เอ็นเอของการทดสอบสการ์ไพรเมอร์ X06_PB800 กบัประชากรไพล 
    ทั7งหมด  20 ตวัอยา่งจาก 6 แหล่งในประเทศไทย โดยตวัอยา่งเรียงตามลาํดบัดงั 
                 ตารางที
 1 และ gene ruler 1 kb DNA ladder (Fermentas) (M) 
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ดีเอ็นเอขนาด 550 คู่เบสในเพศผูแ้ละขนาด 650 คู่เบสในเพศเมีย เมื�อนาํไปพฒันาเทคนิค SCAR 
พบว่าจากการทดสอบ 2 SCAR ไพรเมอร์ดว้ย 25 ตวัอยา่งที�ทราบและไม่ทราบเพศ โดยให้แถบ            
ดีเอ็นเอขนาด 571 คู่เบสจาํเพาะกบัเพศผูแ้ละขนาด 688 คู่เบสจาํเพาะกบัเพศเมีย ซึ� ง 2 SCAR                 
ไพรเมอร์เป็นเครื�องหมายโมเลกุลที�น่าเชื�อถือ ไม่ขึzนกบัสภาพแวดลอ้มและสามารถใช้ตรวจสอบ
เพศในตน้แปะก๊วยได ้ 
 
 เทคนิคอาร์เอพีดีมีการนาํมาใช้อย่างแพร่หลายทัzงในพืชและสิ�งมีชีวิตอื�นๆ (William และ
คณะ, 1990) ซึ� งเทคนิคนีz มีประโยชน์มากมาย ทัzงรวดเร็ว ง่าย ไม่ใชส้ารกมัตภาพรังสี และสามารถ
ใช้ตวัอย่างจาํนวนมาก อย่างไรก็ตามเทคนิคนีz จะไวต่อสภาพ ความหลายหลายของรูปแบบแถบดี
เอ็นเอระหวา่งตวัอยา่งดีเอ็นเอ และให้หลายตาํแหน่งแถบดีเอ็นเอ (multi locus) (Mohan และคณะ, 
1997) เทคนิคอาร์เอพีดีเป็น dominant marker ดงันัzนจึงไม่สามารถใช้ในการแยกความแตกต่าง
ระหวา่งโฮโมไซกสัและเฮเทอโรไซกสัได ้(Ohmori และคณะ, 1996) การเปลี�ยน RAPD marker 
เป็น SCAR marker จึงสามารถแกปั้ญหานีz ได ้ซึ� ง SCAR marker มีขอ้ดีหลายอยา่งมากกวา่ RAPD 
marker ทัzงคงที�ต่อสภาพ สามารถทาํซํz าไดแ้ละให้แถบดีเอ็นเอแถบเดียว (single locus) อีกทัzงไพร
เมอร์ที�ใชมี้ความยาวมากกวา่ (19-25 คู่เบส) และอุณหภูมิ annealing สูงกวา่ จึงทาํให้แถบดีเอ็นเอที�
ไดมี้ความแน่นอนและเชื�อถือ (Paran and Michelmore, 1993; Jiang and Sink 1997) SCAR marker 
เป็น co-dominant marker ที�มีประโยชน์สําหรับการศึกษาทางพนัธุกรรมในการแยกความแตกต่าง
เฮเทอโรไซกสัออกจากฮอโมไซกสัได ้(Ohmori และคณะ, 1996) สอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Truong 
และคณะ (2011) ที�สามารถหาเครื�องหมายโมกุล RAPD และ SCAR ที�เชื�อมโยงกบัตาํแหน่งของยีน
โรครากเน่า (Frl) ในมะเขือเทศ โดยพบวา่ที�แถบดีเอน็เอขนาด 480 คู่เบสมีความเชื�อมโยงกบัยีน Frl 
ดงันัzนเครื�องหมายโมเลกุลนีz จึงสามารถใชใ้นการคดัเลือกตน้มะเขือเทศที�ตา้นทานโรครากเน่าและ
ยงัใชค้ดัเลือกตน้เฮเทอโรไซกสัได ้และ Duan และคณะ (2011) ใชเ้ทคนิค RAPD และ SCAR หา
ความแตกต่างของชนิดของ Penthorum คือ Penthorum sedoides L. and Penthorum chinense Push. 
เป็นลกัษณะ aneuploids ซึ� ง Penthorum sedoides L.(2n = 18) and Penthorum chinense Push. (2n = 
16) ที�มีความใกลก้นัทางพนัธุกรรมกนั พบแถบดีเอ็นเอขนาด 555 คู่เบสที�จาํเพาะเจาะจงกบั 

Penthorum sedoides L. และขนาด 760 คู่เบสที�จาํเพาะเจาะจงกบั Penthorum chinense Push. แสดง
ใหเ้ห็นวา่ทัzงสองเทคนิคนีzสามารถใชห้าความแตกต่างของชนิดที�มีความใกลชิ้ดกนัได ้
 



48 

 

 สาํหรับแนวทางการหาเครื�องหมายอาร์เอพีดีที�จาํเพาะเจาะจงต่อชนิดของไพลและลกัษณะ
ที�เกี�ยวขอ้งกบัปริมาณสารที�เป็นองคป์ระกอบสาํคญัในไพล โดยหาลาํดบัเบสของแถบดีเอ็นเอที�บ่งชีz
ไพลแต่ละชนิด และนาํมาเปรียบเทียบเพื�อศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งแถบดีเอ็นเอที�อาจเกี�ยวขอ้ง
กบัการสร้างสารสําคญัในไพล เพื�อนาํไปพฒันาเป็นเครื�องหมายดีเอ็นเอที�มีความจาํเพาะเจาะจงกบั
ชนิดและกระบวนการสร้างสารสาํคญัของไพลมากยิ�งขึzน ทัzงนีzควรเพิ�มชนิดของไพรเมอร์ให้มากขึzน
เพื�อเป็นการเพิ�มความหลากหลายของไพรเมอร์ที�จะเขา้ไปสุ่มจบักบับริเวณต่าง ๆ ของจีโนมให้มาก
ขึzน หรืออยา่งไรก็ตามการศึกษาครัz งนีzก็ให้ขอ้มูลพืzนฐานเกี�ยวกบัไพลมากในระดบัหนึ�งโดยเฉพาะ
ในเรื�องการบ่งชีzชนิด และลาํดบัเบสที�เกี�ยวขอ้งกบัสารสาํคญัในไพล  
  
 การควบคุมคุณภาพสมุนไพรเพื�อใช้เป็นวตัถุดิบในการผลิตยานัzนเป็นสิ� งจาํเป็นทัzงการ
ตรวจสอบและจาํแนกความแตกต่างของพืชสมุนไพรแท้ ชนิดและสารสําคญั ซึ� งมีเครื� องหมาย
โมเลกุลมากมายที�เหมาะสมต่อการจาํแนกพืชสมุนไพร อีกทัzงขอ้จาํกดัทางสรรพคุณทางยาและ
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาจึงจาํเป็นตอ้งหาวิธีใหม่ในการควบคุมคุณภาพของสมุนไพร SCAR เป็น
เทคนิคหนึ�งที�จะแสดงแถบดีเอน็เอเพียงตาํแหน่งเดียวจากไพรเมอร์ที�เฉพาะเจาะจง ซึ� งอาจจะมีหลาย
ซํz าและกระจายทั�วทัzงจีโนมภายในบริเวณที�มีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ดงันัzนจึงมีประโยชน์กบัการ
ตรวจสอบตวัอย่างปริมาณมากและมีตาํแหน่งที�จาํเพาะ เช่น เป็นเครื�องหมายช่วยในการคดัเลือก
เบืzองตน้ (marker assisted screening) เช่น การคดัเลือกตน้กลา้ เป็นตน้ ซึ� งจะช่วยยน่ระยะเวลาการ
ปรับปรุงพนัธ์ุ การตรวจสอบการปลอมปน หรือ แผนที�ยีน เป็นตน้ SCAR marker เกิดจากบริเวณ 
พหุสัณฐาน (polymorphism) ที�แตกต่างกนัระหวา่งชนิดของตวัอย่างที�ไดจ้ากเครื�องหมายโมเลกุล
อื�นๆ เช่น RAPD และ AFLP เป็นตน้ ซึ� งเป็นเทคนิคที�ใชเ้วลามากและไม่เป็นที�น่าเชื�อถือมากนกัแต่ 
SCAR marker จะทาํให้เครื�องหมายโมเลกุลนีz มีความน่าเชื�อถือมากขึzน และยงัสามารถพฒันาให้
สอดคล้องกบัปริมาณหรือยีนที�ควบคุมกระบวนการสร้างสารสําคญัของพืชชนิดนัzนๆ ก็เป็นอีก
วิธีการหนึ� งในการควบคุมคุณภาพและการผลิตสมุนไพร โดยเครื�องหมายเหล่านีz จะสามารถเป็น
เครื�องมือวดัคุณภาพและปริมาณทัzงชนิดและสารสาํคญัในสมุนไพรนัzนๆ โดยสามารถตรวจสอบได้
ตัzงแต่ตน้กลา้ซึ� งช่วยร่นระยะเวลา และนาํไปใชพ้ฒันาการปรับปรุงพืชสมุนไพร รวมถึงการอนุรักษ์
อีกดว้ย 
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สรุป 
 
 การตรวจหาเครื�องหมายโมเลกุลที�จาํเพาะเจาะจงต่อไพล 2 กลุ่ม กลุ่มแรกเป็นไพลที
มีสาร
terpinen-4-ol สูงได้แก่ไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’) และไพลปลุกเสก (Zingiber 

montanum ‘Plooksake’) และกลุ่มที
สองเป็นไพลที
มีสาร terpinen-4-ol ต ํ
า ไดแ้ก่ไพลดาํ (Zingiber 

ottensii) โดยเทคนิคอาร์เอพีดีจากไพรเมอร์ 46 ชนิด พบว่าแถบดีเอ็นเอจาํนวน 23 แถบจาก                 
ไพรเมอร์ 16 ชนิด ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ OPC01, OPC18, OPQ02, OPQ05, OPR01, OPR02, OPR06, 
OPS02, OPX06, OPY07, OPY11, OPY14, OPZ11, OPZ15, OPZ16 และ OPZ18 ทาํให้เกิดการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอที�มีความแตกต่างของรูปแบบแถบดีเอ็นเอ (polymorphism) ไดร้ะหวา่งไพลทัzง 2 
กลุ่ม จากการนาํโคลนที�ไดจ้ากการคดัเลือกชิzนดีเอ็นเอที�ให้ความแตกต่างระหวา่งตวัอยา่งไพลทัzง 2 
กลุ่ม ด้วย 23 SCAR ไพรเมอร์มีเพียง 6 ไพรเมอร์ที�ให้ผลของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอมี
ความจาํเพาะเจาะจงกบัไพลแต่ละสายพนัธ์ุ ดงันีz  ไพรเมอร์ Y07_PY1125  ทาํให้เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 
992 คู่เบส ที�จาํเพาะเจาะจงกบัไพลเหลือง ไพรเมอร์ R06_PY875, Y11_PPS626,  และ Z16_PPS730 ทาํ
ให้เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 721, 595 และ 654 คู่เบส ตามลาํดบั ที�จาํเพาะเจาะจงกบัไพลเหลืองและ
ไพลปลุกเสก และไพรเมอร์ S02_PB550และ X06_PB800 ทาํให้เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 465 และ756 คู่
เบส ตามลาํดบั ที�จาํเพาะเจาะจงกบัไพลดาํ เมื�อทดสอบประสิทธิภาพกบัประชากรไพลทัzงหมด 20 
ตวัอยา่งจาก 6 แหล่งในประเทศไทยพบวา่มี 2 ไพรเมอร์คือ ไพรเมอร์ R06_PY875 และ X06_PB800 
โดยไพรเมอร์ R06_PY875 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 721 คู่เบสที�จาํเพาะเจาะจงกบั Zingiber montanum 
จากแหล่งต่างๆและ Zingiber sp. ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอแม่สอด จงัหวดัตากและไม่ปรากฏแถบ
ดีเอน็เอที�ไพลดาํ (Zingiber ottensii) ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอศรีสวสัดิx  จงัหวดักาญจนบุรี และไพร
เมอร์ X06_PB800 ให้แถบดีเอ็นเอขนาด 756 คู่เบสที�จาํเพาะกบัไพลดาํ (Zingiber ottensii) ทางภาค
ตะวนัตก ที�อาํเภอศรีสวสัดิx  จงัหวดักาญจนบุรี และไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอใน Zingiber montanum 
จากแหล่งต่างๆและ Zingiber sp. ทางภาคตะวนัตก ที�อาํเภอแม่สอด จงัหวดัตาก ซึ� งทัzง 2 ไพรเมอร์
สามารถตรวจสอบและแยกความแตกต่างระหวา่งไพลทัzง 2 กลุ่มที
มีปริมาณสารสําคญัต่างกนัได ้
ดงันัzนไพรเมอร์ดงักล่าวสามารถนาํมาใชเ้ป็นเครื�องหมายโมเลกุลได ้แต่ไม่พบเครื�องหมายโมเลกุล
ใดที�สามารถใช้แยกไพลเหลือง (Zingiber montanum ‘Lueng’) กับไพลปลุกเสก  (Zingiber 

montanum ‘Plooksake’) ได ้และเครื�องหมายดีเอ็นเอที�ไดพ้บส่วนดีเอ็นเอที�อาจจะสอดคล้องกบั
ตาํแหน่งในจีโนมหรือยีนควบคุมกระบวนการสร้างของสารสําคญัของไพล อย่างไรก็ตามตอ้งมี
การศึกษาเพิ�มเติมเพื�อเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพนัธ์ุต่อไปในอนาคต 
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สูตรและวธีิการเตรียมอาหารสาํหรับเลีzยงแบคทีเรีย 
 
1. Luria Bertani agar (LB) 
 
 Tryptone  10 กรัม 
 Yeast extract   5   กรัม 
 NaCl   10 กรัม 
 
 ละลายส่วนผสมทัzงหมดลงในนํzากลั�น 950 มิลลิลิตร ปรับ pH 7.0 เติมวุน้ 15 กรัม และ
ปริมาตรสุทธิดว้ยนํzากลั�นใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร นึ�งฆ่าเชืzอดว้ยความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิzว 
อุณหภูมิ 121 องศสเซลเซียส นาน 15 นาที เทใส่จานเลีzยงเชืzอจานละ 15-20 มิลลิลิตร 
 
2. Luria Bertani broth (LB) 
 
 Tryptone  10 กรัม 
 Yeast extract   5   กรัม 
 NaCl   10 กรัม 
 
 ละลายส่วนผสมทัzงหมดลงในนํzากลั�น 950 มิลลิลิตร ปรับ pH 7.0 และปริมาตรสุทธิดว้ยนํzา
กลั�นใหไ้ดป้ริมาตร 1 ลิตร นึ� งฆ่าเชืzอดว้ยความดนั 15 ปอนดต่์อตารางนิzว อุณหภูมิ 121 องศส
เซลเซียส นาน 15 นาที  
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การเตรียมสารที�ใชใ้นการสกดัพลาสมิด 
 
3. Alkaline lysis I  
 
 500 mM Glucose  10 มิลลิลิตร 
 500 mM EDTA pH 8.0     2      มิลลิลิตร 
 1 M Tris pH 8.0   2.5   มิลลิลิตร 
 นํzากลั�น                              85.5 มิลลิลิตร 
 
 นึ�งฆ่าเชืzอดว้ยความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางนิzว อุณหภูมิ 121 องศสเซลเซียส นาน 15 นาที 
แลว้เก็บรักษาที� 4 องศาเซลเซียส 
 
4. Alkaline lysis II 
 
 0.2 M NaOH 20 มิลลิลิตรและ 1% SDS 20 มิลลิลิตรซึ� งสารทัzง 2 นีzตอ้งเตรียมก่อนใช้
เท่านัzน 
 
5. Alkaline lysis III 
 
 5 M CH3COOK (potassium acetate 49.07 กรัม ในนํzา 100 มิลลิตร) 60      มิลลิลิตร 
 glacial acetate                                                                                              11.5    มิลลิลิตร 
 นํzากลั�น                            28.5    มิลลิลิตร 
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ตารางผนวกที� 1  ลาํดบัเบสของอาร์เอพีดีไพรเมอร์ 
 

ลาํดับที� ไพรเมอร์ ลาํดับเบส 

1 OPC-01 TTCGAGCCAG 
2 OPC-02 GTGAGGCGTC 
3 OPC-07 GTCCCGACGA 
4 OPC-09 CTCACCGTCC 
5 OPC-12 TGTCATCCCC 
6 OPC-14 TGCGTGCTTG 
7 OPC-15 GACGGATCAG 
8 OPC-18 TGAGTGGGTG 
9 OPD-05 TGAGCGGACA 

10 OPD-06 ACCTGAACGG 
11 OPD-08 GTGTGCCCCA 
12 OPQ-02 TCTGTCGGTC 
13 OPQ-05 CCGCGTCTTG 
14 OPQ-10 TGTGCCCGAA 
15 OPQ-12 AGTAGGGCAC 
16 OPR-01 TGCGGGTCCT 
17 OPR-02 CACAGCTGCC 
18 OPR-06 GTCTACGGCA 
19 OPR-11 GTAGCCGTCT 
20 OPR-19 CCTCCTCATC 
21 OPS-02 CCTCTGACTG 
22 OPS-10 ACCGTTCCAG 
23 OPT-13 AGGACTGCCA 
24 OPT-14 AATGCCGCAG 
25 OPT-20 GACCAATGCC 
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ตารางผนวกที� 1  (ต่อ) 
 

ลาํดับที� ไพรเมอร์ ลาํดับเบส 
26 OPU-17 ACCTGGGGAG 
27 OPV-01 TGACGCATGG 
28 OPV-04 CCCCTCACGA 
29 OPV-08 GGACGGCGTT 
30 OPV-09 TGTACCCGTC 
31 OPV-10 GGACCTGCTG 
32 OPW-14 CTGCTGAGCA 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 

OPW-15 
OPX-03 
OPX-06          
OPX-10 
OPY-04 
OPY-07 
OPY-11 
OPY-14 
OPY-19 
OPZ-10 
OPZ-11 
OPZ-15 
OPZ-16 
OPZ-18 

ACACCGGAAC 
TGGCGCAGTG 
ACGCCAGAGG 
CCCTAGACTG 
GGCTGCAATG 
AGAGCCGTCA 
AGACGATGGG 
GGTCGATCTG 
TGAGGGTCCC 
CCGACAAACC 
CTCAGTCGCA 
CAGGGCTTTC 
TCCCCATCAC 
AGGGTCTGTG 

 
 
 
 
 



 

 
 

 
 
 
 
 

ภาพผนวกที� 1  จีโนมิกดีเอ็นเอของประชากรไพลทัzงหมด 
          โดยตัวอย่างเรียงตามลาํดับดังตารางที� 
           ladder (Fermentas)

  M      11       12      13         14        15      16       17        18       19       20      M

   M         1         2          3         4     

จีโนมิกดีเอ็นเอของประชากรไพลทัzงหมด 20 ตวัอยา่งจาก 6 
โดยตัวอย่างเรียงตามลาํดับดังตารางที� 1 และ gene ruler 1 kb DNA 
ladder (Fermentas) (M) 

M      11       12      13         14        15      16       17        18       19       20      M

M         1         2          3         4         5         6         7        8       9        10      

63 

6 แหล่งในประเทศไทย
gene ruler 1 kb DNA  

M      11       12      13         14        15      16       17        18       19       20      M 

8       9        10       M 
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ประวตัิการศึกษา และการทาํงาน 
 

ชื�อ นางสาวภริตา ตน้สายเพช็ร 
เกดิวนัที� 6 ตุลาคม พ.ศ. 2530 
สถานที�เกดิ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวตัิการศึกษา วท.บ. วทิยาศาสตรบณัฑิต (ชีววทิยา) 
ตําแหน่งปัจจุบัน - 
สถานที�ทาํงานปัจจุบัน  - 
ผลงานดีเด่นและ/หรือรางวลัทางวชิาการ - 
ทุนการศึกษาที�ได้รับ ศูนยค์วามเป็นเลิศดา้นเทคโนโลยชีีวภาพเกษตร สาํนกัพฒันา

บณัฑิตศึกษาและวจิยัดา้นวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ี 
 บณัฑิตวทิยาลยั 
 




