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บทคัดยอ 
 

การหาความแตกตางของชา (Camellia  sinensis Linn.) สายพันธุตางๆ ที่เก็บจาก 
germplasm collection ของมหาวิทยาลัยแมฟาหลวง 15 สายพันธุ โดยวิธี Restriction Fragment 
Length Polymorphism (RFLP) โดยอาศัยยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห catechins 2 ยีน คือ 
phenylalanine ammonia-lyase (PAL) และ chalcone synthase (CHS) เปนตัวติดตาม พบวาในชา
ทั้งหมดสามารถจําแนกออกไดเปนกลุมอูหลงเบอร 12  จํานวน 3 ตัวอยาง กลุมอูหลงเบอร 17
ชาอัสสัม 5 ตัวอยาง และกลุมชาชิงชิง 2 ตัวอยาง ซ่ึงรูปแบบของแถบ DNA ในชาชิงชิงนั้นมีความ
คลายคลึงทั้งชาจีนและชาอัสสัม ซ่ึงขอมูลที่ไดนี้ยังตองอาศัยขอมูลอ่ืนประกอบ เชน การแสดงออก
ของยีน PAL และ CHS หรือปริมาณการสราง catechins ในชาแตละสายพันธุ เพื่อใหสามารถ
เชื่อมโยงขอมูลของรูปแบบของแถบ DNA กับขอมูลอ่ืนได อยางไรก็ตามไมสามารถจําแนกความ
แตกตางในชาทั้ง 15 สายพันธุไดจากการทํา PCR-RFLP 
 
คําสําคัญ : Camellia sinensis/ ชา/ Restriction Fragment Length Polymorphism /RFLP     

    /catechins/ phenylalanine ammonia-lyase/ chalcone synthase 
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ABSTRACT 

 

Fifteen tea (Camellia sinensis Linn.) accessions collected from the germplasm 
collection of Mae Fah Luang University, Chiang Rai, were analyzed to determine the 
differences among cultivars by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
using fragments of phenylalanine ammonia lyase (PAL) and chalcone synthase (CHS) 
as DNA probes. The fifteen tea specimens could be divided into three groups 
according to the RFLP patterns: Chinese group (6 accessions), Assam group (2 
accessions) and Ching-ching group (2 accessions). The hybridized bands of Ching-
ching strains showed a mixed pattern between that of Chinese and Assam tea. Further 
studies in gene expression and levels of catechins biosynthesis are needed for more 
relevant data to reveal the relation between RFLP patterns and levels of catechins 
biosynthesis. However, another technique used in this study, PCR-RFLP, failed to 
detect any differences among the fifteen accessions. 
 

 

Keywords : Camellia  sinensis / tea / Restriction Fragment Length Polymorphism/      
                     RFLP / catechins / phenylalanine ammonia lyase / chalcone synthase 
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12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที ่8  
ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล  
เลนที่ 10 ชาอัสสมัจากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ  
เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  
เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จากไรบุญรอด  
และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด      30 

4.5 แสดงขนาดของแถบ PCR product ของ PAL DNA probe และ CHS DNA probe   
เลนที่ 1 DNA marker 100bp+1.5kb เลนที่ 2 PAL DNA probe ที่ยังไมตดิฉลาก เลนที่ 3  
PAL DNA probe ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP เลนที่ 4 CHS DNA probe ที่ยัง 
ไมติดฉลาก เลนที่ 5 CHS DNA probe ที่ติดฉลากดวย DIG-11-dUTP   31 

4.6 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Dra I    
กับDNA probe ของยีน CHS ในชาทั้ง 15 สายพันธุ เลนที่ 1 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรบุญรอด เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรศุภชัย เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 17  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 7  
ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล 
เลนที่ 9 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ  
เลนที่ 11 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 12 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  
เลนที่ 13 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 14 ชา CK-10 จากไรบุญรอด  
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หนา 
เลนที่ 15 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด      33 

4.7 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ    
Dra I กับ DNA probe ของยนี PAL ในชาทั้ง 15 สายพันธุ เลนที่ 1 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรบุญรอด เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรศุภชัย เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 17  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 7  
ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล  
เลนที่ 9 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ  
เลนที่ 11 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 12 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  
เลนที่ 13 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 14 ชา CK-10 จากไรบุญรอด  
เลนที่ 15 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด      35 

4.8 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ    
Xba I กับ DNA probe ของยนี PAL ในชาทั้ง 10 สายพันธุเลนที่ 1 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12  
จากบานพญาไพร เลนที่ 4 ชา Fukumidori จากไรบุญรอด เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 17  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 7  
ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 8 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  
เลนที่ 9 ชา CK-10 จากไรบญุรอด เลนที่ 10 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด  36 

4.9 แสดง PCR product ของยีน PAL ในตัวอยางชาทั้ง 15 ตัวอยาง หลังจากตัดดวย   
เอนไซมตัดจําเพาะ EcoRV เลนที่1 DNA marker:  100bp+1.5kbเลนที่ 2  
ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4  
ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที ่6  
ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที ่7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง  
เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล  
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สารบาญรูป (ตอ) 
 
 

หนา 
เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ  
เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  
เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จากไรบุญรอด  
และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด     37 

4.10 แสดง PCR product ของยีน CHS ในตัวอยางชาทั้ง 15 ตัวอยาง     
หลังจากตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ Hinc II เลนที่1 DNA marker:   
100bp+1.5kbเลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12  
จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12  
จากบานพญาไพร เลนที ่6 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที ่7  
ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที ่8 ชาอูหลงเบอร 17  
จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพฒุตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัม 
จากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ เลนที่ 12 ชาอัสสัม 
ยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวจิัยฯดอยวาวี เลนที ่14  
ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จากไรบุญรอด  
และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด     38 

 



 
 

บทที่  1 
 

บทนํา 
 
 

1.1  หลักการและเหตุผล 
 

ชา  (Camellia  sinensis Linn.)  เปนเครื่องดื่มสมุนไพรชนิดหนึ่งที่รูจักกันมานานแลว  
โดยมีหลักฐานพบวาประเทศจีนเปนประเทศแรกของโลกที่มีการดื่มชา  และหลังจากนั้นไดมีการ
ติดตอคาขายกับชาวตางชาติ  จึงทําใหมีการเผยแพรไปยังหลายประเทศทั่วโลก  โดยมีการปลูกและ
ขยายพันธุไปตามที่ตางๆ  ดวยรสชาติและกลิ่นที่เปนเอกลักษณ  ทําใหเครื่องดื่มชาเปนที่นิยมอยาง
รวดเร็ว   ซ่ึงสวนใหญไดมีการคนพบวาเครื่องดื่มชาจะเกี่ยวของกับวัฒนธรรม   วิ ถีชีวิต  
ศิลปวัฒนธรรม  เศรษฐกิจ  และสุขภาพของผูคนในยุคนั้นๆจนถึงปจจุบันนี้  เชื่อกันวาการใช
ประโยชนจากใบชานั้นมีมานานแลวตั้งแต  5,000-6,000 ปกอน ซ่ึงในยุคนั้นจะใชชาเปนพืช
สมุนไพรในการรักษาโรคตางๆ ตอมาก็ไดมีการเปลี่ยนแปลงรูปแบบการใชประโยชนจากใชเปนยา 
มาเปนเครื่องดื่มจึงทําใหมีการดื่มชาแพรหลายไปสูคนทั่วไปในประเทศจีน  เพราะทําใหรางกายสด
ช่ืนกระชุมกระชวย  ไมงวงซึม  และสามารถทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ  นั่นก็หมายความวาการ
ที่ดื่มชาสม่ําเสมอจะทําใหรางกายแข็งแรง  และปองกันโรคได   
 ในประเทศไทยชานับเปนพืชเศรษฐกิจที่สําคัญอยางหนึ่ง  ซ่ึงมีพื้นที่แหลงเพาะปลูกที่
สําคัญอันดับหนึ่งอยูในจังหวัดเชียงราย  ประมาณ  97,000  ไร  ทําใหสามารถผลิตชาไดปละ  6,000  
ตัน  ทํารายไดใหกับประเทศเฉลี่ยปละ  100  ลานบาท นอกเหนือจากเชียงรายแลวยังมี  เชียงใหม  
ลําปาง แมฮองสอน  แพร  ตาก  ที่มีการปลูกชากันมาก  (กระทรวงเกษตรและสหกรณจังหวัด
เชียงราย, 2547)  ทําใหมีการเรียกขานกันวาเปนจังหวัดชาแหงชาติ  และทําใหชาเชียงรายไดรับ
คัดเลือกใหเปนสินคา  OTOP  PRODUCT  CHAMPION  ที่ทํารายไดใหแกเกษตรกรที่ปลูก  และ
เปนชาที่มีคุณภาพดี   

       การศึกษาคนควาวิจัยเกี่ยวกับชาที่มีมาจนถึงปจจุบัน  ทําใหเครื่องดื่มชาไดรับกระแส
ความนิยมจากผูคนเปนอันดับหนึ่ง  สาเหตุมาจากองคประกอบทางเคมีที่มีอยูในใบชา  โดยเฉพาะ



 2 

อยางยิ่งสารประกอบกลุมโพลีฟนอล  (polyphenols)  ที่เรียกวาคาทิชิน  (catechins)  ที่สําคัญ  คือ 
Epigallocatechin  gallate  (EGCG)  เปนสารแอนตี้ออกซิแดนท  (antioxidant)  ซ่ึงมีฤทธิ์ตานอนุมูล
อิสระสูงกวาวิตามินอี  ถึง  20  เทา  (Peterson  and  Dwyer,  1998)  ดังนั้นจึงเชื่อกันวาการดื่มชาเปน
ประจําสามารถปองกันโรคและความบกพรองตางๆที่เกี่ยวของกับอนุมูลอิสระ (free  radicals)  ซ่ึง
รวมถึง  โรคหัวใจ  โรคมะเร็ง  โรคไขมันอุดตันในเสนเลือด  โรคอัลไซเมอร  (Duthie  et  al.,  
2000)  โรคภูมิแพ  (Katiyar  and  Mukhtar,  2001)  อาการแทรกซอนในโรคเบาหวาน  (Yang  et  
al.,  2001)  นอกจากนี้ยังพบวาชามีฤทธิ์เปนสารปฏิชีวนะ  สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียหลายชนิด  จึงทําใหสามารถบรรเทาอาการอักเสบและการติดเชื้อในชองปากได  
(Graham,  1992)  ซ่ึงเห็นไดวาสาร  catechins  มีความสําคัญอยางมากตอคุณภาพชา   แหลงของสาร  
polyphenols  เหลานี้  จากการศึกษาวิจัยพบวามีมากในชาจีนและชาญี่ปุน  ที่ผลิตเปนแบบชาเขียว   

จากการศึกษากระบวนการสังเคราะห  catechins  พบวาในการสังเคราะห  catechins  
นั้นสวนใหญเกี่ยวของกับเอนไซม  ซ่ึงจะเปนตัวเรงในกระบวนการสังเคราะห  catechins  ไดแก 
glucose-6-phosphate  dehydrogenase  (G6PDH)  และ  shikimate  dehydrogenase  (SDH)  ซ่ึงมี
รายงานเกี่ยวกับการสะสมของสาร  catechins  พบวาในใบออนมีมากกวาใบแก  (Moriguchi et  al.,  
2002;  Yamamoto et al.,  2002)  จึงมีการศึกษาเกี่ยวกับยีนที่มีผลตอการสราง  catechins  โดยศึกษา
ถึงความแตกตางของการแสดงออกของยีนในใบออนและใบแก  โดยการทํา  suppression  
subtractive  hybridization  (SSH)  พบวายีนที่นาจะเกี่ยวของกับการสังเคราะห  catechins  ไดแก  
phenylalanine  ammonia-lyase  1  (PAL),  chalcone  synthase  (CHS), flavanone 3-hydroxylase  
(F3H),  dihydroflavonol 4-reductase  (DFR),  flavonoid synthase  (FLS)  และ  leucoanthocyanidin  
reductase  (LCR)  (Park  et  al.,  2004)    

ชาเชียงรายนั้นยังมีการศึกษาวิจัยนอยมากทั้งในดานองคประกอบทางเคมี  และดาน
พันธุศาสตรของชา  ในงานวิจัยนี้ถึงมีจุดมุงหมายที่จะทําการศึกษาวิจัยเพื่อความความแตกตางของ
สายพันธุชาเชียงรายในระดับโมเลกุลโดยอาศัยยีนที่อยูในกระบวนการสราง catechins ดวยเทคนิค 
RFLP และ PCR-RFLP เพื่อสามารถนําขอมูลพื้นฐานครั้งนี้ไปใชในการพัฒนาและสนับสนุน
สงเสริมปรับปรุงชาเชียงรายใหมีคุณภาพยิ่งขึ้น 
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1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย  
 

เพื่อศึกษาหาความแตกตางของสายพันธุชาบางชนิดในระดับโมเลกุลโดยเทคนิค RFLP 
และ PCR-RFLP  
 
 

1.3  ขอบเขตของการวิจัย 
 
 ในการศึกษาวิจัยคร้ังนี้จะใชตัวอยางชา 15 ชนิดจาก germplasm collection ของสถาบันชา    
มหาวิทยาลัยแมฟาหลวง โดยการใชยอด (ใบออน 3 ใบแรก) และใบที่ 4 มาสกัด DNA แลวนํา 
DNA ที่ไดไปวิเคราะหโดยเทคนิค RFLP และ PCR-RFLP  
 
1.4  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 
 

ไดขอมูลพื้นฐานของยีนที่เกี่ยวของกับการสังเคราะห catechins ในชาเชียงรายเพื่อนําไปใช
ในการคัดเลือกตนชาและปรับปรุงคุณภาพชาตอไป 
 



 
 

บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
 

2.1   อนุกรมวิธานของชา 
 

ชาเปนพืชดอก (Angiosperms) ซ่ึงสามารถจัดหมวดหมูทางอนุกรมวิธานของชาได
ดังนี ้

วงศ  (Family)    : Theaceae   
สกุล  (Genus)    : Camellia  
ช่ือวิทยาศาสตร  (Scientific name)  : Camellia sinensis Linn.  
ช่ือสามัญ  (Common name)      : Tea   

 
 

2.2   ลักษณะทางพฤกษศาสตรของชา 
 
         2.2.1  ราก  (roots) 

         ประกอบดวยรากแกว  รากฝอยสําหรับหาอาหาร  และมีการสะสมคารโบไฮเดรต 
ในรูปแปง  รากอาจมีความยาวถึง  1.5-3.0 เมตร  ขึ้นอยูกบัชนิดของตนชาและสภาพดนิ 
         2.2.2  ใบ  (leaves) 

         ใบชาจะเปนใบเดีย่ว  มีการจัดเรียงตวัของใบแบบสลับ  1 ใบตอ 1 ขอขอบใบหยัก
แบบฟนเลื่อย  ปลายใบแหลม  แผนใบหนาเหนียว  หนาใบเปนมันวาว  ยาวประมาณ  7-30 
เซนติเมตร ใตใบมีขนออนปกคลุม ปากใบพบมากบริเวณใตใบ กลุมชาจีนใบแคบขนาดเล็กและสี
คอนขางคล้ํา  ดังรูปที่  2.1 สวนชาอัสสัมใบจะมีขนาดใหญ   
          2.2.3  ดอก  (flowers) 
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รูปท่ี 2.1  ลักษณะของใบชา 

 

 
รูปท่ี 2.2 ลักษณะของดอกชา 

 
 

1 เซนติเมตร 
 

1 เซนติเมตร 
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                       ดอกชามีทั้งดอกเดี่ยวและดอกชอ   2-4   ดอก   กานดอกสั้น   ดอกมกีล่ินหอม 
เปนดอกสมบรูณเพศ  มีกลีบดอกสีขาวหรือขาวอมชมพู  จํานวน  5-7  กลีบ  ลักษณะโคงเวา
แบบ  obovate  ดังรูปที่  2.2 
2.2.4  ผล  (fruits) 
           มีลักษณะเปนแคปซลู  (Capsule)  เปลือกหนาสนี้ําตาลอมเขียว  แบงเปน  3  ชอง  

ภายในมีเมล็ด เปลือกเมล็ดบางสีน้ําตาลออน  ดังรูปที ่ 2.3, 2.4  และ  2.5 
 

2.3   การจําแนกพันธุชา 
 

   กลุมพันธุชาที่ปลูกกันทั่วโลก สามารถจําแนกไดเปน  3 กลุมตามลักษณะทาง 
พฤกษศาสตร ดังนี ้

2.3.1 พันธุชาจีน  (China  tea,  Camellia sinensis  var.  sinensis) 
ชาสายพันธุ  sinensis หรือเรียกวา  ชาจีน  ดังรูปที่  2.6  ลักษณะลําตนเปนพุม 

เตี้ย  สูงประมาณ  2-3  เมตร  ใบมีสีเขียวเขมขนาดเล็ก  ยาว  3.8-6.4  เซนติเมตร   ใบแคบหยกัแบบ
ฟนเลื่อย  เสนใบมองไมชัด  ขอถ่ี  ปลองสั้น  ทนทานตออุณหภูมิต่ําและสภาพแวดลอมที่ผันแปรได 
ดี  ชาพันธุนี้ปลูกมากในประเทศจีน  ปจจุบันไดมีการทดลองนําชาจีนพันธุใหมๆเขามาปลูก  สวน
ใหญนําตนกลามาจากประเทศไตหวนั  สายพันธุที่นยิมปลูกจะแตกตางกันไปในแตละทองที่ เชนชา
ที่นิยมปลูกในจังหวดัเชยีงราย ไดแกสายพันธุ  อูหลงกานออน  อูหลงเบอร  12  ชิงชิงอูหลง   ส่ีฤด ู 
ถิกวนอมิ  ชากลุมนี้ตองการการดูแลในขณะที่ปลูกอยางดีและใกลชิด  ทําใหมีราคาคอนขางแพงเมื่อ
นํามาผลิตชาเพื่อบริโภค 

2.3.2 พันธุชาอัสสัม  (Assam tea, C.  sinensis var.  assamica) 
ชาสายพันธุ  assamica หรือเรียกวาชาอัสสมั  หรือ  ชาพื้นเมือง  หรือ  ชาปา   

ดังรูปที่  2.7  มีถ่ินกําเนิดมาจากทางตอนลางของทวีปเอเชียแถวๆประเทศอินเดีย  (Bokuchava  and  
Skobeleva,  1980)  ชาที่ขึ้นกระจดักระจายตามธรรมชาติทางตอนบนของประเทศไทย  จัดเปน
ชาอัสสัม  (สัณฑ,  2535)  และลักษณะเปนไมยนืตนลําตนเดีย่ว  ทรงตนคอนขางใหญ  สูงประมาณ  
6-8  เมตร  ใบใหญ  ดอกออกเปนชอ ชอละ  2-4  ดอก  เจริญเติบโตเร็ว  ทนแลง   

2.3.3 พันธุชาเขมร  (Indo-China,  Cambodia  tea,  C.  sinensis  var.  indo –china) 
ชาเขมร  มีลักษณะลําตนเดีย่ว  สูงประมาณ  5  เมตร  ใบแข็งเปนมันยาวประมาณ 

7  เซนติเมตร    ขอบใบหยักเปนฟนเลื่อย  แผนใบมวนงอเปนรูปตัวว ี(V-shape)  กานใบออกสีแดง  
ฤดูแลงใบจะมสีีแดงเรื่อๆ  ดังรูปที่  2.8  ทนแลงไดดี ยอดออนรสจะฝาด 
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รูปท่ี 2.3 ลักษณะของผลชา 
 

 
รูปท่ี 2.4 ลักษณะของผลชา 

 

 
รูปท่ี 2.5 ลักษณะของเมล็ดชา 

 

1 เซนติเมตร 
 

1 เซนติเมตร 
 

1 เซนติเมตร 
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รูปท่ี 2.6 ลักษณะของชาจนี(Camellia sinensis  var.  sinensis) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.7 ลักษณะของชาอัสสัม (C. sinensis var.  assamica) 
 

 
รูปท่ี 2.8 ลักษณะของชาเขมร (C.  sinensis  var.  indo –china) 

 
 

 

 

1 เซนติเมตร 
 

1 เซนติเมตร 
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2.4 ชนิดของชาแบงตามกระบวนการผลิต 
 
2.4.1 ชาเขียว  (Green  tea)  หรือ  non-ferment  tea   

เปนชาที่ไมผานกระบวนการหมักเลย โดยมีการยับยั้งปฏิกิริยาเคมีตางๆ  ที่ 
เกิดขึ้นไดกับสาร  polyphenols  ในใบชา  โดยการอาศัยความรอนสูงๆไปทําลายเอนไซมใหเสีย
สภาพ  จึงทําใหปริมาณ  catechins  มีอยูสูงเมื่อเทียบกับชาชนิดอื่น  มีรสออน  น้ําชาที่ไดมีสีเขียวถึง 
เหลืองออน  พันธุชาที่นิยมนํามาผลิต  ไดแก  ชาพันธุอัสสัม  อูหลงเบอร  12  เปนตน  

2.4.2 ชาอูหลง (Oolong tea) หรือ semi - fermentated tea  
เปนชาที่ผานกระบวนการหมักในระยะเวลาอันสั้น  กลาวคือ  ในขั้นตอนการผลิต 

จะมีการปลอยใหเกิดการหมักในบางสวน การผลิตคอนขางละเอียดและอาศัยความเชี่ยวชาญ  
รวมทั้งตองการเทคโนโลยีการผลิตที่คอนขางซับซอน  มีคุณสมบัติอยูระหวางชาดําและชาเขียว ชา
ชนิดนี้จะมีกล่ินหอมละมุน  รสชาติดี  

 2.4.3  ชาฝรั่งหรือชาดํา  (Black  tea)  หรือ  fully-fermented  tea   
เปนชาที่มีการปลอยใหเกิดการหมักอยางสมบูรณเต็มที่  สาร  Polyphenols ในใบ 

ชาสดจะเปลี่ยนไปเปนผลิตผล  ไดแกสารพวก  Theraflavins และ Thearubigins คนจีนมักเรียกวา 
ชาแดงหรือหงฉะ เพราะสีของน้ําชาจะออกสีแดงคลายสีทองแดงและมีกล่ินหอม 
 

2.5  องคประกอบทางเคมีของใบชา  
  

     จากการนําใบชามาใชประโยชนทําเปนเครื่องดื่ม ทําใหมีการศึกษาวิจัยองคประกอบทาง
เคมีของใบชากันมากในหลายสายพันธุ  โดยมีองคประกอบทางเคมีที่สําคัญของใบชาดังสรุปใน
ตารางที่  2.1 ซ่ึงในใบชาจะประกอบดวยสารประกอบอินทรียและสารประกอบอนินทรีย ทั้งสารที่
สามารถละลายน้ําไดดีและละลายไดเล็กนอย สารอนินทรียที่พบจะอยูในรูปเกลือหรือแรธาตุ  เชน 
โพแทสเซียมที่พบมากที่สุด  สวนสารประกอบอินทรีย  ไดแก  สารกลุมโพลีฟนอล  คาเฟอีน  สาร
ใหกล่ิน  กรดอะมิโนและสารประกอบไนโตรเจน  คาเฟอีนพบในใบชาประมาณ  3-4%   ของ
น้ําหนักแหง  เปนสารอินทรียที่ชวยกระตุนประสาทและทําใหรสชาติของชาดีขึ้น สวนกรดอะมิโน
และสารประกอบไนโตรเจนใบชาประกอบดวย  กรดอะมิโน  เอไมด  กรดนิวคลีอิค  และโปรตีน  
ซ่ึงมีประมาณรอยละ  4.5-6.0  และมีกรดอะมิโน  คือ  thiamine  และ  glutamic  acid  อยูกวาครึ่ง
ของปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในชา  สวนโปรตีนที่พบ  ไดแก  เอนไซมโพลีฟนอลออกซิเดส   
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ตารางที่  2.1  องคประกอบทางเคมีที่สําคัญของใบชาสด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Components % Dry  weight 
Soluble  in  water 
              Flavonols 
                             (-) - EGCG 
                             (-) - EGC   
                             (-) - ECG 
                             (-) - EC 
                             (+) - GC 
                             (+) - C 
              minor  catechin 
              Flavonol  glucosides 
              Proanthocyanidins 
              Caffeine 
              Amino  acids 
              Carbohydrates 
              Organic  acid 
              Saponins 
              Pigments 
             Vitamins 
             Suluble  minerals 
Insoluble  or  Slightly  Soluble  in  water 
             Cellulose 
                Lignin 
             Polysaccharides 
             Lipids 
             Insoluble  pigments 
             Insoluble  minerals 
Volatiles 

 
 

9-14 
4-7 
2-4 
1-3 
1-2 

0.5-1 
0.4-1 
3-4 
2-3 
3-4 
2-4 
3-5 

0.5-2 
0.04-0.07 
0.5-0.8 
0.6-1.0 

2-4 
 

6-8 
4-6 
4-10 
2-4 
0.5 

1.5-3.0 
0.01-0.02 

ที่มา : Chen et al., 2002 
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(polyphenol  oxidase)  โดยทําหนาที่เรงปฏิกิริยาออกซิเดชันทําใหสาร polyphenols     กลายเปน
สารจําพวก  Quinone  ซ่ึงจะเกิดปฏิกิริยาลูกโซตอกลายเปนสารที่มีสีเขม  (Baruah,  2003)  เรียก
ปฏิกิริยานี้วากระบวนการเกิด  browning  ของพืช  (Lee  et  al.,  2002)  และนอกจากนี้ยังมีเอนไซม
ที่สําคัญ  คือ  เอนไซม  Catechol  oxidase  ทําหนาที่ในการออกซิไดซ  catechins  โดยระดับความ
สูง ต่ํา ของเอนไซมสามารถบอกใหทราบถึงคุณภาพของการหมักใบชา และสารใหกล่ิน  (Volatile  
compounds)  กล่ินหอมที่เกิดจากชาจะแตกตางกัน  ขึ้นอยูกับกระบวนการผลิตพันธุของชา  สภาพ
อากาศ  และภูมิประเทศที่ปลูก 

สารที่สําคัญที่สุดในชา  คือ  สารประกอบ  polyphenols  ซึ่งสวนใหญรอยละ  90  เปน
สารกลุม  flavonoids  เรียกวา  flavonols  ซ่ึงมีสูตรโครงสราง  C6-C3-C6  (Lakenbrink  et al.,  
2000)  ในใบชาสดจะมีสารเคมีกลุม  polyphenols  อยูประมาณ  20-35%  ตอน้ําหนัก 
ใบสดซึ่งจัดเปนสารประกอบ  phenols  ที่เปน  secondary  phytochemicals  ที่พบไดในสวนตางๆ
ของพืช  เชน  เมล็ด  ใบ  เปลือก  และ  ดอก  ของพืชหลายชนิด  สารกลุมนี้มีโมเลกุลขนาดเล็กและ
มีวง  flavan  เปนโครงสรางหลักของโมเลกุล  สวนในกลุม  flavonoids  และ  tannins  มีผลตอ
สุขภาพในแงที่มีฤทธิ์เปนสาร  antioxidants  และมีคุณสมบัติจับกับไอออนโลหะได  (Cheng  and  
Breen,  2000;  Soczynska-Kordala  et  al.,  2001)  ซ่ึงอาจเรียกสารพวก  flavonols  ในใบชานี้วา
เปนสารพวก  catechins  โดยพบในสวนตางๆอันไดแก  ยอด  กาน  ใบ  ลําตน  ราก  และเมล็ด  ซ่ึงมี
สวนประกอบของปริมาณสารที่แตกตางกัน  
 

2.6 เทคนิคทางอณูชีววิทยาที่ใชแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ 
 
 การแยกความแตกตางระหวางสายพันธุ โดยเทคนิคทางอณูชีววิทยา สามารถทําไดหลายวิธี
ซ่ีงวิธีที่นิยมใชโดยทั่วไป มีดังนี้  

2.6.1 Randomly Amplified Polymorphic DNAs (RAPD) เปนวิธีที่ใชตรวจสอบความ
แตกตางหรือความหลากหลายของชิ้นดีเอ็นเอซึ่งถูกทําใหเพิ่มปริมาณโดย Polymerase Chain 
Reaction (PCR) จากการใช Universal primers จึงสามารถจับเบสคูสมกับ DNA templateไดหลาย
ตําแหนงแบบสุม หากการจับเบสคูสมนั้นเกิดขึ้นในทิศทางที่เหมาะสมก็จะทําใหเกิดการจําลองตัว
ของชิ้นดีเอ็นเอ ซ่ึงความแตกตางของสารพันธุกรรมนี้ไดกอใหเกิดความแตกตางในความสามารถ
ของการเกิดการจําลองตัวและขนาดชิ้น DNA ที่ถูกจําลองตัว เชน การหาความแตกตางสายพันธุของ
ถ่ังเชา (Cordyceps sinensis) 29 สายพันธุ ซ่ึงผลที่ไดจากเทคนิค RAPD เมื่อนําไปทํา phylogenetic 
tree ทําใหสามารถแบงถ่ังเชาออกไดเปน 3 กลุม (Chen et al., 1999)  
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2.6.2 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) เปนการตรวจสอบความ

แตกตางหรือความหลากหลายของชิ้นดีเอ็นเอหลังจากถูกยอยดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะ (Restriction 
enzyme) สารพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตตางสายพันธุกันยอมมีลําดับเบสที่แตกตางกันไมมากก็นอย 
ความแตกตางนี้อาจเกิดจากการกลายพันธุ (mutation) ตามธรรมชาติ ซ่ึงมีผลใหตําแหนงจดจํา 
(recognition site) ของเอ็นไซมเปลี่ยนแปลงไป โดยอาศัยช้ินดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) สามารถ
ตรวจพบความเปลี่ยนแปลงนั้นไดจากรูปแบบการจับกัน (hybridization) ระหวางเสนดีเอ็นเอคูสม 
(complementary DNA) ซ่ึงในสายพันธุที่แตกตางกันจะใหรูปแบบการ hybridize ที่แตกตางกัน มี
รายงานการหาความแตกตางในสายพันธุชาญี่ปุนดวยวิธี(RFLP) ซ่ึงใชยีน PAL เปน probe ชาที่ปลูก
อยูในญี่ปุนทั้งที่เปนชาสายพันธุพื้นเมือง และสายพันธุที่ผานการปรับปรุงพันธุมาแลวนาจะมีตน
กําเนิดมาจากชาในประเทศจีน (Matsumoto et al, 2002)  
 2.6.3 Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เปนวิธีการตรวจสอบความ
แตกตางหรือความหลากหลายของชิ้น DNA ที่ไดตัดดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะซึ่งตรวจสอบไดโดย
ปฏิกิริยาลูกโซจําลองตัว เปนการรวมหลักการของ RFLP และ RAPD เขาดวยกัน DNA จะถูกยอย
ดวยเอ็นไซมตัดจําเพาะสองชนิดที่มีตําแหนงจดจําแตกตางกัน ช้ิน DNA ที่ไดจะถูกตอเขากับชิ้น 
DNA สังเคราะหทราบรหัส (adapter) 2 ชนิด จากนั้นทํา PCR โดยอาศัย primer ที่จําเพาะกับชิ้นดี
เอ็นเอสังเคราะหทราบรหัสและเบสคัดเลือก (N) ในชิ้นดีเอ็นเอเปาหมาย ขอดีของ AFLP คือมีความ
แนนอนของผลการตรวจสอบสูงเหมือน RFLP และสามารถตรวจสอบความหลากหลายไดหลาย
ตําแหนงภายในสารพันธุกรรมเหมือน RAPD ซ่ึงเทคนิคการทํา (AFLP) นี้ถูกนํามาใชจําแนกหา
ความแตกตางใน Brassica junce สามารถจําแนกออกไดเปน 2 กลุมใหญ โดยกลุมที่สามารถจําแนก
ออกมานั้นในกลุมแรกจะไมมีความหลากหลายอยูเลย ในขณะที่อีกกลุมหนึ่งมีความหลากหลายอยู
มาก (Qi et al., 2007)     
 
 
 
 
 

 
 



 
 

บทที่ 3 
 

วัสดุอุปกรณและวิธกีาร 
 

3.1 ตัวอยางพืช 
 
 ในการทดลองครั้งนี้ใชยอดชา 15 สายพันธุ ดังนี้ ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด ชาอูหลง
เบอร 12 จากไรสุวิรุฬห ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร ชาอู
หลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง ชาอูหลงเบอร 17 จาก
บานพญาไพร ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพฒุตาล ชาอัสสัมจากบานพญาไพร ชาอัสสัมจากบาน
หวยหยวกปาโซ ชาอัสสมัยอดแดงจากไรดอยวาวี ชาชิงชงิจากศูนยวจิัยฯดอยวาวี ชาชงิชิงเบอร 12 
จากไรดอยอมพายชา CK-10 จากดอยชางเคี่ยนจังหวดัเชยีงใหม และชา Yamatomidori จากไรบุญ
รอด ซ่ึงทั้งหมดเก็บจาก germplasm collection ของมหาวทิยาลัยแมฟาหลวง จังหวัดเชยีงราย 
 

3.2 สารเคมี 
 
 สารเคมีทุกชนิดในการทดลองนี้ใชสารเคมีที่มีความบริสุทธิ์ในระดับหองปฏิบัติการ ซ่ึงซื้อ
จาก  บริษัท BIO-RAD, Bio Basic Inc., Gibco BRL, Merck, Promega, Sigma, Invitrogen, USB 
Corporation, BDH Laboratory Supplies, Research Organics, Amersham Pharmacia Biotech และ
Fermentus เปนตน 
 

3.3 เวคเตอร 
 

pGEM®-T Easy (3015 คูเบส) ( Promega) ซ่ึงเวคเตอรนีม้ีความเหมาะสมในการโคลนชิ้น 
DNA ทีไดจากการทํา PCR ซ่ึงมีแผนที่ยีนตามรูปที่ 3.1 
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รูปท่ี 3.1 รูปภาพแสดงแผนที่ยีนของเวคเตอร pGEM®-T Easy ซ่ึงประกอบดวยบริเวณ multiple 

cloning site ขนาบขางดวย T7 และ SP6 RNA polymerase promoter  เอนไซม β-galactosidase  
(lac Z) และยนีที่ตานทานตอยาแอมพิซิลิน ซ่ึงเหมาะสมกับการโคลนชิ้น DNA จากการทํา PCR 
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3.4 สายพันธุแบคทีเรีย 
 
 ในงานวิจยันี้ใชแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ DH5α [supE44, ΔlacU169 (φ80 
lacZ ΔM15), hsdR17, recA1, endA1, gyrA96, thi-1, relA1] (GIBCO BRL) ใชเปนโฮสในการ 
transformation 
 

3.5 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 
 อาหารเลี้ยงเชือ้ LB ซ่ึงเหมาะสมในการเลี้ยงเชื้อแบคทเีรีย Escherichia coli ประกอบดวย  
tryptone หรือ peptone ความเขมขน 1% (w/v), yeast extract ความเขมขน 0.5% (w/v) และ  โซเดียม
คลอไรด ความเขนขน 1% (w/v) โดยมีคาความเปนกรดดาง (pH) เทากับ 7.5  
 อาหารวุน LB เตรียมโดยการผสมอาหารเลี้ยงเชื้อ LB กับ bacto-agar ความเขมขน 1% 
(w/v) ยาปฏิชีวนะแอมพิซิลินถูกใชในการคัดเลือกแบคทเีรียที่มีพลาสมิดลูกผสม 
 

3.6 เอนไซมและบัฟเฟอร 
 
Taq DNA polymerase (Promega), T4 DNA ligase (Gibco BRL) และเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Promega) ดังแสดงในตาราง  3.1 
 
10X buffer B : 60 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 60 mM MgCl2 and 10 mM 
 DTT 
 
10X buffer D : 60 mM Tris-HCl (pH7.9), 1.5 M NaCl, 60 mM MgCl2 and 10 mM 
 DTT 
 
10X buffer H : 900 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl and 100 mM MgCl2 and 
 10mM DTT 
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ตารางที่ 3.1 แสดงเอนไซมตดัจําเพาะที่ใชในการวจิัย 

เอนไซมตัด
จําเพาะ 

ลําดับเบสจําเพาะ 
อุณหภูมิท่ี
เหมาะสม 

บัฟเฟอรท่ี
เหมาะสม 

บริษัท 

EcoR I G AATTC 37oC Buffer H Promega 

Xba I T CTAGA 37oC Buffer D Promega 

EcoR V GAT ATC 37oC Buffer D Promega 

Hinc II GT(T/C) (A/C)AC 37oC Buffer B Promega 

Dra I TTT AAA 37oC Buffer B Promega 

 แสดงบริวเณตัดจําเพาะ 
 

 
3.7 Oligonucleotide primer 
 
 งานวิจยันีใ้ชโอลิโกนิวคลีโอไทดไพรเมอรซ่ึงสังเคราะโดย Proligo Singapore Pty Ltd. ดัง
แสดงในตาราง 3.2 
 
ตารางที่  3.2 แสดงลําดับเบสของ Oligonucleotide primer 

Experiment Name Sequences (5’-3’) 
Size 

(bp) 

Tm 

(°C) 

PAL-F TCCTCAATGGCTAGGACCAC 20 62 

PAL-R GGAACTGAATTGTTGACCGG 20 60 
CHS-2F CATGGTTGTGGTTGAAGTGC 20 60 

Southern blot 
และ PCR-

RFLP 
CHS-2R CTAGGCCCACGGAAGGTGAC 20 66 
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3.8 อุปกรณอื่นๆ 
 
-DNeasy plant mini kit     QIAGEN 
-e-zi DNA kit      Sunoloin   
-Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTPs) AmershamPharmaciaBiotech 
-Standard DNA markers Fermentas,Biolabs, GibcoBRL 
-QIAquick® gel purification kit QIAGEN 
-Ampicillin      Sigma 
-QIAquick® plasmid extraction kit              QIAGEN 
-DIG High Prime DNA Labeling  
 and Detection Starter Kit II                Roche 
 
 
 

3.9 วิธีสกัด DNA โดยชุดสกัด DNeasy plant mini (QIAGEN) 
 
 บดตัวอยางใบชาในไนโตรเจนเหลวใหละเอียดเปนผงแลวตักใสหลอด  microfuge ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ประมาณ 1/3 ของหลอด(หรือ 100 มิลลิกรัม) เติม buffer AP1 400 ไมโครลิตร และ
เอนไซม RNase A (ความเขมขน 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร แลวบมที่อุณหภูมิ 65 องศา
เซลเซียส นาน 10 นาที ระหวางนั้นใหกลับหลอดไปมาเปนครั้งคราว ประมาณ 2-3 คร้ัง แลวเติม 
buffer AP2 130 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันเบาๆ จากนั้นนําไปแชน้ําแข็งไว 5 นาที แลวนําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที จากนั้นดูดสวนใสใสใน QIAshredder Mini spin 
column ที่อยูในหลอด microfuge ขนาด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอ
นาที นาน 2 นาที จากนั้นดูดสวนใสที่ไหลผาน column ลงมาใสในหลอด microfuge ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร โดยระวังอยาใหโดนตะกอน และเติม buffer AP3/E เปนปริมาณ 1.5 เทาของสารละลายที่
ดูดไดแลวผสมใหเขากันโดยการดูดขึ้นลงเบาๆ ดวย micropipette กอนนํามาใสใน QIAshredder 
Mini spin column ที่อยูในหลอด microfuge ขนาด 2 มิลลิลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 
รอบตอนาที นาน 2 นาที ทิ้งสารละลายที่ไหลผาน column จากนั้นปนซ้ําอีกครั้งเพื่อกําจัด
สารละลายที่อยูใน column ออกใหมากที่สุด นํา QIAshredder Mini spin column ไปใสหลอด 
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microfuge ขนาด 2 มิลลิลิตร หลอดใหม แลวเติม buffer AW 500 ไมโครลิตร เพื่อลาง DNA ที่อยู
ภายใน column จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 ตอนาที นาน 1นาที ทิ้งสารละลายที่ไหล
ผานcolumn ลงมาและเติม buffer AW อีกครั้งในปริมาณ 500 ไมโครลิตร และนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 2 นาที ทิ้งสารละลายที่ไหลผานcolumn ลงมา และปนเหวี่ยงอีก
คร้ังที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เพื่อกําจัด buffer AW ออกจาก column ใหไดมาก
ที่สุด จากนั้นนํา QIAshredder Mini spin column ไปใสหลอด microfuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอด
ใหม แลวเติม buffer AE 100 ไมโครลิตร ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 5 นาที และนําไปปนเหวี่ยงที่
ความเร็ว 8,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที จากนั้นจึงเก็บ DNA ที่อยูในหลอดเพื่อทํา gel 
electrophoresis ตอไป 
 

3.10 วิธีการสกัด DNA โดยชุดสกัด Ezi DNA (Sunnolin) 
 
 บดตัวอยางใบชาในไนโตรเจนเหลวใหละเอียดเปนผงแลวตักใสหลอด  microfuge ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ประมาณ 1/3 ของหลอด(หรือ 100 มิลลิกรัม) จากนั้นเติม buffer DA ที่อุนที่อุณหภูมิ 
65 องศาเซลเซียส 500 ไมโครลิตร, buffer DB ที่อุนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส 40 ไมโครลิตร, 2-
mercapto methanol 2 ไมโครลิตร และเอนไซม RNase A (ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร)  2 
ไมโครลิตร ลงในหลอดตัวอยาง แลวผสมใหเขากันดวยเครื่อง vortex เปนเวลา 10 วินาที จากนั้น
นําไปบมที่อุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวยายหลอดมาตั้งที่อุณหภูมิหอง 1 นาที 
จากนั้นเติม phenol:chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) 500 ไมโครลิตร นําไป vortex เปนเวลา
10 วินาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที จากนั้นดูดสวนใสชั้นบน ไปใสหลอด microfuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม ทําขั้นตอนนี้
อีกครั้งหนึ่งแลวเติม chloroform:isoamyl alcohol (24:1) 500 ไมโครลิตร นําไป vortex เปนเวลา 10 
วินาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
จากนั้นดูดสวนใสชั้นบน ไปใสหลอด microfuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหมแลวเติม 3 M 
Sodium acetate 50 ไมโครลิตร และ Absolute Ethanol ที่แชเย็น 500 ไมโครลิตร เพื่อตกตะกอน 
DNA กลับหลอดไปมาเบาๆเปนเวลา 30 วินาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที
ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนั้นดูดสารละลายทิ้งแลวลางตะกอน DNA ดวย 80% 
Ethanol ที่แชเย็น 500 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดสารละลายทิ้งแลวนําตะกอน DNA ไปทําใหแหง และละลายดวย
น้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อและนําไปทํา gel electrophoresis ตอไป 
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3.11 การเพิ่มชิ้น DNA ของยีน PAL และ CHS จาก genomic DNA โดย  
        Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 

เตรียมสวนประกอบของ PCR reaction ในปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ซ่ึงประกอบดวย 
5X PCR buffer , 100 นาโนกรัมของ DNA template,   Forward   Primer และ Reverse Primer อยาง

ละ 10  μM dNTP 15 mM และ Taq polymerase (Promega) 1 unit ปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นนึ่งฆา 
เชื้อใหมีปริมาตร  25  ไมโครลิตร  ผสมใหเขากัน  จากนั้นนําเขาเครื่อง  PCR  โดยตั้งโปรแกรมให
ดําเนินการตามลําดับดังนี้  โดยเริ่มจาก Denaturing ที่ 96  องศาเซลเซียส  นาน  10 นาที จากนั้น  
PCR  amplification 30 รอบ  :  94  องศาเซลเซียส  นาน  30  วินาที  (denature)  60  องศาเซลเซียส  
นาน  30  วินาที  (annealing)  72  องศาเซลเซียส  นาน 60  วินาที  (extenstion) แลวตามดวย  
extension รอบสุดทายที่  72  องศาเซลเซียส  นาน  7  นาที 
 

3.12 Gel electrophoresis 
 

เตรียมเจล agarose 0.8% ใน 1X TBE ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปอุนในตูไมโครเวฟจน
ละลายเปนเนื้อเดียวกัน วางทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิลดลงประมาณ 60  องศาเซลเซียส จากนั้นเทลง
ในพิมพสําหรับเตรียมเจลแลวเสียบ comb เพื่อใหเกิดหลุมสําหรับใสสารตัวอยาง ทิ้งไวจน  agarose  
แข็งตัว  นําไปใสในชุด electrophoresis เติม 1X TBE จนทวมผิวเจลนํา comb ออกจากเจล นํา
ตัวอยางจาก  PCR product 2 ไมโครลิตร เติม 6X loading dye 1 ไมโครลิตร และ น้ํากลั่น 3 
ไมโครลิตร  ผสมกัน  แลวนําไปหยอดในหลุมเจล  ทําการแยกโดยใชกระแสไฟฟา  90  โวลต  ผาน
เจลประมาณ 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําเจลที่ไดไปแชในสารละลาย ethidium  bromide (0.5mg/ml) 
ประมาณ 2-5 นาที แลวแชในน้ํากลั่น 15 นาทีเพื่อกําจัด ethidium  bromide สวนเกินออก  จากนั้นดู
แถบ DNA ที่ปรากฏภายใตแสง  UV 
 

3.13 การสกัด DNA จากเจล agarose โดยใชชุดสกัด QIAquick gel  
        extraction (QIAGEN) 
 ตัดเจลในบริเวณที่มีแถบ  DNA ที่ตองการดวยมีดที่คมและสะอาด ช่ังน้ําหนักแลวใสใน 
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หลอด microfuge ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นเติม buffer QG 3 เทาของน้ําหนักเจล (100 ไมโครลิตร
ตอเจล 100 มิลลิกรัม) บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 10 นาที หรือจนกระทั่งเจลละลายดีและคอย
สังเกตดูวา buffer QG ในหลอดไมเปลี่ยนสี จากนั้นเติม isopropanol 1 เทาของน้ําหนักเจล แลวดูด 
สารละลายใส column และปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที ทิ้งสารละลายที่อยู
ในหลอดรองรับภายนอก เติม buffer PE 750 ไมโครลิตร เพื่อลาง column แลวปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาที 1นาที ทิ้งสารละลายที่อยูในหลอดรองรับภายนอก จากนั้นปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
10,000 รอบตอนาทีเพิ่มอีก 1 นาที เพื่อกําจัด buffer PE ออกใหหมดแลวนํา column ไปใสใน 
microfuge หลอดใหม เติม buffer EB หรือน้ํากลั่นนึ่งฆาเชื้อ 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง column ทิ้ง
ไวที่อุณหภูมิหองนาน 1นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที และ
เก็บ DNA ในหลอดที่ 4 องศาเซลเซียส 
 

3.14 การ Ligation 
 
 ในการ Ligation ตองใชอัตราสวนของชิ้น DNA insert และ vector ที่เหมาะสมซึ่ง
โดยทั่วไปใชอัตราสวนโมล insert: vector เทากับ 3:1 โดยสามารถคํานวณปริมาณ DNA insert ที่
ตองใชไดจากสูตร 

( )

( )
ng of vector × size of insert kb

×insert : vector molar ratio = ng of insert
size of vector kb

 

 
ในการทดลองนี้ใช pGEMT-Easy เปน vector ซ่ึงมีขนาด 3 กิโลเบส (kb) และใชปริมาณ 50 นาโน
กรัม ซ่ึงจากสูตรทําใหคํานวณไดวาจะตองใช PAL DNA probe (0.9 kb) ในปริมาณ 
50 ng vector × 0.9 kb insert

×3 1 = 45 ng
3.0 kb

 

 
ในขณะที่จะตองใช CHS DNA probe (0.3 kb) ในปริมาณ 
50 ng vector × 0.3 kb insert

×3 1 = 15 ng insert
3.0 kb

 

 
จากนั้นเตรียม Reaction สําหรับการทํา ligation ในปริมาตรที่เหมาะสม โดยมี DNA insert ใน
ปริมาณที่ไดจากการคํานวณขางตนและ 50 นาโนกรัม pGEMT-Easy vector ใน 1X rapid ligation 
buffer แลวเติม 5 unit ของเอนไซม T4 DNA ligase ปรับใหไดปริมาตรสุดทายตามตองการดวยน้ํา 
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deionize นึ่งฆาเชื้อ จากนั้นนํา reaction ใสใน water bath ที่อุณหภูมิ 16 องศาเซียลเซียส ทิ้งไว
ขามคืน (ประมาณ 14-16 ช่ัวโมง) 
 

3.15 การ Transformation 
 
 นํา ligation reaction ที่ ligate ไวแลว 14-16 ช่ัวโมงไปใสในหลอด microfuge ที่มี 

competent Escherichia coli  สายพันธุ DH5-α 200 ไมโครลิตร (ที่เตรียมโดยวิธี...)จากนั้นนําไปแช
ในน้ําแข็งเปนเวลา 30 นาที แลวจุมลงในน้ําที่มีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส (Heat shock) นาน 90 
วินาที จากนั้นนําลงแชในน้ําแข็งทันทีเปนเวลา 5 นาที แลวนําไปใสในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB broth 
800 ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พรอมทั้งเขยาดวยความเร็ว 250 รอบตอนาที เปน
เวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําเซลลแบคทีเรียที่ไดไป spread บน LB Ampicilin agar plate ที่มี 2% x-gal 
และ 100 mM IPTG 1:5 spread อยูกอนแลว จากนั้นบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16 
ช่ัวโมง หลังจากครบ 16 ช่ัวโมงแลวเลือกเฉพาะ colony ที่มีสีขาว มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB 
broth เพื่อนําไปสกัด plasmid ตอไป 

 
3.16 วิธีสกัด Plasmid โดยชุดสกัด QIAquick plasmid extraction (QIAGEN) 
 
 ละลายตะกอนเซลลแบคทีเรียใน buffer P1 ที่เติม RNase A แลว 250 ไมโครลิตร จากนั้น
เติม buffer  P2 250 ไมโครลิตร แลวกลับหลอดไปมาเบาๆใหเขากัน แลวเติม buffer N3 350 
ไมโครลิตร กลับหลอดไปมาเบาๆใหเขากัน จากนั้นนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที แลวดูดสวนใสไปใสใน QIAprep column ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที 
นาน 30-60 วินาที ทิ้งสารละลายที่อยูในหลอดรองรับภายนอก แลวลาง column ดวยการเติม buffer 
PE 750 ไมโครลิตร ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 30-60 วินาที ทิ้งสารละลายที่อยู
ในหลอดรองรับภายนอก จากนั้นปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาทีเพิ่มอีก 1 นาที เพื่อกําจัด 
buffer PE ออกใหหมด แลวนํา column ไปใสในหลอด microcentrifuge หลอดใหม เติม buffer EB 
หรือน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ 50 ไมโครลิตร ลงตรงกลาง column ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองนาน 1นาที แลว
นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที นาน 1 นาที เก็บสารละลาย plasmid ที่อยูในหลอดที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
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3.17 การติดฉลาก DNA probe ดวย Dioxygenin-11-dUTP (Roche) ดวยวิธี  
        PCR lebelling 
 

เตรียม Reaction สําหรับการทํา PCR ดังนี้ (reaction 50 ไมโครลิตร) 10X PCR buffer 5 
ไมโครลิตร 25mM MgCl2 3ไมโครลิตรDNA template (10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร)  

1ไมโครลิตร10μM forward primer 10μM reverse primer 10mM dATP 10mM dCTP 10mM 
dGTP และ10mM dTTPอยางละ 1ไมโครลิตร 1mM DIG-dUTP 3.5ไมโครลิตร Taq polymerase 

5U/μl (Promaga) 0.75ไมโครลิตร และปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อใหเปน 50 ไมโครลิตร 
จากนั้นนํา reaction เขาเครื่อง thermo cycler และตั้ง condition เหมือนกับการเพิ่มชิ้น DNA probe 

 
3.18 การตกตะกอน DNA เพื่อทํา gel electrophoresis สําหรับ southern blot  
        transfer และการทํา Southern blot transfer  
 

นํา reaction ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมารวมกันใน microfuge หลอดใหมจากนั้นเติม 
3M sodium acetate ปริมาตร 1/10 เทาของปริมาตรรวมในหลอด และเติม isopropanol อีก 1 เทาของ
ปริมาตรรวมแลวผสมใหเขากันดวยการกลับหลอดไปมาเบาๆ จากนั้นทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส นาน 20 นาที (สามารถทิ้งไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ไดขามคืน) แลวนําไปปน
เหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 15 นาที เทสารละลายสวนใสทิ้ง จากนั้นลางตะกอน 
DNA ดวย 70% Ethanol 500 ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบตอนาที นาน 5 
นาที ซ่ึงทําขั้นตอนนี้ 2 รอบ ทิ้งไวที่อุณหภูมิหองจนกระทั่งตะกอน DNA แหงและละลายตะกอน 
DNA ดวยน้ํากล่ันนึ่งฆาเชื้อ 20 ไมโครลิตร เพื่อทํา gel electrophoresis จากนั้นแชเจล ที่ผานขั้นตอน 
gel electrophoresis มาแชใน Depurination buffer 10 นาที หรือจนกระทั่งสีของ dye ในเจลกลาย
เปนสีเหลือง แลวลางเจลดวยน้ํากล่ัน จากนั้นแชเจลใน denaturation solution นาน 15 นาที นําเจล 
วางลงบนแผน nylon membrane ที่อยูบนเครื่อง vacuum transfer blotting  ซ่ึงในระหวางการ 
transfer หมั่นหยด alkaline transfer buffer ใหทั่วเจล ใชเวลาในการ transfer ประมาณ 2-3 ช่ัวโมง 
เมื่อการ transfer เสร็จส้ิน นํา nylon membrane จุมลงในสารละลาย 2x SSC 2 คร้ัง แลวนําไปอบที่
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส ประมาณ 2 ช่ัวโมง หากยังไมทําการ hybridize สามารถเก็บ nylon 
membrane ไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อทําการ hybridize ตอไป 
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3.19 วิธี Prehybridization และHybridization 
 
 อุน Hybridization buffer ไวที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นตม Salmon sperm DNA 
และ DNA probe 5 นาที เพื่อแยกสาย DNA ใหกลายเปน DNA สายเดี่ยวและจุมลงในน้ําแข็งทันที
เพื่อใหคงสภาพความเปน DNA สายเดี่ยว แลวนํา nylon membrane แชลงใน hybridization buffer 
100 มิลลิลิตร จากนั้นเติม salmon sperm DNA ลงใน hybridization buffer ใหมีความเขมขน 100 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ทําการ prehybridize นาน 30 นาที ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส จากนั้นเติม 
DNA probe ที่ตมไวตอนตนลงใน prehybridization solution ใหมีความเขมขน 5-25 นาโนกรัมตอ
มิลลิลิตร และ hybridize ไวขามคืน (ประมาณ 16-18 ช่ัวโมง) ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 

3.20 การ Washing and detection  
 
 นําแผน nylon membrane ที่ hybridize เสร็จแลวมาเขยาเบาๆใน hybridization washing 
buffer I นาน 5 นาที ที่อุณหภูมิหอง 2 รอบ จากนั้นนําแผน  nylon membrane เขยาเบาๆใน 
hybridization washing buffer II นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 55 อาศาเซลเซียส 2 รอบ แลวนําแผน 
nylon  membrane แชใน washing buffer 5 นาที จากนั้นแชใน blocking solution เปนเวลา 30 นาที 
และตอดวยแชใน  antibody solution นาน 30 นาที จากนั้นลางแผน nylon membrane ดวย washing 
buffer 2 รอบรอบละ 15 นาที แลวแชแผน nylon membrane ใน detection buffer 5 นาที จากนั้นนํา
แผน nylon membrane วางบนถุงพลาสติกโดยใหดานที่มี DNA หงายขึ้น และหยด CSPD ready-to-
use ลงบนแผน nylon membrane ประมาณ 1-2มิลลิลิตร ใหทั่วบริเวณผิวหนาของแผน nylon 
membrane แลวทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 5 นาที จากนั้นรีดเอาของสารละลายสวนที่เกินออกและใช
เครื่องซีลปดถุงพลาสติกใหสนิท แลวนําแผน nylon membrane ไปบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
นาน 10 นาที จากนั้นนําถุงพลาสติกที่ใสแผน nylon membrane ไปติดใน cassette โดยพยายามทํา
ใหแผน nylon membrane เรียบที่สุดจากนั้นนําฟลม x-ray ประกบลงบนแผน nylon membrane นาน 
15-25 นาที หรือตามเวลาที่ตองการและนําฟลม x-ray ไปลางโดยใชเครื่องลางฟลมตอไป ทั้งนี้ใน
ข้ันตอนการประกบฟลม x-ray และการลางฟลม x-ray นั้นจะตองทําใหหองมืดเทานั้น 
 
 
 



 
 

บทที่ 4 
 

ผลและวจิารณผลการทดลอง 
 

4.1 การสกัด Genomic DNA ดวย ชุดสกัด DNeasy plant mini 
 

หลังจากที่สกดั Genomic DNA จากใบออนและใบแกของชาอัสสัมจากบานพญาไพรดวย
ชุดสกัด DNeasy plant mini และนํา DNA ที่ไดไปทาํ gel electrophoresis ดังแสดงในรูปที่ 4.1 
พบวา Genomic DNA ที่สกัดไดปรากฏเปนแถบ DNA ขนาดประมาณ 23 กิโลเบส แตมีแถบ DNA 
smear เปนสายยาวปรากฏอยูทั้งในยอดและใบแก ซ่ึงเปนลักษณะของ Genomic DNA ที่มีการฉีก
ขาด โดยในยอดจะสามารถสกัด DNA ไดปริมาณมากกวาในใบแก โดยดูจากความสวางของแถบ 
DNA คือแถบ DNA ของใบออนมีความสวางมากกวาในใบแกอยางเห็นไดชัด ซ่ึงนาจะเพราะวาใน
ใบออนนั้นมกีารแบงเซลลที่มากกวาใบแก จํานวนเซลลจึงมีมากกวา ทําใหสกัดได Genomic DNA 
ไดปริมาณมากกวาใบแก สวนการฉีกขาดของ DNA นี้มีความเปนไปไดที่เกดิจากขัน้ตอนการผาน 
column ในการสกัด ซ่ึง Genomic DNA จะติดอยูบน membrane และสิ่งปนเปอนตางๆจะไหลผาน
ออกไป และในขั้นตอนสุดทายจะใชการชะเอา Genomic DNA ออกจาก membrane เพื่อนําไป
ทดสอบตอไป Genomic DNA ที่สกัดไดนั้นจึงอาจเกิดการฉีกขาดเสยีหายได นอกจากนี้ยังพบวา 
สารละลาย DNA ที่ elute ออกจาก column นั้นมีสีคลายน้ําชาอีกดวย ซ่ึงอาจแปลวา DNA ที่สกัดได
จากชุดสกดั DNeasy plant mini นั้นนอกจากจะเกิดการฉีกขาดแลวยงัมีการปนเปอนของสารกลุม 
Polyphenol อีกดวย DNA ที่ไดนี้จึงไมเหมาะจะนําไปทาํการทดสอบ ผูวิจัยจึงหาวิธีการสกัด DNA 
แบบอื่นที่จะเหมาะสมกับตวัอยางใบชา พบวามีรายงานของ Chaudshry et al. (1999) ซ่ึงไดนําเสนอ
วิธีการสกัด Genomic DNA  จากฝายซึ่งมีปริมาณสารพวก phenolic compound และ polysaccharide 
อยูมาก ในการทดลองของ Chaudshry et al. นั้นไดสกดั Genomic DNA  แลวนําไปทํา PCR และตัด
ดวยเอนไซมตดัจําเพาะแลวไดผลดี แตในงานวจิัยนี้เมือ่ลองใชวิธีสกัดแบบเดยีวกันแลวปรากฏวา 
เกิดตะกอนสนี้ําตาลไมละลายน้ําในขั้นตอนการสกัดไมสามารถสกัดออกมาจนไดเปนGenomic  
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23,130 เบส
9,416 เบส

1 52 4 1063 7 98 11

 
 
รูปท่ี 4.1 แสดงแถบ Genomic DNA ที่สกัดจากใบออนและใบแกของชาอัสสัมจากบานพญาไพร
โดยใชชุดสกัด DNeasy plant mini เลนที1่ DNA marker: Lamda DNA ตัดดวย HindIII เลนที่ 2-6 
แถบ DNA ที่สกัดไดจากใบแก เลนที่ 7-11 แถบ DNA ที่สกัดไดจากใบออน 
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DNA ได และจากรายงานที่เปรียบเทียบวิธีสกัด DNA 5 วิธีที่ทําในพืชสกุล Dalbergia ซ่ึงมีสารพวก 
secondary metabolites มากพบวาในวิธีที่เตมิ polyvinylpyrrolidone (PVP) สามารถกําจัดสารกลุม 
phenolic compounds ไดดีทีสุ่ด (Ribeiro and Lovato, 2007) ซ่ึงเปนวิธีที่ควรเลือกใชในงานวจิัยนี้ 
แตเมื่อลองใชวิธีนี้สกัด DNA จากยอดชาแลว ไมไดผลเปนที่นาพอใจเนื่องจากเกิดปญหาในการ
กําจัดโปรตีนและ Polysaccharides โดยเกดิตะกอนไมละลายน้ําสีขาวในขัน้ตอนการสกัดทําให
ไมได Genomic DNA ออกมา และตอมาไดทดลองใชชุดสกัด Ezi DNA ซ่ึงปรากฏวาไดผลเปนที่นา
พอใจ 

 
4.2 การสกัด Genomic DNA ดวย ชุดสกัด Ezi DNA  
 

หลังจากที่สกดั Genomic DNA จากยอดชา 15 สายพันธุ ดวยชุดสกัด Ezi DNA พบวา
สารละลาย DNA ที่ไดนั้นใสไมมีตะกอน และเมื่อนํา Genomic DNA ที่ไดไปทํา gel electrophoresis 
ปรากฏวาเหน็แถบ DNA ขนาดประมาณ 23 กิโลเบส และมีแถบ DNA smear เล็กนอยในทุก
ตัวอยาง แตในตัวอยางชาอสัสัม (พญาไพร) ชาอัสสัม (หวยหยวกปาโซ) และชาอัสสัมยอดแดง 
(ดอยวาว)ี มีปริมาณนอยกวาตัวอยางอื่นๆ (รูปที่ 4.2) จึงทาํการสกัดอีกครั้งดวยปริมาณตัวอยางสดที่
มากกวาเดิม พบวามีปริมาณ DNA เพิ่มขึ้นโดยดูจากความเขมของแถบ DNA เมื่อทํา gel 
electrophoresis ซ่ึงกลาวไดวาในวิธีการสกัด DNA ดวยชุดสกัด Ezi DNA นั้นจะให DNA ที่มี
คุณภาพดีที่สุดในการทดลองนี้ (รูปที่ 4.3) 

 

4.3 การวัดปริมาณ DNA  
 
 ทําการวัดปริมาณ Genomic DNA ที่สกัดไดโดย เทยีบความเขมของแถบ DNA กับแถบของ 
DNA marker (lamda DNA ที่ตัดดวยเอ็นไซม Hind III) พบวา Genomic DNA ที่สกัดได มีความ
เขมขนระหวาง 70-80 นาโนกรัม/ไมโครลิตร หรือมีปริมาณทั้งหมดประมาณ 5-6 ไมโครกรัม จาก
ใบชา 400 มิลลิกรัม 
 

 
  

 



 27

 
รูปท่ี 4.2 แสดงแถบ Genomic DNA ของชา 15 สายพันธุ  เลนที่1 DNA marker: Lamda DNA ที่ตัด
ดวยเอ็นไซม Hind III เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุ
วิรุฬห เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 6 
ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนท่ี 8 ชา
อูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัม
จากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไร
ดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลน
ที่ 15 ชา CK-10 จากดอยชางเคี่ยน และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด 
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6,557 เบส

2,322 เบส
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23,130 เบส
6,557 เบส

2,027 เบส

1 2 3 4

 
 
รูปท่ี 4.3 แสดงแถบ Genomic DNA ของชาอัสสัมจากบานพญาไพร ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปา
โซและชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวีทีส่กัดครั้งที่ 2 เลนที่1 DNA marker: Lamda DNA ที่ตัดดวย
เอ็นไซม Hind III เลนที่ 2 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 3 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ 
เลนที่ 4 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาว ี
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4.4 การตัด Genomic DNA ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ 
 
เมื่อนํา Genomic DNA 5 ไมโครกรัม ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Dra I ทิ้งไวขามคืนพบวาแถบ
ของ Genomic DNA ที่มีขนาดประมาณ 23 กิโลเบสหายไปหรือมีปริมาณนอยลง และปรากฏเปน
แถบ smear มีลักษณะเปนสายยาว ดังแสดงในรูปที่ 4.4 

 
4.5 การเตรียมชิ้น DNA probe ดวยวิธี PCR และการติดฉลาก DNA probe ดวย 
Digoxygenin (DIG)-11-dUTP 
 
 เมื่อนํา DNA ตนแบบของชาอัสสัมไปทํา PCR เพื่อเพิ่มจํานวนของชิ้น DNA ที่จะใชเปน
probe พบวาได PCR product ของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน PAL  ที่มีขนาด 916 เบส  
ในขณะที่ช้ิน DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน CHS จะให PCR product ที่มีขนาด 318 เบส เมื่อสกัด
แยก PCR product ทั้งสองชิ้น ไปหาลําดับเบส และนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูล (ดูภาคผนวก)
พบวามีลําดับเบสเหมือนกับยีน PAL และยีน CHS ของชา ที่มีอยูในฐานขอมูล และเมื่อนําชิ้น DNA 
probe ทั้งสองไปติดฉลากดวย digoxygenin (DIG)-11-dUTP ดวยการทํา PCR-labeling แลว
วิเคราะหผลของการติดฉลากโดย agarose gel electrophoresis พบวา ช้ิน DNA probe ทั้งสอง ที่ติด
ฉลากมีขนาดใหญขึ้นกวาชิ้น DNA กอนที่จะติดฉลาก (รูปที่ 4.5) 
 

4.6 การทํา Hybridization 
 

เมื่อนํา DNA probe ของยีน PAL และ CHS ไป hybridize กับ membrane ที่มี genomic 
DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจาํเพาะ Dra I แลวติดตามผลโดยใช substrate ของเอนไซม Alkaline 
phosphatase ที่จับกับ antibody ของ digoxygenin ที่จะให product เปนสาร chemoluminescence 
และตรวจผลดวยฟลม X-ray พบวามีแถบ DNA ที่ตรวจวัดไดโดย DNA probe จํานวนหลายแถบใน
ตัวอยางใบชาแตละสายพนัธุ ซ่ึงนาจะเกิดจากในยีน PAL และ CHS มีจํานวน copy number ของยีน
มากกวาหนึ่ง copy (Matsumoto et al., 2002) กระจายอยูใน Genomic DNA หรืออาจเปนไปไดวาจะ
เปนแถบที่เกดิจากการจับของ probe อยางไมจําเพาะเจาะจง (nonspecific bands) กับบริเวณใด
บริเวณหนึ่งบน Genomic DNA โดยแถบที่ไมจําเพาะเจาะจงนี้อาจจะเกดิขึ้นไดในขั้นตอนของการ 
hybridize และการ wash ซ่ึงอาจกําจัดไดโดยการทํา hybridization ที่อุณหภูมิสูงขึ้น และ/หรือ wash  
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รูปท่ี 4.4 แสดง Genomic DNA ของชาทั้ง 15 สายพันธุ หลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Dra I เลนที่1 
DNA marker: Lamda DNA ที่ตัดดวยเอ็นไซม Hind III เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด 
เลนท่ี 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนท่ี 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลง
เบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กาน
ออนจากบานแมจรหลวง เลนท่ี 8 ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนท่ี 9 ชาอูหลงเบอร 17 
จากไรวังพุฒตาล เลนท่ี 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนท่ี 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ 
เลนท่ี 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิง
ชิงเบอร  12 จากไรดอยอมพาย  เลนท่ี  15 ชา  CK-10 จากดอยชางเคี่ยน  และเลนที่  16 ชา 
Yamatomidoriจากไรบุญรอด 
 
 

1 2 3 4 5 6 8 97 10 11 12 151413 16
23,130 เบส
9,416 เบส
6,557 เบส

4,367 เบส

2,322 เบส
2,027 เบส
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รูปท่ี 4.5 แสดง PCR product ของ PAL DNA probe และ CHS DNA probe เลนที่ 1 DNA marker 
100bp+1.5kb เลนที่ 2 PAL DNA probe ที่ยังไมติดฉลาก เลนที่ 3 PAL DNA probe ที่ติดฉลากดวย 
DIG-11-dUTP เลนที่ 4 CHS DNA probe ที่ยังไมติดฉลาก เลนที่ 5 CHS DNA probe ที่ติดฉลากดวย 
DIG-11-dUTP 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

1,500 เบส

1,000 เบส

500 เบส

300 เบส

1 52 43
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ในสภาวะ astringency สูง เชน ความเขมขนของเกลือต่ําๆ และอุณหภูมิสูง นอกจากนี้ยังเกิด 
background ขึ้นบนฟลม X-ray ทําใหการวิเคราะหผลการทดลองทําไดยากขึ้น โดยการเกิด  
background ขึ้นนี้มีสาเหตุไดหลายสาเหตุ หนึ่งในนั้นคืออาจเกิดจากการทํา prehybridization (ดู
หัวขอ 3.19) ซ่ึงใช salmon sperm DNA โดยให salmon sperm DNA เกาะที่ membrane เพื่อลดแถบ
ที่ไมจําเพาะเจาะจง บนแผน membrane กอนการทํา hybridization ที่ไมทั่วถึง ทําให DNA probe  
สามารถเกาะที่ผิวของ membrane ไดไมสม่ําเสมอเมื่อนําไปทําขั้นตอน washing และ detection และ
ประกบฟลม X-ray จะทําใหเห็นบริเวณนั้นเปนสีดํา รวมถึงในขั้นตอนการหยด substrate ที่ไมทัว่ถึง
และรีดสารละลายสวนเกินออกไมมากพอกอนที่จะซีลปดถุงพลาสติกเพื่อในไปประกบฟลม X-ray  
ลวนทําใหเกิด background สีดําไดเชนเดียวกัน 

เมื่อใช probe ของยีน CHS พบวา genomic DNA จากชาทั้ง 15 สายพันธุ มีรูปแบบของแถบ 
DNA ที่แบงออกไดเปน3 กลุม คือ กลุมของชาอูหลงเบอร 12 จํานวน 3 สายพันธุ (ชาอูหลงเบอร 12
จากไรบุญรอด ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร ดังรูปที่ 4.6 เลน
ที่ 1 3 และ 4) กลุมชาอูหลงเบอร 17 ชาอัสสัม จํานวน 5 สายพันธุ (ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห 
ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพุฒตาล ชาอัสสัมจากบานพญาไพร  
และชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ ดังรูปที่ 4.6 เลนที่ 5 7 8 9 และ 10) และกลุมชาชิงชิง จํานวน 
2 สายพันธุ (ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี และชาชิงชิงเบอร 12 จากดอยอมพาย ดังรูปที่ 4.6 เลนที่  
12 และ13)โดยชาในกลุมเดียวกันจะมีรูปแบบของแถบ DNA เหมือนกัน โดยในตัวอยางชาชิงชิง
จากศูนยวิจัยฯดอยวาวี  และชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย ใหรูปแบบของแถบ DNA ที่มี
ลักษณะรวมกันบางสวนกับชาทั้งในกลุมชาอูหลงเบอร 12 และ กลุมชาอูหลงเบอร 17 ชาอัสสัม ซ่ึง
อาจจะกลาวไดวาลักษณะของแถบ DNA ที่แตกตางกันในแตละกลุมนั้นนาจะแบงตามรูปแบบของ
ยีนเทานั้นยังไมสามารถบอกละเอียดอื่นได ซ่ึงควรจะตองมีการศึกษาตอไปไมวาจะเปนการ
แสดงออกของยีน หรือปริมาณการสังเคราะห catechins ในตัวอยางชุดนี้ เพื่อนําขอมูลผลการ
ทดลองในครั้งนี้ไปเทียบเคียงกับขอมูลที่จะตามมา จะไดขอมูลที่สมบูรณขึ้นในดานรูปแบบของยีน 
การแสดงออกของยีน และปริมาณการสังเคราะห catechins เพื่อใหทราบวาขอมูลตางๆนั้นมีความ
กันสัมพันธกันหรือไมอยางไร ทั้งนี้ ในตัวอยางชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห ชาอูหลงเบอร 17 
กานออนจากบานแมจรหลวง ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี ชา CK-10 จากดอยชางเคี่ยน ชา 
Yamatomidori จากไรบุญรอด ไมปรากฏรูปแบบของแถบ DNA ที่ตรวจวัดดวย DNA probe ได 
นาจะมีเหตุผลมาจากปริมาณของ Genomic DNA ที่ใชมีนอยเกินไป (รูปที่4.6 เลนที่ 2 6 11 14 และ
15 ) สวนการใช probe ของยีน PAL นั้นใหผลในการจําแนกกลุมชาไดชัดเจนในกลุมชาอัสสัม สวน
ในชาอูหลงเบอร 12 ชาอูหลงเบอร 17 และชาชิงชิงนั้น มี background ของการทํา hybridization มา 
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รูปท่ี 4.6 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Dra I กับ DNA 
probe ของยีน CHS ในชาทัง้ 15 สายพันธุ (เลนที1่ DNA marker: Lamda DNA ที่ตัดดวยเอ็นไซม 
Hind III  เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 
ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 
17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 
จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพฒุตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร  
เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาว ีเลนที่ 13 ชา
ชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที ่15 ชา CK-10 จาก
ดอยชางเคี่ยน และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด) 

23,130 เบส
9,416 เบส
6,557 เบส

4,367 เบส

2,322 เบส
2,027 เบส
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บังในบริเวณทีเ่ปนแถบ DNA ทําใหเหน็ไดไมชัดเจนนกั (รูปที่ 4.7) ซ่ึงมีการทํา RFLP ทดสอบหา
ความแตกตางในกลุมชาญี่ปุนพันธุพื้นเมืองและกลุมของชาที่ผานการปรับปรุงพันธุ พบวาในชา 2
กลุมดังกลาวมคีวามแตกตางกันในลักษณะของรูปแบบของแถบ DNA (Matsumoto et al., 2002) 
แสดงวาวิธี RFLP มีศักยภาพที่จะใหขอมลูในการหาความแตกตางของสายพันธุชา 

อยางไรก็ตามเมื่อทํา Hybridization ในชา 10 ตัวอยาง คือ ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวรุิฬห 
ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศภุชัย ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร ชา Fukumidori จากไรบุญรอด
ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวรุิฬห ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง ชาอูหลงเบอร 17 
จากบานพญาไพร ชาชิงชิงจากศูนยวจิัยฯดอยวาว ีชา CK-10 จากไรบญุรอดและชา Yamatomidori 
จากไรบุญรอด ซ่ึงเปนชาที่อยูในกลุมชาจีนทั้งหมด ดวย DNA probe จากยีน PAL แตใชเอนไซมตัด 
จําเพาะ Xba I ในการตัด Genomic DNA ผลปรากฏวาในชาทั้ง 10 สายพันธุมีรูปแบบของแถบ DNA 
รูปแบบเดียวกนั (รูปที่ 4.8) อาจจะเปนเพราะวาในเอนไซมตัดจําเพาะ Xba I เมื่อตัด Genomic DNA 
แลวทําใหไดช้ินสวนของ Genomic DNA ที่มีขนาดเทาๆกันในทกุตัวอยาง ทําใหตําแหนงที ่ probe 
มาเกาะอยูในตาํแหนงเดียวกนัในแตละตวัอยาง เมื่อนําไปทํา Hybridization จึงทําใหเห็นรูปแบบ
ของแถบ DNA ลักษณะเดยีวกัน 
 
4.7 PCR-RFLP 
 
 หลังจากทํา PCR เพิ่มปริมาณชิ้น DNA ของยีน PAL และ CHS โดยใช DNA ตนแบบเปน 
genomic DNA จากชาทั้ง 15 สายพันธุ แลวนํา PCR product ที่ไดไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดย 
PCR product ของยีน PAL นําไปตัดดวยเอนไซม EcoRV ซ่ึงสามารถตัดสาย DNA ในชิ้น PCR 
product ของยนี PAL ไดหนึง่ตําแหนง พบวา PCR product ของยีน PAL ในทุกตัวอยางไมเกดิการ
ตัดของเอนไซม ซ่ึงดูไดจากแถบ DNA ของยีน PAL ยังมีขนาดเทาเดมิกอนตัด 916 เบส (รูปที่ 4.9 )
สวน PCR product ของยีน CHS นําไปตัดดวยเอนไซม HincII ซ่ึงสามารถตัดสาย DNA ในชิ้น PCR 
product ของยีน CHS ไดหนึ่งตําแหนงเชนกัน พบวา PCR product ของยีนCHS ในทุกตัวอยางเกดิ
การตัดของเอนไซมที่ตําแหนงของเบสที่ 69 ซ่ึงดูไดจากแถบ DNA ของยีนในเจลซึ่งมีขนาด 69 เบส
และ 249 เบส (รูปที่ 4.10 ) นอกจากนีย้ังมแีถบ DNA ที่ขนาดประมาณ 200 เบสอยูในทุกตัวอยาง ซ่ึง
อาจจะเปนไปไดวาในชิ้น DNA ของยีน CHS ที่มีขนาด 318 เบสนัน้ มีช้ิน DNA ของยีน CHS 2 
แบบที่มีลําดับเบสจําเพาะ (restriction sites) ของเอนไซมตัดจําเพาะดังกลาวในตําแหนงที่ตางกนั
ตางกันจึงทําใหเมื่อตัดแลวทาํใหไดช้ิน DNA ที่มีขนาดตางจากที่คาดไวปรากฏอยูดวย ซ่ึงจากผล
การทดลองอาจจะกลาวไดวา วิธี PCR-RFLP ไมสามารถแสดงความแตกตางของสายพันธุชาในยนี  
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23,130 เบส
9,416 เบส
6,557 เบส

4,367 เบส

2,322 เบส
2,027 เบส

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1211 1413 1516

 
รูปท่ี 4.7 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Dra I กับ DNA 
probe ของยีน PAL ในชาทั้ง 15 สายพันธุ (เลนที่1 DNA marker: Lamda DNA ที่ตัดดวยเอน็ไซม 
Hind III  เลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 
ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที ่6 ชาอูหลงเบอร 
17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 
จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวังพฒุตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร  
เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชา
ชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จาก
ดอยชางเคี่ยน และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด) 
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รูปท่ี 4.8 ผลการทํา Hybridization ของ Genomic DNA ที่ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Xba I กับ DNA 
probe ของยีน PAL ในชาทั้ง 10 สายพันธุ (เลนที่ 1 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 2 ชาอู
หลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 4 ชา Fukumidori จาก
ไรบุญรอด เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแม
จรหลวง เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 8 ชาชิงชิงจากศูนยวจิัยฯดอยวาวี เลนที่ 
9 ชา CK-10 จากดอยชางเคี่ยน และเลนที่ 10 ชา Yamatomidori จากไรบุญรอด ) 
 

23,130 เบส
9,416 เบส
6,557 เบส

4,367 เบส

2,322 เบส
2,027 เบส

1 32 4 65 7 98 10 11
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รูปท่ี 4.9 แสดง PCR product ของยีน PAL ในตัวอยางชาทั้ง 15 ตัวอยาง หลังจากตัดดวยเอนไซมตดั
จําเพาะ EcoRV เลนที่1 DNA marker:  100bp+1.5kbเลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด เลนที่ 
3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลงเบอร 12 
จากบานพญาไพร เลนที ่6 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที ่7 ชาอูหลงเบอร 17 กานออนจาก
บานแมจรหลวง เลนที ่8 ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรวัง
พุฒตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ เลนที่ 12 
ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศนูยวจิัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิงชิงเบอร 
12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จากไรบุญรอด และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori จากไร
บุญรอด 
 
 
 
 

1 125 112 4 131063 7 98 15 1614

1,500 เบส

1,000 เบส
900 เบส
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รูปท่ี 4.10 แสดง PCR product ของยีน CHS ในตัวอยางชาทั้ง 15 ตัวอยาง หลังจากตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ Hinc II เลนที่1 DNA marker:  100bp+1.5kbเลนที่ 2 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด 
เลนที่ 3 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 4 ชาอูหลงเบอร 12 จากไรศุภชัย เลนที่ 5 ชาอูหลง
เบอร 12 จากบานพญาไพร เลนที่ 6 ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห เลนที่ 7 ชาอูหลงเบอร 17 กาน
ออนจากบานแมจรหลวง เลนที่ 8 ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร เลนที่ 9 ชาอูหลงเบอร 17 
จากไรวังพุฒตาล เลนที่ 10 ชาอัสสัมจากบานพญาไพร เลนที่ 11 ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ 
เลนที่ 12 ชาอัสสัมยอดแดงจากไรดอยวาวี เลนที่ 13 ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี เลนที่ 14 ชาชิง
ชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพาย เลนที่ 15 ชา CK-10 จากไรบุญรอด และเลนที่ 16 ชา Yamatomidori 
จากไรบุญรอด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 1443 65 1187 109 1312 1615

500 เบส
300 เบส
200 เบส

100 เบส
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PAL และ CHS อาจเปนเพราะชิ้นสวน DNA ของยีน PAL และ CHS ที่ในมาใชในการทดลอง ไมมี
ความแตกตางของลําดับเบสที่จะถูกตัดไดดวยเอนไซมตดัจําเพาะ ซ่ึงหากเปลี่ยนบริเวณของชิ้นสวน 
DNA ของยีน PAL และ CHS ที่จะนํามาตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะ หรือเปลี่ยนชนิดของเอนไซมตัด 
จําเพาะทีจ่ะนําไปตัด PCR product ของชิ้นสวน DNA ยีน PAL และ CHS อาจจะทําใหเห็นความ
แตกตางระหวางสายพันธุได 
 



 
 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการทดลอง 
 

เมื่อทํา RFLP โดยเทคนิค southern blot hybridization โดยใชช้ินสวนของยีน PAL 

และ CHS เปน probe ในชาอูหลงเบอร 12 จากไรบุญรอด ชาอูหลงเบอร 12 จากไรสุวิรุฬห ชาอู
หลงเบอร 12 จากไรศุภชัย ชาอูหลงเบอร 12 จากบานพญาไพร ชาอูหลงเบอร 17 จากไรสุวิรุฬห ชา
อูหลงเบอร 17 กานออนจากบานแมจรหลวง ชาอูหลงเบอร 17 จากบานพญาไพร ชาอูหลงเบอร 17 
จากไรวังพุฒตาล ชาอัสสัมจากบานพญาไพร ชาอัสสัมจากบานหวยหยวกปาโซ ชาอัสสัมยอดแดง
จากไรดอยวาวี ชาชิงชิงจากศูนยวิจัยฯดอยวาวี ชาชิงชิงเบอร 12 จากไรดอยอมพายชา CK-10 จาก
ดอยชางเคี่ยนจังหวัดเชียงใหม และชา Yamatomidori จากไรบุญรอด แลวสามารถจําแนกออกได
เปน 3 กลุมตามลักษณะรูปแบบของแถบ DNA คือ กลุมชาอูหลงเบอร 12 กลุมชาอูหลงเบอร 17 
ชาอัสสัม และกลุมชาชิงชิง ซ่ึงอาจจะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อใหทราบวาลักษณะรูปแบบของ
แถบ DNA ที่ปรากฏนั้นมีความเกี่ยวของกับการสังเคราะห catechins หรือไม ในขณะที่วิธี PCR-

RFLP นั้นไมพบความแตกตางระหวางตัวอยางชาในการใชช้ินสวน DNA ของยีน PAL และยีน 
CHS 
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สามารถหาลําดับเบส PCR product ของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน CHS ไดตาม
ตารางที่ 1 และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวามีลําดับเบสเหมือนกับยีน CHS ของชา ที่มี
อยูในฐานขอมลู ตามรูปที่ 1 
 
ตารางที่ 1 แสดงลําดับเบสของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน CHS 

>Chalcone syntase (CHS) 
CATGGTCGTCGTTGAAGTGCCAAAGCTAGGAAAAGAGGCTGCAACTAAGGCAATCAAAGAATGG 
GGTCAACCAAAATCCAAAATTACCCACTTGGTCTTTTGCACCAGCACTGGTGTGGACATGCCCGG 
TGCCGACTACCAGCTCACCAAGCTCCTCGGCCTTCGCCCATCGGTCAAGAGGCTCATGATATACCA 
ACAAGGTTGCTTTGCCGGTGGCACGGTTCTTCGCCTAGCCAAGGATTTGGCCGAGAACAACAAAGG 
TGCCCGGGTTTTAGTTGTGTGCTCTGAGATCACTGCGGTCACCTTCCGTGGGCCTAG 

 
 

 
รูปท่ี 1  แสดงผลการนําลําดับเบสของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน CHS นําไปเปรียบเทียบ 

กับฐานขอมูล 
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สามารถหาลําดับเบส PCR product ของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน PALไดตาม
ตารางที่ 2 และเมื่อนําไปเปรียบเทียบกับฐานขอมูลพบวามีลําดับเบสเหมือนกับยีน PAL ของชา ที่มี
อยูในฐานขอมลู ตามรูปที่ 2 

 
ตารางที่ 2 แสดงลําดับเบสของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน PAL 
>Phenylalanine ammonia-lyase (PAL) 
AAGGAACAAGGCCTTACATGGTGGAAATTTCCAAGGTACCCCAATCGGAGTCTCCATGGAC 
AATACACGTCTAGCTGTTGCCTCAATAGGGAAGCTCATGTTTGCCCAATTCTCTGAGCTTGT 
TAATGACTTCTACAACAATGGGTTACCATCAAATCTTTCCGGGGGACGAAATCCAAGTTTGG 
ATTATGGTTTCAAGGGAGCTGAGATTGCCATGGCTGCTTATTGCTCAGAACTCCAATTCCTTG 
CCAATCCTGTAACCAACCATGTCCAAAGCGCCGAGCAACATAACCAAGATGTGAACTCTTTA 
GGCCTAATCTCTTCAAGAAAGACAGCCGAGGCAGTTGATATCTTGAAGCTCATGTCCTCTACA 
TATCTAGTAGCACTCTGCCAAGCCGTAGATTTGAGGCATTTTGAGGAGAATTTGAGGAACAC 
TGTCAAGAGCACGGTGAGCCAAGTAGCGAAGCGCGTTCTAACCATGGGCGTTAACGGAGAG 
CTTCACCCTTCAAGGTTTTGTGAAAAGGACTTGCTCAGAGTGGTAGACCGTGAATACATCTTT 
GCCTACATTGATGACCCTTGCAGTGCAACCTACCCATTGATGCAAAAACTAAGGCAAGTACT 
TGTTGAGCATGCGTTGAAAAATGGTGAAAAGTGAGAAGAATTTTGAGCACTTTCAANTCTTC 
CCAAAAGATTACNGGGCTTTTGAAGGAGGAAATTAAAAGAACCTTTTGGCCTAAAGAGGGTG 
GACAGTACAAGAGCCAGCACATTGGAGAACCGGGAATTC 
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รูปท่ี 2  แสดงผลการนําลําดับเบสของชิ้น DNA ที่จะใชเปน probe ของยีน PAL นําไปเปรียบเทียบ 
กับฐานขอมูล 
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