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บทคัดยอ 
 

 วานชักมดลูกเปนพืชสมุนไพรไทยในสกุล Curcuma ท่ีมีการนํามาใชประโยชนกันอยาง
แพรหลาย แตเนื่องจากพืชในสกุลนี้มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีคลายคลึงกันมาก จึงอาจเกิดความสับสนใน
การนําไปใชประโยชน การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือจําแนกชนิด และศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของวานชักมดลูกและพืชท่ีมีลักษณะคลายวานชักมดลูก จากจํานวนตัวอยางท้ังหมด 411 ตัวอยาง ซ่ึง
รวบรวมมาจากท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทย คัดเลือกตัวอยางท่ีมีลักษณะภายนอกท่ีแตกตางกันจํานวน 60 
ตัวอยาง มาตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี จากผลการทดลองพบวาสามารถแบงกลุม
ตัวอยางไดเปน 3 กลุม คือ กลุมของวานชักมดลูก 2 กลุม ไดแก ตัวอยางกลุมท่ี 1 และตัวอยางกลุมท่ี 3 สวนพืชท่ี
มีลักษณะคลายวานชักมดลูกถูกจัดอยูกลุมท่ี 2 เม่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยารวมดวย พบวาสามารถระบุ
ชนิดของตัวอยางกลุมท่ี 3 ไดเปน Curcuma comosa  สวนตัวอยางกลุมท่ี 1 และกลุมท่ี 2 สามารถระบุชนิดได
เปน Curcuma sp. จากการศึกษาในครั้งนี้จึงสรุปไดวาเทคนิคเอเอฟแอลพี เปนเทคนิคท่ีสามารถใชศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม แยกความแตกตางและจําแนกชนิดของวานชักมดลูกได 
 
คําสําคัญ (keyword) : วานชักมดลูก, เอเอฟแอลพี, ความหลากหลายทางพันธุกรรม 
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Abstract 
“Wan Chak Mod Loog” is an important medicinal herb which has been widely used in Thailand. This 

plant belongs to the genus Curcuma. Many reports indicate that the high similarity in morphological 
characteristics observed among Curcuma spp. may cause confusion in its utilization. The current study aims 
to investigate the genetic diversity of Wan Chak Mod Loog and related species using AFLP technique. In 
total, 411 accessions of Curcuma spp. were collected from cultivated sites throughout Thailand. Sixty samples 
which showed different phenotypes were selected and then subjected to AFLP fingerprinting. The result 
indicated that all 60 samples could be divided into three groups. Group I and group III samples were defined 
as Wan Chak Mod Loog. The related species samples were clustered together into Group II. Considering the 
morphological characteristics, Wan Chak Mod Loog samples in group III could be assigned to Curcuma 
comosa, whereas Wan Chak Mod Loog samples in group I and related species samples in group II could be 
assigned to Curcuma sp. We found that AFLP technique could be used to accurately identify and classify Wan 
Chak Mod Loog. 

 
Keyword: Wan Chak Mod Loog, AFLP, genetic diversity 
 

บทนํา 
 

วานชักมดลูกเปนพืชท่ีอยูในวงศเดียวกับขิง ขา และขม้ินชัน  วานชักมดลูกจัดเปนสมุนไพรพ้ืนบาน ใช
รากแกอาการทองอืดทองเฟอ หัวหรือเหงาใชรักษาและบํารุงอาการตาง ๆ ในสตรี เชน แกปวดมดลูก แกประจํา 
เดือนมาไมปกติ จากคุณสมบัติดังกลาว วานชักมดลูกจึงเปนองคประกอบสําคัญในยาน้ําสตรีชนิดตาง ๆ ท่ีใชกัน
อยางแพรหลายท้ังภายในและตางประเทศ  วานชักมดลูกมีสารสําคัญหลายชนิด เชน มี phytoestrogen ซ่ึงมีฤทธ์ิ
คลายฮอรโมนเอสโตรเจน แตมีฤทธ์ิออนกวา ชวยกระตุนการแบงตัวของเซลลเยื่อบุชองคลอด เยื่อบุชองมดลูก 
และชวยเสริมสรางความหนาแนนของกระดูก (Piyachaturawat et al., 1995b, 1995c, 1998, 1999a; Suksamrarn, 
2008) มี phloracetophenone glucoside ซ่ึงชวยลดคอเลสเทอรอล กระตุนการหล่ังน้ําดี (Piyachaturawat et al., 
1995a, 1999b; Suksamrarn et al., 1997) รวมท้ังมีสรรพคุณชวยลดการอักเสบ (Jantaratnotai, 2006; Sodsai, 
2007)  และตานอนุมูลอิสระ (Niumsakul et al., 2007) วานชักมดลูกจึงจัดเปนสมุนไพรท่ีมีศักยภาพสูงและ
นาสนใจอีกชนิดหนึ่ง แตเนือ่งจากวานชักมดลูกและพืชในสกุล Curcuma บางชนิดมีลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ี
คลายคลึงกันมาก (Apavatjrut et al., 1999) จึงอาจเกิดความสับสน แลวนําพืชตางชนิดท่ีคลายวานชักมดลูกไปใช 
ซ่ึงในบางกรณีพืชชนิดนั้นอาจกอใหเกิดอันตรายตอสุขภาพของผูบริโภคได ในปจจุบันขอมูลทางดานสายพันธุ
และความหลากหลายทางพันธุกรรมของวานชักมดลูกและพืชท่ีจัดอยูในสกุลเดียวกันยังมีอยูนอยมาก และยังไม
มีขอสรุปท่ีชัดเจน จึงมีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและจําแนกสายพันธุวานชัก
มดลูกและพืชชนิดท่ีมีลักษณะใกลเคียงเพ่ือแกปญหาดังกลาว   
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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจําแนกสายพันธุวานชักมดลูกโดยใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาถือเปนแนวทางแกปญหาอีกทางหนึ่ง แตพบวาวิธีนี้ยังคงมีขอกําจัด เนื่องจากวานชักมดลูกเปนพืช
ท่ีออกดอกยาก ทําใหขาดขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอก ซ่ึงถือเปนลักษณะสําคัญประการหนึ่งท่ีใช
เปนเกณฑในการจําแนก ดวยเหตุผลดังกลาว งานวิจัยนี้จึงนําเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกตใชรวมกับการศึกษา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ในปจจุบันเครื่องหมายดีเอ็นเอเปนท่ียอมรับโดยท่ัวไปวาสามารถใชศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม และจําแนกส่ิงมีชีวิตไดอยางแมนยํา มีความจําเพาะสูง รวมท้ังมีการนําไปประยุกตใช
กับพืชหลายชนิด (Powell et al., 1996b) โดยเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีนํามาใชในครั้งนี้คือ เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด
เอเอฟแอลพี หรือเทคนิคเอเอฟแอลพี (amplified fragment length polymorphism; AFLP) เนื่องจากเครื่องหมาย 
ดีเอ็นเอชนิดนี้ใหผลการทดลองท่ีมีความนาเช่ือถือ สามารถทําซํ้าแลวไดผลเชนเดิม ใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตน
นอย ตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอมกัน และไมจําเปนตองทราบขอมูลลําดับเบส (สุรินทร, 2545, 
2552)  

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม รวมท้ังจําแนกสายพันธุของวานชัก
มดลูกและพืชท่ีมีลักษณะใกลเคียงในประเทศไทยโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี เพ่ือแกปญหาความสับสนในการ
นําพืชสมุนไพรไปใชประโยชน นอกจากนี้ขอมูลท่ีไดสามารถนําไปใชเปนขอมูลพ้ืนฐานสําหรับงานวิจัยอ่ืนท่ี
เกีย่วของตอไปได 

 
วัตถุประสงค 

 
1.  เพ่ือตรวจสอบความแตกตางทางพันธุกรรมของชักมดลูกโดยใชเทคนิคเอเอฟแอลพี 
2.  เพ่ือจําแนกกลุมสายพันธุวานชักมดลูกโดยใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอรวมกับลักษณะทาง          

สัณฐานวิทยา 
 

การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 
 

วานชักมดลูก 
วานชักมดลูกเปนสมุนไพรพ้ืนบานของประเทศไทย จัดอยูในวงศ Zingiberaceae สกุล Curcuma เปน

ไมลมลุกประเภทปเดียว (annual herb) ออกดอกกอนออกใบ โดยจะเริ่มออกดอกและใบชวงตนฤดูฝน คือ
ประมาณปลายเดือนมีนาคม - ตนเดือนเมษายน จากนั้นตนก็จะเจริญเติบโตไปเรื่อย ๆ จนกระท่ังชวงฤดูหนาว 
หรือประมาณเดือนพฤศจิกายน - เดือนธันวาคม ตนจะเริ่มโทรมและฟุบตัวเหลือเพียงสวนหัวอยูใตดิน สวนใหญ
นิยมขุดหัวในชวงเวลานี้มาใชเนื่องจากจะมีปริมาณสารสําคัญสูง วานชักมดลูกสามารถเจริญเติบโตไดในดินทุก
ประเภท แตจะเจริญเติบโตไดดีในดินรวนหรือดินรวนปนทราย (ชมรมวานมหาเศรษฐี, 2549; โชติอนันต, 2550) 

วานชักมดลูกเปนพืชสมุนไพรพ้ืนบานท่ีใชหัวหรือเหงาในการรักษาและบํารุงอาการตาง ๆ ในสตรี โดย
อาจใชวานชักมดลูกเพียงชนิดเดียว หรือใชรวมกับสมุนไพรตัวอ่ืนในรูปตําหรับยาในการรักษา วานชักมดลูกมี



 104 

สรรพคุณชวยลดการอักเสบ อาการปวดมดลูก ปวดประจําเดือน ชักมดลูกเขาอู และแกมดลูกพิการ วิธีใชใหนํา
หัววานชักมดลูกมาฝานแลวยางไฟ จากนั้นนําไปดองเหลากิน (สมาคมโรงเรียนแพทยแผนโบราณ สํานักวัด
พระเชตุพนวิมลมังคลาราม, 2520; เล่ือน, 2523; สุนทรี, 2535; บุญค้ํา, ม.ป.ป.) หรือจะนําวานมาตําเปนผงกินกับ
น้ํารอน หรือผสมกับน้ําผ้ึงปนลูกกลอน หรือกินสดชวยรักษาโรคริดสีดวงทวารและโรคลําไส (เล่ือน, 2523; 
อภิชาต,ิ 2550; บุญค้ํา, ม.ป.ป.) นําหัววานมาโขลกกับเหลาขาว กรองเอาแตน้ํากินรักษาโรคไสเล่ือน และกระบัง
ลมเคล่ือนในผูชายได (สมาคมโรงเรียนแพทยแผนโบราณ สํานักวัดพระเชตุพนวิมลมังคลาราม, 2520; บุญค้ํา, 
ม.ป.ป.) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาองคประกอบทางเคมีและฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาของวานชักมดลูก พบวาในหัว
ของวานชักมดลูกมีสารสําคัญหลายชนิด เชน  phloracetophenone glucoside ซ่ึงมีฤทธ์ิชวยลดคอเลสเทอรอล 
กระตุนการหล่ังน้ําดี (Piyachaturawat et al., 1995a, 1999b; Suksamrarn et al., 1997) สาร Diarylheptanoids ซ่ึง
เปน phytoestrogen ชนิดหนึ่งท่ีมีฤทธ์ิคลายฮอรโมนเอสโตรเจน แตมีฤทธ์ิออนกวา ชวยกระตุนการแบงตัวของ
เซลลเยื่อบุชองคลอด เยื่อบุชองมดลูก และชวยเสริมสรางความหนาแนนของกระดูก (Piyachaturawat et al., 
1995b, 1995c, 1998, 1999a; Suksamrarn, 2008) ตานอนุมูลอิสระ (Niumsakul, 2007) สาร 5-hydroxy-7-(4-
hydroxyphenyl)-1-1phenyl-(1E)-1-heptene และ 7-(3,4-dihydroxyphenyl)-5-hydroxy-1-phenyl-(1E)-1-heptene 
ชวยลดการอักเสบ (Jantaratnotai, 2006; Sodsai, 2007) สาร diarylheptanoids ท่ีแยกไดจากสารสกัดสวนท่ีมีขั้ว
นอย มีฤทธ์ิฆาไสเดือนตัวกลม (nematodes) (Jurgens, 1994) เปนตน 
 
การจําแนกสายพันธุวานชักมดลูก 

การจําแนกสายพันธุวานชักมดลูกเดิมสามารถแบงวานชักมดลูกออกเปน 2 ชนิด คือ Curcuma comosa 
Roxb.  และ Curcuma xanthorrhiza Roxb. ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาและท่ีมา (เต็ม, 2544) โดยวานชัก
มดลูกชนิด Curcuma comosa Roxb. เปนพันธุพ้ืนเมืองของประเทศไทย บางทองถ่ินเรียกวา “วานชักมดลูกตัว
เมีย”  สวนชนิด Curcuma xanthorrhiza Roxb. เปนชนิดท่ีนําเขาจากประเทศอินโดนีเซีย บางแหงเรียกวา “วาน
ชักมดลูกตัวผู” พืชท้ังสองชนิดนี้มีลักษณะคลายคลึงกันมาก คือ เปนพืชลมลุก ตนมีความสูงประมาณ 1-2 เมตร 
มีหัวหรือเหงาใตดินขนาดใหญ รูปรางคอนขางกลม ไมมีแงงยื่นออกมาดานขาง เนื้อในหัวมีสีเหลือง ถา
เปรียบเทียบสีเนื้อในหัวของวานชักมดลูกท้ัง 2 ชนิด  Curcuma comosa Roxb. จะมีสีเหลืองออนสวน Curcuma 
xanthorrhiza Roxb. จะมีสีเหลืองเขม มีกล่ินฉุน Curcuma comosa Roxb. มีเสนกลางใบของหลังใบมีสีเขียว ไม
พบขนท่ีทองใบ กานใบยาว ดอกออกเปนชอแบบชอเชิงลดแทงจากพ้ืนดิน เกสรตัวผูเปนหมันมีสีขาว สวน 
Curcuma xanthorrhiza Roxb.  เสนกลางใบของหลังใบมีสีน้ําตาลอมแดง ทองใบมีขน กานใบส้ัน (สนั่น และ
ฉัตรชัย, 2546) 

ภาณี และคณะ (2548) ไดวิเคราะหความหลากหลายทางพันธุกรรมของวานชักมดลูกจํานวน 10 ตัวอยาง 
โดยใชเทคนิคอารเอพีดี (random amplified polymorphic DNA) พบวาสามารถแบงกลุมวานชักมดลูกไดเปน 3 
กลุม และพบวาวานชักมดลูกในกลุมเดียวกันไมมีความสัมพันธกับแหลงท่ีมา ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของการ
ปรากฏสีแดงบริเวณเสนกลางใบท่ีใชในการจําแนกชนิดของวานชักมดลูกเพียงลักษณะเดียว ไมสามารถใชใน
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การจําแนกชนิดได ควรใชลักษณะหลาย ๆ ลักษณะในการจําแนก โดยเฉพาะลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอก
รวมดวย 

Soontornchainaksaeng and Jenjittikul (2010) ไดศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานและความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมของวานชักมดลูก 24 ตัวอยาง โดยใชจํานวนโครโมโซม reproductive part คือ ลักษณะชอดอก, 
ดอก และดอก รวมกับลักษณะสัณฐานวิทยาของใบ พบวาวานชักมดลูกมี 3 ชนิด คือ ชนิด Curcuma comosa, 
Curcuma elata และ Curcuma latifolia  โดยวานชักมดลูกชนิด Curcuma comosa จะมีกานชอดอกส้ัน (2-5 ซม.) 
ไมมีขนใตแผนใบ และแบงเปน 2 พันธุ คือ พันธุท่ีมีลักษณะชอดอกรูปทรงกระบอกยาว มีจํานวนโครโมโซม 2n 
= 42 และพันธุท่ีมีชอดอกรูปทรงกระบอกส้ัน มีจํานวนโครโมโซม 2n = 62 หรือ 63 สวน Curcuma elata และ 
Curcuma latifolia มีลักษณะท่ีเหมือนกัน คือ มีกานชอดอกยาว 10-25 เซนติเมตร มีขนใตแผนใบ สวนท่ีตางกัน 
คือ Curcuma latifolia  มีจํานวนโครโมโซม 2n = 63 และ 2n = 84 มีเสนกลางใบสีแดง สวน Curcuma elata มี
จํานวนโครโมโซม 2n = 63 แตไมพบสีแดงท่ีเสนกลางใบ 

จากขอมูลขางตนจะเห็นไดวา การจําแนกสายพันธุวานชักมดลูกยังมีขอมูลอยูนอยมาก อีกท้ังขอมูลท่ีได
ยังไมชัดเจน จึงมีความจําเปนท่ีจะตองศึกษาและจําแนกสายพันธุวานชักมดลูกใหถูกตองชัดเจนตอไป 
 
เครื่องหมายท่ีใชศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม 
 เครื่องหมายท่ีใชบงบอกความแตกตางและความหลากหลายทางพันธุกรรม  (genetic diversity)  ของ
ส่ิงมีชีวิตท้ังลักษณะทางปริมาณและคุณภาพมี  2 ประเภท คือ  เครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological 
marker)  และเครื่องหมายโมเลกุล (molecular marker)  โดยเครื่องหมายทางสัณฐานวิทยา เปนเครื่องหมายท่ีใช
บอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิต  โดยวิธีเปรียบเทียบลักษณะภายนอกทางสัณฐานวิทยาหรือทางสรีรวิทยา  ซ่ึง
ลักษณะท่ีตรวจสอบนี้มักจะขึ้นกับสภาพแวดลอม  ทําใหผลการตรวจสอบผิดพลาดได  จึงตองใชวิธีอ่ืนประกอบ
เพ่ือใหไดขอมูลท่ีสมบูรณขึ้น  สวนเครื่องหมายโมเลกุลมี  2  ระดับ คือ  ระดับโปรตีน (protein marker)  เปนการ
ตรวจสอบท่ีโมเลกุลของโปรตีนชนิดตาง ๆ  และระดับดีเอ็นเอ (DNA marker)  เปนการตรวจสอบความแตกตาง
ของลําดับนิวคลีโอไทดในโมเลกุลของดีเอ็นเอ  โดยการตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอมีขอไดเปรียบกวาการตรวจ 
สอบระดับโปรตีน  คือ  การตรวจสอบในระดับโปรตีนจะตรวจสอบไดเฉพาะสวนท่ีมีการแสดงออกของยีน
เทานั้น  จํานวนยีนท่ีตรวจสอบไดมีไมมาก  ไมกระจายครอบคลุมท้ังจีโนม  อีกท้ังตองเลือกชนิดเนื้อเยื่อและ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห  นอกจากนี้โปรตีนยังเสียสภาพธรรมชาติไดงาย  ตองวิเคราะหผลในเวลา
จํากัดและไมสามารถเก็บตัวอยางไวไดนาน สวนโมเลกุลดีเอ็นเอนั้นมีความเสถียรมากกวาจึงเก็บไวไดนาน
สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อใด ๆ  ระยะการเจริญ เติบโตหรือสภาพทางสรีรวิทยาใด ๆ  ก็ไดโดยไม
ขึ้นกับส่ิงแวดลอม และสามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดจากท้ังสวนท่ีเปนยีนและไมใชยีน ทําใหสามารถตรวจสอบ
ไดโดยไมมีขอจํากัด  นอกจากนี้วิธีการตรวจสอบระดับดีเอ็นเอยังมีใหเลือกหลายวิธี  และสามารถประยุกตใชใน
ดานตาง ๆ ไดไมจํากัด  (สุรินทร, 2545,2552)  
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เครื่องหมายดีเอ็นเอแบงออกเปน 2 ประเภท คือ  
1. เครื่องหมายดีเอ็นเอประเภทท่ีไมใชวิธีการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร 

(polymerase chain reaction; PCR) เชน เครื่องหมายอารเอฟแอลพี (restriction fragment length polymorphism; 
RFLP) (Tankslay et al., 1989; McCouch and Tankslay, 1991) 

2. เครื่องหมายดีเอ็นเอประเภทท่ีใชวิธีการเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอดวยเทคนิคพีซีอาร เชน 
เครื่องหมายเอเอฟแอลพี (amplified fragment length polymorphism; AFLP) (Vos et al., 1995) เครื่องหมาย  
อารเอพีดี (random amplified polymorphic DNA; RAPD) (Williams et al., 1990) เครื่องหมายเอสเอสอาร หรือ
ไมโครแซทเทลไลท (simple sequence repeat; SSR) (Brown et al., 1996; Powell et al., 1996a) เครื่องหมายเอส
อารเอพี (sequence related amplified polymorphism; SRAP) (Li and Quiros, 2001) เครื่องหมายทีอารเอพี 
(target region amplification polymorphism; TRAP) (Hu and Vick, 2003) เปนตน   

เครื่องหมายดีเอ็นเอแตละชนิดมีวิธีการ หลักการ ขอดีและขอจํากัดแตกตางกันออกไป รวมท้ังมีการ
พัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบใหมออกมาอีกมากมาย  ดังนั้นการท่ีจะเลือกใชเครื่องหมายชนิดใดจึงตอง
พิจารณาจากองคประกอบหลาย ๆ อยาง เชน วัตถุประสงคของการศึกษา ความยากงายของเทคนิค ความชํานาญ 
เครื่องมือท่ีใช คาใชจาย ปริมาณดีเอ็นเอตัวอยางท่ีมี ความนาเช่ือถือ เปนตน (สุรินทร, 2552) 
  สําหรับการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับพันธุ (variety) ภายในชนิด (species) เดียวกัน 
ควรเลือกใชเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีสามารถตรวจสอบพบความแตกตางหรือมีพอลิมอรฟซึม (polymorphism) สูง 
ซ่ึงอาจจะเปนเครื่องหมายประเภทท่ีมีการขมรวมกัน (co-dominance) หรือขมแบบสมบูรณ (dominance) ก็ได 
เครื่องหมายดีเอ็นเอแบบท่ีมีการขมรวมกันมักจะมีพอลิมอรฟซึมสูงกวา  เชน เครื่องหมายเอสเอสอาร 
เครื่องหมายอารเอฟแอลพี แตขอจํากัดของเครื่องหมายประเภทนี้ คือ สามารถตรวจสอบไดครั้งละ 1 ตําแหนง
เทานั้น ทําใหตองใชเครื่องหมายจํานวนมากจึงจะไดขอมูลท่ีถูกตองนาเช่ือถือ สวนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีเปน
แบบสุมแมวาจะมีพอลิมอรฟซึมต่ํา แตสามารถตรวจไดครั้งละหลายตําแหนง จึงทดแทนการท่ีแตละตําแหนงมี
พอลิมอรฟซึมต่ําไปได นอกจากนี้การตรวจสอบท่ีใชเทคนิคพีซีอาร สามารถทําไดรวดเร็ว การตรวจสอบโดยใช
ไพรเมอรเพียงไมกี่ชนิดก็ครอบคลุมสวนของจีโนมไดเพียงพอ ผลท่ีไดจึงถูกตองนาเช่ือถือ ดังนั้นการศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรม ถามีขอมูลไพรเมอรของเครื่องหมายเอสเอสอารท่ีพัฒนาไวแลวจํานวนมากพอก็
สามารถนํามาใชไดเปนอยางดี แตถาตองพัฒนาเครื่องหมายขึ้นใหม การใชเครื่องหมายดีเอ็นเอแบบสุมชนิดท่ี
ตรวจสอบไดครั้งละหลายตําแหนง เชน เครื่องหมายอารเอพีดี เครื่องหมายเอเอฟแอลพี จะเปนทางเลือกท่ีดีกวา 
(สุรินทร, 2552) แตเนื่องจากเครื่องหมายอารเอพีดีมีขอจํากัดในเรื่องการทดลองทําซํ้าแลวใหผลท่ีไมเหมือนเดิม 
เนื่องจากมีความไวตอการเปล่ียนสภาวะคอนขางสูง (สุรินทร, 2545, 2552; Techaprasan et al., 2008) การศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมสวนใหญจึงนิยมใชเครื่องหมายเอเอฟแอลพีมากกวา ดังตัวอยางเชน การจําแนก
สายพันธุของไผ (รังสัน และ  สุจิตรา, 2547) ขา (กฤษณา, 2548) และกระชาย (Techaprasan et al., 2008) เปนตน       
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เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพี (amplified fragment length polymorphism; AFLP)   
พ้ืนฐานของเครื่องหมายเอเอฟแอลพี คือ การตรวจสอบช้ินดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยการ

เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคพีซีอาร หลักการทําเอเอฟแอลพี สามารถแบงเปน 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการตัดดีเอ็นเอ
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะสองชนิด ขั้นตอนเลือกเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอบางสวนดวยเอเอฟแอลพีไพรเมอร และ
ขั้นตอนวิเคราะหช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวย denaturing polyacrylamide gel electrophoresis (สุรินทร, 
2545, 2552) 
 การตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ นิยมใชเอนไซมท่ีมีตําแหนงจดจํา 6 คูเบส หรือท่ีเรียกวา  rare 
cutter  รวมกับเอนไซมท่ีมีตําแหนงจดจํา 4 คูเบส หรือท่ีเรียกวา frequent cutter  โดยเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเปน 
frequent cutter จะตัดดีเอ็นเอไดช้ินขนาดเล็ก ซ่ึงจะเพ่ิมปริมาณไดดีในการทําพีซีอาร และช้ินดีเอ็นเอท่ีไดอยู
ในชวงท่ีเหมาะสมสําหรับแยกความแตกตางดวยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช denaturing polyacrylamide gel 
สวนเอนไซมตัดจําเพาะท่ีเปน rare cutter มีตําแหนงท่ีจะตัดดีเอ็นเอไดนอย จึงชวยลดจํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพ่ิม
ปริมาณจากการทําพีซีอารลงได จากนั้นจึงเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอกับ adapter ของเอนไซมท้ังสองชนิด เพ่ือใหเปนท่ี
จับของไพรเมอรในการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิคพีซีอารในขั้นตอนตอไป เอนไซมตัดจําเพาะท่ีใชมีหลายชนิด 
เชน  EcoRI, HindIII, PstI, BglII,  XbaI (6-cutter) และ Sse 83871 (8-cutter) รวมกับ MseI หรือ TaqI (4-cutter)  
แตสวนใหญนิยมใช  MseI เพราะตัดดีเอ็นเอไดขนาดพอเหมาะสําหรับการเพ่ิมปริมาณดวยวิธีพีซีอาร และการ
แยกโดยใช denaturing polyacrylamide gel สวนเอนไซมท่ีเปน rare cutter นิยมใช EcoRI  เนื่องจากมีราคาถูก 
สามารถตัดดีเอ็นเอไดมีประสิทธิภาพ และพบโอกาสท่ีตัดดีเอ็นเอไมสมบูรณนอย   

การเพ่ิมปริมาณช้ินดเีอ็นเอบางสวนโดยใชไพรเมอรท่ีจําเพาะทําไดโดยใชไพรเมอรท่ีมีลําดับเบสทาง
ปลาย 5̕ เหมือนกับลําดับเบสของ adapter ตอดวยลําดับเบสบริเวณจดจําหรือบริเวณตัดจําเพาะของเอนไซม และ
เพ่ิมเบสเขาไปท่ีปลาย 3̕  อีกสวนหนึ่ง เพ่ือใหเกิดการคัดเลือกเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบางช้ิน สวนของไพรเมอรท่ี
เหมือนกับ adapter  และบริเวณจดจําของเอนไซม  เรียกวา  common part  สวนเบสท่ีเพ่ิมเขาไปท่ีปลาย 3̕ เรียก 
selective part จํานวนเบสท่ีเพ่ิมเขาไปท่ีปลาย 3̕ จะชวยลดจํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณลง โดยช้ินดีเอ็นเอท่ี
จะเพ่ิมปริมาณไดตองมีลําดบัเบสท่ีอยูตอกับตําแหนงตัดจําเพาะของเอนไซมสอดคลองกับเบสท่ีเพ่ิมเขาไป  ถา
เพ่ิมเบสเพ่ือคัดเลือกมากขึ้น  จํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ีจะเพ่ิมปริมาณไดก็จะลดลง โดยปริมาณช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิม
ปริมาณไดจะเหลือเพียง 1 ใน 4 ของช้ินดีเอ็นเอท้ังหมด ถาเพ่ิมเบสเพ่ือคัดเลือก 2 เบส จํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ี
ตรวจสอบไดจะลดลงเหลือ (1/4)2 หรือ 1 ใน 16  ของช้ินดเีอ็นเอท่ีตัดไดท้ังหมด ดังนั้นจึงสามารถควบคุมใหเกิด
การเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอในจํานวนท่ีเหมาะสมได โดยจํานวนเบสท่ีเพ่ิมเขาไปแตละเบสจะลดปริมาณช้ิน 
ดีเอ็นเอลงเหลือ (1/4)n  ของช้ินดีเอ็นเอท้ังหมด (n คือ จํานวนเบสคัดเลือกท่ีเพ่ิมเขาไป)  การทําพีซีอารโดยใช
ไพรเมอรท่ีเพ่ิมเบสท่ีปลาย  3̕ มากกวา 2 เบส จะตองทําปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณ 2 ครั้ง ครั้งแรกเรียกวา preselective 
amplification  ครั้งท่ี 2 เรียกวา selective  amplification ซ่ึงการทําปฏิกิริยาเพ่ิมปริมาณ 2 ครั้งจะชวยใหการเพ่ิม
ปริมาณช้ินดีเอ็นเอของไพรเมอรเปนไปอยางถูกตองและมีประสิทธิภาพสูงสุด 

การวิเคราะหช้ินดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณไดดวยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสใน denaturing polyacrylamide gel 
จํานวนช้ินดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมอยูในชวง 50-100 แถบ การตรวจสอบขนาดช้ินดีเอ็นเอทําได  2  วิธี คือ วิธีท่ีติด
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ฉลากดวยสารกัมมันตรังสี แลวติดตามโดยการทําออโตเรดิโอกราฟ หรือติดฉลากดวยสารเรืองแสง แลวติดตาม
ดวยเครื่องหาลําดับเบสแบบอัตโนมัติ วิธีท่ีสอง คือ การยอมเจลดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท หรือการไฮบริ-
ไดเซช่ันโดยใชโพรบท่ีติดฉลากดวยสารปลอดรังสี 
  ลายพิมพดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการทําเอเอฟแอลพีมีลักษณะเปนลายพิมพแบบสุม (random fingerprint) ซ่ึง
ใชกับดีเอ็นเอใด ๆ ก็ได ไมขึ้นกับขนาดและความซับซอนของจีโนม แมวาวิธีการทําเอเอฟแอลพีจะคอนขาง
ยุงยาก แตผลท่ีไดสามารถทําซํ้า และใหผลคงเดิม (reproducible) สามารถเลือกคูผสมของไพรเมอรไดหลายแบบ 
ทําใหเกิดลายพิมพท่ีแตกตางกันจํานวนมาก ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยไพรเมอรคูหนึ่งนั้นจะเกิดแถบ         
ดีเอ็นเอจํานวนมาก รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตางกันในแตละตัวอยางหรือพอลีมอรฟซึมท่ีเกิดขึ้นนั้นมา
จากการเปล่ียนแปลงเบส (point mutation) ท่ีตําแหนงจดจําของเอนไซม ทําใหตําแหนงจดจําของเอนไซมหายไป 
หรือเกิดขึ้นใหม หรือการเปล่ียนแปลงของเบสท่ีตําแหนงติดกับตําแหนงจดจําของเอนไซมตรงสวนท่ีมีการเพ่ิม
เบสเพ่ือคัดเลือกของไพรเมอรท่ีใช ทําใหสามารถหรือไมสามารถเพ่ิมปริมาณช้ินดีเอ็นเอดังกลาว แลวแตกรณี 
หรืออาจเกิดจากการมีช้ินดีเอ็นเอส้ัน ๆ ขาดหายไป หรือสอดแทรกเขามาในระหวางตําแหนงตัดจําเพาะของ
เอนไซมก็ได ผลท่ีเกิดขึ้นคือการมีแถบดีเอ็นเอหรือไมมีแถบดีเอ็นเอท่ีตําแหนงนั้น ๆ หรืออาจทําใหช้ินดีเอ็นเอท่ี
เพ่ิมปริมาณไดมีขนาดเปล่ียนไป ดังนั้นการถายทอดลักษณะของแถบดีเอ็นเอจากการทําเอเอฟแอลพีจึงมีท้ังแบบ
ท่ีแสดงลักษณะขมสมบูรณโดยปรากฏเปนการมีหรือไมมีแถบดีเอ็นเอ และแบบท่ีแสดงลักษณะขมรวมกัน โดย
ปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดตางกัน โดยท่ัวไปจะพบเครื่องหมายเอเอฟแอลพีแบบท่ีเปนลักษณะขมมากกวา 
ขอดีของเครือ่งหมายเอเอฟแอลพีคือไมจําเปนตองทราบขอมูลลําดับเบสของดีเอ็นเอท่ีตองการศึกษามากอน ดวย
ประสิทธิภาพของเทคนิคพีซีอารจึงทําใหการศึกษาทําไดรวดเร็วและใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนนอย นอกจากนี้ 
ในการทําปฏิกิริยาครั้งหนึ่ง ๆ สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดหลายตําแหนง (multilocus) พรอมกัน ในหนึ่ง
ปฏิกิริยาจะใหแถบดีเอ็นเอมากกวาเครื่องหมายอารเอพีดีประมาณ 4 เทา ทําใหเกิดพอลิมอรฟซึมจํานวนมาก จึง
สามารถใชบอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตแตละตัวอยาง หรือศึกษาเอกลักษณของส่ิงมีชีวิตไดอยางละเอียด 
(สุรินทร, 2545, 2552)  
 จากท่ีกลาวมาแสดงใหเห็นวา เครื่องหมายเอเอฟแอลพีเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพมาก จึง
ถูกนํามาใชในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม ศึกษาความสัมพันธทางวิวัฒนาการ หรือใชใน
การศึกษาเอกลักษณของส่ิงมีชีวิตเพ่ือบอกความแตกตางของส่ิงมีชีวิตแตละตัวอยาง รวมถึงนําไปจําแนกสาย
พันธุพืชไดดวย 
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ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 
 
นําวานชักมดลูกท่ีรวบรวมไดจากท่ัวทุกภูมิภาคของประเทศไทยจํานวน 411 ตัวอยาง ปลูกในแปลง

รวบรวมพันธุกรรมท่ี ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  จ.นครราชสีมา เพ่ือ
ศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมรวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา โดยใชระยะหางระหวางแถว 75 เซนติเมตร 
และระยะหางระหวางตน 60 เซนติเมตร ปลูกวานชักมดลูกตัวอยางละ 10 ตน กอนปลูก ใสปุยมูลไกอัตรา 250 
กรัมตอหลุม ใหน้ําโดยใชระบบสปริงเกลอร กําจัดศัตรูพืชตามความเหมาะสม 

การพิจารณาคัดเลือกตัวอยางจากแปลงปลูก ทางคณะผูวิจัยไดคัดเลือกตัวอยางโดยพิจารณาจากลักษณะ
การแสดงออกทางสัณฐานวิทยา และแหลงท่ีมา ไดตัวอยางท้ังส้ิน 60 ตัวอยาง แบงเปนวานชักมดลูก 54 ตัวอยาง 
และพืชชนิดอ่ืนท่ีคลายวานชักมดลูก 6 ตัวอยางเพ่ือใชในการศึกษาเปรียบเทียบ โดยแหลงท่ีมาของตัวอยาง
ครอบคลุมพ้ืนท่ีทุกภูมิภาคของประเทศรวมท้ังส้ิน 29 จังหวัด และท่ีไมทราบแหลงท่ีมาท่ีแนชัด 4 แหลง ดัง
รายละเอียดในตารางท่ี 2-1 
 
ตารางที่ 2-1 รายละเอียดท่ีมาของตัวอยางท่ีทําการศึกษา 

เลขท่ีตัวอยาง ท่ีมา เลขท่ีตัวอยาง ท่ีมา เลขท่ีตัวอยาง ท่ีมา 
1 พิษณุโลก 21 unkown 41 หนองคาย 
2 พิจิตร 22 มหาสารคาม 42 unkown 
3 ลําปาง 23 หนองคาย 43 เพชรบูรณ 
4 นครนายก 24 มหาสารคาม 44 นครปฐม 
5 พิจิตร 25 กําแพงเพชร 45 unknown 
6 พิษณโุลก 26 ราชบุรี  46* พิษณุโลก 
7 อยุธยา 27 สระแกว 47 มหาสารคาม 
8 มหาสารคาม 28 ราชบุรี 48 เพชรบูรณ 
9 พิจิตร 29 กําแพงเพชร 49 เพชรบูรณ 

10 พิษณุโลก 30 กําแพงเพชร 50 อํานาจเจริญ 
11 unknown 31 ลพบุรี 51 กระบ่ี 
12 สมุทรปราการ 32 ชลบุรี  52* สุราษฎรธานี 
13 สุรินทร 33 นครสวรรค 53 สุรินทร 
14 พะเยา  34* นครสวรรค 54 บุรีรัมย 
15 สงขลา  35* ปราจีนบุรี 55 เพชรบูรณ 
16 นครพนม 36 นครพนม  56* ปราจีนบุรี 
17 หนองคาย 37 ปราจีนบุรี  57* ปราจีนบุรี 
18 มหาสารคาม 38 ฉะเชิงเทรา 58 นครปฐม 
19 พระนครศรีอยุธยา 39 เชียงใหม 59 กาญจนบุรี 
20 เพชรบูรณ 40 หนองคาย 60 จันทบุรี 

หมายเหตุ    unknown คือตัวอยางวานชักมดลูกที่ไมทราบที่มาที่แนชัด 
     * คือ พืชชนิดอื่นที่คลายวานชักมดลูก 
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1. การเก็บใบออนของตัวอยางเพ่ือใชสกัดดีเอ็นเอและวิธีสกัดดีเอ็นเอ 
1.1 การเก็บใบออนของตัวอยางเพ่ือใชสกัดดีเอ็นเอ  

เก็บใบออนของตัวอยางท้ัง 60 ตัวอยาง ท่ีมีลักษณะมวนงอ (รูปท่ี 2-1) มาสกัดดีเอ็นเอ เนื่องจากดีเอ็นเอ
ท่ีสกัดไดจะมีปริมาณและคุณภาพสูง ตัดใบดังกลาวใสในถุงพลาสติกมัดปากถุงใหแนนสนิทแชในน้ําแข็งทันที
เพ่ือรักษาสภาพของตัวอยาง จากนั้นจงึนําไปสกัดดีเอ็นเอ  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2-1  ใบออนลักษณะมวนงอของตัวอยางวานชักมดลูกและพืชชนิดใกลเคียงท่ีใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

1.2 วิธีการสกัดดีเอ็นเอ  
นําใบออนของตัวอยางท่ีไดมาสกัดดีเอ็นเอโดยใชวิธีท่ีประยุกตจากวิธีการของ Agrawal et al. (1992) 

โดยมีขั้นตอนดังนี้ 
 1.2.1 นําใบออนของตัวอยางมาลางทําความสะอาด แลวซับใหแหง 
 1.2.2  เตรียม DNA extraction buffer (1M Tris-HCl pH 8.0, 0.5M EDTA pH 8.0, 5M NaCl, 

CTAB, 2 - mercaptoethanol) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ในหลอดขนาด 1.5 ไมโครลิตร  นําไปอุนในอางควบคุม
อุณหภูมิ (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  

 1.2.3 นําใบออนของตัวอยางมาตัดเอาเฉพาะสวนใบ ไมเอาสวนท่ีเปนเสนกลางใบ ใสลงใน
โกรงท่ีเย็น เติมไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) ใหทวม แลวบดตัวอยางใหละเอียดจนเปนผงแปง ปลอยให
ไนโตรเจนเหลวระเหยจนหมด แลวจงึถายผงใบลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตรท่ีมี DNA extraction buffer อยู
จากนั้นผสมตัวอยางกับ buffer ใหเขากัน 

 1.2.4 นําไปบมในอางควบคุมอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 60 นาที คอยพลิกหลอดไป
มาทุก ๆ 10 นาที   
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 1.2.5 นํามาตั้งใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง เติม chloroform : isoamylalcohol (24:1)  ปริมาตร 700 
ไมโครลิตร พลิกหลอดไปมาเบา ๆ ใหเขากัน 

 1.2.6 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที (rpm) 10 นาที 
 1.2.7 ดูดสารละลายใสสวนบนใสในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม แลวเติม 

isopropanol ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรท่ีดูดได พลิกหลอดไปมาเบา ๆ จะเริ่มเห็นสายดีเอ็นเอปรากฏขึ้น นําไป
บมท่ีอุณหภูมิ  -20 องศาเซลเซียส 30 นาที 

 1.2.8 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 5 นาที 
  1.2.9 เทสารละลายท้ิงเติม washing buffer (absolute ethanol, 3 M NaOAc) ปริมาตร 300 
ไมโครลิตร   
  1.2.10 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 5 นาที 
  1.2.11 เทสารละลายท้ิง ระวังตะกอนดีเอ็นเอหลุด เติม 70% ethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร
ลงไปเพ่ือลางเกลือออกจากตะกอนดีเอ็นเอ   

 1.2.12 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 5 นาที 
 1.2.13 เทสารละลายท้ิง ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง   

  1.2.14 เติม RNase buffer (1 M Tris-HCl pH 8.0, 5 M NaCl) ลงไปปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ละลายตะกอนใหหมด   
  1.2.15 เติม RNase-A ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอไมโครลิตร ลงไป 8 ไมโครลิตร บมท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ขามคืน เพ่ือกําจัด RNA ท่ีอาจปนเปอนอยู   
  1.2.16 เติม Phenol:chloroform:isoamylalcohol (25:24:1) ปริมาตร 500ไมโครลิตร พลิกหลอด
ไปมาเบา ๆ 
  1.2.17 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 10 นาที 
  1.2.18 ดูดสารละลายใสดานบนใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม เติม chloroform: 
isoamylalcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทาของปริมาตรท่ีได พลิกหลอดไปมาเบา ๆ   
  1.2.19 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบตอนาที 10 นาที   
  1.2.20 ดูดสารละลายใสดานบนใสหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม เติม 3 M NaOAc 
ปริมาตร 1/10 เทา และ absolute ethanol ปริมาตร 2 เทาของปริมาตรท่ีไดลงไปพลิกหลอดไปมาเบา ๆ จะเห็น
สายดีเอ็นเอปรากฏขึ้น นําไปบมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 30 นาที 
  1.2.21 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 5 นาที    
  1.2.22 เทสารละลายท้ิง ระวังตะกอนดีเอ็นเอหลุด เติม 70 % ethanol ปริมาตร 300 ไมโครลิตร
ลงไปเพ่ือลางตะกอนดีเอ็นเอ   
  1.2.23 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบตอนาที 5 นาที 
  1.2.24 เทสารละลายท้ิง ตากตะกอนดีเอ็นเอใหแหง 
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  1.2.25 ละลายตะกอนดวย TE buffer (0.5M EDTA pH 8.0, 1M Tris-HCl pH 8.0) ปริมาตร 50 
ไมโครลิตร 
 
2. การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ 

ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอทําไดโดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจล โดยใช
เจลความเขมขน  0.8 % และการวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยใชสเปกโทรโฟโทเมทรี (spectro- 
photometry) โดยมีขั้นตอนดังนี้ 

2.1 การตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ 
2.1.1 เตรียมอะกาโรสเจลความเขมขน 0.8 % โดยเติมผงอะกาโรส 0.8 กรัมลงใน 1x TAE 

buffer (1x TAE : 4.84 g Tris Base, 1.142 ml glacial acetic acid, 2 ml 0.5 M EDTA;  pH 8.0) ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร 

2.1.2 นําไปละลายดวยเตาไมโครเวฟ เขยาเปนครั้งคราวจนกระท่ังผงอะกาโรส ละลายจนหมด 
ตั้งท้ิงไวใหอุณหภูมิลดลงเหลือประมาณ 60 องศาเซลเซียส (ทดสอบไดโดยใชทองแขนแตะท่ีขวดเจล ถา
สามารถทนความรอนไดแสดงวาเจลใชไดแลว)   

2.1.3 เทเจลลงในถาดเจลท่ีเสียบหวี (comb) ลงไปตรงตําแหนงท่ีทําใหเกิดรองสําหรับโหลด
ตัวอยางดีเอ็นเอท่ีเตรียมไว เทเจลใหเจลหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร ระวังไมใหเกิดฟองอากาศ 

2.1.4 ปลอยใหเจลแข็งตัวท่ีอุณหภูมิหองประมาณ 20 นาที เม่ือเจลแข็งตัวแลวคอย ๆ ดึงหวีออก   
2.1.5 ยายเจลใสลงใน chamber สําหรับทําอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใหดานท่ีมีชองหวีอยูดานขั้ว

ลบ แลวเท 0.5x TAE buffer ลงจนทวมเจล 
2.1.6 ผสมสารละลายดีเอ็นเอตัวอยางกับโหลดดิ้งบัฟเฟอร (6x loading buffer : 0.25% 

bromphenol blue, 0.25% xylene cyanol, 30% glycerol) ในอัตราสวน 5 ตอ 1    
  2.1.7 โหลดตัวอยางลงในชองหวีปริมาตร 5 ไมโครลิตร โดยโหลดดีเอ็นเอมาตรฐานไวท่ีชอง
แรกของเจล 
  2.1.8 ปดฝาเครื่องแลวเปดกระแสไฟฟาใหกระแสไฟฟาวิ่งผานจากขั้วลบไปขั้วบวก โดยใช
ความตางศักย 135 โวลต ปลอยใหดีเอ็นเอเคล่ือนไปพอประมาณ (15 นาที) โดยสังเกตจากการเคล่ือนท่ีของ
โหลดดิ้งบัฟเฟอร (loading buffer) ไดระยะทางท่ีเหมาะสม 
  2.1.9 ปดเครื่อง นําแผนเจลไปยอมในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ความเขมขน 0.5 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร นาน 10 นาที 

 2.1.10 ลางเอธิเดียมโบรไมดสวนเกินออกดวยน้ําสะอาดประมาณ 5 นาที นําแผนเจลไปสองดู
ภายใตแสง UV แลวถายภาพดวยเครื่อง Gel Documentation System   
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2.2 การวัดคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตโดยใชสเปกโทรโฟโทเมทรี      
    2.2.1 ดูดสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 3 ไมโครลิตร แลวเติมน้ํากล่ันสเตอไรดลงไป 147 

ไมโครลิตรผสมใหเขากัน จะไดสารละลายดีเอ็นเอท่ีมีคา dilution factor = 50 
  2.2.2 นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร ดวยเครื่องสเปกโทรโฟโท-
เมทร ี
  2.2.3 คํานวณความเขมขนของ DNA ดังนี ้
 
    OD260   =    คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (Abs 260)  

ความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ (g/ml)     =     OD260 x dilution factor 
 
  2.2.4 ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ โดยดูคาอัตราสวนการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 กับ 
280 นาโนเมตร (A260/A280) ถามีคาประมาณ 1.8 แสดงวาสารละลายดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ ถามีคามากกวาแสดงวาอาจมี
อารเอ็นเอปนเปอนและถาต่ํากวาแสดงวามีการปนเปอนของโปรตีนหรือฟนอล (สุรินทร, 2545, 2552) 
   2.2.5 ปรับความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดใหมีความเขมขน 50 นาโนกรัมตอ
ไมโครลิตรดวย TE buffer 
 
3. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมโดยใชเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดเอเอฟแอลพี 

3.1 การเตรียมดีเอ็นเอตนแบบโดยการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะและเช่ือมตอกับ adapter  
3.1.1 นําสารละลายดีเอ็นเอเขมขน 50 นาโนกรัมตอไมโครลิตร ปริมาตร 5 ไมโครลิตรใสใน

หลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
3.1.2 เติมสารตาง ๆ แลวผสมใหเขากัน ดังนี้  

10x  reaction buffer                          5  ไมโครลิตร 
 100x  BSA                                        0.25  ไมโครลิตร 

เอนไซม EcoRI (20 U/µl)        0.125 ไมโครลิตร 
 เอนไซม MseI  (10 U/µl)         0.25  ไมโครลิตร 
 EcoRI adapter (5 pmole/µl) (ตารางท่ี 2-2)    4  ไมโครลิตร 
 MseI adapter (12.5 pmole/µl) (ตารางท่ี 2-2)  4  ไมโครลิตร 
 10x  T4 DNA ligase buffer                   5  ไมโครลิตร 
 T4 DNA ligase  (1 U/µl)    1  ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ันสเตอไรด     25.375  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรสารละลายรวม 50 ไมโครลิตร   

3.1.3 นําไปบมท่ี 37 องศาเซลเซียส ขามคืน 
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ตารางที่ 2-2   ลําดับนิวคลีโอไทดของ adapter 
 
 
 
 
 
 
 

3.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอาร 
3.2.1 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยวิ ธีพีซีอารจะทํา 2 ครั้ง  ครั้งแรก เรียกวา preselective 

amplification เปนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใชไพรเมอรท่ีเพ่ิมเบส 1 เบสท่ีปลาย 3 คือ E-A และ M-C (ตาราง
ท่ี 2-3) ซ่ึงมีขั้นตอนดังนี้ 

 3.2.1.1 นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ และเช่ือมตอช้ินดีเอ็นเอกับ adapter 
เรียบรอยแลวปริมาตร 2 ไมโครลิตร 

 3.2.1.2 เติมสารตาง ๆ ดังนี ้
 EcoRI  primer +1 (E-A) (5 pmole/µl) (ตารางท่ี 2-3)  1    ไมโครลิตร   
 MseI  primer +1 (M-C)  (5 pmole/µl) (ตารางท่ี 2-3)  1    ไมโครลิตร   
 dNTP mix  (2 mM)       2   ไมโครลิตร  
 10x   PCR buffer     2.5  ไมโครลิตร    
 MgCl2 (50 mM)       0.75  ไมโครลิตร 
 Taq polymerase (5 U/µl)      0.1  ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ันสเตอไรด      15.15  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรสารละลายรวม 25 ไมโครลิตร 
  3.2.1.3 ผสมสารใหเขากัน แลวนําไปทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชโปรแกรมดังนี ้
   ขั้นท่ี 1 อุณหภูมิ   94  องศาเซลเซียส   เวลา   30   วินาที 
   ขั้นท่ี 2 อุณหภูมิ   56  องศาเซลเซียส   เวลา   60   วินาที              25 รอบ 
   ขั้นท่ี 3 อุณหภูมิ   72  องศาเซลเซียส   เวลา   60   วินาที 
 
  3.2.1.4 แบงสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดมาทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรสความเขมขน 1.5 
เปอรเซ็นต โดยใชสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 3 ไมโครลิตร ผสมกับสี 6x  loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
เพ่ือตรวจสอบวาสารละลายดีเอ็นเอถูกตัดดวยเอนไซมตัดเฉพาะอยางสมบูรณ และช้ินดีเอ็นเอตอกับ adapter 
อยางสมบูรณแลว โดยเม่ือยอมเจลดวยเอธิเดียมโบรไมดจะพบรอยยาว (smear) ขนาดไมเกิน 1 กิโลเบส  
  3.2.1.5 เจือจางสารละลายดีเอ็นเอท่ีเหลือ 20 เทา ใน TE buffer  

สัญลักษณ ลําดับนิวคลีโอไทด 
EcoRI adapter 5-CTCGTAGACTGCGTACC-3                                                                  
          3-CATCTGACGCATGGTTAA-5 
MseI adapter 5-GACGATGAGTCCTGAG-3                                          
              3-TACTCAGGACTCAT-5 
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         3.2.2 นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลวมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครั้งท่ี 2 เรียกวา selective 
amplification โดยใชไพรเมอรท่ีเพ่ิมเบสอีก 2 เบสท่ีปลาย 3 คือ E-ANN และ M-CNN (ตารางท่ี 3) ซ่ึงมีขั้นตอน
ดังนี้ 
  3.2.2.1 นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีเจือจางแลว มาปริมาตร 5 ไมโครลิตร ใสลงในหลอดพีซีอาร
ขนาด 0.5 ml 

 3.2.2.2 เติมสารตาง ๆ ดังนี ้
 EcoRI  primer +3 (E-ANN) (5 pmole/µl)     1    ไมโครลิตร   
 MseI  primer +3 (M-CNN)  (5 pmole/µl)     1    ไมโครลิตร   
 dNTP mix  (2 mM)      2   ไมโครลิตร  
 10x PCR buffer     2 ไมโครลิตร  
 MgCl2 (50 mM)      0.6  ไมโครลิตร 
 Taq polymerase (5 U/µl)     0.1  ไมโครลิตร 
 น้ํากล่ันสเตอไรด     8.3  ไมโครลิตร 
 ปริมาตรสารละลายรวม 20 ไมโครลิตร 
  3.2.2.3 ผสมสารใหเขากัน แลวนําไปทําปฏิกิริยาพีซีอาร โดยใชโปรแกรม touch down ดังนี้ 
   ขั้นท่ี 1 อุณหภูมิ   94  องศาเซลเซียส   เวลา   30   วินาที 
   ขั้นท่ี 2 อุณหภูมิ   65  องศาเซลเซียส   เวลา   30   วินาที              1 รอบ 
   ขั้นท่ี 3 อุณหภูมิ   72  องศาเซลเซียส   เวลา   60   วินาที 
  ลดอุณหภูมิในขั้น annealing (65  องศาเซลเซียส) ลงรอบละ 0.7 องศาเซลเซียส จํานวน 12 
รอบ และตอดวย 
   ขั้นท่ี 1 อุณหภูมิ   94  องศาเซลเซียส   เวลา   30   วินาที 
   ขั้นท่ี 2 อุณหภูมิ   56  องศาเซลเซียส   เวลา   30   วินาที              23 รอบ 
   ขั้นท่ี 3 อุณหภูมิ   72  องศาเซลเซียส   เวลา   60   วินาที 
 
  3.2.2.4 นําสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดไปตรวจสอบผล โดยการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรส
เจลความเขมขน 0.8 เปอรเซ็นต กอนนําไปทําอิเล็กโทรโฟรีซิสในโพลีอะคริลาไมดเจล ความเขมขน                   
6 เปอรเซ็นตตอไป 
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ตารางที่ 2-3  ลําดับนิวคลีโอไทดของไพรเมอรท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 
 

สัญลักษณ ลําดับนิวคลีโอไทด 
primer E-A    5-GACTGCGTACCAATTCA-3 
primer M-C 5-GATGAGTCCTGAGTAAC-3 
primer E-ANN   
     E-AAC 5-GACTGCGTACCAATTCAAC-3 
     E-AAG 5-GACTGCGTACCAATTCAAG-3 
     E-ACA 5-GACTGCGTACCAATTCACA-3 
     E-ACT 5-GACTGCGTACCAATTCACT-3 
     E-ACC 5-GACTGCGTACCAATTCACC-3 
     E-ACG 5-GACTGCGTACCAATTCACG-3 
     E-AGC 5-GACTGCGTACCAATTCAGC-3 
     E-AGG 5-GACTGCGTACCAATTCAGG-3 
primer M-CNN   
     M-CAA 5-GATGAGTCCTGAGTAACAA-3 
     M-CAC 5-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3  
     M-CAG 5-GATGAGTCCTGAGTAACAG-3 
     M-CAT 5-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3 
     M-CTA 5-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3  
     M-CTC 5-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3  
     M-CTG 5-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3 
     M-CTT 5-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3  

 
3.3 การแยกขนาดช้ินดีเอ็นเอโดย denaturing polyacrylamide gel 

3.3.1  การเตรียมกระจกสําหรับเทโพลีอะคริลาไมดเจล 
 3.3.1.1 นําแผนกระจกสําหรบเตรียมเจลมาลางใหสะอาด แลวเช็ดดวยเอทานอล 95 % ให

สะอาดท้ัง 2 แผน   
 3.3.1.2 เช็ดกระจกแผนหลังดวย bind silane (bind silane 1.5 ไมโครลิตร, glacial acetic acid 

2.5 ไมโครลิตร และเอทานอล 496 ไมโครลิตร) เพ่ือใหเจลเกาะติดกับกระจก  
 3.3.1.3 เช็ดกระจกแผนหนาท่ีมีลักษณะเปนหูกระตายดวย repel silane เพ่ือไมให เจลติดกระจก  
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 3.3.1.4 ปลอยใหกระจกท้ังสองแผนแหงประมาณ 5-10 นาที 
 3.3.1.5 นํากระจกท้ังสองแผนมาประกอบเขาชุดโดยวาง spacer ขนาด 0.35 - 0.40 มิลลิเมตร ไว

ท้ังสองขางเพ่ือใหเกิดชองวางระหวางกระจกท้ังสอง โดยหันดานท่ีทา bind silane และ repel silane เขาหากัน
แลวใชคลิปหนีบ 

3.3.2 การเตรียมโพลีอะคริลาไมดเจลความเขมขน 6 % 
 3.3.2.1 ช่ังยูเรีย 6.75 กรัม ใสบีกเกอรขนาด 50 มิลลิลิตร 
 3.3.2.2 เติม 5x  TBE (89 mM Tris-borate, 2.5 mM EDTA) ปริมาตร 3 มิลลิลิตร และน้ํากล่ัน 

4.5 มิลลิลิตร 
 3.3.2.3 นําไปอุนไฟออน ๆ ใหยูเรียละลายจนหมด 
 3.3.2.4 นําบีกเกอรมาแชน้ําใหอุณหภูมิลดลงเทาอุณหภูมิหอง 
 3.3.2.5 เติม 40 % acrylamide (19 : 1) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 10 % APS  ปริมาตร 150 

ไมโครลิตร และ TEMED  ปริมาตร 7 ไมโครลิตร 
 3.3.2.6 เขยาใหสารผสมเปนเนื้อเดียวกันอยางรวดเร็ว ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ เทเจลใสลง

ในชองระหวางกระจกจนเต็มอยาใหมีฟอง แลวใสหวีลงไปดานบน ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง 
3.3.3 การทําอิเล็คโทรโฟรีซิส 
 3.3.3.1 นํากระจกท่ีเจลแข็งตัวดีแลวมาลางทําความสะอาดกระจกดานนอก ดวยน้ําประปา แลว

คอย ๆ ถอดหวีออกประกอบกระจกเขากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส 
 3.3.3.2 เติมบัฟเฟอร 0.5x TBE ลงในชองขั้วบวกและขั้วลบ ตอสายไฟเขากับเครื่อง power 

supply ทํา pre-run 20-30 นาที ท่ีแรงเคล่ือนไฟฟาคงท่ี 300 โวลต 
 3.3.3.3 ผสม AFLP loading dye (98 % formamide, 10 mM EDTA, 0.1 % bromphenol blue, 

0.1 % xylene cyanol) ปริมาตร 2 ไมโครลิตรกับดีเอ็นเอ 5 ไมโครลิตรในหลอดเซ็นตริฟวจ 
 3.3.3.4 นําไปตมบน heating box ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เพ่ือใหดีเอ็นเอ

แยกเปนสายเดี่ยวแลวนําไปแชน้ําแข็งทันที   
 3.3.3.5 เตรียม DNA marker (25 bp) โดยดูด 25 bp มา 1 ไมโครลิตรผสมกับน้ํากล่ัน 3 

ไมโครลิตรและ AFLP loading dye 2 ไมโครลิตร 
 3.3.3.6 นําไปอุนบน heating box ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสและแชน้ําแข็งทันทีเชนกัน 
 3.3.3.7 ปดเครื่อง power supply ใชเข็มฉีดยาดูดบัฟเฟอรเพ่ือไลยูเรียตามชองหวีของเจลออกให

หมด  
 3.3.3.8 โหลดตัวอยางดีเอ็นเอใสลงไปในแตละชองหวีของเจล และโหลด DNA marker ท่ี

เตรียมไวลงไปท่ีชองแรกและชองสุดทายเพ่ือใชในการเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอ   
 3.3.3.9 เปดเครื่องท่ีแรงเคล่ือนไฟฟาเทาเดิม เปนเวลา 2-3 ช่ัวโมง หรือจนกวาสี xylene cyanol 

(สีบน) เคล่ือนตัวลงมาประมาณ 2 ใน 3 สวนของเจล 
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 3.3.3.10 ปดเครื่องนํากระจกออกจากเครื่อง แยกกระจกท้ังสองแผนออกจากกัน เจลจะติดอยูกับ
กระจกแผนท่ีเปนส่ีเหล่ียม นําเจลไปยอมดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรทเพ่ือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอตอไป 

3.3.4 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวยสารละลายซิลเวอรไนเตรท 
3.3.4.1 นํากระจกท่ีมีเจลติดอยูมาแชสารละลาย fixative ท่ีเย็น (10 % acetic acid 1.5 มิลลิลิตร, 

95 % ethanol 32 มิลลิลิตร, น้ํากล่ันสเตอไรด 265 มิลลิลิตร) 5 นาที เขยาเบา ๆ บนเครื่องเขยา 
3.3.4.2 นําแผนกระจกท่ีไดแชลงในสารละลายซิลเวอรไนเตรท (silver nitrate 0.38 กรัม, น้ํา

กล่ันสเตอไรด 250 มิลลิลิตร) 8 นาที เขยาเบา ๆ บนเครื่องเขยา 
3.3.4.3 นํากระจกมาลางสารละลายซิลเวอรไนเตรทสวนเกินออก โดยจุมแผนกระจกลงในน้ํา

กล่ันสเตอไรดอยางรวดเร็ว ไมควรเกิน 5 วินาทีเพราะถานานซิลเวอรจะหลุดหมด   
3.3.4.4 นําแผนกระจกแชลงในสารละลาย developer (NaOH 3.75 กรัม, น้ํากล่ันสเตอไรด 250 

มิลลิลิตร, 40 % formaldehyde 680 ไมโครลิตร) จนกวาจะเห็นแถบดีเอ็นเอชัดเจน 
3.3.4.5 หยุดปฏิกิริยาโดยแชในสารละลาย fixative ท่ีเย็น 5 นาที  
3.3.4.6 นําแผนกระจกท่ีไดผ่ึงใหแหงในอากาศกอนนําไปวิเคราะหผลตอไป 

4. การวิเคราะหผลลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพี 
 4.1 คัดเลือกคูไพรเมอรท่ีเหมาะสมจากท้ังหมด 35 คูไพรเมอร โดยเลือกเฉพาะคูท่ีใหแถบดีเอ็นเอ
จํานวนมาก ชัดเจน และแสดงความแตกตางของตัวอยางแตละชนิดได 
 4.2 คํานวณหารอยละของจํานวนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงพอลิมอรฟซึม (percentage of polymorphism) 
และจํานวนแถบดีเอ็นเอเฉล่ียตอคูไพรเมอรไดจาก 
 

Percentage of polymorphism   =   จํานวนแถบดีเอ็นเอท่ีแสดงพอลิมอรฟซึม x 100 
                                                   จํานวนแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 

 
 4.3 คํานวณคา polymorphism information content (PICs) (Anderson et al., 1993) จากสูตร 
 

PICs = 1- 2 

 

  โดย Pi คือ ความถ่ีของแอลลีลท่ี i ซ่ึง Pi ประกอบดวย Pa (absent allele) และ Pp (present 
allele) คา PICs เปนคาท่ีบอกโอกาสท่ีจะพบความแตกตางระหวางตัวอยาง 2 ตัวอยาง ท่ีเลือกมาแบบสุม 
 4.4 การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมโดยแปลขอมูลแถบดีเอ็นเอของตัวอยางท่ีได โดยให
สัญลักษณเปน “1” เม่ือปรากฏแถบดีเอ็นเอ และใหสัญลักษณเปน “0” เม่ือไมปรากฏแถบดีเอ็นเอ จากนั้นนํา
ขอมูลท้ังหมดไปวิเคราะหความสัมพันธโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร numerical taxonomy and multivariate 
analysis system (NTSYS)pc version 2.20k (Rohlf, 2009) คํานวณคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรม
ดวยวิธี Jaccard’s similarity coefficients (J) (Jaccard, 1908) จากสูตร 

k 

i=1 
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Jaccard coefficient (J)   =          a 
                                                    a + b + c 

 
เม่ือ a = จํานวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นท้ัง 2 พันธุ 

    b = จํานวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นในพันธุ i แตไมพบในพันธุ j 
  c = จํานวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นในพันธุ j แตไมพบในพันธุ i 
 
สรางแผนภูมิทางพันธุกรรมดวยวิธี unweighted pair group method of arithmetic average (UPGMA) 

(Sneath and Sokal, 1973) จัดกลุมความสัมพันธดวยวิธี principal coordinates analysis (PCoA)  คํานวณคา 
cophenetic correlation coefficient (r) เพ่ือตรวจสอบความเหมาะสมในการจัดกลุม (Sokal and Rohlf, 1994)  
 
5. ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของตัวอยาง เชน รูปรางลักษณะหัว การแตกแงงแขนง       
สีเนื้อในหัว รูปรางลักษณะใบ สีของเสนกลางใบ การมีขนท่ีทองใบ (ดานลางของแผนใบ) ลักษณะชอดอกโดย
บันทึกลักษณะเม่ือดอก (flower) ท่ีอยูภายกลีบใบประดับตอนลาง (flower bract) บาน ความสูงวัดจากพ้ืนดินถึง
คอใบบนสุด เปนตน 

 
ผลการศึกษา 

 
 ปลูกตัวอยางในแปลงรวบรวมพันธุกรรม ณ ศูนยวิจัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ จ.นครราชสีมา (รูปท่ี 
2-2) โดยรวบรวมตัวอยางวานชักมดลูกไดท้ังส้ิน 411 ตัวอยาง ปลูกตัวอยางละ 10 ตน 
 คัดเลือกตัวอยางท่ีมีลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีแตกตางกันจํานวน 60 ตัวอยาง ครอบคลุม 29 จังหวัด          
ท่ัวประเทศไทยไดแก กระบ่ี กาญจนบุรี กําแพงเพชร จันทบุรี ฉะเชิงเทรา ชลบุรี เชียงใหม นครนายก นครปฐม 
นครพนม นครสวรรค บุรีรัมย ปราจีนบุรี พระนครศรีอยุธยา พะเยา พิจิตร พิษณุโลก เพชรบูรณ มหาสารคาม 
ราชบุรี ลพบุรี ลําปาง สงขลา สมุทรปราการ สระแกว สุราษฎธาน ีสุรินทร หนองคาย และอํานาจเจริญ 
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รูปที่ 2-2 แปลงรวบรวมพันธุกรรมวานชักมดลูกของโครงการ 
 
การศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอวานชักมดลูก 
การหาไพรเมอรท่ีเหมาะสม 
 จากการทดสอบเบ้ืองตน จากจํานวนคูไพรเมอรท้ังหมด 35 คู พบคูไพรเมอรจํานวน 9 คู ท่ีใหแถบ 
ดีเอ็นเอจํานวนเหมาะสม และสามารถแยกความแตกตางระหวางตัวอยางวานชักมดลูกได ดังตารางท่ี 2-4 และ 
รูปท่ี 2-3 
 
ตารางที่ 2-4 แสดงคูไพรเมอรท่ีเหมาะสมท่ีสามารถแยกความแตกตางของตัวอยางวานชักมดลูกได 

Primer E-AAC E-AAG E-ACA E-ACT E-ACC E-ACG E-AGC E-AGG 
M-CAA         
M-CAC     *    
M-CAG * *   *  *  
M-CAT        * 
M-CTA    *     
M-CTC         
M-CTG     *    
M-CTT      *   
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รูปที่ 2-3  ลายพิมพเอเอฟแอลพีของตัวอยาง 14 ตัวอยางท่ีใช screen ไพรเมอร จํานวน 2 คูไพรเมอร คือไพรเมอร

คู E-ACC กับ M-CAC และไพรเมอรคู E-AGC กับ M-CAA 
หมายเหตุ  M คือ แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน ไพรเมอรคู E-ACC กับ M-CAC  คือ คูไพรเมอรที่เลือกเพ่ือใชแยกความแตกตางวานชักมดลูก 
 
การจัดจําแนกกลุมวานชักมดลูก 

การวิเคราะหความสัมพันธทางพันธุกรรมและจําแนกกลุมของตัวอยางท้ัง 60 ตัวอยาง โดยอาศัยขอมูล
ลายพิมพดีเอ็นเอจากเทคนคิเอเอฟแอลพี พบวาจากการใชไพรเมอรจํานวน 9 คูไพรเมอร ใหแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 
203 แถบ เฉล่ีย 22.56 แถบตอไพรเมอร เปนแถบดีเอ็นเอท่ีใหความแตกตางระหวางตัวอยางจํานวน 156 แถบ 
หรือคิดเปนรอยละ 76.85 ของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด สวนคา PICs มีคาอยูระหวาง 0.00-0.50 โดยมีคาเฉล่ียเทากับ 
0.26 เม่ือคํานวณคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรม (similarity coefficient) พบวามีคาอยูในชวง 
0.3716-1.0000  

เม่ือนําขอมูลดังกลาวมาสรางแผนภูมิทางพันธุกรรมดวยวิธี UPGMA (Sneath and Sokal, 1973) พบวา
สามารถจําแนกตัวอยางท้ัง 60 ตัวอยางท่ีระดับความคลายคลึงทางพันธุกรรมประมาณ 0.73 ออกเปน 3 กลุมใหญ 
(รูปท่ี 2-4) ซ่ึงแบงเปนวานชักมดลูก 2 กลุม และกลุมของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีลักษณะคลายวานชักมดลูก 1 กลุม โดย
ตัวอยางกลุมท่ี 1 และ 3 จัดเปนกลุมของวานชักมดลูก สวนตัวอยางกลุมท่ี 2 จัดเปนพืชชนิดอ่ืนท่ีคลายวานชัก
มดลูก โดยมีรายละเอียดของตัวอยางแตละกลุมเปนดังนี้  
 กลุมท่ี 1 เปนกลุมของวานชักมดลูก ประกอบดวย 37 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยางท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12, 
13, 14, 16, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 27, 30, 31, 32, 33, 36, 37, 38, 41, 42, 43, 47, 48, 49, 50, 54, 55 และ 60 
ซ่ึงรวบรวมจากจังหวัดเพชรบูรณ 5 ตัวอยาง จังหวัดมหาสารคาม 4 ตัวอยาง จังหวัดพิษณุโลก 3 ตัวอยาง จังหวัด

M M 

E-ACC / M-CAC E-AGC / M-CAA 
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พิจิตร นครพนม หนองคาย กําแพงเพชร และแหลงท่ีมาไมแนชัด จังหวัดละ 2 ตัวอยาง จังหวัดลําปาง นครนายก 
ฉะเชิงเทรา บุรีรัมย จันทบุรี พระนครศรีอยุธยา นครสวรรค พะเยา อํานาจเจริญ ลพบุรี ชลบุรี ปราจีนบุรี 
สระแกว สุรินทร และสมุทรปราการ จังหวัดละ 1 ตัวอยาง โดยตัวอยางท่ี 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 18, 19, 20, 21, 23, 
41, 42, 43, 47, 48, 49, 50, 54 และ 55 มีลายพิมพเอเอฟแอลพีเหมือนกัน ทําใหคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึง
ทางพันธุกรรมเทากับ 1 แสดงวาตัวอยางดังกลาว นาจะเปนพันธุเดียวกันท่ีมีการนําไปปลูกในท่ีตาง ๆ ซ่ึงพบ
บริเวณภาคเหนือ ภาคกลางตอนบน และภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
 กลุมท่ี 2 เปนกลุมของพืชชนิดอ่ืนท่ีมีลักษณะคลายวานชักมดลูก ประกอบดวย 6 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยาง
ท่ี 34 จากจังหวัดนครสวรรค ตัวอยางท่ี 46 จากจังหวัดพิษณุโลกตัวอยางท่ี 52 จากจังหวัดสุราษฎรธาน ีตัวอยางท่ี 
35, 56 และ 57 จากจังหวัดปราจีนบุรี โดย ตัวอยางท่ี 34 คือตัวอยางท่ีเรียกวา วานหัวใหญ ซ่ึงเปนวานท่ีผูคาบาง
รายนิยมอางวาเปนวานชักมดลูกเนื่องจากมีลักษณะคลายคลึงกับวานชักมดลูกมาก 
 กลุมท่ี 3 เปนกลุมของวานชักมดลูก ประกอบดวย 17 ตัวอยาง ไดแก ตัวอยางท่ี 7, 9, 11, 15, 17, 22, 26, 
28, 29, 39, 40, 44, 45, 51, 53, 58 และ 59 ซ่ึงรวบรวมจากจังหวัดหนองคาย ราชบุรี นครปฐม และแหลงท่ีมาไม
แนชัด จังหวัดละ 2 ตัวอยาง จังหวัดพระนครศรอียุธยา พิจิตร สงขลา มหาสารคาม กําแพงเพชร เชียงใหม กระบ่ี
สุรินทร และกาญจนบุร ีจังหวัดละ 1 ตัวอยาง โดยตัวอยางท่ี 28, 29, 44, 45, 58 และ 59 มีลายพิมพเอเอฟแอลพี
เหมือนกัน ทําใหคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมเทากับ 1 แสดงวาตัวอยางนาจะเปนพันธุเดียวกัน
ท่ีมีการนําไปปลูกในท่ีตาง ๆ ซ่ึงพบบริเวณภาคกลาง และภาคตะวันตก  

 จากการคํานวณคา cophenetic coefficient ซ่ึงเปนคาท่ีใชในการเปรียบเทียบวา แผนภูมิทางพันธุกรรมท่ี
ไดจากกระบวนการจัดกลุมนั้น มีความสัมพันธกับคา genetic similarity เริ่มตนอยางไร สอดคลองกันหรือไม 
พบวาคา cophenetic coefficient ท่ีคํานวณไดเทากับ 0.98823 แสดงใหเห็นวาแผนภูมิทางพันธุกรรมท่ีไดจาก
กระบวนการจัดกลุมนั้น มีความสัมพันธสอดคลองกับ genetic distance/similarity เริ่มตนมาก 

เม่ือวิเคราะหการจัดกลุมความสัมพันธดวยวิธี principal coordinates analysis (PCoA) เพ่ือเปรียบเทียบ
กับผลการจัดกลุมดวยวิธี UPGMA พบวาการจัดกลุมความสัมพันธดวยวิธี PCoA ใหผลสอดคลองกับการจัดกลุม
ดวยวิธี UPGMA โดยมีตัวประกอบหลักท่ี 1, 2 และ 3 ครอบคลุมความแปรปรวน 55.0022 เปอรเซ็นต 12.5861 
เปอรเซ็นต และ 5.0767 เปอรเซ็นต ของความแปรปรวนท้ังหมดตามลําดับ (รูปท่ี 2-5) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 123 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2-4  แผนภูมิความสัมพันธทางพันธุกรรมของตัวอยางท้ัง 60 ตัวอยาง สรางดวยวิธี UPGMA คํานวณคา   

สัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรม ดวยวิธี  Jaccard coefficient (J)    
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2-5 แผนภาพการจดักลุมดวยวิธี principle coordinates analysis (PCoA) 
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การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของตัวอยาง 
จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของตัวอยาง (รูปท่ี 2-6) เชน ความสูง รูปราง

ลักษณะหัว การแตกเหงาแขนง สีเนื้อในหัว รูปรางลักษณะใบ สีของเสนกลางใบ การมีขนท่ีแผนใบดานลาง 
ลักษณะชอดอกของตัวอยางท้ัง 60 ตัวอยาง พบวาลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีศึกษาสามารถแบงตัวอยางออกเปน 
3 กลุม สอดคลองกับขอมูลลายพิมพเอเอฟแอลพี โดยมีรายละเอียดดังนี ้

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2-6  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาบางประการของตัวอยาง 
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 จากการจัดกลุมโดยใชขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอท่ีสามารถจําแนกตัวอยางวานชักมดลูกและพืชชนิด
ใกลเคียงไดเปน 3 กลุม กลุมท่ี 1 เปนกลุมของวานชักมดลูก เม่ือสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาโดยรวมพบวา
ตัวอยางสวนใหญจะมีหัวหลักท่ีมีลักษณะกลม มีการแตกเหงาแขนงทางดานขาง (รูปท่ี 2-7) เนื้อในหัวมีสีเหลือง
ซีด มีกล่ินฉุน เม่ือฝานเนื้อในหัวหลักหรือเหงาแขนงจะพบเสนใยบาง ๆ หนอออนท่ีเกิดใหมจะมีสีเขียวออน ตน
และใบเหมือนตนขม้ิน แตวานชักมดลูกจะมีลําตนสูงกวาและมีใบขนาดใหญ กานใบมีสีเขียว ลักษณะกานดาน
ในเปนรอง ดานนอกกลมนูน บริเวณโคนของกานใบแผออกเปนกาบโอบหุมกันเปนลําตนเทียม สูงประมาณ 
66-75 เซนติเมตร ใบรูปรียาว กวาง 24-27 เซนติเมตร ยาว 86-91 เซนติเมตร สีเสนกลางใบของใบออนมีสีแดง 
เม่ือใบแกพบวาสีแดงท่ีเสนกลางใบจะซีดจางลงมาก บางใบไมปรากฏสีแดง (รูปท่ี 2-8) สีของแผนใบดานบนมี
สีเขียวเขมกวาทางดานลาง ไมพบขนท่ีแผนใบ ลักษณะดอกออกเปนชอแทงจากพ้ืนดิน โดยจะออกดอกกอน
ออกใบ ชอดอกยาวประมาณ 25-40 เซนติเมตร กานชอดอกยาวประมาณ 8-15 เซนติเมตร ขณะนี้ชอดอกท่ีพบ    
มี 2 ลักษณะ คือ ชอดอกแบบท่ี 1 พบท้ังหมด 22  ตัวอยาง โดยชอดอกจะมีกลีบประดับตอนบนมีสีชมพูท้ังกลีบ 
หรือสีขาวแตมสีชมพู สวนกลีบประดับตอนลางมีสีเขียวออนแตมสีขาว หรือสีเขียวออนแตมสีชมพูหรือแตมสี
ขาว หรือสีเขียวออนท้ังกลีบ ดอกมีสีเหลืองออนและมีแถบตรงกลางสีเหลืองเขมอยูภายใน ปลายกลีบประดับ
มน กลีบประดับตอนบนมีขนาดใหญกวากลีบประดับตอนลาง จํานวนช้ันของกลีบประดับมีประมาณ 12-15 ช้ัน 
(รูปท่ี 2-9) ชอดอกแบบท่ี 2 พบ 1 ตัวอยาง โดยชอดอกจะมีกลีบประดับตอนบนสีชมพูท้ังกลีบ หรือสีขาวอมสี
ชมพู สวนกลีบประดบัตอนลางมีสีขาวอมสีชมพู หรือสีขาวท้ังกลีบ ดอกมีสีเหลืองออนและมีแถบตรงกลางสี
เหลืองเขมอยูภายใน ปลายกลีบประดับมน กลีบประดับตอนบนมีขนาดใหญกวากลีบประดับตอนลาง จํานวน
ช้ันของใบประดับมีประมาณ 10-15 ช้ัน (รูปท่ี 2-9) 

 
รูปที่ 2-7 ลักษณะหัวของตัวอยางกลุมท่ี 1 
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รูปที่ 2-8    สีเสนกลางใบของตัวอยางกลุมท่ี 1 

  (A) สีเสนกลางใบของใบออน 
  (B) สีเสนกลางใบของใบแก 

 

BA C D

E F G H
 

 
รูปที่ 2-9    ลักษณะชอดอกของตัวอยางกลุมท่ี 1 

  (A-G) ชอดอกแบบท่ี 1 
  (H) ชอดอกแบบท่ี 2 
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ตัวอยางท่ีจัดอยูในกลุมท่ี 2 เปนกลุมของพืชท่ีมีลักษณะคลายวานชักมดลูก ลักษณะสัณฐานวิทยา
โดยรวมพบวาสวนใหญจะมีหัวหลักลักษณะกลมยาว ปลายแหลม มีการแตกเหงาแขนงทางดานขาง  (รูปท่ี 2-
10) เนื้อในหัวมีสีเหลืองซีด มีกล่ินฉุนรอน เม่ือฝานเนื้อในหัวหลักหรือเหงาแขนงจะพบเสนใยบาง ๆ หนอออน
ท่ีเกิดใหมจะมีสีเขียวออน ตนและใบเหมือนตนขม้ินออย บริเวณโคนของกานใบแผออกเปนกาบโอบหุมกันเปน
ลําตนเทียม สูงประมาณ 70-87 เซนติเมตร ใบรูปร ี กวาง 24-27 เซนติเมตร ยาว 70-85 เซนติเมตร เสนกลางใบมี
ท้ังแบบท่ีมีสีแดง และแบบไมมีสี สีของแผนใบดานบนมีสีเขียวเขมกวาทางดานลาง พบวามีขนบริเวณทองใบ 
(ดานลางของแผนใบ) ลักษณะดอกออกเปนชอแทงจากพ้ืนดิน ขณะนี้พบชอดอก 3 ตัวอยาง ลักษณะชอดอกยาว
ประมาณ 25-35 เซนติเมตร กานชอดอกยาวประมาณ 10-17 เซนติเมตร กลีบประดับตอนบนมีสีชมพูท้ังกลีบ 
หรือสีขาวอมสีชมพู กลีบประดับตอนลางสีเขียวออนแตมสีชมพู หรือสีเขียวออนท้ังกลีบ ดอกมีสีเหลืองออน
และมีแถบตรงกลางสีเหลืองเขมภายใน กลีบประดับตอนบนมีขนาดใหญกวากลีบประดับตอนลาง ปลายกลีบ
ประดับแหลม จํานวนช้ันของกลีบประดับมีประมาณ  10-13 ช้ัน จํานวนช้ันกลีบประดับตอนบนนอยกวากลีบ
ประดับตอนลาง (รูปท่ี 2-11) 
 

 
 
รูปที่ 2-10 ลักษณะหัวของตัวอยางกลุมท่ี 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2-11 ลักษณะชอดอกของตัวอยางกลุมท่ี 2 
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ตัวอยางท่ีจัดอยูในกลุมท่ี 3 เปนกลุมของวานชักมดลูก ลักษณะสัณฐานวิทยาโดยรวมพบวาสวนใหญจะ
มีหัวหลักลักษณะกลม  ไมมีการแตกเหงาแขนงทางดานขาง (รูปท่ี 2-12) เนื้อในหัวมีสีขาวนวล มีกล่ินคลาย
มะมวงออน หนอออนท่ีเกิดใหมจะมีสีขาว กานใบมีสีเขียว ลักษณะกานดานในเปนรอง ดานนอกกลมนูน 
บริเวณโคนของกานใบแผออกเปนกาบโอบหุมกันเปนลําตนเทียม เม่ือแกกาบใบจะแผออกคลายพัด ลําตนเทียม
สูงประมาณ 56-60 เซนติเมตร ใบรูปขอบขนานรียาว โคนใบสอบ แผนใบหนา เม่ือพับแผนใบเขาหากันตาม
ความยาวของเสนกลางใบ พบวา แผนใบท้ังสองขางไมสมมาตรกัน ใบกวาง 19-21 เซนติเมตร ยาว 72-80 
เซนติเมตร เสนกลางใบสวนใหญมีสีแดงเขม เม่ือแกสีแดงจะซีดจางลงจนกระท่ังบางใบไมมีสีแดงปรากฏอยู 
(รูปท่ี 2-13)  สีของแผนใบดานบนมีสีเขียวเขมกวาทางดานลาง ไมพบขนท่ีทองใบ ลักษณะดอกออกเปนชอแทง
จากพ้ืนดิน โดยจะออกดอกกอนออกใบ ขณะนี้ชอดอกท่ีพบ มี 2 ลักษณะ คือ ชอดอกแบบท่ี 1 พบท้ังส้ิน            
9 ตัวอยาง โดยจะมีลักษณะชอดอกยาวประมาณ 15-20 เซนติเมตร กานชอดอกส้ันประมาณ 2-5 เซนติเมตร      
ชอดอกรูปทรงคลายทรงกระบอกกวาง กลีบประดับตอนบนมีสีชมพูท้ังกลีบ หรือสีขาวแตมสีชมพู กลีบประดับ
ตอนลางมีสีขาวแตมสีชมพู หรือสีขาวท้ังกลีบ ดอกมีสีเหลืองออนและมีแถบตรงกลางสีเหลืองเขมอยูภายใน 
ปลายกลีบประดับมน กลีบประดับตอนบนมีขนาดใกลเคียงกับกลีบประดับตอนลาง จํานวนช้ันของกลีบประดับ
มีประมาณ 10-12 ช้ัน (รูปท่ี 2-14) ชอดอกแบบท่ี 2 มีลักษณะชอดอกยาวประมาณ 15-20 เซนติเมตร กานชอดอก
ส้ันประมาณ 2-5 เซนติเมตร ลักษณะรูปทรงชอดอกคลายทรงกระบอกแคบ กลีบประดับตอนบนมีสีขาวอมสี
ชมพูออน หรือสีชมพูออนท้ังกลีบ กลีบประดับตอนลางมีสีขาวแตมสีชมพูออน หรือสีขาวท้ังกลีบ ดอกมีสีขาว
และมีแถบเหลืองเขมอยูภายใน ขนาดของกลีบประดับตอนบนจะใหญกวากลีบประดับตอนลาง จํานวนช้ันของ
กลีบประดับประมาณ 10-15 ช้ัน (รูปท่ี 2-14)  
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
รูปที่ 2-12 ลักษณะหัวของตัวอยางกลุมท่ี 3 
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E F G H

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2-13  สีเสนกลางใบของตัวอยางกลุมท่ี 3 

  (A) สีเสนกลางใบของใบออน 
  (B) สีเสนกลางใบของใบแก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2-14  ลักษณะชอดอกของตัวอยางกลุมท่ี 1 

  (A-G) ชอดอกแบบท่ี 1 
  (H) ชอดอกแบบท่ี 2 
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อภิปรายและวิจารณผล 
 

จากการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอยางวานชักมดลูกและพืชชนิดใกลเคียงโดยใช
เทคนิคเอเอฟแอลพี พบวามีไพรเมอร 9 คู ท่ีใหแถบดีเอ็นเอจํานวนมาก ชัดเจน และแสดงความแตกตางของ
ตัวอยางแตละชนิดได เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบรูปแบบและจํานวนแถบดีเอ็นเอ พบวาไดจํานวนแถบดีเอ็นเอท่ี
เขมชัดเจนท้ังส้ิน 203 แถบ เฉล่ีย 22.56 แถบตอไพรเมอร เปนแถบดีเอ็นเอท่ีใหพอลิมอรฟซึม 156 แถบ คิดเปน 
76.85 เปอรเซ็นตของแถบดีเอ็นเอท้ังหมด มีคา PICs อยูระหวาง 0.00-0.50 โดยมีคาเฉล่ีย เทากับ 0.26 จากผลการ
ทดลองดังกลาวแสดงใหเห็นวาความหลากหลายทางพันธุกรรมของตัวอยางจัดอยูในระดับปานกลาง  

เม่ือนําขอมูลแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นท้ังหมดไปวิเคราะหจัดกลุมตามคาความเหมือนทางพันธุกรรมโดยใช
โปรแกรม NTSYSpc 2.20 k พบวามีคาสัมประสิทธ์ิความคลายคลึงทางพันธุกรรมอยูในชวง 0.3716-1.0000 เม่ือ
จัดกลุมความสัมพันธดวยวิธี UPGMA แลวแสดงผลในรูปของแผนภูมิทางพันธุกรรม พบวาสามารถแบงกลุม
ตัวอยางไดเปน 3 กลุม คือ กลุมของวานชักมดลูก 2 กลุม และกลุมของพืชชนิดอ่ืนท่ีคลายกับวานชักมดลูก         
1 กลุม จากการวิเคราะหจัดกลุมดวยวิธี PCoA พบวาไดผลสอดคลองกับผลการจัดกลุมดวยวิธี UPGMA คือแบง
ไดเปน 3 กลุมเชนกัน 

เม่ือเปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐานวิทยาของตัวอยางท้ัง 3 กลุม พบวาตัวอยางในแตละกลุมมีลักษณะ
ภายนอกท่ีแตกตางกัน ซ่ึงใหผลสอดคลองกับขอมูลลายพิมพเอเอฟแอลพี โดยขอมูลทางสัณฐานวิทยาท่ีจะใช
แยกความแตกตางของกลุมตัวอยาง ตองใชหลายลักษณะรวมกันจึงจะแยกความแตกตางได เชน ใชลักษณะหัว
รวมกับลักษณะชอดอก แยกความแตกตางของกลุมตัวอยางท่ี 1 กับ 2 ออกจากกลุมตัวอยางท่ี 3 เปนตน ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ ภาณี และคณะ (2548) ซ่ึงรายงานวา ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของการปรากฏสีแดง
บริเวณเสนกลางใบเพียงลักษณะเดียวไมสามารถแยกความแตกตางของตัวอยางได ควรใชลักษณะหลาย ๆ 
ลักษณะในการจําแนก โดยเฉพาะลักษณะทางสัณฐานวิทยาของดอก  

เม่ือนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีศึกษาไดในครั้งนี้ไประบุชนิด โดยอางอิงจาก Flora of British 
India (Hooker, 1894), Flora of Java (Backer and Bakhuizen Van Den Brink, 1968) และ Taxonomy and 
Phylogeny of the Genus Curcuma L. (Zingiberaceae) with Particular Reference to Its Occurrence in Thailand 
(Maknoi, 2006) พบวาสามารถระบุชนิดของตัวอยางกลุมท่ี 3 ซ่ึงเปนกลุมของวานชักมดลูกไดเปน Curcuma 
comosa สวนตัวอยางกลุมท่ี 1 และกลุมท่ี 2  ยังไมสามารถระบุชนิดได จึงระบุเปน Curcuma sp. สวนการศึกษา
ของ สนั่น และฉัตรชัย (2546) ท่ีรายงานวา วานชักมดลูกมี 2 ชนิด คือ Curcuma comosa และ Curcuma 
xanthorrhiza โดย Curcuma comosa มีเนื้อในหัวสีเหลืองซีด เสนกลางใบมีสีเขียว ไมพบขนท่ีทองใบ กานใบ
ยาว ดอกออกเปนชอแบบชอเชิงลดแทงจากพ้ืนดิน สวน Curcuma xanthorrhiza เสนกลางใบของหลังใบมีสี
น้ําตาลอมแดง ทองใบมีขน กานใบส้ัน พบวาขอมูลดังกลาวไมสอดคลองกับการศึกษาในครั้งนี้ กลาวคือ วานชัก
มดลูกกลุมท่ีสามารถระบุชนิดเปน Curcuma comosa ในการศึกษาครั้งนี้มีเสนกลางใบออนมีสีแดง แตเม่ือใบแก
ขึ้นสีแดงจะซีดจางลง ขณะท่ี สนั่น และฉัตรชัย รายงานวา Curcuma comosa มีเสนกลางใบสีเขียว สวน 
Curcuma xanthorrhiza ท่ี สนั่น และฉัตรชัย ระบุวาเปนวานชักมดลูกอีกชนิดหนึ่งนั้น พบวาเม่ือนําลักษณะทาง
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สัณฐานวิทยาของตัวอยางท่ีศึกษาในครั้งนี้ไปเปรียบเทียบกับเอกสารอางอิงท่ีใชระบุชนิดของตัวอยาง คือ Flora 
of British India (Hooker, 1894) และ Flora of Java (Backer and Bakhuizen Van Den Brink, 1968) พบวาไมมี
ขอมูลของกลุมตัวอยางใดในการทดลองนี้ท่ีสอดคลองกับลักษณะสัณฐานวิทยาของ Curcuma xanthorrhiza ท่ี
ระบุในเอกสารดังกลาว เชน สีของเนื้อในหัว ในเอกสารระบุวา Curcuma xanthorrhiza มีสีเนื้อในหัวสีเหลือง
เขมหรือสีสมเขม แตตัวอยางท่ีศึกษามีสีเนื้อในหัวสีเหลืองซีด ฉะนั้นตัวอยางท่ีศึกษาในครั้งนี้จึงไมนาจะเปนพืช
ท่ีจัดอยูในชนิด Curcuma xanthorrhiza 

จากการศึกษาของ Soontornchainaksaeng and Jenjittikul (2010) รายงานวา วานชักมดลูก มี 3 ชนิด คือ 
ชนิด Curcuma comosa, Curcuma elata และ Curcuma latifolia  โดยวานชักมดลูกชนิด Curcuma comosa จะมี
กานชอดอกส้ัน (2-5 ซม.) ไมมีขนใตแผนใบ สวน Curcuma elata และ Curcuma latifolia มีลักษณะท่ีเหมือนกัน 
คือ มีกานชอดอกยาว 10-25 เซนติเมตร มีขนใตแผนใบ สวนท่ีตางกัน คือ Curcuma latifolia  มีเสนกลางใบสี
แดง สวน Curcuma elata ไมพบสีแดงท่ีเสนกลางใบ ซ่ึงพบวาผลการศึกษาดังกลาวสอดคลองกับการศึกษาใน
ครั้งนี้ในสวน Curcuma comosa เทานั้น จากรายงานของ Soontornchainaksaeng and Jenjittikul ไดมีการบรรยาย
ลักษณะสัณฐานวิทยาวา Curcuma elata จะมีขนใตแผนใบ แตไมพบสีแดงท่ีเสนกลางใบ ขณะท่ี Curcuma 
latifolia มีขนใตแผนใบ และพบสีแดงท่ีเสนกลางใบ จะเห็นวาลักษณะท่ีกลาวมาท้ัง 2 สปชีส ไมสอดคลองกับ
วานชักมดลูกกลุมท่ี 1 ท่ีไดจากการศึกษาในครั้งนี้ เพราะวานชักมดลูกกลุมท่ี 1 ไมพบขนท่ีใตแผนใบ จึงคาดวา
วานชักมดลูกกลุมท่ี 1 ในการศึกษาครั้งนี้ไมใช  Curcuma elata และ Curcuma latifolia แตพบวาลักษณะของ 
Curcuma elata และ Curcuma latifolia สอดคลองกับลักษณะของตัวอยางกลุมท่ี 2 ท่ีไดจากการศึกษาครั้งนี้ซ่ึง
เปนพืชชนิดอ่ืนในสกุล Curcuma ท่ีมีลักษณะคลายวานชักมดลูก ซ่ึงมีผูนํามาบริโภคเชนกัน แตไมเปนท่ีนิยม 
เม่ือเทียบกับวานชักมดลูกกลุมท่ี 1 แสดงใหเห็นวาตัวอยางกลุมท่ี 2 ก็อาจมีสรรพคุณทางยาคลายกับวานชัก
มดลูกเชนกัน ซ่ึงควรจะศึกษาตอไปในอนาคต ดังนั้นจากขอมูลในปจจุบันยังไมสามารถระบุชนิดของวานชัก
มดลูกกลุม 1 จากการทดลองครั้งนี้ไดแนชัด คณะผูวิจัยจึงระบุชนิดของวานชักมดลูกกลุมท่ี 1 ใหเปน Curcuma 
sp. ในเบ้ืองตน เพ่ือเก็บรวบรวมขอมูลรายละเอียดเพ่ือใชระบุชนิดเพ่ิมเติมตอไป 
 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 
 
 โครงการวิจัยสามารถรวบรวมไดท้ังส้ิน 411 ตัวอยาง ครอบคลุม 29 จังหวัด ท่ัวประเทศไทย คือจังหวัด 
กระบ่ี กาญจนบุรี กําแพงเพชร จันทบุรี ฉะเชิงเทรา ชลบุรี เชียงใหม นครนายก นครปฐม นครพนม นครสวรรค 
บุรีรัมย ปราจีนบุรี พระนครศรีอยุธยา พะเยา พิจิตร พิษณุโลก เพชรบูรณ มหาสารคาม ราชบุรี ลพบุรี ลําปาง 
สงขลา สมุทรปราการ สระแกว สุราษฎรธาน ีสุรินทร หนองคาย และอํานาจเจริญ 
 จากการศึกษาลายพิมพดีเอ็นเอของตัวอยางจํานวนท้ังส้ิน 60 ตัวอยาง พบวา ตัวอยางมีความแตกตางทาง
พันธุกรรมปานกลาง โดยสามารถจําแนกตัวอยางไดเปน 3 กลุม โดยใชวิธีการจําแนกดวยวิธี UPGMA และวิธี 
PCoA ซ่ึงท้ังสองวิธีใหผลสอดคลองกันทําใหผลท่ีไดมีความนาเช่ือถือ 
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จากการศึกษาในครั้งนี้พบวา ผลการจัดกลุมโดยอาศัยขอมูลลายพิมพเอเอฟแอลพีมีความสอดคลองกับ
ลักษณะทางสัณฐานวิทยา จึงสรุปไดวาเทคนิคเอเอฟแอลพี เปนเทคนิคท่ีสามารถใชศึกษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรม แยกความแตกตางและจําแนกชนิดของวานชักมดลูกไดอยางมีประสิทธิภาพและรวดเร็ว 

จากการนําขอมูลลายพิมพดีเอ็นเอท่ีไดจากเทคนิคเอเอฟแอลพีมาวิเคราะหเพ่ือจัดกลุมตัวอยางตามคา
ความเหมือนทางพันธุกรรม พบวาสามารถแบงตัวอยางออกเปน 3 กลุมใหญ สอดคลองกับการศึกษาลักษณะทาง
สัณฐานวิทยา โดยลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีเดนชัดในแตละกลุมเปนดังรูปท่ี 2-15 - 2-17 และตารางท่ี 2-5 

 
 
 
 
 

รูปที่ 2-15  ลักษณะหัวของตัวอยาง 3 กลุม (A) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 1 (B) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 2  
และ (C) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 3 

 
   

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2-16  ลักษณะชอดอกของตัวอยาง 3 กลุม  
  (A) คือ ตัวอยางชอดอกกลุมท่ี 1 ชอดอกแบบท่ี 1 
  (B) คือ ตัวอยางชอดอกกลุมท่ี 1 ชอดอกแบบท่ี 2  

 (C) คือ ตัวอยางชอดอกกลุมท่ี 2 
  (D) คือ ตัวอยางชอดอกกลุมท่ี 3 ชอดอกแบบท่ี 1 
  (E) คือ ตัวอยางชอดอกกลุมท่ี 3 ชอดอกแบบท่ี 2 
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รูปที่ 2-17 ลักษณะดอก (flower) ท่ีอยูภายในกลีบประดับตอนลาง 
  (A) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 1 
  (B) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 2  
   (C) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 3 ชอดอกแบบท่ี 1 
  (D) คือ ตัวอยางกลุมท่ี 3 ชอดอกแบบท่ี 2 
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     ตารางที่ 2-5  ลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอยางแตละกลุม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอยางกลุมท่ี 1 ตัวอยางกลุมท่ี 2 ตัวอยางกลุมท่ี 3 
รูปรางหัว  หัวหลักกลม มีการแตกเหงา หัวหลักกลม มีการแตกเหงา หัวหลักกลม ไมมีการแตกเหงา 
 แขนงทางดานขาง แขนงทางดานขาง แขนงทางดานขาง 
    
สีเนื้อในหัว สีเหลืองซีด มีใย สีเหลืองซีด มีใย สีเหลืองซีด 
    
สีเสนกลางใบ สีแดง เม่ือใบแกสีแดงจางลง ไมมีสี สีแดง เม่ือใบแกสีแดงจางลง 
    
ขนใตแผนใบ ไมมี มี ไมมี 
    
ชอดอก  มีกานชอดอกยาวประมาณ มีกานชอดอกยาวประมาณ กานชอดอกส้ันลักษณะชอดอก 
 8-15 ซม.  10-13 ซม. คลายทรงกระบอก 
    
 
กลีบประดับตอนบน สีขาวแตมสีชมพูหรือสีชมพู สีขาวแตมสีชมพู หรือสีชมพู สีขาวแตมสีชมพู หรือสีชมพู 
(coma bract) ท้ังกลีบ ปลายกลีบประดับมน  ท้ังกลีบ ปลายกลีบประดับ ท้ังกลีบ ปลายกลีบประดับมน 
  แหลม  
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 ตารางที่ 5 (ตอ) 
 

ลักษณะทางสัณฐานวิทยา ตัวอยางกลุมท่ี 1 ตัวอยางกลุมท่ี 2 ตัวอยางกลุมท่ี 3 
กลีบประดับตอนลาง สีเขียวออนแตมสีชมพู หรือ สีเขียวออนแตมสีชมพู หรือ สีขาวแตมสีชมพู หรือสีขาว 
(flower bract) สีเขียวออน หรือสีขาวท้ังกลีบ สีเขียวออนท้ังกลีบ  ท้ังกลีบ  
    
ดอก (flower) ดอกสีเหลืองออนแถบตรง ดอกสีเหลืองออนแถบตรง ดอกสีเหลืองออนแถบตรง 
 กลางสีเหลืองเขม กลางสีเหลืองเขม กลางสีเหลืองเขม 
    
จํานวนช้ันกลีบประดับ 10-15 ช้ัน จํานวนช้ันกลีบ 10-13 ช้ัน จํานวนช้ันกลีบ 10-12 ช้ัน จํานวนช้ันกลีบประดับ 
 ประดับตอนบนใกลเคียงหรือ ประดับตอนบนนอยกวา ตอนบนใกลเคียงกับกลีบประดับ 
 นอยกวากลีบประดับตอนลาง กลีบประดับตอนลาง ตอนลาง 
    
ความสูงตน 66-75 ซม. 70-87 ซม. 56-60 ซม. 
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จากขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถใชแยกความแตกตางของกลุมตัวอยางท้ัง 3 กลุมไดดังนี้ 
การแยกความแตกตางของตัวอยางกลุมท่ี 1 และ 2 ตางจากกลุมท่ี 3  สามารถแยกความแตกตางไดโดยพิจารณา
จากลักษณะหัว ความสูงของลําตนเทียม ซ่ึงวัดจากพ้ืนดินถึงคอใบบนสุด และกานชอดอก โดยตัวอยางในกลุมท่ี  
1 และ 2 หัวหลักจะมีเหงาแขนงแตกออกทางดานขาง ลําตนเทียมสูงประมาณ 60-80 เซนติเมตร กานชอดอกยาว
ประมาณ 8-15 เซนติเมตร สวนกลุมท่ี 3  ไมมีเหงาแขนงแตกออกทางดานขาง ลําตนเทียมสูงประมาณ 50-60 
เซนติเมตร กานชอดอกส้ันประมาณ 2-5 เซนติเมตร การแยกความแตกตางระหวางตัวอยางกลุมท่ี 1 กับ 2 ให
พิจารณาท่ีขนใตแผนใบ จํานวนช้ันกลีบประดับตอนบนเทียบกับกลีบประดับตอนลาง และลักษณะปลายกลีบ
ประดับ โดยตัวอยางในกลุมท่ี 1 จะไมมีขนใตแผนใบ จํานวนช้ันกลีบประดับตอนบนใกลเคียง หรือนอยกวา
กลีบประดับตอนลาง ปลายกลีบประดับมน สวนตัวอยางในกลุมท่ี 2 มีขนใตแผนใบ จํานวนช้ันกลีบประดับ
ตอนบนนอยกวากลีบประดับตอนลาง ปลายกลีบประดับแหลม  

เม่ือนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีไดไประบุชนิด โดยอางอิงจาก The Flora Indica (Roxburgh, 
1971), Flora of British India (Hooker, 1984), Flora of Java (Backer and Bakhuizen Van Den Brink, 1968) และ 
Taxonomy and Phylogeny of the Genus Curcuma L. (Zingiberaceae) with Particular Reference to Its 
Occurrence in Thailand (Maknoi, 2006) พบวาสามารถระบุชนิดของตัวอยางกลุมท่ี 3 ไดเปน Curcuma comosa 
Roxb. สวนตัวอยางกลุมท่ี 1 ยังไมสามารถระบุชนิดได เนื่องจากเม่ือนําขอมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
ตัวอยางกลุมท่ี  1 ไปเปรียบเทียบกับลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ Curcuma ชนิดตาง ๆ ท่ีระบุอยูใน
เอกสารอางอิงท่ีใชระบุชนิดดังกลาวขางตน พบวาขอมูลไมสอดคลองกับพืช Curcuma ชนิดใด จึงระบุชนิด
ตัวอยางกลุมท่ี 1 ใหเปน Curcuma sp. คณะผูวิจัยมีความเห็นวาควรทําการศึกษาลักษณะทางอนุกรมวิธานใน
ตัวอยางแตละกลุมตอไป และควรศึกษาองคประกอบทางเคมีของตัวอยางทุกกลุม เพ่ือใชเปนขอมูลรวมในการ
จัดจําแนกชนิดของตัวอยาง และความสอดคลองกับการจัดกลุมท่ีไดในการศึกษาครั้งนี ้
   จากผลการทดลองครั้งนี้พบวาวานชักมดลูกมีความหลากหลายทางพันธุกรรมและสามารถแบงเปนกลุม
ตาง ๆ ได จึงมีความเปนไปไดวา ตัวอยางในแตละกลุมอาจมีชนิดและปริมาณสารสําคัญท่ีแตกตางกัน ดังนั้นจึง
ควรศึกษาหาปริมาณสารสําคัญ สารพิษ รวมท้ังฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา ของวานชักมดลูกทุกกลุม เพ่ือคัดเลือกหา
สายพันธุวานชักมดลูกท่ีมีปริมาณสารสําคัญสูง มีฤทธ์ิทางเภสัชวิทยา และสรรพคุณในการรักษาท่ีดี มีความเปน
พิษต่ําหรือไมมีพิษเลย เพ่ือความปลอดภัยและประโยชนสูงสุดของผูบริโภค 
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