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บทคดัย่อ 

ปทุมมาเป็นพชืวงศข์งิอยู่ในสกุล Curcuma เป็นไมด้อกเศรษฐกจิทีส่ าคญัของไทยชนิดหนึ่ง เพื่อใหเ้กดิ
ลูกผสมทีม่ลีกัษณะใหม่ ๆ และดงึดูดความต้องการของตลาดมากขึน้ นักปรบัปรุงพนัธุจ์งึพยายามผสมพนัธุ์
ขา้มชนิดระหว่างพชืกลุ่มปทุมมาและกระเจยีว โดยใชเ้ทคนิคพเิศษในการช่วยผสมและช่วยชวีติเอมบรโิอ ซึง่
ลกูผสมทีไ่ดอ้าจเป็นลกูผสมทีเ่กดิจากการผสมตวัเอง หรอืลกูทีเ่กดิจากเซลลร์่างกายของตน้แม่ ดงันัน้งานวจิยั
นี้มวีตัถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใชเ้ครื่องหมาย inter-simple sequence repeat (ISSR) ในการตรวจสอบความ
เป็นลูกผสมขา้มชนิดของพชืกลุ่มปทุมมาและกระเจยีว จากผลการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอของปทุมมา กระเจยีว 
และลกูผสมโดยใชไ้พรเมอร ์ISSR จ านวน 10 ไพรเมอร ์เกดิแถบดเีอน็เอทีม่ขีนาด 250-3,000 คู่เบส พบแถบ
ดเีอน็เอทีม่คีวามหลากรูปทัง้สิน้ 71 แถบ จากทัง้หมด 72 แถบ คดิเป็น 98.61 เปอรเ์ซน็ต์ และม ี9 ไพรเมอร ์
คิดเป็น 90 เปอร์เซ็นต์ ที่สามารถจ าแนกความเป็นลูกผสมได้ เมื่อวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ระหว่างสปีชสีข์องตน้พ่อแม่พนัธุ ์พบว่ามคี่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหวา่ง 0.04-0.57 ผลงานวจิยันี้แสดง
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ใหเ้หน็ว่าเครื่องหมาย ISSR เหมาะสมทีจ่ะน ามาใชเ้พื่อตรวจสอบการเป็นลูกผสมในพชืกลุ่มทีศ่กึษานี้ ซึง่อาจ
น ามาประยุกต์ใชก้บัคู่ผสมอื่น ๆ ในสกุล Curcuma หรอืสกุลใกล้เคยีงได้ และความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมที่
ศกึษาไดน้ี้อาจใชเ้ป็นขอ้มลูพืน้ฐานเพื่อวางแผนการปรบัปรุงพนัธุต่์อไป 
 

ค าส าคญั : ปทุมมา; กระเจยีว; ลกูผสมขา้มชนิด; เครื่องหมายไอเอสเอสอาร ์
 
Abstract 

Siam tulip, belonging to the family Zingiberaceae; genus Curcuma, is one of the economically 
important flowers in Thailand. To create novel hybrids attracting market demands, interspecific hybrids 
crossed between Siam tulip and its related species have been generated through sophisticated 
crossing techniques and embryo rescue. However, the hybridization process may create selfing or 
induce somatic embryogenesis. Hence, it is necessary to verify the true interspecific hybrids. The 
objective of this study was to apply inter-simple sequence repeat (ISSR) markers for detection of 
interspecific hybrids between Paracurcuma and Eucurcuma. The results of DNA amplification using 10 
ISSR primers showed 72 amplified bands in total with 250-3,000 bp in size. Seventy-one amplified 
bands out of total (98.61 %) were polymorphic. Moreover, we also found that 9 primers (90 %) could 
be used for interspecific hybrid detection. A dendrogram based on polymorphic bands showed genetic 
similarities among parental species with similarity coefficients ranging between 0.04-0.57. In 
conclusion, the results in this study elucidated that ISSR markers were efficient to verify interspecific 
hybrids between Paracurcuma and Eucurcuma, which might be able to apply to other hybrids related 
to Curcuma sp. Furthermore, the genetic relationship shown in this study might be useful in the 
curcuma breeding program.  
 

Keywords: Paracurcuma; Eucurcuma; interspecific hybrid; ISSR marker  
 
1. ค าน า 

ปทุมมา (Siam tulip) เป็นพชืดอกทีจ่ดัอยู่ใน
วงศ์ขิง (Zingiberaceae) สกุลขมิ้น (Curcuma) มี
การแบ่งพชืสกุลนี้ตามลกัษณะช่อดอกและเกสรเพศ
ผูเ้ป็น 2 สกุลย่อย คอื Eucurcuma และ Paracurcuma 
ซึ่งมีความแตกต่างกันที่สกุลย่อย Paracurcuma 
กลีบปากมีสารกลุ่มสมี่วงแดงของแอนโทไซยานิน 
กลบีสเตมโินด (staminode) มสีขีาวหรอืสมี่วง ส่วน
สกุลย่อย Eucurcuma กลีบปากไม่มีสีม่วงแดง 
กลีบสเตมิโนด (staminode) มีสีขาวหรือสีเหลือง   
(สุรวชิ, 2540) โดยพชืทัง้ 2 สกุลย่อยนี้เป็นไม้ดอก

ประเภทหัวที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย ทัง้เป็นไมต้ดัดอก ไม้กระถาง และหวั
พนัธุ์ โดยเริ่มมกีารส่งออกหวัพนัธุ์ปทุมมาตัง้แต่ปี 
พ.ศ. 2536 จนถงึปัจจุบนั มมีลูค่าการสง่ออกเพิม่ขึน้
ทุกปี (โสระยา, 2558) 

ปัจจุบนัมกีารปรบัปรุงพนัธุป์ทุมมาเพื่อใหไ้ด้
ลกัษณะที่หลากหลายมากยิง่ขึ้น แต่การผสมพนัธุ์
ระหว่างปทุมมาพนัธุ์ต่าง ๆ จะได้ลกัษณะที่ไม่ต่าง 
กนัมากนัก (เฉลมิศร,ี 2549) จงึมกีารผสมปทุมมา
กบัพืชชนิดอื่น ๆ ในสกุลเดียวกนั (Curcuma sp.) 
เช่น พชืกลุ่มกระเจยีว เพื่อใหเ้กดิลกูผสมขา้มชนิดที่
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มคีวามหลากหลายของลกัษณะต่าง ๆ มากขึน้ แต่
การผสมขา้มชนิดมอีตัราการผสมตดิน้อยหรอืผสม
ไม่ตดิเลย จงึต้องใชล้ะอองเกสรของต้นแม่ผสมรวม
กบัละอองเกสรของต้นที่ต้องการผสมขา้มเพื่อช่วย
ในการผสม ท าให้ผสมติดได้ง่ายขึ้น นอกจากนี้ยงั
พบอุปสรรคของการหยุดเจรญิเตบิโตของเอมบรโิอ
หรือตายก่อนพัฒนาเป็นต้นใหม่ จึงต้องใช้การ
ช่วยชีวิตเอมบริโอ (embryo rescue) เข้ามาท าให้
เอมบรโิอพฒันาเป็นต้นใหม่ (ธรีนิติ, 2555) วธิกีาร
เหล่านี้อาจท าใหเ้กดิการผสมตวัเอง หรอือาจท าให้
เซลล์ร่างกาย (somatic cell) ของต้นแม่พฒันาไป
เป็นต้นใหม่ได้ (ศิริพร , 2547) ดังนั ้นจึงมีความ
จ าเป็นตอ้งตรวจสอบว่าลกูทีเ่กดิขึน้เป็นลกูผสมขา้ม
ชนิดทีแ่ทจ้รงิหรอืไม่ 

เครื่องหมายดีเอ็นเอเป็นเทคนิคที่ใช้ตรวจ 
สอบดเีอน็เอของสิง่มชีวีติ เพื่อใชบ้่งชีค้วามจ าเพาะ
หรือความหลากหลายทางพนัธุกรรมของสิง่มชีวีติ 
(สุรนิทร์, 2552) ปัจจุบนัได้น าเครื่องหมายดเีอน็เอ
มาประยุกต์ใชเ้พื่อตรวจสอบความเป็นลูกผสมขา้ม
ชนิดในพชืหลายชนิด ไดแ้ก่ สบู่ด า กาแฟ ออ้ย เป็น
ตน้ (D'Hont et al., 1995; Ruas et al., 2003; Basha 
et al., 2007; Suwannoi et al., 2012) มกีารรายงาน
ก่อนหน้านี้ เกี่ยวกับการศึกษาความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมของพืชสกุล Curcuma sp. หลายชนิด
โดยใชเ้ครื่องหมาย RAPD, AFLP และ ISSR พบวา่ 
เครื่องหมาย ISSR ให้ค่าความหลากรูปของแถบ   
ดเีอน็เอสงูในพชืกลุ่มนี้ (Das et al., 2011; Mohanty 
et al., 2012; Taheri et al., 2012; Saha et al., 
2016) Anuntalabhochai แ ล ะ คณะ  ( 2007)  ไ ด้
พฒันาเครื่องหมายดเีอน็เอที่จ าเพาะต่อปทุมมาได้
ส าเร็จ อย่างไรก็ตาม เครื่องหมายนี้ไม่สามารถใช้
ตรวจสอบการเป็นลูกผสมได้หากลูกผสมนัน้เกิด
จากต้นแม่เป็นปทุมมาและต้นพ่อเป็นพืชชนิดอื่น 
นอกจากนี้  ธีรนิติ (2555) ได้ตรวจสอบการเป็น
ลูกผสมข้ามชนิดระหว่างสกุลย่อย Paracurcuma 

และ Eucurcuma 7 คู่ผสม ดว้ยเครื่องหมาย RAPD 
โดยพบเพียง 1  ไพรเมอร์ที่สามารถตรวจสอบ
ลกูผสมได ้ซึง่ตรวจสอบลกูผสมไดเ้พยีง 1 คู่ เท่านัน้ 
ดังนัน้งานวิจยันี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้
เครื่องหมาย ISSR ในการตรวจสอบลูกผสมข้าม
ชนิดของพชืกลุ่มปทุมมาและกระเจยีว 
  

2. อปุกรณ์และวิธีการวิจยั  
2.1 การเก็บตัวอย่างปทุมมา กระเจียว 

และลูกผสม 
เก็บตัวอย่างใบอ่อนจากโรงเรือนสาขา

พืชสวน คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลยั 
แม่โจ ้จงัหวดัเชยีงใหม่ ซึง่การเกบ็ตวัอย่างตอ้งคลุม
ต้นไม่ให้โดนแสงเป็นเวลา 1 คืน เพื่อลดการ
ปนเป้ือนของคาร์โบไฮเดรตในขัน้ตอนการสกัด      
ดีเอ็นเอ จากนัน้เก็บตวัอย่างที่อุณหภูม ิ-80 องศา
เซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้ โดยตัวอย่างที่ใช้ใน
งานวิจัยมีดังนี้  แม่พันธุ์ก ลุ่มปทุมมา ได้แก่  C. 
alismatifolia Gagnep. พันธุ์ Snow White (SW) มี 
6 ตวัอย่าง คอื SW1-SW6 พนัธุ ์Big Red (BR) ม ี4 
ตวัอย่าง คอื BR1-BR4 และพนัธุ ์White Tung (WT) 
ม ี4 ตวัอย่าง คอื WT1-WT4 พ่อพนัธุก์ลุ่มกระเจยีว 
ไดแ้ก่ C. aurantiaca Van. พนัธุ ์EPL ม ี3 ตวัอย่าง 
คอื EPL1-EPL3 พนัธุอ์ุษา (Usa) ม ี2 ตวัอย่าง คอื 
Usa1-Usa2 และ C. roscoeana wall. พนัธุก์ระเจยีว
ส้ม (KS) มี 1 ตัวอย่าง คือ KS1 กลุ่มพืชลูกผสม
ทัง้หมด 4 คู่ผสม ไดแ้ก่ (1) ลูกผสมระหว่างปทุมมา
พนัธุ์ SW และกระเจยีวพนัธุ์ EPL เรยีกเป็นชื่อย่อ
ว่า SWEPL มี 2 ตัวอย่าง คือ SWEPL1-SWEPL2 
(2) ลูกผสมระหว่างปทุมมาพนัธุ ์WT และกระเจยีว
พนัธุ ์EPL เรยีกเป็นชื่อย่อว่า WTEPL ม ี3 ตวัอย่าง 
คอื WTEPL1-WTEPL3 (3) ลกูผสมระหว่างปทุมมา
พนัธุ ์WT และกระเจบีวพนัธุ ์Usa เรยีกเป็นชื่อย่อวา่ 
WTUsa ม ี3 ตวัอย่าง คอื WTUsa1-WTUsa3 และ 
(4) ลูกผสมระหว่างปทุมมาพนัธุ ์BR และกระเจยีว
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พนัธุ ์KS เรยีกเป็นชื่อย่อว่า BKS ม ี1 ตวัอย่าง คอื 
BKS1 

2.2 การสกดัดีเอน็เอ 
น าใบอ่อนของปทุมมา กระเจียว และ

ลูกผสมมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ 
DNAsecure Plant Kit (Tiangen, China) และท า
ตามค าอธบิายของชุดสกดั หลงัจากนัน้จงึตรวจสอบ
ปรมิาณดเีอน็เอทีไ่ดด้ว้ยวธิวีดัค่าการดูดกลนืแสงที่
ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) และ
ตรวจสอบคุณภาพดเีอน็เอดว้ยเทคนิคเจลอเิลก็โทร
โฟรีซิส  (gel electrophoresis) ในเจลอะกาโรส 
(agarose gel) 1 เปอร์เซ็นต์ ละลายในบัพเฟอร์ 
0.5x TBE ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์

2.3 การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอด้วย
เครือ่งหมาย ISSR 

การตรวจหาไพรเมอร ์ISSR และสภาวะ
ทีเ่หมาะสมในการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอดว้ยปฏกิริยิา
ลูกโซ่พอลิเมอเรส การศึกษาครัง้นี้ใช้ไพรเมอร์ 
ISSR ทัง้หมด 10 ไพรเมอร์ คดัเลือกจากงานวิจยั
ของ Das และคณะ (2011) และ Taheri และคณะ 
(2012) โดยตรวจสอบหาอุณหภูมทิีเ่หมาะสมในการ
เขา้จบัของไพรเมอรก์บัดเีอน็เอแม่พมิพ ์(annealing 
temperature, Ta) แล้วจึงน าอุณหภูมิ Ta มาใช้ใน
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่างต่าง ๆ เพื่อ
ตรวจสอบการเป็นลูกผสมต่อไป การท าปฏิกิริยา
ลูกโซ่พอลเิมอเรสเพื่อเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอประกอบ 
ดว้ยดเีอน็เอ 10 นาโนกรมั (ng) 1x DreamTaq Green 
PCR Master Mix (ThermoScientific, USA)  และ
ไพร เมอร์  ISSR 0.4 ไมโครโมลาร์  (µM) โดย
ปฏกิริยิาลูกโซ่พอลเิมอเรสม ี3 ขัน้ตอน คอื (1) บ่ม
ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 3 นาท ีจ านวน 
1 รอบ (2) บ่มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 
30 วินาที, อุณหภูมิ Ta องศาเซลเซียส นาน 30 
วนิาท ีและอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 1 นาท ี
จ านวน 35 รอบ และ (3) บ่มที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซยีส นาน 10 นาท ีจ านวน 1 รอบ หลงัจากนัน้
ตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอของผลผลติทีไ่ดจ้ากการ
ท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยเทคนิคเจล 
อเิลก็โทรโฟรซีสิ โดยใชเ้จลอะกาโรส 2 เปอรเ์ซน็ต์ 
ละลายในบพัเฟอร์ 0.5x TBE ความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 
100 โวลต ์

2.4 การวิเคราะหผ์ล 
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจาก

การท าปฏิกริยิาลูกโซ่พอลิเมอเรสในตวัอย่างปทุม
มา กระเจยีว และลูกผสมว่าแถบใดบ้างสามารถใช้
จ าแนกการเป็นลูกผสมได้ และตรวจสอบลายพมิพ์ 
ดเีอน็เอทีเ่กดิขึน้จากไพรเมอรแ์ต่ละชนิด เพื่อน าไป
หาความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรม โดยเปรียบเทียบ
ความเหมอืนและความแตกต่างของแถบดเีอน็เอที่
เกดิขึน้ ถ้าปรากฏแถบดเีอน็เอให้สญัลกัษณ์เป็น 1 
ถ้าไม่ปรากฏแถบดเีอน็เอให้สญัลกัษณ์เป็น 0 แล้ว
เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึน้ทัง้หมดจากทุก
ไพรเมอรแ์ละทุกชนิดของตวัอย่างปทุมมา กระเจยีว 
และลูกผสม จากนั ้นน ามาสร้างแผนภูมิความ 
สมัพนัธ์ (dendrogram) โดยใช้วิธกีารจดักลุ่มแบบ 
UPGMA (unweighted pair group method with 
arithmetic mean) ดว้ยโปรแกรม TreeView (Page, 
1996) และ FreeTree (Hampl et al., 2001) 
 

3. ผลการวิจยัและวิจารณ์ 
3.1 ลาย พิมพ์ ดี เ อ็น เอของปทุ มมา 

กระเจียว และลูกผสม 
การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของปทุมมา 

กระเจยีว และลูกผสม จ านวน 30 ตวัอย่าง โดยใช้
ไพรเมอร์ ISSR จ านวน 10 ไพรเมอร์ ท าให้เกิด 
ลายพมิพด์เีอน็เอทีม่แีถบขนาดประมาณ 250-3,000 
คู่เบส และเกดิแถบดเีอน็เอทีม่คีวามหลากรูปทัง้สิน้ 
71 แถบ จากทัง้หมด 72 แถบ (ตารางที ่1) คดิเป็น 
98.61 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Das และคณะ (2011) ที่ศึกษาความสมัพันธ์ทาง
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พนัธุกรรมของพชืสกุล Curcuma ทีพ่บบรเิวณตอน
เหนือของอินเดียโดยใช้เครื่องหมาย ISSR ซึ่งพบ
แถบดเีอน็เอทีม่คีวามหลากรปูถงึ 98.55 เปอรเ์ซน็ต์ 
จากลายพมิพ์ดเีอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ต่าง ๆ ใน
งานวจิยันี้พบว่าไพรเมอร ์816 ใหแ้ถบดเีอน็เอมาก
ทีสุ่ดถงึ 11 แถบ รองลงมา คอื ไพรเมอร ์808, 836 
และ 812 ใหแ้ถบดเีอน็เอ 10 แถบ รปูที ่1 แสดงลาย

พมิพด์เีอน็เอของตวัอย่างต่าง ๆ ทีเ่กดิจากไพรเมอร ์
812 ซึ่งให้แถบดีเอ็นเอ จ านวน 10 แถบ และพบ
แถบทีจ่ าเพาะในปทุมมาขนาดประมาณ 550 คู่เบส 
โดยพบในลูกผสมทุกต้น  นอกจากนี้ยังพบว่า      
ไพรเมอร ์826 ใหแ้ถบดเีอน็เอขนาดประมาณ 1,500 
คู่เบส ในทุกตวัอย่าง (monomorphic band) (ไม่ได้
แสดงผล) 

 
ตารางท่ี 1  ขอ้มูลไพรเมอร ์จ านวนแถบดเีอน็เอทีป่รากฏทัง้หมด จ านวนแถบดเีอน็เอทีใ่หค้วามแตกต่างใน

ลายพมิพด์เีอน็เอ และเปอร์เซน็ต์ความแตกต่างในลายพมิพ์ดเีอน็เอของปทุมมา กระเจยีว และ
ลกูผสมทีไ่ดจ้ากเครื่องหมาย ISSR 

 

ชื่อไพรเมอร ์
ล าดบัเบสไพรเมอร ์

5→3 
อุณหภูม ิ

annealing (° C) 
แถบดเีอน็เอที่
ปรากฏทัง้หมด 

แถบดเีอน็เอทีใ่ห้
ความแตกต่าง 

เปอรเ์ซน็ตค์วาม
แตกต่าง  

808 (AG)8C 58 10 10 100 % 
809 (AG)8G 58 7 7 100 % 
811 (GA)8C 52 6 6 100 % 
812 (GA)8A 52 10 10 100 % 
816 (CA)8T 56 11 11 100 % 
817 (CA)8A 58 3 3 100 % 
818 (CA)8G 52 3 3 100 % 
826 (AC)8C 56 5 4   80 % 
836 (AG)8YA 55 10 10 100 % 
891 HVH(TG)7 55 7 7 100 % 

  Total 72 71   98 % 
Y คอื ไพรมิดินี (เบส T และ C); H คอื เบสทุกตวัยกเวน้เบส G; V คอื เบสทุกตวัยกเวน้เบส T 
 

3.2 การตรวจสอบลูกผสมข้ามชนิดจาก
ลายพิมพดี์เอน็เอ 

เมื่อวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอของพนัธุ์แม่
และพันธุ์พ่อที่ปรากฏในลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
ลูกผสม พบว่าม ี9 ไพรเมอร ์จาก 10 ไพรเมอร ์คดิ
เป็น 90 เปอร์เซ็นต์ ที่สามารถจ าแนกความเป็น
ลกูผสมได ้ตวัอย่าง เช่น รปูที ่2 แสดงการตรวจสอบ
ลูกผสม BKS (C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์ BR 

x C. roscoeana wall. พันธุ์ KS) โดยใช้ไพรเมอร์ 
808, 809 และ 811 พบว่าไพรเมอร์ 808 ให้แถบ    
ดเีอน็เอที่ปรากฏทัง้ในลูกผสม และต้นแม่พนัธุ ์BR 
มขีนาดประมาณ 400 คู่เบส นอกจากนี้ยงัพบแถบ 
ดีเอ็นที่ปรากฏในลูกผสม และต้นพ่อพันธุ์  KS มี
ขนาดประมาณ 350, 500 และ 1,500 คู่เบส ส าหรบั
ไพรเมอร ์809 พบแถบดเีอน็เอของลกูผสมทีเ่หมอืน
แม่พนัธุ ์BR มขีนาดประมาณ 700 คู่เบส และแถบ 
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รูปท่ี 1  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอย่างปทุมมา กระเจียว และลูกผสมที่ได้จากเครื่องหมาย ISSR โดยใช้    

ไพรเมอร์ 812 (M คอื ดเีอน็เอมาตรฐาน 100 bp Plus DNA Ladder, SW คอื ปทุมมาพนัธุ์ Snow 
White, BR คอื ปทุมมาพนัธุ์ Big Red, WT คอื ปทุมมาพนัธุ์ White Tung, EPL คอื กระเจยีวพนัธุ์ 
EPL, Usa คอื กระเจยีวพนัธุ ์Usa, KS คอื กรระเจยีวพนัธุก์ระเจยีวสม้, SWEPL คอื ลกูผสมระหว่าง
พันธุ์ Snow White กับพันธุ์ EPL, WTEPL คือ ลูกผสมระหว่างพันธุ์ White Tung กับพันธุ์ EPL, 
WTUsa คอื ลกูผสมระหว่างพนัธุ ์White Tung กบัพนัธุ ์Usa, BKS คอื ลกูผสมระหว่างพนัธุ ์Big Red 
กบัพนัธุก์ระเจยีวสม้, ลกูศร คอื แถบดเีอน็เอทีป่รากฏในปทุมมาและลกูผสม) 

  

 
รูปท่ี 2  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของลูกผสมข้ามชนิด BKS [C. alismatifolia Gagnep. พันธุ์ Big Red (BR) x C. 

roscoeana wall. พนัธุ์กระเจยีวสม้ (KS)] โดยใชไ้พรเมอร์ 808, 809 และ 811 ตามล าดบั (M คอื ดี
เอน็เอมาตรฐาน 100 bp Plus DNA Ladder) 

 

 
รปูท่ี 3  ลายพมิพด์เีอน็เอของลูกผสมขา้มชนิด SWEPL [C. alismatifolia Gagnep. พนัธุ ์Snow White (SW) 

x C. aurantiaca Van. พนัธุ์ EPL)] โดยใช้ไพรเมอร์ 811, 812 และ 836 ตามล าดบั (M คอื ดเีอน็เอ
มาตรฐาน 100 bp Plus DNA Ladder)  
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รปูท่ี 4  ลายพมิพ์ดเีอน็เอของลูกผสมขา้มชนิด WTEPL [C. alismatifolia Gagnep. พนัธุ์ White Tung (WT) 

x C. aurantiaca Van. พนัธุ์ EPL)] โดยใช้ไพรเมอร์ 808, 811 และ 891 ตามล าดบั (M คอื ดเีอน็เอ
มาตรฐาน 100 bp Plus DNA Ladder) 

 

 
รปูท่ี 5  ลายพมิพด์เีอน็เอของลกูผสมขา้มชนิด WTUsa [C. alismatifolia Gagnep. พนัธุ ์White Tung (WT) x 

C. aurantiaca Van. พนัธุอ์ุษา (Usa)] โดยใชไ้พรเมอร ์808, 809 และ 811 ตามล าดบั (M คอื ดเีอน็เอ
มาตรฐาน 100 bp Plus DNA Ladder) 

 
ดเีอน็เอของลกูผสมทีเ่หมอืนในพ่อพนัธุ ์KS มขีนาด
ประมาณ 400, 600 และ  1,000 คู่ เบส  ส าหรับ     
ไพรเมอร์ 811 พบเพียงแถบดีเอ็นของลูกผสมที่
ปรากฏเหมอืนพ่อพนัธุ ์KS เท่านัน้ คอื แถบดเีอน็เอ
ขนาดประมาณ 500, 600 และ 1,000 คู่เบส ส าหรบั
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากไพรเมอร์ที่สามารถใช้
บอกถึงความเป็นลูกผสมของลูกผสมข้ามชนิด 
SWEPL, WTEPL และ WTUsa  แสดงในรูปที่ 3-5 
ตามล าดบั 

ข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอสามารถสรุปขนาด
ของแถบดีเอ็นเอที่ใช้ในการจ าแนกความเป็น
ลูกผสมของแต่ละไพรเมอร์ดังแสดงในตารางที่ 2 
โดยพบว่าลกูผสม BKS มไีพรเมอรท์ีใ่หแ้ถบดเีอน็เอ
เหมือนพ่อ จ านวน 5 ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ 

808, 809, 811, 816 และ 826 เหมอืนแม่ จ านวน 3  
ไพร เมอร์  ได้แก่  808,  809 และ  812 ลูกผสม 
SWEPL มีไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอเหมือนกับ
พนัธุพ์่อ จ านวน 5 ไพรเมอร ์ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ 811, 
812, 818, 836 และ 891 เหมอืนพนัธุแ์ม่ จ านวน 5 
ไพรเมอร์ ได้แก่  808, 809, 811, 812 และ 836  
ลูกผสม WTEPL มไีพรเมอร์ที่ปรากฏแถบดเีอ็นเอ
เหมือนพันธุ์พ่อ จ านวน 3 ไพรเมอร์ ได้แก่ 808, 
809 และ 811 เหมอืนพนัธุ์แม่ จ านวน 5 ไพรเมอร์ 
ได้แก่ 808, 809, 811, 812 และ 816 และลูกผสม 
WTUsa มีไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือน
พนัธุพ์่อ จ านวน 7 ไพรเมอร ์ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ 808, 
809, 811, 812, 816, 826 และ 891 เหมอืนพนัธุแ์ม่ 
จ านวน 5 ไพรเมอร ์ไดแ้ก่ 808, 809, 811, 812 และ  
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816 ซึง่สามารถใชบ้อกการเป็นลกูผสมทีแ่ทจ้รงิ 
รายงานก่อนหน้านี้เกี่ยวกบัการจ าแนกและ

การตรวจสอบลูกผสมข้ามชนิดโดย Anuntala-
bhochai และคณะ (2007) ได้ตรวจสอบการเป็น
ลูกผสมของปทุมมาด้วยเครื่องหมาย HAT-RAPD 
และ เครื่ อ งหมาย  SCAR ซึ่ ง ส ามารถพัฒนา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่จ าเพาะเจาะจงต่อพืชกลุ่ม
ปทุมมา แต่ไม่สามารถใชต้รวจสอบการเป็นลูกผสม
หากใช้ต้นพ่อเป็นพชืชนิดอื่น ๆ นอกจากนี้ ธรีนิติ 
(2555) ได้ประยุกต์ใช้เครื่องหมาย RAPD เพื่อ
ตรวจสอบการเป็นลกูผสมขา้มชนิดระหว่างสกุลย่อย 
Paracurcuma และ Eucurcuma โดยพบเพียง 1 
ไพร์เมอร์ ที่ให้แถบดีเอ็นเอซึ่งสามารถบอกความ

เป็นลูกผสมได ้1 คู่ผสม เท่านัน้ (คู่ผสมระหว่าง C. 
alismatifolia และ  C. aurantiaca) จากทั ้งหมด 7 
คู่ผสม ในงานวจิยันี้สามารถประยุกตใ์ชเ้ครื่องหมาย 
ISSR ในการตรวจสอบการเป็นลูกผสมทัง้หมด 4 
คู่ผสม ซึ่งเป็นคู่ผสมข้ามชนิดระหว่างปทุมมา (C. 
alismatifolia) และพชืกลุ่มกระเจยีว (C. aurantiaca 
และ C. roscoeana) โดยพบไพรเมอร์ที่ให้แถบ      
ดีเอ็นเอของลูกผสมที่เหมือนต้นพ่ออย่างน้อย 4 
ไพรเมอร์ ดังนัน้จึงอาจกล่าวได้ว่าเครื่องหมาย 
ISSR มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบการเป็น
ลูกผสมในพืชกลุ่มปทุมมาและกระเจียว และอาจ
ประยุกต์ใช้เครื่องหมายนี้เพื่อตรวจสอบลูกผสมคู่  
อื่น ๆ ในพชืกลุ่มนี้ 

    
ตารางท่ี 2  แถบดเีอน็เอของลกูผสม BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa ทีป่รากฏเหมอืนพนัธุพ์่อและพนัธุ์

แม่ในแต่ละไพรเมอร ์
 

ไพรเมอร ์ พนัธุพ์่อ/พนัธุแ์ม ่ ขนาด (bp) 
BKS SWEPL WTEPL WTUsa 

808 พ่อ 350/500/1,500 - 500 500 
แม ่ 400 400 400 400 

809 พ่อ 350/600/1,000 - 350 1,100 
แม ่ 750 750/250 750 750 

811 พ่อ 500/600/1,000 450/900/1,000 480/1,000 450/600/1,000 
แม ่ - 1,200 1,200 850 

812 พ่อ - 900 - 450 
แม ่ 550 550 550 550 

816 พ่อ 750 - - 1,500 
แม ่ - - 850 850 

817 พ่อ - - - - 
แม ่ - - - - 

818 พ่อ - 1,700 - - 
แม ่ - - - - 

826 พ่อ 1,600 - - 2,000 
แม ่ - - - - 

836 พ่อ - 480 - - 
แม ่ - 250 - - 

891 พ่อ - 830 830 830/1,200 
แม ่ - - - - 
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รปูท่ี 6  แผนภูมคิวามสมัพนัธข์อง
ปทุมมา (SW, BR และ 
WT) กระเจยีว (EPL, Usa 
และ  KS) และลู กผสม 
(BKS, SWEPL, WTEPL 
และ WTUsa) ทีส่รา้งจาก 
เครื่องหมาย ISSR 

 
3.3 การวิเคราะหล์ายพิมพดี์เอน็เอ 

เมื่อวเิคราะหข์อ้มูลแถบดเีอน็เอจากลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอทัง้หมดด้วยโปรแกรม FREETREE 
และจดักลุ่มด้วยวธิ ีUPGMA สามารถสรา้งแผนภูมิ
ความสมัพันธ์ของปทุมมา กระเจียว และลูกผสม
รวมทัง้หมด 30 ตัวอย่าง ที่ได้จากเครื่องหมาย 
ISSR (รูปที ่6) พบว่าสามารถจ าแนกไดต้ามสปีชสี ์
และแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ กลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่ม
ของปทุมมา (C. alismatifolia Gagnep.) ไดแ้ก่ พนัธุ ์
SW พนัธุ์ BR และพนัธุ ์WT ทัง้หมด กลุ่มที่ 2 เป็น
กลุ่มของกระเจยีว (C. aurantiaca Van.) ไดแ้ก่ พนัธุ ์

EPL พันธุ์ Usa (C. roscoeana wall.) ได้แก่ พันธุ์
กระ เจียวส้ม  (KS)  และลูกผสม ได้แก่  BKS, 
SWEPL, WTEPL และ WTUsa ส าหรับกลุ่มที่ 2 
สามารถแยกเป็น 3 กลุ่มย่อย ได้แก่ (2.1) พันธุ์
กระเจียวส้ม (KS) และลูกผสม BKS (2.2) พันธุ์ 
EPL และลกูผสม SWEPL, WTEPL และ (2.3) พนัธุ ์
Usa และลูกผสม WTUsa ซึง่สอดคลอ้งกบังานวจิยั
ของ Záveská และคณะ (2012) ที่ C. alismatifolia 
Gagnep., C. aurantiaca Van. และ  C. roscoeana 
wall. อยู่ต่างกลุ่มกนั เมื่อแบ่งกลุ่มโดยใชด้เีอน็เอใน
คลอโรพลาสต ์(cpDNA) 



Thai Journal of Science and Technology                                        ปีที ่8 • ฉบบัที ่3 • พฤษภาคม - มิถนุายน 2562 

 296 

ตารางท่ี 3  ค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนของปทุมมา (SW, BR และ WT) กระเจยีว (EPL, Usa และ KS) และ
ลกูผสม (BKS, SWEPL, WTEPL และ WTUsa) จ านวน 30 ตวัอย่าง ทีไ่ดจ้ากเครื่องหมาย ISSR 

 

 
 

เมื่อวเิคราะหค่์าสมัประสทิธิค์วามเหมอืน 
(similarity coefficient) ของทุกตัวอย่าง  มีค่าอยู่
ระหว่าง 0.05-1.00 (ตารางที่ 3) แสดงให้เห็นว่า
ตัวอย่างที่ศึกษาในงานวิจยันี้มีความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมมาก และมากกว่าตัวอย่างที่ศึกษาโดย 
Saha และคณะ (2016) และ Chaveerach และคณะ 
(2008) ซึ่งรายงานค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนทาง
พันธุกรรมระหว่างพืชในกลุ่ม Curcuma spp. 4 
ชนิด ในเขตเทือกเขาของประเทศอินเดีย และ 5 
ชนิด ในจังหวัดขอนแก่นของประเทศไทย มีค่า
ระหว่าง 0.4-0.7 ในงานวิจัยนี้ เมื่อวิเคราะห์ค่า
สมัประสทิธิค์วามเหมอืนภายในสปีชสีข์องปทุมมา 
(C. alismatifolia Gagnep.) มคี่าระหว่าง 0.44-1.00 
จะเหน็ไดว้่าค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืนของปทุมมา
มีค่ากว้างมาก แสดงว่าตัวอย่างในกลุ่มนี้มีทัง้
ตวัอย่างที่มคีวามแตกต่างทางพนัธุกรรมมาก และ
ตัวอย่างที่มีความเหมือนกนัทางพนัธุกรรม ซึ่งค่า

ความเหมือนทางพันธุกรรมที่ต ่าที่สุดในปทุมมา 
(0.44) ในงานวิจัยนี้ สอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Taheri และคณะ (2012) ทีศ่กึษาความสมัพนัธท์าง
พนัธุกรรมของ C. alismatifolia Gagnep. จ านวน 4 
พนัธุ ์พบว่ามค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืนอยู่ระหว่าง 
0.40-0.58 เมื่อพจิารณาค่าสมัประสทิธิค์วามเหมอืน
ทางพันธุกรรมภายในสปีชีส์ของกระเจียว C. 
aurantiaca Van. มีค่าระหว่าง 0.45-1.00 ภายใน 
สปีชสี ์C. roscoeana wall. มคี่าเท่ากบั 0.73 จะเหน็
ได้ว่าค่าสัมประสิทธิค์วามเหมือนของสปีชีส์ C. 
aurantiaca Van. และ  C. roscoeana wall. มีค่ า
ค่อนข้างสูง แสดงว่าตัวอย่างในสปีชีส์นี้มีความ
เหมือนทางพันธุกรรมมาก เมื่ อวิ เคราะห์ค่ า
สมัประสิทธิค์วามเหมือนภายนอกสปีชีส์ระหว่าง
ป ทุ ม ม า ส ปี ชี ส์  C. alismatifolia Gagnep. กั บ
กระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van และปทุมมา  
สปีชสี ์C. alismatifolia Gagnep. กบักระเจยีวสปีชสี ์
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C. roscoeana wall. มีค่าระหว่าง 0.04-0.21 และ 
0.12-0.24 ตามล าดับ ส่วนค่าสัมประสิทธิค์วาม
เหมอืนระหว่างกระเจยีวสปีชสี์ C. aurantiaca Van 
กบักระเจยีวสปีชสี ์C. roscoeana wall. มคี่าระหวา่ง 
0.4-0.57 จะเหน็ไดว้่ามค่ีาสมัประสทิธิค์วามเหมอืน
ภายนอกสปีชสีต์ ่ากว่าภายในสปีชสี์ แสดงว่าคู่ผสม
ทีน่ ามาผสมพนัธุม์คีวามแตกต่างกันทางพนัธุกรรม
มาก ซึง่มโีอกาสท าใหเ้กดิลูกผสมทีแ่ตกต่างจากพ่อ
แม่ไดม้าก เมื่อเปรยีบเทยีบแต่ละคู่ผสมยกตวัอย่าง
เช่น ลูกผสม WTEPL ค่าสมัประสทิธิค์วามเหมือน
เมื่อเทยีบกบัพ่อพนัธุ ์EPL มคี่าระหว่าง 0.55-0.62 
ค่าสมัประสิทธิค์วามเหมือนเมื่อเทียบกบัแม่พนัธุ์ 
White Tung (WT) มคี่าระหว่าง 0.49-0.54 แสดงให้
เหน็ว่าลูกผสมมคี่าความเหมอืนอยู่ระหว่างพนัธุ์แม่
และพนัธุพ์่อ 
 

4. สรปุ 
การสร้างลายพมิพ์ดเีอน็เอด้วยเครื่องหมาย 

ISSR ของตัวอย่างปทุมมา กระเจียว และลูกผสม 
เพื่อใช้ในการตรวจสอบการเป็นลูกผสมที่แท้จริง 
พบว่าไพรเมอรท์ัง้ 10 ชนิด ท าใหเ้กดิแถบเอน็เอทีม่ี
ความหลากรูปทัง้สิน้ 71 แถบ จากทัง้หมด 72 แถบ 
คิดเป็น 98.61 เปอร์เซ็นต์ และมี 9 ไพรเมอร์ คิด
เป็น 90 เปอร์เซ็นต์ ให้แถบดีเอ็นเอที่บอกความ
แตกต่างระหว่างปทุมมาและกระเจียว สามารถใช้
จ าแนกการเป็นลูกผสมข้ามชนิดระหว่างพืชกลุ่ม
ปทุมมาสปีชีส์ C. alismatifolia Gagnep. และพืช
กลุ่มกระเจียวสปีชีส์ C. aurantiaca Van และ C. 
roscoeana wall. แสดงใหเ้หน็ว่าเครื่องหมาย ISSR 
ให้แถบดีเอ็นเอที่มีความหลากรูปสูง เหมาะสมใน
การตรวจสอบการเป็นลูกผสมข้ามชนิดในพืชที่
ศึกษาในงานวิจัยนี้  และอาจน าเครื่องหมายนี้ไป
ประยุกตใ์ชเ้พื่อตรวจสอบการเป็นลกูผสมคู่อื่น ๆ ใน
พชืกลุ่มนี้ได ้นอกจากนี้การศกึษาความสมัพนัธท์าง
พันธุกรรมและค่าสัมประสิทธิค์วามเหมือนทาง

พันธุกรรมระหว่างพืชกลุ่มปทุมมาและกระเจียว 
พบว่ากลุ่มตวัอย่างทีศ่กึษามคีวามแตกต่างกนัทาง
พันธุกรรมมาก เหมาะสมที่จะน ามาใช้เพื่อการ
ปรบัปรุงพนัธุ์ ซึ่งค่าความสมัพนัธ์ทางววิฒันาการ
ระหว่างสปีชีส์ที่ได้จากการศึกษานี้อาจน าไปเป็น
ขอ้มูลพืน้ฐานทางพนัธุกรรม เพื่อใชใ้นการคดัเลอืก
คู่ผสมในการปรบัปรุงพนัธุต่์อไปได ้
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