
Research Article 
Received: February 21, 2018; Accepted: March 19, 2018 

*ผู้รับผิดชอบบทความ : pattamons@nu.ac.th

ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการและการจ าแนกพืชสกุลขมิ้นโดยใช้ล าดับ 
นิวคลีโอไทดท์ี่อยู่ระหว่างยีน trnS(UGA) และ trnfm(CAU) 

Phylogenetic Relationships and Identification of Curcuma 
Using trnS(UGA)-trnfM(CAU) Intergenic Spacer Region 

พัทธมน แสงอินทร์* และปราณี นางงาม 
ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ต าบลท่าโพธิ์ อ าเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก 65000 

Pattamon Sangin* and Pranee Nangngam 
Department of Biology, Faculty of Science, Naresuan University, Thapo, Maung, Phitsanulok 65000 

บทคัดย่อ 
พืชสกุลขมิ้น (Curcuma) เป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี มีการกระจายพันธุ์อยู่ทั่วทุกภาคของประเทศไทย

โดยเฉพาะภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ มีการน ามาใช้ประโยชน์ทั้งด้านสมุนไพร เครื่องเทศ และ 
เครื่องส าอาง ซึ่งพืชในสกุลนี้มีลักษณะสัณฐานวิทยาท่ีใกล้เคียงกันมาก ท าให้ประสบปัญหาในการจัดจ าแนก จึงได้น า
เทคนิคการจัดจ าแนกในระดับโมเลกุลมาใช้ เพื่อความถูกต้องชัดเจนมากขึ้น ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่อยู่ระหว่างยีนในคลอโรพลาสต์บริเวณ trnS(UGA)-trnfM(CAU) จากพืชสกุลขมิ้น 10 ชนิด จ านวน 19 ตัวอย่าง 
และไม่ทราบชนิด 1 ตัวอย่าง โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เพิ่มปริมาณได้มีขนาด 1,008-1,123 คู่เบส จากการ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์พบจ านวนซ้ าของเบส AT และการแทนที่ของเบสที่แตกต่างกันสามารถใช้ในการ
จ าแนกขมิ้นชันและขมิ้นอ้อยได้ และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยวิธี maximum likelihood 
พบว่าสามารถจ าแนกพืชสกุลขมิ้นเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มแรกประกอบด้วย Curcuma sp., C. amada, C. comosa, C.
longa และ C. mangga ส่วนกลุ่มที่ 2 ประกอบด้วย C. aeruginosa, C. aromatica, C. ecomata, C. 
rubescens, C. rubrobracteata และ C. zedoaria

ค าส าคัญ : พืชสกุลขมิ้น; คลอโรพลาสต์ดีเอ็นเอ; แผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ 

Abstract 
The genus Curcuma is perennial herb which is wildly distributed in Thailand especially in the 

North and Northeast. It has been widely used as medicinal plants, spices and cosmetics. However, 
the samples identification is quite difficult due to morphological similarity. Recently, the molecular 
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techniques provide valuable tools for identification and accurate detection. Therefore, in this study, 
sequences data from non-coding region of chloroplast DNA, trnS (UGA)-trnfM (CAU), were used to 
elucidate phylogenetic relationships and identification within 19 samples of 10 species and 1 
unknown sample of Curcuma. The trnS (UGA)-trnfM (CAU) region varied in length from 1,008-1,123 
bp. DNA sequences alignment represented different numbers of AT repeats and base substitution 
which can be used discriminate between C. longa and C. zedoaria. A maximum likelihood analysis 
was performed on DNA sequences to generate phylogenetic tree which could be divided into two 
clades. The first clade was Curcuma sp., C. amada, C. comosa, C. longa and C. mangga. The second 
clade consisted of C. aeruginosa, C. aromatic, C. ecomata, C. rubescens, C. rubrobracteata and C. 
zedoaria. 
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1. บทน า 

พืชสกุลขมิ้นหรือ Curcuma เป็นพืชใบเลี้ยง
เดี่ยวและเป็นพืชล้มลุกอายุหลายปี จัดอยู่ในวงศ์ขิง 
(Zingiberaceae) ซึ่งมีสมาชิกอยู่ประมาณ 120 ชนิด 
เจริญเติบโตได้ดีทั้ งในเขตร้อนและเขตอบอุ่นที่มี
ความช้ืนสูง พบกระจายพันธุ์อยู่ในแถบเอเชียตะวัน 
ออกเฉียงใต้เป็นส่วนใหญ่ ส่วนพืชสกุลขมิ้นบางชนิด 
สามารถพบที่จีน ออสเตรเลีย และแถบแปซิฟิกตอนใต้ 
[1] ส าหรับในประเทศไทยมีรายงานพบพืชสกุลขมิ้น 
38 ชนิด [2] มีการกระจายพันธุ์อยู่ทั่วทุกภาคของ
ประเทศ โดยเฉพาะภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียง 
เหนือ มักพบบริเวณป่าเต็งรัง ป่าเบญจพรรณ ป่าดิบ
แล้ง และป่าสน เป็นต้น การจัดกลุ่มพืชในสกุลขมิ้นที่
พบในประเทศไทย แบ่งเป็น 5 กลุ่ม คือ กลุ่มปทุมมา 
(Alismatifolia) กลุ่ มมหาอุดม (Cochinchinensis) 
กลุ่ ม ก ร ะ เ จี ย วสุ เ ทพ  ( Ecomata) กลุ่ ม ขมิ้ น แท้  
(Eucurcuma) และกลุ่มบัว ช้ัน (Petiolata) [3] พืช
สกุลขมิ้นเป็นพืชสมุนไพร มีประโยชน์ในการรักษาโรค
หลายชนิด เช่น บรรเทาอาการอาหารไม่ย่อย รักษา
แผลในกระเพาะอาหาร ลดการบีบตัวของล าไส้ และมี

สารออกฤทธิ์ท าลายแบคทีเรีย มีสาร curcuminoid 
อยู่ในกลุ่มของสารประกอบฟีนอลิก เป็นสารที่ส าคัญใน
การรักษาโรค และยังใช้เป็นเครื่องเทศ แต่งกลิ่นและสี
ของอาหาร เครื่องส าอาง บางชนิดมีใบหรือดอกสวย 
งามสามารถปลูกเป็นไม้ดอกไม้ประดับ และจัดเป็นพืช
เศรษฐกิจ [4,5] 

การจ าแนกพืชสกุลขมิ้นโดยใช้ลักษณะสัณฐาน
วิทยา เช่น ลักษณะเหง้า สีของเหง้า ต าแหน่งช่อดอก สี
และรูปร่างของดอก ยังมีความสับสนอยู่มากและไม่
ชัดเจน เนื่องจากเกิดความผันแปรของลักษณะต่าง ๆ 
ตามสภาพแวดล้อม ท าให้พืชสกุลขมิ้นต่างชนิดกันแต่
อยู่ในสภาวะแวดล้อมเดียวกันมีลักษณะบางประการ
เหมือนกัน ดังนั้นจึงต้องอาศัยวิธีการอื่นมาช่วยในการ
จัดจ าแนก ซึ่งปัจจุบันมีการน าเทคนิคทางพันธุศาสตร์
โมเลกุล เช่น การใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์มาช่วยใน
การจ าแนกพืช และสามารถบอกถึงความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการของพืชแต่ละชนิดได้ ซึ่งการใช้นิวคลีโอไทด์
ในคลอโรพลาสต์มาจัดจ าแนกพืชเป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่
นิยมน ามาใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจากมีข้อได้เปรียบ 
คือ คลอโรพลาสต์มีจีโนมขนาดเล็ก ยีนในคลอโร  
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พลาสต์เป็นยีนเดี่ยว (single copy gene) คือ ยีนที่พบ
เพียง 1 ครั้งต่อ 1 จีโนม ซึ่งแตกต่างจากยีนที่พบใน
นิวเคลียส นอกจากนี้คลอโรพลาสต์ยังมีส่วน non-
coding region คือ ล าดับดีเอ็นเอที่ไม่ถูกถอดรหัสเป็น
โปรตีน ประกอบด้วย 2 บริ เวณ คือ intron และ 
intergenic spacer ทั้ง 2 บริเวณ นี้มีความแปรผันที่
สูง (highly variable) มีความเหมาะสมในการน ามาใช้
การจ าแนกพืชที่มีลักษณะใกล้เคียงกันในระดับพันธุ์ 
(variety level) หรือระดับประชากร (population 
level) [6] 

มีรายงานการศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนา 
การและจ าแนกพืชสกุลขมิ้น โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์
ในคลอโรพลาสต์ 3 บริเวณ คือ trnL-trnF psbA-trnH 
และ matK รวมกับบริ เวณ ITS ในนิวเคลียส ซึ่ ง
สามารถใช้จ าแนกพืชในสกุลย่อย Ecomata ของพืช
สกุลขมิ้น [7] และการจ าแนกพืชสกุลขมิ้นที่มีความ 
สัมพันธ์ใกล้ชิดกันโดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโร  
พลาสต์ (matK, rbcL, trnH-psbA และ trnL-F) และ
นิวเคลียส (ITS) พบว่า matK สามารถจ าแนกชนิดของ
พืชสกุลขมิ้นได้ดีที่สุด [8] เช่นเดียวกันกับการใช้ล าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณ trnS(UGA)-trnfm(CAU) ในการ
จัดจ าแนกขมิ้นชัน (Curcuma longa) ที่ผลิตสาร 
curcumin ในปริมาณสูง [9] สอดคล้องกับการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชวงศ์ขิง 4 สกุล 
จ านวน 11 ชนิด ด้วยเทคนิคพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี 
(PCR-RFLP) พบว่าบริ เวณ trnS(UGA)-trnfm(CAU) 
สามารถจ าแนกความหลากหลายทางพันธุกรรม
ระหว่างสกุลของพืชวงศ์ขิงได้ดีที่สุด [10] นอกจากนี้
การจ าแนกพืชสกุลกระชาย (Boesenbergia) ใน
ประเทศไทย โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ในคลอโรพลาสต์ 
3 บริเวณ (matK, psbA-trnH และ petA-psbI) พบว่า
สามารถจ าแนกกระชายได้เป็น 3 กลุ่ม ตามความ 
สัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ และใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอ

ในการจ าแนกชนิดของพืชสกุลกระชายได้ [11] ดังนั้น
งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อจัดจ าแนกชนิดของพืช
สกุลขมิ้นและศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการโดยใช้
ข้อมูลของล าดับนิวคลีโอไทด์บริ เวณ  trnS(UGA)-
trnfm(CAU) ในคลอโรพลาสต์ 
 

2. อุปกรณ์และวิธีการ 
2.1 ตัวอย่างพืชสกุลขมิ้น 

เก็บตัวอย่างพืชสกุลขมิ้นจากบริเวณภาค 
เหนือ 10 ชนิด จ านวน 19 ตัวอย่าง ไม่ทราบชนิด 1 
ตัวอย่าง ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 1 ตัวอย่าง และ 
Zingiber montanum เป็น out group (ตารางที่ 1) 

2.2 การสกัดดีเอ็นเอ 
น าตัวอย่างใบหรือเหง้ามาล้างเพื่อก าจัดสิ่ง

สกปรกหรือสิ่งเจือปนต่าง ๆ ออกจากพืชตัวอย่าง 
หลังจากนั้นน าพืชตัวอย่างมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้วิธี  
cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) ซึ่ ง
ดัดแปลงจาก Agrawal และคณะ [12] ช่ังพืชตัวอย่าง 
0.1 กรัม น าตัวอย่างมาบดด้วยไนโตรเจนเหลวและย้าย
ลงในหลอดที่มี 2x CTAB buffer [CTAB 2 %, Tris-
HCl (pH 8.0) 100 mM, EDTA (pH 8.0) 20 mM, 
NaCl 1.4 M, 0.6 % -mercaptoethanol] ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร หลังจากนั้นน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง แยกโปรตีนออกจาก
ดีเอ็นเอโดยการเติม chloroform : isoamyl alcohol 
(24 : 1) ปริมาตร 500 ไมโครลิตรลิตร และน าไปหมุน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูด
สารละลายใสด้านบนใส่หลอดใหม่แล้วเติม absolute 
ethanol 2/3 เท่าของปริมาตรทั้งหมด และเก็บที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และ
น าไปหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 rpm เป็นเวลา 10 
นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 % ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
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10,000 rpmเป็นเวลา 10 นาที ตากตะกอนให้แห้ง 
จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอดว้ย TE buffer ปริมาตร 
30 ไมโครลิตร เติม RNase A (10 mg/ml) ปริมาตร 3 
ไมโครลิตร และน าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 นาที ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วย

เทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซิสในอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ และตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ด้วยวิธี
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร (nm) 

 

ตารางที่ 1  รายชื่อตัวอย่างพืชที่ใช้ในงานวิจัย 
 

ล าดับ ช่ือวิทยาศาสตร ์ ช่ือสามัญ แหล่งที่มา 
หมายเลขเฉพาะ 

ของล าดับดีเอ็นเอ 

1 Curcuma longa L. 1 ขมิ้นชัน พิษณุโลก MG591466 

2 Curcuma longa L. 2 ขมิ้นชัน พะเยา MG591467 

3 Curcuma longa L. 3 ขมิ้นชัน อุตรดิตถ์ MG591468 

4 Curcuma longa L. 4 ขมิ้นชัน น่าน MG591474 

5 Curcuma longa L. 5 ขมิ้นชัน พิษณุโลก MG591470 

6 Curcuma longa L. 6 ขมิ้นชัน เพชรบูรณ์ MG591471 

7 Curcuma mangga Valeton & Zijp 1 ขมิ้นขาว พิษณุโลก MG591473 

8 Curcuma mangga Valeton & Zijp 2 ขมิ้นขาว ล าพูน MG591474 

9 Curcuma aromatica Salisb. ว่านนางค า เพชรบูรณ์ MG591475 

10 Curcuma amada Roxb. 1  ว่านรางจืด เพชรบูรณ์ MG591476 

11 Curcuma amada Roxb. 2 ม้าฮ่อเล็ก พิษณุโลก MG591477 

12 Curcuma aeruginosa Roxb. ว่านมหาเฆม ตาก MG591478 

13 
Curcuma rubrobracteata Skornick, M. Sabu & 

Prasanthk. 
ว่านงูเห่า ตาก MG591479 

14 Curcuma rubescens Roxb. 1  กระเจียวกาบแดง พะเยา MG591480 

15 Curcuma rubescens Roxb. 2 กระเจียวกาบแดง พิษณุโลก MG591481 

16 Curcuma ecomata Craib กระเจียวสุเทพ พะเยา MG591482 

17 Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe. 1 ขมิ้นอ้อย ร้อยเอ็ด MG591483 

18 Curcuma zedoaria (Christm.) Roscoe. 2 ขมิ้นอ้อย พิษณุโลก MG591484 

19 Curcuma comosa Roxb. ว่านชักมดลูก พะเยา MG591485 

20 Curcuma sp.  ตาก MG591472 

21 Zingiber montanum (J.Koenig) Link ex A.Dietr. ไพล พิษณุโลก MG591486 
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2.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณ trnS 
(UGA)-trnfM(CAU) ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

น าดีเอ็นเอมาเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 
50-100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
บริเวณยีน trnS(UGA)-trnfM(CAU) ด้วยเทคนิค      พีซี
อาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ trnS(UGA) 5'-GAGAGAGAGG 
GATTCGAACC-3' และ trnfM(CAU) 5'-CATAACCTT 
GAGGTCACGGG-3' [13] โดยองค์ประกอบในปฏิกิรยิา 
คือ ดีเอ็นเอ 100 นาโนกรัม dNTP 0.2 มิลลิโมลาร์  
MgCl2  2.5 มิลลิโมลาร์ และไพรเมอร์ trnS(UGA) และ 
trnfM(CAU) 0.4 มิ ล ลิ โ ม ล า ร์  เ อน ไ ซม์  Taq DNA 
polymerase 1 unit (RBC bioscience) เพิ่มปริมาณ
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ภายใต้สภาวะดังนี้ ขั้นที่ 1 
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ขั้นที่ 2 
อุณหภูมิ  94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  30 วินาที 
อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ท าซ้ าใน
ขั้นที่ 2 จ านวน 35 รอบ ขั้นตอนสุดท้ายอุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบผลผลิตของ
เทคนิคพีซีอาร์ที่เพิ่มจ านวนได้ด้วยเทคนิคอิเล็กโทร   
โฟรีซิสในอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

2.4 การหาล าดับนิวคลี โอไทด์และการ
วิเคราะห์ผล 

เมื่อได้ช้ินส่วนดีเอ็นเอตามที่ต้องการแล้ว ท า
ช้ินส่วนดีเอ็นเอให้บริสุทธิ์ โดยใช้ชุดส าเร็จรูปของ 
Thermo scientific และหาล าดับนิวคลีโอไทด์ที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ จากนั้นน าล าดับนิวคลี-
โอไทด์บริ เวณ  trnS(UGA)-trnfM(CAU) ของแต่ละ
ตัวอย่างมาเปรียบเทียบ (multiple alignment) โดย
ใ ช้ โปรแกรม ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/ 
Tools/msa/clustalw2) และเปรียบเทียบล าดับนิวคลี
โอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI (National 
Center for Biotechnology Information) ด้ ว ย

โปรแกรม BLAST น าผลการเปรียบเทียบล าดับนิวคลี
โอไทด์มาสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA รุ่น 7.0 
(molecular evolutionary genetics analysis) [14] 
ด้วยวิธี maximum likelihood แล้วเก็บข้อมูลล าดับ 
ดีเอ็นเอดังกล่าวไว้ในฐานข้อมูล NCBI โดยมีหมายเลข
ล าดับดีเอ็นเอเฉพาะ (accession number) ดังตาราง
ที่ 1  
 

3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
การเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ 

trnS(UGA)-trnfM(CAU) พบขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอ
ประมาณ 1,000 คู่เบส มีขนาดที่แตกต่างกับพืชสกุล
อื่นในวงศ์ขิง [10] ซึ่งพืชจะมีขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ
บริเวณ trnS(UGA)-trnfM(CAU) ระหว่าง 800-1,800 
คู่เบส [15] และผลจากการหาล าดับนิวคลีโอไทด์พบว่า
มีขนาดอยู่ระหว่าง 997 (C. rubescens 2) ถึง 1,004 
(C. longa 4) คู่เบส น าข้อมูลไปเปรียบเทียบล าดับ    นิ
วคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล GenBank ของ NCBI โดยใช้
โปรแกรม BLAST ซึ่งพบว่าตรงกับข้อมูลล าดับนิวคลีโอ
ไทด์บริเวณระหว่างยีน trnS(UGA)-trnfM(CAU) ของ
พืชสกุลขมิ้นและพืชชนิดอื่น และน าล าดับนิวคลีโอไทด์
ทั้ง 20 ตัวอย่าง มาเปรียบเทียบ (alignment) โดยใช้
โปรแกรม ClustalW ขนาดของล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้
จากการเปรียบเทียบเท่ากับ 1,070 คู่เบส มีค่าการ
แทนที่ระหว่างเบสกลุ่มเดียวกัน (transition, Tv) คือ 
การแทนที่เบสพิวรีนด้วยเบสพิวรีน และการแทนท่ีเบส
ไพริมิดีนด้วยเบสไพริมิดีนเท่ากับ 4.134 และมีการ
แทนที่ระหว่างเบสต่างกลุ่ม (transversion, Ts) คือ
การแทนที่เบสพิวรีนด้วยเบสไพริมิดีนและการแทนที่
เบสไพริมิดีนด้วยเบสพิวรีน เท่ากับ 2.457 และ
อัตราส่วน Ts/Tv เท่ากับ 1.413 พบล าดับนิวคลีโอไทด์
ที่มีความผันแปร (variation characters) 35 ต าแหน่ง 

http://www.ebi.ac.uk/
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ล าดับนิ วคลี โอ ไทด์ที่ ให้ข้ อมูล ในการวิ เคร าะห์  
(information characters) 8 ต าแหน่ง เพราะบริเวณ
ระหว่างยีน trnS(UGA)-trnfM(CAU) ประกอบด้วยยีน 
IhbA และ trnG(UCC) จึงให้ข้อมูลในการวิเคราะห์
ค่ อนข้ า งต่ า  อย่ า ง ไ รก็ตาม  บริ เ วณระหว่างยีน 
trnS(UGA)-trnfM(CAU) มีล าดับนิวคลีโอไทด์ซ้ า ๆ คือ 
AT ตั้งแต่ 2-9 ซ้ า สามารถใช้ในการจ าแนกชนิดและ
ศึกษาความสัมพันธ์ เชิงวิวัฒนาการของพืชได้  ซึ่ ง
ขมิ้นชัน (C. longa) 6 ตัวอย่าง ที่มาจากแหล่งต่างกัน 
พบว่าล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ต าแหน่ง 103 คือ A และ
ต าแหน่ง 151-162 มีจ านวนซ้ าของเบส AT ทั้งหมด 6 
ซ้ า (A-(AT)6) จ านวนซ้ าของเบส AT ในขมิ้นชันจะมี
ความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับแหล่งก าเนิด ซึ่งขมิ้นชันแถบ
เอเชียตะวันออก (ญี่ปุ่นและไต้หวัน) พบเบส AT 9 ซ้ า 
ในขณะที่ ขมิ้ น ชันแถบเอเ ชียตะวันออกเฉียงใต้  
(เวียดนามและอินโดนีเชีย) พบเบส AT 6-7 ซ้ า [16]  
ในขณะที่ขมิ้นอ้อย (C. zedoaria) พบล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่ต าแหน่ง 103 คือ G และมีความแตกต่างของ
จ านวนซ้ าของเบส AT จากขมิ้นอ้อยจังหวัดร้อยเอ็ดพบ
เบส AT 6 ซ้ า แต่ขมิ้นอ้อยจากจังหวัดพิษณุโลกพบเบส 

AT 5 ซ้ า (รูปที่ 1) จะเห็นได้ว่าขมิ้นอ้อยในประเทศไทย
มีจ านวนซ้ าของเบส AT 5-6 ซ้ า แตกต่างจากงานวิจัยท่ี
ศึกษาความสัมพันธ์ของการผลิตสาร curcumin และ
จ านวนซ้ าของเบส AT บริเวณระหว่างยีน trnS(UGA)-
trnfM(CAU) ของพืชสกุลขมิ้น 4 ชนิด พบว่าขมิ้นอ้อย
จากประเทศไทยมีจ านวนซ้ าของเบส AT 6 ซ้ า ในขณะ
ที่ขมิ้นอ้อยจากประเทศญี่ปุ่นจ านวนเบส AT 5 ซ้ า อาจ
เป็นเพราะตัวอย่างที่ใช้มีแค่เพียงตัวอย่างเดียวจาก
ประเทศไทย [15] ดังนั้นล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณ
ระหว่างยีน trnS(UGA)-trnfM(CAU) สามารถใช้ในการ
จ าแนกขมิ้นชันกับขมิ้นอ้อยได้ ขมิ้นทั้ง 2 ชนิด นี้มี
ลักษณะของเหง้าที่คล้ายคลึงกันแต่สรรพคุณในการ
น ามาใช้เป็นสมุนไพรแตกต่างกัน [17] 

แผนภูมิความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ (รูปที่ 2) 
วิเคราะห์ด้วยวิธี maximum likelihood ที่ค่าความ
เชื่อมั่นทางสถิติ (bootstrap) จ านวน 1,000 ซ้ า พบว่า 
Zingiber montanum (outgroup) ไม่สามารถแยก
ออกจากกลุ่มพืชสกุลขมิ้นอย่างชัดเจน เช่นเดียวกันกับ
การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของพืชในวงศ์ 
Zingiberaceae ดว้ยล าดับนิวคลีโอไทด์จากนิวเคลยีส

 
 

รูปที่ 1  การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnS(UGA)-trnfM(CAU) บางส่วนจากขมิ้นชัน (C. 
longa) และขมิ้นอ้อย (C. zedoaria) โดยมี Z. mantanum เป็น outgroup (A) ล าดับนิวคลีโอไทด์
ต าแหน่งท่ี 103 ในขมิ้นชัน คือ A ส่วนขมิ้นอ้อย คือ G (B) ล าดับนิวคลีโอไทด์ต าแหน่งที่ 151-162 ที่มีชุดซ้ า
ของเบส AT ที่แตกต่างกันระหว่างขมิ้นชัน (6 ซ้ า) และขมิ้นอ้อย (5-6 ซ้ า) 

 

 

B 

A 
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รูปที่ 2  dendrogram ของพืชสกุล Curcuma 20 ตัวอย่าง โดยมี Z. mantanum เป็น outgroup วิเคราะห์ด้วย
วิธี maximum likelihood ที่ค่า bootstrap 1,000 

 
บริ เวณ ITS และยีน matK ในคลอโรพลาสต์  ไม่
สามารถแยกพืชสกุลขมิ้นออกจากสกุลอื่น แสดงให้เห็น
ว่าพืชสกุลขมิ้นจัดเป็นกลุ่ม paraphyletic เนื่องจาก
พืชกลุ่มนี้มีการผสมข้ามชนิดท าให้จ านวนชุดของ
โครโมโซมเพิ่มขึ้น [18] แผนภูมิความสัมพันธ์ทาง
วิวัฒนาการแบ่งพืชสกุลขมิ้นออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ กลุ่ม
แรกประกอบด้วย  C. amada 1, C. amada 2, C. 
comosa, C. longa 1-6, C. mangga 1, C. mangga 2 
ซึ่งส่วนใหญ่จัดอยู่ในกลุ่มขมิ้นแท้ (Eucurcuma)  และ 
Curcuma sp. ภายในกลุ่มนี้ยั งพบว่า C. longa 2 
(พะเยา ) C. longa 3 (อุตรดิ ตถ์ ) และ C. longa 4 
(น่าน) มีความสัมพันธ์ที่ใกล้ชิดกันและจัดอยู่ในกลุ่ม
ย่อยกลุ่มเดียวกัน เพราะมาจากแหล่งพื้นที่ใกล้เคียงกัน 
เช่นเดียวกันกับ C. amada 1 (พิษณุโลก) C. amada 

2 (เพชรบูรณ์) และ C. comosa จัดอยู่ในกลุ่มเดียวกัน 
และมีจ านวนโครโมโซมที่เท่ากัน คือ 2n = 42 [19,20] 
ส่ ว น ก ลุ่ ม ที่  2 ป ร ะ ก อบ ด้ ว ย  C. aeruginosa, C. 
aromatica, C. ecomata, C. rubescens 1, C. 
rubescens 2, C. rubrobracteata, C. zedoaria 1 
และ C. zedoaria 2 ซึ่งไม่สอดคล้องกับการจัดกลุ่ม
ย่อย โดย C. aromatica, C. aeruginosa, C. rubes-
cens และ C. zedoaria จัดอยู่ในกลุ่มขมิ้นแท้ ในขณะ
ที่ C. rubrobracteata จัดอยู่ในกลุ่มบัวช้ัน (Petio-
lata) ส่วน C. ecomata  อยู่ในกลุ่มกระเจียวสุเทพ 
(Ecomata) อย่างไรก็ตาม พืชสกุลขมิ้นเหล่านี้มีจ านวน
โครโมโซมมากกว่า 2 ชุด (polyploidy) เหมือนกัน 
[21] จากการจัดกลุ่มพบว่าขมิ้นชันและขมิ้นอ้อยจัดอยู่
คนละกลุ่ม สอดคล้องกับการวิเคราะห์ความสัมพันธ์

 C.longa2

 C.longa4
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 C. longa5
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 C.zedoaria1

 C.zedoaria2

 C.aromatica

 Z.montanum

40

98

63

65

0.0010

I 

II 



ปีที่ 27 ฉบบัที ่2 มีนาคม - เมษายน 2562                                                                  วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 333 

ทางพันธุกรรมและการจ าแนกขมิ้นด้วยเทคนิคแฮต 
อาร์เอพีดีจากขมิ้นชัน 6 ชนิด จ านวน 10 ตัวอย่าง 
พบว่าขมิ้นชันและขมิ้นอ้อยจัดอยู่คนละกลุ่ม [22] แต่
แตกต่างจากการศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ
โดยใช้เครื่องหมาย RAPD และ ISSR พบว่าขมิ้นชัน
และขมิ้นอ้อยจัดอยู่ ในกลุ่มเดียวกันและมีลักษณะ
สัณฐานวิทยาท่ีใกล้เคียงกัน [23] แสดงให้เห็นว่าการใช้
ล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณระหว่างยีน trnS(UGA)-
trnfM(CAU) สามารถจ าแนกพืชสกุลขมิ้นที่มีลักษณะ
ทางสันฐานวิทยาที่ใกล้เคียงกัน 
 

4. สรุปผลการทดลอง 
การจัดจ าแนกและวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง

วิวัฒนาการจากการใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์บริ เวณ 
trnS(UGA)-trnfM(CAU) ของพืชสกุลขมิ้น สามารถ
จ าแนกพืชสกุลขมิ้น 10 ชนิด จ านวน 19 ตัวอย่าง และ
ไม่ทราบชนิด 1 ตัวอย่าง และแบ่ง เป็น 2 กลุ่ม จากผล
การศึ กษายั งพบว่ าล าดั บนิ วคลี โอ ไทด์ บริ เ วณ 
trnS(UGA)-trnfM(CAU) มีจ านวนซ้ าของเบส AT แตก 
ต่างกัน สามารถใช้ในการจ าแนกขมิ้นชันและขมิ้นอ้อย 
เพื่อแก้ปัญหาการปนเปื้อนของผลิตภัณฑ์สมุนไพร
ขมิ้นชัน ซึ่งมักจะมีการปนเปื้อนจากขมิ้นอ้อยเพราะ
เหง้าของพืชทั้งสองชนิดมีความคล้ายกันมาก อย่างไรก็
ตาม การระบุชนิดของพืชสกุลขมิ้นควรเพิ่มข้อมูลล าดับ
นิวคลีโอไทด์บริเวณอื่นในคลอโรพลาสต์ที่ใช้ในการ
วิเคราะห์ เพื่อท าให้สามารถแยกความแตกต่างของพืช
สกุลขมิ้นได้ชัดเจนยิ่งขึ้น 
 

5. กิตติกรรมประกาศ 
งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากงบประมาณ

รายได้ กองบริหารการวิจัย มหาวิทยาลัยนเรศวร 
(R2558C149 ) ขอขอบคุณห้องปฏิบัติการหน่วยวิจัย
พันธุศาสตร์และชีววิทยาโมเลกุล ภาควิชาชีววิทยา 

คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ได้ให้ความ
อนุเคราะห์อุปกรณ์ เครื่องมือและสถานท่ีวิจัย 
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