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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
1. การเก็บรวบรวมพันธุขา 
 นําตัวอยางขาที่เก็บมาจากแหลงปลูกเชิงการคาใน 5 จังหวัด คือ กําแพงเพชร อุตรดิตถ  
 นครสวรรค ลพบุรี และกาฬสินธุ รวมทั้งหมด 20 ตัวอยาง นํามาปลูกในสภาพแวดลอมและการดู
แลรักษาแบบเดียวกัน (คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม) เปนระยะเวลา 1 ป พบวาทุกตัว
อยางสามารถเจริญเติบโตไดเปนปกติ จากนั้นบันทึกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสวนเหนือตน
และเหงา ดังตารางที่ 5 

 

 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  สภาพแปลงปลูกของขา ทั้ง 20 ตัวอยาง ที่คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 

 
           (1)                                                 (2)                                              (3) 

                (4)                                              (5)                                             (6) 
ภาพที่ 2   เปรียบเทียบลักษณะของสีเหงาขา ในขา 6 สายพันธุ  (1) ขาแดง (2) ขาหยวก (3) 

ขาสาคู (4) ขาเหลือง (5) ขาปา (6) ขาลิง 
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ภาพที่ 3 ขาแดง จ.อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 1(ซาย) ขาหยวก จ. อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 2 (ขวา) 
 
 
 
 
                                                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 3 (ซาย) ขาสาคู จ.อุตรดิตถ ตัวอยางที่ 4 (ขวา) 
 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 36

                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

     ภาพที่ 5  ขาหยวก จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 5 (ซาย)  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 6 (ขวา) 
                                                           
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 6  ขาปา จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 7 (ซาย)  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 8 (ขวา) 
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ภาพที่ 7  ขาเหลือง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 9 (ซาย)  ขาหยวก จ.กําแพงเพชร ตัวอยางที่ 10 (ขวา) 
 
 
 
 
                                                                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8  ขาหยวก จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 11 (ซาย)  ขาแดง จ.อุตรดิตถตัวอยางที่ 12 (ขวา) 
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ภาพที่ 9  ขาหยวก จ.นครสวรรค ตัวอยางที่ 13 (ซาย)  ขาหยวก จ. นครสวรรค ตัวอยางที่ 14 (ขวา)                          
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่10   ขาลิง จ.นครสวรรค ตัวอยางที่ 15 (ซาย)  ขาแดง จ. นครสวรรค ตัวอยางที่ 16 (ขวา) 
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ภาพที่ 11     ขาแดง  จ.นครสวรรค   ตัวอยางที่ 17 (ซาย)   ขาแดง จ.ลพบุรี   ตัวอยางที่ 18 (ขวา) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 12   ขาแดง จ.ลพบุรี ตัวอยางที่ 19 (ซาย) ขาลิง จ. กาฬสินธุ ตัวอยางที่ 20 (ขวา) 
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ตตารางที่ 5  ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของขา 

ขนาดใบ (เซนติเมตร) ชื่อ สีของตาเหงา เสนผานศูนยกลางเหงา 
(เซนติเมตร) 

ความสูงทรงพุม 
(เซนติเมตร) ความกวาง ความยาว 

แหลงที่มา 

1. ขาแดง สีแดง 3.5 – 4.0 90-100 9.0 6.5 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
2. ขาหยวก สีชมพู-ขาว 4.0 – 5.0 120-130 5.5 32 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
3. ขาแดง สีแดง 3.0-3.5 90-100 8.5 31 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
4 ขาสาคู สีแดง-ชมพู 2.0-2.5 100-110 8.0 27 พันธุปา จ.อุตรดิตถ 
5. ขาหยวก สีชมพู-ขาว 3.0 – 3.5 90-100 4.5 30 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
6. ขาแดง สีแดง 3.0-3.5 80-90 4.5 21 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
7. ขาปา สีแดง-ชมพู 2.5-3.0 90-100 6.0 27 พันธุปา จ.อุตรดิตถ 
8. ขาแดง สีแดง 4.0-4.5 115-120 7.5 29 พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 
9. ขาเหลือง สีแดง-เหลือง 3.0-3.5 90-100 6.0 25 พันธุปา จ.อุตรดิตถ 
10. ขาหยวก สีแดง-ชมพู 4.5-5.0 90-100 7.0 28 พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 
11. ขาหยวก สีแดง-ชมพู 4.5 - 5.0 100-110 7.0 28 พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 
12. ขาหยวก สีแดง-ชมพู 4.5 - 5.0 100-110 6.8 26 พันธุปลูก จ.นครสวรรค 
13. ขาหยวก สีแดง-ชมพู 4.5-5.0 100-110 7.0 28 พันธุปลูก จ.นครสวรรค 
14. ขาหยวก สีแดง-ชมพู 4.5-5.0 90-100 7.0 28 พันธุปลูก จ.นครสวรรค 
15. ขาลิง สีแดง-ชมพู 2.0-2.5 120-130 5.0 36 พันธุปา จ.นครสวรรค 
16. ขาแดง  สีแดง 3.5 – 4.0 145-150 9.0 30 พันธุปลูก จ.นครสวรรค 
17. ขาแดง สีแดง 4.0-4.5 110-125 8.0 39 พันธุปลูก จ.ลพบุรี 
18. ขาแดง สีแดง 4.0-4.5 110-125 8.0 39 พันธุปลูก จ.ลพบุรี 
19. ขาแดง สีแดง-ชมพู 2.5 – 3.0 145-150 5.5 26.5 พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 
20. ขาลิง สีแดง-ชมพู 1.0-1.5 50-60 2.5 15 พันธุปา จ.กาฬสินธุ 
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2.  การสกัดสาร 1’ acetoxychavicol acetate ในขา  
 2.1 สารสกัดหยาบจากขา 
 เมื่อนําขาทั้ง 20 ตัวอยางมาสกัดดวยตัวทําละลาย dichloromethane พบวาเปอรเซ็นตผลผลิต
สารสกัดหยาบตอน้ําหนักแหงเฉล่ีย มีคาเทากับ 6.3 % สวนในดานของคุณสมบัติทางกายภาพสาร
คลายคลึงกันทุกตัวอยาง คือ มีลักษณะเปนน้ํามันขนเหนียว สีน้ําตาลเหลือง มีกล่ินเผ็ดรอนของขา 
เมื่อสัมผัสผิวหนังโดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อออนจะมีอาการแสบรอน ดังภาพที่ 13 

 
ภาพที่ 13 ลักษณะของสารสกัดหยาบจากขา 

 
2.2 การแยกสารออกฤทธิ์ของสารสกัดหยาบดวยวิธี Column Chromatography 
จากผลการวิเคราะหสารออกฤทธิ์ที่แยกไดจากสารสกัดหยาบของขา พบวา สาร L14 และ 

L15 มีปริมาณสาร 1´ acetoxychavicol acetate มากที่สุด ดังนั้นจึงใช สาร L14 และ L15 เปนตัว
ประมาณปริมาณของสาร 1´ acetoxychavicol acetate โดยการสกัดแยกสาร L14 และ L15 ดวยวิธี 
Column Chromatography ในขาทั้ง 20 ตัวอยาง พบวาสามารถแบงกลุมของขาได 4 กลุม คือ กลุมที่ 
1 ขาแดง จาก จ.กําแพงเพชร (ตัวอยางที่ 19) ใหปริมาณ L14 รวมกับ L15 มากที่สุดคือ 69.68% ของ
สารสกัดหยาบ  กลุมที่ 2 ขาเหลือง จาก จ.อุตรดิตถ (ตัวอยางที่ 9) และขาแดง จ.ลพบุรี (ตัวอยางที่ 
17) ใหปริมาณ L14 รวมกับ L15 67.34% และ 66.76% ของสารสกัดหยาบ ตามลําดับ กลุมที่ 3 ขา
แดง ขาหยวก ขาลิง และ ขาปา จาก จ.อุตรดิตถ จ.นครสวรรค จ.กําแพงเพชร จ. ลพบุรีและจ.
กาฬสินธุ (ตัวอยางที่ 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10, 11, 15, 16,18 และ 20) ใหปริมาณ L14 รวมกับ L15 
59.47%, 58.03%, 59.02%, 54.02%,  54.59%, 59.84%, 59.08%, 54.08% , 61.57%, 56.52%,  
58.91%, 61.74% และ 54.02% ตามลําดับ กลุมที่มีนอยที่สุดคือกลุมของขาหยวกจาก จ. นครสวรรค 
และ ขาสาคู จาก จ. อุตรดิตถ ซ่ึงมีคาอยูระหวาง 41.90%- 52.21% ของสารสกัดหยาบ (ตารางที่ 6) 
เปอรเซ็นต L14 รวมกับ L15 ของทั้ง 4 กลุม ที่แยกได มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับ
ความเชื่อมั่นที่ 95% และสมบัติทางกายภาพของ L14 รวมกับ L15 มีลักษณะเปนน้ํามันมีความหนืด 
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สีเหลืองใส มีกล่ินฉุนเผ็ดรอน เมื่อสัมผัสผิวหนังรูสึกแสบรอน โดยเฉพาะบริเวณเนื้อเยื่อออน (ภาพ
ที่ 14) 
                                                                                                                                                                                         
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ 6  ปริมาณสาร L14 รวมกับ L15 ที่แยกดวยวิธี Column Chromatography 

ตัวอยาง แหลงที่มา เปอรเซ็นตสาร L14 รวม
กับ L15 ตอสารสกัดหยาบ 

1. ขาแดง พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 59.47c1/ 

2. ขาหยวก พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 58.03c 
3. ขาแดง พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 59.04c 
4 ขาสาคู พันธุปา จ.อุตรดิตถ 51.38d 
5. ขาหยวก พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 54.02c 
6. ขาแดง พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 54.59c 
7. ขาปา พันธุปา จ.อุตรดิตถ 59.84c 
8. ขาแดง พันธุปลูก จ.อุตรดิตถ 59.08c 
9. ขาเหลือง พันธุปา จ.อุตรดิตถ 67.34b 
10. ขาหยวก พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 54.08c 
11. ขาหยวก พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 56.52c 
12. ขาหยวก พันธุปลูก จ.นครสวรรค 51.37d 
13. ขาหยวก พันธุปลูก จ.นครสวรรค 52.21d 
14. ขาหยวก พันธุปลูก จ.นครสวรรค 41.90d 
15. ขาลิง พันธุปา จ.นครสวรรค 61.57c 

ภาพที่ 14 ลักษณะของสาร L14 รวมกับ L15 ที่แยกดวยวิธี Column Chromatography 
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ตารางที่ 6  (ตอ) 
ตัวอยาง แหลงที่มา เปอรเซ็นตสาร L14 รวม

กับ L15 ตอสารสกัดหยาบ 
16. ขาแดง  พันธุปลูก จ.นครสวรรค 58.91c 
17. ขาแดง พันธุปลูก จ.ลพบุรี 66.76b 
18. ขาแดง พันธุปลูก จ.ลพบุรี 61.73c 
19. ขาแดง พันธุปลูก จ.กําแพงเพชร 69.68a 
20. ขาลิง พันธุปา จ.กาฬสินธุ 54.02c 

1/ คาเฉลี่ยในคอลัมนเดียวกันที่ตามหลังดวยตัวอักษรที่เหมือนกัน ไมมีความแตกตางกันอยางมี นัย
สําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต โดยวิธี LSD 
 
3. การเปรียบเทียบวิธีการสกัด ดีเอ็นเอ 3 วิธีการ 
 วิธีการสกัดดีเอ็นเอทั้ง 3 วิธีคือ  
 1)  SDS Extraction (Kuntapanom and Ikeda, 1998)  
 2) การสกัดดวย   Master PureTM Plant Leaf DNA Purification Kit (Cat Nos. MPP92010 
and MPP92100) ของบริษัท EPI CENTRE 
 3) วิธีการดัดแปลงจากวิธีของ Doyle and Doyle (1990) (อุไรวรรณ, 2540) 
 พบวาวิธีการที่ใหดีเอ็นเอที่มีคุณภาพดีและปริมาณมากที่สุดคือวิธีที่ 3  วิธีการดัดแปลงจาก
วิธีของ Doyle and Doyle (1990) (อุไรวรรณ, 2540) สวนวิธีที่ 1 และ 2ไดดีเอ็นเอที่ไมบริสุทธิ์ และ
ปริมาณนอย ดังภาพที่ 15  
                                                                                                                                                   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7

ภาพที่ 15 เปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอทั้ง 3 วิธีการ 1=DNA standard 100 ng, 2-3= SDS   
   extraction, 4-5= ชุด kit, 6-7= Doyle and Doyle 
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4. ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมและขั้นตอนในการทํา AFLP 
 4.1 ผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมในการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 ผลการทดสอบสภาวะในการตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI ใน 3 
สภาวะ พบวา วิธีการที่ 1 ใหแถบดีเอ็นเอดีที่สุด คือการตัดดวย MseI  บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 3 ชั่วโมง จากนั้นเติม EcoRI และบมที่ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง รองลงมา คือ วิธี
การที่ 2 ใหแถบดีเอ็นเอที่มีความชัดเจนและจํานวนแถบใกลเคียงกับวิธีที่ 1  โดยตัดดวยเอนไซม 
MseI และ EcoRI  พรอมกัน แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง สวนวิธีการที่ 3 คือ เติม
เอนไซมทั้ง 2 พรอมกันแตบมที่ 2 อุณหภูมิ คือ 37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง และ ตอดวย 65 องศา
เซลเซียส 2 ชั่วโมงนั้น ไมเกิดแถบดีเอ็นเอเลย ดังภาพที่ 18    ดังนั้น ในการทดลองครั้งนี้ จึงทําการ
ตัดดีเอ็นเอดวยเอนไซมตัดจําเพาะ EcoRI และ MseI ตามวิธีการที่ 1 
 

 
 
 
 
 
 

 
  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   1      2    3 

ภาพที่ 16  ลักษณะของแถบดีเอนเอที่ตัดดวยเอนไซม  MseI และ EcoRI ภายใต 3 สภาวะ  
          1 คือ การตัดดวยเอนไซม MseI และ EcoRI พรอมกันแลว บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง 
          2 คือ การตัดดวย MseI  บมที่ 65 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นเติม EcoRI และบมที่ 37 
      องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ชั่วโมง 
          3 คือ เติมเอนไซมทั้ง 2 พรอมกันแตบมที่ 2 อุณหภูมิ คือ 37 องศาเซลเซียส 3 ช่ัวโมง และ ตอดวย 65 
      องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง 
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4.2 การทดสอบคูไพรเมอรที่เหมาะสมในการทํา AFLP 
 การทดสอบคูไพรเมอรที่เหมาะสมในขั้นตอนการทํา Selective Amplification โดยทดสอบ
คูไพรเมอรทั้งหมด 128 คูและพบวามีคูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของขาไดจํานวน 105 
คู และทําการคัดเลือกคูไพรเมอรที่สรางแถบดีเอ็นเอมากและชัดเจน (ภาพที่ 17) ไดจํานวน 50 คู ดัง
แสดงในตารางที่ 7  
 
ตารางที่  7  คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของขา 

MseI Primer EcoRI 
Primer M-CAA M-CAC M-CAG M-CAT M-CTA M-CTC M-CTG M-CTT 
E-AT X X --- X X --- X X 
E-AC X X --- X X X X --- 
E-AG X X --- X X X --- X 

E-AAC X --- X X X X X X 
E-AAG X X X X X X --- X 
E-ACA X X --- X X X X X 
E-ACC X X X --- X X X X 
E-ACG X X X X X X X X 
E-ACT X X X X X X X X 
E-AGC X X --- X X X --- X 
E-AGG X X X X X X X X 
E-AGA X X --- X X X --- X 
E-AGT X X --- X X X --- X 
E-ATT X X --- X X --- --- X 
E-ATG X X --- --- X X X X 
E-ATC X X --- --- X X X X 
หมายเหตุ  X คือ คูไพรเมอรที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได  

   คูไพรเมอรที่มีแถบสีชมพู  คือ คูไพรเมอรที่คัดเลือกสําหรับขั้นตอน Selective   
    Amplification จํานวน 50 คูไพรเมอร 
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ภาพที่ 17  ตัวอยาง แถบดีเอ็นเอของขา ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณในขั้นตอน Selective-      
    Amplification ดวยคูไพรเมอรจากตารางที่ 7 
 
 เมื่อนําคูไพรเมอรทั้ง 50 คู มาทดสอบกับขาทั้ง 20 ตัวอยาง พบวามีเพียง 15 คูไพรเมอรที่ให
แถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนมีจํานวนแถบมากและมีจํานวน polymorphic band สูง คูไพรเมอรดังกลาวมีดัง
นี้  E-ACA/M-CAA  E-AGT/M-CAA  E-ATC/M-CAA 
  E-AC/M-CAA  E-ACT/M-CAT  E-ACA/M-CAT 
  E-ACC/M-CAG  E-ACT/M-CAG  E-ACC/M-CAC 
  E-ATC/M-CAC  E-AAG/M-CAC  E-ACA/M-CAC 
  E-AC/M-CAC  E-AAC/M-CTA  E-AAG/M-CTA   
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 ในการศึกษาครั้งนี้ไดบันทึกผลเฉพาะแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน ซ่ึงมีขนาดอยูในชวง 1116-147 
คูเบส (base pairs) และทั้ง 15 คูไพรเมอรใหแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 702 แถบ โดยใหแถบดีเอ็นเอที่มี
ลักษณะเปน  monomorphic band คือทุกตัวอยางมีแถบดีเอ็นเอเหมือนกันในตําแหนงเดียวกัน 
จํานวน 126 แถบและแถบดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน polymorphic band คือมีแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎใน
ตําแหนงเดียวกันแตกตางกัน (ภาพท่ี 18) จํานวน 576 แถบ โดยจํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎในแต
ละไพรเมอรแสดงไวในตารางที่ 8 จากตารางพบวาคูไพรเมอร E-ACT/M-CAG ให % polymorphic 
band มากที่สุดคือ 90.6 เปอรเซนต และคูไพรเมอรที่ให % polymorphic band นอยท่ีสุด คือ E-
AGT/M-CAA มีคาอยูที่ 71 เปอรเซ็นต เมื่อนําแตละคูไพรเมอรมาเฉลี่ยรวมกันก็พบวามีคา % 
polymorphic band อยูที่ 82 เปอรเซ็นต ซ่ึงถือวามีเปอรเซ็นตที่สูงมาก ดังนั้นคูไพรเมอรเหลานี้จึง
เหมาะสมที่จะนํามาหาความสัมพันธทางพันธุกรรมของขา 
 
ตารางที่ 8  จํานวนแถบดีเอ็นเอที่ปรากฎทั้ง 15 คูไพรเมอร     

primer monomorphic band polymorphic 
band 

total % polymorphic 
band 

E-ACA/M-CAA 8 53 61 86.9 
E-AGT/M-CAA 11 27 38 71.0 
E-ATC/M-CAA 6 18 24 75.0 
E-AC/M-CAA 12 47 59 79.7 

E-ACT/M-CAT 9 21 30 70.0 
E-ACA/M-CAT 12 52 64 81.2 
E-ACC/M-CAG 4 16 20 80 
E-ACT/M-CAG 3 29 32 90.6 
E-ACC/M-CAC 8 45 53 84.9 
E-ATC/M-CAC 7 47 54 87.0 
E-AAG/M-CAC 8 36 44 81.8 
E-ACA/M-CAC 5 29 34 85.3 
E-AC/M-CAC 9 51 60 85.0 

E-AAC/M-CTA 9 60 9 87.0 
E-AAG/M-CTA 15 45 60 75.0 

total 126 576 702 82.0 
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 4.3  แถบดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับปริมาณสาร 1´ acetoxychavicol acetate  
 จาก 15 คูไพรเมอรที่ไดทดสอบกับตัวอยางดีเอ็นเอของขาทั้ง 20 ตัวอยาง  พบวาไมพบแถบ 
ดีเอ็นเอที่มีความสัมพันธกับปริมาณสาร 1´ acetoxychavicol acetate ซ่ึงจัดกลุมไวตามปริมาณสาร 
1´ acetoxychavicol acetate ไวไดเปน 4 กลุม (ตารางที่ 6) แตพบวาในขาหยวกตัวอยางที่ 14 ซ่ึงมี
ปริมาณสารดังกลาวนอยที่สุดคือ 41.90 เปอรเซ็นต พบแถบดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจง (Specific band) 
กับตัวอยางที่ 14 ในคูไพรเมอร E-ACT/M-CAG และ E-ATC/M-CAC มีขนาดประมาณ 404 คูเบส 
และอยูในชวง 404- 489 คูเบส ตามลําดับ ดังภาพที่ 19 

     1   2   3   4    5   6   7   8   9   10 11 12 13 14  15 16 17 18  19  20            M (bp) 
404 

331 

272 

190 

147 

ภาพที่ 18 ตัวอยางลายพิมพดีเอ็นเอของไพรเมอร E-ACC/M-CAC และ M คือ pUC Mix Marker
DNA หมายเลข 1-20 คือตัวอยางขาที่ 1-20 และลูกศรสีน้ําเงินแสดงตําแหนงของแถบ
ดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปน monomorphic band ลูกศรสีแดงแสดงตําแหนงของแถบดีเอ็นเอที่
มีลักษณะเปน polymorphic band   
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(ก) 

 
 

 
(ข) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  1     2     3   4     5    6    7    8    9  10   11   12  13  14  15  16  17  18  19  20              M   (bp) 501 
489 

404 

331 

ภาพที่ 19  แถบดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงในขาตัวอยางที่ 14  ที่พบในคูไพรเมอร  
 (ก) E-ACT/M-CAG  
 (ข) E-ATC/M-CAC 

  M           1     2     3   4    5    6    7     8     9   10  11   12  13  14  15   16  17   18  19   20  

501 
489 

404 

(bp) 
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4.4 ผลการวิเคราะห ความสัมพันธทางพันธุกรรมของขาทั้ง 20 ตัวอยาง 

 วิเคราะห เดนโดรแกรม ของขาโดยโปรแกรม NTSYS-pc version  2.01d  ดวยวิธี UPGMA 
ซ่ึงคา genetic distances ที่ไดมีความหมายคือคาที่เขาใกล 1 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรร
มมาก สวนคาที่เขาใกล 0 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมนอย สวนคา similarity coefficient 
แสดงในตาราง ที่ 9  ซ่ึงจะมีความหมายคือคาที่เขาใกล 1 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรม
นอย สวนคาที่เขาใกล 0 แสดงวามีความแตกตางทางพันธุกรรมมาก จาก เดนโดรแกรม (ภาพที่ 20 ) 
สามารถแบงขาออกไดเปน 5 กลุม คือ 
 กลุมที่ 1 มี 10 ตัวอยาง คือ  ขาแดง ตัวอยางที่ 1 (KD1)  ขาแดง ตัวอยางที่ 3 (KD3) ขาแดง 
ตัวอยางที่ 8 (KD8) ขาหยวก ตัวอยางที่ 10 (KY10) ขาหยวก ตัวอยางที่ 11 (KY11) ขาหยวก ตัวอยาง
ที่ 12 (KY12) ขาหยวก ตัวอยางที่ 13 (KY13) ขาหยวก ตัวอยางที่ 14 (KY14) ขาลิง ตัวอยางที่ 15 
(KL15) ขาแดง ตัวอยางที่ 16 (KD16) 
 กลุมที่ 2 มี 2 ตัวอยาง คือ ขาแดง ตัวอยางที่ 6 (KD6) และขาเหลือง ตัวอยางที่ 9 (KLE9) 
 กลุมที่ 3 มี 2 ตัวอยาง คือ ขาหยวก ตัวอยางที่ 2 (KY2) และขาหยวก ตัวอยางที่ 5 (KY5) 
 กลุมที่ 4 มี 5 ตัวอยาง คือ ขาสาคู ตัวอยางที่ 4 (KS4) ขาปา ตัวอยางที่ 7 (KP7) ขาแดง ตัว
อยางที่ 17 (KD17) ขาแดง ตัวอยางที่ 18 (KD18) และขาแดง ตัวอยางที่ 19 (KD19) ซ่ึงในกลุมที่ 4 นี้
สามารถแบงเปนกลุมยอยไดอีก 2 กลุมคือ 4.1) กลุมของขาแดง (KD17, KD18, KD19) และ 4.2) 
กลุมของขาพันธุปา (KS4, KP7) 
 กลุมที่ 5 คือ ขาลิง ตัวอยางที่ 20 (KL20) 
 พบวาในกลุมที่ 1 มีสวนใหญจะเปนพันธุปลูกทางการคา ยกเวนขาลิง ตัวอยางที่ 15 และทุก
ตัวอยางมีความสัมพันธกันในลักษณะของสีเหงา ซ่ึงทุกตัวอยางมีหนอเปนสีแดง และมีสีเหงาเปนสี
อมชมพู สวนดานของปริมาณสาร 1´ acetoxychavicol acetate พบวาทั้ง 10 ตัวอยางอยูในกลุมที่มี
ปริมาณสารนอยทั้งหมด โดยเฉพาะ ขาหยวก ตัวอยางที่ 14 คือมีปริมาณสาร 41.90 เปอรเซ็นต กลุม
ที่ 2 พบวาถาดูจากลักษณะทางสัณฐานวิทยาพบวามีสวนที่สัมพันธกันเฉพาะ ขนาดของเหงาเทานั้น 
และมีความแตกตางกันอยางชัดเจนในดานของสีเหงา คือขาแดง ตัวอยางที่ 6 จะมีเหงาสีแดงอมชมพู 
สวนขาเหลือง ตัวอยางที่ 9 จะมีสีเหงาเปนสีเหลืองแตกตางจากทุกตัวอยาง กลุมที่ 3 พบวาทั้ง 2 ตัว
อยางมีความสัมพันธกันอยางมาก โดยเฉพาะสีเหงาซึ่งจะแตกตางจากตัวอยางอื่นอยางชัดเจนกลาว
คือ เหงามีสีขาวซีด หนอมีสีชมพู และลักษณะทางสัณฐานวิทยาอื่นๆมีความคลายคลึงกันอยางมาก 
สวนดานของเปอรเซ็นสาร 1´ acetoxychavicol acetate พบวาจัดอยูในกลุมใหเปอรเซ็นตสารนอย
เชนเดียวกัน กลุมที่ 4 แบงเปน 2 กลุมยอย พบวากลุม 4.1 เปนกลุมที่เปนพันธุปาทั้ง 2 ตัวอยาง และ
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มีลักษณะอื่นๆที่คลายคลึงกัน สวน กลุม 4.2 มีลักษณะที่คลายคลึงกันเชนกัน แตในดานของ
เปอรเซ็นตสารพบวา ขาแดง ตัวอยางที่ 17 กับ 19 จัดอยูในกลุมของขาที่มีเปอรเซ็นตสารสูง คือ 
66.76 และ 69.68 เปอรเซ็นต กลุมที่ 5 ขาลิงตัวอยางที่ 20 พบวาเปนขาที่มีความแตกตางจากขาทุก
ตัวอยาง อยางชัดเจน โดยเฉพาะในดานของลักษณะทางสัณฐานวิทยา กลาวคือ มีลักษณะของเหงา
ขนาดเล็ก ลําตนเทียมเตี้ย ใบแหลมเล็ก  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 20 เดนโดรแกรม แสดงความแตกตางระหวางพันธุกรรมของขาทั้ง 20 ตัวอยางจากไพร
เมอร 15 คู (KD= ขาแดง, KY=ขาหยวก, KL=ขาลิง, KLE=ขาเหลือง, KP=ขาปา, KS=
ขาสาคู) 
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ตารางที่ 9 คา Similarity Coefficient ของขาทั้ง 20 ตัวอยาง 
 KD1 KD2 KD3 KD4 KD5 KD6 KD7 KD8 KD9 KD10 KD11 KD12 KD13 KD14 KD15 KD16 KD17 KD18 KD19 KD20 
KD1 1.00                    
KD2 0.77 1.00                   
KD3 0.96 0.76 1.00                  
KD4 0.56 0.52 0.56 1.00                 
KD5 0.78 0.83 0.77 0.52 1.00                
KD6 0.81 0.78 0.80 0.53 0.79 1.00               
KD7 0.58 0.52 0.58 0.94 0.54 0.55 1.00              
KD8 0.96 0.77 0.94 0.55 0.79 0.82 0.57 1.00             
KD9 0.81 0.77 0.80 0.53 0.78 0.94 0.54 0.81 1.00            
KD10 0.98 0.77 0.96 0.56 0.78 0.81 0.58 0.97 0.81 1.00           
KD11 0.96 0.76 0.94 0.57 0.77 0.81 0.57 0.96 0.81 0.97 1.00          
KD12 0.97 0.77 0.95 0.56 0.77 0.82 0.58 0.97 0.82 0.98 0.98 1.00         
KD13 0.98 0.77 0.95 0.56 0.78 0.81 0.57 0.97 0.82 0.98 0.98 0.99 1.00        
KD14 0.90 0.75 0.87 0.58 0.77 0.82 0.59 0.89 0.82 0.90 0.90 0.91 0.91 1.00       
KD15 0.97 0.77 0.95 0.56 0.78 0.82 0.57 0.96 0.82 0.98 0.98 0.99 0.99 0.91 1.00      
KD16 0.94 0.75 0.91 0.58 0.76 0.80 0.58 0.93 0.80 0.94 0.95 0.95 0.95 0.87 0.96 1.00     
KD17 0.57 0.54 0.57 0.88 0.54 0.55 0.87 0.58 0.54 0.57 0.57 0.57 0.57 0.59 0.56 0.55 1.00    
KD18 0.55 0.52 0.54 0.88 0.54 0.54 0.87 0.56 0.53 0.55 0.55 0.55 0.55 0.57 0.55 0.58 0.95 1.00   
KD19 0.55 0.53 0.54 0.89 0.54 0.53 0.88 0.56 0.52 0.54 0.55 0.55 0.54 0.57 0.54 0.57 0.96 0.97 1.00  
KD20 0.47 0.46 0.47 0.69 0.47 0.48 0.67 0.48 0.46 0.47 0.46 0.46 0.46 0.46 0.46 0.48 0.71 0.73 0.73 1.00 
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4.5 แถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง (Specific band) กับตัวอยางขา  
ในการทดลองครั้งนี้พบวามีขา 5 ตัวอยางที่พบแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง ตัวอยาง

ดังกลาวคือ ขาหยวก ตัวอยางที่ 2 ขาหยวก ตัวอยางที่ 5 ขาแดงตัวอยางที่ 6 ขาแดง ตัวอยางที่ 14 ขา
ลิง ตัวอยางที่ 20 ดังแสดงในตารางที่ 10 (ภาพที่ 21 และ 22) 

 
ตารางที่ 10 ตําแหนงที่พบแถบดีเอ็นเอที่มีความจําเพาะเจาะจง (Specific band) ในขา 5 ตัวอยาง 

ตัวอยางขา ไพรเมอร ตําแหนงที่พบ (คูเบส) 
ขาหยวก 2 E-ACA/M-CAA 

E-AGT/M-CAA 
E-ACT/M-CAT 
E-ACT/M-CAG 
E-AAG/M-CAC 
E-AAC/M-CTA 
E-AAG/M-CTA 

190-147 
590-511 
489-404 

501 
489-404 
489-404 
190-147 

ขาหยวก 5 E-AGT/M-CAA 
E-AC/M-CAA 

E-ACT/M-CAT 
E-ACA/M-CAT 
E-ACC/M-CAG 
E-ATC/M-CAC 
E-AAG/M-CAC 

345-310 
190-147 
404-331 
692-501 
692-501 
331-242 
489-404 

ขาแดง 6 E-ATC/M-CAA 242-190 และ 190-147 
ขาหยวก 14 E-ACT/M-CAG 

E-ATC/M-CAC 
404 

489-404 
ขาลิง 20 E-ACA/M-CAA 

E-AGT/M-CAA 
E-ATC/M-CAA 
E-AC/M-CAA 

E-ACT/M-CAG 
E-ACC/M-CAC 
E-ACA/M-CAC 
E-AC/M-CAC 

E-AAG/M-CTA 

692-501 2 ตําแหนง และ 190-147 
590-511 และ 218-150 

331-242 
242-190 
692-501 
692-501 
404-331 

692-501, 489-404 และ 190 
692-501 และ 190-147 
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      1    2    3   4   5    6   7  8    9  10  11  12 13  14  15 16 17  18 19  20                     M (bp) 

ภาพที่ 22  แถบดีเอ็นเอที่จําเพาะเจาะจงกับ ขาลิง ตัวอยางที่ 20 ขาหยวก ตัวอยางที่ 2 และ 5 จากคู
ไพรเมอร E-AGT/M-CAA 

511 

433 
388 

310 
308 

345 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
  
 
 
 
 
 

 

M               1    2    3    4    5     6   7    8     9     10  11  12  13   14   15  16  17   18  19  20 

190 bp 

ภาพที่ 21  แถบดีเอ็นเอที่จําเพาะเจาะจงกับ ขาแดงตัวอยางที่ 6 จากคูไพรเมอร E-ATC/M-CAA 
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