
Thai Journal of Science and Technology  ปีท่ี 3  ฉบบัท่ี 1  มกราคม - เมษายน 2557 

*Corresponding author: narumolpla@yahoo.com

การวิเคราะหค์วามสมัพนัธท์างพนัธกุรรมและการจ าแนกขม้ิน 
ด้วยเทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 

Genetic Relationship Analysis and Identification of Curcuma 
Using HAT-RAPD Technique
วริสรา แทนสง่า และธีระชยั ธนานันต์ 

ภาควชิาเทคโนโลยชีวีภาพ คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์
ศนูยร์งัสติ ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธาน ี12120 

บญุหงษ์ จงคิด
ภาควชิาเทคโนโลยกีารเกษตร คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัธรรมศาสตร ์

ศนูยร์งัสติ ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธาน ี12120 
นฤมล ธนานันต์* 

คณะวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัราชภฏัวไลยอลงกรณ์ ในพระบรมราชปูถมัภ์ 
ต าบลคลองหนึ่ง อ าเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธานี 13180 

Warisara Tansa-nga and Theerachai Thanananta
Department of Biotechnology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, 

Rangsit Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 12120 
Boonhong Chongkid 

Department of Agricultural Technology, Faculty of Science and Technology, Thammasat University, 
Rangsit Centre, Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 

Narumol Thanananta* 
Faculty of Science and Technology, Valaya Alongkrrn Rajabhat University under Royal Patronage, 

Khlong Nueng, Khlong Luang, Pathum Thani 13180 

บทคดัย่อ 
การศกึษาความสมัพนัธท์างพนัธุกรรมของขมิน้ 6 ชนิด จ านวน 10 ตวัอย่าง ดว้ยเทคนิคแฮตอารเ์อพดีี

โดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 สาย พบว่าไพรเมอร์ 35 สาย สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ เมื่อคัดเลือก     
ไพรเมอร์ 20 สาย ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชดัเจนมาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม พบว่า
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างพนัธุไ์ดด้ว้ยแถบดเีอน็เอทีจ่ าเพาะกบัตวัอย่าง นอกจากนัน้ยงัพบไพรเมอร์
ทีส่ามารถจ าแนกขมิ้นทัง้ 10  ตวัอย่าง ไดด้้วยไพรเมอรเ์พยีงไพรเมอรเ์ดยีว เมื่อวเิคราะหค์วามสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมพบว่าสามารถจ าแนกขมิน้ทัง้ 10 ตวัอย่าง เป็น 4 กลุ่ม โดยมคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 
0.38 ถงึ 0.83 
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Abstract 

High annealing temperature - random amplified polymorphic DNA (HAT-RAPD) technique was 
used to study the genetic relationship among 10 samples of 6 Curcuma species. Thirty-five random 
primers out of seventy-two were successful for DNA amplification. In this study, we selected 20 
random primers which gave clear amplified products for genetic analysis. The result showed 
significant differences among 6 species and also showed bands in each sample. Moreover, we found 
10 random primers which tended to be DNA markers for Curcuma identification. A dendrogram 
constructed based on polymorphic bands showed genetic similarities among 6 Curcuma species and 
were separated into 4 clusters with similarity coefficients ranging from 0.38 to 0.83. 
 

Keywords: Curcuma; identification; genetic relationship; HAT-RAPD 
 
1. ค าน า 

ขมิ้นเป็นพืชสมุนไพรที่มีประโยชน์หลาย
ด้าน ได้แก่ เป็นยารกัษาโรค ประกอบอาหาร เป็น
ส่วนประกอบเครื่องส าอาง เป็นต้น โดยขมิ้นมี
คุณประโยชน์ทางยา เช่น ขมิ้นช่วยรักษาโรค
กระเพาะและแก้ท้องอืดท้องเฟ้อได้ (โครงการ
สมุนไพรเพื่อการพึ่งตนเอง, 2533) ในเหง้าของ
ขมิ้นชนัมีสารออกฤทธิส์ าคญัคือน ้ามนัหอมระเหย 
(volatile oil) ซึ่งมีฤทธิใ์นการฆ่าแบคทีเรียและรา 
ช่วยขบัลม และรกัษาแผลพุพอง นอกจากนี้ยงัพบ
สารสเีหลอืงทีช่ื่อว่าเคอรค์มูนิ (curcumin) (โครงการ
สมุนไพรกับการสาธารณสุขมูลฐานโดยความ
ช่วยเหลือขององค์การยูนิเซฟ, 2529) ซึ่งปริมาณ
ของสารเคอรค์วิมนิในเหงา้ของขมิ้นในแต่ละชนิดมี
ไม่เท่ากัน (บุญหงษ์, 2548) ส าหรับการประกอบ
อาหาร มักนิยมน าขมิ้นไปใช้แต่งกลิ่นและสีของ
อาหาร เช่น แกงไตปลา แกงกะหรี่ ส่วนในด้าน
เครื่องส าอาง มีการใช้ขมิ้น เป็นส่วนประกอบ 
เน่ืองจากสรรพคุณของขมิ้นที่มีฤทธิฆ์่าแบคทีเรีย
และราได้ นอกจากนี้ยงัสามารถลดการอกัเสบ จึง
น ามาใช้ในการรักษาสิว โดยเครื่องส าอางที่มี

ส่ วนประกอบของขมิ้ น  เช่ น  สบู่  แ ป้ ง  โลชั น่ 
(สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ ง
ประเทศไทย, 2546) 

ดว้ยความส าคญัดงักล่าว ผู้วจิยัจงึมแีนวคดิ
ทีจ่ะศกึษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic 
diversity) ของขมิ้นโดยใช้เทคนิคแฮตอาร์เอพีด ี
( HAT-RAPD, high annealing temperature - 
random amplified polymorphic DNA) ซึ่ ง เ ป็ น
เท ค นิ ค ที่ ส ร้ า ง ล า ย พิ ม พ์  ดี เอ็ น เอ  ( DNA 
fingerprinting) ด้ ว ย ก าร ใช้ ไพ ร เม อ ร์แ บ บ สุ่ ม 
( random primer) ข น า ด  8-12 นิ ว ค ลี โ อ ไ ท ด ์
(nucleotide) โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (PCR, 
polymerase chain reaction) (Williams et al., 
1990) ซึ่งสะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอปริมาณน้อย 
ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับดีเอ็นเอ และ
ประหยดัค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิคเครื่องหมายดเีอน็เอ
ชนิดอื่น (สรุนิทร,์ 2552) 

งานวิจัยนี้มีจุดประสงค์เพื่ อศึกษาความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของขมิ้นและตรวจหา
เครื่องหมายแฮตอารเ์อพดี ี(HAT-RAPD marker) ที่
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สามารถจ าแนกชนิดของขมิ้น ซึ่งจะเป็นประโยชน์
ต่อการปรบัปรุงพนัธุแ์ละการอนุรกัษ์ 
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตวัอย่างขม้ิน  

ตวัอย่างขมิ้นที่ใช้ในงานวจิยันี้ม ี6 ชนิด 
(species) 10 ตัวอย่าง ได้แก่ ขมิ้นอ้อย [Curcuma 
zedoaria (Berg) Roscoe] ข มิ้ น ข า ว  (Curcuma 
mangga Valeton & Zijp.) ข มิ้ น ท อ ง  (Curcuma 
longa Linn.) ข มิ้ น ด า  (Curcuma aeruginosa 
Roxb.) ขมิ้นพื้นเมืองของจังหวัดอุบลราชธานี 
(Curcuma sp.) แ ล ะ ข มิ้ น ชั น  (Curcuma longa 
Linn.) จาก 5 จงัหวดั คอื ชุมพร กรุงเทพมหานคร 
แพร่ สรุาษฎรธ์านี และสงขลา 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
น าใบอ่อนของขมิ้นทัง้ 10 ตัวอย่าง มา

สกดัดเีอน็เอดว้ยวธิปีระยุกต์จาก Doyle และ Doyle 
(1987) ตรวจสอบปรมิาณดเีอน็เอที่ไดด้ว้ยวธิีวดัค่า
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น  260 และ 280    
นาโนเมตร (nm) และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ
ด้วยเทคนิคอเิล็กโทรโฟรซีสิ (electrophoresis) ใน
เจ ล อ ะก า โรส  (agarose gel) 0.8 เป อ ร์ เซ็ น ต ์
(Sambrook et al., 1989) 

2.2 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เทคนิคแฮตอารเ์อพีดี 

2.2.1 การตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่
สามารถเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิาลกูโซ่พอลิ
เมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอของขมิ้นทัง้ 10 ตัวอย่าง 
เขา้ดว้ยกนั แลว้น าไปท าปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรส
โดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม ทัง้หมด 6 ชุด ชุดละ 12 
สาย คอืไพรเมอรช์ุด A2, B2, C2, D2, E2 และ F2 
จากบริษัท Wako Company (Japan) ซึ่งมีขนาด 
12 นิวคลโีอไทด ์

2.2.2 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
ของขมิ้น โดยคัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์       

ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอของ
ขมิน้แต่ละตวัอย่าง โดยไดเ้พิม่ปรมิาณดเีอน็เอด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซ ้า 3 ครัง้ ทัง้นี้ เพื่ อ
ยนืยนัผลลายพมิพด์เีอน็เอ (นฤมล และคณะ, 2555) 

2.3 การวิเคราะหผ์ล 
เปรยีบเทียบลายพิมพ์ดีเอน็เอของขมิ้น

แต่ละตัวอย่างที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดย
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของ
แถบดเีอน็เอทีไ่ดท้ัง้หมด แลว้วเิคราะหค์่าดชันีความ
เหมือน (similarity index) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป 
NTSYS-pc รุ่น 2.0 และสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
(dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic 
mean) (Rohlf, 2002) 
 
3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของขมิ้นด้วย
เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม  72 
สาย พบว่าไพรเมอร์ 35 สาย (หรือคิดเป็น 48.61 
เปอร์เซ็นต์) สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ เมื่อ
คดัเลือกไพรเมอร์แบบสุ่ม 20 สาย ที่เพิ่มปริมาณ   
ดีเอ็นเอได้อย่างชัดเจนมาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ของขมิ้นแต่ละชนิด จ านวน 6 ชนิด 10 ตัวอย่าง 
ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี ปรากฏว่าพบแถบ       
ดเีอน็เอรวมทัง้สิน้ 219 แถบ ขนาดประมาณ 300-
3,000 คู่เบส ซึง่เป็นแถบดเีอน็เอทีพ่บเหมอืนกนัทุก
ชนิด (monomorphic band) 16 แถบ (หรอืคิดเป็น 
7.31 เปอรเ์ซน็ต์) และเป็นแถบดเีอน็เอทีพ่บต่างกนั
ในแต่ละชนิด (polymorphic band) 203 แถบ (หรอื
คดิเป็น 92.69 เปอรเ์ซน็ต์) โดยลายพมิพ์ดเีอน็เอที่
ไดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีนีัน้มรีปูแบบจ าเพาะต่อ
ขมิ้นแต่ละชนิด (รูปที่ 1) และพบแถบดีเอน็เอบาง
แถบทีส่ามารถใชเ้ป็นเครื่องหมายดเีอน็เอส าหรบัจดั
จ าแนกตัวอย่างของขมิ้นได้ นอกจากนี้ ยังพบ    
ไพรเมอร์ซึ่งให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่สามารถแยก
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ความแตกต่างของขมิ้นแต่ละชนิดออกจากกันได้
ด้วยไพรเมอร์เดียว จ านวน 11 สาย ได้แก่ A31  
(5-AAGGCGCGAACG-3), B27 (5-GGCGGTT 
ATGAA-3), C21 (5-GGAGAGCGGACG-3), 
C22 (5-GGTCACCGATCC-3), D23 (5-ACCAT 

CAAACGG-3), D31 (5-GGAGGTCGACCA-3), 
E22 (5-GGAATGGAACCG-3), E23 (5-AGGTA 
CGCCGCA-3), E32 (5-CAGGAACAGCAA-3), 
F23 (5-CCATCCGCACGA-3) และ F31 (5-AT 
CGTGACGCCG-3) 

 

 
 

รปูท่ี 1   ลายพมิพด์เีอน็เอทีไ่ด้จากเทคนิคแฮตอารเ์อพดีโีดยใช้ไพรเมอร ์A31 [M คอืดเีอน็เอมาตรฐาน 1 Kb 
Plus DNA Ladder (InvitrogenTM Life Technology, USA), 1-10 คือ ขมิ้นอ้อย ขมิ้นขาว ขมิ้นทอง 
ขมิน้ด า ขมิน้ชนั (ชุมพร) ขมิน้ชนั (กรุงเทพมหานคร) ขมิน้พืน้เมอืงของจงัหวดัอุบลราชธานี ขมิน้ชนั 
(แพร่) ขมิน้ชนั (สรุาษฎรธ์านี) และขมิน้ชนั (สงขลา) ตามล าดบั] 

 
เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จาก

เทคนิคแฮตอารเ์อพดีดีว้ยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 
2.0 และเลอืกวธิจีดักลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณ
ค่าดชันีความเหมอืนและสรา้งแผนภูมคิวามสมัพนัธ ์
พบว่าขมิ้นทัง้ 10 ตวัอย่าง ที่ใช้ในการวจิยัครัง้นี้มี
ค่าสมัประสิทธิค์วามเหมือนอยู่ระหว่าง 0.38 ถึง 
0.83 เฉลี่ย 0.61 (รูปที่ 2) ถ้าพิจารณาที่ค่าดัชนี
ความเหมือน 0.53 พบว่าสามารถแบ่งขมิ้นทัง้ 10 
ตัวอย่าง เป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ ขมิ้นอ้อย 
ขมิ้นพื้นเมืองอุบลราชธานี และขมิ้นทอง กลุ่ม 2 
ได้แก่ ขมิ้นด า กลุ่ม 3 ได้แก่ ขมิ้นขาว และกลุ่ม 4 
ไดแ้ก่ ขมิน้ชนั (ชุมพร) ขมิน้ชนั (กรุงเทพมหานคร) 
ขมิ้นชัน (สุราษฎร์ธานี ) ขมิ้นชัน (สงขลา) และ

ขมิน้ชนั (แพร่) (รูปที ่3) ผลการวจิยันี้แสดงว่าขมิ้น
มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยแถบ      
ดเีอน็เอทีใ่หค้วามแตกต่างระหว่างตวัอย่างสามารถ
ใชเ้ป็นเครื่องหมายแฮตอารเ์อพดีสี าหรบัการจ าแนก
ขมิน้ และแถบดเีอน็เอบางแถบทีจ่ าเพาะต่อตวัอย่าง
สามารถพฒันาเป็นเครื่องหมายดเีอน็เอทีจ่ าเพาะต่อ
ชนิดของขมิ้นได้ นอกจากนัน้ผลการวจิยันี้ยงัเป็น
ขอ้มูลพื้นฐานที่ส าคญัส าหรบัใช้ประโยชน์ด้านการ
ศกึษาวจิยัและการวางแผนอนุรกัษ์ในอนาคต โดย
ผลงานวิจัยนี้ช่วยสนับสนุนศักยภาพของเทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีในการจ าแนกพนัธุ์พืชต่าง ๆ ที่เคย
รายงานมาแล้ว ได้แก่  ข้าวขาวดอกมะลิ 105     
(นฤมล และคณะ, 2555) พชืวงศจ์ าปา (วรสิรา และ
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คณะ, 2556) กล้วยสกุลมวิซา (ฐติิพร, 2556) แพร
เซี่ยงไฮ้ (เกียติชยั และคณะ, 2556) กล้วยไม้ช้าง 
(นฤมล และคณะ, 2556a) กล้วยไม้สกุลหวายกลุ่ม

เอื้องสาย (นฤมล และคณะ, 2557) และหม้อข้าว 
หมอ้แกงลงิ (เกยีตชิยั และคณะ, 2557) 

 

 
 

รปูท่ี 2  ค่าดชันีความเหมอืนของขมิน้ทัง้ 10 ตวัอย่าง ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
 

 
 

รปูท่ี 3  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์องขมิน้ทัง้ 10 ตวัอย่าง ทีไ่ดจ้ากเทคนิคแฮตอารเ์อพดี ี
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4. สรปุ 
การตรวจสอบขมิ้นทัง้ 6 ชนิด 10 ตัวอย่าง 

ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพดีีโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 
20 สาย พบว่าสามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
ชนิดไดด้้วยแถบดเีอน็เอจ าเพาะกบัชนิด และตรวจ
พบไพรเมอร ์11 สาย ทีส่ามารถจ าแนกขมิน้ไดด้ว้ย
ไพรเมอร์เดียว เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมพบว่ามีค่าสมัประสทิธิค์วามเหมือนอยู่
ระหว่าง 0.38 ถึง 0.83 และแผนภูมิความสมัพันธ์
ของขมิ้นที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีที่ค่าดัชนี
ความเหมอืน 0.53 สามารถแยกขมิน้ไดเ้ป็น 4 กลุ่ม 
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