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คํานํา 
 
  ขมิ้นชันเปนพชืสมุนไพรที่มีประโยชนมากมาย ใชเปนยารักษาโรค ทําเครื่องเทศ แตงกลิ่น
สีอาหาร และทําเครื่องสําอาง ขมิ้นชันมีสรรพคุณในการใชเปนยาไดดีมาก เชน บรรเทาอาการ
อาหารไมยอย รักษาแผลในกระเพาะอาหาร ขับลม ลดการบีบตัวของลําไส ฆาเชื้อรา และเชื้อ
แบคทีเรีย ตานการอักเสบ ขับน้ําดี ตานอนุมูลอิสระ ตานการกอกลายพันธุ และตานมะเรง็ 
นักวจิัยไทยไดทดลองทางคลินิกและรับรองผลโดยองคการอนามัยโลกใหขมิ้นชันเปนสมุนไพรที่มี
สรรพคุณในการบรรเทาอาการอาหารไมยอย และรักษาแผลในกระเพาะอาหาร คณะกรรมการ
แหงชาติดานยาไดคัดเลือกขมิ้นชันเปนสมนุไพรในบัญชยีาหลักแหงชาติ เพื่อรักษาอาการแนน จุก
เสียดจากอาการอาหารไมยอย (สถาบันวจิยัสมุนไพร, 2544) ขมิ้นชันมีสารสําคัญสีเหลืองกลุมเคอร
คูมินอยด (curcuminoid) และน้ํามันหอมระเหย (volatile oil) แตมักพบปญหาเรื่องความไม
สม่ําเสมอของปริมาณสารเคอรคูมนิอยดในวัตถุดิบขมิ้นชัน เนื่องจากเกิดการปะปนของสายพันธุที่
ใชปลูก ทําใหเกิดความไมสม่ําเสมอของสารสําคัญ ปจจุบันการศกึษา และการจําแนกสายพนัธุ
ขมิ้นชันในประเทศไทยยังมนีอยมาก สวนใหญเปนการศึกษาอนุกรมวิธานของพชืสกุลขมิ้น โดย
การจัดกลุมจากลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) นอกจากนี้ยงัมีการศึกษารวมกับเรณูวิทยา 
และเซลลวิทยา (อรพินธ, 2543) การศึกษารวมกับไอโซไซม (หทัยรัตน, 2545) ซ่ึงลักษณะบาง
ลักษณะมีความใกลเคียงกันจนไมสามารถจําแนกความแตกตางของสายพันธุขมิ้นชันดวยสายตาได 
เนื่องจากไดรับอิทธิพลจากการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมทําใหเกิดความผิดพลาดในการ
จําแนกสายพนัธุ  
  
   การใช microsatellite markers เปนการนําชุดซ้ําสั้น ๆ ของลําดับเบสจํานวน 1-6 เบส ตั้งแต 
2 ซํ้าขึ้นไป มาเปนตัวตรวจสอบความแตกตางขมิ้นชันที่รวบรวมจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย 
รวมกับเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และวิธีการอิเล็กโทรฟอริซิส ซ่ึงทําใหเกิดภาวะ
พหุสัณฐาน (polymorphism) นําขอมูลที่ไดวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป NTSYSpc
หาคาสัมประสิทธิ์ความเหมอืน (similarity coefficient) และสราง dendrogram เพื่อวิเคราะห



2

 

ความสัมพันธทางพันธุกรรม  การจาํแนกสายพันธุขมิ้นชันดวยลายพิมพดีเอน็เอโดยใชดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิด microsatellites ทําใหสามารถตรวจสอบความแตกตางระดับยนี ตรวจสอบความ
บริสุทธิ์ของสายพันธุ และใชในการคดัเลือกสายพันธุขมิ้นชันไดอยางถูกตองแมนยํา และมี
ประสิทธิภาพสูง  
 
  วัตถุประสงคในการศึกษา เพื่อจําแนกสายพันธุขมิ้นชันจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย
โดยใช microsatellite markers และศึกษารวมกับลักษณะทางสัณฐานวทิยา เพื่อคัดเลอืกขมิ้นชันสาย
พันธุดี มีสารเคอรคูมินอยดสูง สามารถนําสายพันธุดังกลาวไปใชประโยชนทางดานการศึกษา และ
ปลูกเชิงการคาตอไป 
 

วัตถุประสงค 
 

       1.  เพื่อจําแนกสายพันธุขมิน้ชันในประเทศไทยโดยใช microsatellite markers 
      2.  เพื่อจําแนกสายพันธุขมิน้ชันโดยใช microsatellite markers รวมกับลักษณะ 
              ทางสัณฐานวิทยา 
      3.  เพื่อคัดเลือกขมิ้นชันสายพันธุดีมีปริมาณสารเคอรคูมินอยดสูง 
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การตรวจเอกสาร 
 

ขมิ้นชันอยูในลําดับ Zingiberales ประกอบดวยพืช 53 สกุลและมากกวา 1,200 ชนิด พชืใน
ลําดับนี้เปนไมลมลุก อายุหลายป มีเหงาใตดิน กาบใบเปด ดอกสวยงาม ขมิ้นชันอยูในวงศ 
Zingiberaceae มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Curcuma longa L. หรือ Curcuma domestica Valeton.  
เรียกทัว่ ๆ ไปวา turmeric ในประเทศไทยเรียกชื่อตามแหลงที่พบ เชน ขมิ้น ขมิ้นแกง ขมิ้นหยอก 
ขมิ้นหัว ขี้มิน้ หมิ้น ตายอ สะยอ มีช่ืออ่ืน เชน yellow root, indian saffron ขมิ้นชันมถ่ิีนกําเนิดใน
ประเทศแถบเอเชียใต และเอเชียตะวันออกเฉียงใต เชน อินเดีย บังกลาเทศ เนปาล นอกจากนีย้ังมี
ถ่ินกําเนิดแถบมาเลเซีย อินโดนีเซีย และทางตอนใตของจีน (Larsen, 1980) พบวามีประวัติการใช
ขมิ้นชันมานานกวา 5,000 ป ทั่วโลกมีพืชสกุลขมิ้นมากกวา 80 ชนิด ที่ความสูงระดับน้ําทะเลจนถึง 
2,000 เมตร (Sasikumar, 1999) ในประเทศไทยพบพืชสกลุขมิ้นประมาณ 34 ชนิด (Larsen, 1996) 
พบวาขมิ้นชันมีการกระจายพันธุในทุกภูมภิาคที่ความสูงระดับน้ําทะเลจนถึง 1,200 เมตร  
 
  ขมิ้นชันมีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาที่นาสนใจหลายประการไดแก ฤทธิ์ขับลม (Rose et al., 
1977) ฤทธิ์ตานการเกดิแผลในกระเพาะอาหาร และรักษาอาการอาหารไมยอย (Gujral et al., 1953) 
ฤทธิ์ลดการบีบตัวของลําไส (Permpiphat et al., 1990) ฤทธิ์ฆาเชื้อราและเชื้อแบคทีเรีย ฤทธิ์ตาน
การอักเสบ (Misra and Sahu, 1977) ฤทธิ์ขับน้ําดี สมานแผล ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Sharm, 1976) 
ฤทธิ์ตานการกลาย (antimutagenic activity) ฤทธิ์ตานมะเร็ง (Polasa  et al., 1991) มีการศึกษาพบวา
น้ํามันหอมระเหยมีฤทธิ์ปองกันยุง (อภวิัฏ และคณะ, 2544) และฤทธิ์ในการขับลม  ซ่ึงแพทยแผน
โบราณใชรักษาโรคทองอืดเฟอ (นันทวัน, ม.ป.ป.) ในอดีตที่ผานมามรีายงานการศกึษากลไกการ
ออกฤทธิ์ปองกันการเกิดมะเร็ง และฤทธิ์ตานมะเร็งของ curcumin ในระดับโมเลกุลมากมาย (Leu 
and Maa, 2002) การทดลองทางคลินิกโดยใชขมิ้นชันรักษาอาการจุกเสียด ในผูปวยทองอืด 
ทองเฟอจํานวน 160 คน พบวาไดผลดีกวายาขับลม และนอกจากนี้ยังทดลองในผูปวยที่ปวดทอง 
เนื่องจากแผลในกระเพาะอาหาร พบวาไดผลดีเชนกัน (Intanonta et al., 1986) นอกจากนี้ยังใช
ขมิ้นชันเปนเครื่องเทศในการปรุงอาหารเพื่อแตงสีและกลิ่นอาหาร เชน แกงเหลือง แกงไตปลา และ
ใชเปนเครื่องสําอาง (สถาบันวจิยัสมุนไพร, 2544) ขมิ้นชันที่ใชเปนวตัถุดิบในการผลิตยา ควร
คัดเลือกจากพนัธุที่มีคุณภาพตามมาตรฐานการผลิตยา มาตรฐานตํารับยาสมุนไพรไทย กําหนดให
ผงวัตถุดิบขมิ้นชันที่ใชผลิตยาตองมีปริมาณสารเคอรคูมินอยดไมต่ํากวา 5% และปริมาณน้ํามันหอม
ระเหยไมต่ํากวา 6% (Thai Herbal Pharmacopoeia, 1995)  
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ประเทศอินเดยีเปนผูผลิตและใชขมิ้นชนัมากที่สุดถึง 80% ของโลก และเปนประเทศที่
สงออกมากที่สุด โดยมีพันธุมากกวา 50 พนัธุ พันธุการคาที่ใชสงออกมีลักษณะเนื้อในแงงสีสมเขม 
ใหสารเคอรคูมินสูง เชน พนัธุ Roma (PCT-10) และ Suroma (PTS-24) มีปริมาณเคอรคูมินสูง 9.3 
เปอรเซ็นต พนัธุดีของประเทศอินเดียทีไ่ดรับการยอมรับคือ กลุมพันธุ Alleppey (Niir board, n.d.) 
นอกจากนี้ยังมพีันธุ Erode Rajapore และพนัธุ Sangli (India AGRO Industry, 2005) 

 
ลักษณะพฤกษศาสตรของขมิ้นชัน 
 
 ขมิ้นชันมีจํานวนโครโมโซมเทากับ 2n = 3x = 63 (Ramachandran, 1961; Nazeem and 
Menon, 1994) เปนพืชลมลุก อายุหลายป สูงประมาณ 70 - 90 เซนติเมตร มีเหงาใตดนิ (ภาพที่ 1, ค) 
ลักษณะเปนแทงยาว และมขีอปลองชัดเจน มีการแตกแขนงไมเปนระเบียบ ซ่ึงประกอบดวยสวนที่
เรียกวา หวัหลัก (mother rhizome) และแงง (rhizome) ภายในประกอบดวยสารสําคัญ 2 ชนิด คือ 
สารสีเหลืองกลุมเคอรคมูินอยด ประกอบดวยสาร curcumin, methoxycurcumin, 
demethoxycurcumin และน้ํามันหอมระเหย ประกอบดวยสารเทอรเมอโรน (turmerone) และซิงจี
เบอรีน (zingiberene)  นอกจากนีย้ังพบสารกลุมเซลควีเทอรปน (sesquiterpenes) และมิโนเทอรปน 
(minoterpenes)  มีกล่ินหอมเฉพาะตัว และมีรสมันปนเผ็ดเล็กนอย มีรากจํานวนมาก ลักษณะอวบ
น้ํา  นอกจากนีลึ้กลงไปยังพบรากสะสมอาหารลักษณะเปนตุมรูปไข (ovate) (ภาพที่ 1, ก) จิรสุดา 
(2536) จัดกลุมสีภายในเหงาขมิ้นชันเปน 3 โทนสี คือ สม เหลือง และเหลืองสม พบวาโทนสี
เดียวกันมเีปอรเซ็นต curcuminoid ใกลเคยีงกัน   
 

ลําตนเปนลําตนเทียม (pseudostem) อยูเหนอืดิน เกดิจากการอัดตัวของกาบใบซอนกันเปน
ช้ัน ใบเปนใบเดี่ยวสีเขยีว รูปรี แกมขอบขนาน แผนใบมีขนาดใหญ (ภาพที่ 1, ก) ฐานใบปานถึง
แหลม ปลายใบแหลม เสนใบเปนแบบขนนก (pannately parallel vein)  ล้ินใบ (ligule) มีลักษณะ
เปนเนื้อเยื่อบาง ๆ อยูระหวางฐานของแผนใบกับสวนปลายของกาบใบ  
 
 ชอดอก (inflorescence)  เกิดกึ่งกลางลําตนเทียม รูปทรงกระบอก ประกอบดวยใบประดับ 
(bract) จํานวนมาก มีขนาดและสีแตกตางกนั ใบประดับเรียงอยูรอบแกนของชอดอก โดยเรียงเปน
วงซอนกัน (ภาพที่ 1, ข) สามารถแบงไดเปน 2 สวน คือ ใบประดับสวนบน มีสีขาวปลายเขียว 
รูปรางไขถึงรี ปลายมน มีติ่งเล็กนอย มีขนบริเวณใบประดับ ใบประดับสวนลางเรียกวา coma bract 
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เรียงซอนกันหรือเชื่อมกับฐาน ทําใหน้ําสามารถขังไดดีและคงความชุมชื้น ใบประดับแตละกลีบ
เชื่อมติดกัน 1/4-1/2 จากฐานใบ (หทัยรัตน, 2545) 
  
 กลีบดอก (flower)  เกิดในซอกของใบประดับ มีลักษณะรูปกรวย ปลายมน และโคงลง 
ดอกเปนหลอดยาวรูปกรวย กลีบเลี้ยง (calyx) มี 3 กลีบ แตละกลีบมีขนาดไมเทากันและเชื่อมกนั
เปนหลอดสีเหลือง ปลายแยกเปน 3 กลีบ ปลายกลีบที่อยูตรงกลางมีติง่แหลม มีขน กลีบปากสี
เหลือง มีแถบสีเหลืองตรงกลาง ปลายกลมมนหยกั 2 หยัก เกสรเพศผูมีสามกลีบ 
                                                                                       
  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      
          
ภาพที่ 1  ลักษณะทางพฤกษศาสตรของขมิ้นชัน  ก ลักษณะของลําตนและเหงาใตดนิของขมิ้นชัน    
               อายุ 139 วันหลังปลูก  ข ชอดอกของขมิ้นชันอายุ 150 วันหลังปลูก  ค ลักษณะของเหงา 
               ใตดนิของขมิ้นชันหลังตัดราก อายุ 139 วันหลังปลูก                                                                        

ขข คค

กก

ตุมรากสะสมอาหาร

กก

ตุมรากสะสมอาหารตุมรากสะสมอาหาร
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โดยสองกลีบเปนหมัน (staminode) อยูดานขางอับเรณู และหนึ่งกลีบอยูตรงขามอับเรณู กานชเูกสร
เพศผู (filament) ส้ันและกวาง กานชูอับเรณูเชื่อมติดกับอับเรณู (anther) ที่ตําแหนงเหนือฐานของ
อับเรณู อับเรณูรูปขอบขนาน เกสรเพศเมยี (pistil) มีรังไขใตวงกลีบดอก (inferior ovary) 
ประกอบดวย 3 carpel กานชเูกสรเพศเมีย (stigma) เปนเสนขนาดเล็ก 1 เสน ยาวประมาณ 4 
เซนติเมตร รังไขมขีน 
 
การคัดเลือกและการจําแนกพันธุขม้ินชัน 
   
 ขมิ้นชันเปนสมุนไพรที่ใชประโยชนจากสวนที่อยูใตดนิ ประกอบดวยสวนที่เรียกวา หัว
หลัก และแงง การนําไปใชประโยชนขึ้นกบัวัตถุประสงคของการใช เชน ใชเปนวัตถุดิบในการผลิต
ยาจะคดัเลือกพันธุที่มีคุณภาพ มีสารเคอรคูมินอยดสูง  และเมื่อนําไปใชทําเครื่องสําอางจะคัดเลือก
พันธุที่มีสีสมออน  ในประเทศไทยมีการศกึษาและวจิัยดานการรวบรวม และการคัดเลือกพันธุ
ขมิ้นชันนอยมาก งานวจิัยและการศึกษาที่ดาํเนินการในปจจุบันสวนใหญเปนการศึกษาและจําแนก
พืชสกุลขมิ้นโดยใชลักษณะทางสัณฐานวทิยา หรือจําแนกความแตกตางระดับโปรตีนโดยใช
เทคนิคไอโซไซม งานวิจยัเกีย่วกับขมิ้นชันสวนใหญที่พบเปนการศึกษาเรื่องการเขตกรรม และการ
จัดการ ปจจุบนัยังไมพบขมิน้ชันพันธุดีทีใ่ชเปนพันธุปลูก ทอนพันธุทีใ่ชสวนใหญ  นํามาจาก
ทองถ่ิน หรือแหลงขายวัตถุดบิ ซ่ึงมักเกิดปญหาเรื่องความไมสม่ําเสมอของสายพันธุ เนื่องจากเกิด
การปะปนของทอนพันธุกอนการปลูก ซ่ึงเปนปจจยัหนึ่งทําใหปริมาณสารเคอรคูมินอยดที่ไดไม
คงที่ ในประเทศอินเดียมกีารศึกษาวจิัยเกี่ยวกับพนัธุของขมิ้นชันมากมาย ทําใหอินเดยีมีพันธุปลูก
มากกวา 50 พนัธุ และปจจุบนัมีการปรับปรุงพนัธุเพิ่มขึ้น โดยการคดัเลือกพันธุจากขมิ้นชันที่มี
ลักษณะด ี คัดเลือกจากการกลาย (mutation breeding) หรือการผสมเปด (open pollination) 
นอกจากนี้ยังเริ่มมีการศึกษาเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การใชไอโซไซมในการศึกษาวิจยัเพิ่มเติม  
และยังมแีนวคดิที่จะใชวิธีทางชีวเคมี และกายวภิาคศาสตร (anatomy) ในการศึกษาพชืสกุลขมิ้น
เชนกัน (Sasikumar, 1999) มีการใชไอโซไซมเพื่อจําแนกพืชสกุลขมิ้น แทนการจําแนกดวยลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยา (เพิ่มพงษ และคณะ, 2532) ในประเทศไทยเริ่มมีการใชขอมูลทางโมเลกุลเพื่อ
ศึกษาความสัมพันธเชิงววิัฒนาการของสิ่งมีชีวิต (phylogeny) มากขึ้น เชน การใชลําดับเบสของกรด
แอมิโนในโมเลกุลของโปรตีน เพื่อหาความสัมพันธระหวางสิ่งมีชีวิตทีม่ีความสัมพันธใกลชิดกัน 
และศึกษาววิฒันาการในอดีตของสิ่งมีชีวิต (Li and Graur, 1991) มีการใชเทคนิคไอโซไซม และอิ
เล็กโทรฟอริซิส ในการศึกษาวิวัฒนาการของพืช เชน พืชสกุลขมิ้น (Apavajirut et al., 1999; 
Paisooksantivatana and Thepsen, 2001) 
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การศึกษาและวิจัยการจัดหมวดหมูหรือจําแนกพืชสกุลขม้ินและขมิ้นชนั 
 

เต็ม (2523)  รายงานชื่อพืชสกุลขมิ้นไว 50 ชนิดทั่วโลก พบในประเทศไทยประมาณ 34 
ชนิด เชน วานมหาเมฆ (Curcma aeruginosa Roxb.) ขมิ้นโคก (C. alismatifolia Gagnep.) ขมิ้นขม 
(C. amrissima Roscoe.) วานนางคํา (C. aromatica Salisb.) ขมิ้นชัน (C. longa Linn.) กระเจยีวขาว 
(C. parviflora Wall.) ขมิ้นแดง (C. roscoeana Wall.) อาวแดง (C. sessilis Gage.) กระเจยีวบวั   
(C. sparaganifolia Gagnep.) ขมิ้นออย (C. zedoaria Roscoe.) แฮวดํา (C. zerumbet Roxb.) และวาน
ชักมดลูก (C.sp. Waan chakmotluuk.) 
  

หทัยรัตน (2545)  แบงพืชสกลุขมิ้นโดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 
ไมมีจงอยบนอับเรณู แตมี anther crest เหนืออับเรณู โดยใชลักษณะการเชื่อมติดกันของใบประดบั
และสีของใบประดับเปนเกณฑ กลุมที่ 2 อับเรณูมีจงอยยื่นออกมา โดยใชลักษณะการเกิดชอดอก ลํา
ตนใตดนิ และสีเนื้อของลําตนใตดนิเปนเกณฑ เมื่อวิเคราะหและจัดกลุมโดยคํานวณคาสัมประสิทธ
ความเหมือน และจัดกลุมดวยวิธี UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Average) สามารถแบงพืชสกุลขมิ้นได 2 กลุมหลัก โดยไมสามารถแยกพืชสกุล Smithatris ออกจาก
พืชสกุลขมิ้นไดอยางชัดเจน โดยกลุมที่ 1 อยูในสกุลยอย Paracurcuma กลุมที่ 2 อยูในสกุลยอย 
Eucurcuma (Valeton, 1918) เมื่อศึกษาความผันแปรของรูปแบบไอโซไซม สามารถแบงพืชสกุล
ขมิ้นเปน 3 กลุมหลัก ซ่ึงจําแนกพืชสกุล Smithatris ออกจากพืชสกุลขมิ้นได แตไมสามารถจําแนก
พืชสกุลขมิ้นเปน 2 สกุลยอยได 
 

อรพินท (2543)  แบงพืชสกุลขมิ้นโดยลักษณะทางสณัฐานวิทยาเปน 2 กลุม กลุมที่ 1 เปน
กลุมที่มีลําตนใตดินเจริญยืดยาว แตกแขนงมากไมเปนระเบียบ โดยจําแนกจากการเจริญของเหงา สี
ของลําตนใตดนิ กลุมที่ 2 เปนกลุมที่มีลําตนใตดนิ แตกแขนงนอย เหงาสั้นเปนระเบยีบ โดยจําแนก
จากลักษณะการเกิดชอดอก การมีขนบนแผนใบ และสีของใบประดับ พบวาขมิ้นชันจัดอยูใน 
กลุมที่ 1 เมื่อศึกษาเซลลวิทยาจากการนับจาํนวนโครโมโซมปลายราก สามารถแบงพืชสกุลขมิ้น
เปน 2 กลุม คอื กลุมที่ 1 มีจํานวนโครโมโซม 2n = 63 สวนกลุมที่ 2 มจีํานวนโครโมโซม  
2n = 10 - 20 เมื่อนําขอมูลการศึกษาลักษณะทางสณัฐานวิทยาและเซลลวิทยา มาวิเคราะหหา
ความสัมพันธของพืชสกุลขมิ้น ดวยวิธี UPGMA สามารถแบงพืชสกุลขมิ้นได 3 กลุม พบวา
ขมิ้นชันจัดอยูใน subgenus Eucurcuma 
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กรมวิชาการเกษตร (2544)  รวบรวม และคดัเลือกขมิ้นชนัพันธุปลูกจากทองถ่ิน 
ตาง ๆ และจากแหลงขายวัตถุดิบ จํานวน 10 สายพันธุ พบวาสายพันธุชุมพร 10018801 ใหผลผลิต 
4.5 ตัน/ไร สายพันธุชุมพร 27058701 มีสารเคอรคูมิน 9.74% แตใหผลผลิตประมาณ 3 ตัน/ไร 
ขมิ้นชันจากแหลงตาง ๆ จํานวน 44 ตัวอยางที่ไมระบุสายพันธุและอายกุารเก็บเกีย่ว พบวาขมิ้นชัน
ที่รวบรวมแตละภูมิภาคมีปริมาณสารเคอรคูมินอยด และน้ํามันหอมระเหยแตกตางกัน คือ 4.72% - 
22.57% และ 6% - 16%  ตามลําดับ และพบตัวอยางที่เก็บจากจังหวดัเดยีวกัน มีความแปรผันสูงมาก 
(สมภพ และคณะ, 2543) 

 
วรรณภา และอดิศร (2540)  รวบรวมพืชสกุลกระเจยีวจํานวน 10 ชนิด โดยรวบรวมจาก

จังหวดันครราชสีมา 2 ชนิด ไดแก กระเจียวอางทอง (Curcuma sessilis Gang) และกระเจียวสูงเนนิ 
(Curcuma sp.) จากจังหวดัชยัภูม ิ4 ชนิดไดแก กระเจียวบัวชัยภูมิ (C. alismatifolia Gannep.) 
ขมิ้นชัน (C. domestica Valeton.) บัวช้ัน (Curcuma sp.) และเทพรําลึก (C. parviflora Wall.) จาก
จังหวดัแมฮองสอน 3 ชนิด ไดแก กระเจียวสม (C. roscoeana Wall.) กระเจยีวแดง (Curcuma sp.) 
และขมิ้นออย (C. zedoaria Roscoe.) และจากตลาดนดัสวนจตจุักร 1 ชนิด คือ บัวโกเมน (Curcuma 
sp.)  พบวาพืชสกุลกระเจยีวทั้ง 10 ชนิด มคีวามแตกตางของขนาด ลักษณะดอก และลําตน จากการ
นับจํานวนโครโมโซม พบวามีจํานวนโครโมโซมระหวาง 24 - 63 แทง นอกจากนี้ไดใชเทคนิค 
อิเล็กโทรฟอริซีส เพื่อศึกษาความผันแปรของไอโซไซม esterase และ peroxidase พบวา ไอโซไซม 
esterase มีความผันแปร  ทําใหสามารถจําแนกความแตกตางของพืชสกุลกระเจยีวไดทั้งหมด 10 
ชนิด 

 
พิษณุ (2538)  จําแนกสายพนัธุขมิ้นจากลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของขมิ้นจํานวน 4 แหลง

พันธุ คือ 15118701, 10018801, 13038801 และ 01038801 โดยพิจารณาจากความยาวของกาบใบ  
ความยาวของกานใบ  ความยาวและความกวางของแผนใบ ความยาวจากฐานใบถึงสวนที่กวางที่สุด
ของใบ  ความยาวและเสนผานศูนยกลางปลองที่ 5 ของแงงที่ 1  จํานวนแงงตอกอ  ความยาวและ
เสนผานศูนยกลางของหัวหลัก  จํานวนหัวหลักตอกอ  สีภายในเหงา  ลักษณะทิศทางการชี้ของแงง
ที่ 1 ผลการศึกษาพบวาสามารถจําแนกกลุมขมิ้นได 3 กลุม คือ แหลงพนัธุ 13038801 จัดเปนขมิน้
ชนิด Curcuma longa L. สวนแหลงพนัธุ 15118701 จัดอยูในกลุม Curcuma sp.1 แหลงพันธุ 
10018801 และ 01038801 จดัอยูในกลุม Curcuma sp.2 
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Apavatjrut et al. (1999)  จําแนกพืชสกุลขมิ้นในระยะกอนออกดอกจํานวน 7 ชนิด เพื่อ
ยืนยนัผลการศึกษาอนกุรมวธิาน โดยใชเครื่องหมายโปรตีนชนิด isozyme จํานวน 21 ชนิด พบวาทาํ
ใหเกิด polymorphism จํานวน 8 ชนิด  

 
Paisooksantivatana et al. (2001)  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของกระเจยีว 

(Curcuma alismatifolia Gagnep.) พันธุปลูกและพนัธุปาของประเทศไทย โดยใชเครือ่งหมาย
โปรตีนชนิด allozyme จํานวน 7 loci  พบวากระเจยีวพันธุปลูกและพนัธุปามีความแตกตางทาง
พันธุกรรมสูง เกิด polymorphism ระหวาง 3.14 - 3.5 และ 2.86 - 4 ตามลําดับ และเกดิความ
หลากหลายทางพันธุกรรมในประชากรระหวาง 0.586 - 0.611 และ 0.621 - 0.653 ตามลําดับ ทั้ง 2 
พันธุมีความเหมือนทางพันธกุรรมเทากับ 0.833 พบวากระเจยีวที่ปลูกในพื้นที่สูงใหผลผลิตดีกวา
กระเจยีวที่ปลูกในพืน้ที่ต่ํา 

 
Schumann (1904)  แบงพืชสกุลขมิ้นเปน 2 สกุลยอย (subgenus) คือ สกุลยอย 

Hitcheniopsis เปนสกุลยอยที่ชอดอกเกดิกลางลําตนเทียม ขอบใบประดับสวนลางเชือ่มติดกับ
ดานหลังของใบประดับที่อยูถัดขึ้นไป ปลายแยกเปนอิสระ ฐานใบอับเรณูไมมีจงอย สกุลยอย 
Eucurcuma เปนสกุลยอยที่มขีอบใบประดบัเชื่อมติดกันบริเวณฐานใบ มีจงอยที่ฐานใบอับเรณ ู

 
Baker (1894)  แบงพืชสกุลขมิ้นในแถบเอเชียออกเปน 3 กลุม คือ Exantha เปนกลุมทีม่ีชอ

ดอกเกดิจากเหงาใกลลําตนเทียม  กลุมที่ 2 คือ Mesantha เปนกลุมที่มีชอดอกเกดิกลางลําตนเทียม มี
ใบประดับเชื่อมกับบริเวณทีใ่กลกับฐานใบของชอดอก สวนปลายแยกเปนอิสระ  กลุมที่ 3 คือ 
Hitcheniopsis เปนกลุมที่มีชอดอกเกดิตรงกลางลําตนเทียม แตใบประดับสวนลางเชือ่มติดกับความ
ยาวของใบประดับ สวนปลายแยกเปนอิสระ 

 
Valeton (1918)  ใชลักษณะเกสรเพศผูและลักษณะของชอดอก รวมกับสีของสวนตาง ๆ 

เพื่ออธิบายพืชสกุลขมิ้น สามารถแบงพืชสกุลขมิ้นเปน 2 สกุลยอย (subgenus) คือ Eucurcuma เปน
กลุมยอยที่มีฐานใบเรียวแหลม (acuminate) อับเรณูมีจงอยเชื่อมอยูทางดานหลัง เกสรเพศผูสีเหลือง 
เหงามีการแตกแขนงชดัเจน  และสกุลยอย Paracurcuma เปนกลุมยอยทีช่อดอกเปนทรงกระบอก มี
ใบประดับจํานวนมาก ใบประดับสวนลางสั้นกวาสวนบน อับเรณูไมมจีงอย มีเกสรเพศผูเปนหมัน 
สีมวงแดง เหงามีขนาดสั้น และพบสวนปลายรากมีตุมรากสะสมอาหาร (tuberous root)  
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Chandra et al. (1998)  ศึกษาลักษณะ 10 ลักษณะของขมิน้ชันจํานวน 25 สายพันธุ ที่
รวบรวมจากแหลงตาง ๆ ในประเทศอินเดยี โดยศกึษาในตะวันออกเฉยีงเหนือของประเทศ พบวา 
ความสูง น้ําหนักสด และความยาวของ primary rhizome มีความสัมพันธทางบวกกับผลผลิต ขณะที่
น้ําหนกัแหงมคีวามสัมพันธทางลบกับผลผลิต สายพันธุ PCT-13 และพันธุ Lakadong ใหผลผลิต
ปานกลาง สายพันธุพื้นเมืองของตะวันออกเฉียงเหนอื (พันธุ Sonajuli local -1 และ Sonajuli local -
2) ใหผลผลิตต่ําถึงปานกลาง สวนพันธุทางตอนใตของประเทศใหผลผลิตคอนขางสูง  
  

Pinheiro et al. (2003)  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของขมิ้นชันจํานวน 20 
ตัวอยาง จากแหลงตาง ๆ ในประเทศบราซิล โดยใชเทคนคิ RAPD พบวาทําใหเกิด polymorphism 
ทั้งหมด 45 แอลลีล เมื่อวิเคราะหคาสัมประสิทธิ์ความเหมอืนทางพันธุกรรมดวย Jaccard และจดั
กลุมดวยวิธี UPGMA สามารถแบงกลุมขมิ้นชันเปน 2 กลุม และเมื่อวิเคราะหความแตกตางทาง
พันธุกรรมดวย Amova  พบวาเกดิความแตกตางระหวางกลุมเทากับ 44.49 เปอรเซ็นต 
 
เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (Molecular markers) 
  
 ปจจุบันมีการนําเอาเทคนิคตาง ๆ เพื่อศึกษาความแตกตางและศึกษาความสัมพันธของ
ส่ิงมีชีวิต หรือใชหาความแตกตางระดับดีเอ็นเอหรือยีน ไดแก เทคนิคลายพิมพดีเอน็เอ (DNA 
fingerprint) เทคนิคนี้ทําใหเกดิความแตกตางในระดับดีเอน็เอ สามารถใชบงชี้และจําแนกสิ่งมีชีวิต
ได  ดีเอ็นเอหรือเครื่องหมายของลักษณะใดลักษณะหนึง่ที่นํามาศึกษา เรียกวา molecular markers 
หรือ genetic markers ซ่ึงหมายถึง การใชดีเอ็นเอหรือยนีเปนเครื่องหมายในการตรวจสอบ 
polymorphism ของสิ่งมีชีวิต 
  
 Molecular markers หรือ genetic markers คือ เครื่องหมายทางโมเลกุลที่ใชตรวจสอบหรือ
จําแนกความแตกตางระหวางจีโนม (Crooijmans et al., 1996) เพื่อบงชีค้วามจําเพาะของสิ่งมีชีวิตตัว
หนึ่ง สายพนัธุหนึ่ง ชนดิหนึง่หรือตางชนิด เปนดีเอ็นเออยูที่ตําแหนงหนึ่ง ๆ บนโครโมโซมหรือดี
เอ็นเอในออรแกเนลล การใชดีเอ็นเอเปนเครื่องหมายได  เนื่องจากเกิดความแปรปรวนหรือเกดิ 
polymorphism ของลําดับเบสในโมเลกุลดีเอ็นเอ (สุรินทร, 2545) ซ่ึงสาเหตุการเกดิ polymorphism 
มีหลายประการ ไดแก  
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 1.  การเพิ่มขึ้นหรือการขาดหายไปของจุดตดัเอนไซมตัดจาํเพาะ 
 2.  การเพิ่มขึ้นหรือการขาดหายไปของตําแหนงที่ไพรเมอรเขาคูในปฏิกริิยา PCR 
 3.  การเพิ่มขึ้นหรือการขาดหายไปของชิ้นดเีอ็นเอระหวางตําแหนงทีไ่พรเมอรเขาคูใน
ปฏิกิริยา PCR  
 4.  การเพิ่มขึ้นหรือการขาดหายไปของชิ้นดเีอ็นเอระหวางจุดตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 5.  จํานวนชุดซ้ําที่แตกตางกนัระหวางจดุตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 6.  จํานวนชุดซ้ําที่แตกตางกนัระหวางตําแหนงที่ไพรเมอรเขาคูในปฏิกริิยา PCR 
 7.  ความผันแปรของลําดับเบสที่ไมใชตําแหนงของจดุตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะหรือ
ตําแหนงทีไ่พรเมอรเขาคูในปฏิกิริยา 
 
 วิธีการตรวจสอบ polymorphism ของดีเอ็นเอ ทําไดโดยการหาลําดับเบสในโมเลกุลของดี
เอ็นเอ (DNA sequencing) หรือตรวจสอบโดยใชดีเอ็นเอเครื่องหมาย ซ่ึงเครื่องหมายที่ใชจําแนก
ความแตกตางสามารถแบงกวาง ๆ ได 3 ชนิด (Lui, 1998) คือ 
 
 1.  Phenotypic markers หรือ morphological markers คือ เครื่องหมายที่ใชตรวจสอบ
ส่ิงมีชีวิต สามารถใชเครื่องหมายตรวจสอบไดโดยตรงจากลักษณะที่สังเกตได เชน สีใบ สีดอก เปน
ตน  เครื่องหมายชนิดนี้มักไดรับอิทธิพลจากสภาพแวดลอม จึงทําใหเกดิความผิดพลาดจากการ
ตรวจสอบไดงาย 
 
  2.  Protein markers หรือ biochemical markers คือ เครื่องหมายทีใ่ชตรวจสอบสิ่งมีชีวิต 
โดยใชความแตกตางของกระบวนการทางชีวเคมี  เนื่องจากโปรตีนที่เกดิขึ้นเปนผลมาจากการ
แสดงออกของยีน ดังนั้นการตรวจสอบความแตกตางของโปรตีน สามารถตรวจสอบความแตกตาง
จากแอลลีลของยีน เครื่องหมายโปรตีนที่นยิมใช ไดแก ไอโซไซม (isozyme) และแอลโลไซม 
(allozyme) (Hunter and markert, 1957) ขอจํากัดของการตรวจสอบโปรตีนหรือไอโซไซม คือ 
จํานวนยนีที่ตรวจสอบไดมไีมมากนกั ไมกระจายครอบคลุมทั่วจีโนม และตองมีการแสดงออกของ
ยีนที่ศึกษา ผลที่ไดยังขึ้นกับชนิดของเนื้อเยื่อ ระยะของการเจริญเติบโตและสิ่งแวดลอม นอกจากนี้
โปรตีนยังเสียสภาพไดงาย 
 
 3.  DNA markers หรือดีเอ็นเอเครื่องหมาย คือ เครื่องหมายที่ใชตรวจสอบในระดับดีเอน็เอ
หรือยีน เปนโมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีความเสถียร สามารถเก็บไวไดนาน เนื่องจากดีเอ็นเอเปน
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องคประกอบที่อยูในเซลลเกือบทุกเซลล ตรวจสอบไดทุกระยะของการเจริญเติบโต ไมขึ้นกับ
สภาพแวดลอม สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอจากสวนทีเ่ปนยีนหรือไมใชยีน หรือเปนลักษณะที่
แสดงออกหรอืไมแสดงออกก็ได สามารถตรวจสอบไดโดยไมจํากัด ครอบคลุมทั้งจีโนม ดีเอ็นเอ
เครื่องหมายชนิดนี้มใีหเลือกมากมาย  สามารถใชบอกความแตกตางระหวางสิ่งมีชีวติไดอยางดี 
เนื่องจากเปนการตรวจสอบความแตกตางของดีเอ็นเอทีส่ามารถถายทอดไปยังลูกหลาน มีการใชกนั
อยางกวางขวาง สามารถประยุกตใชในดานตาง ๆ ไดไมจาํกัด ทั้งนี้ขึ้นกบัวัตถุประสงคของการ
นํามาใช เนื่องจากดีเอน็เอเครื่องหมายแตละชนิดมีขอดี และขอจํากัดทีแ่ตกตางกัน 
 
ลายพิมพดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) 
 
 การตรวจสอบลายพิมพดีเอน็เอเปนวิธีการที่ทําใหเกิดแบบแผนหรือลายพิมพของดีเอน็เอที่
จําเพาะ สามารถตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอไดหลายตําแหนงพรอม ๆ กัน เกิดลายพิมพทีจ่ําเพาะกับแตละ
บุคคล (Jeffreys et al., 1985) มีความหมายเชนเดยีวกับคําวา DNA profiling หรือ DNA typing 
(สุรินทร, 2545) ในอดตีการศึกษาความหลากหลายของสิง่มีชีวิต ทําโดยศึกษาดวยการจัดจําแนก 
(identification) และอนกุรมวิธาน (taxonomy) ซ่ึงเปนการศึกษาลักษณะทางกายวภิาคศาสตร 
(anatomy) สรีรวิทยา (physiology) และสณัฐานวิทยา (morphology)  ปจจุบันวิธีนี้ยงันิยมใชกันอยู 
เนื่องจากงาย และสะดวก แตบางครั้งก็อาจเกิดความผิดพลาดไดในกรณีที่ลักษณะบางลักษณะที่
ตองการศึกษามีความใกลเคยีง หรือมีความคลายคลึงกันมาก เนื่องจากอิทธิพลของสภาพแวดลอม 
ทําใหเสียเวลาในการจําแนกความแตกตาง  ลายพิมพดีเอน็เอไดเขามามบีทบาทอยางมากในการ
ตรวจสอบสายพันธุ การจัดเกบ็ และการรวบรวมพันธุพืช ทําใหเกิดความถูกตองแมนยําเปนที่
ยอมรับในระดบัสากล สามารถนํามาใชในการจําแนกหรอืตรวจสอบสิ่งมีชีวิต หรือนาํมา
ประยุกตใชศึกษาววิัฒนาการ ตรวจสอบความสัมพันธทางสายเลือดและพิสูจนบุคคล ตอมาไดมีการ
นําวิธีการวิเคราะหในระดับโมเลกุลโดยใชโมเลกุลเครื่องหมายมาใชในการตรวจสอบ 
polymorphism ในระดับโมเลกุลของโปรตีนและระดับดีเอ็นเอ 
  

ในป 1995 Weising และคณะ แบงการตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอเปน 2 ชนิดคือ การตรวจ
ลายพิมพดีเอน็เอโดยวิธีไฮบริไดเซชัน (hybridization -based DNA fingerprinting) และการ
ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชวิธี PCR (PCR-based DNA fingerprinting)  
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 1.  การตรวจลายพิมพดเีอ็นเอโดยวิธีไฮบรไิดเซชัน  
 

            คือ การนําดีเอ็นเอที่สกัดจากเซลลมาตัดดวยเอ็นไซตัดจําเพาะ และแยกขนาดดีเอน็เอ
โดยวิธีอิเล็กโทรฟอริซีส ยายดีเอ็นเอลงแผนฟลเตอรเมมเบรน แลวไฮบริไดซกับโพรบที่ติดฉลาก
ดวยสารกัมมนัตรังสี จะปรากฏแอลลีลที่มีลักษณะจําเพาะ โดยโพรบที่ใชเปนชิ้นดีเอ็นเอสั้น ๆ 
 
                  1.1  เทคนิค Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) (Botstein et al., 
1980) 

 
            เทคนิคลายพิมพดีเอน็เอที่ใชศึกษาความแตกตางหรือความหลากหลายของขนาดดี

เอ็นเอที่เกดิจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ของแบคทีเรีย และตัดที่
ตําแหนงตัดจําเพาะบริเวณตําแหนงจดจํา  และแยกความแตกตางของดีเอ็นเอโดยเจลอิเล็กโทรฟอริ
ซีสบนแผนฟลเตอรเมมเบรน แลวไฮบริไดซกับชิ้นดีเอน็เอสั้น ๆ เรียกวาโพรบ ซ่ึงทราบลําดับเบส
หรือไมทราบก็ได เพื่อตรวจหาสวนของดเีอ็นเอที่เปนคูสมกับโพรบ ความแตกตางที่เกิดขึ้นเกิดจาก
การเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส โดยมสีาเหตุจากการเพิม่ขึ้น หรือการขาดหายไปของดีเอ็นเอ
บางสวนในบริเวณระหวางตําแหนงจดจาํของเอนไซมจาํนวน 2 ตําแหนง มีผลใหการตัดชิ้นดีเอ็นเอ
แตกตางไป หรือเกิดจากการหายไปของสวนดีเอ็นเอที่ตําแหนงจดจําของเอนไซม ทําใหตําแหนง
จดจําหายไป หรือเกิดการกลายเฉพาะจดุ (point mutation) ซ่ึงทําใหเกดิการเปลี่ยนแปลงของลําดับ
เบส มีผลใหตําแหนงจดจําของเอนไซมหายไปหรือเพิ่มขึน้ หรือเกิดการเรียงตัวใหมของเบสบนสาย
ดีเอ็นเอ (DNA rearrangement) ซ่ึงสาเหตุดงักลาวนี้มีผลทําใหขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตดัดวย
เอนไซมตัดจําเพาะเปลี่ยนแปลงไป  ทําใหเกิดความแตกตาง และสามารถนําความแตกตางที่ไดมา
ใชเพื่อศึกษาแผนที่ทางพันธุกรรมหรือความหลากหลายของสิ่งมีชีวิต 

 

Paull et al. (1998)  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุขาวสาลีจากศูนย
รวบรวมพันธุขาวสาลีของประเทศออสเตรเลียจํานวน 124 ตัวอยาง โดยใชเทคนิค RFLP เพื่อศึกษา
ความสัมพันธทางพันธุกรรม พบวามีคาความเหมือนทางพันธุกรรม (genetic similarity) ระหวาง 
0.004 - 0.409 และมีคาเฉลี่ยเทากับ 0.18  เมือ่จัดกลุมสามารถจัดได 4 กลุม ซ่ึงสัมพันธกับขอมูลทาง
พันธุประวัต ิ
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2.  การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชวธีิ PCR (PCR-based DNA fingerprinting)  
 
     การตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอโดยการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายใหมีปริมาณ

มากขึ้นในระยะเวลาสั้น เพื่อตรวจสอบความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอเปาหมาย จากหลายตําแหนง
พรอม ๆ กัน (multi loci PCR) PCR หรือ Polymerase Chain Reaction  เทคนิคนี้ถูกคนพบในป ค.ศ. 
1985 โดย Karry Mullis และคณะ มหีลักการ คือ นําดีเอ็นเอที่สกัดไดเปนตนแบบ (DNA template) 
ทําการเพิ่มจํานวนดีเอน็เอเปาหมายเปน 2 เทา ในทุกรอบของปฏิกิริยา มีจํานวนดีเอน็เอเพิ่มขึ้น
เทากับ 2n ( n = จํานวนรอบ ) ในกระบวนการ PCR ตองใชสวนประกอบที่สําคัญคือ ดีเอ็นเอ
ตนแบบ  นิวคลีโอไทป 4 ชนิด (deoxynucleotide triphosphate; dNTPs ประกอบดวย dATP, dCTP, 
dGTP, dTTP), เอนไซม Taq  DNA polymerase, ไพรเมอร oligonucleotide 2 สาย เพื่อใชเริ่มตนใน
การสังเคราะหดีเอ็นเอ ไพรเมอรจะมีความจําเพาะกับชิ้นดีเอ็นเอเปาหมายที่ตองการโดยเขาไปจับดี
เอ็นเอคนละสาย และมกีารสังเคราะหในทศิทางสวนทางกัน นอกจากนีย้ังใชสวนประกอบอื่น ๆ ที่
จาํเปน เชน บฟัเฟอร MgCl2 และ KCl  ซ่ึงในการเพิ่มปรมิาณชิ้นดเีอ็นเอจะดําเนินการเปนรอบของ
ปฏิกิริยา ในแตละรอบประกอบดวย 3 ขั้นตอนหลักคือ 

 
-  Denaturation เปนการใชอุณหภูมิสูงประมาณ 90 - 95 องศาเซลเซียส เพื่อสลาย

พันธะไฮโดรเจนที่ใชในการจับคูของสายดเีอ็นเอ ทําใหดีเอ็นเอตนแบบเสียสภาพจากสายคูเปนสาย
เดี่ยว 

 
-  Annealing เปนการใชอุณหภูมิต่ําประมาณ 40 - 60 องศาเซลเซียส ทําใหไพร

เมอรจับกับดีเอ็นเอสายเดีย่ว  โดยไพรเมอรจะเขาจับกับลําดับเบสที่เปนคูสมกับดีเอน็เอตนแบบ 
 

  -  Extension เปนการใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เพื่อสังเคราะหสายดีเอ็นเอโดย
การเติมนวิคลีโอไทปทั้ง 4 ชนิด (dNTPs) หลังจากไพรเมอรเกาะกับสายดีเอ็นเอตนแบบ โดยใช
เอนไซม DNA polymerase สังเคราะหดเีอ็นเอจนไดดีเอ็นเอสายคูเสนใหมที่สมบูรณ การตรวจสอบ
ลายพิมพดีเอน็เอของสิ่งมีชีวิต จะใชวิธีเพิ่มปริมาณดวยเทคนิค PCR ที่เปนแบบจําเพาะครั้งละ 1 
ตําแหนง (single logus PCR) ในหลายตําแหนงโดยใชไพรเมอรหลายคู และนํามาผลมาวิเคราะห
รวมกัน ทําใหสามารถแยกความแตกตางของสิ่งมีชีวิตได  
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วิธี PCR มีหลายเทคนิคแตกตางกัน ไดแก 
 

 2.1  เทคนิค Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) (Welsh and McClelland, 
1990; Williams et al., 1990) 

 
        เปนการสรางลายพิมพดีเอ็นเอโดยใชเทคนิค PCR ซ่ึงไมตองทราบขอมูลลําดับเบส

ของดีเอ็นเอเปาหมาย โดยใชไพรเมอรที่มีลําดับเบสไมจําเพาะขนาดประมาณ 10 นิวคลีโอไทป ใน
การทําปฏิกิริยา ไพรเมอรจะเขาจับกับสายดเีอ็นเอตนแบบโดยสุม และเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ
เปาหมาย  ความแตกตางของดีเอ็นเอที่เกดิขึน้เกิดจากไพรเมอรเกาะในตําแหนงทีแ่ตกตางกัน ทําให
จํานวน และขนาดของชิ้นดีเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป พบลําดับเบสหลายตาํแหนงทีไ่กลกัน ไมเกิดผล
ผลิตของ PCR แตลําดับเบสที่มีตําแหนงอยูใกลกนัจะเกดิผลผลิตของ PCR  เทคนิคนี้มีขอดี คือ 
สามารถทําไดงาย รวดเร็ว ไมจําเปนตองทราบลําดับเบส และใชดเีอ็นเอเริ่มตนนอย ขอจํากัด คือ 
เมื่อทดลองซ้ําบางครั้งไดผลที่แตกตางจากเดิม เนื่องจากเทคนิคนี้มีความไวตอการเปลี่ยนแปลงของ
การทดลอง การทําตองควบคุมการทดลองใหคงที่ เทคนิคนี้มีประสิทธิภาพในการทําแผนที่ยีน 
ศึกษาววิัฒนาการ ศึกษาความสัมพันธของสิ่งมีชีวิต และใชในการจําแนกสายพนัธุ 

 
สุจิตรา และ Szmidt (2544)  ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของไมสักในปาของ

ประเทศไทยจาํนวน 15 แหลง โดยใชเทคนคิ RAPD  พบวาประชากรทีศ่ึกษามีความแตกตางกัน 23 
เปอรเซ็นต เกดิ polymorphism ระหวาง 27.4 - 92.2 เปอรเซ็นต จากการศึกษาพบวา ไมสักในปาของ
ประเทศไทยมคีวามหลากหลายทางพันธุกรรมสูง ควรมีการศึกษาเพื่อการอนุรักษพนัธุกรรมของไม
สัก 

 
สุธีร (2543)  ตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอของยูคาลิปตัสคามาลดูเลนซิสจํานวน 38 ตัวอยาง 

ดวยเทคนิค RAPD โดยใชไพรเมอรขนาด 10 นิวคลีโอไทด จํานวน 10 ชนิด เพื่อศกึษาความ
คลายคลึงทางพันธุกรรมและเปรยีบเทยีบลักษณะภายนอก พบวาไพรเมอร 6 ชนิด ทําใหเกิด
polymorphism ทั้งหมด 51 แถบ เกิดความคลายคลึงทางพันธุกรรมมากกวา 90 เปอรเซ็นต สามารถ
แบงกลุมได 2 กลุม แตละกลุมมีความแตกตางกันของความถี่ในการปรากฏของแอลลีล และลักษณะ
สีของใบออน แตไมมีความแตกตางทางสถิติของขนาดเสนผานศูนยกลางของลําตน และจํานวน
ยอดที่เพิ่มหลังจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
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จิรพันธ (2546)  ศึกษาลักษณะความคงตวั และลายพิมพดเีอ็นเอของกลวยไขพันธุกลาย 
ก.บ.1, ก.บ.2, ก.บ. 3, ก.บ.4 และ ก.บ.5 โดยใชเทคนิค RAPD และเทคนิค SRAP (Sequence 
Related Amplified Polymorphism) โดยการนําหนอของกลวยไขมาเพิม่ปริมาณดวยวิธีเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ และปลูกทดสอบความคงตัวในสภาพแปลงปลูก พบวาแตละพนัธุกลายใหลักษณะผลผลิต 
และลักษณะทางสรีรวิทยาแตกตางกัน และเมื่อนํามาตรวจสอบลายพมิพดีเอ็นเอโดยเทคนิค RAPD 
และ SRAP พบวาเทคนิค RAPD ขนาด 10 นิวคลีโอไทป ไมสามารถแยกความแตกตางของกลวยไข
พันธุกลายแตละพันธุได แตเทคนิค SRAP สามารถแยกความแตกตางของกลวยไขแตละพันธุได
อยางชัดเจนดวยไพรเมอร A7-B5 

 
จําลองลักษณ (2546)  ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมะกอกโอลีฟที่นํามาปลูก

ในประเทศไทยจํานวน 14 สายพันธุ โดยใชเทคนิค RAPD ดวยไพรเมอรจํานวน 190 ชนิด ขนาด  
10 - 12 นิวคลีโอไทป พบวาไพรเมอรจํานวน 50 ชนิด ทาํใหเกิด polymorphism จํานวน 658 แอล
ลีล มีคา PIC (Polymorphism Information Content) เฉลี่ยเทากับ 0.28 มีคาความเหมอืนทาง
พันธุกรรมระหวาง 0.65 - 0.78 เมื่อวิเคราะหโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร NTSYSpc  รุน 2.1e 
สามารถแบงมะกอกโอลีฟเปน 5 กลุม 
 

Rout et al. (1998) ใชเทคนิค RAPD เพื่อศึกษาความคงตวัทางพันธุกรรมของขิงที่เกิดจาก
การเพาะเลีย้งเนื้อเยื่อจํานวน 15 สายพันธุ พบวาเกดิแอลลีล 1 แอลลีล (monomorphic) ซ่ึงไมทําให
เกิดความแตกตางทางพันธุกรรม โดยใหผลเชนเดียวกับการศึกษาในขงิที่ปลูกทั่วไป 

 
2.2  เทคนิค Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Vos et al., 1995) 

   
       เปนการสรางลายพิมพดเีอ็นเอโดยการรวมวิธี RFLP และ RAPD เขาดวยกัน ซ่ึง

รูปแบบ polymorphism ที่เกิดขึ้นกับความแตกตางของลําดับเบสบริเวณที่ถูกตดัดวยเอนไซมตัด
จําเพาะเหมือนกับเทคนิค RFLP และสามารถตรวจสอบการเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอดวยเทคนิค PCR 
เหมือนกับเทคนิค RAPD ทําไดโดยการสกดัดีเอ็นเอแลวตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ จากนั้นเชื่อมตอ
กับดีเอ็นเอชิน้สั้น ๆ เรียกวา adapter เขาที่ปลายทั้ง 2 ดานของชิ้นดีเอน็เอ เพื่อใหไพรเมอรเขามา
เกาะ ทําใหเพิม่ปริมาณดีเอน็เอได เมื่อดีเอ็นเอที่ใชเปนไพรเมอรมีลําดับเบสเปนคูสมกับ adapter ที่
บริเวณดานปลาย 3’ ของไพรเมอร และมีลําดับเบสที่เปนสวนของตําแหนงจดจําของเอนไซมตัด
จําเพาะ เพิ่มเบสอีก 2-3 นิวคลีโอไทป เพื่อใหเกิดการเลือกจับของเบสทีเ่ปนคูสมกัน ซ่ึงเปนการลด
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จํานวนของชิ้นดีเอ็นเอ โดยชิ้นดีเอ็นเอที่สามารถเพิ่มปริมาณไดเปนชิน้ดีเอ็นเอที่มีลําดับเบสสวนที่
ติดกับบริเวณจดจําของเอนไซมที่สามารถเขาคูไดกับไพรเมอรที่เลือกเทานั้น การเกิด polymorphism 
เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบส ทําใหตําแหนงตดัจําเพาะเปลี่ยนไป เกดิการหายไปหรือ
เพิ่มขึ้นของตําแหนงตดัจําเพาะ หรือเกดิจากการจัดเรียงตวัใหมของดีเอน็เอ ทําใหขนาดของดีเอ็นเอ
เปลี่ยนแปลงไป ขอดขีองเทคนิค AFLP คือ ไมตองทราบขอมูลของลําดับเบส สามารถทําไดรวดเรว็ 
เกิด polymorphism จํานวนมาก ใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนนอย และใชไดกับสิ่งมีชีวิตชนิดใดก็ได ที่
มีสวนของลําดับเบสที่เปนคูสมกับ adapter ขอจํากัดของเทคนิคนี้ คือ คาใชจายสูง ตองการดีเอ็นเอที่
มีความบริสุทธิ์สูง แอลลีลสวนใหญเปนแบบขม ทําใหวเิคราะหผลยาก (Li and Quiros, 2001)  

  
 จินตนา (2543)  จําแนกชนดิของเชื้อรา Trichoderma spp. ที่รวบรวมจากแหลง 
ตาง ๆ จํานวน 40 ไอโซเลต (isolate) โดยใชลักษณะทางสัณฐานวิทยาและเทคนิค AFLP ดวยไพร
เมอรจํานวน 6 คูไพรเมอร ในการศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอ พบวาทําใหเกดิ polymorphism ทั้งหมด 
271 แอลลีล เฉลี่ยเทากับ 42.8 เปอรเซ็นต สามารถแบงกลุมเชื้อราไดเปน 4 กลุม ซ่ึงมีความแตกตาง
ระหวางกลุมอยางชัดเจน โดยแตละกลุมไมสัมพันธกับแหลงที่มา และมีความสามารถในการ
ควบคุมโรค ทําใหเทคนิค AFLP มีประโยชนในการจําแนกชนิดของเชื้อราที่มีความซับซอน 

 
2.3  เทคนิค Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ Microsatellite marker (Tautz, 1989) 
 

        เปนการสรางลายพิมพดเีอ็นเอโดยตรวจสอบสวนของดีเอ็นเอที่เปนชุดซ้ําสั้น ๆ ขนาด 
2 - 6 เบส เชน (AG)n, (GCC)n และ (ATGT)n  เมื่อ n คือ จํานวนชดุซ้ํา มีจํานวนตั้งแต 2 ซํ้าขึ้นไป 
และไมเกิน 100 ซํ้า จํานวนชดุซ้ําของเบสนี้จะกระจายตัวอยูทั่วจีโนมของยูแคริโอต พบประมาณ 
104 -105 ตําแหนง โดยมีขนาดที่แตกตางกนัและมีความหลากหลายสูงมาก เชน ดเีอ็นเอที่มีลําดับ
เบส ATATATAT เปน dinucleotide (AT) มี 4 ซํ้า เทคนคิมีช่ือเรียกแตกตางกัน คือ Microsatellite, 
Simple Sequence Repeat (SSR) หรือ Short Tandem Repeat (STR), Simple Sequence Length 
Polymorphism (SSLP) และ Sequence-tagged Microsatellite Site (STMS)  เปนดีเอน็เอเครื่องหมาย
ชนิด codominant  สามารถบอกความแตกตางระหวางโฮโมไซโกต และเฮตเทอโรไซโกตได 
เทคนิคนี้ จึงเปนดีเอ็นเอเครื่องหมายที่ดใีนการวิเคราะหจโีนม การศึกษาดีเอ็นเอชนดิ microsatellites 
ในจีโนมของสิ่งมีชีวิตสามารถตรวจสอบลายพิมพดีเอน็เอ ได 2 วิธี คือ วิธีไฮบริไดเซชัน  
และวิธี PCR  
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 2.3.1  RFLP based  เปนการตรวจสอบดีเอน็เอโดยการไฮบริไดเซชันกบั oligo 
simple sequence repeats เพื่อใชเปนไพรเมอรในการจับกบัชิ้นดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
และขั้นตอน southern blot ขอจํากัดของวิธีนี้คือ มีจํานวนแอลลีลเกิดขึ้นมาก โดยไมทราบวาแอลลีล 
ใดบางที่เปนคูกัน และใชเวลานานในการทาํแตละครั้ง 

 
2.3.2  PCR based  เปนการตรวจสอบดีเอ็นเอโดยการออกแบบไพรเมอรที่เปนคู

สมกับตําแหนงหัว และทายของบริเวณลําดับเบสที่เปนชุดซ้ําสั้น ๆ และใชตําแหนงนี้เพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอในปฏิกริิยา PCR  ซ่ึงสามารถแสดงแอลลีลที่เกิดขึ้นในตําแหนงที่จําเพาะโดยใชเวลาในการ
ทําแตละครั้งนอย จํานวนซ้ําท ี่ไดแตละชนดิแตกตางกัน เทคนิค PCR ถูกคนพบโดย Kary Mullis ใน
ป ค.ศ.1983 (วชัรี และมนตร,ี 2536) เปนวิธีที่นิยมใชกันมาก 

 
 การศึกษาดเีอน็เอชนิด microsatellites ในจีโนมของสิ่งมีชีวิต มีขอดีคอื 

 
1.  Highly informative โดยเปนเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใหความแตกตางสูง (highly 

polymorphism) (Crooijmans, 1996) และแสดงใหเห็นสภาพขมรวมกัน (codominant) 
 
2.  Technically simple คือสามารถทําไดงายโดยใชเทคนคิ PCR ซ่ึงตองการดีเอ็นเอเริม่ตน

เพียงเล็กนอย 
 
3.  Highly abundant คือ พบกระจายอยูทัว่จีโนม ทั้งภายในยนีและระหวางยีน 
 
4.  Readily transferable คือ ไพรเมอรที่จําเพาะในแตละตาํแหนงของ microsatellite 

markers สามารถใชไดทั่วไปเพียงแคมีลําดบัเบสที่เปนคูสมกับไพรเมอร 
 
5.  Flexible เปนดีเอ็นเอเครื่องหมายทีใ่ชประโยชนไดหลายอยาง ไดแก gene evolution, 

phylogenetic relationship, genetic mapping, DNA fingerprinting, physical mapping และ gene 
cloning เปนตน 

 
ขอจํากัดของวธีินี้คือ ตองมีการโคลนและหาลําดับเบส เพื่อพัฒนาไพรเมอรที่จําเพาะ

ตําแหนงกอน ซ่ึงทําไดยุงยาก และเสยีคาใชจายในการพฒันาไพรเมอรสูง โดยเฉพาะสิ่งมีชีวิตที่ไม
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เคยมีขอมูลลําดับเบสใน Genbank การวิเคราะหผลยาก ถาตองการรูขนาดแอลลีลที่แนนอน 
เนื่องจากเกิด stutter band ลักษณะเปนแถบดีเอ็นเอหลายแถบติดกัน เกดิจากการเปลี่ยนแปลง
จํานวนซ้ําของดีเอ็นเอชนดิ microsatellites เปนผลจากการกลายของลําดับเบส ทําใหไมสามารถแยก
ขนาดของแอลลีลได  

 
Microsatellites ที่พบในสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะยแูคริโอต (eukaryotes) พบตําแหนงเดยีวกับ

เฮเทอโรโครมาทิน อยูใกลกบับริเวณเซนโทรเมียร และเทโลเมียร มีขนาดและลําดับเบสที่แตกตาง
กนั โดยมีช่ือเรียกตางกนัตามจํานวนเบสของ core sequences โดย 1 เบส เรียกวา mononucleotide 
repeats  2 เบส เรียกวา dinucleotides repeats  3 เบส เรียกวา trinucleotide repeats  4 เบส เรียกวา 
tetranucleotide repeats เปนตน และสามารถแบงออกได 3 ประเภท คือ perfect repeats  imperfect 
repeats และ compound repeats โดย perfect repeats เปนชุดซ้ําของลําดับเบสที่มีชุดซ้ํา 1 แบบ เชน 
(AG)20 และ (GAT)50  imperfect repeats เปนชุดซ้ําของลําดับเบส ที่มีลําดับเบสอื่นอยูภายในดวย 
เชน CT(AG)25 และ compound repeats เปนชุดซ้ําของลําดับเบส ที่มีชุดซ้ํามากกวา 1 แบบ เชน 
(AG)20(TG)20 และ (CAG)20(AG)20 สามารถนํามาใชประโยชนในการศกึษาความหลากหลายทาง
พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต ใชในการจําแนกพนัธุและสายพนัธุของสิ่งมีชีวิต  

 
พัชรินทร และคณะ (2544)  ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุไทย

จํานวน 13 สายพันธุ และพนัธุเกาหลีจํานวน 18 สายพันธุ ดวยเทคนิค SSR โดยใชตวัตรวจสอบ 
จํานวน 20 คูไพรเมอร ติดฉลากดวยสีฟลูออเรสเซนต และวิเคราะหดวยเครื่อง ABI 377 พรอมดวย
ขอมูลฟโนไทป (phenotype) 8 ลักษณะ คือ เปอรเซ็นตความงอก  สีลําตน  สีดอก  สีขน  รูปรางใบ 
ความหนาแนนของขนบนลําตน  ความสูง และจํานวนขอเฉลี่ย พบวามีความผันแปรทางพันธุกรรม
อยูระหวาง 0.54 - 0.82 และเกิดแอลลีลที่เปน polymorphic ของแตละคูไพรเมอร เฉลี่ยเทากับ 7.40 
มีคาสัมประสิทธิ์ความคลายคลึงทางพันธุกรรม (genetic similarity coefficient) อยูระหวาง 0.022 - 
0.857 เมื่อนํามาสราง dendrogram โดยโปรแกรม UPGMA สามารถแบงกลุมพันธุถ่ัวเหลืองได 4 
กลุม 

 
วาริน (2545)  ตรวจสอบลายพิมพดีเอ็นเอของยางกราด ยางพลวง และยางลูกผสม ดวย

เทคนิค SRAP เพื่อศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมรวมกับการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
พบวา สามารถแบงตัวอยางออกเปน 3 กลุมอยางชัดเจน คือ กลุมยางกราด กลุมยางพลวง และกลุม
ยางที่คาดวาเปนลูกผสม พบวายางกราด และยางพลวงมคีวามแตกตางทางพันธุกรรมเทากับ 0.349 
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ยางกราดและยางที่คาดวาเปนลูกผสมมีความแตกตางทางพันธุกรรมเทากับ 0.274 สวนยางพลวง
และยางที่คาดวาเปนลูกผสมมีคาความแตกตางทางพันธุกรรมเทากับ 0.261 และไมปรากฏวา
ตัวอยางของยางที่คาดวาเปนลูกผสมอยูในกลุมของยางพลวงหรือยางกราด จึงคาดวายางทั้ง 3 กลุม
เปนคนละชนดิกัน 
 
 Junjian Ni et al. (2002) ศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของขาว indica และ 
japonica จากโครงการปรับปรุงพันธุของสหรัฐอเมริกาจํานวน 38 พันธุ และขาวพนัธุปาจํานวน 2 
ชนิด (O. rufipogon Griffithand และ O. nivara Sharma et Shastry) โดยใช microsatellite markers 
จํานวน 111 คูไพรเมอร ที่กระจายตัวอยูทั่วจีโนม พบวาทาํใหเกิด polymorphism จํานวน 753 แอล
ลีล และแอลลีลเฉลี่ยตอไพรเมอรเทากับ 6.8 เมื่อพิจารณาคาสหสัมพันธทางพันธุกรรม พบวาแอลลี
ลบนโครโมโซมที่ 6 และ 7  มีความหลากหลายสูง แตบนโครโมโซมที่ 2  มีความหลากหลายต่ํา 
 

Giovanni  et al. (2003)  ใช microsatellite markers จํานวน 6 คูไพรเมอร ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของออยจํานวน 66 สายพันธุ เปรียบเทียบกบัวิธีอ่ืนๆ ที่มีการศึกษาไว 
เชน RFLPs, RAPDs และ 5s rRNA  พบวาการใช microsatellite markers สามารถแบงกลุมทาง
พันธุกรรมของออยไดถูกตองแมนยํามากกวาวิธีอ่ืน ๆ 

 
Cheng et al. (2001)  ศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมระหวางแถว และระหวางสายพันธุ

ของถั่วพุมที่ไดจากการปรับปรุงพันธุของสถาบันเกษตรเขตรอนแหงชาติ (IITA) จํานวน 90 สาย
พันธุ โดยใช microsatellite markers จํานวน 46 คูไพรเมอร พบวามีจํานวน 27 คูไพรเมอร สามารถ
จําแนกความแตกตางของถั่วพุมไดจํานวน 88 สายพันธุ 

 
 Selvi et al. (2003)  ใช microsatellite markers ที่พัฒนาจากขาวโพดเพือ่ศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของออย พบวาไพรเมอรจํานวน 14 คูไพรเมอร ทําใหเกดิ polymorphism 
มีคาระหวาง 32.4 - 83.3 เปอรเซ็นต สามารถเพิ่มจํานวนแอลลีลของออยสกุล Saccharum ออย
ลูกผสม และสกุล Erianthus ได 41.17 เปอรเซ็นต และพบวามีคา polymorphism ระหวาง 7 - 14  
เฉลี่ยเทากับ 10 ตอคูไพรเมอร และพบวาไพรเมอรจํานวน 9 คูไพรเมอร สามารถทําใหเกิด 
polymorphism งานทดลองนี้สามารถจําแนกความแตกตางภายในชนดิ ของสกุล Saccharum และ 
Erianthus ไดและพบวาทั้ง 2 สกุลมีความสัมพันธกัน และยังพบไพรเมอรที่เหลือจํานวน 5 คูไพร
เมอร  สามารถจําแนกความแตกตางของสกลุ และชนิดของสกุล Erianthus, S. spontaneum,  
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S. officinarum และ S. barberi  
 
 การใชประโยชนจากดเีอ็นเอเครื่องหมาย จะใชรวมกับเทคนิค PCR และวิธีเจลอิเล็กโทร
ฟอริซิส ซ่ึงเปนวิธีการที่ใชแยกโปรตีนหรอืกรดนิวคลีอิกออกจากกัน โดยใชกระแสไฟฟา ซ่ึงอาศัย
ความแตกตางของชนิด และปริมาณประจไุฟฟา ขนาดและรูปรางของโมเลกุลสาร สารที่มีประจุ
ตางกันจะเคลือ่นที่ในทิศทางตรงขาม นอกจากนี้อัตราการเคลื่อนที่ยังขึ้นอยูกับตวักลางที่ใชดวย 

 
ลายพิมพดีเอน็เอมีความสําคัญในการศึกษาพืชสมุนไพรทีใ่ชในการรักษาโรค เนื่องจากการ

นําสมุนไพรมาใชประโยชนเปนการนําสวนตาง ๆ ของพืชมาใช ในลักษณะสดหรือแหง หากเกิด
ความผิดพลาดในการจําแนกจะทําใหเกดิการปะปนของสวนตาง ๆ อาจเกิดอนัตราย หรือเกิดความ
เสี่ยงตอผูบริโภค  นอกจากนี้สมุนไพรชนดิเดียวกนัแตตางพันธุหรือสายพันธุจะมีปริมาณสารสําคัญ
แตกตางกัน การใชดีเอ็นเอเครื่องหมายในการศึกษาลายพมิพดีเอ็นเอ เพื่อจําแนกความแตกตางทาง
พันธุกรรมของสมุนไพรจึงมีความจําเปนอยางมาก ทําใหสามารถจําแนกสายพนัธุที่มีลักษณะ
ใกลเคียงกันได เปนประโยชนตอการคัดเลือกพันธุหรือสายพันธุสมุนไพรใหเกิดความตรงตามพันธุ
ไมเกิดการปะปนกัน ซ่ึงเปนปจจัยที่สําคัญทําใหเกิดความสม่ําเสมอของปริมาณสารสําคัญใน
วัตถุดิบสมุนไพรที่นํามาใชบริโภค  การจาํแนกสายพันธุโดยใช microsatellite marker สามารถใช
ศึกษารวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา ทาํใหมีความถกูตองแมนยํามากขึ้น เนื่องจากสามารถระบุ
ความแตกตางของพืชรวมถึงสายพันธุ (varieties) และพันธุปลูก (cultivars) ได (Doi et al., 1993) ใน
ระดับยนีหรือระดับดีเอน็เอ 
 
ขอดีของการใช Microsatellite markers 
 

1.  เปนดีเอ็นเอที่มีอยูจํานวนมากในจีโนมของสิ่งมีชีวิตชั้นสูง 
2.  มีความแตกตางของดีเอน็เอชนิด microsatellite มากในจีโนม  ทําใหสามารถใช 

microsatellite markers จําแนกความแตกตางหรือศึกษาลายพิมพดเีอ็นเอไดด ี
3.  สามารถตรวจสอบไดโดยใชเทคนิค PCR และ southern blot 
4.  สามารถแลกเปลี่ยนขอมูลระหวางหองปฏิบัติการไดงาย โดยสงเฉพาะไพรเมอรที่ใชใน

การตรวจสอบความแตกตาง 
5.  เปน codominant marker ทําใหสามารถแยกความแตกตางของเซลลที่เปน heterozygous 

ออกจาก homozygous ได 
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ขอจํากัดของการใช Microsatellite markers 
 

1.  การพัฒนาไพรเมอร microsatellite markers คอนขางยุงยากและเสยีคาใชจายสูง เพื่อให
ไดไพรเมอรทีด่ีมีความจําเพาะกับลําดับเบส และมีจํานวนไพรเมอรมากเพียงพอ 
              2.  ลําดับเบสของดีเอ็นเอชนิด microsatellites  ที่นํามาพัฒนาไพรเมอร ไมเกีย่วของกับยีน 
ดังนั้นจึงไมสามารถใชศึกษายีนไดโดยตรง 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
  
1.  ตัวอยางพชื  
 

ขมิ้นชันที่รวบรวมจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยจํานวน 34 จังหวัด และแนวเขต
ชายแดนไทย - ลาว จ. อุบลราชธานี รวมทัง้หมดจํานวน 129 ตัวอยาง โดยเก็บรวบรวมจากแหลง
ปลูกของเกษตรกร แหลงขายทอนพันธุและวัตถุดิบ นํามาปลูกไว ณ ศูนยวิจยัขาวโพดและขาวฟาง
แหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา คัดเลือก 1 ตนตอแหลงเก็บ โดย
พจิารณาจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่แตกตางกัน เชน ลักษณะหวัหลัก  ลักษณะแงง  รูปรางใบ  
สีใบ  ลักษณะสีของใบประดับ เปนตน โดยแตละตัวอยางมีการเจริญเติบโตที่แตกตางกัน เนื่องจาก
ชวงเวลาการเก็บรวบรวมในแตละพืน้ที่แตกตางกัน เชน รวบรวมแงงจากแหลงขาย รวบรวมทั้งตน
หลังปลูกจากแปลงเกษตรกร โดยกําหนดชือ่ตัวอยางที่รวบรวมเปนชื่อจงัหวัดและหมายเลขลําดับ
การเก็บ ดังแสดงในตารางที่ 1 
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 ตารางที่ 1  ตัวอยางของขมิน้ชันที่รวบรวมจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยจํานวน 129 ตัวอยาง  
 

 
 
 

ตัวอยาง              แหลงที่รวบรวม ตัวอยาง           แหลงที่รวบรวม 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

จ. อุบลราชธานี1 
จ. ศรีสะเกษ1 
จ. กาญจนบุรี1 
จ. กาญจนบุรี2 
จ. กาญจนบุรี3 
จ. พังงา1 
จ. พังงา2 
จ. พังงา3 
จ. พังงา4 
จ. พังงา5 
จ. ศรีสะเกษ2 
จ. เชียงใหม1 
จ. อุบลราชธานี2 
จ. เชียงใหม2 
จ. ชุมพร1 
จ. ชุมพร2 
จ. ตาก1 
จ. ตาก2 
จ. ราชบุรี1 
จ. กาญจนบุรี4 
จ. ชัยนาท1 
จ. ชัยนาท2 
จ. ราชบุรี2 
จ. ราชบุรี3 
จ. กาญจนบุรี5 

26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

จ. ชัยนาท3 
จ. สุราษฎรธานี1 
จ. สุราษฎรธานี2 
จ. สุราษฎรธานี3 
จ. สุราษฎรธานี4 
จ. สุราษฎรธานี5 
จ. พังงา6 
จ. พังงา7 
จ. พังงา8 
จ. เชียงใหม3 
จ. เชียงใหม4 
จ. เชียงใหม5 
จ. ศรีสะเกษ3 
จ. นครศรีธรรมราช1 
จ. ศรีสะเกษ4 
จ. พังงา9 
จ. ขอนแกน1 
จ. ขอนแกน2 
จ. สระแกว1 
จ. สระแกว2 
จ. สระแกว3 
จ. สระแกว4 
จ. สระแกว5 
จ. สระแกว6 
จ. สระแกว7 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

 
 

ตัวอยาง                  แหลงที่รวบรวม ตัวอยาง               แหลงที่รวบรวม 
51 
52 
53 
54 
55 
56 
57 
58 
59 
60 
61 
62 
63 
64 
65 
66 
67 
68 
69 
70 
71 
72 
73 
74 
75 

จ. สระแกว8 
จ. สระแกว9 
จ. สระแกว10 
จ. สระแกว11 
จ. สระแกว12 
จ. สระแกว13 
จ. สระแกว14 
จ. สระแกว15 
จ. สระแกว16 
จ. สระแกว17 
จ. ประจวบคีรีขันธ1 
จ. ประจวบคีรีขันธ2 
จ. ประจวบคีรีขันธ3 
จ. ประจวบคีรีขันธ4 
จ. ประจวบคีรีขันธ5 
จ. เพชรบุรี 
จ. ประจวบคีรีขันธ6 
จ. ประจวบคีรีขันธ7 
ชายแดน1 
ชายแดน2 
ชายแดน3 
ชายแดน4 
จ. ฉะเชิงเทรา1 
จ. ฉะเชิงเทรา2 
จ. ฉะเชิงเทรา3 

76 
77 
78 
79 
80 
81 
82 
83 
84 
85 
86 
87 
88 
89 
90 
91 
92 
93 
94 
95 
96 
97 
98 
99 

100 

จ. ปราจีนบุรี1 
จ. ปราจีนบุรี2 
จ. ฉะเชิงเทรา4 
จ. ปราจีนบุรี3 
จ. ปราจีนบุรี4 
จ. ปราจีนบุรี5 
จ. ปราจีนบุรี6 
จ. ปราจีนบุรี7 
จ. ปราจีนบุรี8 
จ. ฉะเชิงเทรา5 
จ. ตราด1 
จ. ระยอง 
จ. ตราด2 
จ. จนัทบุรี 
จ. ตราด3 
จ. บุรีรัมย1 
จ. บุรีรัมย2 
จ. บุรีรัมย3 
จ. บุรีรัมย4 
จ. บุรีรัมย5 
จ. บุรีรัมย6 
จ. บุรีรัมย7 
จ. สุรินทร1 
จ. สุรินทร2 
จ. สุรินทร3 
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ตารางที่ 1  (ตอ) 
 

 
2.  อุปกรณและสารเคมี  
 
 2.1  อุปกรณทีใ่ชวิเคราะหดเีอ็นเอ 

- ตู  incubator shaker 
- เครื่องสังเคราะหดเีอ็นเอ (PCR) รุน GeneAmpR PCR System 9700 
- ชุด electrophoresis 
- เครื่อง gel document ภายใตแสง UV (Ultra Violet) รุน T2A  
- โปรแกรมคอมพิวเตอรสําเรจ็รูป NTSYSpc รุน 2.02e 

 
 2.2  อุปกรณทีใ่ชวิเคราะหปริมาณสารเคอรคูมินอยด 

- ชุดสกัดสาร (soxhlet extraction) รุน EME6 0500 

ตัวอยาง              แหลงที่รวบรวม ตัวอยาง               แหลงที่รวบรวม 
101 
102 
103 
104 
105 
106 
107 
108 
109 
110 
111 
112 
113 
114 
115 

จ. สุรินทร4 
จ. สุรินทร5 
จ. อุบลราชธานี3 
จ. รอยเอ็ด 
จ. มหาสารคาม 
จ. ศรีสะเกษ5 
จ. สงขลา 
จ. กระบี่1 
จ. กระบี่2 
จ. กระบี่3 
จ. นครศรีธรรมราช2 
จ. นครศรีธรรมราช3 
จ. กระบี่4 
จ. กระบี่5 
จ. ชุมพร3 

116 
117 
118 
119 
120 
121 
122 
123 
124 
125 
126 
127 
128 
129 

จ. พัทลุง1 
จ. พัทลุง2 
จ. สตูล 
จ. ตรัง 
จ. นครศรีธรรมราช4 
จ. นครศรีธรรมราช5 
จ. ขอนแกน3 
จ. เลย 
จ. หนองคาย 
จ. เชียงใหม6 
จ. เชียงใหม7 
จ. อุตรดิตถ 
จ. ลําปาง 
จ. แพร 
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                     -      เครื่องระเหยแหง (rotary evaporator) ประกอบดวย R-200  rotavaper with 
 V-800 vaccuum controller, V-501 vaccuum system, CTL-911 refrigerated circulaters, control 
cable, Vacuum- hose 16/6 MM. 
                     -      HPLC (High Performance Liquid Chromatography) ของ Hewlett Packard  
รุน LC 1100  

-  อุปกรณวดัและเก็บลักษณะทางสัณฐานวทิยา เชน ไมบรรทัด สายวัด เวอรเนยี 
เครื่องชั่งทศนิยม 2 ตําแหนง ของ AND รุน GF-3000  แผนเทียบสีมาตรฐาน (colour chart) และ
อุปกรณถายภาพ 
 
 2.3  สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบในการสกัดดีเอน็เอ 

- Liquid nitrogen 
- Tris-HCl pH 8.0 
- NaCl 
- EDTA pH 8.0 
- 2% CTAB 
- Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
- 0.3% β- mercaptoethanol 
- Phenol 
- Isoamyl 
- Chloroform 
- 95% Ethanol 
- 70% Ethanol 

 
2.4  สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบในการทาํ PCR 

- MgCl2 
- dNTPs 
- Taq DNA polymerase 
-  Loading buffer (ประกอบดวย EDTA pH 8.0, formamide, bromophenol bule & 

xylenecyanol) 
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2.5  สารเคมีที่ใชในกระบวนการ electrophoresis 
- 4.5% Polyacrylamide 
- 10% APS 
- TEMED 
- 1X TBE buffer 
- Bromophenol blue 
- Xylene cyanol 
- Loading buffer (ประกอบดวย 37% formamide, EDTA pH 8.0, 0.1% 

bromophenol bule, 0.1% xylene cyanol 
- Silver nitrate (ประกอบดวย silver nitrate, formamide, water) 
- 10% Acetic acid 
- Developer (ประกอบดวย sodium carbonate, water, sodium triosulfate, 

formamide) 
 
2.6  สารเคมีที่ใชวิเคราะหสารเคอรคูมินอยด  

- Hexane analytical reagent (hexane A.R.) 
- Methanol analytical reagent (methanol A.R.) 
- Methanol HPLC grade 
- Tetrahydrofuran 
- Acetonitrile 
- 1% Acetic acid 

 
 
 
 
 
 

 
 
 



29

 

วิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอยางใบขมิ้นชนัเพื่อสกัดดีเอ็นเอ 

 
เก็บตัวอยางใบบนสุดของตน เนื่องจากเปนใบออนทําใหไดดเีอ็นเอปริมาณมากและ

คุณภาพสูง สามารถบดดวยไนโตรเจนเหลวไดงาย โดยตดัจากบริเวณปลายใบเขามาประมาณ 10 - 
15 เซนติเมตร รีบนําใสในถุงพลาสติกมัดปากถุงใหแนน แชในน้ําแข็งทนัที แลวนําไปสกัดดีเอ็นเอ 
หากยังไมสกัดใหเก็บไวที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส เพื่อรักษาสภาพของดีเอ็นเอ 

  
2.  เตรียมดีเอ็นเอ 
 
 2.1  การสกัดดเีอ็นเอ 

        
       โดยประยกุตการสกัดดีเอ็นเอของ Syamkumar et al. (2003) 
  
   2.1.1  บดตัวอยางใบขมิ้นชนัประมาณ 200 กรัม ในไนโตรเจนเหลวใหละเอียด 

ใสในหลอดเซนตริฟวจขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer (1 โมลาร Tris-HCl pH 8.0,  
5 โมลาร NaCl, 0.5 โมลาร EDTA pH 8.0, 2% CTAB, 30 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร PVP และนํา
สารละลายทั้งหมดไปอุนใหมีอุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร และ
เติม  0.3% β- mercaptoethanol กอนใช 

  
      2.1.2  นําไปบมที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ดวยเครื่อง incubator shaker เปน

เวลา 60 - 120 นาที 
  
 2.1.3  ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองประมาณ 5 นาที แลวเติม ฟนอล : คลอโรฟอรม : ไอ

โซเอมิลแอลกอฮอล (25: 24: 1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ลงในหลอด 
  

2.1.4  ผสมใหเขากันเบา ๆ นาน 20 นาที นาํไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว  
10,000 รอบตอวินาที ที่อุณหภูมหิอง เปนเวลา 5 นาท ี
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  2.1.5  ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม เติมคลอโรฟอรม : 
ไอโซเอมิลแอลกอฮอล (24 : 1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร นําไปปนเหวีย่งที่ความเรว็ 10,000 รอบ
ตอวินาที ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที 

 
         2.1.6  ดูดสารละลายสวนบนใสหลอดเซนตริฟวจหลอดใหมขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
  
               2.1.7  เติมโซเดียมคลอไรด (ความเขมขน 5 โมลาร) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 

ผสมใหเขากัน 
  
          2.1.8  ตกตะกอนดวยเอธานอล 95%  ที่เก็บไวในอณุหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ปริมาตร 2 เทาของสวนใส ผสมใหเขากันเบา ๆ  
  
         2.1.9  นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็ว 12,000 รอบตอวินาที ที่อุณหภูมหิอง  

เปนเวลา 20 นาที 
 
        2.1.10  ดูดสารละลายสวนบนทิ้ง เพื่อเก็บดีเอ็นเอไว ระวังอยาใหตะกอนหลุด

ออกมา  
        2.1.11  ลางตะกอนดวยเอธานอลบริสุทธิ์ 70% ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
 
         2.1.12  นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบตอวินาที ที่อุณหภมูิหอง 

 เปนเวลา 5 นาที 
 
         2.1.13  นําหลอดเซนตรฟิวจเทเอธานอลดานบนทิ้ง และระวังอยาใหตะกอนหลุด
ออกมา คว่ําหลอดไวจนกวาตะกอนจะแหง 

 
  2.1.14  ละลายตะกอนของดีเอ็นเอดวย dH2O ปริมาตร 100 - 200 ไมโครลิตร 

นําไปบมไวในตูควบคุมอุณหภูมิที่ 65 องศาเซลเซียส ประมาณ 1-2 ช่ัวโมง หรือจนกวาดเีอ็นเอจะ
ละลายหมด เกบ็ดีเอ็นเอไวทีอุ่ณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
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2.2  การตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอ็นเอ  
 
       ตรวจสอบคุณภาพและวัดปริมาณดีเอน็เอโดยการทําอิเล็กโทรฟอริซิสในเจลอะกา

โรสความเขมขน 1.0%  ตรวจสอบผลโดยการยอมดวยสารละลายเอธิเดียมโบรไมดความเขมขน 0.5 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และดูภายใตแสง UV เพื่อตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ  
 
ขั้นตอนตาง ๆ มีดังนี้  
 

      2.2.1  นําถาดเจลขนาด 100 มิลลิลิตร วางบนฐานวางถาดเจล แลวเสียบหวีที่
ดานบนของแผนเจล หมุนเกลียวเพื่อล็อคถาดเจล 

 
      2.2.2  เตรียมอะกาโรสเจล 1.0% โดยช่ังผงอะกาโรส 1 กรัม ใสลงใน 0.5X TBE 
buffer (0.04 โมลาร tris-acetate, 0.001 โมลาร EDTA pH 8.0) 100 มิลลิลิตร และหลอมอะกาโรส
โดยใชเครื่องไมโครเวฟ นาน 4 - 5 นาที 

 
      2.2.3  รอใหสารละลายอะกาโรสเย็นทีอุ่ณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส เทลงใน

ถาดใหเจลหนาประมาณ 5 มิลลิเมตร ดวยความระมัดระวงัไมใหเกิดฟองอากาศ 
 
      2.2.4  ปลอยใหเจลเยน็จนแข็งตัวที่อุณหภูมิหอง ใชเวลาประมาณ 30 - 60 นาที 

จากนั้นดึงหวอีอก 
 
      2.2.5  วางแผนเจลใหดานที่มีชองหวีอยูดานบน โหลดดีเอ็นเอมาตรฐาน (standard 

marker) ความเขมขน 100  300 และ 500 นาโนกรัม/ไมโครลิตร  ลงบนแผนเจลในชองเริ่มตนที่ 1 
ถึง 3  

 
     2.2.6  ผสมสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 2 ไมโครลิตร กับ 8X loading buffer (0.25% 
bromophenol bule, 0.25% xylene cyanol, 45% glycerol) 8 ไมโครลิตร แลวคอย ๆ โหลดลงบน
แผนเจล  
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     2.2.7  นําถาดเจลใสใน chamber อิเล็กโทรฟอริซิส ที่มี 0.5X TBE buffer โดยวางให
ดานที่มีชองหวีอยูดานบน (ใกลขั้วลบ) และใหบฟัเฟอรสูงจากแผนเจลประมาณ 1 เซนติเมตร 
 

    2.2.8  เปดกระแสไฟฟาความแรงไฟฟาเทากับ 80 โวลต นาน 1 - 2 ช่ัวโมง หรือให
แถบดีเอ็นเอเคลื่อนที่บนแผนเจลเปนระยะ 2 สวน 3 ของแผนเจล 

 
     2.2.9  นําแผนเจลที่ไดไปยอมดวยสารละลายเอธิเดยีมโบรไมด (0.5 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร) ประมาณ 10 นาท ีลางแผนเจลดวยน้าํสะอาดประมาณ 5 นาที จากนั้นจึงเทสารละลายเอธิ
เดียมโบรไมด เก็บไวในขวดทึบแสง 

 
      2.2.10  นําแผนเจลไปวัดปริมาณและคณุภาพของดีเอน็เอดวยเครื่อง gel document 

ภายใตแสง UV  บันทึกผลดวยการถายภาพ  
 
3.  การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยใช Microsatellite markers 

 
3.1  การคัดเลือกไพรเมอรสําหรับปฏิกิริยา PCR 

 
       คัดเลือกไพรเมอรที่เหมาะสมในการสังเคราะหดเีอ็นเอของขมิ้นชัน เพื่อตรวจสอบ

ความแตกตางของแอลลีล โดยคัดเลือกตวัอยางขมิ้นชันที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาแตกตางกัน 
นํามาสกัดดีเอน็เอและทดสอบไพรเมอรที่ทําใหเกิด polymorphism  โดยเจือจางดีเอ็นเอใหไดความ
เขมขน 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร แลวเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรที่ตองการ
คัดเลือกเพื่อตรวจสอบคูไพรเมอร ที่สามารถทําใหเกิดผลผลิต PCR ที่ชัดเจน ประกอบดวยไพรเมอร
ที่พัฒนาจากขมิ้นชันจํานวน 70 คูไพรเมอร และพัฒนาจากไพลจํานวน 70 คูไพรเมอร พัฒนาขึ้น
โดยหองปฏิบตัิการดีเอ็นเอเทคโนโลยี ต. กําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ. นครปฐม  ภายใต
ทุนอุดหนนุวจิยังบประมาณบูรณาการนํารองป พ.ศ. 2547  สํานักงานคณะกรรมการวจิัยแหงชาต ิ
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3.2  ปฏิกิริยา PCR (Polymerase Chain Reaction) 
 
        เพิ่มชิ้นสวนดเีอ็นเอเปาหมายโดยใชดเีอ็นเอเริ่มตนปริมาตร 10 นาโนกรัม ไพรเมอร 

forward และ reverse (5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) ปริมาตร 0.25 ไมโครโมลาร  2.0 มิลลิโมลาร MgCl2  
200 ไมโครโมลาร dNTPs  เอนไซม Taq DNA polymerase 0.3 unit ในปริมาตรทั้งหมด 5 
ไมโครลิตร 

 
เพิ่มปริมาณดเีอ็นเอดวยเทคนิค PCR ในเครื่องสังเคราะหดีเอ็นเอ GeneAmpR PCR System 

9700  
  

กอนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ทํา Pre-PCR ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที 
จํานวน 1 รอบ ขั้นตอนหลักในการเพิ่มปรมิาณดีเอน็เอ ไดแก 

 
 1.  Denaturing ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วนิาที  
 

 2.  Annealing ที่อุณหภูมิ “X” องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ี
 
 3.  Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 วนิาที 
 
โดย  “X”  องศาเซลเซียส  คือ Annealing temperature (องศาเซลเซียส)  ซ่ึงแตละไพรเมอร

ใชอุณหภูมแิตกตางกัน (ตารางที่ 2) 
 
โดยสารละลายจะผานกระบวนการ PCR  จํานวน 35 - 40 รอบ 
 
ขั้นตอน Post-PCR เปนการหยุดปฏิกิริยาของ PCR โดยใชอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 7 นาที จาํนวน 1 รอบ จากนั้นเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

หลังเสร็จสิ้นปฏิกิริยา หยดุปฏิกิริยาดวย 3 ไมโครลิตร loading buffer (10 ไมโครโมลาร 
EDTA pH 8.0  98% formamide  bromophenol bule & xylenecyanol ) เมื่อส้ินสุดกระบวนการทํา 
PCR ผลผลิตที่ไดหลังจากการทําปฏิกิริยา PCR เรียกวา  “PCR product” 
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ตารางที่  2  อุณหภูมิและจํานวนรอบในปฏิกิริยา PCR ของไพรเมอรที่พัฒนาจากขมิน้ชันและไพล 
                   จํานวน 13 คูไพรเมอร 
 

          ไพรเมอร                                               Annealing                                             PCR cycles 
                                                                Temperature (oC) 

                 Cl-1                                                        58                                                          35 
                 Cl-38                                                      60                                                          35 
                 Cl-54                                                      58                                                          35 
                 Cl-58                                                      56                                                          35 
                 Cl-61                                                      60                                                          35 
                 Cl-65                                                      56                                                          35 
                 Cl-102                                                    56                                                          35 
                 Cl-104                                                    56                                                          40 
                 Cl-117                                                    56                                                          35 
                 Zc-23                                                      56                                                         35 
                 Zc-75                                                      56                                                         35 
                 Zc-84                                                      56                                                         35 
                 Zc-85                                                      56                                                         35                                                   

 
 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ที่ใชบอกขนาดชิ้นดเีอ็นเอที่ไดจากกระบวนการ PCR ทํา
โดยใช φ X 174  แลวตัดดวยเอนไซม Hinf I ใหขนาดความยาวของลําดบัเบสที่ไดเทากับ  
200 - 300  คูเบส 

 
3.3  ตรวจสอบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอดวยอิเล็กโทรฟอริซิส 
 
  3.3.1  การเตรียมกระจก 

 
       ก.  นําแผนกระจกของ BIO RAD ขนาด 31.5 x 38 เซนติเมตร ลางให
สะอาด เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต จํานวน 3 รอบ แลวเช็ดดวยน้ํายา bind silane เพื่อใหเจล
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เกาะตดิบนกระจก (เตรียมจาก 0.5% acetic acid ใน 95 % ethanol เทากบั 1 มิลลิลิตร เติม bind 
silane 3 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน) เชด็ดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต อีกจํานวน 3 รอบ 

  
       ข.  นํา chamber เช็ดดวยเอธานอล 95 เปอรเซ็นต จํานวน 3 รอบ และเช็ด
ดวยน้ํายา clean view จํานวน 1 รอบ เพื่อไมใหเจลติดกระจก 
 

       ค.  นําแผนกระจกมาประกบกับ chamber และใส spacer ทั้ง 2 ขางกระจก  
  
  3.3.2  การเตรียม Polyacrylamide gel ความเขมขน 4.5 เปอรเซ็นต  

 
       ก.  นํา 4.5% polyacrylamide ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  10% APS ปริมาตร 290 

ไมโครลิตร และ TEMED 80 ไมโครลิตร ใสในบีกเกอรเขยาใหผสมกนัและคอย ๆ เทลงบนชุด
กระจกที่เตรียมไวจนเต็ม ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ แลวใสหวีทีด่านบนของเจลเพื่อดันเจลและทํา
ใหเกิดชองวางในการ run gel ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 40 - 60 นาที นําเจลที่ไดไปทําอิเล็ก
โทรฟอริซิส 
 
       ข.  นําชุดกระจกที่เตรยีมไวมาวางใน tank ที่ใสบัฟเฟอร 1X TBE ประมาณ 
100 มิลลิลิตร จนเต็ม chamber ประกอบชดุ run gel เขาดวยกัน เทบัฟเฟอร 1X TBE ใหทวมผิวเจล 
ดึงหวีออก ไลฟองอากาศและเศษเจลแลวปดฝาชุดอิเล็กโทรฟอริซิส 
 
       ค.  ตอสายไฟเขากับเครื่อง power supply ทํา pre - run โดยใชกระแสไฟฟา 
60 โวลต นานประมาณ 30 นาที หรือเมื่อเจลมีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส  
 
       ง.  นํา PCR product ที่เติมสีโบรโมฟนอลบลูความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต 
และสีไซลีนไซยานอล (xylene cyanol) ความเขมขน 0.5 เปอรเซ็นต บมที่อุณหภูมิ 94 องศา
เซลเซียส นาน 3 นาที แลวแชในน้ําแขง็ทนัที  โหลดตัวอยางดีเอ็นเอ 2.5ไมโครลิตร จากนั้นนําไป
โหลดบริเวณชองวางระหวางกระจกในแตละชอง 
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     จ.  เมื่อเจลที่เตรียมไวมีอุณหภูมิประมาณ 48 - 60 องศาเซลเซียส ปดไฟเพื่อ
ไลฟองอากาศและเสียบหวดีานบน โดยใหปลายหวเีสียบอยูในเจล 1 - 2 มิลลิเมตร และโหลดเจลลง
ในชองหว ี
 
                               ฉ.  เปดเครื่องโดยใชกระแสไฟฟา 60 โวลต เปนเวลา 45 นาที หรือจนกวาสี 
xylene cyanol เคลื่อนลงมาหนึ่งสวนสามของเจลจึงปดเครื่อง 
 

      ช.  นําเจลไปยอมดวย silver nitrate 
 

 3.3.3  ตรวจสอบดีเอ็นเอดวยการยอม silver nitrate 
 

      ก.  นําแผนกระจกแชใน 10% acetic acid ใหทวมเจล เขยาเบา ๆ นาน 20 
นาที นํา 10% acetic acid ออกเพื่อเก็บไว 

 
     ข.  ลางแผนกระจกในน้ํากลั่นจํานวน 3 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที เขยา 

เบา ๆ อยางสม่ําเสมอ 
 

          ค.  แชในสารละลาย silver nitrate (ซิลเวอรไนเตรต 1 กรัม, ฟอรมาลดีไฮด 
1.5 มิลลิลิตร, น้ํา 1 ลิตร ผสมใหเขากนั) เขยาเบา ๆ อยางสม่ําเสมอนาน 30 นาท ีเทสารละลาย
ทั้งหมดออก 

 
                     ง.  ลางดวยน้ํากลั่นอยางรวดเรว็นาน 1 นาที จํานวน 1 คร้ัง 

 
                         จ.  แชในสารละลาย developer (โซเดียมคารบอเนต 30 กรัม ละลายน้ํา 1 
ลิตร เติมโซเดียมไตรโอซัลเฟต ความเขมขน 10 มิลลิกรัม/ไมโครลิตร เติมฟอรมาลดีไฮด 1.5 
มิลลิลิตร/ลิตร) ปริมาตรทั้งหมด 1 ลิตร แชเย็นประมาณ 10 องศาเซลเซียส จนเหน็แอลลีลชัดเจนขึ้น 
 
       ฉ.  หยุดปฏิกิริยาดวยสารละลาย stop solution (10% acetic acid ที่เก็บไว) 
เขยาจนหมดฟองอากาศ  
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    ช.  ลางดวยน้ํากลั่นนาน 5 นาที 
  
    ซ.  ผ่ึงแผนกระจกใหแหงทีอุ่ณหภูมิหอง 
 

4.  การวิเคราะหขอมูล 
   

 4.1  นําขอมูลแอลลีลแตละไพรเมอรของขมิ้นชัน 129 ตัวอยาง บันทึกเปนขอมูลไบนารี 
(binary) โดยการเปรียบเทียบการเกิดแอลลีลบนเจลในแตละไพรเมอร โดยใหคะแนนตําแหนงทีเ่กิด
แอลลีลเปน “1” และตําแหนงที่ไมเกิดแอลลีลเปน “0”  (ตารางที่ 3) 
 
 ตารางที่ 3  เปรียบเทียบตวัอยางการใหคะแนนแอลลีลบนเจล Polyacrylamide  
 

รูปแบบของแอลลีล 
            A                           B                     แอลลีลท่ีเปนไปได                               A                         B 

              
 
 

 
นําขอมูลที่ไดวิเคราะหดวยโปรแกรมคอมพิวเตอรสําเร็จรูป NTSYS (Numerical Taxomy 

and Multivariate Analysis System) pc รุน 2.02e โดยใชโปรมแกรม SIMQUAL คํานวณคา
สัมประสิทธิ์ความเหมือน (similarity coefficient) และนําขอมูลที่ไดสราง dendrogram โดยวิธีการ
คํานวณแบบ UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetric Mean Analysis) 
(Sneath and Sokal, 1973) ดวยโปรแกรม SHAN  หาคา cophenetic correlation (r) เพื่อตรวจสอบคา 
goodness of fit โดยใชโปรแกรม COPH และ MXCOMP 

 
4.2  คํานวณคา Polymorphic Information Content (PIC) จากสูตร 
 

PIC  =  1 - ∑ pi
2 

 

A 
B 
C 

1 1 
1 0 
0 1 
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โดย  pi  คือ ความถี่ของแอลลีล ที่ i ซ่ึง pi ประกอบดวย pa (absent allele) และ pp (present 
allele) (Ott, 1991)  คา PIC เปนคาที่บงชี้โอกาสที่จะพบตัวอยางที่คัดเลือกมีการเกิด polymorphism  
ซ่ึงถา PIC > 0.7 พิจารณาไดวามีคา polymorphism สูง 

 
5.  การจําแนกความสัมพันธโดยใช Microsatellite markers รวมกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา 
 

คัดเลือกตัวแทนของทอนพันธุขมิ้นชันจํานวน 34 สายพันธุ ที่ไดจากการจําแนกสายพนัธุ
โดยใช microsatellite markers สายพันธุละ 1 ตัวอยาง  ปลูกในแปลงทดลองของศูนยวจิัยขาวโพด
และขาวฟางแหงชาติ อ. ปากชอง จ. นครราชสีมา ในเดอืนพฤษภาคม 2548 เพื่อศึกษาความสัมพันธ
ทางพันธุกรรมรวมกับลักษณะทางสณัฐานวิทยา โดยใชระยะปลกูระหวางตน 60 เซนติเมตร และ
ระหวางแถว 75 เซนติเมตร กอนปลูกรองกนหลุมดวยปุยมูลไกอัตรา 250 กรัมตอหลุม ปลูกดวย
ทอนพันธุที่มตีาจํานวน 2 - 5 ตา ใหน้ําสม่าํเสมอและกําจัดวัชพืชเมื่ออายุ 30 วันหลังปลูก ใสปุยสูตร 
15-15-15 จํานวน 2 คร้ัง เมื่ออายุ 60 และ 120 วันหลังปลกู อัตรา 15 กรัม/ตน (ประมาณ 1 ชอนโตะ)  
บันทึกขอมูลการเจริญเติบโต เมื่อขมิ้นชันอายุ 120 วันหลังปลูก ดังนี้  

 
-  ความสูง : วัดจากบริเวณลําตนเหนือดินถึงฐานใบที่สูงสุดของตน (เซนติเมตร) 
 
-  รูปรางใบ : เปรียบเทียบกนั 2 ลักษณะ คอื รูปรางรี หรือรูปรางรีแกมขอบขนาน 
 
-  ฐานใบ : เปรียบเทียบกัน 4 ลักษณะ คือ รูปรางมน คอนขางมน สอบแคบ หรือมน

คอนขางปาน 
 

 -  สีใบ : เปรียบเทียบกับแผนเทียบสีมาตรฐาน 
 
 -  สีใบประดับของชอดอก : เปรียบเทียบกบัแผนเทียบสมีาตรฐาน 
  
 -  สีของปลายใบประดับ : เปรียบเทียบกบัแผนเทียบสมีาตรฐาน 
 
 -  จํานวนตนตอกอ : นับจํานวนตนทั้งหมดที่แตกกอ 
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ในเดือนกุมภาพันธ 2549  เกบ็เกี่ยวหวัหลัก และแงงขมิ้นชันที่อายุ 9 เดือน โดยลําตนเหนือ
ดินเปลี่ยนสภาพเปนสีเหลืองแหงหรือสีน้ําตาลและเหีย่วโทรม  ทําการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาของลําตนใตดนิ ดังตอไปนี ้
 
 -  น้ําหนักสดรวมหลังเก็บเกีย่วตอตน (กรัม) : ช่ังหัวหลักและแงงทั้งหมดที่ไดจากแตละตน
ของแตละสายพันธุดวยเครื่องชั่ง 2 ตําแหนง 
  
 -  จํานวนและความยาวเฉลี่ยหัวหลักของกอตอตน : นับจํานวนหัวหลักทั้งหมด และวดั
ความยาวทั้งหมด เพื่อหาคาเฉลี่ยของหัวหลักตอตน (เซนติเมตร) 
 
 -  เสนผานศูนยกลางของหวัหลักตอตน:  ใชเวอรเนยีวดัเสนผานศูนยกลางของหัวหลักที่มี
ขนาดใหญที่สุดของกอ (มิลลิเมตร)  
 
 -  จํานวนและความยาวเฉลี่ยของแงงที่ 1 (primary rhizome) ตอตน : นับจํานวนแงงที่ 1 
ทั้งหมดและวดัความยาวทั้งหมด  เพื่อหาคาเฉลี่ยของแงงที่ 1 (เซนติเมตร) ตอตน 
 
 -  จํานวนและความยาวเฉลี่ยของแงงที่ 2 (secondary rhizome) ตอตน : นับจํานวนแงงที่ 2 
ทั้งหมดและวดัความยาวทั้งหมด  เพื่อหาคาเฉลี่ยของแงงที่ 2 (เซนติเมตร) ตอตน 
 
 -  จํานวนและความยาวเฉลี่ยของแงงที่ 3 (tertiary rhizome) ตอตน : นับจํานวนแงงที่ 3 
ทั้งหมดและวดัความยาวทั้งหมด  เพื่อหาคาเฉลี่ยของแงงที่ 3 (เซนติเมตร) ตอตน 
  
 -  สีผิวของหัวหลักและแงง : เปรียบเทียบกบัแผนเทียบสมีาตรฐาน 
 
 -  สีเนื้อในแงง : ใชมีดหัน่แงงที่ 1 บริเวณขอที่ 3 ตามขวาง  เพื่อเปรียบเทียบสีในแงงกับ
แผนเทียบสีมาตรฐาน 
 
 -  กล่ิน : ใชมีดหั่นแงงที่ 1 บริเวณขอที่ 3 ตามขวาง  เพื่อเปรียบเทียบกลิ่นโดยการดมกลิ่น 
ใหคะแนนเปน 3 ระดับ คือ ฉุนมาก ฉุนปานกลาง และฉนุนอย 
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-  ปริมาณน้ํามนั : ใชมีดหั่นแงงที่ 1 บริเวณขอที่ 3 ตามขวาง เปรียบเทียบปริมาณน้ํามนัใน
แงงดวยสายตา โดยใหคะแนนเปน 3 ระดบั คือ มาก ปานกลาง และนอย  

 
-  รูปรางของหัวหลัก : พิจารณาจากลักษณะที่สังเกตเหน็ เชน ทรงกลม ทรงกระบอก 
 

 -  ลักษณะของแงง : พิจารณาจากขนาดและรูปรางของแงงที่ 1 โดยใชเวอรเนีย วดัเสนผาน
ศูนยกลางบริเวณกึ่งกลางของแงงที่ 1 เพื่อหาขนาดของแงง  บันทึกขอมูลโดยกําหนดใหแงงที่มี
ขนาดเสนผานศูนยกลางมากกวา 1.5 เซนติเมตร เปนแงงขนาดใหญ  แงงที่มีขนาดเสนผาน
ศูนยกลาง 1.2 - 1.5 เซนติเมตร เปนแงงขนาดปานกลาง และแงงที่มีขนาดเสนผานศูนยกลางนอย
กวา 1.2 เซนติเมตร เปนแงงขนาดเล็ก และพิจารณารูปรางของแงงจากลักษณะที่สังเกตเหน็ เชน ยาว
เรยีว อวนสั้น 
 
 -  ลักษณะการแตกกอของลําตนใตดนิ : นําลําตนใตดินทัง้หมด ซ่ึงประกอบดวย หวัหลัก
และแงงหลังเก็บเกีย่วมาตดัรากใหเหลือเฉพาะหวัหลักและแงง  (การเก็บเกีย่วตองระมัดระวังไมให
ลําตนใตดินแตกหรือหลุดรวง  เพื่อใหไดทุกสวนของลาํตนใตดนิที่สมบูรณในการศึกษาลักษณะ
ทางสัณฐานวทิยา) โดยพิจารณาการแตกของแงงทั้ง 3 ชนิด โดยพิจารณาทิศทางการชี้ของแงง  
บันทึกขอมูลโดย  กําหนดใหแงงที่มแีนวโนมชี้ลงในแนวดิ่งเปนการแตกกอเปนระเบียบ  แงงที่มี
แนวโนมชี้ลงในแนวดิ่ง และชี้ทํามุมแหลมหรือมุมปานกบัแนวดิ่งเปนการแตกกอคอนขางเปน
ระเบียบ และแงงที่มีแนวโนมชี้ทํามุมแหลมหรือมุมปานกับแนวดิ่งเปนการแตกกอไมเปนระเบยีบ 
 
 -  วิเคราะหสารเคอรคูมินอยด (%) : โดยเครื่อง HPLC  กําหนดใหตวัอยางที่มีสารเคอรคมูิ
นอยดนอยกวา 4%  มีสารเคอรคูมินอยดต่ํา และตัวอยางทีม่ีสารเคอรคูมินอยดมากกวา 4% มีสาร
เคอรคูมินอยดสูง 
 
6.  การวิเคราะหสารเคอรคูมินอยด 
 
 วิเคราะหหาปริมาณสารเคอรคูมินอยดทุกสายพันธุดวยเครื่อง HPLC 
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 6.1  การเตรียมสารละลายตัวอยาง 
   
  6.1.1  เตรียมแงงขมิ้นชันทั้ง 3 ชนิด ประกอบดวยแงงที่ 1  2 และ 3  เฉลี่ยตัวอยางละ 
80 กรัม หั่นเปนชิ้นบาง ๆ หนาประมาณ 1 - 2 มิลลิเมตร อบที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
20 ช่ัวโมง  
 
  6.1.2  บดดวยเครื่องบด และรอนผานตะแกรงขนาด 40 mesh สุมตักตวัอยางดวยวิธี 
compartment โดยการคนตวัอยางใหเขากัน แลวสุมตักสลับ (ตารางที่ 4) โดยเลือกตักแบบใดแบบ
หนึ่ง A หรือ B ตัวอยางละ 1 กรัม ใสใน thimble extraction แลวปดดวยพาราฟลมเพือ่ปองกัน
ความชื้น 
 
ตารางที่ 4  แสดงการตักตวัอยางผงขมิ้นชันโดยสุมเพื่อวเิคราะหปริมาณสารเคอรคูมินอยด 
 

A B A 
B A B 

 
  6.1.3  นําตัวอยางที่เตรียมใน thimble extraction มาสกัดดวยตวัทําละลายเฮกเซน
ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เพื่อกําจัดไขมนัออก เปนเวลา 60 นาที และสกดัตอดวยตวัทําละลายเมธา
นอล ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เปนเวลา 90 นาที ดวยชุดสกดัสาร 
 
  6.1.4  นําสารละลายที่สกัดได มาทําใหเขมขนดวยเครื่องระเหยแหง 
  
  6.1.5  นําสารที่ไดละลายดวยเมธานอลชนดิสําหรับเครื่อง HPLC (HPLC grade) ใส
ในขวดปรับปริมาตรขนาด 25 มิลลิลิตร ใหมีปริมาตร 25 มิลลิลิตร กรองสารสกัดที่ไดดวยกระดาษ
กรองขนาดอนุภาคเสนผานศูนยกลาง 0.45 ไมครอน  (Guddadarangavvanahally et al., 2002) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
 
  6.1.6  นําสารสกัดที่ไดจากการกรองปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตรวจวิเคราะหหาปริมาณ
สารเคอรคูมินอยดดวยเครื่อง HPLC และคํานวณเทียบกบักราฟมาตรฐาน 
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6.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐาน 

 

6.2.1  นําสารละลายมาตรฐานเคอรคูมิน 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 25 มิลลิกรัม 
ละลายดวยเมธานอล HPLC grade ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ในขวดปรับปรมิาตร ขนาด 5 มิลลิลิตร ได
สารละลายมาตรฐานความเขมขน 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร เปนสารละลายมาตรฐาน (stock solution) 

 

             6.2.2  ดูดสารละลายมาตรฐานใน stock solution ปริมาตร 200  400  600 และ 800 
ไมโครลิตร ใสในขวดเก็บสาร (vial) ปรับปริมาตรใหเปน 1,000 ไมโครลิตร โดยดูดสารละลายเมธา
นอล HPLC grade ปริมาตร 800  600  400 และ 200 ไมโครลิตร ใสในขวดเก็บสาร จะไดสารละลาย
มาตรฐานความเขมขน 1  2  3 และ 4 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 

 

6.2.3  การวิเคราะหปริมาณเคอรคูมินอยดดวยเครื่อง HPLC 

 

 นําสารละลายตัวอยางที่ตองการวิเคราะหปริมาณสารเคอรคูมินอยด เทียบกับกราฟ
มาตรฐานโดยมีสภาวะที่สําคัญดังนี้ 

 -  อัตราการไหลของสาร (flow rate) 1.0 มิลลิลิตร/นาที 

 -  สารตัวพาสารละลายใหเคลื่อนที่ (mobile phase) ประกอบดวย Tetrahydrofuran (THF) : 
acetonitrile : 1% acitic acid อัตรา 10 : 30 : 60 (Min Hsiung, 1999) 

 -  คอลัมนที่ใชคือ Zorbax SB-C18 Column (4.6 x 150 nm) 

 -  ตัวตรวจสอบที่ใชคือ UV-Vis Detector ความยาวคลื่น 425 นาโนเมตร 

 -  สารละลายที่ฉีดปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
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7.  สถานที่ทําการทดลอง  
  

7.1  ศูนยวจิัยขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร อ. ปากชอง 

จ. นครราชสีมา 

 

7.2  หองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี  ศูนยพันธวุิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ 
ต. กําแพงแสน อ. กําแพงแสน จ. นครปฐม 

 

7.3  หองปฏิบัติการศูนยความหลากหลายทางพันธุกรรมพืช มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
วิทยาเขตบางเขน จ. กรุงเทพมหานคร  

 

8.  ระยะเวลาทําการทดลอง 
  

เริ่มเก็บรวบรวมขมิ้นชันจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทย เดือนธันวาคม พ.ศ. 2546 ปลูกไว
ในแปลงทดลองของศูนยวจิยัขาวโพดและขาวฟางแหงชาติ เพื่อนํามาวเิคราะหดเีอ็นเอโดยใช  
microsatellite markers ในหองปฏิบัติการดีเอ็นเอเทคโนโลยี เดือนตุลาคม พ.ศ. 2547  และนําสาย
พันธุที่จําแนกไดมาปลูกเพื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวทิยา และวิเคราะหปริมาณสารเคอรคูมิ
นอยด ส้ินสุดการทดลองเดอืนมนีาคม พ.ศ. 2549 
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ผลการทดลอง 
 
1.  การคัดเลือกไพรเมอรสําหรับปฏิกิริยา PCR 

 
  สามารถคัดเลือกไพรเมอรทีท่ําใหเกิด polymorphism จํานวน 13 คูไพรเมอร (ตารางที่ 5)

ประกอบดวยไพรเมอรที่พัฒนาจากขมิ้นชนัจํานวน 9 คูไพรเมอร คือ ไพรเมอร Cl-1, Cl-38, Cl-54, 
Cl-58, Cl-61, Cl,-65, Cl-102, Cl-104 และ Cl-117 และไพรเมอรที่พัฒนาจากไพลจํานวน 4 คูไพร
เมอร คือ ไพรเมอร Zc-23, Zc-75, Zc-84 และ Zc-85 ทุกไพรเมอรประกอบดวยลําดบัเบสของสาย 
forward และสาย reverse  
 
2.  การตรวจสอบแอลลีลโดยใช Microsatellite markers 

 
 ตรวจสอบการเกิดแอลลีลของขมิ้นชันที่รวบรวมจากแหลงตาง ๆ ในประเทศไทยจํานวน 
129 ตัวอยาง โดยใช microsatellite markers จํานวน 13 คูไพรเมอร เพื่อแยกขนาดของแอลลีลโดย
เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน φ X - 174  บนเจล polyacrylamide ดวยวิธีอิเล็กโทรฟอริซิส พบวา 
แตละไพรเมอรสามารถสังเคราะหแอลลีลไดแตกตางกัน (ตารางที่ 5) โดยมีจํานวนแอลลีลตอโลกัส
ระหวาง 2 - 10 แอลลีล มีคาเฉลี่ยเทากับ 6.54 แอลลีลตอโลกัส  โดยแอลลีลทั้งหมดที่สังเคราะหได 
มีขนาดระหวาง 140 - 311 คูเบส (bp) มีจํานวนแอลลีลที่เกิด polymorphism ทั้งหมด 85 แอลลีล 
พบวาไพรเมอร Cl-38, Cl-65, Cl-102, Cl-104 และ Zc-84 สามารถสังเคราะหแอลลีลไดมากที่สุดคอื 
10 แอลลีล (ภาพที่ 3) ซ่ึงมีขนาดระหวาง 151 - 311 คูเบส และไพรเมอร Cl-58 และ Zc-85 
สังเคราะหแอลลีลไดนอยที่สุดคือ 2 แอลลีล (ภาพที่ 5 และ 8) มีขนาดระหวาง 151 - 200 คูเบส และ
เมื่อนําทุกไพรเมอรมาคํานวณคา PIC พบวามีคาระหวาง 0.011 - 0.775 เฉลี่ยเทากับ 0.548 โดยพบ
ไพรเมอร Cl-58 และ Zc-85 มีคา PIC เทากบั 0.011 และ 0.015 ตามลําดับ ซ่ึงมีคานอยกวาคาเฉลี่ย
ของ PIC (ตารางที่ 5)  
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ตารางที่ 5  ขนาดของแอลลีล จํานวนแอลลีล และคา Polymorphic Information Content (PIC)    
                  ที่ไดจากการสังเคราะหดวยไพรเมอรที่พัฒนาจากขมิ้นชันและไพลจํานวน 
     13 คูไพรเมอร 
 

            ไพรเมอร                             ขนาดของแอลลีล                 จํานวนแอลลีล                    PIC 
                                                                (base pair, bp)                        

                 Cl-1                                          151-249                                    5                                   0.622   
     Cl-38                                        200-249                                    10                                 0.733                     
                   Cl-54                                        200- 249                                   3                                   0.429                
                   Cl-58                                        151-200                                    2                                   0.111                   
                   Cl-61                                        200-249                                    6                                   0.726                   
                   Cl-65                                        249-311                                    10                                 0.775                  
                   Cl-102                                      151-200                                    10                                 0.520                  
                   Cl-104                                      200-311                                    10                                 0.695                   
                   Cl-117                                      51-249                                      7                                   0.738                 
                   Zc-23                                        140-200                                   6                                    0.734                 
                   Zc-75                                        200-249                                   4                                    0.500               
                   Zc-84                                        151-249                                   10                                  0.655          
                   Zc-85                                        151-200                                   2                                    0.015 
ผลรวม        13                                           140-311                                   85                                  7.128 

    เฉลี่ย                                                                                                       6.54                                 0.548 
 

 
 
     

 
 
 
 
 


