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บทสรุปผู้บริหาร 
 

มันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz.) เป็นพืชเศรษฐกิจที่มีควำมส ำคัญของประเทศไทย เป็นวัตถุดิบที่ส ำคัญใน
อุตสำหกรรมอำหำร อำหำรสัตว์ กำรแพทย์ และพลังงำนทดแทน ปัจจุบันมันส ำปะหลังก ำลังประสบปัญหำจำกโรคและแมลง
ศัตรูพืชส่งผลกระทบต่อผลผลิตมันส ำปะหลังโดยตรง ได้แก่ โรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง (CMD) โรคแบคทีเรียลไบลท์ และโรครำกปม 
เป็นต้น โดยมันส ำปะหลังที่เป็นโรคน้ีผลผลิตจะลดลงมำกกว่ำ 50 – 80% ซึ่งหำกพบกำรแพร่ระบำดในประเทศจะสร้ำงควำม
เสียหำยให้แก่เกษตรกรและส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศอีกด้วย ทั้งน้ี กรมวิชำกำรเกษตร ยังไม่พบว่ำมีพันธ์ุมันส ำปะหลัง
ที่มีลักษณะกำรต้ำนทำนต่อโรคดังกล่ำว นอกจำกน้ีประเทศไทยจ ำเป็นต้องท ำกำรศึกษำวิจัยเพ่ือพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มี
ลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีเป็นที่ต้องกำรของเกษตรกรทั้งในเรื่องของปริมำณและคุณภำพของผลผลิต ได้แก่ ผลผลิตสูง (5 – 6 ตันต่อไร่) 
แป้งสูง (>25%) ไซยำไนด์ต่ ำ (พันธ์ุรับประทำน) และแป้งเหนียว (waxy starch) เป็นต้น ดังน้ันโครงกำรวิจัยน้ึจึงมุ่งหวังในกำรช่วย
แก้ปัญหำดังกล่ำว โดยมีวัตถุประสงค์ของโครงกำรคือ เพ่ือศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลัง
และจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังส ำหรับน ำไปใช้เป็นข้อมูลในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ
เพ่ือกำรบ่งชี้ลักษณะประจ ำพันธ์ุ กำรสร้ำงเอกลักษณ์ทำงพันธุกรรม รวมถึงกำรน ำข้อมูลทำงพันธุกรรมมำประกอบกำรตัดสินใจใน
กำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุเพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี และเพ่ือคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุ     
มันส ำปะหลังให้ต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง CMD โรครำกปม ให้มีผลผลิตและปริมำณแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และ
ลักษณะแป้งเหนียว โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล ซึ่งเป็นกำรน ำเทคโนโลยีชีวภำพมำใช้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภำพของกำรปรับปรุง
พันธ์ุในโครงกำรวิจัยน้ีได้น ำเทคนิคด้ำนเครื่องหมำยโมเลกุลมำใช้ในกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของ
พันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชำกำรเกษตร เพ่ือใช้ประโยชน์ในกำรจ ำแนกพันธ์ุและกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุที่
เหมำะสมต่องำนด้ำนกำรปรับปรุงพันธ์ุ และกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในกำรตรวจสอบ คัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้
มีลักษณะกำรต้ำนทำนต่อโรค ได้แก่ โรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง CMD โรครำกปม และลักษณะส ำคัญทำงกำรเกษตร ได้แก่ 
ผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว ซึ่งต้องด ำเนินกำรพัฒนำและคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลที่มีควำมสัมพันธ์กับ
ลักษณะต่ำงๆ ดังกล่ำว น ำมำใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังกลุ่มพันธ์ุต่ำงๆ ที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชำกำรเกษตร ส ำหรับเครื่องหมำย
โมเลกุลที่พัฒนำได้จะเป็นตัวช่วยส ำคัญในข้ันตอนกำรปรับปรุงพันธ์ุ เน่ืองจำกในกระบวนกำรคัดเลือกเพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังจ ำเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีควำมแม่นย ำในกำรคัดเลือก สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของลักษณะที่แสดงออกได้อย่ำง
ถูกต้องแม่นย ำ รวดเร็ว และมีประสิทธิภำพ อีกท้ังยังช่วยร่นระยะเวลำในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังลงได้ 3 – 4 ปี ผลงำนวิจัย
จำกโครงกำรวิจัยน้ี จะช่วยเพ่ิมทำงเลือกในกำรใช้พันธ์ุ ลดต้นทุนค่ำใช้จ่ำย เพ่ิมคุณภำพของผลผลิต สร้ำงมูลค่ำเพ่ิมให้กับพันธ์ุ    
มันส ำปะหลังของไทย สร้ำงรำยได้ให้กับเกษตรกร และช่วยยกระดับเศรษฐกิจของประเทศให้ดีข้ึนในอนำคต 
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บทคัดย่อ 
 

มันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Cranz.) เป็นพืชอำหำรที่มีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจของประเทศไทย สำมำรถ
น ำไปใช้ประโยชน์ในอุตสำหกรรมอำหำร อำหำรสัตว์ กำรแพทย์ และพลังงำนทดแทน จึงจ ำเป็นต้องมีกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง
เพ่ือให้ได้มันส ำปะหลังพันธ์ุดีที่มีคุณภำพและให้ผลผลิตสูง ดังน้ันกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพเพ่ือกำรจ ำแนกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง 
มีวัตถุประสงค์เพ่ือ 1) ศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอและจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง
ส ำหรับใช้เป็นข้อมูลในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุและกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุเพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง และ 
2) กำรคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้ต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ให้มีลักษณะผลผลิตและ
ปริมำณแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล ด ำเนินกำรวิจัยที่ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ  
จ.ปทุมธำนี ระหว่ำงเดือน ตุลำคม 2560 – ธันวำคม 2564 งำนวิจัยน้ีได้ท ำกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ
ของพันธ์ุมันส ำปะหลังจำกแปลงรวบรวมพันธ์ุของกรมวิชำกำรเกษตร จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล SSR  
ที่ติดฉลำกด้วยสีฟลูออเรสเซนต์ จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ด้วยเทคนิค PCR และวิเครำะห์ขนำดของดีเอ็นเอ (Fragment Analysis) 
ด้วยเครื่องวิเครำะห์อัตโนมัติ พบว่ำ ได้ข้อมูลควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวนทั้งสิ้น 4 ,320 ข้อมูล 
มีอัลลีลที่แสดงควำมแตกต่ำงกันถึง 88 อัลลีล และจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (phylogenetic tree) โดยวิธี UPMGA แบ่ง
ออกได้เป็น 3 กลุ่มหลัก โดยมีค่ำสัมประสิทธ์ิควำมเหมือนทำงพันธุกรรม (similarity coefficient) อยู่ระหว่ำง 0.10 – 1.00 
สำมำรถน ำข้อมูลทำงพันธุกรรมที่ได้มำใช้ในกำรจ ำแนกพันธ์ุและกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุในงำนปรับปรุงพันธ์ุเพ่ือสร้ำงลูกผสมให้มี
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมมำกย่ิงข้ึน และกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ือใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะ
ควำมต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ให้มีปริมำณผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว พบว่ำ 
1) ลักษณะต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ ที่เกิดจำกเชื้อแบคทีเรีย Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (XAM) สำมำรถ
คัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด EST-SSRs จ ำนวน 6 เครื่องหมำย น ำไปตรวจสอบหำควำมต้ำนทำนโรคกับมันส ำปะหลัง จ ำนวน 
663 พันธ์ุ/สำยพันธ์ุ พบมีพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 200 พันธ์ุ/สำยพันธ์ุ ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคได้ น ำมำทดสอบ
ลักษณะทำงฟีโนไทป์ด้ำนกำรตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค พบมีพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 22 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ ที่มีแนวโน้ม
ให้ควำมต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ 2) ลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำง CMD สำมำรถคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SCAR 
SSR EST-SSRs และ SNP จ ำนวน 9 เครื่องหมำย น ำมำคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุ ลูกผสม และพันธ์ุต้ำนทำนจำก 
IITA จ ำนวน 902 พันธ์ุ/สำยพันธ์ุ พบมีพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ/สำยพันธ์ุ ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์
เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ในทั้ง 9 เครื่องหมำย ซึ่งมีควำมเป็นไปได้ที่จะเป็นพันธ์ุต้ำนทำนโรคใบด่ำง 3) ลักษณะต้ำนทำน
โรครำกปม สำมำรถพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNP จ ำนวน 2 ต ำแหน่ง ที่เกี่ยวข้องกับยีนต้ำนทำนโรครำกปมที่ได้จำกกำรใช้
เทคโนโลยี Genotyping by sequencing (GBS) มำวิเครำะห์หำควำมแตกต่ำงระหว่ำงลักษณะจีโนไทป์และฟีโนไทป์ของดัชนีรำก
ปมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 71 พันธ์ุ รวมถึงได้พัฒนำไพรเมอร์ส ำหรับตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ด้วยเทคนิค Tetra-Primer 
ARMS-PCR 4) ลักษณะแป้งสูง สำมำรถพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNP จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง ที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง      
(% amylose) สำมำรถน ำไปใช้คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณแป้งสูงโดยใช้เทคนิค Pyrosequencing ในกำรตรวจวิเครำะห์ได้ 
5) ลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ สำมำรถพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNP แบบ Tetra-Primer ARMS–PCR จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง 
สำมำรถน ำไปใช้คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mg และ 280 mg HCN/kg น้ ำหนักสด 6) ลักษณะ
แป้งเหนียว สำมำรถคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs ต ำแหน่ง C/G บนยีน GBSSI จ ำนวน 2 ต ำแหน่ง น ำมำตรวจสอบ
ลักษณะแป้งเหนียวกับพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 758 พันธ์ุ พบจีโนไทป์แบบลักษณะเด่น (dominant: WxWx) ลักษณะข่มร่วม 
(co-dominant: Wxwx) และลักษณะด้อย (recessive: wxwx) จ ำนวน 522 202 และ 17 ตัวอย่ำง ตำมล ำดับ กำรตรวจสอบ
ลักษณะแป้งด้วยกำรย้อมสีไอโอดีนในตัวอย่ำงลักษณะข่มร่วมและลักษณะด้อย ไม่พบลักษณะแป้งเหนียว และได้ข้อมูลเครื่องหมำย 
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SNPs แบบ Bi-Allelic จ ำนวน 19,057 ต ำแหน่ง พบต ำแหน่ง SNPs เฉพำะมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว จ ำนวน 33 ต ำแหน่ง 
แบ่งเป็นแบบเฮทเทอโรไซโกต จ ำนวน 26 ต ำแหน่ง และแบบโฮโมไซโกต จ ำนวน 7 ต ำแหน่ง สำมำรถน ำไปใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุ
มันส ำปะหลังแป้งเหนียวได้ และ 7) ลักษณะผลผลิต (root yield) สำมำรถพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด ILP จำกยีนที่เกี่ยวข้อง
กับกระบวนกำรผลิตแป้งในมันส ำปะหลัง จ ำนวน 13 เครื่องหมำย และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs จ ำนวน 2 เครื่องหมำย 
สำมำรถน ำไปใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงลักษณะน้ ำหนักผลผลิตในมันส ำปะหลังได้ ทั้งน้ีเครื่องหมำยโมเลกุลที่พัฒนำได้
น้ีสำมำรถน ำไปใช้ในกำรจ ำแนก ตรวจสอบ และคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังเพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุต่อไป 

 

Abstract 
 

Cassava is an economically important food crop of Thailand. It is useful for food industry, animal feed, 
medical and renewable energy. Cassava breeding is necessary in order to obtain good quality and high yielding 
cassava varieties. Therefore, biotechnology research for identification and crop improvement in cassava aimed to 
1) The study of genetic differences and cluster analysis for genetic relationship of cassava varieties for identification 
of the genetic differences and for parental selection in cassava breeding programs. 2) The selection and cassava 
breeding for disease resistance such as bacterial blight disease, cassava mosaic disease (CMD), root knot disease 
and for characteristic such as root yield, starch, cyanide and waxy starch using molecular markers. The research 
was conducted at the Biotechnology Research and Development Office, Department of Agriculture, Pathumthani 
Province during October 2017  - September 2021. In this study, the genetic diversity of 270 cassava varieties 
from DOA collection germplasm using 1 6  SSR markers were labeled with fluorescent by PCR technique and 
fragments were analyzed by ABI3730XL DNA Analyzer. The result showed that 4 ,320 genetic diversity data of 
cassava varieties were generated with polymorphic allele in total of 8 8  alleles and cluster analysis based on 
UPGMA revealed 3 major distinct groups, similarity coefficient value in range of 0 .10 –  1 .00 .  Therefore, SSR 
markers in this study were appropriate to identify the genetic differences of cassava varieties, and the genetic 
diversity database of cassava is useful for parental selection in cassava breeding programs. And the development 
of molecular markers for selection of cassava variety for traits of resistance to bacterial blight, CMD, root knot 
disease, as well as high yield, high starch, low cyanide and waxy starch provided results as following, 1) For the 
resistance to bacterial blight disease caused by the bacterium Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (XAM), 
6 EST-SSRs molecular markers were used in selection and 200 varieties from 663 cassava varieties were selected 
by the amplification of disease resistance genes and used to tested for phenotypic response to pathogenic 
bacteria. 2 2  cassava varieties tended to be resistant to bacterial blight. 2 )  For CMD resistance, 9  molecular 
markers of SCAR SSR EST-SSRs and SNP types were used in selection 9 0 2  cassava varieties including parent 
group, cassava hybrids and some resistant varieties from IITA, and found 18 cassava varieties showing the same 
DNA band patterns and nucleotide sequences as TME3  in all 9  molecular markers. These lines/varieties may 
be resistant to CMD. 3) For root knot disease resistance, 2 positions of SNP molecular marker related to root knot 
disease gene were developed using Genotyping by sequencing (GBS) technology and analyse the differences 
between genotype and phenotype characteristics of root knot index of 7 1  cassava varieties, as well as 
developed primers to detect these SNPs using tetra-primer ARMS-PCR technique. 4) Hight starch, 3 positions of 
SNPs molecular marker related to starch content (% amylose) were developed and can be used to selection 
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of the cassava varieties with high starch content by using the pyrosequencing technique. 5) Low cynide, 3 positions 
of SNPs molecular marker related to cyanide content as well as the primers for detection using tetra-primer 
ARMS-PCR techniques were developed and can be used to selection the cassava varieties with cyanide content 
less than 250 mg and 280 mg HCN/kg fresh weight. 6) Waxy starch, 2 SNPs of molecular markers, C/G position 
on GBSSI gene were used in selection and the waxy starch characteristics were examined with 7 5 8  cassava 
varieties using PCR technique, showing dominant (WxWx) co-dominant (Wxwx) and recessive (wxwx), 522 , 202 
and 17 samples, respectively. The testing of all co-dominant and recessive cassava samples using iodine staining 
found none of characteristic of waxy starch and found 19 ,057  positions of Bi-Allelic SNPs markers. This study 
found SNPs 3 3  positions, divided into 2 6  positions of heterozygous and 7  positions of homozygous which 
specific to waxy cassava. These SNPs markers could be further used for selection and identification of waxy 
cassava varieties and 7) Root yield, 13 ILP and 2 SNPs of molecular markers were developed from gene involved 
to starch synthesis in cassava can be used to analyse the differences between root yield in cassava. From 
results of all research in this project, the developed molecular markers can be used for identification, verification 
and selection of cassava varieties for breeding purposes.  
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงกำรวิจัยเทคโนโลยีชีวภำพเพ่ือกำรจ ำแนกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง เริ่มด ำเนินกำรในปี 2561 – 2564      
จนบรรลุวัตถุประสงค์ โดยได้รับกำรสนับสนุนจำกกองทุนวิจัยส ำนักงำนวิจัยแห่งชำติ (วช.) และส ำนักงำนคณะกรรมกำรส่งเสริม
วิทยำศำสตร์ วิจัยและนวัตกรรม (สกสว.) ทีใ่ห้กำรสนับสนุนงบประมำณในกำรศึกษำวิจัย กรมวิชำกำรเกษตร โดยส ำนักวิจัยพัฒนำ
เทคโนโลยีชีวภำพที่ให้กำรสนับสนุนสถำนที่และเครื่องมือในกำรทดลองและปฏบิัติงำน ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองที่อนุเครำะห์แหล่ง
พันธุกรรมมันส ำปะหลังส ำหรับใช้ในกำรศึกษำวิจัยในครั้งน้ี นักวิจัยและผู้ช่วยวิจัยที่ช่วยเหลืองำนวิจัยในด้ำนต่ำงๆ นอกจำกน้ียังมีผู้
ที่ได้ให้กำรสนับสนุนงำนในด้ำนอื่นๆ แต่มิได้เอ่ยนำมไว้ ซึ่งล้วนมีส่วนช่วยส่งเสริมให้โครงกำรวิจัยน้ีด ำเนินงำนจนประสบผลส ำเร็จ 
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณมำ ณ โอกำสน้ี 
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สารบญัภาพ 
 

ภาพที ่ หน้า 
 

1.1 ตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรศึกษำวิจัย จ ำนวน 18 พันธ์ุ 41 
1.2 แสดงแถบดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูป 41 

 บนเจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
1.3 แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 18 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR  43 
1.4 แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 18 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR 44 

1.5 แสดงดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธี CTAB จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 90 พันธ์ุ 47 
1.6 แสดงขนำดแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 90 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ 51 
 ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง  
1.7 แสดงผลกำรวิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 53 

1.8 แสดงตัวอย่ำงกำรบันทึกข้อมูลขนำดดีเอ็นเอ (Product Size) ของมันส ำปะหลังที่ได้จำกกำรวิเครำะห์ผล 54 
 ด้วยเครื่องวิเครำะห์อัตโนมัติ 

1.9 แผนภูมิแสดงควำมสัมพันธ์ (Dendrogram) ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ วิเครำะห์โดยใช้โปรแกรม 59 
 UPGMA clustering ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ทีติ่ดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 
2.1 ผลกำรตรวจสอบคุณภำพดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกมันส ำปะหลัง ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 62 
2.2 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลกับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 28 พันธ์ุ 64 
2.3 แสดงผลกำรทดสอบประสิทธิภำพเครื่องหมำยโมเลกลุที่เกี่ยวข้องกับยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท ์ 65 
 กับพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ จ ำนวน 11 พันธ์ุ 
2.4 แสดงผลกำรทดสอบประสิทธิภำพเครื่องหมำยโมเลกลุกับพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มอนุรักษ์พันธ์ุไทย  72 
2.5 ผลกำรตรวจสอบขนำดแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสกับพันธ์ุมันส ำปะหลังบริโภค 79 
2.6 ผลกำรตรวจสอบขนำดแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสกับพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมปี 2562 79 
3.1 ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R 89 
3.2 ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K 91 
3.3 ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 92 
3.4 จีโนไทป์ของพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2561 เมื่อทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล  94 

 RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R และ EST-K 
3.5 จีโนไทป์ของพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2562 เมื่อทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล  94 
 RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R และ EST-K 
3.6 ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1, NS158 และ EST-R ในลูกผสม 97 

 CMR 60-36-xxx โดยใช้เทคนิค Direct PCR 
3.7 ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 NS158 และ EST-R ในลูกผสม 98 
 CMR 61-42-xxx โดยใช้เทคนิค Direct PCR 

 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



9 
 

สารบญัภาพ 
 

ภาพที ่ หน้า 
 

3.8 อะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 103 
3.9 กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของยีนเจ้ำบ้ำน rbcLa และยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์  103 

 ITS2-S2F/ITS4 กับดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 
3.10 จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R 104 
3.11 จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 105 

3.12 จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K  105 
 และ NS158 แบบ Multiplex PCR   
3.13 จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล SSRY28  106 
 และ NS169 แบบ Multiplex PCR 

3.14 จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบ 107 
 ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R 
3.15 จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบ 107 

 ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 
3.16 จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบ 108 
 ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K และ NS158 แบบ Multiplex PCR 
3.17 จีโนไทป์ของของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบ 108 

 ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล SSRY28 และ NS169 แบบ Multiplex PCR 
3.18 กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกลุ 109 
 Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 โดยใช้เทคนิคTetra primer ARMS- PCR 

 ในมันส ำปะหลังพันธ์ุ TME3 ระยอง 5 และระยอง 3 
4.1 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 146 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ 118 
4.2 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 195 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ 118 
4.3 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NEM06 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ 119 

4.4 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ SSRY4 กับมันส ำปะหลงั 14 พันธ์ุ 119 
4.5 แสดงโพลีมอร์ฟิซึมใน 6% polyacrylamide gel electrophoresis ในมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ  121 
 ด้วยไพรเมอร์ GUN11, BGL7 และ GUN8  

4.6 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ ใน 2% agarose gel 123 
4.7 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลงั 71 พันธ์ุ ใน 2% agarose gel 123 
4.8 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 
4.9 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL4 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 

4.10 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 
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4.11 ผลผลิต PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 4 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 
4.12 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 

4.13 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ PGLR 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำกเครื่อง QIAxcel 124 
4.14 กำรท ำ dendrogram ควำมสัมพันธ์ุของมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ 125 
4.15 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 ใน 2% agarose gel 126 

4.16 ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 ใน 2% agarose gel 126 
4.17 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำก เครื่อง QIAxcel 126 
4.18 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 จำกเครื่อง QIAxcel 126 
4.19 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 127 

4.20 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 จำกเครื่อง QIAxcel 127 
4.21 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 127 
4.22 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 127 

4.23 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 127 
4.24 แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์  BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 128 
4.25 กำรวิเครำะห์ข้อมูล GBS แบบ GWAS โดยใช้ฐำนข้อมูลจำกดัชนีโรครำกปมของมันส ำปะหลัง 71 สำยพันธ์ุ 130 
4.26 แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพรเมอร์ ท้ัง 6 ชุด 130 

4.27 แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ ชุดที่1  Me02005300154 131 
4.28 แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ ชุดที่2 Me02005300193 131 
4.29 แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ 2-154 131 

4.30  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังลูกผสมสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ 2-154 133 
5.1 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกีย่วข้องกับลักษณะแป้งสูง (MeES1019, MeES959  137 
 และ SSRY60) และเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะไซยำไนด์ (SSRY28, SSRY77, SSRY103,  
 SSRY105, SSRY242) กับมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง60 และพันธ์ุห้ำนำที 

5.2 คุณภำพดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ที่น ำมำสกัดดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบจีโนไทป์และ 143 
 เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS 
5.3 Phylogenetic tree แสดงระดับควำมสัมพันธ์ระหว่ำง SNPs ในมันส ำปะหลัง 100 สำยพันธ์ุ 146 

5.4 Manhattan plot แสดงผลกำรวิเครำะห์รูปแบบควำมเชือ่มโยงในจีโนมที่คำดว่ำสัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์ 146 
 และแป้งในมันส ำปะหลัง 
5.5 ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 1 (1CHN)  151  
5.6 ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 3 (3CHN) 152 

5.7 ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 13 (13CHN) 152 
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5.8 ผลโครมำโตแกรมแสดงเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป จ ำนวน 6 ต ำแหน่ง ประกอบด้วย SNP 1, SNP 2, SNP 3,  163 
 SNP 4, SNP 5, และ SNP 6 ของมันส ำปะหลัง สำยพันธ์ุระยอง 7 ด้วยเทคนิค Pyrosequencing 

6.1 ต ำแหน่ง SNPs บนยีน GBSSI ของมันส ำปะหลัง  177 
6.2 ตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่สกัดด้วยวิธี CTAB บนเจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 177 
6.3 ตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่สกัดด้วยวิธี CTAB บนเจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 178 

6.4 แถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวในมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุด้วยวิธีพีซีอำร์  179 
 บนอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
6.5 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์บนชิ้นส่วนยีน GBSSI ขนำดควำมยำว 1,753 คู่เบส ของมันส ำปะหลังแป้งเหนียว 180 
 จำกมูลนิธิมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทย 

6.6 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน GBSSI จำกอำร์เอ็นเอตัวอย่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว (waxy) พันธ์ุ KU50  181 
 พันธ์ุห้วยบง 60 และข้อมูลยีน M. esculenta granule-bound starch synthase หมำยเลข X74160.1  
6.7 กำรเปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนเอของยีน GBSSI ที่ขนำดควำมยำว 166 อะมิโน 181 

6.8 ล ำดับนิวคลีโอไทด์ส ำหรับออกแบบไพรบและไพรเมอร์ในกำรตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล SNPs  181 
 ในมันส ำปะหลังพันธ์ุ waxy และ non waxy ด้วยวิธี TaqMan probes 
6.9 ผลผลิตพีซีอำร์ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยขนำด 82 คู่เบส ที่ตรวจสอบได้ด้วยวิธี TaqMan probes  182 
 ด้วยคู่ไพรเมอร์ WX_F และ WX_R 

6.10 กำรตรวจสอบต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs T/G โดยวิธี TaqMan probes กับตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 182 
 ที่ผ่ำนกำรตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์ 
6.11 ดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 13 ตัวอย่ำง ส ำหรับกำรวิเครำะห์ GBS 182 

6.12 ผลจโีนไทป์ของตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 13 ตัวอย่ำง ท่ีได้จำกกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี GBS 183 
6.13 ต ำแหน่ง SNPs แบบ mutation ที่พบเฉพำะในมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว 183 
6.14 ตัวอย่ำงต ำแหน่ง SNPs ต ำแหน่งที่ 1,203 และ 1,207 (แถบสีแดง) ของมันส ำปะหลัง หมำยเลข gi|1035285084  185 
 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02252_contig_1, whole genome shotgun sequence 

6.15 ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรย้อมสีด้วยสีไอโอดีน 186 
7.1 กรำฟแสดงกำรแจกแจงแบบปกติด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test ที่ระดับนัยส ำคัญ 0.05 ของลักษณะน้ ำหนัก 189 
 ผลผลิตมันส ำปะหลงัปี 2554 และ ปี 2564 

7.2 1) กรำฟแสดงกำรประมำณโครงสร้ำงประชำกรย่อย (K) ในประชำกรมันส ำปะหลงัที่ศึกษำโดย Delta K (ΔK) และ 196 
 2) โครงสร้ำงของกลุ่มประชำกรที่อนุมำนได้ โดยใช้ K = 3 ตำมควำมสูงแท่งสีแดง เขียว และน้ ำเงิน แสดงโอกำส (Q) 
7.3 ควำมไม่สมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) ของเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย  196 

7.4 แสดงกรำฟ Manhattan plots จำกกำรวิเครำะห์ควำมสมัพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนัก 198 
 ผลผลิตมันส ำปะหลงั โดยใช้โมเดล General linear model (GLM) และ Mixed linear model (MLM) 
7.5 กรำฟ Boxplot ที่แสดงอิทธิพลของแอลลีลของเครื่องหมำยที่สัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง 199 
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1.1  แสดงไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ 42 

  มันส ำปะหลัง 

1.2  สรุปอุณหภูมิ (Tm) ขนำดของอัลลีล (bp) จ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่ง % polymorphic และค่ำ polymorphism  46 

  information content (PIC) ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR  
  จ ำนวน 55 เครื่องหมำย 
1.3  แสดงไพรเมอร์ชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 4 ชนิด ส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำง 47 

  ระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ 

1.4  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุ 48 

  จำกต่ำงประเทศ (พันธ์ุที่น ำเข้ำจำก CIAT) ทีน่ ำมำใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม  

  จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ  

1.5  สรุปอุณหภูมิ (Tm), ขนำดของอัลลีล (bp), จ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่ง, % polymorphic, ค่ำสังเกต 55 

  เฮทเทอโรไซโกซิต้ี (Ho), ค่ำควำมหลำกหลำยของยีน (He) และค่ำ polymorphism information content (PIC)  

  ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 พันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR จ ำนวน 16 เครื่องหมำย 

2.1  รำยชื่อพ่อแม่พันธ์ุมันส ำปะหลังจำกเชื้อพันธุกรรมที่ต้ำนทำนต่อโรคใบไหม้ จ ำนวน 11 พันธ์ุ 61 

2.2  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม F1 จ ำนวน 80 พันธ์ุ 61 

2.3  รำยชื่อไพรเมอร์ชนิด EST-SSrs จำกกำรออกแบบไพรเมอร์ยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ในมันส ำปะหลงั  63 

  และไพรเมอร์ SSR ที่ใช้ในกำรทดสอบ จ ำนวน 31 คู่ไพรเมอร์ 

2.4  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ 66 

2.5  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม F1 ปี 58 จ ำนวน 76 พันธ์ุ 69 

2.6  แสดงผลกำรสอบไพรเมอร์กับมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสม F1 จ ำนวน 76 พันธ์ุ 70 

2.7  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 ตัวอย่ำง 73 

2.8  แสดงผลกำรสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 ตัวอย่ำง 74 

2.9  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมที่เป็นพันธ์ุมันบริโภค จ ำนวน 176 พันธ์ุ 77 

2.10 รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม ปี 2562 จ ำนวน 138 พันธ์ุ 78 

2.11 แสดงผลกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลัง 200 สำยพันธ์ุ 82 

2.12 แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลงั 84 

  ในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุ CIAT ที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis 

2.13 แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลงั 86 

  ในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุไทยและลูกผสมที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis 
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สารบญัตาราง 

 

ตารางที่ หน้า 
 

3.1 รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุ 90 

 ในปี 2561 และปี 2562 

3.2 ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสกำร์ เอสเอสอำร์ และอีเอสที 90 

3.3 ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิปในยีน Peroxidase ส ำหรับกำรตรวจสอบ 95 

 ด้วยเทคนิค Pyrosequencing  

3.4 รำยชื่อมันส ำปะหลังลูกผสมที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 95 

 ในปี 2563 และปี 2564 

3.5 ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิปในยีน Peroxidase ส ำหรับกำรตรวจสอบ 96 

 ด้วยเทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 

3.6 ผลทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase โดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 99 

3.7 สรุปจโีนไทป์ของพันธ์ุ candidate 14 พันธ์ุ เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 102 

3.8 ปริมำณผลผลิตและควำมบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 108 

3.9 สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกลุ Ex2-78 โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 110 

3.10 สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-157 โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 110 

3.11 สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุล Ex3-128 โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 111 

3.12 ผลกำรคัดเลือกลูกผสมCMR60, CMR61 และ CMR62 โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุในปี 2563 111 

3.13 ผลกำรคัดเลือกลูกผสมCMR62, CMRE 62, CMR64และพันธ์ุจำก IITA โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2564 113 

4.1 แสดงแหล่งที่มำของไพรเมอร์จำกหัวบีท (sugar beat) มันฝรั่ง ถ่ัวอัลมอลต์ และไพรเมอร์ SSR จ ำนวน 26 คู่ 117 

4.2 แสดงยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปม จ ำนวน 4 ยีน, ข้อมูล EST จ ำนวน 6 EST  120 

4.3 พันธ์ุมันส ำปะหลัง ดัชนีกำรเกิดปมและระดับควำมต้ำนทำนโรครำกปมของมันส ำปะหลงั 122 

4.4 แสดงยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมแบบ tetra primer จ ำนวน 4 ยีน, ข้อมูล EST จ ำนวน 6 EST 128 

4.5 กำรวิเครำะห์รูปแบบ SNPs จำกมันส ำปะหลงั 71 พันธ์ุ 129 

4.6 แสดงขนำดกำรปรำกฏแถบดีเอ็นเอมันส ำปะหลังในชุดไพรเมอร์ 2-154  132 

4.7 มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุลูกผสมสำยพันธ์ุต่ำง 17 สำยพันธ์ุ   132 
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สารบญัตาราง 
 

ตารางที่  หน้า 
 

5.1 เครื่องหมำยโมเลกลุที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำ 135 

5.2 สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่น ำมำสกัดดีเอ็นเอเพ่ือทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุล 136 

5.3 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดต่ำงๆ กับมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60 และพันธ์ุห้ำนำที 137 

5.4 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ 138 

 กับพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ จ ำนวน 59 พันธ์ุ  

5.5 สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์อะไมโลสระหว่ำง 3.25 – 31.08 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลัง 142 

 ที่มีปริมำณไซยำไนด์ระหว่ำง 87.40 - 911.60 mgHCN/kg น้ ำหนักสด (วิเครำะห์ปี 2564) จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

5.6 สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์แป้ง ระหว่ำง 0 - 33.8 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณ 143 

 ไซยำไนด์ ระหว่ำง 8.26 - 815 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิเครำะห์ปี 2553 – 2558) จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ  

5.7 จ ำนวนและประเภทของ SNPs จำกมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ 145 

5.8 ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้อง 147 

 กับลักษณะปริมำณแป้งของมันส ำปะหลงั จ ำนวน 14 ชุด 

5.9 ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้อง 149 

 กับลักษณะปริมำณไซยำไนด์ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 15 ชุด 

5.10 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป 1CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 153 

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 108 สำยพันธ์ุ 

5.11 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป 3CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 156 

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 120 สำยพันธ์ุ 

5.12 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป 13CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 159 

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

5.13 ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง 163 

 ของมันส ำปะหลังด้วยเทคนิค Pyrosequencing จ ำนวน 2 ชุด 

5.14 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป SNP2 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (%amylose) 164 

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 118 สำยพันธ์ุ 

5.15 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป SNP5 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (%amylose) 168 

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 133 สำยพันธ์ุ 

5.16 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป SNP6 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (%amylose) 172  

 ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 135 สำยพันธ์ุ 

6.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรตรวจสอบลักษณะแปง้เหนียวด้วยวิธีพีซีอำร์ 177 

6.2 ข้อมูลชิ้นส่วนโครโมโซมที่พบต ำแหน่ง SNP ที่ให้ควำมแตกต่ำง 184 
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สารบญัตาราง 

 

ตารางที ่  หน้า 
 

7.1 แสดงค่ำทำงสถิติของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลงั (กิโลกรัมต่อต้น) ท้ัง 2 ลักษณะ  188 

 (Yield2554 และ Yield2564) 

7.2 แสดง EST ของยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลัง จำกฐำนข้อมูล GenBank EST database 189 

7.3 แสดงรำยละเอียดไพรเมอร์ที่จ ำเพำะกับยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลัง จ ำนวน 110 คู่ไพรเมอร์ 191 

7.4 รำยชื่อเครื่องหมำยโมเลกุล ILP ที่ให้ควำมแตกต่ำงของขนำดดีเอ็นเอในตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 194 

7.5 กำรประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย ท่ีพัฒนำจำกยีนในกระบวนกำร 194 

 สังเครำะห์แปง้ จ ำนวน 6 ยีน 

7.6 แสดงจ ำนวนและประเภทของ SNPs ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรทดลองทัง้หมดจ ำนวน 166 พันธ์ุ 195 

7.7 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำยกับลักษณะ (Association mapping) โดยวิธี GLM  197 

 ของเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554  

 และลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564  

7.8 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลงัปี 2554  198 

 และลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 โดยใช้โมเดล GLM และ MLM 

 

  
 

  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



16 
 

บทที่ 1 บทน า 

1. วิสัยทัศน์ และพันธกิจของหน่วยงาน 

   วิสัยทัศน์ 

กรมวิชำกำรเกษตรเป็นองค์กรที่เป็นเลิศด้ำนกำรวิจัยและพัฒนำด้ำนพืช เครื่องจักรกลกำรเกษตร และเป็นศูนย์กลำง

รับรองมำตรฐำนสินค้ำเกษตรด้ำนพืชในระดับสำกล บนพ้ืนฐำนกำรอนุรักษ์ทรัพยำกรธรรมชำติและสิ่งแวดล้อม 

 

   พันธกิจ 

1)  สร้ำงและถ่ำยทอดองค์ควำมรู้จำกงำนวิจัยด้ำนพืชและเครื่องจักรกลกำรเกษตร สู่กลุ่มเป้ำหมำย 

2)  ก ำหนดและก ำกับดูแลมำตรฐำนระบบกำรผลิตและผลิตพันธ์ุพืชและปัจจัยกำรผลิต พัฒนำระบบตรวจรับรองสินค้ำ

กำรเกษตรด้ำนพืชให้เป็นที่ยอมรับในระดับสำกล 

3)  อนุรักษ์และพัฒนำกำรใช้ประโยชน์จำกควำมหลำกหลำยทำงชีวภำพด้ำนพืช แมลง และจุลินทรีย์ 

 4)  ก ำกับ ดูแล และพัฒนำกฎหมำยที่กรมวิชำกำรเกษตรรับผิดชอบ 

 

2. ยุทธศาสตร์ชาติที่สอดคล้องกับแผนปฏิบัติงานด้าน ววน. ของหน่วยงาน  (โปรดเลือกเฉพาะยุทธศาสตร์ที่เก่ียวข้องกับ

หน่วยงานของท่าน) 

 ❑ ยุทธศำสตร์ที่ 1 ด้ำนควำมมั่นคง 

  เพ่ือบริหำรจัดกำรสภำวะแวดล้อมของประเทศให้มีควำมมั่นคง ปลอดภัย และมีควำมสงบเรียบร้อยในทุกระดับและทุกมิติ 

  ยุทธศำสตร์ที่ 2 ด้ำนกำรสร้ำงควำมสำมำรถในกำรแข่งขัน 

  เน้นกำรยกระดับศักยภำพในหลำกหลำยมิติควบคู่กับกำรขยำยโอกำสของประเทศไทยในเวทีโลก 

 ❑ ยุทธศำสตร์ที่ 3 ด้ำนพัฒนำและเสริมสร้ำงศักยภำพทรัพยำกรมนุษย์ 

  คนไทยในอนำคต มีควำมพร้อมทั้งกำย ใจ สติปัญญำ มีทักษะที่จ ำเป็นในศตวรรษที่ 21 มีทักษะสื่อสำรภำษำอังกฤษ  

  และภำษำท่ี 3 และมีคุณธรรม 

 ❑ ยุทธศำสตร์ที่ 4 ด้ำนกำรสร้ำงโอกำสและควำมเสมอภำคทำงสังคม 

  สร้ำงควำมเป็นธรรม และลดควำมเหลื่อมล้ ำในทุกมิติ กระจำยศูนย์กลำงควำมเจริญทำงเศรษฐกิจและสังคม เพ่ิมโอกำส 

  ให้ทุกภำคส่วนเข้ำมำเป็นก ำลังของกำรพัฒนำประเทศในทุกระดับ 

 ❑ ยุทธศำสตร์ที่ 5 ด้ำนกำรสร้ำงกำรเติบโตบนคุณภำพชีวิตที่เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

  ค ำนึงถึงควำมย่ังยืนของฐำนทรัพยำกรธรรมชำติและสิ่งแวดล้อม ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมของประชำชนให้เป็นมิตร  

  ต่อสิ่งแวดล้อม ผ่ำนมำตรกำรต่ำงๆ ที่มุ่งเน้นให้เกิดผลลัพธ์ต่อควำมย่ังยืน 

 ❑ ยุทธศำสตร์ที่ 6 ด้ำนกำรปรับสมดุลและพัฒนำระบบกำรบริหำรจัดกำรภำครัฐ 

  กำรปรับเปลี่ยนภำครัฐ ยึดหลัก “ภำครัฐของประชำชนเพ่ือประชำชนและประโยชน์ส่วนรวม” 
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3. วงเงินงบประมาณกองทุน ววน. ที่ได้รับจัดสรรในปีงบประมาณ พ.ศ. 2564 และโปรดระบุแผนงาน/โครงการให้สอดคล้อง

กับโปรแกรมของแผน ววน. 

โปรแกรมตามแผน ววน. งบประมาณ (บาท) 
โปรแกรม P10. ยกระดับควำมสำมำรถกำรแข่งขันและวำงรำกฐำนทำงเศรษฐกิจ 
แผนงำนที่ 16: แผนงำนวิจัยและพัฒนำเทคโนโลยีกำรเพ่ิมประสิทธิภำพระบบกำร
ผลิตมันส ำปะหลังแบบบูรณำกำรและย่ังยืน 
แผนงำนย่อย กำรวิจัยและพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรเพ่ิมประสิทธิภำพกำร
ผลิตมันส ำปะหลัง 
โครงกำรวิจัย เทคโนโลยีชีวภำพเพ่ือกำรจ ำแนกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง  

 
16,907,214 

 
 
 

2,957,587 
 

4. รายละเอียดโครงการ 

      ที่มาและความส าคัญ/หลักการและเหตุผล 

 มันส ำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz.) จัดเป็นพืชอำหำรที่ส ำคัญของโลกและเป็นพืชเศรษฐกิจที่มีควำมส ำคัญใน
ประเทศไทย สำมำรถน ำไปใช้ประโยชน์ต้ังแต่ส่วนยอดจนถึงรำกสะสมอำหำร แป้งมันส ำปะหลังสำมำรถน ำมำใช้ในอุตสำหกรรม
อำหำรและทำงกำรแพทย์ นอกจำกน้ียังเป็นวัตถุดิบที่ส ำคัญในอุตสำหกรรมอำหำรสัตว์และพลังงำนทดแทน ปัจจุบันมันส ำปะหลัง
ก ำลังประสบปัญหำจำกโรคและแมลงส่งผลกระทบต่อผลผลิตมันส ำปะหลังโดยตรง ได้แก่ โรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง (CMD) เกิดจำก
เชื้อไวรัส Cassava mosaic virus (CMV) มีแมลงหว่ีขำวเป็นพำหะน ำโรค พบปัญหำกำรแพร่ระบำดในเขตพ้ืนที่ประเทศกัมพูชำ 
ซึ่งมีชำยแดนติดกับประเทศไทย โดยมันส ำปะหลังที่เป็นโรคน้ีผลผลิตจะลดลงมำกกว่ำ 80% กรมวิชำกำรเกษตรจึงก ำหนดแนวทำง
ป้องกันและเฝ้ำระวังโรค CMD อย่ำงใกล้ชิด ซึ่งหำกมีกำรแพร่ระบำดเข้ำมำในประเทศจะสร้ำงควำมเสียหำยให้แก่เกษตรกรและ
ส่งผลกระทบต่อเศรษฐกิจของประเทศอีกด้วย ส ำหรับโรคแบคทีเรียลไบลท์ และโรครำกปมที่เกิดจำกไส้เดือนฝอย หำกพบกำร
ระบำดของโรค จะท ำให้ผลผลิตลดลงมำกกว่ำ 50% นับเป็นโรคที่สร้ำงปัญหำให้กับมันส ำปะหลังในเรื่องของผลผลิตเช่นเดียวกัน 
ทั้งน้ี กรมวิชำกำรเกษตร ยังไม่พบว่ำมีพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีลักษณะกำรต้ำนทำนต่อโรคดังกล่ำว นอกจำกน้ีประเทศไทยจ ำเป็นต้อง
ท ำกำรศึกษำวิจัยเพ่ือพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะที่ดีเป็นที่ต้องกำรของเกษตรกรทั้งในเรื่องของปริมำณและคุณภำพของ
ผลผลิต ได้แก่ ผลผลิต (5 – 6 ตันต่อไร่) แป้งสูง (>25%) ไซยำไนด์ต่ ำ (พันธ์ุรับประทำน) และแป้งเหนียว (waxy starch) ซึ่งที่ผ่ำน
มำกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ต้องกำรจะใช้วิธีกำรปรับปรุงพันธ์ุแบบด้ังเดิม (conventional 
breeding) ต้องใช้ระยะเวลำนำนประมำณ 8 - 10 ปี และมีหลำยข้ันตอนกว่ำจะสำมำรถคัดเลือกพันธ์ุที่มีลักษณะตำมต้องกำรได้ 
ปัจจุบันเทคนิคด้ำนเทคโนโลยีชีวภำพเข้ำมำมีบทบำทส ำคัญต่อกำรวิจัยและพัฒนำกำรปรับปรุงพันธ์ุพืชมำกข้ึน โดยกำร ใช้
เครื่องหมำยโมเลกุลเข้ำมำช่วยในกระบวนกำรคัดเลือกเพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุพืชที่เหมำะสมจ ำเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีควำมแม่นย ำ
ในกำรคัดเลือกและสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงของลักษณะที่แสดงออกได้อย่ำงถูกต้องแม่นย ำ รวดเร็ว และมีประสิทธิภำพ ทั้งน้ี 
กรมวิชำกำรเกษตรเป็นแหล่งรวบรวมพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมจ ำนวนมำก ดังน้ันกำรใช้เครื่องหมำย
โมเลกุลในกำรตรวจสอบและคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ต้องกำร สำมำรถช่วยร่นระยะเวลำในกำร
ปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังลงได้ 3 – 4 ปี จึงเป็นตัวช่วยส ำคัญในข้ันตอนกำรปรับปรุงพันธ์ุให้รวดเร็วและมีประสิทธิภำพมำกย่ิงข้ึน 
สำมำรถสร้ำงมูลค่ำเพ่ิมให้กับพันธ์ุมันส ำปะหลังของไทยได้ นอกจำกน้ี กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลเข้ำมำช่วยในกำรศึกษำควำม
แตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังส ำหรับน ำข้อมูลที่ได้มำใช้ประกอบกำรตัดสินใจในกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุ
ในงำนด้ำนกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะที่ต้องกำรได้อย่ำงมีประสิทธิภำพมำกย่ิงข้ึนและเป็นประโยชน์ต่อกำรบริหำร
จัดกำรทรัพยำกรเชื้อพันธ์ุเพ่ือกำรอนุรักษ์ต่อไป 
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  วัตถุประสงค์ของโครงการ 
 1)  เพ่ือศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลัง และจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำง
พันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังส ำหรับน ำไปใช้เป็นข้อมูลในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุและกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุเพ่ือกำร
ปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลัง 
 2)  เพ่ือคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้ต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ให้มีผลผลิต
และปริมำณแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และลักษณะแป้งเหนียว โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
 
  ขอบเขตการศึกษา 
 1)  เป็นกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลังที่เก็บรวบรวมไว้ของกรม
วิชำกำรเกษตร โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ท ำกำรทดสอบและคัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุได้ดี 
(polymorphism) น ำเครื่องหมำยที่ได้ไปใช้จ ำแนกพันธ์ุมันส ำปะหลังในกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุและกลุ่มที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี   
ซึ่งข้อมูลควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมที่ได้จะน ำมำจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมส ำหรับน ำไปใช้เป็นข้อมูลประกอบกำร
ตัดสินใจในกำรคัดเลือกพันธ์ุพ่อแม่ส ำหรับกำรปรับปรุงพันธ์ุต่อไป  
 2) เป็นกำรคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะกำรต้ำนทำนต่อโรค ได้แก่ แบคทีเรียลไบลท์ ใบด่ำง 
(CMD) รำกปม และลักษณะส ำคัญทำงกำรเกษตร ได้แก่ ผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว โดยกำรใช้เครื่องหมำย
โมเลกุล ซึ่งต้องท ำกำรพัฒนำและคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลที่มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะต่ำงๆ ดังกล่ำว และน ำมำใช้คัดเลือก  
มันส ำปะหลังกลุ่มพันธ์ุต่ำงๆ ที่เก็บรวบรวมไว้ของกรมวิชำกำรเกษตร ส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุลที่พัฒนำได้จะเป็นตัวช่วยส ำคัญใน
ข้ันตอนกำรปรับปรุงพันธ์ุให้รวดเร็วและมีประสิทธิภำพมำกย่ิงข้ึน 
 

  นิยามศัพท์ 

 มันส าปะหลัง (Manihot esculenta Cranz) หมำยถึง พืชที่มีรำกสะสมอำหำรขนำดใหญ่ ปลูกในเขตร้อน ใช้ในกำร
ผลิตแป้งเพ่ือเป็นอำหำร 

ความหลากหลายทางพันธุกรรม (Genetic Diversity) หมำยถึง ควำมหลำกหลำยของหน่วยพันธุกรรมหรือยีน 
(genes) ที่มีอยู่ในสิ่งมีชีวิตแต่ละชนิด ได้รับกำรถ่ำยทอดมำจำกรุ่นพ่อแม่และส่งต่อไปยังรุ่นต่อไป ส่งผลให้สิ่งมีชีวิตชนิดเดียวกันอำจมี
ลักษณะที่คล้ำยคลึงกันหรือแตกต่ำงกันไปตำม gene ที่ได้รับกำรถ่ำยทอดมำ ควำมแตกต่ำงผันแปรทำงพันธุกรรมในแต่ละหน่วยชีวิต
น้ันมีสำเหตุมำจำกกำรเปลี่ยนแปลงพันธุกรรม (mutation) อำจเกิดข้ึนในระดับยีน หรือในระดับโครโมโซม ผสมผสำนกับกลไกที่
เรียกว่ำ Crossingover ที่เกิดข้ึนในขณะที่มีกำรแบ่งเซลล์สืบพันธ์ุ ส ำหรับกำรสืบพันธ์ุแบบอำศัยเพศ เป็นผลท ำให้ gene เกิดกำรสลับ
ที่รวมตัวกันใหม่ (Recombination) ซึ่งจะถูกถ่ำยทอดไปสู่ลูกหลำนต่อๆ ไปในประชำกร ท ำให้เกิดควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม 
เช่น ลักษณะใบ ทรงต้น สีใบ สีก้ำนใบ กำรทนต่อโรคและแมลง เป็นต้น 

 เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Marker) หมำยถึง ล ำดับเบสช่วงหน่ึงของดีเอ็นเอที่ใช้เป็นเครื่องหมำยบ่งชี้ควำมเป็น
เอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิตสำมำรถถ่ำยทอดทำงพันธุกรรมไปสู่รุ่นลูกได้ และมีประโยชน์ในกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรม 
(Genetic Diversity) สำมำรถใช้จ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตในประชำกรเดียวกันหรือต่ำงกันทั้งเชิงปริมำณ
และคุณภำพ เครื่องหมำยดีเอ็นเอยังมีควำมสัมพันธ์กับลักษณะทำงกำรเกษตร เช่น ผลผลิตสูง ต้ำนทำนโรคและแมลง เป็นต้น  
สำมำรถใช้เป็นเครื่องมือในกำรจ ำแนก ตรวจสอบและคัดเลือกพันธ์ุเพ่ือใช้ในกำรปรับปรุงพันธ์ุได้  
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 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด SSR (Simple Sequence Repeat) หมำยถึง เป็นเครื่องหมำยชนิด microsatellite ที่
สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงแบบข่มร่วมได้ (co-dominant) ท ำให้แยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงลักษณะที่เป็นโฮโมไซกัส 
(homozygous) และเฮทเทอโรไซกัส (heterozygous) ได้ จึงสำมำรถน ำมำเป็นดีเอ็นเอเครื่องหมำยที่ใช้ในกำรจ ำแนกควำม
แตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์และวิวัฒนำกำรของมันส ำปะหลังได้เป็นอย่ำงดี เป็นเทคนิคที่นิยมน ำมำใช้ในกำร
ประเมินควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพืชได้อย่ำงชัดเจน แม่นย ำและมีประสิทธิภำพสูง  

 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดดีเอ็นเอเบสเ ด่ียว  (Single Nucleotide Polymorphysm ; SNPs) หมำยถึง เป็น
เครื่องหมำยที่ใช้ศึกษำควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมที่เกิดจำกกำรเปลี่ยนแปลงล ำดับเบสบนสำยโพลีนิวคลีโอไทด์เพียงต ำแหน่งเดียว 
SNPs มีต ำแหน่งอยู่ในจีโนมที่นิวคลีโอไทด์หน่ึงตัวเกิดควำมแตกต่ำงในสิ่งมีชีวิตแต่ละตัว เป็นชนิดที่พบมำกที่สุดในควำม
หลำกหลำยทำงพันธุกรรมในประชำกร เครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด SNP (SNP markers) มีรำคำถูก ประหยัดเวลำ ต้องมีกำร
ออกแบบไพรเมอร์อย่ำงจ ำเพำะสูง และมีกำรน ำมำประยุกต์ใช้หลำยด้ำน ได้แก่ ด้ำนกำรแพทย์ ด้ำนสัต ว์ และด้ำนพืช เช่น กำร
จ ำแนกสำยพันธ์ุ (variety identification), MAS-breeding, disease identification และ purity testing เป็นต้น 

 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด EST-SSRs R (Expressed Sequence Tags) หมำยถึง เป็นเครื่องหมำยที่ได้จำกกำร
คัดเลือกและพัฒนำเครื่องหมำย microsatellite จำกฐำนข้อมูลสำธำรณะ express sequence tags (ESTs) ของยีนที่มีกำร
แสดงออก หรือจำกกำรสร้ำง cDNA library เป็นล ำดับดีเอ็นเอส่วนที่เป็น complementary DNA (cDNA) ของ mRNA ท ำหน้ำท่ี
คัดลอกรหัสดีเอ็นเอบำงส่วนของจีโนม ซึ่งล ำดับดีเอ็นเอที่พบใน EST มีขนำด 500 - 800 นิวคลีโอไทด์ เป็นส่วนของบริเวณ coding 
region และน ำมำออกแบบไพรเมอร์ในต ำแหน่งเฉพำะของยีนน้ันๆ ให้ต่ำงกัน วิธีกำรพัฒนำเครื่องหมำย ESTs น้ี เป็นวิธีที่ง่ำย 
สะดวก ลดระยะเวลำ และค่ำใช้จ่ำยในกำรพัฒนำ กำรใช้ล ำดับ EST จะสำมำรถระบุยีนที่เก่ียวข้องกับลักษณะทำงพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตได้ และถูกน ำมำใช้ประโยชน์ในกำรสร้ำงแผนที่ยีนและประยุกต์ใช้ในกำรตรวจสอบลำยพิมพ์ดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิตได้ 
 เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด ILP (Intron Length Polymorphism) หมำยถึง เป็นเครื่องหมำยชนิดที่เป็นยีนที่ทรำบ

หน้ำที่ในกำรท ำงำน (functional marker) ออกแบบไพรเมอร์ให้มีต ำแหน่งในบริเวณ conserved exon ที่ขนำบข้ำงอินทรอน 

(intron) และเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ โพลิมอร์ฟิซึมที่เกิดจำกกำรเพ่ิมข้ึนหรือขำดหำยไปของชิ้นส่วนดีเอ็นเอ ท ำให้เกิดควำมแตกต่ำง

ของขนำดอินทรอน ซึ่งเป็นเครื่องหมำยชนิดข่มร่วม อำจสัมพันธ์หรือไม่สัมพันธ์กับลักษณะทำงกำรเกษตรก็ได้ แต่ถ้ำมีควำมสัมพันธ์

ก็จะดีเพ่ือที่จะสำมำรถศึกษำยืนยันเครื่องหมำยกับลักษณะทำงกำรเกษตรได้ดีข้ึน 

 แป้งเหนียว (Waxy starch) หมำยถึง แป้งที่มีองค์ประกอบหลักเป็น amylopectin ซึ่งไม่มีองค์ประกอบของ amylose 

ในบำงพืช เช่น ข้ำว เป็นต้น 

 ลักษณะด้อย (recessive) หมำยถึง ลักษณะทำงพันธุกรรมแบบอัลลีลด้อยแบบคู่ หรือ โฮโมไซกัส (homozygous) 
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บทที่ 2 วิธีการด าเนินงาน 
 

1. วิธีการด าเนินการวิจัย 
การทดลองที่ 1  การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์มันส าปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธุ์โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล

ชนิด SSR  (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสุภำวดี  ง้อเหรียญ  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 
  

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 
1. การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการจ าแนกพันธุ์มันส าปะหลัง 

  1.1 การเตรียมตัวอย่างพืชและการสกัดดีเอ็นเอจากมันส าปะหลัง 
น ำท่อนพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ได้รับควำมอนุเครำะห์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 18 ตัวอย่ำงพันธ์ุ มำปลูกในกระถำง

พลำสติกที่ใส่วัสดุปลูก ขนำด 18 น้ิว และติดป้ำยชื่อระบุพันธ์ุมันส ำปะหลัง หลังจำกใบอ่อนงอก ใส่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 อัตรำ      50 
กิโลกรัมต่อไร่ เมื่ออำยุ 1 เดือน น ำใบอ่อนมำสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ Plant Genomic DNA Purification (Tiangen 
Biotech Co, China) ตัดใบมันส ำปะหลัง 100 มิลลิกรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้ำยตัวอย่ำงลงใน 
Microcentrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร เติม Buffer LP1 400 ไมโครลิตร และ RNaseA (10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)    6 

ไมโครลิตร ผสมโดยกำรเอียงหลอดไปมำเบำๆ นำน 1 นำที บ่มที่อุณหภูมิห้อง (15 – 25C) นำน 10 นำที เติม Buffer LP2  130 
ไมโครลิตร ผสมโดยกำรเอียงหลอดไปมำเบำๆ นำน 1 นำที น ำไปปั่นเหว่ียงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อ
นำที นำน 5 นำที ย้ำยน้ ำใสใส่หลอด microcentrifuge ขนำด 1.5 มิลลิลิตร เติม Buffer LP3 750 ไมโครลิตร (1.5 เท่ำของ
สำรละลำย) เขย่ำส่วนผสมให้เข้ำกัน นำน 15 วินำที วำง Spin Columns CB3 ลงใน Collection Tube ขนำด 2 มิลลิลิตร      
ย้ำยน้ ำใสใส่ Spin Columns CB3 น ำไปปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 30 วินำที ทิ้งน้ ำใส และวำง Spin 
Columns CB3 กลับลงใน Collection Tube เติม Buffer PW 600 ไมโครลิตร ลงใน Spin Columns CB3 (เพ่ือล้ำงเมมเบรน) 
น ำไปปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 30 วินำที ทิ้งน้ ำใส (ท ำซ้ ำ 2 รอบ) และปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 rpm 
นำน 2 นำที อีกรอบ (เพ่ือให้ Spin Columns CB3 แห้ง) ย้ำย Spin Columns CB3 ใส่ลงในหลอด microcentrifuge tube ขนำด 
1.5 มิลิลิตร เติม Buffer TE 50 – 200 ไมโครลิตร น ำไปบ่มที่อุณหภูมิห้อง (15 – 25C) นำน 15 – 25 นำที และปั่นเหว่ียงที่
ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 2 นำที จะได้สำรละลำยดีเอ็นเอที่มีคุณภำพ ตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวัดค่ำ
ควำมเข้มข้น (O.D.) ของดีเอ็นเอ ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ช่วงคลื่น 260 – 280 นำโนเมตร และน ำมำเจือจำงด้วย TE 
(Tris-EDTA) buffer หรือน้ ำ ให้ได้ควำมเข้มข้น 60 นำโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน ำไปท ำปฏิกิริยำ PCR ต่อไป 

 

  1.2 การคัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของมันส าปะหลัง ด้วยเทคนิค SSR 
ท ำกำรสืบค้นข้อมูลล ำดับเบสไพรเมอร์ชนิด SSR ของมันส ำปะหลังจำกรำยงำนวิจัยของ Mba et al., (2001) และ 

Raghu et al., (2007) โดยค้นหำต ำแหน่งของเครื่องหมำยดีเอ็นเอจำกฐำนข้อมูล NCBI (file://H:\Manihot\ MapViewer.htm) 
และสังเครำะห์ไพรเมอร์ จ ำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 1) ท ำกำรทดสอบหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของ
มันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ด้วยไพรเมอร์ ชนิด SSR โดยใช้ชุด GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA)      
ในปริมำตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สำรละลำยดีเอ็นเอ 60-100 นำโนกรัม,  1X GoTaq® Green Master Mix,    
0.4 µM upstream primer, 0.4 µM downstream primer ปรับปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำ โดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ  Pre-
Denature 95๐C 2 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denature 94๐C 30 วินำที, Annealing  
55-64๐C 45 วินำที, Extension 70๐C 1 นำที จ ำนวน 35 รอบ ตำมด้วยข้ันตอน 72๐C 10 นำที อีก 1 รอบ ตรวจวิเครำะห์ผลด้วย
เทคนิค electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel เทียบขนำดของแถบ  ดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมำตรฐำน 50 bp DNA ladder 
marker (Fermentas, USA) พร้อมบันทึกภำพด้วยเครื่อง Gel-Doc Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) 
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 1.3 การวิเคราะห์ PCR Product ด้วยเคร่ือง QIAxcel Advanced 
   คัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR และสภำวะของปฏิกิริยำ PCR ที่เหมำะสม ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของตัวอย่ำงมัน

ส ำปะหลังทั้ง 18 ตัวอย่ำงพันธ์ุ และให้แถบดีเอ็นเอที่มีควำมแตกต่ำงกัน จำกน้ันน ำผลผลิต PCR ที่เหลือจำกข้อ 1.2 ไปเข้ำเครื่อง
วิเครำะห์ขนำดแถบดีเอ็นเอและวิเครำะห์ผลภำพ (QIAxcel Advanced System) โดยใช้ชุดน้ ำยำที่มีควำมละเอียดสูง QIAxcel DNA 
High Resolution Kit (Qiagen, USA) ซึ่งสำมำรถบอกควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอที่ได้ในระดับควำมห่ำงไม่น้อยกว่ำ 3 – 5 คู่
เบส โดยจะแสดงผลในรูปแบบของกรำฟ (eletropherograms) และแบบภำพขนำดของแถบดีเอ็นเอ เพ่ือน ำข้อมูลที่ได้มำใช้ในกำร
วิเครำะห์ควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 
 

  1.4 การบันทึกผลและวิเคราะห์ข้อมูล 

   1.4.1 บันทึกข้อมูลขนำดแถบดีเอ็นเอของตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแต่ละพันธ์ุ จำกกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์แต่ละ
คู่ โดยให้คะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏมีค่ำเท่ำกับ 1 และไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอมีค่ำเท่ำกับ 0  

   1.4.2 วิ เค รำะห์หำค่ ำ  Polymorphic Information Content (PIC) จำก ข้อมู ล  genotype เป็นกำร วิ เครำะห์
ประสิทธิภำพของเครื่องหมำยที่แสดงควำมหลำกหลำยของอัลลีลที่ได้จำกแต่ละเครื่องหมำยดีเอ็นเอ โดยใช้สูตรในกำรค ำนวณคือ  
 

PIC = 1 – 







− 

−

= +==

1

1 1

22

1

2

2
n

i

n

ij
ji

n

i
i

ppp
 

 

  ก ำหนดให้ค่ำ pi, pj เปน็ควำมถ่ีของอัลลีล i และ j ตำมล ำดับ และ n เป็นจ ำนวนอัลลีล (Botstein et al., 1980) 
 

2. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธุ์มันส าปะหลัง 
  2.1 การสกัดดีเอ็นเอตัวอย่างมันส าปะหลัง 

เก็บตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง  จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ประกอบด้วย ประชำกรกลุ่มพ่อแม่
พันธ์ุ และกลุ่มที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี น ำมำสกัดดีเอ็นเอ โดยวิธี CTAB ดัดแปลงจำก Dellaporta และคณะ (1983) ตัดใบ
มันส ำปะหลัง 5 กรัม บดในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงแป้ง ย้ำยตัวอย่ำงลงในหลอดทดลองขนำด 15 มิลลิลิ ตร เติม 
extraction buffer [2X CTAB; 2% (W/V) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide), 100 mM Tris – HCl pH 8.0, 20 
mM sodium  EDTA, 1.4 M NaCl] เติม 0.2% β-mercaptoethanol (ก่อนใช้บ่มที่อุณหภูมิ 60C)  5 มิลลิลิตร เขย่ำให้ส่วนผสม
เข้ำกัน น ำไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 60๐C นำน 1 ชั่วโมง เขย่ำทุกๆ 20 นำที เติม Chloroform-isoamyl  alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ำกันโดยกำรเอียงหลอดไปมำเบำๆ หรือใช้เครื่อง shaker เบำๆ นำน 10 นำที น ำไปปั่นเหว่ียงด้วยเครื่อง Centrifuge ที่
ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ดูดน้ ำใสส่วนบน 750 ไมโครลิตร ใส่หลอด microcentrifuge ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
เติม Chloroform-isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกันโดยกำรเอียงหลอดไปมำเบำๆ นำน 5 นำที น ำไปปั่น
เหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ดูดน้ ำใสส่วนบนใส่หลอด microcentrifuge ขนำด 1.5 มิลลิลิตร ตกตะกอน
ดีเอ็นเอด้วย Isopropanol 0.6 เท่ำของสำรละลำย DNA และ 3M NaOAC 0.1 เท่ำของสำรละลำย DNA ผสมโดยกำรเอียงหลอด
คว่ ำลงช้ำๆ (inverted) น ำไปแช่ในตู้เย็น -20๐C นำน 30 นำที ระยะน้ีจะเห็นตะกอน DNA เป็นเส้นใยสีขำวใส น ำไปปั่นเหว่ียงที่
อุณหภูมิ 4๐C ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ เทน้ ำใสทิ้ง ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% 
ethanol 750 ไมโครลิตร (2 ครั้ง) โดยเขย่ำเบำๆ 2 - 3 นำที น ำไปปั่นเหว่ียงที่อุณหภูมิ 4๐C ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 
5 นำที เทน้ ำใสทิ้ง รอให้ดีเอ็นเอแห้งแล้วละลำยด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร 
น ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 60๐C นำน 10 นำที หรือ 37๐C นำน 30 นำที ตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวัดค่ำควำมเข้มข้น 
(O.D.) ของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ช่วงคลื่น 260 – 280 นำโนเมตร ท ำกำรแบ่งเก็บสำรละลำยดีเอ็นเอ 
(original) ที่สกัดได้เป็น 2 ชุด โดยชุดแรกเก็บไว้ในธนำคำรดีเอ็นเอ (DNA bank) ที่อุณหภูมิ –80 องศำเซลเซียส และอีก 1 ชุด น ำไป
เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในกำรศึกษำวิจัยต่อไป และน ำสำรละลำยดีเอ็นเอมำเจือจำงด้วย TE (Tris-EDTA) buffer หรือน้ ำ ให้ได้ควำม
เข้มข้น 60 นำโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน ำไปท ำ PCR ต่อไป 
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 2.2 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของมันส าปะหลัง ด้วยไพรเมอร์ชนิด SSR ที่คัดเลือกไว้  
ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ด้วยไพรเมอร์ชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 

4 ชนิดสี ได้แก่ FAM (blue) HEX (green) TAMRA (yellow) และ ROX (red) จ ำนวน 16 คู่ ไพรเมอร์ ได้แก่ FAM_SS147, 
FAM_SS148, FAM_NS911, FAM_SS20, HEX_SS59,  HEX_SS149, HEX_SS21, HEX_SS151, TAMRA_SS141, TAMRA_SS51, 
TAMRA_SS4, TAMRA_SS177, ROX_NS169, ROX_SS154, ROX_NS945, และ ROX_NS78 (ตารางที่ 1.3) โดยใช้ชุด GoTaq® 
Green Master Mix (Promega, USA) ในปริมำตรทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สำรละลำยดีเอ็นเอ 60-100 นำโนกรัม,  
1X GoTaq® Green  Master Mix, 0.4 µM upstream primer, 0.4 µM downstream primer ปรับปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำ โดย
ต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-Denature 95๐C 2 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denature 94๐C 
30 วินำที, Annealing  55-64๐C 45 วินำที, Extension 70๐C 1 นำที จ ำนวน 35 รอบ ตำมด้วยข้ันตอน 72๐C 10 นำที อีก 1 รอบ 
ตรวจวิเครำะห์ผลด้วยเทคนิค electrophoresis โดยใช้ 2% agarose gel เทียบขนำดของแถบดีเอ็นเอกับดีเอ็นเอมำตรฐำน 50 bp 
DNA ladder marker (Fermentas, USA) พร้อมบันทึกภำพด้วยเครื่อง Gel-Doc Transluminator (Bio-Rad Laboratories, CA, USA) 

 
 2.3 การวิเคราะห์ขนาดของดีเอ็นเอ (Fragment Analysis) ด้วยเคร่ืองวิเคราะหอ์ัตโนมัติ 

  น ำผลผลิตพีซีอำร์ที่เพ่ิมปริมำณได้จำกดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ น ำไปเข้ำเครื่องวิเครำะห์ขนำด
ของดีเอ็นเอแบบอัตโนมัติ (Applied Biosystems™ 3730XL DNA Analyzer, Foster City, CA) สำมำรถวิเครำะห์ขนำดของดีเอ็นเอ 
(Fragment Analysis) โดยกำรแยกขนำดชิ้นดีเอ็นเอด้วยเทคนิค capillary electrophoresis ซึ่งสำมำรถบอกควำมแตกต่ำงของแถบ
ดีเอ็นเอที่ได้ในระดับควำมห่ำงไม่น้อยกว่ำ 2 – 3 คู่เบส โดยจะแสดงผลในรูปแบบของกรำฟ (eletropherograms) และสำมำรถ
แสดงขนำดของแถบดีเอ็นเอที่ได้ เพ่ือน ำข้อมูลที่ได้มำใช้ในกำรวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของตัวอย่ำง
มันส ำปะหลัง 

 
  2.4 การบันทึกผลและวิเคราะห์ข้อมูล 
   2.4.1 บันทึกข้อมูลขนำดแถบดีเอ็นเอของตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแต่ละพันธ์ุ จำกกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ ด้วยไพรเมอร์แต่

ละคู่ โดยให้คะแนนแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏมีค่ำเท่ำกับ 1 และไม่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอมีค่ำเท่ำกับ 0  
   2.4.2 วิเครำะห์หำค่ำ Polymorphic Information Content (PIC) จำกข้อมูล genotype เป็นกำรวิเครำะห์ประสิทธิภำพ

ของเครื่องหมำยที่แสดงควำมหลำกหลำยของอัลลีลที่ได้จำกแต่ละเครื่องหมำยดีเอ็นเอ โดยใช้สูตรในกำรค ำนวณคือ  
 

PIC = 1 – 







− 

−

= +==

1

1 1

22

1

2

2
n

i

n

ij
ji

n

i
i

ppp
 

 

    ก ำหนดให้ค่ำ pi, pj เป็นควำมถ่ีของอัลลีล i และ j ตำมล ำดับ และ n เป็นจ ำนวนอัลลีล (Botstein et al., 1980) 
 2.4.3 กำรจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (cluster analysis) ด้วยวิธี Unweighted pair group method with 

arithmetic mean (UPGMA) และวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (genetic relationships) โดยใช้โปรแกรมส ำเร็จรูป 

Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System (NTSYS-pc) version 2.01e ใช้ค่ำสัมประสิทธ์ิควำมเหมือนของ 

Jaccard (Jaccard’s coefficient) กำรวิเครำะห์ข้อมูลและแสดงผลในรูปแบบ Dendrogram ท ำกำรค ำนวณค่ำ cophenetic 

correlation (r) (Rohlf, 2000) 
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การทดลองที่ 2  การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมที่เก่ียวข้องกับความต้านทานโรคแบคทีเรียลไบลท์ของมันส าปะหลังด้วย
โมเลกุลเคร่ืองหมายชนิด EST-SSRs   (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 

1. การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะความต้านทานโรคแบคทีเรียลไบลท์ในมันส าปะหลัง 
 1.1  คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ได้รับกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรต้ำนทำนโรค จ ำนวน 30 สำยพันธ์ุ น ำมำสกัดดีเอ็นเอด้วยชุด
สกัดดีเอ็นเอ/วิธี CTAB ตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอที่ได้ น ำมำเจือจำงให้มีควำมเข้มข้นเหมำะสมส ำหรับท ำพีซีอำร์ต่อไป 
 1.2 ค้นหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต้ำนทำนโรคของมันส ำปะหลังน ำมำเปรียบเทียบกันโดยใช้โปรแกรม clustalW เพ่ือหำ
ส่วนที่เป็น conserve region และค้นหำข้อมูล EST-SSRs จำกแหล่งข้อมูลต่ำงๆ ท ำกำรออกแบบไพรเมอร์ส ำหรับน ำมำเพ่ิม
ปริมำณชิ้นส่วนดีเอ็นเอกับพันธ์ุมันส ำปะหลังที่คัดเลือกไว้ เพ่ือน ำไปทดสอบควำมเชื่อมโยงกับยีนต้ำนทำนโรค ส ำหรับใช้เป็น
เครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับติดตำมยีนที่ต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ต่อไป 
 1.3 คัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมำะสมส ำหรับกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอจำกยีนและชิ้นส่วนดีเอ็นเอต่ำงๆ  
 1.4 น ำไพรเมอร์ที่คัดเลือกได้มำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของยีนต้ำนทำนจำกพันธ์ุมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ 
 

2. ตรวจวิเคราะห์ความเชื่อมโยงระหว่างความต้านทานโรคกับโมเลกุลเคร่ืองหมายด้วยเทคนิคพีซีอาร์  
 2.1  คัดเลือกมันส ำปะหลังพันธ์ุต้ำนทำนโรค จ ำนวน 5 สำยพันธ์ุ น ำมำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยโมเลกุลเครื่องหมำยที่เกี่ยวข้อง
กับยีนต้ำนทำนด้วยเทคนิคพีซีอำร์ น ำผลแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏไปวิเครำะห์ควำมเชื่อมโยง  
 2.2  สรุปผลควำมเชื่อมโยงระหว่ำงควำมต้ำนทำนโรคกับโมเลกุลเครื่องหมำย แล้วคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมำยที่ได้ไปใช้ใน
ข้ันตอนต่อไป 
 

3.  ศึกษาความสัมพันธ์และทดสอบเครื่องหมายโมเลกุลที่คัดเลือกได้ทั้งหมดกับลูกผสม F1 จากแปลงปรับปรุงพันธุ์ของ
ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 

 3.1 ตรวจสอบควำมสัมพันธ์ของเครื่องหมำยโมเลกุล โดยน ำโมเลกุลเครื่องหมำยที่ผ่ำนกำรทดสอบแล้วมำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ
กับต้นมันส ำปะหลัง จ ำนวน 100 ต้น เพ่ือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏ เปรียบเทียบกับควำมสำมำรถในกำรต้ำนทำนโรค ด้วย
กำรปลูกเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis (XAM) เพ่ือดูลักษณะของฟีโนไทป์เทียบกับลักษณะจีโนไทป์ 
 3.2 สรุปผลและวิเครำะห์ข้อมูลควำมสัมพันธ์ของเครื่องหมำยโมเลกุล 
 

4.  ทดสอบความแม่นย าของเครื่องหมายโมเลกุลกับประชากรมันส าปะหลังลูกผสมที่ปรับปรุงพันธุ์โดยศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง  
 4.1  น ำโมเลกุลเครื่องหมำยที่คัดเลือกได้จำกข้อ 1 มำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์กับมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสมใหม่ 
 4.2  วิเครำะห์และตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏว่ำมีควำมเชื่อมโยงกับยีนต้ำนทำนโรคหรือไม ่ 
 4.3  สรุปผลกำรทดสอบควำมแม่นย ำของเครื่องหมำยโมเลกุลกับประชำกรมันส ำปะหลังลูกผสม 
 

5.  การตรวจสอบและคัดเลือกพันธุ์มันส าปะหลัง 
 5.1  ปลูกทดสอบพันธ์ุและคัดเลือกต้นที่มีลักษณะที่ดีตรงตำมควำมต้องกำรไว้อย่ำงน้อย 200 พันธ์ุ   
 5.2  คัดเลือกต้นพันธ์ุที่มีคุณสมบัติที่ต้องกำรไว้ใช้ในกำรขยำยพันธ์ุและกำรปรับปรุงพันธ์ุต่อไป  

6. วิเคราะห์ข้อมูลและสรุปผลการทดลอง  
 บันทึกข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏ ข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ จ ำนวนต้นที่พบยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ และข้อมูล

ไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ 
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การทดลองที่ 3  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์มันส าปะหลังต้านทานโรคใบด่าง Cassava Mosaic Disease (CMD)   

 (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสำวจีรำพร  แก่นทรัพย์  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 

กำรด ำเนินงำนวิจัยในปี 2561 – 2562 
1.  ปี 2561 และปี 2562 ด ำเนินกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลใน 4 กลุ่มเชื้อพันธ์ุ
ประกอบด้วยพันธ์ุที่เกษตรกรนิยมปลูก พันธ์ุที่เป็นพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่ของพันธ์ุที่เกษตรกรนิยมปลูกพันธ์ุที่ นักปรับปรุงพันธ์ุนิยมใช้
เป็นพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่ในกระบวนกำรปรับปรุงพันธ์ุ และพันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีมีควำมโดดเด่น รวมทั้งสิ้น 250 พันธ์ุ 
ประกอบด้วยข้ันตอน ดังน้ี 
 1.1  การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส าปะหลัง 
 ตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังที่จะน ำมำคัดเลือกได้รับควำมอนุเครำะห์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองจ ำนวนทั้งสิ้น 250 พันธ์ุ 
(ตารางที่ 1) โดยเปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ที่ได้รับควำมอนุเครำะห์ใบมันส ำปะหลังจำกมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ กำร
คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำงด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ือหำพันธ์ุ candidate ต้ำนทำนโรคใบด่ำง ได้ด ำเนินกำร
ในปีงบประมำณ 2561 จ ำนวน 100 พันธ์ุและในปีงบประมำณ 2562 จ ำนวน 150 พันธ์ุ โดยเก็บตัวอย่ำงน ำใบมันส ำปะหลังจำกต้น
อำยุ 12 เดือน ในส่วนยอดของต้นมำสกัดดีเอ็นเอโดยวิธี CTAB (cetyl trimethylammonium bromide)  น ำดีเอ็นเอมำ
ตรวจสอบคุณภำพและวัดควำมเข้มข้นด้วยเครื่องวัดปริมำณสำรพันธุกรรม Biodrop(UK) จำกน้ันน ำมำเจือจำงด้วย TE (Tris-EDTA) 
buffer หรือน้ ำให้ได้ควำมเข้มข้น 50 นำโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน ำไปท ำปฏิกิริยำลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) ต่อไป 
 

 1.2  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสการ์ เอสเอสอาร์ และอีเอสที 
 ท ำกำรสืบค้นข้อมูลล ำดับเบสไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสกำร์และเอสเอสอำร์จำกรำยงำนวิจัยของ Carmo 
et al. (2015) ส ำหรับล ำดับเบสไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดอีเอสทีคณะผู้วิจัยประยุก ต์ข้ึนจำกข้อมูลล ำดับเบสของ
ชิ้นส่วนยีนที่แสดงออกในกำรตอบสนองต่อเชื้อไวรัส CMV ซึ่งสืบค้นจำกฐำนข้อมูล NCBI โดย EST-R protein (EST-R) รหัสใน
ฐำนข้อมูลคือ dbESTId 77982922 GenBankAcc JZ167361 และ  EST-Kinase (EST-K) รหัสในฐำนข้อมูลคื อ dbESTId 
77982924 GenBankAcc JZ167363 จำกน้ันสังเครำะห์ไพรเมอร์ จ ำนวน 6 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ RME1, NS158, SSRY28, NS169, 
EST-R และ EST-K ดังตารางที่ 2 ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุที่น ำมำคัดเลือกจ ำนวน 250 พันธ์ุ โดยเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุต้ำนทำนชื่อ TME3 โดยใช้ Taq DNA Polymerase, recombinant (Thermo Scientific, USA) 
ในปริมำตรทั้งหมด 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วยดีเอ็นเอ 100 นำโนกรัม, 1X Taq buffer with (NH4)2SO4, 0.2 mM ส ำหรับ 
dNTP แ ต่ล ะช นิด , 0.4 µM forward primer, 0.4 µM reverse primer, 1.5 mM MgCl2, Taq DNA Polymerase 1U ปรั บ
ปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำจำกน้ันน ำสำรที่ผสมแล้วเข้ำเครื่องเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-denaturation 94°ซ. 
5 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denaturation 94°ซ.40 วินำที, Annealing 55-56°ซ.40 
วินำท,ี Extension 72°ซ. 30-60 วินำที จ ำนวน 35 รอบ ตำมด้วยข้ันตอน Final extension 72°ซ. 5 นำที อีก 1 รอบ (ตารางที่ 2) 
ตรวจวิเครำะห์ผลโดยท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อม
บันทึกภำพด้วยเครื่องGel-Doc UV Transilluminator(Bio-RadLaboratories, USA) 
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 1.3  การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปโดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 
 เทคนิค Pyrosequencing เป็นกำรหำล ำดับของนิวคลีโอไทด์โดยกำรสังเครำะห์สำยดีเอ็นเอและอำศัยกำรตรวจจับ 
pyrophosphate ที่ถูกปลดปล่อยออกมำจำก nucleotide triphosphate ในระหว่ำงกำรสังเครำะห์สำยดีเอ็นเอ (มณฑล, 2554) 
ท ำกำรสังเครำะห์ไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase 3 ต ำแหน่ง ได้แก่ Ex2-78, Ex2-
157 และ Ex3-128 จ ำนวน 7 เส้น ดังตำรำงที่ 3 เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุ candidate ที่อำจจะเป็นพันธ์ุต้ำนทำน
โรค CMD จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล  RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R protein และ EST-Kinase 
เรียบร้อยแล้ว เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุต้ำนทำน TME3 โดยใช้ชุด PyroMark PCR (Qiagen, Germany) ใน
ปริมำตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 20 นำโนกรัม , 1XPyroMark PCR Master Mix, 1X CoralLoad 
Concentrate, 0.2 µM forward primer, 0.2 µM reverse primer (biotin label) ปรับปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำ จำกน้ันน ำสำรที่
ผสมแล้วเข้ำเครื่องเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยต้ังโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-denaturation 95°ซ. 15 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้
เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denaturation 94°ซ. 30 วินำที, Annealing 56-62°ซ. 30 วินำที, Extension 72°ซ. 30 วินำที
จ ำนวน 45-50รอบ ตำมด้วยข้ันตอน Final extension 72°ซ. 10 นำทีอีก 1 รอบ ตรวจสอบผลกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยท ำอิ
เล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกำโรส 1.5 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อมบันทึกภำพด้วยเครื่อง 
Gel-Doc UV Transilluminator (Bio-RadLaboratories, USA) จำกน้ันน ำผลผลิตพีซีอำร์ที่เหลือไปเข้ำเครื่องหำล ำดับของนิวคลี
โอไทด์ PyroMark Q48 Autoprep (Qiagen, Germany) โดยใช้ชุดน้ ำยำตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป PyroMark Q48 
Advance Reagents (Qiagen, Germany) ซึ่งสำมำรถบอกล ำดับนิวคลีโอไทด์ ณ ต ำแหน่งที่ต้องกำรศึกษำได้ 

เมื่อทรำบผลกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังโดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลแล้ว ด ำเนินกำรแจ้งผลกำรทดสอบจีโนไทป์และ
รำยชื่อพันธ์ุ candidate ต้ำนทำนโรค CMD ให้ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง สถำบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงำนทรำบ เพ่ือจะได้น ำ
พันธ์ุ candidate ดังกล่ำวไปท ำกำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค ก่อนกำรน ำไปใช้เป็นพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่ในกระบวนกำร
ปรับปรุงพันธ์ุ 
 

 1.4  การผสมข้ามพันธุ์สร้างลูกผสม 
 ได้รับควำมอนุเครำะห์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองด ำเนินกำรผสมข้ำมพันธ์ุเพ่ือสร้ำงลูกผสมในปี 2562 และ 2563 โดยใช้
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ที่เป็นพันธ์ุ candidate ต้ำนทำนโรค CMD จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล จำกน้ันน ำลูกผสมที่ได้มำ
ท ำกำรคัดเลือกโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 และ 2564 
 

กำรด ำเนินงำนวิจัยในปี 2563 – 2564 

2.  ปี 2563 และปี 2564 ด ำเนินกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมที่มีควำมต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล รวม
ทั้งสิ้น 652 สำยพันธ์ุ (ต้น) ประกอบด้วยข้ันตอน ดังน้ี 
 2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส าปะหลังลูกผสมและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Direct PCR 
  ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังลูกผสมที่จะน ำมำคัดเลือกได้รับควำมอนุเครำะห์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวนทั้งสิ้น 652 สำยพันธ์ุ 
(ตารางที่ 4) โดยเปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2561 และปี 2562 ที่ใช้เป็นพันธ์ุ
พ่อแม่ กำรคัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ือหำสำยพันธ์ุ candidate ต้ำนทำนโรคใบด่ำง ได้ด ำเนินกำรใน
ปีงบประมำณ 2563 จ ำนวน 251 สำยพันธ์ุ (ต้น) และในปีงบประมำณ 2564 จ ำนวน 401 สำยพันธ์ุ(ต้น) โดยเก็บตัวอย่ำงน ำใบมัน
ส ำปะหลังมำสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Direct PCR โดยใช้ชุดน้ ำยำ Phire Plant Direct PCR Master Mix 
(Thermo Scientific, USA) ซึ่งมีข้ันตอนดังน้ี 
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  2.1.1 ใส่น้ ำกลั่นที่ปรำศจำกนิวคลีเอส 50 ไมโครลิตรในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
  2.1.2 ตัดใบมันส ำปะหลังขนำดประมำณ 4 มิลลิเมตร x 4 มิลลิเมตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 
  2.1.3 ใช้ก้ำนบดตัวอย่ำง (pestle) บดใบมันส ำปะหลังให้ละเอียด 
  2.1.4 ปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 rpm ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 2 นำที 
  2.1.5 ดูดน้ ำใสส่วนบน (supernatant) ซึ่งมีดีเอ็นเอละลำยอยู่ภำยใน ปริมำณ 20 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร
หลอดใหม่ และเติม Dilution Buffer จำกชุดน้ ำยำ Phire Plant Direct PCR Master Mix ปริมำณ 40 ไมโครลิตร 
 2.1.6 น ำสำรละลำยดีเอ็นเอจำกข้อ 2.1.5 ไปท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ด้วยไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R, RME1 
และ NS158 แต่ละเครื่องหมำย ซึ่ง RME1 และ NS158 เป็นเครื่องหมำยที่อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 เป็นล ำดับที่ 1 และล ำดับที่ 2 
ตำมล ำดับ โดยใช้ชุดน้ ำยำ Phire Plant Direct PCR Master Mix (Thermo Scientific, USA) ในปริมำตร ทั้งหมด 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วยสำรละลำยดีเอ็นเอ (จำกข้อ 2.1.5) 0.8 ไมโครลิตร, 1X Phire Plant Direct PCR Master Mix, 0.4 µM forward 
primer, 0.4 µM reverse primer ปรับปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำจำกน้ันน ำสำรที่ผสมแล้วเข้ำเครื่องเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยต้ัง
โปรแกรมอุณหภูมิ Pre-denaturation 98°ซ. 5 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denaturation 
98°ซ. 10 วินำที, Annealing 63°ซ. ส ำหรับ EST-R/ 55°ซ. ส ำหรับ RME1/ 59°ซ. ส ำหรับ NS158 เป็นเวลำ 10 วินำที, Extension 
72°ซ. 20 วินำที ส ำหรับ EST-R และ NS158/ 30 วินำที ส ำหรับ RME1 จ ำนวน 35 รอบ ตำมด้วยข้ันตอน Final extension 72°ซ. 
1 นำทีอีก 1 รอบ ตรวจวิเครำะห์ผลโดยท ำอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน ำไปส่องดู
แถบดีเอ็นเอพร้อมบันทึกภำพด้วยเครื่องGel-Doc UV Transilluminator(Bio-RadLaboratories, USA)  
 

 2.2  การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส าปะหลังเพื่อการท าซ้ าแบบ biological repeat 
  ด ำเนินกำรท ำซ้ ำแบบ biological repeat กับมันส ำปะหลังลูกผสมสำยพันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน 
TME3 หรือพันธ์ุ candidate จำกกำรคัดเลือกเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค Direct PCR ทดสอบกับเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ 
NS158 โดยเก็บใบมันส ำปะหลังมำสกัดดีเอ็นเออีกครั้งด้วยชุดน้ ำยำส ำเร็จรูป GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit 
(Thermo Scientific, USA) หรือด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP ที่ผู้วิจัยพัฒนำข้ึน เพ่ือน ำไปทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R, 
RME1, EST-K, NS158, SSRY28 และ NS169 รวม 6 เครื่องหมำย ซึ่งกำรสกัดดีเอ็นเอจำกใบมันส ำปะหลังด้วยวิธี SDS/NaCl+ PVP 
ดัดแปลงจำกวิธีของ Edwards et al.(1991) และวิธีของ Kotchoni and Gachomo (2009) โดยได้เพ่ิม polyvinylpyrrolidone 
(PVP) ในสำรละลำยบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอและมีข้ันตอนดังน้ี 
 2.2.1  ตัดใบมันส ำปะหลังประมำณ 0.07 กรัม มำใส่ในโกร่งเติมสำรละลำยบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเอ (200 mM Tris-HCl 
pH 7.5, 0.5% (w/v) SDS, 250 mM NaCl, 25 mM EDTA pH 8.0, 2% (w/v) PVP)ปริมำณ 400 ไมโครลิตร บดตัวอย่ำงให้
ละเอียด จำกน้ันเติมสำรละลำยบัฟเฟอร์สกัดดีเอ็นเออีก  200 ไมโครลิตร บดตัวอย่ำงจนเนียนละเอียดและดูดสำรที่บด  400 
ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร แล้วน ำไปปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 3 นำที และดูดน้ ำ
ใสส่วนบน (supernatant) 300 ไมโครลิตรใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ 
 2.2.2  เติม isopropanol ที่แช่เย็นปริมำณ 300 ไมโครลิตร และผสมเบำๆ จำกน้ันวำงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลำ 2 นำที
เพ่ือตกตะกอนดีเอ็นเอ (DNA precipitation) จำกน้ันน ำไปปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบ/นำที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที 
และเทน้ ำใสส่วนบนทิ้ง 
 2.2.3  เติม70% (v/v) ethanol 500 ไมโครลิตรเพ่ือล้ำงตะกอนดีเอ็นเอ  (DNA pellet) จำกน้ันน ำไปปั่นเหว่ียงที่
ควำมเร็ว 12,000 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำที และเทน้ ำใสส่วนบนทิ้งด้วยควำมระมัดระวัง เพ่ือไม่ให้ตะกอนดีเอ็น
เอตกหล่นออกไป ดูดน้ ำส่วนที่เหลือออกให้หมด และผึ่งดีเอ็นเอให้แห้ง 
  2.2.4  เติมน้ ำกลั่นที่ปรำศจำกนิวคลีเอส (nuclease-free water) 120 ไมโครลิตรลงในหลอด เพ่ือละลำยตะกอนดีเอ็น
เอซึ่งมีโพลีแซคคำไรด์ปะปนอยู่ด้วย ดีเอ็นเอจะละลำยในน้ ำแต่โพลีแซคคำไรด์ไม่ละลำยน้ ำ จำกน้ันท ำกำรตกตะกอนโพลีแซคคำ
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ไรด์โดยกำรปั่นเหว่ียงที่ควำมเร็ว 12,000 รอบ/นำที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 5 นำทีและดูดน้ ำใสส่วนบนที่มีดีเอ็นเอละลำยอยู่ใส่
ในหลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ น ำดีเอ็นเอที่ได้มำตรวจสอบคุณภำพและวัดควำมเข้มข้นด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
Biodrop (UK) แล้วเก็บสำรละลำยดีเอ็นเอที่ -20ºซ. ส ำหรับใช้ในกำรศึกษำวิจัยต่อไป 
 

 2.3  การตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิดสการ ์เอสเอสอาร ์และอีเอสที แบบ single และ multiplex PCR 
 ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังลูกผสมชุด biological repeat ซึ่งเป็นสำยพันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอ
เหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ candidate จำกกำรคัดเลือกเบื้องต้นด้วยเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158   โดย
ใช้เทคนิค Direct PCR ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R, RME1, EST-K, NS158, SSRY28 
และ NS169 รวม 6 เครื่องหมำยโดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ candidate ที่ใช้เป็น
พันธ์ุพ่อแม่ เครื่องหมำย EST-R และ RME1 ด ำเนินกำรแบบ single PCR ทีเ่ป็นกำรเพ่ิมปริมำณ ดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์เพียง 1 คู ่
ดังเช่นวิธีกำรข้อ 1.2 โดยใช้ Taq DNA Polymerase, recombinant (Thermo Scientific, USA) 
           ส ำหรับไพรเมอร์ของเครื่องหมำย EST-K ร่วมกับ NS158 (2 คู่) และเครื่องหมำย SSRY28 ร่วมกับ NS169 (2 คู่) ผู้วิจัยได้
พัฒนำกำรตรวจสอบแบบ multiplex PCR ทีเ่ป็นกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ต้ังแต่ 2 คู่ข้ึนไป ส่วนประกอบของสำรใน
ปริมำตร 20 ไมโครลิตรประกอบด้วยดีเอ็นเอ 100 นำโนกรัม, 1X Taq buffer with (NH4)2SO4, 0.2 mM ส ำหรับ dNTP แต่ละ
ชนิด, 0.2 µM forward primer1, 0.2 µM forward primer2,  0.2 µM reverse primer1, 0.2 µM reverse primer2, 1.5 mM 
MgCl2, Taq DNA Polymerase 1.5 U ปรับปริมำตรให้ครบด้วยน้ ำ จำกน้ันน ำสำรที่ผสมแล้วเข้ำเครื่องเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยต้ัง
โปรแกรมอุณหภูมิPre-denaturation 94ºซ. 5 นำที จ ำนวน 1 รอบ และต้ังรอบให้เครื่องท ำงำน 3 ข้ันตอน ดังน้ี Denaturation 
94ºซ. 40 วินำที , Annealing 55ºซ. 40 วินำที , Extension 72ºซ . 30-60 วินำที  จ ำนวน 40รอบ ตำมด้วยข้ันตอน Final 
extension 72ºซ. 5 นำทีอีก 1 รอบ ตรวจวิเครำะห์ผลด้วยอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้เจลอะกำโรส 2 เปอร์เซ็นต์ย้อม
ด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และน ำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อมบันทึกภำพด้วยเครื่อง Gel-Doc UV Transilluminator (Bio-Rad 
Laboratories, USA) 
 

 2.4  การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปโดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 
           ออกแบบไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปบนยีน Peroxidase จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง ได้แก่ Ex2-78, Ex2-157 
และ Ex3-128 ที่มีรำยงำนว่ำเกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรค CMD (Wolfe et al., 2016) ส ำหรับใช้กับเทคนิค Tetra-Primer 
ARMS–PCR เพ่ือพัฒนำเทคนิคในกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่มีค่ำใช้จ่ำยต่ ำกว่ำเทคนิค Pyrosequencing ในกำร
ออกแบบไพรเมอร์ส ำหรับเทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR ใช้ซอฟต์แวร์ Primer1 (http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) 
จะได้ข้อมูลล ำดับเบสของไพรเมอร์ดังตำรำงที่ 5 จำกน้ันท ำกำรหำสภำวะที่เหมำะสม(condition)ในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยใช้ 
Taq DNA Polymerase, recombinant (Thermo Scientific, USA) เมื่อค้นพบสภำวะที่เหมำะสมแล้ว จะใช้สภำวะดังกล่ำวใน
กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปต ำแหน่ง Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ในมันส ำปะหลัง
ลูกผสม 
 เมื่อทรำบผลกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมโดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลแล้ว ด ำเนินกำรแจ้งผลกำรทดสอบจีโนไทป์
และรำยชื่อสำยพันธ์ุ candidate ต้ำนทำนโรค CMD ให้ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง สถำบัน วิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงำนทรำบ เพ่ือ
จะได้น ำสำยพันธ์ุ candidate ดังกล่ำวไปท ำกำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค ก่อนกำรน ำพันธ์ุดังกล่ำวไปใช้ในกำรพัฒนำ
พันธ์ุและเผยแพร่แก่เกษตรกรต่อไป 
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การทดลองที่ 4  การคัดเลือกลักษณะต้านทานโรครากปมในมันส าปะหลังโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล  
                      (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสำวมัลลิกำ  แก้ววิเศษ  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 

กำรด ำเนินกำรวิจัยในปี 2561 
 1.  เตรียมพันธ์มันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 พันธ์ุ ได้แก่ พันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปมคือ ระยอง 1, ระยอง 7, ระยอง 86-13, 
ระยอง 60, ระยอง 72  และเกษตรศำสตร์ 50 และพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปมคือ ระยอง 2, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, 
ระยอง 90, ห้วยบง 60, ห้วยบง 80 และพิรุณ โดยใช้ข้อมูลจำกงำนวิจัยกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรครำกปม (นุชนำรถ และคณะ, 
2558)  
 2. รวบรวมและสังเครำะห์เครื่องหมำยโมเลกุลที่ต้ำนทำนโรครำกปมในพืชอื่น เช่น มันฝรั่ง มะเขือเทศ หัวบีท (Bakooie 
et al., 2015 and Asano et al., 2012) ไพรเมอร์ SSR จ ำนวน 26 คู่ไพรเมอร์ และออกแบบไพรเมอร์จำกยีน Endoglucanase 
ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับโรครำกปมเพ่ิมอีก จ ำนวน 11 คู่ไพรเมอร์ 
 3. สกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลัง โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอจำกพืช DNeasy Plant Mini kit ของ QIAGEN ® 
 4.  ทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลโดยกำรท ำ PCR กับมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปม ได้แก่ ระยอง  1, ระยอง 7, 
ระยอง 86-13, ระยอง 60, ระยอง 72 และเกษตรศำสตร์ 50 และพันธ์อ่อนแอต่อโรครำกปมคือ ระยอง 2, ระยอง 3, ระยอง 5, 
ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 90, ห้วยบง 60, ห้วยบง 80  
 5. วิเครำะห์หำควำมสัมพันธ์กับควำมอ่อนแอและควำมต้ำนทำนต่อโรครำกปมจำกแถบดีเอ็นเอที่แตกต่ำงกันเพ่ือใช้เป็น
เครื่องหมำยโมเลกุลต่อไป  

กำรด ำเนินกำรวิจัยในปี 2562 
 1.  ออกแบบไพรเมอร์แบบ ILP (Intron Length Polymorphism) เพ่ิมอีก 3 ยีน โดยสืบค้นข้อมูลยีนที่เกี่ยวข้องกับ
ควำม ต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลั งหรื อ พืชช นิดอื่ น เ พ่ิมคื อ  ยีน  Polygalacturonase, ยีน  Pectinesterase/ 
Pectinesterase Inhibitor, ยีน Beta-Glucosidase จ ำนวน 20 คู่ไพรเมอร์ เพ่ือให้ได้เครื่องหมำยโมเลกุลที่มีควำมจ ำเพำะมำกข้ึน 
 2.  ท ำกำรประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำย ILP โดยกำรน ำมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ ได้แก่ R1, R2, R3, R5, R9, R11, R60, 
R90, HB60, KU50, R13, R72 และ HB80 ด้วยเทคนิค PCR วิเครำะห์เครื่องหมำย ILP โดยใช้ไพรเมอร์ทั้งหมด 31 คู่ไพรเมอร์ 
ตรวจสอบผลเบื้องต้นด้วยกำรแยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 2% agarose gel electrophoresis แล้วน ำมันส ำปะหลังทั้ง 14 พันธ์ุ 
ไปวิเครำะห์หำโพลีมอร์ฟิซึมใน 6% polyacrylamide gel electrophoresis ที่ย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรท 
 3. ท ำกำรเก็บตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 71 พันธ์ุ ที่มีรำยงำนกำรทดสอบไส้เดือนฝอยที่
ท ำให้เกิดโรครำกปมที่นุชนำรถและคณะรำยงำนเมื่อปี 2558 และสกัดดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลัง โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ
จำกพืช DNeasy Plant Mini kit ของ QIAGEN ® 
 4. ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ที่คัดเลือกไว้ จ ำนวน 15 คู่ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่สกัดไว้  
 5.  วิเครำะห์หำควำมสัมพันธ์กับควำมอ่อนแอและต้ำนทำนต่อโรครำกปมจำกแถบดีเอ็นเอที่แตกต่ำงกัน        

กำรด ำเนินกำรวิจัยในปี 2563 
 1.  วิเครำะห์ข้อมูลควำมแตกต่ำงระหว่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุอ่อนแอและพันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปมจำกแถบดีเอ็นเอคู่ไพรเมอร์
ต่ำงๆ และดัชนีกำรเกิดปมของมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ 
 2. จับคู่ผสมมันส ำปะหลังโดยใช้พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ที่เป็นพันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปมที่ได้จำกผลกำรตรวจสอบ
เครื่องหมำยโมเลกุลต้ำนทำนโรครำกปม (ด ำเนินกำรโดยศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง) 
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 3.  เก็บตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังจำกประชำกรที่ได้จำกคู่ผสมที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ต้ำนทำนโรครำกปมมำสกัดดีเอ็นเอ 
 4.  ทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลที่ใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปมโดยกำรท ำ PCR จำกเครื่องหมำยโมเลกุล
ต้ำนทำนโรครำกปมที่คัดเลือกมำแล้ว 
 5. วิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงประชำกรมันส ำปะหลังลูกผสมกับเครื่องหมำยโมเลกุลที่ใช้คัดเลือกลักษณะต้ำนทำน
โรครำกปม 

กำรด ำเนินกำรวิจัยในปี 2564 
 1. วิเครำะห์ข้อมูลต ำแหน่ง SNP จำกข้อมูลมันส ำปะหลัง 71 สำยพันธ์ุ  
 2. ออกแบบไพรเมอร์ชนิด tetra primer เพ่ือใช้ในกำรทดสอบพันธ์ุต้ำนทำนและพันธ์ุอ่อนแอ จ ำนวน 6 ชุด 
 3. ทดสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลกับมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำน จ ำนวน 2 พันธ์ุ และพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปม 
จ ำนวน 2 พันธ์ุ 
 4. ท ำกำรเพ่ิมขยำยไส้เดือนฝอยสำเหตุโรครำกปมในมะเขือเทศ เพ่ือใช้ทดสอบในมันส ำปะหลังลูกผสม 
 5. ท ำกำรปลูกเชื้อไส้เดือนฝอยโดยใช้ไข่ใส่ในท่อนพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมที่ต้ำนทำนโรครำกปม  โดยมีพันธ์ุต้ำนทำน
โรครำกปมพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปมเป็นพันธ์ุเปรียบเทียบ 
 6.  ประเมินควำมต้ำนทำนโรครำกปมของพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมที่ทดสอบโดยวัดดัชนีกำรเกิดโรครำกปม 
  7. ท ำกำรทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลต้ำนทำนโรครำกปมกับพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม  โดยกำรท ำ PCR จำก
เครื่องหมำยโมเลกุลต้ำนทำนโรครำกปมที่คัดเลือกมำแล้ว    
 8. วิเครำะห์ข้อมูลเครื่องหมำยโมเลกลุที่น ำมำใช้ในกำรคัดเลอืกพันธ์ุมันปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปม 
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การทดลองที่ 5  การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลคัดเลือกลักษณะแป้งสูงและไซยาไนด์ต่ าในการปรับปรุงพันธุ์มันส าปะหลัง   
 (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสำวอัจฉรำพรรณ  ใจเจริญ  สังกัด   ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 
1.  รวบรวมและทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูงและไซยาไนด์ต่ าในหัวมันส าปะหลัง 
 1.1 รวบรวมและสังเครำะห์เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำ เช่น ลักษณะแป้งสูง จ ำนวน 3 คู ่
(MeES1019, MeES959 และ SSRY60) ลักษณะไซยำไนด์ต่ ำจ ำนวน 4 คู่ (SSRY28, SSRY103, SSRY105, SSRY242)  
 1.2. เก็บใบมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60 พันธ์ุห้ำนำที กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์
แป้งต่ ำ กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมระหว่ำงห้วยบง 60 และห้ำนำที จ ำนวน 59 ตัวอย่ำง น ำมำ
สกัดดีเอ็นเอจำกใบมันส ำปะหลัง ตำมวิธีของ Plant DNA Extraction Protocol อุ่นสำรละลำย extraction buffer (0.35 M 
sorbitol 0.1 M TrisHCl pH 8.0  5 mM EDTA pH 8.0) ที่ 65 องศำเซลเซียส บดใบพืช 1 กรัม ในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด ตัก
ใส่หลอด microtube เติม extraction buffer 700 ไมโครลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน น ำไปบ่มท่ีอุณหภูมิที่  65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 
1 ชั่วโมง กลับหลอดไปมำทุก 20 นำที เติมสำรละลำย chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมำตร 700 ไมโครลิตร ผสม
ให้เข้ำกัน นำน 30 นำที หมุนเหว่ียงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 20 นำที ดูดน้ ำใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติม 
isopropanol (เย็น) ปริมำตร 1 เท่ำของปริมำตรของสำรละลำย ผสมให้เข้ำกันโดยกลับหลอดไปมำ 10 รอบ น ำไปหมุนเหว่ียงด้วย
ควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 30 นำที ดูดส่วนน้ ำใสทิ้ง ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70 % ethanol ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร 
น ำไปหมุนเหว่ียงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที ละลำยตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer (10 mM TrisHCl pH 
8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 30 ไมโครลิตร วิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอด้วย 0.8 % agarose gel 
 1.3 ทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูง จ ำนวน 3 คู่ (MeES1019, MeES959 และ 
SSRY60) และเครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ จ ำนวน 5 คู่ (SSRY28, SSRY77, SSRY103, SSRY105, 
SSRY242) ทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลในหัวมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ ไ ด้แก่ ห้วยบง60 พันธ์ุห้ำนำที กลุ่มมัน
ส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) 
และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และห้ำนำที (4 พันธ์ุ) โดยน ำ gDNA ของมันส ำปะหลัง ใช้เป็นแม่แบบในปฏิกิริยำ 
PCR โดยใช้ 1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และ ใช้ไพรเมอร์ลักษณะแป้งสูง/ไพรเมอร์ลักษณะไซยำไนด์
ต่ ำ จำกน้ันน ำมำท ำปฏิกิริยำด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ย่ีห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 
Biosystems) มีข้ันตอนกำรท ำปฏิกิริยำดังน้ี คือ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 120 วินำที ตำมด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศำ
เซลเซียส 30 วินำที (denature) อุณหภูมิ 55 องศำเซลเซียส 30 วินำที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
(extension) น ำดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมำณแล้ว ตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยเครื่องอ่ำนแถบดีเอ็นเอและวิเครำะห์ผลภำพแถบดีเอ็นเอชนิดเร็ว 
(Automated Electrophoresis) ย่ีห้อ QIAxcel : pure excellence 
 1.4 น ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูง จ ำนวน 3 คู่  (MeES1019, MeES959 และ SSRY60) และ
เครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ จ ำนวน 5 คู่ (SSRY28, SSRY77, SSRY103, SSRY105, SSRY242) ทดสอบ
ประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลในหัวมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ ได้แก่ ห้วยบง60 พันธ์ุห้ำนำที กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์
แป้งสูง  (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลัง
ลูกผสมของห้วยบง 60 และห้ำนำที (4 พันธ์ุ) (ตารางที่ 5.1) โดยน ำ gDNA ของมันส ำปะหลัง จำกข้อ 1.2 ใช้เป็นแม่แบบใน
ปฏิกิริยำ PCR โดยใช้ 1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และ ใช้ไพรเมอร์ลักษณะแป้งสูง/ไพรเมอร์ลักษณะ
ไซยำไนด์ต่ ำ จำกน้ันน ำมำท ำปฏิกิริยำด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ย่ีห้อ GeneAmp® PCR System 9700 
(Applied Biosystems) มีกำรเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในข้ันตอนกำรท ำปฏิกิริยำดังน้ี คือ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 120 วินำที 
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ตำมด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 30 วินำที (denature) อุณหภูมิ 55 องศำเซลเซียส 30 วินำที (annealing) และ
อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 30 วินำที (extension) น ำดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมำณแล้ว ตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยเครื่องอ่ำนแถบดีเอ็นเอ
และวิเครำะห์ผลภำพแถบดีเอ็นเอชนิดเร็ว (Automated Electrophoresis) ย่ีห้อ QIAxcel : pure excellence 
 1.5 บันทึกข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่เกี่ยวข้องกับเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ 
  

2.  การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูงและไซยาไนด์ต่ าในหัวมันส าปะหลัง  
 2.1  กำรวิเครำะห์ปริมำณอะไมโลส(แป้ง)และปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันสดจำกพันธ์ุมันส ำปะหลังเพ่ือน ำมำใช้วิเครำะห์ร่วมกับ
เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูง และลักษณะไซยำไนด์ต่ ำในหัวมันส ำปะหลัง 
  2.1.1 กำรเก็บตัวอย่ำงจำกหัวมันส ำปะหลังสด โดยคัดเลือกมันส ำปะหลังเชื้อพันธ์ุที่ส่งวิเครำะห์จีโนไทป์ จ ำนวน 100 
เชื้อพันธ์ุจำกแปลงรวบรวมศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง กรมวิชำกำรเกษตร ขุดหัวมันส ำปะหลัง อำยุ 13 เดือน (มิถุนำยน 2561 - 
กรกฎำคม 2562) สำยพันธ์ุละ 3 ต้นๆ ละ 1 หัว จำกน้ันใช้ cork borer ขนำดเส้นผ่ำนศูนย์กลำง 50 มิลลิเมตร เจำะบริเวณกลำง
ของหัวมันส ำปะหลัง ควำมลึกประมำณครึ่งหน่ึงของหัวมัน ตัดชิ้นส่วนมันส ำปะหลังจำกส่วนในให้มีน้ ำหนักเท่ำกับ 100 มิลลิกรัม 
ส ำหรับกำรวิเครำะห์ประมำณแป้ง ตัดหัวมันบริเวณกลำง ให้เป็นแว่นขนำดประมำณ 1 - 1.5 เซนติเมตร น ำไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 
60 องศำเซลเซียส จนแห้ง น ำมำบดให้ละเอียด  
  2.1.2  กำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ด้วยวิธี picrate paper ตำมวิธีดัดแปลงของ Haque และ Bradbury (1999)  
   เตรียม picric acid paper ตำมวิธีของ Bradbury et al. (1999) ชั่ง  picric acid 1.4 กรัม ละลำยใน 100 
มิลลิลิตร 2.5% (w/v) sodium carbonate จำกน้ันจุ่มกระดำษ Whatman #1 ลงในสำรละลำย picric acid ปล่อยให้แห้ง ตัด 
picric acid paper ขนำด 1 x 3  ต.ร.ซม. ติดบนฝำของหลอดทดลองขนำด 15 มิลลิลิตร เก็บที่ -20 องศำเซลเซียส น ำมันส ำปะหลัง 
(จำกข้อ 3.1) หนัก 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดขนำด 15 มิลลิลิตร เติม 0.1 M phosphate buffer pH 8.0 ปริมำตร 0.5 มิลิลิตร 
บดให้ละเอียด ปิดฝำที่มี picric acid paper บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นำนข้ำมคืน น ำ picric acid paper จุ่มในน้ ำ ปริมำตร 5 มิลลิลิตร 
น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 510 นำโนเมตร เทียบกับสีมำตรฐำนของปริมำณไซยำไนด์ 
   เตรียมมำตรฐำนของปริมำณไซยำไนด์ เตรียมสำรละลำยมำตรฐำน Hydrogen cyanide (HCN) ที่ระดับ 0, 0.1, 
0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0, 20.0 และ 40.0 ไมโครกรัมต่อหลอด โดยเติม 0.1 M phosphate buffer pH 8.0 ปริมำตร 
0.5 มิลิลิตร ลงในหลอดทดลองขนำด 15 มิลลิลิตร จำกน้ันเติมสำรละลำย HCN ควำมเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ลงใน
แต่ละหลอด ปริมำตร 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 25 ไมโครลิตร ส ำหรับสำรละลำยมำตรฐำนที่ระดับ 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 และ 2.5 
ไมโครกรัมต่อหลอด ตำมล ำดับ ส ำหรับสำรละลำยมำตรฐำนที่ระดับ 5.0, 7.5, 10.0, 20.0 และ 40.0 ไมโครกรัมต่อหลอด ให้เติม
สำรละลำย HCN ควำมเข้มข้น 1 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ลงในแต่ละหลอด ปริมำตร 5, 7.5, 10, 20 และ 40 ไมโครลิตร 
ตำมล ำดับ ปิดฝำที่มี picric acid paper บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นำนข้ำมคืน น ำ picric acid paper จุ่มในน้ ำ ปริมำตร 5 มิลลิลิตร 
น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 510 นำโนเมตร น ำไปสร้ำงกรำฟสำรมำตรฐำน 
   บันทึกข้อมูลปริมำณไซยำไนด์ 
  2.1.3  กำรวิเครำะห์ปริมำณอะไมโลสในหัวมันสดตำมวิธีดัดแปลงของ Juliano (1971) 
   น ำมันส ำปะหลัง (จำกข้อ 3.1) หนัก 50 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดขนำด 50 มิลลิลิตร เติมเอทำนอล  ปริมำตร 0.5 มิลิลิตร 
และ 1 M NaOH ปริมำตร 4.5 มิลลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน น ำไปต้มบนอ่ำงน้ ำร้อน 15 นำที รอให้เย็น ปรับปริมำตรให้ครบ 50 มิลลิลิตร 
ด้วยน้ ำกลั่น น ำสำรละลำยมำ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม 1 M acetic ปริมำตร 0.1 มิลลิลิตร เติมสำรละลำยไอโอดีน 
ปริมำตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ ำกลั่น 10 มิลลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 20 นำที น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่
ควำมยำวคลื่น 620 นำโนเมตร เทียบกับมำตรฐำนของปริมำณอะไมโลส 
   เตรียมสำรละลำยมำตรฐำนอะไมโลส(แป้ง) ที่ระดับ 0, 40, 80, 120, 160 และ 200 ไมโครกรัมต่อหลอด โดยเติม
เอทำนอล ปริมำตร 0.5 มิลิลิตร และ 1 M NaOH ปริมำตร 4.5 มิลลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน น ำไปต้มบนอ่ำงน้ ำร้อน 15 นำที รอให้เย็น 
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ปรับปริมำตรให้ครบ 50 มิลลิลิตร ด้วยน้ ำกลั่น น ำสำรละลำยมำ 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม 1 M acetic ปริมำตร 
0.1 มิลลิลิตร เติมสำรละลำยไอโอดีน ปริมำตร 0.2 มิลลิลิตร เติมน้ ำกลั่น 10 มิลลิลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลำ 
20 นำที น ำไปวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงที่ควำมยำวคลื่น 620 นำโนเมตร น ำไปสร้ำงกรำฟสำรมำตรฐำน 
   บันทึกข้อมูลปริมำณอะไมโลส 
 2.2  กำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำ 
  2.2.1  กำรเตรียมตัวอย่ำงดีเอ็นส ำหรับวิเครำะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS  
   คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำโดยคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณ
เปอร์เซ็นต์แป้ง และ พันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณไซยำไนด์ที่ระดับต่ำงๆ จำกรำยงำนกำรจ ำแนกและประเมินลักษณะทำงคุณภำพ
ของหัวคุณสมบัติทำงเคมีฟิสิกส์ของแป้งและคุณภำพของท่อนพันธ์ุในเชื้อพันธ์ุมันส ำปะหลังของจิณณจำร์ และคณะ (2558) 
   2.2.1.1  กำรเตรียมตัวอย่ำงดีเอ็นส ำหรับส่งวิเครำะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS โดยเก็บใบมันส ำปะหลังพันธ์ุที่ให้
แป้งและใบมันส ำปะหลังพันธ์ุที่ให้ปริมำณไซยำไนด์ที่ระดับต่ำงๆ สกัดดีเอ็นจำกใบมันส ำปะหลังสกัดดีเอ็นเอโดยวิธีของ Plant DNA 
Extraction Protocol ดังน้ี อุ่นสำรละลำย extraction buffer (0.35 M sorbitol 0.1 M TrisHCl pH 8.0  5 mM EDTA pH 8.0) 
ที่ 65 องศำเซลเซียส บดใบพืช 1กรัม ในไนโตรเจนเหลวจนละเอียด ตักใส่หลอด microtube เติม extraction buffer 700 
ไมโครลิตร เขย่ำให้เข้ำกัน น ำไปบ่มในอ่ำงควบคุมอุณหภูมิที่  65 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 1 ชั่วโมง กลับหลอดไปมำทุก 20 นำที 
เติมสำรละลำย chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) ปริมำตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ำกัน นำน 30 นำที น ำไปหมุน
เหว่ียงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 20 นำที ดูดน้ ำใสส่วนบนใส่หลอดใหม่ เติม isopropanol (เย็น) ปริมำตร 1 
เท่ำของปริมำตรของสำรละลำย ผสมให้เข้ำกันโดยกลับหลอดไปมำ 10 รอบ น ำไปหมุนเหว่ียงด้วยควำมเร็ว 10,000 รอบต่อนำที 
เป็นเวลำ 30 นำที ดูดส่วนน้ ำใสทิ้ง ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70 % ethanol ปริมำตร 1.5 มิลลิลิตร น ำไปหมุนเหว่ียงด้วยควำมเร็ว 
10,000 รอบต่อนำที เป็นเวลำ 5 นำที ละลำยตะกอนดีเอ็นเอใน TE buffer (10 mM TrisHCl pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) 30 
ไมโครลิตร วิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอด้วย 0.8 % agarose gel จำกน้ันปรับควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอให้เท่ำกับ 50 นำโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร ดูดสำรละลำยดีเอ็นเอใส่ใน 96-well microtiter plates หลุมละ 50 ไมโครลิตร ปิดฝำให้สนิท น ำไปวิเครำะห์จีโนไทป์
ของมันส ำปะหลัง  
   2.2.1.2  เมื่อได้รับข้อมูลรูปแบบควำมแปรผันของล ำดับนิวคลีโอไทด์และต ำแหน่งสนิป ท ำกำรกรอง (Filter) 
ข้อมูลที่ call rate > 0.8 และ Polymorphic Information Content (PIC) > 0.1 ซึ่งสนิปที่ผ่ำนกำรคัดกรองคุณภำพถูกน ำไป
วิเครำะห์และจัดกำรข้อมูลด้วยโปรแกรม TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007)  
   2.2.1.3  กำรวิเครำะห์รูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนม (Genome-wide Association Mapping) น ำฐำนข้อมูล
ควำมแปรผันของล ำดับนิวคลีโอไทด์ มำวิเครำะห์หำควำมเชื่อมโยงจีโนมเพ่ือค้นหำต ำแหน่งสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้งและ
ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง โดยวิเครำะห์แบบ Mixed linear model (MLM) (Kang et al., 2008) ด้วยโปรแกรม 
TASSEL 5.0 เพ่ือระบุสนิปที่คำดว่ำเกี่ยวข้องกับลักษณะปริมำณแป้งและปริมำณไซยำไนด์  
  2.2.2  กำรออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์และปริมำณแป้งด้วยเทคนิค tetra-
primer amplification refractory mutation system polymerase chain reaction 
   2.2.2.1  น ำข้อมูล SNP ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะปริมำณไซยำไนด์และปริมำณแป้ง ไปใช้ในกำรออกแบบ
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ด้วยวิ ธี  tetra-primer amplification refractory mutation system polymerase chain 
reaction (tetra-primer ARMS-PCR) โดยใช้โปรแกรม Primer1 ซึ่งเครื่องหมำยโมเลกุลที่ได้ จะประกอบด้วย ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ คู่
นอกและคู่ใน  
   2.2.2.2  กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
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    น ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่ออกแบบได้ ทดสอบกับตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง โดย
ปฏิกิริยำ PCR โดยใช้ 1X GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, USA) และ ใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้อง
กับปริมำณแป้ง/ปริมำณไซยำไนด์ จำกน้ันน ำมำท ำปฏิกิริยำด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ย่ีห้อ GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems) มีกำรเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในข้ันตอนกำรท ำปฏิกิริยำดังน้ี คือ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 
120 วินำที ตำมด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 30-40 วินำที (denature) อุณหภูมิ 55-60 องศำเซลเซียส 30-40 วินำที 
(annealing) และอุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 30 วินำที (extension) น ำดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมำณแล้ว ตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยวิธี   
อิเลคโตรโฟรีซิสใน 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล 
    บันทึกข้อมูลควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
   2.2.2.3  กำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
    น ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่ผ่ำนกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ จำกข้อ 2.2.2.2 ตรวจสอบกับตัวอย่ำง
ดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่มีข้อมูลปริมำณไซยำไนด์และปริมำณแป้ง (ข้อ 2.1) ด้วยปฏิกิริยำ PCR โดยใช้ 1X GoTaq® Colorless 
Master Mix (Promega, USA) และ ใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง/ปริมำณไซยำไนด์ จำกน้ันน ำมำท ำ
ปฏิกิริยำด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิอัตโนมัติ (PCR) ย่ีห้อ GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems) มีกำร
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในข้ันตอนกำรท ำปฏิกิริยำดังน้ี คือ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 120 วินำที ตำมด้วย 35 รอบ ของอุณหภูมิ 
95 องศำเซลเซียส 30-40 วินำที (denature) อุณหภูมิ 55-60 องศำเซลเซียส 30-40 วินำที (annealing) และอุณหภูมิ 72 องศำ
เซลเซียส 30 วินำที (extension) น ำดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมำณแล้ว ตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน 3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล 
ตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลโดยเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอกับปริมำณแป้ง/ไซยำไนด์ 
    บันทึกข้อมูลประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุล 
  2.2.3  กำรออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับปริมำณแป้งด้วยเทคนิค Pyrosequencing 
   2.2.3.1  ออกแบบชุดไพรเมอร์จำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่อยู่บริเวณรอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับ
ปริมำณแป้ง 6 ต ำแหน่ง จ ำนวน 6 เส้น เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ โดยใช้ชุด PyroMark PCR 
(Qiagen, Germany) ปริมำตร 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอ 20 นำโนกรัม, 1XPyroMark PCR Master Mix, 1X Coral 
Load Concentrate, 0.2 µM forward primer, 0.2 µM reverse primer (biotin label) จำกน้ัน น ำสำรที่ผสมแล้วเข้ำเครื่อง
เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ มีกำรเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในข้ันตอนกำรท ำปฏิกิริยำดังน้ี คือ อุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 120 วินำที ตำม
ด้วย 45 รอบ ของอุณหภูมิ 95 องศำเซลเซียส 30 วินำที (denature) อุณหภูมิ 60 องศำเซลเซียส 30 วินำที (annealing) และ
อุณหภูมิ 72 องศำเซลเซียส 30 วินำที (extension) น ำดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมำณแล้ว ตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสใน        
3 เปอร์เซ็นต์ อะกำโรสเจล น ำผลผลิตพีซีอำร์ที่เหลือไปเข้ำเครื่องหำล ำดับของนิวคลีโอไทด์ PyroMark Q48 Autoprep (Qiagen, 
Germany) โดยใช้ชุดน ำ้ยำตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด สนิป PyroMark Q48 Advance Reagents (Qiagen, Germany) 
ซึ่งสำมำรถบอกล ำดับ นิวคลีโอไทด์ณ ต ำแหน่งที่ต้องกำรศึกษำได้ 
   2.2.3.2  กำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป โดยน ำข้อมูลเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
จำกข้อ 2.2.3.1 ตรวจสอบกับข้อมูลปริมำณแป้ง (ข้อ 2.1)  
     บันทึกข้อมูลประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
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การทดลองที่ 6  การตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะแป้งเหนียว (waxy starch) ในมันส าปะหลังโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล   
 (เริ่มต้น 2561 – สิ้นสุด 2564) ขอยุติงำนปี 2563 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสำวอรุโณทัย  ซำววำ  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 
 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย   

1. การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธีพีซีอาร์  
 (PCR: Polymerase Chain Reaction)  
 1.1  ตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง ท ำกำรเก็บตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังจำกแปลงปลูกในแหล่งรวบพันธ์ุของกรมวิชำกำรเกษตร ณ 
ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 758 ตัวอย่ำง น ำมำเก็บรักษำตัวอย่ำงใบไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศำเซลเซียส และแบ่งเก็บแบบแห้งโดยน ำใบ
มันส ำปะหลังผึ่งลมนำน 1 สัปดำห์ แล้วเก็บรักษำไว้ในตู้เก็บตัวอย่ำงอุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส 
 1.2 กำรสกัดดีเอ็นเอตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลัง ด้วยวิธี CTAB ตำมวิธีของอรุโณทัยและคณะ (2552) ดังน้ีเตรียม Extraction 
buffer [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 2%(W/V) CTAB (cetyltrimethy lammonium 

bromide)] เติม 0.2% β-mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่ 60 องศำเซลเซียส ชั่งใบมันส ำปะหลัง 5 กรัม บดในโกร่งด้วย
ไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer  5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ำกัน บ่มที่ 60 
องศำเซลเซียส นำน 1 ชั่วโมง (น ำมำเขย่ำทุก 20 นำที) แล้วน ำตัวอย่ำงออกมำวำงที่อุณหภูมิห้องนำน 10 นำที แล้วเติม 
Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมำ 10 นำที น ำไปปั่นเหว่ียงที่ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 
8,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ดูดน้ ำใส 750 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol(24:1) 
750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมำ 5 นำที น ำไปปั่นเหว่ียงที่ 12,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที ดูดน้ ำใสใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร
หลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่ำ และ Isopropanol 0.6 เท่ำ แล้วน ำไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศำเซลเซียส นำน 30 
นำที น ำไปปั่นเหว่ียงที่ 4 องศำเซลเซียส ควำมเร็ว 12,000 รอบต่อนำที นำน 10 นำที เทน้ ำใสทิ้ง ล้ำงตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% 
Ethanol 750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้วละลำยด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศำเซลเซียสนำน 30 นำที น ำไปวัดค่ำ (O.D) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ควำมยำว
คลื่น A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0 แล้วเจือจำงให้ได้ควำมเข้มข้น 50 นำโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือน ำไปท ำปฏิกิริยำ PCR เก็บ   
ดีเอ็นเอที่ -20 องศำเซลเซียส เพ่ือน ำไปท ำปฏิกิริยำ PCR ต่อไป  
 1.3 ไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรทดสอบเป็นไพรเมอร์ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งเหนียวในมันส ำปะหลังตำมรำยงำนของ Aiemnaka 
และคณะ (2012) (ตารางที่ 6.1) 

 1.4 กำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวด้วยวิธีพีซีอำร์ โดยใช้ชุดน้ ำยำส ำหรับเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ Green Gotaq® Flexi 
(Promega, USA) ดังน้ี ดีเอ็นเอต้นแบบ (100 นำโนกรัม/ไมโครลิตร) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร บัฟเฟอร์ 5X Green Gotaq® Flexi 
ปริมำตร 5 ไมโครลิตร 25 mM MgCl2 ปริมำตร 2 ไมโครลิตร 2 mM dNTP ปริมำตร 2 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ forward (5uM) 
ปริมำตร 1 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ reverse (5uM) ปริมำตร 1 ไมโครลิตร Gotaq DNA polymerase (5 ยูนิตต่อไมโครลิตร ) 
ปริมำตร 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยำปริมำตรทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยต้ังโปรแกรมกำรท ำงำนของเครื่อง thermal cycle, 
Gene Amp 9700 ตำมข้ันตอนดังน้ี  

 

ขั้นตอน อุณหภูม ิ เวลา จ านวน cycles 
Initial denaturation 94 °C 3 นำท ี 1 cycle 
Denaturation 94 °C 30 วินำท ี

35 cycle Annealing  55 °C 30 วินำท ี
Extension 72 °C 30 วินำท ี
Final extension 72 °C 7 นำท ี 1 cycle 
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 1.5 กำรตรวจสอบแถบดีเอ็นเอจำกผลผลิตพีซีอำร์ด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซีส (gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซี
อำร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกำโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้ำ 100 โวลต์ เป็นเวลำ 60 นำที 
ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ำยภำพ UV Transilluminators (BIORAD)  
 1.6 บันทึกภำพแถบดีเอ็นเอและผลกำรตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs 
 

2.  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธี TaqMan probes  
 2.1  ตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง แบ่งตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกส ำหรับกำรสกัดอำร์เอ็นเอเพ่ือกำร
โคลนยีน และเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว (waxy) ได้แก่ WaxyHB1 และพันธ์ุที่มี
ลักษณะแป้งไม่เหนียว (non waxy) ได้แก่ KU50 HB60 มำเปรียบเทียบกับข้อมูลยีน GBSSI จำกฐำนข้อมูล GenBank หมำยเลข 
X74160.1 ส ำหรับกำรตรวจสอบด้วยวิธี TaqMan probes ใช้ตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังตัวที่ผ่ำนกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียว
ด้วยวิธีพีซีอำร์แล้วพบว่ำเป็นลักษณะจีโนไทป์แบบลักษณะข่มร่วม (co-dominant: Wxwx) และลักษณะด้อย (recessive: wxwx) 
จ ำนวนทั้งสิ้น 219 ตัวอย่ำง ร่วมกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแป้งเหนียว 2 ตัวอย่ำง รวมทั้งสิ้น จ ำนวน 221 ตัวอย่ำง 
 2.2  กำรสกัดดีเอ็นเอจำกใบมันส ำปะหลังด้วยวิธี CTAB ตำมรำยงำนของอรุโณทัยและคณะ (2552)  
   2.3  กำรออกแบบโพรบและไพรเมอร์ ท ำกำรโคลนยีน GBSSI จำกอำร์เอ็นเอมันส ำปะหลัง ซึ่งมีต ำแหน่ง SNPs ตำมรำยงำนของ 
Aiemnaka และคณะ (2012) (ภาพที่ 6.1) โดยออกแบบไพรเมอร์ด้ำน Forward: 5’- ATG GCA ACT GTA ATA GCT GCA CAT -3’ 
และ Reverse: 5’- TCA AGG CGT GGG AAC GTT CTC CTT-3’ เปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ระหว่ำงพันธ์ุ มันส ำปะหลัง 
waxy และ non waxy เมื่อได้ต ำแหน่งเครื่องหมำย SNPs ที่เฉพำะเจำะจงกับพันธ์ุแป้งเหนียวแล้วท ำกำรออกแบบโพรบไพรเมอร์
ส ำหรับกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียว ดังน้ี  
 - คู่ไพรเมอร์ส ำหรับกำรเพ่ิมปริมำณชิ้นดีเอ็นเอเป้ำหมำยอยู่ขนำบข้ำงของต ำแหน่ง SNPs คือ WX_F: 5’-
CCGCTTCTTCCACTCCTAC-3’ และ WX_R: 5’-TTTGCCCCATACCTTCTCAAG-3’ 
 - โพรบส ำหรับตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs โดยติดฉลำกสีทำงด้ำนปลำย 5’ ได้แก่ VIG ส ำหรับตรวจสอบอัลลีล T และ
ฉลำกสี FAM ส ำหรับตรวจสอบอัลลี G คือ WXprobeT: [VIC]-5’-AAAGATGAGTTGATCG-3’ และ WXprobeG: [FAM]-5’-
AAAGAGGAGTTGATCG-3’ 
 2.4  กำรตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ด้วยวิธี TaqMan probes น ำดีเอ็นเอมันส ำปะหลังจ ำนวน 84 ตัวอย่ำง มำตรวจสอบ
ต ำแหน่ง SNPs ด้วยวิธี TaqMan probes โดยใช้ชุดน้ ำยำ Type-it® Fast SNP Probe PCR ย่ีห้อ QIAGEN ดังน้ี ใน 1 ปฏิกิริยำ ให้
เติมน้ ำยำ 2x SNP Probe PCR Master Mix จ ำนวน 5 ไมโครลิตร 20x primer–probe mix จ ำนวน 0.5 ไมโครลิตร 5x Q-Solution 
จ ำนวน 1 ไมโครลิตร น้ ำปรำศจำก RNase จ ำนวน 2.5 ไมโครลิตร และ ดีเอ็นเอควำมเข้มข้น 20 นำโนกรัม ปริมำตร 1 ไมโครลิตร  
แล้วน ำไปตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ด้วยเครื่อง Quant Studio 5 Real-Time PCR System ตำมข้ันตอนดังน้ี  
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา จ านวน cycles 
Pre-Read Stage 60 °C 30 วินำท ี 1 cycle 
Hold Stage 95 °C 20 วินำท ี 1 cycle 
PCR stage Step 1 95 °C 3 วินำท ี

40 cycles 
PCR stage Step 2 60 °C 25 วินำท ี
Post-Stage 60 °C 30 วินำท ี 1 cycle 
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 2.5 กำรตรวจสอบแถบดีเอ็นเอของผลผลิตพีซีอำร์ที่ได้จำกกำรเพ่ิมปริมำณจำกไพรเมอร์และโพรบ ด้วยวิธีเจลอิเล็คโทรโฟรีซสี 
(gel electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอำร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกำโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer ใช้
แรงเคลื่อนไฟฟ้ำ 100 โวลต์ เป็นเวลำ 60 นำที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ำยภำพ UV 
Transilluminators (BIORAD) 
 2.6 บันทึกข้อมูลสรุปผลกำรตรวจสอบ SNPs 
 

3.  การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เ ก่ียวข้องกับลักษณะแป้งเหนียว (Waxy starch) ในมันส าปะหลังด้วยวิธี GBS 
(Genotyping by Sequencing) 

 3.1  ตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง ได้แก่ พันธ์ุที่มีลักษณะ non waxy จ ำนวน 11 ตัวอย่ำง แบ่งเป็น กลุ่มอะไมโลสสูง ได้แก่ 
ระยอง7 ระยอง9 ระยอง11 เกษตรศำสตร์50 ห้วยบง80 และ Mcol1702 กลุ่มอะไมโลสต่ ำ ได้แก่ Mbar191 MBra691 MPan70 
MPar104 และ MPar25 และพันธ์ุที่มีลักษณะแป้งเหนียว จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง ได้แก่ HBW1 และ HBW2  
 3.2  กำรสกัดดีเอ็นเอจำกใบมันส ำปะหลังด้วยวิธี CTAB ตำมรำยงำนของอรุโณทัยและคณะ (2552) วิธีกำรข้อ 1.2 
 3.3  กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี GBS (Genotyping by Sequencing) น ำข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกกำร
วิเครำะห์ด้วยวิธี GBS (Genotyping by Sequencing) มำกรองข้อมูลต ำแหน่ง SNPs โดยต้ังค่ำควำมถ่ีอัลลีลต่ ำสุด (Minimum 
minor allele frequency (MAF))  เป็น ≥ 5% ค่ำ read depth เป็น 20X และตัดค่ำ SNP missing ที่  10% จำกน้ันท ำกำร
เปรียบเทียบและค้นหำต ำแหน่ง SNPs ที่ให้ลักษณะจีโนไทป์ต่ำง (polymorphism) ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะพันธุกรรม  
 3.4  บันทึกข้อมูลสรุปผลกำรตรวจสอบต ำแหน่งเครื่องหมำย SNPs ที่ให้ควำมแตกต่ำง 
 

4.  การทดสอบแป้งในหัวมันส าปะหลังด้วยการย้อมสีไอโอดีน (Iodine Staining Test) 
 4.1  กำรทดสอบย้อมสีไอโอดีนในหัวมันส ำปะหลัง โดยใช้ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังตัวที่ผ่ำนกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวด้วย
วิธีพีซีอำร์แล้วพบว่ำเป็นลักษณะจีโนไทป์แบบลักษณะข่มร่วม (co-dominant: Wxwx) และลักษณะด้อย (recessive: wxwx) 
จ ำนวนทั้งสิ้น 219 ตัวอย่ำง ในกำรทดสอบปริมำณแป้งเหนียวโดยวิธี Iodine Staining Test ตำมวิธีของ Aiemnaka และคณะ 
(2012) ด้วยกำรตัดสไลด์หัวมันส ำปะหลังตำมขวำงแล้วฉีดพ่นไอโอดีน 20% 
 4.2  กำรทดสอบย้อมสีไอโอดีนกับเม็ดแป้งมันส ำปะหลัง โดยคัดเลือกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจำกข้อ 4.1 จ ำนวน 51 ตัวอย่ำง 
(ตารางที่ 6.2) มำท ำกำรสกัดแป้งมันส ำปะหลังตำมวิธีของ Abera และ Rakshit (2003) ด้วยกำรน ำหัวมันส ำปะหลังมำล้ำงท ำ
ควำมสะอำด น ำไปปอกเปลือก หั่นเป็นท่อน ขูดให้ละเอียด แล้วคั้นเอำน้ ำทิ้ง น ำเอำไปอบให้แห้ง จำกน้ันน ำมำบดแล้วร่อนให้
ละเอียด แป้งมันส ำปะหลังที่ได้จะน ำมำย้อมด้วยไอโอดีนแล้วถ่ำยภำพภำยใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือดูลักษณะกำรติดสีไอโอดีนของ
เม็ดแป้งมันส ำปะหลัง  
 4.3  บันทึกภำพและสรุปผลกำรทดสอบกำรย้อมสีไอโอดีน 
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การทดลองที่ 7  การพัฒนาเคร่ืองหมายยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้งที่สัมพันธ์กับน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง   
 (เริ่มต้น 2563 – สิ้นสุด 2564) 

 หัวหน้ำกำรทดลอง   นำงสำววิภำวี  ชั้นโรจน์  สังกัด  ส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ 

วิธีการด าเนินงาน/ขั้นตอนการวิจัย 
 

1.  ตัวอย่างพันธุ์มันส าปะหลัง 
  พันธ์ุมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรทดลองเป็นพันธ์ุมันส ำปะหลังจำกแปลงรวบรวมพันธ์ุที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองจ ำนวน 166 พันธ์ุ 
กำรสกัดดีเอ็นเอของใบมันส ำปะหลังทั้ง 166 พันธ์ุ (ตารางที่1) ด้วยวิธี CTAB (Gawel and Jarret, 1991) วัดปริมำณและ
ตรวจสอบคุณภำพดีเอ็นเอ โดยกำรวัดที่ค่ำกำรดูดคลืนแสง 260/2  นำโนเมตร ด้วยเครื่องวัดปริมำณดีเอ็นเอ Multiskan™ GO 
Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) และวิธี Electrophoresis ที่ควำมเข้มข้น 1% Agarose gel เก็บ
รักษำสำรละลำยดีเอ็นเอในสภำพแช่แข็ง -20 องศำเซลเซียส 
 
2.  ลักษณะผลผลิตมันส าปะหลัง (root yield)  
  กำรเก็บลักษณะผลผลิตมันส ำปะหลัง (root yield) โดยกำรชั่งน้ ำหนักหัวมันส ำปะหลังทั้งหมดในหน่ึงต้นตัวอย่ำง หำ
ค่ำเฉลี่ย จ ำนวน 5 ต้นต่อตัวอย่ำงพันธ์ุ และมีหน่วยเป็นกิโลกรัมต่อต้น  
 
3.  การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด ILP 
 3.1  ออกแบบไพรเมอร์ โดยน ำล ำดับเบส EST ของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งอย่ำงน้อย 7 ยีน ที่ได้จำก
ฐำนข้อมูล GenBank เปรียบเทียบกับล ำดับเบสจีโนมของมันส ำปะหลังโดยใช้วิธี BLAST จำกฐำนข้อมูล Phytozome (Manihot 
esculenta) เพ่ือท ำนำยต ำแหน่งอินทรอน และออกแบบไพรเมอร์ที่จ ำเพำะกับบริเวณเอ็กซอนขนำบข้ำงบริเวณที่คำดว่ำจะเป็นอิน
ทรอนและออกแบบไพรเมอร์ให้ห่ำงจำกบริเวณที่ถูกท ำนำยว่ำเป็นรอยต่อ exon/intron หรือ splice sites ของมันส ำปะหลัง 
ประมำณ 20 bp ทั้งทำงปลำย 5’ และ 3’ ด้วยโปรแกรม Primer3 โดยก ำหนดให้ผลผลิตพีซีอำร์มีขนำดอยู่ในช่วง 150 - 400 คู่เบส 
 3.2  ตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุล โดยกำรเพ่ิมปริมำณจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ที่ออกแบบ ปฏิกิริยำพีซีอำร์ปริมำตร 20 μL 
ประกอบด้วย DNA 10 ng,  10X PCR buffer 2 μl, MgCl2 25 mM, dNTPs 2.0 mM, ไพรเมอร์แต่ละไพร์เมอร์ 0.25 μl และ

เอนไซม์ Tag DNA polymerase 1 unit อุณหภูมิในกำรท ำพีซีอำร์ ประกอบด้วย อุณหภูมิ denature ที่ 95◦C นำน 1 นำที และ 

94◦C นำน 3 นำที ตำมด้วยรอบอุณหภูมิที่ใช้ในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ 35 รอบ ที่ 94◦C นำน 30 วินำที อุณหภูมิ annealing 
ตำมควำมเหมำะสมของไพร์เมอร์แต่ละคู่นำน 1 นำที 30 วินำที อุณหภูมิ extension นำน 30 วินำที และ final elongation 

72◦C นำน 5 นำที ตรวจสอบผลเบื้องต้นด้วยกำรแยกแถบดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้ำ 2% agarose gel electrophoresis ตรวจ
วิเครำะห์ควำมแตกต่ำงของขนำดดีเอ็นเอด้วยเครื่องอ่ำนแถบดีเอ็นเอและวิเครำะห์ผลภำพ (QIAxcel Advanced System) 
 3.3 ประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำยโมเลกุลและวิเครำะห์โครงสร้ำงประชำกร โดยกำรบันทึกแถบดีเอ็นเอของเครื่องหมำย 
ILP แบบข่มร่วม ข้อมูลจีโนไทป์ที่ได้จำกเครื่องหมำย ILP ถูกน ำมำวิเครำะห์ โดยใช้โปรแกรม PowerMarker (Liu and Muse, 2005) 
และท ำกำรประเมินจ ำนวนกลุ่มประชำกร (K) ที่เหมำะสมในกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงประชำกรจะใช้วิธีวิเครำะห์ควำมน่ำจะเป็นแบบ
เบย์ (Bayesian) ด้วยโปรแกรม STRUCTURE v.2.3 (Pritchard et al., 2000) 
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4.  การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล 
  พัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNP ในมันส ำปะหลัง โดยกำรย่อยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ (Restriction 
enzyme) 2 ชนิด MseI และ EcorI จำกน้ันเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA Library) ด้วยกำรคัดเลือกขนำดสำยดีเอ็นเอที่ตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ ำเพำะแล้ว (ประมำณ 200-300 เบส) ต่อปลำยของชิ้นส่วนดีเอ็นเอทั้ง 2 ด้ำนด้วย Adapter 2 ชนิด ซึ่งถูกออกแบบให้
เข้ำคู่กับส่วนปลำยของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะ สังเครำะห์สำยดีเอ็นเอจำกดีเอ็นเอต้นแบบสำยเด่ียว ให้เป็นดี
เอ็นเอสำยคู่ และหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ยุคใหม่ (illumina platform) 
 
5.  การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมและโครงสร้างประชากร  
 5.1  กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยค ำนวณหำควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงเครื่องหมำยโมเลกุลกับค่ำเฉลี่ยของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตด้วยกำรวิเครำะห์สถิติใช้วิธี Mix linear model (MLM) โดย
พิจำรณำอิทธิพลของโครงสร้ำงประชำกรจำกค่ำ Q ร่วมกับค่ำควำมเป็นเครือญำติ (kinship) กำรค ำนวณ LD และ Association 
mapping ด้วยโปรแกรม TASSEL 2.0.1 (Bradbury et al., 2007)  
 5.2  กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยค ำนวณหำควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงเครื่องหมำยโมเลกุลกับค่ำเฉลี่ยของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตด้วยกำรวิเครำะห์สถิติใช้วิธี Mix linear model (MLM) โดย
พิจำรณำอิทธิพลของโครงสร้ำงประชำกรจำกค่ำ Q ร่วมกับค่ำควำมเป็นเครือญำติ (kinship) กำรค ำนวณ Association mapping 
ด้วยโปรแกรม TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007) 
 
3. การปรับแผนงบประมาณระหว่างปี 

❑ ไม่ม ี   ❑ มี  ได้รับอนุมัติเมื่อวันที.่.........…………. (โปรดแสดงหลักฐำนในภำคผนวก) 

❑ เปลี่ยนแปลงงบประมำณ โปรดอธิบำยกำรเปลี่ยนแปลง............................................................................................... 

❑ เปลี่ยนแปลงวัตถุประสงค์/ผลผลิต โปรดอธิบำยกำรเปลี่ยนแปลง................................................................................ 
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บทที่ 3 ผลการศึกษา      
 
3.1  ผลการด าเนินงานของโครงการ  

 สรุปผลกำรด ำเนินงำนที่ท ำได้จริง โดยให้สอดคล้องกับวัตถุประสงค์ของโครงกำร (สรุปภำพรวมของโครงกำร) 

การทดลองที่ 1 การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมันส าปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธุ์โดยการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล SSR 
สรุปผลการด าเนินงาน 

1. การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการจ าแนกพันธุ์มันส าปะหลัง (ด าเนินการปี 2561) 
      กำรคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกพันธ์ุมันส ำปะหลัง โดยท ำกำรศึกษำในมันส ำปะหลัง 
จ ำนวน 18 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ สำมำรถคัดเลือกไพรเมอร์ที่มีควำมเหมำะสมส ำหรับ
น ำไปใช้จ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 54 คู่ไพรเมอร์ และได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่สำมำรถ
จ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ส ำหรับน ำไปใช้จ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม
ของพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุและกลุ่มที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีต่อไป 
   

2. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธุ์มันส าปะหลัง (ด าเนินการปี 2562 – 2564) 
     กำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี กลุ่มพันธ์ุ
ลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุน ำเข้ำจำกต่ำงประเทศ (CIAT Core Collection) จำกแปลงรวบรวมพันธ์ุ ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 
270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 4 ชนิดคือ FAM (blue) HEX (green) TAMRA 
(yellow) และ ROX (red) จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ FAM_SS147, FAM_SS148, FAM_NS911, FAM_SS20, HEX_SS59,  
HEX_SS149, HEX_SS21, HEX_SS151, TAMRA_SS141, AMRA_SS51, TAMRA_SS4, TAMRA_SS177, ROX_NS169, ROX_SS154, 
ROX_NS945, และ ROX_NS78 ด้วยเทคนิค PCR และวิเครำะห์ขนำดของดีเอ็นเอ (Fragment Analysis) ด้วยเครื่องวิเครำะห์
อัตโนมัติ ABI3730XL พบว่ำ ได้ข้อมูลควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวนทั้งสิ้น 4,320 ข้อมูล 
และได้ข้อมูลควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลังทั้ง 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ น ำมำจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม 
(cluster analysis) โดยวิธี UPMGA แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มหลักที่แสดงควำมแตกต่ำงกันอย่ำงชัดเจน โดยมีค่ำสัมประสิทธ์ิควำม
เหมือนทำงพันธุกรรม (similarity coefficient) อยู่ระหว่ำง 0.10 – 1.00 และค่ำ cophenetic correlation (r) เท่ำกับ 0.70 ซึ่ง
ถือว่ำเป็นกำรจัดกลุ่มที่มีควำมน่ำเชื่อถืออยู่ในระดับปำนกลำง สำมำรถน ำไปประโยชน์ในกำรเป็นข้อมูลพ้ืนฐำนในกำรคัดเลือกพ่อ
แม่พันธ์ุในงำนปรับปรุงพันธ์ุพืช เพ่ือสร้ำงลูกผสมให้มีควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมมำกย่ิงข้ึน 
 

ผลการด าเนินงาน 

1. การคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการจ าแนกพันธุ์มันส าปะหลัง 
   กำรคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกพันธ์ุและศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมัน

ส ำปะหลัง โดยกำรสุ่มเลือกตัวแทนประชำกรมันส ำปะหลัง ซึ่งได้รับควำมอนุเครำะห์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 18 ตัวอย่ำง
พันธ์ุ ได้แก่ Rayong 1, (R1), Rayong 2 (R2), Rayong 3 (R3), Rayong 5 (R5), Rayong 7 (R7), Rayong 9 (R9), Rayong 11 
(R11), Rayong 60 (R60), Rayong 90 (R90), Huai Bong 60 (HB60), Kasetsart 50 (KU50), Sriracha 1, Hanatee, H.P.1, 
H.P.8 (VIC), Java 2, Yellow Root และ Wild 1 (ภาพที่ 1.1) กำรสกัดดีเอ็นเอใบมันส ำปะหลังโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ Plant 
Genomic DNA Purification (Tiangen Biotech Co, China) และตรวจวิเครำะห์ผลด้วยเทคนิค agarose gel electrophoresis 
(ภาพที่ 1.2) เมื่อตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอ โดยกำรวัดค่ำควำมเข้มข้น (O.D.) ของดีเอ็นเอ ด้วยเครื่อง spectrophotometer 
ที่ช่วงคลื่น 260 – 280 นำโนเมตร พบว่ำ ค่ำที่วัดได้อยู่ระหว่ำง 1.8 – 2.0 แสดงว่ำ ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีคุณภำพดี และมีปริมำณ
ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเออยู่ระหว่ำง 150 – 200 นำโนกรัม/ไมโครลิตร    
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ภาพที่ 1.1  ตัวอย่ำงใบมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรศึกษำวิจัย จ ำนวน 18 พันธ์ุ 
 

            
 

ภาพที่ 1.2 แสดงแถบดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส ำเร็จรูป บนเจลอะกำ
โรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

 

กำรทดสอบหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของไพรเมอร์ชนิด SSR ทั้ง 60 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 1.1) 
พบว่ำ มีไพรเมอร์ ชนิด SSR จ ำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ หรือคิดเป็น 92 เปอร์เซ็นต์ ของเครื่องหมำยที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณได้ด้วยวิธี 
PCR (ภาพที่ 1.3) โดยมีสภำวะอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรท ำปฏิกิริยำ PCR อยู่ระหว่ำง 55 – 65 องศำเซลเซียส จึงได้ท ำกำร
คัดเลือกไพรเมอร์และสภำวะที่เหมำะสมในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง เพ่ือน ำมำใช้ในกำรศึกษำในข้ันตอนต่อไป 
  

bp 

1000     

3000      

6000      
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ตารางที่ 1.1 แสดงไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ ส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง 
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ภาพที่ 1.3 แสดงแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 18 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 10 คู่
ไพรเมอร์, Lane M = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = Rayong 1, Lane 2 = Rayong 2, Lane 3 = Rayong 3, Lane 
4 = Rayong 5, Lane 5 = Rayong 7, Lane 6 = Rayong 9, Lane 7 = Rayong 11, Lane 8 = Rayong 60, Lane 9 
= Rayong 90, Lane 10 = Huai Bong 60, Lane 11 = Kasetsart 50, Lane 12 = Sriracha 1, Lane 13 = Hanatee, 
Lane 14 = H.P.1, Lane 15 = H.P.8 (VIC), Lane 16 = Java 2, Lane 17 = Yellow Root, Lane 18 = Wild 1 
วิเครำะห์ผลด้วย 2% agarose gel electrophoresis 
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กำรวิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอ (PCR Product) ของตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ ด้วยไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 
55 คู่ไพรเมอร์ โดยน ำผลผลิต PCR ที่เหลือจำกกำรตรวจวิเครำะห์ผลด้วย 2% agarose gel ไปเข้ำเครื่องวิเครำะห์ขนำดแถบดีเอ็นเอ
และวิเครำะห์ผลภำพ (QIAxcel Advanced System) โดยใช้ชุดน้ ำยำท่ีมีควำมละเอียดสูง (QIAxcel DNA High Resolution Kit) 
พบว่ำ ไพรเมอร์ชนิด SSR ทุกคู่ไพรเมอร์ สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี (ภาพที่ 1.4) โดยพบอัลลีลที่
เกิดข้ึนทั้งหมด จ ำนวน 265 อัลลีล มีจ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่งต้ังแต่ 1 – 8 อัลลีล มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 4.82 อัลลีลต่อต ำแหน่ง มีอัลลีล
ที่แสดงควำมแตกต่ำงกัน (polymorphic) จ ำนวน 263 อัลลีล คิดเป็น 97.27 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ที่พบอัลลีลมำกท่ีสุด จ ำนวน 
8 อัลลีลคือ SSRY100 SSRY151 SSRY177 และ NS78 ส่วนไพรเมอร์ที่พบอัลลีลน้อยที่สุด จ ำนวน 1 อัลลีลคือ SSRY102 ซึ่งขนำด
ของแถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนำดต้ังแต่ 85 – 597 คู่เบส กำรวิเครำะห์ค่ำ Polymorphism Information Content (PIC) พบว่ำ มีค่ำ
อยู่ระหว่ำง 0.00 – 0.81 โดยค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.58 โดยไพรเมอร์ที่มีค่ำ PIC สูงสุดคือ SSRY19 และ SSRY177 และไพรเมอร์ที่มีค่ำ 
PIC ต่ ำสุดคือ SSRY102 (ตารางที่ 1.2) นอกจำกน้ียังพบว่ำ ค่ำ PIC ที่วิเครำะห์ได้มีควำมผันแปรตรงกับจ ำนวนอัลลีลที่ปรำกฏ    
โดยไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอมำกจะมีค่ำ PIC ค่อนข้ำงสูง ในขณะที่ไพรเมอร์ที่มีจ ำนวนอัลลีลน้อยจะมีค่ำ PIC ค่อนข้ำงต่ ำ แสดงว่ำ 
ค่ำ PIC ที่วิเครำะห์ได้น่ำจะมีควำมสำมำรถในกำรระบุควำมแตกต่ำงระหว่ำงจีโนไทป์ได้ดีและมีควำมแปรปรวนทำงพันธุกรรมสูง  
จึงสำมำรถน ำมำใช้เป็นเกณฑ์ในกำรคัดเลือกเครื่องหมำยส ำหรับน ำมำใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลัง
ได้ดี จำกน้ันท ำกำรคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ที่มีควำมเหมำะสมและสำมำรถจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมของ
พันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี จ ำนวน 16 เครื่องหมำย ได้แก่ SSRY4, SSRY20, SSRY21, SSRY51, SSRY59, SSRY141, SSRY147, 
SS148, SS149, SSRY151, SSRY154, SSRY177, NS78, NS169, NS911 และ NS945 เกณฑ์กำรคัดเลือก โดยดูจำกค่ำ PIC ที่
วิเครำะห์ได้ และจ ำนวนอัลลีล (allele) หรือแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏ ซึ่งพบมีจ ำนวนต้ังแต่ 4 – 8 อัลลีล ส ำหรับน ำไปใช้ในกำรศึกษำ
ควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอและจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุและกลุ่มที่
มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีต่อไป 

 

 
 

 
 
ภาพที่ 1.4   แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 18 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR ได้แก่ 

SSRY4, SSRY20, SSRY21, SSRY51, SSRY59, SSRY141, SSRY147 และ SSRY148 วิเครำะห์ผลด้วยเครื่อง  QIAxcel 
Advanced System 
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ภาพที่ 1.4(ต่อ)  แสดงรูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 18 พันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ ชนิด SSR 
ได้แก่ SSRY59, SSRY141, SSRY148, SSRY149, SSRY151 และ SSRY177 วิเครำะห์ผลด้วยเครื่อง QIAxcel 
Advanced System 
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ตารางที่ 1.2 สรุปอุณหภูมิ (Tm) ขนำดของอัลลีล (bp) จ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่ง % polymorphic และค่ำ polymorphism 
information content (PIC) ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 18 พันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR จ ำนวน 55 
เครื่องหมำย 

 

Primer name
Temperature

(°C)

Number of 

Alleles

Number of 

Polymorphic

% 

Polymorphic

Size of 

alleles (bp) 

Mean of 

alleles (bp)

Polymorphism 

 Information 

Contents (PIC)
SSRY4 62 7 7 100 264-319 282 0.73

SSRY9 62 7 7 100 253-292 272 0.79

SSRY12 65 3 3 100 259-292 266 0.47

SSRY19 63 7 7 100 206-236 219 0.81

SSRY20 60 4 4 100 128-161 150 0.53

SSRY21 60 4 4 100 163-197 181 0.65

SSRY32 60 3 3 100 289-309 305 0.42

SSRY34 60 5 5 100 274-310 288 0.60

SSRY38 60 2 1 50 107-125 111 0.25

SSRY49 63 7 7 100 269-315 296 0.79

SSRY51 60 5 5 100 264-307 293 0.56

SSRY59 63 3 3 100 146-164 155 0.52

SSRY63 55 4 4 100 284-300 290 0.61

SSRY64 64 5 5 100 194-213 201 0.64

SSRY69 64 4 4 100 222-257 241 0.60

SSRY77 60 4 4 100 269-302 280 0.39

SSRY82 60 7 7 100 185-222 208 0.73

SSRY100 63 8 8 100 193-256 220 0.80

SSRY102 55 1 0 0 179-183 180 0.00

SSRY103 58 4 4 100 263-284 272 0.69

SSRY105 64 6 6 100 196-237 225 0.72

SSRY106 60 6 6 100 256-280 266 0.76

SSRY108 62 4 4 100 174-211 190 0.62

SSRY109 62 3 3 100 120-148 125 0.41

SSRY110 52 5 5 100 248-269 257 0.47

SSRY132 55 2 2 100 200-207 202 0.24

SSRY135 60 5 5 100 243-267 256 0.68

SSRY141 60 4 4 100 248-262 255 0.61

SSRY147 55 4 4 100 104-121 109 0.55

SSRY148 62 4 4 100 107-122 115 0.57

SSRY149 62 4 4 100 161-186 176 0.64

SSRY151 64 8 8 100 180-224 198 0.70

SSRY154 55 6 6 100 309-339 320 0.68

SSRY155 62 4 4 100 152-167 160 0.56

SSRY160 62 6 6 100 113-161 138 0.56

SSRY161 60 6 6 100 180-245 206 0.69

SSRY164 60 6 6 100 157-192 170 0.63

SSRY169 57 4 4 100 85-109 103 0.39

SSRY171 64 3 3 100 278-302 295 0.35

SSRY177 63 8 8 100 242-281 263 0.81

SSRY179 64 7 7 100 188-239 213 0.72

SSRY180 64 6 6 100 164-196 171 0.58

SSRY181 66 4 4 100 191-208 198 0.59

SSRY269 63 6 6 100 161-196 177 0.72

SSRY280 55 2 2 100 178-187 180 0.24

NS78 64 8 8 100 364-427 392 0.80

NS169 65 7 7 100 300-342 315 0.77

NS189 55 3 3 100 94-110 98 0.43

NS890 63 3 3 100 320-331 327 0.31

NS911 55 4 4 100 115-137 122 0.59

NS928 55 6 6 100 270-298 280 0.71

NS945 65 6 6 100 384-415 394 0.75

NS1010 55 5 5 100 571-597 580 0.69

NS1012 60 2 2 100 356-369 359 0.24

NS1016 60 4 4 100 342-396 367 0.55

Mean 4.82 97.27 235 0.58
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2. การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธุ์มันส าปะหลัง 
   เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ที่ผ่ำนกำรคัดเลือกว่ำให้ควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุได้ดี จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 1.3) 

น ำมำศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ จำกแหล่งรวบรวมพันธ์ุ ศูนย์วิจัยพืช
ไร่ระยอง ประกอบด้วย กลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีนิยมน ำมำใช้ในกำรปรับปรุงพันธ์ุ กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่ม
พันธ์ุจำกต่ำงประเทศ (พันธ์ุที่น ำเข้ำจำก CIAT) (ตารางที่ 1.4) ท ำกำรสกัดดีเอ็นเอใบมันส ำปะหลังด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจำก 
Dellaporta และคณะ (1983) เมื่อตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอ โดยวัดค่ำควำมเข้มข้น (O.D.) ของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ช่วงคลื่น 260 – 280 นำโนเมตร พบว่ำ ดีเอ็นเอที่สกัดได้มีปริมำณท่ีมำก ปริมำณควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ
อยู่ระหว่ำง 1,500 –2,500 นำโนกรัม/ไมโครลิตร และค่ำควำมเข้มข้น (O.D.) อยู่ระหว่ำง 1.8 – 1.9 แสดงว่ำ ดีเอ็นเอที่สกัดได้มี
คุณภำพดี (ภาพที่ 1.5) 
 

               
 

     
 

ภาพที ่1.5  แสดงดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยวิธี CTAB จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 90 พันธ์ุ  

 
ตารางที่ 1.3  แสดงไพรเมอร์ชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 4 ชนิด ส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมัน

ส ำปะหลัง จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ 
 

Primer Name Sequence (5→3) 
Size of alleles 

(bp) 
Temperature (C) 

FAM_SS147 FAM-GTA CAT CAC CAC CAA CGG GC 100-120 62 

FAM_SS148 FAM-GGC TTC ATC ATG GAA AAA CC 103-118 62 

FAM_NS911 FAM-TGT TGT TCA GAC GAT GTC CAA 114-127 62 

FAM_SS20 FAM-CAT TGG ACT TCC TAC AAA TAT GAA T 124-163 62 

HEX_SS59 HEX-GCA ATG CAG TGA ACC ATC TTT 126-162 63 

HEX_SS149 HEX-AGC AGA GCA TTT ACA GCA AGG 157-181 62 

HEX_SS21 HEX-CCT GCC ACA ATA TTG AAA TGG 161-193 60 

HEX_SS151 HEX-AGT GGA AAT AAG CCA TGT GAT G 175-217 62 

TAMRA_SS141 TAMRA-TCC AAA ATC TTG GTC ATT TTG A 249-262 60 

TAMRA_SS51 TAMRA-AGG TTG GAT GCT TGA AGG AA 258-298 60 

TAMRA_SS4 TAMRA-ATA GAG CAG AAG TGC AGG CG 260-289 62 

TAMRA_SS177 TAMRA-ACC ACA AAC ATA GGC ACG AG 234-270 62 

ROX_NS169 ROX-GTG CGA AAT GGA AAT CAA TG 299-331 65 

ROX_SS154 ROX-ACA ATG TCC CAA TTG GAG GA 310-335 55 

ROX_NS945 ROX-GCA AGG CTC CAT TAA AAG TCC 382-401 65 

ROX_NS78 ROX-AGC AAT GCC TTG ATC TTG AG 369-418 62 

bp 

1000      

3000      
6000      
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ตารางที่ 1.4  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี  กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุจำก
ต่ำงประเทศ (พันธ์ุที่น ำเข้ำจำก CIAT) ที่น ำมำใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ 

 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ ล าดับที่ ช่ือพันธุ์ ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

P1 เกษตรลพบุร ี P31 CMR 35-112-1 P61 CMR 50-30-23 
P2 ระยอง 1 P32 CMR 36-55-166 P62 CMR 50-34-80 
P3 ระยอง 2 P33 CMR37-18-189 P63 CMR 50-41-1 
P4 ระยอง 3 P34 CMR 37-18-201 P64 CMR 50-73-6 
P5 ระยอง 5 P35 CMR 38-125-77 P65 OMR 50-13-26 
P6 ระยอง 7 P36 CMR 41-42-3 P66 CMR 51-04-42 
P7 ระยอง 9 P37 CMR 41-109-72 P67 CMR 51-13-14 
P8 ระยอง 11 P38 CMR 41-112-21 P68 CMR 51-23-14 
P9 ระยอง 86-13 P39 CMR 42-44-98 P69 CMR 51-34-6 
P10 ระยอง 60 P40 OMR 42-16-37 P70 CMR 51-43-69 
P11 ระยอง 72 P41 CMR 43-08-89 P71 CMR 53-87-20 
P12 ระยอง 90 P42 CMR 44-03-57 P72 CMR 53-106-24 
P13 KU 50 P43 CMR 44-29-12 P73 OMR 53-03-6 
P14 KU 72 P44 OMR 44-23-34 P74 มำนพ 
P15 KU 75 P45 OMR 45-27-76 P75 สอยดำว 
P16 HB 60 P46 CMR 46-30-264 P76 GR 891 
P17 HB 80 P47 CMR 46-31-7 P77 KATEH 
P18 พิรุณ 1 P48 CMR 46-47-137 P78 KM 98-1 
P19 พิรุณ 2 P49 CMR 46-55-23 P79 MBRA 12 
P20 CM 3299-15 P50 CMR 47-02-9 P80 MCOL 912B 
P21 CR 19 P51 CMR 47-30-8 P81 MCOL 1098 
P22 SM 2277-23 P52 CMR 48-20-17 P82 MCUB 23 
P23 CMR 26-08-61 P53 CMR 48-35-1 P83 MECU 72 
P24 OMR 26-14-9 P54 CMR 48-53-48 P84 MMAL 63 
P25 OMR 29-20-118 P55 CMR 49-22-227 P85 MPER 325 
P26 CMR 30-71-25 P56 CMR 49-54-10 P86 MVEN 297A 
P27 CMR 31-42-20 P57 CMR 49-54-67 P87 SC 5 
P28 CMR 32-94-121 P58 CMR 49-89-70 P88 SC 201 
P29 CMR 33-38-48 P59 CMR 50-20-2 P89 YOD KHAM 
P30 CMR 35-22-348 P60 CMR 50-20-114 P90 MCOL 1752 
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ตารางที่ 1.4 (ต่อ)  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี  กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุ       
จำกต่ำงประเทศ (พันธ์ุที่น ำเข้ำจำก CIAT) ที่น ำมำใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม จ ำนวน 270 
ตัวอย่ำงพันธ์ุ 

 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ST1 CM 125-22 ST31 CMR 26-72-2 ST61 CMR 38-106-32 
ST2 CM 305-15 ST32 CMR 28-67-76 ST62 CR 17-82 
ST3 CM 407-30 ST33 CMR 28-72-131 ST63 Golden Yellow 
ST4 CM 523-7 ST34 CMR 29-56-101 ST64 H.P.5 (CM 305-13) 
ST5 CM 781-2 ST35 CMR 29-60-15 ST65 MCOL 690-75-33 
ST6 CM 3292-18 ST36 CMR 30-05-12 ST66 MKUC 28-71-66 
ST7 CM 3306-3 ST37 CMR 30-238-34 ST67 MKUC 28-71-67 
ST8 CM 4049 UJ ST38 CMR 31-06-103 ST68 OMR 23-05-3 
ST9 CM 4955-27 ST39 CMR 31-06-104 ST69 OMR 28-97-31 
ST10 CM 6125-117 ST40 CMR 31-09-71 ST70 OMR 29-19-129 
ST11 CMK 23-27-30 ST41 CMR 31-19-14 ST71 OMR 29-27-5 
ST12 CMK 23-67-313 ST42 CMR 31-37-105 ST72 OMR 34-29-66 
ST13 CMR 23-20-23Q ST43 CMR 33-18-101 ST73 OMR 38-75-52 
ST14 CMR 23-51-10 ST44 CMR 33-35-13 ST74 O.P. 608 
ST15 CMR 23-117-4 ST45 CMR 34-35-36 ST75 (R x CMC 84) 21-1Q 
ST16 CMR 23-149-118 ST46 CMR 34-35-54 ST76 (R x CMC 84) 21-5Q 
ST17 CMR 24-14-317 ST47 CMR 34-79-152 ST77 (R x V4 C) 21-4Q 
ST18 CMR 24-14-367 ST48 CMR 35-21-36 ST78 (R x V69) 21-2Q 
ST19 CMR 25-30-194Q ST49 CMR 35-21-96 ST79 SM 302-5 
ST20 CMR 25-32-429Q ST50 CMR 35-23-76 ST80 SM 937-8 
ST21 CMR 25-32-502Q ST51 CMR 35-26-369 ST81 SM 1186-24 
ST22 CMR 25-33-134 Q ST52 CMR 35-26-303 ST82 SPY 
ST23 CMR 25-33-157Q ST53 CMR 35-91-63 ST83 SMH 22-03-1 
ST24 CMR 25-34-112 ST54 CMR 35-123-147 ST84 Sriracha 1 
ST25 CMR 25-34-159 ST55 CMR 36-25-67 ST85 V. 14 
ST26 CMR 25-82-88 ST56 CMR 36-30-329 ST86 V. 22 
ST27 CMR 25-104-42 ST57 CMR 36-31-381 ST87 V. 24 
ST28 CMR 25-105-47 ST58 CMR 36-71-27 ST88 V. 25 
ST29 CMR 26-38-7 ST59 CMR 37-18-63 ST89 V. 30 
ST30 CMR 26-69-79 ST60 CMR 38-66-1 ST90 V. 43 
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ตารางที่ 1.4 (ต่อ)  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี  กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุ        
จำกต่ำงประเทศ (พันธ์ุที่น ำเข้ำจำก CIAT) ที่น ำมำใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรม จ ำนวน 270 
ตัวอย่ำงพันธ์ุ 

 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

T1 56/5 T31 CMR 23-149-67 T61 MPER 183 
T2 01-77-1 T32 CMR 23-149-117 T62 HANATEE 
T3 27-77-10 T33 CMR 23-149-128 T63 BATHANG  
T4 29-77-5 T34 CMR 23-281-141 T64 MCOL 22 
T5 29-77-19 T35 CMR 24-14-183 T65 MENTEGA 
T6 35-77-22 T36 CMR 24-14-1308 T66 NEP HONGHA 
T7 36-77-1 T37 CMR 24-89-65 T67 YOLK  
T8 CM 323-375 T38 CMR 25-38-157Q* T68 297 
T9 CM 342-55 T39 CMR 25-55-28* T69 298 
T10 CM 681-2 T40 CMR 25-105-128Q T70 315 
T11 CM 3299-14 T41 CMR 26-08-63 T71 456 
T12 CM 3299-22 T42 CMR 26-65-13 T72 CMR 35-21-199 
T13 CM 4777-2 T43 CMR 26-65-192 T73 CMR 42-01-2 
T14 CM 6125-125 T44 CMR 28-05-13 T74 V. 2596 
T15 CMC 72 T45 CMR 32-24-20 T75 Variegated (green) 
T16 CMC 84 T46 CMR 33-35-69 T76 (V1 x R) 20-15 
T17 CMH 22-77-1 T47 CMR 33-53-181 T77 (V1 x R) 20-20 
T18 CMK(R x CMC 76)21-235 T48 CMR 34-40-43  T78 (V1 x R) 21-8 
T19 CMR 23-08-8 T49 CMR 34-44-40 T79 (V3 x R) 20-10 
T20 CMR 23-17-51 T50 CMR 34-79-48 T80 (V3 x R) 20-15 
T21 CMR 23-17-276* T51 H.P. 2 T81 (V3 x R) 21-16 
T22 CMR 23-26-2 T52 MMEX 59* T82 Wild 1 
T23 CMR 23-84-8 T53 MONTON T83 Wild 2 
T24 CMR 23-102-65 T54 SC 8 T84 Yellow root 
T25 CMR 23-107-4 T55 (R x Hanatee) 21-28Q* T85 (R x Hanatee) 21-21Q 
T26 CMR 23-113-14 T56 SR 18-127 T86 MBRA 191 
T27 CMR 23-126-17 T57 SV 7-20-3 T87 MPAN 70 
T28 CMR 23-126-161 T58 SV 25-21-1 T88 MCOL 2485 
T29 CMR 23-126-122 T59 V. 1* T89 MPER 281 
T30 CMR 23-149-59 T60 (V1 x R) 21-11 T90 HB 90 
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กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ทีติ่ดฉลำกด้วยสำร
เรืองแสง 4 ชนิดสี จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ FAM_SS147, FAM_SS148, FAM_NS911, FAM_SS20, HEX_SS59, HEX_SS149, 
HEX_SS21, HEX_SS151, TAMRA_SS141, TAMRA_SS51, TAMRA_SS4, TAMRA_SS177, ROX_NS169, ROX_SS154, ROX_NS945, 
และ ROX_NS78 พบว่ำ ไพรเมอร์ชนิด SSR ทุกคู่ไพรเมอร์ สำมำรถเพ่ิมปริมำณได้ด้วยเทคนิค PCR และสำมำรถแยกควำมแตกต่ำง
ระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี (ภาพที่ 1.6) ผลผลิตพีซีอำร์ที่เพ่ิมปริมำณได้จำกดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังถูกน ำไปวิเครำะห์ขนำด
ของดีเอ็นเอ (Fragment Analysis) โดยกำรแยกขนำดชิ้นดีเอ็นเอด้วยเทคนิค capillary electrophoresis ด้วยเครื่องวิเครำะห์
อัตโนมัติ ABI3730XL และวิเครำะห์ผลด้วยโปรแกรม GeneMapper Software 5 (ภาพที่ 1.7) กำรบันทึกข้อมูลขนำดดีเอ็นเอ 
(product size) ของพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ได้จำกแต่ละไพรเมอร์ลงในตำรำง excel ได้ข้อมูลทั้งสิ้น จ ำนวน 4,320 ข้อมูล (ภาพที่ 1.8)    

 

ภาพที่ 1.6  แสดงขนำดแถบดีเอ็นเอท่ีได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 90 พันธุ์ ร่วมกับไพรเมอร์ท่ีติดฉลำก
ท่ีด้วยสำรเรืองแสง FAM_NS911 และ FAM_SS20 วิเครำะห์ผลด้วย 2% agarose gel electrophoresis 
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ภาพที่ 1.6 (ต่อ)  แสดงขนำดแถบดีเอ็นเอท่ีได้จำกกำรท ำปฏิกิริยำ PCR ของมันส ำปะหลัง 90 พันธุ์ ร่วมกับไพรเมอร์ท่ีติด

ฉลำกด้วยสำรเรืองแสง HEX_SS21 และ HEX_SS151 วิเครำะห์ผลด้วย 2% agarose gel electrophoresis 
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ภาพที่ 1.7 (ต่อ) แสดงผลกำรวิเครำะห์ขนำดดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง โดยใช้ไพรเมอร์ชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 
FAM_SS148, HEX_SS149, TAMRA_SS51 และ ROX_SS154 และวิเครำะห์ผลด้วยเครื่องวิเครำะห์อัตโนมัติ 
โดยใช้โปรแกรม GeneMapper Software 5 
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ภาพที่ 1.8  แสดงตัวอย่ำงกำรบันทึกข้อมูลขนำดดีเอ็นเอ (Product Size) ของมันส ำปะหลังท่ีได้จำกกำรวิเครำะห์ผล ด้วย

เครื่องวิเครำะห์อัตโนมัติ  

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12 T13 T14 T15 T16 T17 T18 T19 T20

56/5 01-77-1 27-77-10 29-77-5 29-77-19 35-77-22 36-77-1 CM 323-

375

CM 342-

55

CM 681-2 CM 3299-

14

CM 3299-

22

CM 4777-

2

CM 6125-

125

CMC 72 CMC 84 CMH 22-

77-1

CMK(R x 

CMC 76)

21-235

CMR 23-

08-8

CMR 23-

17-51

1 FAM_SS147 Band no.(bp) 1 100.8 100.9 100.8 100.8 100.7 100.8 100.8 100.8 100.8 101.0 101.1 100.8 100.8 100.7 100.7 100.8 100.8 100.9

Band no.(bp) 2 110.8 110.7 110.7 110.6 110.6 110.9 110.6 110.7 110.7 110.8 110.9

Band no.(bp) 3 114.8 114.8

Band no.(bp) 4

2 HEX_SS59 Band no.(bp) 1 126.5

Band no.(bp) 2 139.9 140.1 140.1 139.8

Band no.(bp) 3 146.3 146.3

Band no.(bp) 4 154.6 154.5 154.6 154.5 154.6 154.5 154.6 154.6

Band no.(bp) 5 160.1 160.1 160.4 160.2 160.3 160.2 160.2

3 TAMRA_SS141 Band no.(bp) 1 250.0 249.9 250.0

Band no.(bp) 2 255.0 254.9 255.0 255.0 254.9

Band no.(bp) 3 260.7 260.6 260.6 260.6 260.7 260.6 260.7 260.7 260.6 260.6 260.7 260.6

4 ROX_NS169 Band no.(bp) 1 299.9 299.9 300.1 299.9 299.9 299.9 300.1

Band no.(bp) 2 303.9 303.9 303.8 304.1 305.7 305.6 303.9

Band no.(bp) 3 312.8 314.5 314.5

Band no.(bp) 4 315.5 315.5 315.5 315.5 315.5 315.6 315.5 315.5 315.5 315.4 315.4 315.5

Band no.(bp) 5 318.4 318.4

Band no.(bp) 6 329.9

5 FAM_SS148 Band no.(bp) 1 103.8 103.7 103.8

Band no.(bp) 2

Band no.(bp) 3 109.7 109.7 109.7 109.7 109.6 109.8

Band no.(bp) 4 111.7 111.6 111.6 111.6 111.7 111.7 111.7 111.6 112.0 111.7 111.6 111.6 111.7 111.6

Band no.(bp) 5 117.7 117.8 117.8 117.7

6 HEX_SS149 Band no.(bp) 1 157.8 157.9 157.8 157.9 157.8 157.9 157.8 158.0 157.8 157.8 157.9 157.9 157.8 157.9 157.8

Band no.(bp) 2 177.0 177.0 176.9 176.9 176.9 176.9 177.1 176.9 176.9 177.0 176.9 176.9

Band no.(bp) 3 178.9 178.9 178.8 178.8 179.0

Band no.(bp) 4 180.8 180.8 180.9

7 TAMRA_SS51 Band no.(bp) 1 258.5 258.6 258.6 258.6 258.6 258.6

Band no.(bp) 2 270.8 270.9 271.0 270.9 270.8

Band no.(bp) 3 276.2 276.2 276.5 276.3 276.4 276.3

Band no.(bp) 4 278.5 279.5 278.6 278.5 279.6 278.5

Band no.(bp) 5

Band no.(bp) 6 297.8 297.6 297.5 297.5 297.5 297.5 297.5 297.7 297.6 297.5 297.7 297.6 297.6 297.8

8 ROX_SS154 Band no.(bp) 1 310.3 310.4 310.5 310.3 310.6 310.7 310.3 310.3

Band no.(bp) 2 320.5 320.4 320.4 320.4 320.5 320.5 320.5 320.2 320.5 320.6 320.4 320.9 320.6 320.4 320.2 320.5 320.4 320.5

Band no.(bp) 3 328.6 328.6

Band no.(bp) 4

9 FAM_NS911 Band no.(bp) 1 114.4 114.4 114.4 114.3 114.3 114.3 114.5 114.3 114.5 114.4 114.3 114.3 114.3 114.4 114.4 114.3 114.3 114.2

Band no.(bp) 2 118.6 118.5

Band no.(bp) 3 122.9

Band no.(bp) 4 126.1 126.1 126.2 126.0 126.1 126.2 126.2 126.0 126.1 127.1 126.1 126.0

10 HEX_SS21 Band no.(bp) 1 161.3 161.2 161.2

Band no.(bp) 2 169.3 169.2 169.1 169.2 169.1 169.2 169.3 169.3 169.2 169.3

Band no.(bp) 3 182.8 182.9 182.8 183.0 182.9 182.8 182.8 181.2 182.8

Band no.(bp) 4

Band no.(bp) 5 192.6 192.6 192.6 192.6 192.7 192.6 192.6 192.6 192.6 192.6 192.8 192.6 192.6

11 TAMRA_SS4 Band no.(bp) 1 260.0 260.0

Band no.(bp) 2 267.8 267.9 267.9 267.8 267.9 268.0 267.9

Band no.(bp) 3 271.8 271.7 273.4 271.8 271.7

Band no.(bp) 4 279.6 279.6 279.6 279.5 279.5

Band no.(bp) 5 286.5 287.4 286.6 286.6 286.6 286.6 286.6 286.7 286.6

12 ROX_NS945 Band no.(bp) 1 382.6 382.5 382.5 382.6 382.6 382.4 382.5 382.5 382.5 382.6

Band no.(bp) 2 387.5 387.5

Band no.(bp) 3 390.6 391.5 390.6 390.5 390.6 390.5 390.4 390.5 391.3 391.4 391.4 390.5 390.6 390.5 390.5 391.4 390.6 390.5

Band no.(bp) 4

Band no.(bp) 5 399.4 397.3 399.4

13 FAM_SS20 Band no.(bp) 1 124.4 124.4 124.5 124.4 124.5 124.4

Band no.(bp) 2

Band no.(bp) 3 137.3

Band no.(bp) 4 142.2 142.1 142.1 142.1 142.2 142.1 142.2 142.1 142.1 142.1 142.1 142.1 142.1 142.2 142.1 142.1

Band no.(bp) 5 144.4

Band no.(bp) 6 149.5 149.4

Band no.(bp) 7 155.8 155.9

Band no.(bp) 8 157.9

Band no.(bp) 9 162.1

14 HEX_SS151 Band no.(bp) 1

Band no.(bp) 2 179.9 179.9 179.9 179.9 179.9 179.8 179.9 179.8 180.0 179.9 179.9 179.9 179.8 179.9 179.8

Band no.(bp) 3 181.9

Band no.(bp) 4 185.8 185.8 185.8

Band no.(bp) 5 188.0 187.8

Band no.(bp) 6

Band no.(bp) 7 210.0 210.4 210.4 210.4 210.4 210.4 210.4 210.5

Band no.(bp) 8 216.3 216.3 216.3 216.4 216.3 216.3 216.1

15 TAMRA_SS177 Band no.(bp) 1 234.1 234.1 234.1 234.1 234.1 234.0 234.0 234.1 234.0

Band no.(bp) 2 240.0 240.0 240.0 240.0 240.0 239.9

Band no.(bp) 3 255.8 255.8 256.1 255.8

Band no.(bp) 4 259.8 259.7 259.8 259.7 259.7

Band no.(bp) 5 265.6 265.7 265.6 266.0 265.7 265.7

Band no.(bp) 6 267.6 267.6 267.6

Band no.(bp) 7 269.7 269.8 269.7

16 ROX_NS78 Band no.(bp) 1 369.5 369.4 369.4 369.4 369.5 369.4 369.5 369.5 369.5 369.5 369.4

Band no.(bp) 2

Band no.(bp) 3 377.3 377.2

Band no.(bp) 4 380.9 381.0 380.9 380.9 380.9

Band no.(bp) 5 382.9 382.9

Band no.(bp) 6 384.9 384.8 384.9 384.8 384.8 385.0 384.9 384.9 385.0 384.9 384.8 384.9 384.9 384.9 384.9 384.9

Band no.(bp) 7 411.1 411.2 411.2 411.2

Band no.(bp) 8 417.4 417.4 417.3 417.3 417.4 417.4 417.4 417.4 417.4 417.5 417.4 417.4 417.4 417.4 417.3 417.4 417.4 417.3 417.4 417.3

No. Primer Alleles/ Name
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กำรวิเครำะห์ข้อมูลขนำดดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่ได้จำกไพรเมอร์แต่ละคู่ พบอัลลีลที่เกิดข้ึนทั้งหมด จ ำนวน 88 อัลลีล 
มีจ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่งต้ังแต่ 3 – 9 อัลลีล มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 5.5 อัลลีลต่อต ำแหน่ง มีอัลลีลที่แสดงควำมแตกต่ำงกัน 
(polymorphic) จ ำนวน 88 อัลลีล คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ โดยไพรเมอร์ที่พบอัลลีลมำกที่สุด จ ำนวน 9 อัลลีลคือ FAM_SS20 ส่วน
ไพรเมอร์ที่พบอัลลีลน้อยที่สุด จ ำนวน 3 อัลลีลคือ TAMRA_SS141 ซึ่งขนำดของแถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนำดต้ังแต่ 100 – 418 คู่เบส ค่ำ
สังเกต เฮทเทอโรไซโกซิต้ี (Ho) อยู่ระหว่ำง 0.07 – 0.79 มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.52 และค่ำคำดหมำยเฮทเทอโรไซโกซิต้ี หรือ ค่ำควำม
หลำกหลำยของยีน (Gene diversity; He) อยู่ระหว่ำง 0.48 – 0.81 มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.68 กำรวิเครำะห์ค่ำ Polymorphism 
Information Content (PIC) พบว่ำ มีค่ำอยู่ระหว่ำง 0.38 – 0.78 โดยค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.63 โดยไพรเมอร์ที่มีค่ำ PIC สูงสุดคือ 
FAM_SS20 และไพรเมอร์ที่มีค่ำ PIC ต่ ำสุดคือ FAM_SS147 ตำมรำยงำนของ Yu และคณะ (2012) ระบุว่ำค่ำ PIC > 0.50 แสดงถึง
ควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงในระดับสูง ถ้ำมีค่ำอยู่ระหว่ำง 0.25 <PIC <0.50 ให้ควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกควำม
แตกต่ำงระดับปำนกลำง และค่ำ PIC < 0.25 ให้ควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงในระดับที่ต่ ำ ซึ่งจำกผลกำรวิเครำะห์ค่ำ 
PIC ของไพรเมอร์ที่คัดเลือกและน ำมำศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง มีค่ำอยู่ระหว่ำง 0.38 – 0.78 
แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกให้ควำมสำมำรถในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังได้อยู่ในระดับสูง (ตารางที่ 1.5)  

เมื่อวิเครำะห์ค่ำสัมประสิทธ์ิควำมเหมือนทำงพันธุกรรม (similarity coefficient) โดยวิธี Jaccard coefficient index 
พบว่ำ มีค่ำต้ังแต่ 0.10 – 1.00 โดยพันธ์ุที่มีค่ำ similarity coefficient สูงสุดคือ CR17-82 กับ SR18-127, H.P.2 กับ CMR23-17-
276*, CMR23-149-117 กับ (V3 x R) 20-10 กับ (V3 x R) 20-15, CMR25-34-129 กับ CMR29-56-101, CMR25-33-134Q กับ 
CMR25-34-112, CMR24-14-183 กับ CM4955-27, CMR23-26-2 กับ CMR23-20-23Q, MENTEGA กับ Yellow Root กับ 
Wild1 กับ Variegated (green) และ YOLK, RAYONG 5 กับ CMK23-27-30, KU 75 กับCMR31-42-20, HB60 กับSPY, KU 72 
กับ CMR33-38-48, KU50 กับ MCUB23 กับ H.P.5 (CM305-13) กับ SM1186-24 กับ CMR24-89-65, V.30 กับ V. 43, 
MCOL1098 กับ MCOL912B, CMR25-105-47 กับ CMR25-104-42, RAYONG 2 กับ 35-77-22 และ CMR26-65-192 กับ 
CMR26-69-79 และพันธ์ุที่มีค่ำ similarity coefficient ต่ ำสุดคือ HANATEE กับ CMR47-30-8 

 
ตารางที่ 1.5 สรุปอุณหภูมิ (Tm), ขนำดของอัลลีล (bp), จ ำนวนอัลลีลต่อต ำแหน่ง, % polymorphic, ค่ำสังเกตเฮทเทอโรไซโกซิต้ี 

(Ho), ค่ำควำมหลำกหลำยของยีน (He) และค่ำ polymorphism information content (PIC) ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 
270 พันธ์ุ โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR จ ำนวน 16 เครื่องหมำย 

 

Primer / (Locus)
Temperature 

 (OC)

Number of 

Alleles

Number of 

Polymorphic

% 

Polymorphic

Size of 

alleles (bp) 

Mean of 

alleles (bp)

Observed 

heterozygosity 

(Ho)

Gene

Diversity (He)

Polymorphism 

Information 

Contents (PIC)
FAM_SS147 55 4 4 100 100-120 106 0.47 0.48 0.38

FAM_SS148 62 5 5 100 103-118 111 0.24 0.74 0.69

FAM_NS911 55 4 4 100 114-127 258 0.07 0.54 0.48

FAM_SS20 60 8 8 100 124-163 312 0.79 0.81 0.78

HEX_SS59 63 5 5 100 126-162 148 0.48 0.75 0.71

HEX_SS149 62 4 4 100 157-181 172 0.64 0.71 0.66

HEX_SS21 60 5 5 100 161-193 288 0.24 0.62 0.59

HEX_SS151 64 7 7 100 175-217 318 0.46 0.52 0.44

TAMRA_SS141 60 3 3 100 249-262 258 0.61 0.61 0.56

TAMRA_SS51 60 6 6 100 258-298 176 0.74 0.74 0.69

TAMRA_SS4 62 5 5 100 260-289 278 0.27 0.74 0.70

TAMRA_SS177 63 7 7 100 234-270 389 0.65 0.65 0.57

ROX_NS169 64 6 6 100 299-330 312 0.50 0.72 0.68

ROX_SS154 55 4 4 100 310-335 193 0.65 0.67 0.63

ROX_NS945 64 5 5 100 382-401 249 0.79 0.78 0.75

ROX_NS78 64 8 8 100 369-418 393 0.67 0.78 0.75

Mean 60 5.4 100 247.56 0.52 0.68 0.63
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 เมื่อน ำค่ำ similarity matrix ที่ได้มำท ำกำรวิเครำะห์เพ่ือจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (cluster analysis) ด้วยวิธี 
Unweighted pair group method with arithmetic averages (UPGMA) ซึ่ งแสดงผลในรูปแบบของ dendrogram และ
วิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม (genetic relationships) โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc version 2.10e (Rohlf, 2000) พบว่ำ 
สำมำรถจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลังทั้ง 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ประกอบด้วย กลุ่มพันธ์ุไทยซึ่งนิยมน ำมำใช้เป็น
พ่อแม่พันธ์ุในกำรปรับปรุงพันธ์ุ กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุที่มำจำกต่ำงประเทศ (CIAT Core Collection) แบ่งออกได้เป็น 3 
กลุ่มใหญ่ และกลุ่มย่อยอีก 6 กลุ่ม (ภาพที่ 1.9) ดังน้ี  

กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ 1) เกษตรลพบุรี (KLR), MPER325, 56/5, HANATEE, (R x HANATEE) 21-
28Q*, NEPHONGHA, BATHANG, MPER183, MPER281, CMR44-29-12, 01-77-1, CMR49-54-67, CMR23-126-161, CMR28-
05-13, MPAN70, SC5, SC201, MCOL2485, CMK23-67-313, CMH22-77-1, CMR23-08-8, CMR25-32-429Q, CM3299-22, 
RAYONG 1, CR17-82, SR18-127, O.P.608, YOD KHAM, CMK(R x CMC76)21-235, CMR23-17-276*, H.P.2, CMR56-137-
70, (R x V4C) 21-4Q, CMR32-94-121, CMR31-09-71, CMR31-19-14, (V1 x R) 20-15, (V1 x R) 20-20, Golden Yellow, (V1 x 
R) 21-8, (V3 x R) 21-16, SV7-20-3, (R x CMC84) 21-5Q, CMR23-149-117, (V3 x R) 20-10, (V3 x R) 20-15, V.1*, (R x V69) 
21-2Q, SV25-21-1, V.24, MCOL1725, CMR31-06-103, RAYONG 60, CMR25-30-194Q, MBRA12 และ MBRA191 และ 2) 
KATEH, (R x CMC84) 21-1Q, (R x HANATEE) 21-21Q, CMC72, CMC84 และ CMR23-126-17 

กลุ่มที่ 2  เป็นกลุ่มที่มีขนำดใหญ่ที่สุด ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ 1) RAYONG 3, CMR25-34-159, CMR29-56-
101, CMR25-32-502Q, CMR25-33-134Q, CMR25-34-112, CMR23-107-4, CMR25-33-157Q, CMR25-82-88, CMR25-38-
157Q*, CMR23-117-4, CMR29-19-129, CMR23-102-65, MKUC28-71-66, CMR23-113-14, CMR23-126-122, MECU72, CMR23-149-
67, MONTON, CMR25-55-28*, CMR29-60-15, MKUC28-71-67, CMR25-105-128Q, CMR23-149-59, CM4955-27, CMR24-14-
183, CMR23-20-23Q, CMR23-26-2, CMR24-14-1308, CMR23-51-10, CMR23-17-51, CMR24-14-367, CMR23-149-128, CMR33-
18-101, MVEN297A, MENTEGA, YELLOW ROOT, WILD 1, VARIEGATED (GREEN), YOLK, MCOL690, SM302-5, RAYONG 5, 
CMK23-27-30, CMR36-25-67, KU 75, CMR31-42-20, SOIDAO, CMR34-40-43, CMR53-106-24, HB 60, SPY, CMR36-30-329, 
CMR45-27-76 (RAYONG 15), CMR48-35-1, CMR28-72-131, CMR33-35-69, HB 80, CMR34-35-36, CMR49-89-70, CMR37-18-201, 
CMR34-35-54, RAYONG 86-13, RAYONG 72, CMR38-106-32, CMR36-55-166, 27-77-10, KU 72, CMR33-38-48, CMR31-
06-104, CMR35-23-76, CMR34-79-48, CMR35-22-348, CMR35-21-199, CMR35-21-96, CMR42-44-98, CMR36-71-27, 
CMR37-18-63, CMR37-18-189, HB 90, CMR35-26-369, CMR31-37-105, CMR33-35-13, CMR35-123-147, CMR35-91-63, 
CMR46-31-7, CMR30-238-34, RAYONG 7, CMR30-71-25, CMR24-14-317, CMR36-31-381, CMR50-20-2, CMR51-13-14, 
CMR51-04-42, CMR23-84-8, WILD 2, RAYONG 9, CMR30-05-12, OMR29-20-118, CMR34-79-152, CMR35-21-36, CMR32-24-20, 
CMR50-34-80, CMR28-97-31, CMR34-29-66, CMR38-75-52, RAYONG 90, KU 50, MCUB23, H.P.5 (CM305-13), SM1186-24, 
CMR24-89-65, CMR28-67-76, CMR50-13-26, CMR26-08-61, CMR26-08-63, CM523-7, CMR42-01-2, CMR50-20-114, CMR46-30-264, 
OMR53-03-6, CMR47-30-8, CMR51-23-14, CR 19, CMR44-23-34, CMR50-73-6 และ V.22 และ 2) OMR29-27-5, V.30, V.43, 
SMH22-03-1 และ V.14 

กลุ่มที่ 3  ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย ได้แก่ 1) RAYONG 11, CMR49-22-227, CMR48-20-17, CMR47-02-9, CMR50-30-23, 
297, 315, 298, CMR26-14-9, CMR53-87-20, CMR42-16-37, CM681-2, (V1 x R) 21-11, PIRUN 1, PIRUN 2, CMR38-125-
77, CMR51-34-6, CM3299-15, CM3299-14, CMR41-42-3, CMR38-66-1, CMR46-55-23, SC8, CMR51-43-69, CM4049UJ, 
MANOP, MCOL912B, MCOL1098, CMR35-112-1, CMR48-53-48, CMR41-109-72, CMR23-149-118, CMR46-47-137, 
CM407-30, CMR49-54-10, CMR34-44-40, CM3292-18, CMR50-41-1, CMR35-26-303, CMR43-08-89, CMR44-03-57 แ ล ะ 
CM6125-117 และ 2) CM125-22, CM6125-125 และ MCOL22  

กลุ่มที่ 4  ประกอบด้วย SM2277-23, KM98-1, CM323-375, MMEX59* และ MMAL63 
กลุ่มที่ 5  ประกอบด้วย 29-77-5, 29-77-19, CM342-55 และ CMR26-65-13 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



56 
 

กลุ่มที่ 6  ประกอบด้วย CMR41-112-21, SM937-8, CMR25-104-42, CMR25-105-47, CMR23-05-3 และ V.2596 
กลุ่มที่ 7  ประกอบด้วย RAYONG 2, 35-77-22, 36-77-1, CMR23-281-141, CM305-15, CM781-2, CM3306-3, CM4777-2, 

CMR26-69-79, CMR26-65-192, CMR26-72-2, Sriracha 1 และ CMR33-53-181 
กลุ่มที่ 8  ประกอบด้วย GR891 

   กลุ่มที่ 9  ประกอบด้วย CMR26-38-7 และ V.25 
จำกผลกำรจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ พบว่ำ ในประชำกรมัน

ส ำปะหลังกลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย ซึ่งในกลุ่มย่อยที่ 1 พบเป็นกลุ่มพันธ์ุที่มีควำมหลำกหลำยของประชำกรค่อนข้ำงสูง มีทั้ง
พันธ์ุพ้ืนเมืองของไทย เช่น เกษตรลพบุรี และ HANATEE ซึ่งคำดว่ำน ำมำจำกทำงภำคใต้ของไทยผ่ำนมำทำงประเทศมำเลเซีย พันธ์ุ
ลูกผสมซึ่งมีฐำนพันธุกรรมมำจำกประชำกรพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ที่อยู่ภำยในกลุ่มประชำกรเดียวกัน เช่น CMR32-94-121 ((V1 x R) 20-
15 x 27-77-10), CMR49-54-67 (CMR42-44-98 x CM3299-22), (R x V4C) 21-4Q, (V1 x R) 20-15, (V1 x R) 20-20, (V1 x R) 21-8, 
(V3 x R) 21-16, (R x CMC84) 21-5Q, (V3 x R) 20-10, (V3 x R) 20-15, V.1*, (R x V69) 21-2Q, (R x HANATEE) 21-28Q* เป็น
ต้น และพันธ์ุที่รวบรวมได้จำกต่ำงประเทศหรือพันธ์ุที่ได้จำกกำรน ำเมล็ด F1 จำกต่ำงประเทศมำปลูกคัดเลือก เช่น RAYONG 1 
(เมล็ด F1 จำกโคลัมเบีย) , YOD KHAM (สำธำรณรัฐประชำธิปไตยประชำชนลำว CIAT), NEP HONGHA และ BATHANG 
(สำธำรณรัฐสังคมนิยมเวียดนำม CIAT), MCOL1725 และ MCOL2485 (สำธำรณรัฐโคลัมเบีย CIAT), MECU72 (สำธำรณรัฐ
เอกวำดอร์ CIAT), MPER183 กับ MPER281 และ MPER325 (สำธำรณรัฐเปรู CIAT), MBRA12 และ MBRA191 (สำธำรณรัฐ
บรำซิล CIAT), MPAN70 (สำธำรณรัฐปำนำมำ CIAT), SC5 และ SC201 (สำธำรณรัฐจีน CIAT), V.24 (Virgin Island), CM3299-
22 (CIAT Breeding Lines), CR17-82 (สำธำรณรัฐคอสตำริกำ CIAT) และ RAYONG 60 ซึ่งมีพันธ์ุพ่อและพันธ์ุแม่อยู่ภำยในกลุ่ม
ประชำกรน้ีคือ MCOL1684 X R1 ในขณะที่กลุ่มย่อยที่ 2 พบมีทั้งพันธ์ุจำกต่ำงประเทศ ได้แก่ CMC72, CMC84, KATEH (สำธำรณรัฐ
อินโดนีเซีย CIAT) และพันธ์ุลูกผสมที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่อยู่ภำยในกลุ่มประชำกรน้ีเช่นกัน ได้แก่ (R x CMC84) 21-1Q, (R x HANATEE) 
21-21Q, และ CMR23-126-17 

ส ำหรับประชำกรในกลุ่มที่ 2 พบเป็นกลุ่มพันธ์ุที่มีขนำดใหญ่ที่สุด ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย ซึ่งในกลุ่มย่อยที่ 1 พบกลุ่มพันธ์ุ
พ้ืนเมืองของไทย ได้แก่ MONTON และ YELLOW ROOT กลุ่มพันธ์ุลูกผสม CMR25-34-159, CMR29-56-101, CMR25-32-502Q, 
MKUC28-71-66 และ MKUC28-71-67 เป็นต้น และกลุ่มพันธ์ุจำกต่ำงประเทศหรือพันธ์ุที่ได้จำกกำรน ำเมล็ด F1 จำกต่ำงประเทศ
มำปลูกคัดเลือก ได้แก่ RAYONG 3  (เมล็ด F1 จำกโคลัมเบีย (M.MEX55 x M.VEN307)), MVEN297A (สำธำรณรัฐโบลีวำร์แห่ง
เวเนซุเอลำ CIAT), MENTEGA (สำธำรณรัฐประชำธิปไตยติมอร์-เลสเต CIAT), MECU72 (สำธำรณรัฐเอกวำดอร์ CIAT), MCOL690 
(สำธำรณรัฐโคลัมเบีย CIAT), CM4955-27 และ SM302-5 (CIAT Breeding Lines), WILD 1 (CIAT), YOLK (สำธำรณรัฐประชำชน
จีน CIAT) และ VARIEGATED (GREEN) เป็นต้น กลุ่มย่อยที่ 2 พบเป็นกลุ่มที่มีควำมสัมพันธ์ของประชำกรภำยในกลุ่มค่อนข้ำงสูง 
ได้แก่ กลุ่มพันธ์ุไทยที่เกษตรกรนิยมปลูกหรือนิยมน ำมำใช้เป็นพ่อแม่พันธ์ุ ได้แก่ RAYONG 5 (27-77-10 x R 3), RAYONG 7 (CMR30-
71-25 x OMR29-20-118), RAYONG 9 (CMR31-19-23 x OMR29-20-118), CMR45-27-76 (RAYONG 15) (ลูกผสมเปิด KU 50), 
RAYONG 86-13 (R 11 x KU 50), RAYONG 72 (R 1 x R 5), RAYONG 90 (CMC76 x V.43), HB 60  (KU 50 x R 5), HB 80 (R 5 x 
KU 50), HB 90 (ลูกผสมเปิด HB 60), KU 50 (R 1 x R 90), KU 72 (R 5 x OMR29-20-118), KU 75 (R 60 x R 7) กลุ่มพันธ์ุลูกผสม ซึ่ง
ทั้ง 2 กลุ่มพันธ์ุน้ี จะเป็นกลุ่มที่มีกำรจับคู่ผสมพันธ์ุโดยกำรใช้พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ที่อยู่ภำยในกลุ่มประชำกรเดียวกันจึงมีควำมใกล้ชิด
ทำงพันธุกรรมค่อนข้ำงสูง เช่น CMR30-71-25 (R 60 x R 90), CMR31-42-20 (R 5 x R 60), CMR37-18-189 (R 5 x KU 50), 
CMR37-18-201 (R 5 x KU 50) และ CMR49-89-70 (R 5 x R 9) เป็นต้น และกลุ่มพันธ์ุจำกต่ำงประเทศ ได้แก่ 27-77-10 (CIAT 
Breeding Lines), CM523-7, CR 19 (สำธำรณรัฐคอสตำริกำ CIAT), SPY, MCUB23 (สำธำรณรัฐคิวบำ CIAT), H.P.5 (CM305-
13) ( CIAT Breeding Lines), SM1186-24 ( CIAT Breeding Lines), SMH22-03-1 ( CIAT Breeding Lines), WILD 2 (CIAT), 
V.14, V.22, V.30 และ V.43 (Virgin island) 
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 ส ำหรับกลุ่มใหญ่อีกกลุ่มคือ กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย โดยกลุ่มย่อยที่ 1 เป็นกลุ่มพันธ์ุที่มีประชำกรมันส ำปะหลัง
ทั้งพันธ์ุพ้ืนเมืองของไทย ได้แก่ MANOP กลุ่มพันธ์ุไทยที่เกษตรกรนิยมปลูกหรือนิยมน ำมำใช้เป็นพ่อแม่พันธ์ุในกำรปรับปรุงพันธ์ุ 
ได้แก่ RAYONG 11 (R 5 x OMR29-20-118), PIRUN 1 (HB 60 x HANATEE), PIRUN 2 (HB 60 x HANATEE), 297, 315, 298, 
กลุ่มพันธ์ุลูกผสมที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่อยู่ภำยในกลุ่มประชำกรเดียวกัน เช่น CMR46-55-23 (CMR37-18-201 x CM3299-15), 
CMR49-54-10 (CMR42-44-98 x CM3299-15) และ CMR50-30-23 (R 11 x CM3299-15) เป็นต้น และกลุ่มพันธ์ุที่มำจำก
ต่ำงประเทศ ได้แก่ CM407-30, CM681-2, CM3299-15, CM3292-18, CM3299-14, CM4049UJ, CM6125-117, MCOL912B, MCOL1098 
(สำธำรณรัฐโคลัมเบีย CIAT) และ SC8 เป็นต้น และกลุ่มย่อยที่ 2 พบเป็นกลุ่มพันธ์ุที่มำจำกต่ำงประเทศทั้งหมด ได้แก่ CM125-22, 
CM6125-125 และ MCOL22  

เมื่อวิเครำะห์ค่ำ cophenetic correlation (r) พบว่ำ ค่ำ r มีค่ำเท่ำกับ 0.70 ซึ่งเป็นค่ำบวก หมำยควำมว่ำ ค่ำ correlation 
coefficient และค่ำ similarity coefficient มีควำมสัมพันธ์กันแบบทำงเดียวอย่ำงสมบูรณ์ ซึ่งค่ำอยู่ระหว่ำง 0.7 – 0.8 ถือว่ำเป็น
กำรจัดกลุ่มที่มีควำมน่ำเชื่อถืออยู่ในระดับปำนกลำง (Sirithunya et al., 2001) จำกผลกำรจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของ
พันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ทั้ง 16 คู่ไพรเมอร์ สำมำรถจ ำแนกควำมแตกต่ำง
ทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี และพบว่ำมีมันส ำปะหลังบำงพันธ์ุที่ยังไม่สำมำรถจ ำแนกควำมแตกต่ำงออกจำกกันได้ อำทิเช่น 
1) CR17-82 กับ SR18-127, 2) H.P.2 กับ CMR23-17-276*, 3) CMR23-149-117 กับ (V3 x R) 20-10 กับ (V3 x R) 20-15,     
4) CMR25-34-129 กั บ  CMR29-56-101, 5) CMR25-33-134Q กั บ  CMR25-34-112, 6) CMR24-14-183 กั บ  CM4955-27, 7) 
CMR23-26-2 กับ CMR23-20-23Q, 8) MENTEGA กับ Yellow Root กับ Wild1 กับ Variegated (green) กับ YOLK, 9) RAYONG 5 
กับ CMK23-27-30, 10) KU 75 กับ CMR31-42-20, 11) HB60 กับSPY, 12) KU 72 กับ CMR33-38-48, 13) KU50 กับ MCUB23 กับ 
H.P.5 (CM305-13) กับ SM1186-24 กับ CMR24-89-65, 14) V.30 กับ V. 43, 15) MCOL1098 กับ MCOL912B, 16) CMR25-105-47 
กับ CMR25-104-42, 17) RAYONG 2 กับ 35-77-22 และ 18) CMR26-65-192 กับ CMR26-69-79 ซึ่งอำจแปลผลได้ว่ำพันธ์ุ  
มันส ำปะหลังดังกล่ำวอำจจะเป็นพันธ์ุเดียวกัน เน่ืองจำกผลกำรวิเครำะห์ค่ำสัมประสิทธ์ิควำมเหมือนทำงพันธุกรรม (similarity 
coefficient) มีค่ำเท่ำกับ 1 หรือไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมยังไม่สำมำรถแยกพันธ์ุดังกล่ำวออกจำก
กันได้ จึงจ ำเป็นต้องศึกษำและค้นหำเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ิมเติมเพ่ือน ำมำใช้ในกำรจ ำแนกพันธ์ุดังกล่ำวให้มีควำมชัดเจนมำกย่ิงข้ึน 
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ภาพที่ 1.9  แผนภูมิแสดงควำมสัมพันธ์ (Dendrogram) ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ วิเครำะห์โดยใช้โปรแกรม 

UPGMA clustering ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ 

Group 2 

Group 3 

Group 4 

  Group 8 

  Group 9 

Group 5 

Group 6 

Group 7 

Group 1 
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การทดลองที่ 2  การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมที่เก่ียวข้องกับความต้านทานโรคแบคทีเรียลไบลท์ของมันส าปะหลัง         
ด้วยโมเลกุลเครื่องหมายชนิด EST-SSRs 

สรุปผลการด าเนินงาน 

การคัดเลือกและทดสอบประสิทธิภาพเครื่องหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลัง (ด าเนินการปี 2561-2564) 
1.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ จ ำนวน 21 คู่ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรทดสอบควำม

ต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 9 สำยพันธ์ุ และพันธ์ุลูกผสม จ ำนวน 82 พันธ์ุ ในกำรเพ่ิมปริมำณ
ยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ โดยใช้เทคนิค PCR คัดเลือกไพรเมอร์ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ได้ 
จ ำนวน 9 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ MTAI8, MBBR1, MBBR5, MBBR13, MBBR14, MBBR16, MBBR17, MBBR19 และ MEXPX 

2.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ จ ำนวน 31 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ ไพรเมอร์ชนิด EST, ไพรเมอร์ยีนต้ำนทำนแบคทีเรียล
ไบลท์คือ MEXTS และ MTAI8 จ ำนวน 21 ไพรเมอร์ และไพรเมอร์ ชนิด SSRY จ ำนวน 10 ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่
ผ่ำนกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ จ ำนวน 11 สำยพันธ์ุ พบไพรเมอร์ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้จ ำนวน 18 คู่
ไพรเมอร์ ดังน้ี MBBR1, MBBR4, MBBR5, MBBR7, MBBR9, MBBR10, MBBR13, MBBR17 และ SSrY1, SSrY2, SSrY3, SSrY4, 
SSrY5, SSrY6, SSrY7, SSrY8, SSrY9 และ SSrY10 

3.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ 
พบว่ำ มีไพรเมอร์ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ จ ำนวน 5 ไพรเมอร์ ได้แก่ MBBR5, MBBR9, MBBR13, MBBR17 และ SSRY5 
พบมันส ำปะหลังที่มีแนวโน้มต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์สูงกว่ำพันธ์ุอื่น สำมำรถให้แถบดีเอ็นเอของยีนเกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำน
มำกถึง 5 แถบ จ ำนวน 5 สำยพันธ์ุ ได้แก่ CMR 35-112-1, CMR 41-42-3, CMR 41-109-72, CMR 42-16-37 และ MVEN 297A 

4.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ กับกลุ่มพันธ์ุลูกผสม F1 ปี 2558 จ ำนวน 76 สำยพันธ์ุ พบ 
มีไพรเมอร์ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ จ ำนวน 6 ไพรเมอร์ ได้แก่ MBBR4 (667 bp), MBBR5 (664 bp), MBBR9 (609 bp), 
MBBR13 (681 bp), MBBR17 (627 bp) และ SSRY5 (299 bp) ได้พันธ์ุมันส ำปะหลังที่สำมำรถคัดเลือกด้วยไพรเมอร์ EST และ 
SSrY จ ำนวน 17 สำยพันธ์ุ โดยมีมันส ำปะหลัง จ ำนวน 6 สำยพันธ์ุ ที่เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ทั้ง 4 เครื่องหมำย ได้แก่ CMR-58-133-
42, CMR-58-170-55, CMR-58-74-141, CMR-58-177-29, CMR-58-35-28 และ CMR-58-20-106 ซึ่งเป็นพันธ์ุที่มีแนวโน้มควำม
ต้ำนทำนสูงกว่ำพันธ์ุอื่นๆ 

5.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ จ ำนวน 4 ไพรเมอร์ ได้แก่ MBBR9, MBBR13, MBBR17 และ SSRY5 ทดสอบกับ
กลุ่มพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 พันธ์ุ พบไพรเมอร์ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ได้ จ ำนวน 3 ไพรเมอร์ 
ได้แก่ MBBR13, MBBR17 และ SSRY5  

6.  ทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลในกำรเพ่ิมปริมำณยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์
จำกดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 558 พันธ์ุ ประกอบด้วย กลุ่มพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 ตัวอย่ำงพันธ์ุ กลุ่มพันธ์ุ
ลูกผสม F1 จ ำนวน 76 ตัวอย่ำงพันธ์ุ กลุ่มพันธ์ุบริโภค จ ำนวน 144 ตัวอย่ำงพันธ์ุ และกลุ่มพันธ์ุลูกผสมปี 2562 จ ำนวน 138 
ตัวอย่ำงพันธ์ุ ทดสอบกับไพรเมอร์ที่คัดเลือกไว้ จ ำนวน 11 ไพรเมอร์ พบมีเพียง 6 ไพรเมอร์ ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ คือ 
MBBR4 (667 bp), MBBR5 (664 bp), MBBR9 (609 bp), MBBR13 (681 bp), MBBR17 (627 bp), และ SSrY5 (299 bp)  

7.  คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังส ำหรับทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบไหม้ Xanthomonas campestris pv. 
Manihotis ได้จ ำนวน 200 สำยพันธ์ุ วิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ด้วยวิธี Association mapping คัดเลือกมันส ำปะหลังในแปลงอนุรักษ์
พันธ์ุมำ จ ำนวน 162 สำยพันธ์ุ น ำมำปลูกในกระถำง 4 น้ิวในวัสดุปลูกขุยมะพร้ำวจนมีใบจริงจ ำนวน 3 ใบ จึงน ำไปทดสอบฟีโนไทป์
ด้ำนกำรตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค โดยให้คะแนนควำมต้ำนทำนระดับ 0-5 จำกกำรประเมินควำมรุนแรงของอำกำรใบไหม้ 
สำมำรถคัดเลือกมันส ำปะหลังที่มีแนวโน้มให้ควำมต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ จ ำนวน 22 สำยพันธ์ุ 
  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



60 
 

ผลการด าเนินงาน 
การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลและทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายกับพันธ์ุมันส าปะหลัง 
 1. รวบรวมมันส ำปะหลังที่ได้รับกำรทดสอบควำมสำมำรถในกำรต้ำนทำนโรคแล้ว จ ำนวน 11 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 2.1)      
(ภำนุวัฒน์ และคณะ, 2558) และคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม F1 รหัส 58 และพันธ์ุต้ำนทำนปำนกลำงต่อโรคใบไหม้
จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 91 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 2.2) จำกน้ันน ำใบมันส ำปะหลังมำสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี 2% CTAB   
(ภาพที่ 2.2) และตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอ น ำมำเจือจำงให้มีควำมเข้มข้นเหมำะสมส ำหรับท ำพีซีอำร์ต่อไป  

     
ตารางท่ี 2.1 รำยช่ือพ่อแม่พันธุ์มันส ำปะหลังจำกเช้ือพันธุกรรมท่ีต้ำนทำนต่อโรคใบไหม้ จ ำนวน 11 พันธุ์ 

ล าดับ สายพันธุ์ ระดับความต้านทาน ล าดับ สายพันธุ์ ระดับความต้านทาน 
1 MPAP 101 ต้ำนทำนปำนกลำง 7 CM 4574-7 ต้ำนทำนปำนกลำง 
2 MPAR 221 ต้ำนทำนปำนกลำง 8 MPER 593 ต้ำนทำนปำนกลำง 
3 MMEX 17 ต้ำนทำนปำนกลำง 9 MBRA 18 ต้ำนทำนปำนกลำง 
4 MCOL 1736 ต้ำนทำนปำนกลำง 10 R5 ค่อนข้ำงอ่อนแอ 
5 MMAL 38 ต้ำนทำนปำนกลำง 11 R9 ค่อนข้ำงอ่อนเอ 
6 MBRA 781 ต้ำนทำนปำนกลำง    

 
ตารางที่ 2.2  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม F1 จ ำนวน 80 พันธ์ุ จ ำนวน 82 พันธ์ุ และพันธ์ุต้ำนทำนปำงกลำงต่อโรคไหม้ จ ำนวน 9 พันธ์ุ 

ล าดับ สายพันธ์ุ ล าดับ สายพันธ์ุ ล าดับ สายพันธ์ุ ล าดับ สายพันธ์ุ 
1 CMR-58-20-29 24 CMR-58-178-56 47 CMR-58-106-85 70 CMR-58-178-

47 2 CMR-58-74-109 25 CMR-58-180-01 48 CMR-58-07-49 71 CMR-58-177-
29 3 CMR-58-25-14 26 CMR-58-35-64 49 CMR-58-17-05 72 CMR-58-37-20 

4 CMR-58-11-41 27 CMR-58-19-33 50 CMR-58-173-04 73 CMR-58-19-81 
5 OMR-58-45-06 28 CMR-58-193-06 51 CMR-58-74-147 74 CMR-58-69-08 
6 CMR-58-116-03 29 CMR-58-157-84 52 CMR-58-19-26 75 CMR-58-45-84 
7 CMR-58-07-12 30 CMR-58-11-13 53 CMR-58-75-38 76 CMR-58-75-40 
8 CMR-58-76-76 31 OMR-58-54-07 54 CMR-58-07-09 77 CMR-58-51-88 
9 CMR-58-10-22 32 CMR-58-157-120 55 CMR-58-07-01 78 CMR-58-178-

23 10 CMR-58-35-46 33 CMR-58-37-80 56 CMR-58-25-47 79 CMR-58-35-28 
11 CMR-58-35-85 34 CMR-58-11-102 57 CMR-58-170-55 80 CMR-58-20-06 
12 CMR-58-17-14 35 CMR-58-170-53 58 CMR-58-74-141 81 R 9 
13 CMR-58-76-14 36 CMR-58-75-53 59 CMR-58-19-57 82 KU 50 
14 CMR-58-76-29 37 CMR-58-11-22 60 CMR-58-69-09 83 MPAR 101 
15 CMR-58-10-25 38 OMR-58-07-10 61 CMR-58-76-39 84 MPER 221 
16 CMR-58-128-31 39 CMR-58-180-11 62 CMR-58-72-29 85 MMEX 17 
17 OMR-58-20-12 40 CMR-58-37-95 63 CMR-58-144-03 86 MCOL 1736 
18 CMR-58-23-20 41 CMR-58-10-12 64 CMR-58-45-14 87 MMAL 38 
19 CMR-58-10-08 42 CMR-58-11-32 65 CMR-58-177-25 88 MBRA 781 
20 CMR-58-199-01 43 CMR-58-179-12 66 CMR-58-71-67 89 CM 4574-7 
21 CMR-58-133-42 44 CMR-58-170-75 67 CMR-58-35-15 90 MPER 593 
22 CMR-58-75-110 45 CMR-58-75-99 68 CMR-58-75-135 91 MBRA 18 
23 CMR-58-37-49 46 OMR-58-05-19 69 CMR-58-75-119   
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ภาพที่ 2.1  ผลกำรตรวจสอบคุณภำพดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกมันส ำปะหลัง ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรีซิส 
 
2. ค้นหำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนต้ำนทำนโรคใบไหม้ของมันส ำปะหลัง (Cassava bacterial blight, CBB) ชนิด EST 

จำกฐำนข้อมูลออนไลน์ (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) จำกน้ันน ำมำออกแบบไพรเมอร์เพ่ือทดสอบหำยีน
ต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ สำมำรถออกแบบไพรเมอร์จำกยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ได้ จ ำนวน 21 
คู่ไพรเมอร์ โดยเป็นไพรเมอร์ชนิด EST จ ำนวน 19 ไพรเมอร์ และไพรเมอร์ยีนต้ำนทำนแบคทีเรียลไบลท์คือ ไพรเมอร์ MEXTS 
และ MTAI8 และสังเครำะห์ไพรเมอร์ชนิด SSRY เพ่ิมเติมอีก จ ำนวน 10 ไพรเมอร์ รวมทั้งสิ้น 31 คู่ไพรเมอร์  

 
 

Primer MTAI8 Manihot esculenta cultivar MTAI8 cationic peroxidase gene, partial cds 

GenBank: EF645823.1 
LOCUS       EF645823                1211 bp    DNA   linear PLN 23-JUL-2016 

DEFINITION  Manihot esculenta cultivar MTAI8 cationic peroxidase gene, partial cds. 

ACCESSION   EF645823 

VERSION     EF645823.1 

SOURCE      Manihot esculenta (cassava) 

  ORGANISM  Manihot esculenta 

            Eukaryota; Viridiplantae; Streptophyta; Embryophyta; Tracheophyta; 

            Spermatophyta; Magnoliophyta; eudicotyledons; Gunneridae; 

            Pentapetalae; rosids; fabids; Malpighiales; Euphorbiaceae; 

            Crotonoideae; Manihoteae; Manihot. 

REFERENCE   1  (bases 1 to 1211) 

ORIGIN       

        1 gtggagggat gtgagagcat tagaaaggct aaggcattgg tggagagcaa gtgtcctggt 

       61 gttgtatcct gtgcagatat tcttgcaatt gctgccagag attatgtcca cctggtatgc 

      121 ctctgcattt caattcttga tatcccctac tcaatcctta attaactatt tcaaactcta 

      181 gatcttatcc cactcaatca aaacttatta acaatttgga atatattgat ggtaacaaag 

      241 tcctataaat aatccaaagc atagggctgg tttgttgata taagggaaat caaatttctt 

      301 gactgtaggt gaaaatatat gttggggtgc tcatactcat aatgcttcca aagtagaaag 

      361 gtggaaaaag gaagattggt tttgtcattt ttgacaaagt atttataaca aaacaaactc 

      421 ttctaaaagg gcaagaaagt ataaaaaatc attaagtcca tgtgatttga acagctaggt 

      481 tatttgtcct ttgctagaat caatatctct atgaaagtca agaatattaa tcaattaatc 

      541 cttccaaaaa taggaccaat gctgtgaaaa accaaatgcc tcattcactg gtaacatgat 

      601 gagagaacta atagacaata agactggcat ttgacttgta ttggttttct aaatgtctca 

      661 ttcattggta actggatgtg gtcaatgatt tttattttct caaaactgta ctcttttagt 

      721 tattttctgt taggataaca atattattat atgaccccaa taataatcat ttgtattatt 

      781 attaaattag taatttatat tcaaatttct atataaattt tagaaaaatt aactatttag 

      841 atcatgctaa attcattaat cgatcgttca gttttgaaaa atatattaaa atatttttaa 

      901 aatattaaaa tatttttcat aaatctctct aaattttaat ttataaaact cctttttata 

      961 gacctctatt ttcttctaaa taatcctata atggagtgct ctaattccat atgctacatt 

     1021 ttcatgacgc aggcaggggg accttattac caagtgaaga aagggagatg ggatggcaaa 

     1081 atatcaatgg catcaagggt accctataat ctacctcaag caaattcaac cattgatcaa 

     1141 ctactgaagc ttttcaattc caaaggatta acaccacaag atctagtggt tctctcaggt 

     1201 gcacacaatc t 
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ตารางที่ 2.3  แสดงรำยชื่อไพรเมอร์ชนิด EST-SSrs จำกกำรออกแบบไพรเมอร์ยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์   ในมันส ำปะหลัง 
และไพรเมอร์ SSR ที่ใช้ในกำรทดสอบ จ ำนวน 31 คู่ไพรเมอร์ 

ล ำดบั Primer Forward primer Revers primer Size 

(bp) 
ACCESSION 

1 MEXPX CGTCTCCACTTTCATGACTGC GAAACCTACCGTGTGTGCACC 1561 AF078691 

2 MTAI8 GTGGAGGGATGTGAGAGCATTAGA AGATTGTGTGCACCTGAGAGAACC 1211 EF645823 

3 MBBR1 GAAAGATTGAGCCTATATGAT AAGCTTCTTCCGTGTTCTCTA 697 FP051588 

4 MBBR2 TTGAATTATATTCATGTACAA CCGTTGGGAGAAAGACCAACT 682 FP059867 

5 MBBR3 CACGAGGGTTGAATTTCAAAG AGATCAAAATATCTCAAATGT 676 DR998076 

6 MBBR4 CGAATTCCGTTGCTGTCGCAG TTCAATCACCACCCTCCCCGATGAT 667 DT042200 

7 MBBR5 CTTAAAGCATCTATATGTTGAC TGCATGATGTATTCAGAATCTCTT 664 DY640542 

8 MBBR6 ATCATTGAAAGGTTAGGCTCCC GATTTGAACCACCTCATCGTGAA 623 DY654068 

9 MBBR7 ATCGAATTCCGTTGCTGTCGCC ATCATGTGACCCATCATTAGCCC 693 GO500242 

10 MBBR8 ATCGAATTCCGTTGCTGTCGA TCTTATTATCTTTCGAAAGGGGC 623 GO525890 

11 MBBR9 GCCAGCATTTTTTTTTTTTT TCCGTTGCTGTCGGTATCG 609 GO565744 

12 MBBR10 TAATCTACAAACATTGTCAACATT GTAGTTTAGATATAGAGTACGGAGAG 868 FP030363 

13 MBBR11 TCTGTTTAAGTGATGAGATCATAT GAGTCGCAATCTCACCTTTAAA 472 FP045391 

14 MBBR12 TTTCCTGGCAAAACAATATCT CTCATCTGTAAGAGCCTCTGTAT 703 FP059358 

15 MBBR13 TTTAAGGGCAAAACAATATCT TCCTCAATCCCATCTAACTTC 681 FP071698 

16 MBBR14 ACTTTTTTCATCCCACAAACA GTAGTTAAAGATGCCATCAGATTC 630 FP066389 

17 MBBR15 TCAAGCTCTCTTGACGTTTCCT CCAAATACCTAGTATTGGGAGA 669 FP052291 

18 MBBR16 TTCTTCTTCTTGGAATTGTGGA TTGGCTATCAAAGGGAGAGAAC 862 FP028768 

19 MBBR17 ACCAAAGCTTTGTCCTACCAT ATTACCAACGAGTCTGCTAC 627 FP032507 

20 MBBR18 TTTAAGGGCTAAACAATATCTTG CCTTCTAATAACTTCTCATCA 108 FP073410 

21 MBBR19 GGTCAATCTTAGGCATTTAGA CATCTGAAATGTATCAAAGTG 581 FP043053 

22 SSRY1 GCAGCTGCCGCTAATAGTTT CCAAGAGATTGCACTAGCGA 197  

23 SSRY2 TGAAAGCCTGCATTCAAACA TGATGCAGGTAGCAAGGATG 215  

24 SSRY3 CCATCCACTAGAAACTTTAAAAGCA CAACTCAGCGGAGCTTTTTC 220  

25 SSRY4 CCGCTTAACTCCTTGCTGTC CAAGTGGATGAGCTACGCAA 271  

26 SSRY5 CATCGCCAAATCGTCAAGTA TGATGCCATGCATTTCACTT 299  

27 SSRY6 ATCTCAGCTTCCAACTCTTTCAGT CGAAATGCTTGGAGACAGGTATAG 261  

28 SSRY7 AGTTTGCACCACCTTTTTCC TGTCAAGTGATGAGCTGCTG 261  

29 SSRY8 GCTGCAGAATTTGAAAGATGG CAGCTGGAGGACCAAAAATG 287  

30 SSRY9 CGATCTCAGTCGATACCCAAG CACTCCGTTGCAGGCATTA 239  

31 SSRY10 CGCTATTAGAATTGCCAGCAC CGCTTGTTGTATCCATTGGC 249  

  

 การทดสอบหายีนต้านทานโรคไหม้ของมันส าปะหลัง ด้วยเทคนิค PCR 
 เมื่อน ำดีเอ็นเอที่สกัดได้ของพ่อแม่พันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 28 สำยพันธ์ุ มำเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) ปริมำตร 20 ul ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ul, DreamTaq  Green Master Mix 10 
ul, 50 M Primer ด้ำน forward และด้ำน reverse อย่ำงละ 1 ul และน้ ำกลั่นปลอดเชื้อ 7 ul ผสมให้เข้ำกัน จำกน้ันน ำเข้ำเครื่อง 
PCR โปรแกรมที่ใช้ท ำ PCR ประกอบด้วยข้ันตอนต่ำงๆ ดังน้ี pre-denaturation ที่ 94°C (1 นำที) 1 รอบ denaturationที่ 94°C 
(30 วินำที) annealing 50°C (20 วินำที) และ extension ที่ 72°C (50 วินำที) เป็นจ ำนวน35 รอบ และ final extension ที่ 72°C 
(5 นำที) 1 รอบ จำกน้ันตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส โดยกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยดีเอ็นเอ จ ำนวน 20 ชนิด 
สำมำรถคัดเลือกเครื่องหมำยดีเอ็นเอได้ 8 ชนิดคือ MTAI8, MBBR1, MBBR5, MBBR13, MBBR14, MBBR16, MBBR17และ 
MBBR19 (ภาพที่ 2.2) 
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      MTAI8 1-14 = 1211 bp           MTAI8 15-28 = 1211 bp          MBBR1 1-28 = 600 bp 

   
        MBBR5 1-28 = 664 bp           MBBR13 1-28 = 700 bp         MBBR14 1-28 = 630 bp 

   
      MBBR16 1-28 = 862 bp            MBBR19 1-28 = 600 bp          MBBR17 1-28 = 627 bp 

 
ภาพที ่2.2  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลกับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 28 พันธ์ุ 

 
การศึกษาความสัมพันธ์และทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลที่คัดเลือกได้ทั้งหมดกับมันส าปะหลัง 11 พันธุ์ 
เมื่อน ำดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุที่ผ่ำนกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์แล้ว จ ำนวน 11 สำยพันธ์ุ 

(ตารางที่ 2.1) มำเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ร่วมกับไพรเมอร์ช
นิด EST และ SSr จ ำนวน 31 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 2.3) ในปริมำตร 20 ul ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ul, DreamTaq  
Green Master Mix 10 ul, 50 M Primer ด้ำน forward และด้ำน reverse อย่ำงละ 1 ul และน้ ำกลั่นปลอดเชื้อ 7 ul ผสมให้
เข้ำกัน จำกน้ันน ำเข้ำเครื่อง PCR โปรแกรมที่ใช้ท ำ PCR โปรแกรมที่ใช้ท ำ PCR ประกอบด้วยข้ันตอนต่ำงๆ ดังน้ี pre-denaturation 
ที่ 94°C (1 นำที) 1 รอบ denaturationที่ 94°C (30 วินำที) annealing 50°C (20 วินำที) และ extension ที่ 72°C (50 วินำที) เป็น
จ ำนวน 35 รอบ และ final extension ที่ 72°C (5 นำที) 1 รอบ ตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส สำมำรถคัดเลือกไพรเมอร์
ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ ได้จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ โดยเป็นไพร์เมอร์ชนิด EST จ ำนวน 8 ไพรเมอร์ 
และ ไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 10 ไพรเมอร์ (ภาพที่ 2.3) 
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                    MBBR1 Size≈ 697 bp                                  MBBR4 Size≈ 667 bp                                 MBBR5 Size≈ 664 bp 

    
                   MBBR7 Size≈ 693 bp                                   MBBR9 Size≈ 609 bp                                 MBBR10 Size≈ 868 bp 

   
            MBBR13 Size≈ 681 bp                                MBBR17 Size≈ 627 bp                                SSRY1 Size≈ 197 bp 

    
      SSRY2 Size≈ 215 bp                                   SSRY3 Size≈ 220 bp                                  SSRY4 Size≈ 271 bp 

   
                       SSRY5 Size≈ 299 bp                                  SSRY6 Size≈ 261 bp                                  SSRY7 Size≈ 261 bp 

    
                        SSRY8 Size≈ 287 bp                                  SSRY9 Size≈ 239 bp                                SSRY10 Size≈ 239 bp 
 

ภาพที่ 2.3  แสดงผลกำรทดสอบประสิทธิภำพเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์กับพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ จ ำนวน 11 พันธ์ุ 

 
การทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลังลูกผสม 
เมื่อน ำดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสม F1 จ ำนวน 80 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 2.2) ทดสอบกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ

ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) ร่วมกับไพรเมอร์ยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ในมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 คู่
ไพรเมอร์ ในปริมำตร 20 ul ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ul, DreamTaq  Green Master Mix 10 ul, 50 M Primer ด้ำน 
forward และด้ำน reverse อย่ำงละ 1 ul และน้ ำกลั่นปลอดเชื้อ 7 ul ผสมให้เข้ำกัน จำกน้ันน ำเข้ำเครื่อง PCR โปรแกรมที่ใช้ท ำ 
PCR จำกน้ันตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส พบว่ำมีเพียง 5 ไพรเมอร์ ที่สำมำรถเพ่ิมจ ำนวนยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียล
ไบท์ในมันส ำปะหลังคือ ไพรเมอร์ MBBR5, MBBR13, MBBR14, MBBR17 และ MBBR19  
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การทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธุ์ 
ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกได้ จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพ่อแม่

พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง พบว่ำ มี 5 ไพรเมอร์ สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอแล้วได้ขนำดของแถบดีเอ็นเอ
ที่ใกล้เคียงตำมกำรออกแบบ ดังน้ี MBBR13 (681 bp), MBBR5 (664 bp), MBBR9 (609bp), MBBR17 (627bp) และ SSRY5 
(299bp) (ตารางที่ 2.4) และมีมันส ำปะหลังที่มีแนวโน้มต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ โดยพบว่ำสมำรถให้แถบดีเอ็นเอของยีน
เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนมำกถึง 5 เครื่องหมำย จ ำนวน 5 สำยพันธ์ุ ได้แก่ CMR 35-112-1, CMR 41-42-3, CMR 41-109-72, CMR 
42-16-37 และ MVEN 297A 

 
ตารางที่ 2.4  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ 

ล ำดับ ชื่อพันธ์ุ ไพรเมอร์ หมำยเหตุ 
MBBR13  MBBR 5 MBBR 9 MBBR 17 SSRY 5 

1 เกษตรลพบุร ี       เครื่องหมำย  
คือไพรเมอร์ที่
สำมำรถคัดเลือก
ได้  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  

  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
   

2 ระยอง 1      

3 ระยอง 2      

4 ระยอง 3       

5 ระยอง 5       

6 ระยอง 7        

7 ระยอง 9      

8 ระยอง 11      

9 ระยอง 86-13      

10 ระยอง 60       

11 ระยอง 72       

12 ระยอง 90       

13 KU 50        

14 KU 72       

15 KU 75       

16 KU 60        

17 KU 80      

18 พิรุณ 1      

19 พิรุณ 2      

20 CM 3299-15      

21 CR 19      

22 SM 2277-23      

23 CMR 26-08-61      

24 OMR 16-14-9      

25 OMR 29-20-118      

26 CMR 30-71-25      

27 CMR 31-42-20      

28 CMR 32-94-121      

29 CMR 33-38-48      

30 CMR 35-21-199      

31 CMR 35-22-348      

32 CMR 35-112-1     

33 CMR 36-55-166       

34 CMR 37-18-189       

35 CMR 37-18-201       
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ตารางที่ 2.4(ต่อ)  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ 

ล ำดับ ชื่อพันธ์ุ ไพรเมอร์ หมำยเหตุ 
MBBR13  MBBR 5 MBBR 9 MBBR 17 SSRY 5 

36 CMR 38-125-77       เครื่องหมำย  
คือไพรเมอร์ที่
สำมำรถคัดเลือก
ได้  

  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
   

37 CMR 41-42-3     

38 CMR 41-109-72     

39 CMR 41-112-21      

40 CMR 42-01-2       

41 CMR 42-44-98      

42 CMR 42-16-37     

43 CMR 43-08-89      

44 CMR 44-03-57       

45 CMR 44-29-12      

46 CMR 44-23-34       

47 CMR 45-27-76      

48 CMR 46-30-264      

49 CMR 46-31-7      

50 CMR 46-47-137      

51 CMR 46-55-23      

52 CMR 47-02-9      

53 CMR 47-30-8       
54 CMR 48-20-17       

55 CMR 48-35-1      

56 CMR 48-53-48      

57 CMR 49-22-227       

58 CMR 49-54-10      

59 CMR 49-54-67        
60 CMR 49-89-70       

61 CMR 50-20-2       

62 CMR 50-20-114       

63 CMR 50-30-23       

64 CMR 50-34-80      

65 CMR 50-41-1      

66 CMR 50-73-6      

67 CMR 50-13-26        
68 CMR 51-04-42       

69 CMR 51-13-14       

70 CMR 51-23-14       

71 CMR 51-34-6         
72 CMR 51-43-69         
73 CMR 53-87-20         
74 CMR 53-106-24         
75 OMR 53-03-6         
76 มำนพ         
77 สอยดำว         
78 GR 891         
79 KATEH         

 
  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



67 
 

ตารางที่ 4(ต่อ)  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ 

ล ำดับ ชื่อพันธ์ุ ไพรเมอร์ หมำยเหตุ 
MBBR13  MBBR 5 MBBR 9 MBBR 17 SSRY 5 

80 KM 98-1         เครื่องหมำย  
คือไพรเมอร์ที่
สำมำรถคัดเลือก
ได้  

81 MBRA 12       

82 MCOL 912B       

83 MCOL 1098       

84 MCUB 23       

85 MECU 72      

86 MMAL 63      

87 MPER 325       

88 MVEN 297A     

89 NANZHI 199      

90 SC 5       

91 SC 201       

92 V 13     

93 YOD KHAM       

94 MCOL 1752      

95 MPER 183         
96 HANATEE       

97 BATHANG       

98 MCOL 22        

99 MENTEGA         
100 NEP HONGHA       

101 YOLK         
102 297       

103 298       

104 315       

105 456       

 
การทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลังลูกผสม 

 จำกน้ันเก็บรวบรวมใบมันส ำปะหลังลูกผสม F1 ปี 58 จำกแปลงศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง ทั้งหมด 76 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 2.5) 
จำกน้ันน ำใบมำสกัดดีเอ็นเอด้วยกำรใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอและวิธี 2% CTAB แล้ววัดคุณภำพของดีเอ็นเอที่ได้ด้วยเทคนิคอิเล็กโตรโฟรี
ซิส และเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์เพ่ือตรวจสอบควำมเข้มข้นและควำมบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอแล้วน ำมำเจือจำง ให้มีควำมเข้มข้น
เหมำะสมส ำหรับท ำพีซีอำร์ น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มำเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ด้วยเทคนิค polymerase chain 
reaction (PCR) กับไพรเมอร์ จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ ในปริมำตร 20 ul ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบ 1 ul, DreamTaq  Green 
Master Mix 10 ul, 50 M Primer ด้ำน forward และด้ำน reverse อย่ำงละ 1 ul และน้ ำกลั่นปลอดเชื้อ 7 ul ผสมให้เข้ำกัน 
จำกน้ันน ำเข้ำเครื่อง PCR โปรแกรมที่ใช้ท ำ PCR ประกอบด้วยข้ันตอนต่ำงๆ ดังน้ี pre-denaturation ที่ 94°C (1 นำที) 1 รอบ 
denaturationที่ 94°C (30 วินำที) annealing 50°C (20 วินำที) และ extension ที่ 72°C (50 วินำที) เป็นจ ำนวน 35 รอบ และ 
final extension ที่ 72°C (5 นำที) 1 รอบ จำกน้ันตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส  
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ตารางที่ 2.5  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม F1 ปี 58 จ ำนวน 76 พันธ์ุ 

ล าดับ สายพันธุ์ ล าดับ สายพันธุ์ ล าดับ สายพันธุ์ ล าดับ สายพันธุ์ 
1 CMR-58-74-109 20 CMR-58-75-110 39 CMR-58-179-12 58 CMR-58-72-29 
2 CMR-58-25-14 21 CMR-58-37-49 40 CMR-58-170-75 59 CMR-58-144-03 
3 CMR-58-11-41 22 CMR-58-180-01 41 CMR-58-75-99 60 CMR-58-45-14 
4 OMR-58-45-06 23 CMR58-35-64 42 OMR-58-05-19 61 CMR-58-177-25 
5 CMR-58-116-03 24 CMR-58-19-33 43 CMR-58-106-85 62 CMR-58-71-67 
6 CMR-58-07-12 25 CMR-193-06 44 CMR-58-07-49 63 CMR-58-35-15 
7 CMR-58-76-76 26 CMR-58-157-84 45 CMR-58-17-05 64 CMR-58-75-135 
8 CMR-58-10-22 27 CMR-58-11-13 46 CMR-58-173-04 65 CMR-58-75-119 
9 CMR-58-35-46 28 CMR-58-157-120 47 CMR-58-74-147 66 CMR-58-178-47 
10 CMR-58-35-85 29 CMR-58-37-80 48 CMR-58—19-26 67 CMR-58-177-29 
11 CMR-58-17-14 30 CMR-58-11-102 49 CMR-58-75-38 68 CMR-58-37-20 
12 CMR-58-76-29 31 CMR-58-170-53 50 CMR-58-63-70 69 CMR-58-19-81 
13 CMR-58-10-25 32 CMR-58-75-53 51 CMR-58-07-01 70 CMR-58-69-08 
14 CMR-58-128-31 33 CMR-58-11-22 52 CMR-58-25-47 71 CMR-58-45-84 
15 OMR-58-20-12 34 OMR-58-07-10 53 CMR-58-170-55 72 CMR-58-75-40 
16 CMR-58-23-20 35 CMR-58-180-11 54 CMR-58-74-141 73 CMR-58-51-88 
17 CMR-58-10-08 36 CMR-58-37-95 55 CMR-58-19-57 74 CMR-58-178-23 
18 CMR-58-199-01 37 CMR-58-10-12 56 CMR-58-69-09 75 CMR-58-35-28 
19 CMR-58-133-42 38 CMR-58-11-32 57 CMR-58-76-39 76 CMR-58-20-106 

 
 ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกไว้ จ ำนวน 18 คู่ไพรเมอร์ กับมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสม 
F1 ปี 58 จ ำนวน 76 พันธ์ุ พบว่ำ มีไพรเมอร์ จ ำนวน 6 คู่ไพรเมอร์ สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอแล้วได้ขนำดของแถบดีเอ็นเอที่
ใกล้เคียงตำมกำรออกแบบดังน้ี ไพรเมอร์ MBBR13 (681bp), MBBR5 (664bp), MBBR9 (609bp), MBBR17 (627bp), MBBR4 
(667bp) และ SSRY5 (299bp) (ตารางที่ 2.6) และมีมันส ำปะหลังที่มีแนวโน้มต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ โดยพบว่ำสำมำรถให้
แถบดีเอ็นเอของยีนเก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำนมำกถึง 4 เครื่องหมำยโมเลกุล จ ำนวน 6 สำยพันธ์ุ ได้แก่ CMR-58-133-42, CMR-
58-170-55, CMR-58-74-141, CMR-58-177-29, CMR-58-35-28 และ CMR-58-20-10 
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ตารางที่ 2.6  แสดงผลกำรสอบไพรเมอร์กับมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสม F1 จ ำนวน 76 พันธ์ุ 

ล ำดับ พันธ์ุ 
ไพร์เมอร์ 

หมำยเหตุ 
MBBR13 MBBR4 MBBR9 MBBR5 MBBR17 SSrY5 

1 OMR-58-45-06       เครื่องหมำย 
คือ  
ไพรเมอร์ที่
สำมำรถคัดเลือก
ได้ 

2 CMR-58-07-12       
3 CMR-58-76-76       
4 CMR-58-133-42       
5 CMR-58-37-49       
6 CMR-58-11-102       
7 CMR-58-75-53       
8 CMR-58-170-75       
9 CMR-58-170-55       
10 CMR-58-74-141       
11 CMR-58-75-135       
12 CMR-58-178-47       
13 CMR-58-177-29       
14 CMR-58-51-88       
15 CMR-58-178-23       
16 CMR-58-35-28       
17 CMR-58-20-106       

 
การทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลังกลุ่มพันธ์ุอนุรักษ์พันธุ์ไทย 
เมื่อตรวจสอบควำมสัมพันธ์ของเครื่องหมำยโมเลกุลโดยน ำโมเลกุลเครื่องหมำยที่ผ่ำนกำรทดสอบแล้วมำเพ่ิมปริมำณดี

เอ็นเอต้นมันส ำปะหลัง จ ำนวนไม่น้อยกว่ำ 200 ต้น กับไพรเมอร์อย่ำงน้อย 10 คู่ รวมจ ำนวน 2,000 ตัวอย่ำง พบว่ำ ได้ไพรเมอร์ช
นิด EST และ SSr จ ำนวน 4 ไพรเมอร์ ดังน้ี MBBR 9, MBBR 13, MBBR 17 และ SSrY5 จึงน ำไพรเมอร์ดังกล่ำวมำทดสอบกำรเพ่ิม
ปริมำณดีเอ็นเอกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจำกแปลงพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 พันธ์ุ (ตารางที่ 2.7) น ำดีเอ็นเอของมัน
ส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทยที่สกัดได้มำเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction 
(PCR) กับไพรเมอร์จ ำนวน 4 คู่ ตรวจสอบผลด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิส (ภาพที่ 2.4) ผลกำรทดสอบกำรเพ่ิมปริมำณยีนต้ำนทำน
โรคแบคทีเรียลไบท์ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) จำกดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย พบว่ำ 
MBBR 9 ไม่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์, MBBR 13 ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ ≈ 681 bp ทั้งหมด 74 
ตัวอย่ำง, MBBR 17 ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ ≈ 627 bp ทั้งหมด 142 ตัวอย่ำง และ SSrY5 ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ ≈ 299 bp ทั้งหมด 
99 ตัวอย่ำง (ตารางที่ 2.8) 
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MBBR 9 ≈ 609 bp 

 
 

  
 

   
 

 
 

MBBR 13 ≈ 681 bp 

 

 
MBBR 17 ≈ 627 bp 
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SSRY 5 ≈ 299 bp 

 

 
 
ภาพที่ 2.4 แสดงผลกำรทดสอบประสิทธิภำพเครื่องหมำยโมเลกุลกับพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 พันธ์ุ 
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ตารางที่ 2.7  แสดงรำยชื่อมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 ตัวอย่ำง 

ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์
1 CM 125-22 51 CMR 31-06-103 101 H.P. 2 151 MBRA 894 
2 CM 6125-117 52 CMR 25-105-47 102 V.1 152 MCOL 2245 
3 CMR 30-05-12 53 CMR 23-107-4 103 CMR 25-105-128Q 153 CG 1-37 
4 CMR 23-117-4 54 CMR 24-89-65 104 CMR 25-34-159 154 MBRA 12 
5 CM 407-30 55 CMR 2399-14 105 WILD 1 155 MVEN 67 B 
6 CMR 35-26-369 56 CMK 23-27-30 106 SV 7-20-3 156 MMEX 54 
7 CM 3306-3 57 56/5 107 CMR 35-123-147 157 MCOL 802 
8 CMR 25-32-429Q 58 CMR 23-126-17 108 CMR 35-21-36 158 MVEN 183 
9 CMR 26-65-192 59 CMR 23-149-59 109 CMR 36-31-381 159 MCOL 1684 
10 CMR 23-126-161 60 CM 781-2 110 CMR 33-35-13 160 MCOL 1795 
11 CMR 23-149-118 61 CMR 25-32-502Q 111 CMR 34-35-36 161 MECU 183 
12 CMR 25-38-157Q 62 CMR 23-102-65 112 CMR 35-91-63 162 MPER 229 
13 29-77-19 63 CMR 23-149-128 113 CMR 33-53-181 163 MECU 141 A 
14 CMR 28-72-131 64 CMR 25-33-134Q 114 CMR 34-35-54 164 CR 79 
15 SMH 22-03-1 65 (v3 x R) 21-16 115 CMR 34-40-43 165 MBRA 217 
16 CMR 23-113-14 66 CM 4777-2 116 CMR 35-23-76 166 MCUB 16 
17 CM 4049 UJ 67 SC 8 117 CMR 35-22-348 167 MCUB 53 
18 CMR 23-149-67 68 CMR 23-26-2 118 CMR 36-30-329 168 MMAL 42 
19 CMH 22-04-1Q 69 (V1 x R) 21-8 119 CMR 35-112-1 169 MCOL 1132 
20 29-77-5 70 CMR 25-104-42 120 CMR 36-55-166 170 MPER 556 
21 CM 681-2 71 SR 18-127 121 27-77-10 171 MBRA 886 
22 CMR 26-69-79 72 CMR 26-38-7 122 (RxHANATEE) 21-28Q 172 MBRA 698 
23 CMR 25-82-88 73 CMR 25-24-384 123 CMR 23-281-141 173 MBRA 882 
24 CMR 34-44-40 74 MMEX 59 124 CM 523-7 174 MBRA 730 
25 CMK 23-67-313 75 CMR 30-238-34 125 O.P. 608 175 MMAL 29 
26 CMR 23-17-276 76 YELLOW ROOT 126 CMR 23-149-59 176 MVEN 332 
27 CM 3299-22 77 CMR 25-30-194Q 127 35-77-22 177 MCOL 346 
28 CM 6125-125 78 CMK 23-70-3 128 36-77-1 178 MCOL 1062 A 
29 CM 342-55 79 CMR 23-84-8 129 (V1xR) 21-11 179 MMEX 27 
30 01-77-1 80 CMR 23-51-10 130 (V7xR) 21-4Q 180 MBRA 530 
31 CMR 28-05-13 81 SV 25-21-1 131 CMK (RxCMC76)21-235 181 MBRA 416 
32 CMC 84 82 VARIEGATED GREEN 132 MPER 178 182 MECU 187 
33 CMR 23-149-117 83 CMC 72 133 MGUA 41 183 MBRA 461 
34 CMH 22-77-1 84 CMR 35-26-303 134 CR 1 184 MVEN 117 B 
35 CMR 26-65-13 85 CMR 32-94-121 135 MMEX 6 185 MCOL 1467 
36 CMR 31-19-14 86 CMR 35-21-199 136 MBRA 658 186 CMR 29-67-21 
37 CMR 32-24-20 87 CMR 33-35-69 137 MCOL 1466 187 MKUC 28-71-67 
38 CMR 23-281-141 88 CMR 3318-101 138 MCOL 1344 188 35-77-17 
39 SM 937-8 89 CMR 31-06-104 139 SG 455-1 189 CMR 37-18-63 
40 CMR 25-34-112 90 CMR 36-25-67 140 MPER 213 190 ADIRA 4 (6) 
41 CMR 23-20-23Q 91 CMR 34-79-152 141 CM 2777-3 191 35-77-18 
42 VARIEGATED 92 CMR 36-71-27 142 MPRT 19 192 (VxR) 20-27(6) 
43 CMR 23-126-122 93 CMR 23-17-51 143 CM 4574-7 193 SMH 22-19-7 
44 CMR 31-37-105 94 CMR 24-14-1308 144 MVEN 173 194 (CMC76xR) 21-18Q 
45 CMR 34-79-48 95 CMR 23-08-8 145 MPER 212 195 CMR 30-71-25 
46 CMR 26-08-61 96 CMR 24-14-317 146 MCOL 651 B 196 CM 5257-33 
47 (V3 x R) 20-15 97 CM 323-375 147 CM 2766-3 197 CMR 29-56-101 
48 (V3 x R) 20-10 98 มันต้น 148 MPER 349 198 OMR 24-87-34 
49 CMR 25-55-28 99 WILD 2 149 MCOL 1357 199 CMR 25-34-159 
50 SRIRACHA 1 100 CMR 31-09-71 150 MMAL 26 200 CM 4955-27 
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ตารางที่ 2.8  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200ตัวอย่ำง 

ล าดับ ชื่อพันธ์ุ MBBR1
3 

MBBR17 SSRY5 ล าดับ ชื่อพันธ์ุ MBBR13 MBBR17 SSry5 
1 CM 125-22    51 CMR 31-06-103  

  
2 CM 6125-117    52 CMR 25-105-47  

  
3 CMR 30-05-12    53 CMR 23-107-4  

  
4 CMR 23-117-4  

  54 CMR 24-89-65  
  

5 CM 407-30  
  55 CMR 2399-14  

  
6 CMR 35-26-369  

  56 CMK 23-27-30  
  

7 CM 3306-3  
  57 56/5  

  
8 CMR 25-32-429Q  

  58 CMR 23-126-17   
 

9 CMR 26-65-192  
  59 CMR 23-149-59   

 
10 CMR 23-126-161  

  60 CM 781-2    
11 CMR 23-149-118  

  61 CMR 25-32-502Q  
  

12 CMR 25-38-157Q  
  62 CMR 23-102-65  

  
13 29-77-19    63 CMR 23-149-128  

  
14 CMR 28-72-131    64 CMR 25-33-134Q    
15 SMH 22-03-1    65 (v3 x R) 21-16    
16 CMR 23-113-14    66 CM 4777-2     
17 CM 4049 UJ    67 SC 8  

  
18 CMR 23-149-67  

  68 CMR 23-26-2  
  

19 CMH 22-04-1Q  
  69 (V1 x R) 21-8    

20 29-77-5  
  70 CMR 25-104-42   

 
21 CM 681-2    71 SR 18-127   

 
22 CMR 26-69-79    72 CMR 26-38-7   

 
23 CMR 25-82-88    73 CMR 25-24-384   

 
24 CMR 34-44-40  

  74 MMEX 59    
25 CMK 23-67-313    75 CMR 30-238-34  

  
26 CMR 23-17-276    76 YELLOW ROOT  

  
27 CM 3299-22    77 CMR 25-30-194Q    
28 CM 6125-125    78 CMK 23-70-3    
29 CM 342-55  

  79 CMR 23-84-8  
  

30 01-77-1  
  80 CMR 23-51-10  

  
31 CMR 28-05-13  

  81 SV 25-21-1    

32 CMC 84  
  82 VARIEGATED 

GREEN 

 
  

33 CMR 23-149-117    83 CMC 72    

34 CMH 22-77-1  
  84 CMR 35-26-303    

35 CMR 26-65-13  
  85 CMR 32-94-121  

  
36 CMR 31-19-14  

  86 CMR 35-21-199  
  

37 CMR 32-24-20  
  87 CMR 33-35-69    

38 CMR 23-281-141  
  88 CMR 3318-101    

39 SM 937-8  
  89 CMR 31-06-104    

40 CMR 25-34-112  
  90 CMR 36-25-67    

41 CMR 23-20-23Q  
  91 CMR 34-79-152    

42 VARIEGATED  
  92 CMR 36-71-27    

43 CMR 23-126-122  
  93 CMR 23-17-51    

44 CMR 31-37-105  
  94 CMR 24-14-1308    

45 CMR 34-79-48  
  95 CMR 23-08-8    

46 CMR 26-08-61  
  96 CMR 24-14-317  

  
47 (V3 x R) 20-15  

  97 CM 323-375    
48 (V3 x R) 20-10  

  98 มันต้น    
49 CMR 25-55-28  

  99 WILD 2  
  

50 SRIRACHA 1  
  100 CMR 31-09-71    
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ตารางที่ 2.8(ต่อ)  แสดงผลกำรทดสอบไพรเมอร์กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 ตัวอย่ำง 

ล าดับ ชื่อพันธ์ุ MBBR1
3 

MBBR17 SSRY5 ล าดับ ชื่อพันธ์ุ MBBR13 MBBR17 SSry5 
101 H.P. 2    151 MBRA 894  

  
102 V.1    152 MCOL 2245  

  
103 CMR 25-105-

128Q 

 
  153 CG 1-37    

104 CMR 25-34-159  
  154 MBRA 12    

105 WILD 1  
  155 MVEN 67 B    

106 SV 7-20-3    156 MMEX 54    
107 CMR 35-123-147    157 MCOL 802    
108 CMR 35-21-36    158 MVEN 183    
109 CMR 36-31-381    159 MCOL 1684   

 
110 CMR 33-35-13    160 MCOL 1795    
111 CMR 34-35-36    161 MECU 183   

 
112 CMR 35-91-63    162 MPER 229   

 
113 CMR 33-53-181    163 MECU 141 A  

  
114 CMR 34-35-54    164 CR 79  

  
115 CMR 34-40-43    165 MBRA 217    
116 CMR 35-23-76    166 MCUB 16    
117 CMR 35-22-348    167 MCUB 53    
118 CMR 36-30-329    168 MMAL 42  

  
119 CMR 35-112-1  

  169 MCOL 1132   
 

120 CMR 36-55-166    170 MPER 556    
121 27-77-10    171 MBRA 886    
122 (RxHANATEE) 21-

28Q 
  

 172 MBRA 698    

123 CMR 23-281-141   
 173 MBRA 882    

124 CM 523-7  
  174 MBRA 730  

  
125 O.P. 608  

  175 MMAL 29  
  

126 CMR 23-149-59  
  176 MVEN 332  

  
127 35-77-22    177 MCOL 346  

  
128 36-77-1    178 MCOL 1062 A  

  
129 (V1xR) 21-11    179 MMEX 27  

  
130 (V7xR) 21-4Q    180 MBRA 530  

  
131 CMK (RxCMC 76) 

21-235 
   181 MBRA 416   

 
132 MPER 178  

  182 MECU 187    
133 MGUA 41   

 183 MBRA 461    
134 CR 1    184 MVEN 117 B    
135 MMEX 6  

  185 MCOL 1467    
136 MBRA 658  

  186 CMR 29-67-21   
 

137 MCOL 1466  
  187 MKUC 28-71-67    

138 MCOL 1344    188 35-77-17    
139 SG 455-1    189 CMR 37-18-63    
140 MPER 213    190 ADIRA 4 (6)    
141 CM 2777-3    191 35-77-18    
142 MPRT 19    192 (VxR) 20-27(6)   

 
143 CM 4574-7    193 SMH 22-19-7  

  
144 MVEN 173  

  194 (CMC76xR) 21-18Q   
 

145 MPER 212    195 CMR 30-71-25    
146 MCOL 651 B  

  196 CM 5257-33    
147 CM 2766-3  

  197 CMR 29-56-101   
 

148 MPER 349  
  198 OMR 24-87-34  

  
149 MCOL 1357  

  199 CMR 25-34-159    
150 MMAL 26  

  200 CM 4955-27    
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 ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำย จ ำนวน 6 เครื่องหมำย ได้แก่ MBBR10 (868 bp), MBBR12 (703 bp), 
MBBR4 (667 bp), MBBR5 (644 bp), MBBR7 (693 bp), และ MBBR1 (697 bp) กับตัวอย่ำงดีเอ็นเอมันส ำปะหลังจำกแปลงพันธ์ุ
อนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 พันธ์ุ เพ่ือตรวจสอบเครื่องหมำยดีเอ็นเอชนิด EST และ SSrY ให้ได้จ ำนวนเครื่องหมำยเพ่ิมข้ึน ผลกำร
ทดสอบพบว่ำ ไพรเมอร์ MBBR10 (868 bp), MBBR12 (703 bp), MBBR4 (667 bp) ไม่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ ไพรเมอร์ 
MBBR7 (693 bp) ได้แถบดีเอ็นเอเป็นจ ำนวนมำกแต่ไม่ได้แถบดีเอ็นเอตรงตำมขนำดที่ต้องกำรไพรเมอร์ MBBR5 (644 bp) ได้แถบดี
เอ็นเอ ≈ 500 bp และไพรเมอร์ MBBR1 (697 bp) ได้แถบดีเอ็นเอ ≈ 500 bp แสดงดังภำพ 

 

ขนาดแถบดีเอ็นเอไพรเมอร์ MBBR 7 เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus 

  
 

  
 

ขนาดแถบดีเอ็นเอไพรเมอร์ MBBR 5 เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus 

   

  
 

ขนาดแถบดีเอ็นเอไพรเมอร์ MBBR 1 เทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp plus 
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การทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลกับพันธุ์มันส าปะหลังกลุ่มพันธ์ุบริโภคและพันธุ์ลูกผสมปี 2562 
เก็บตัวอย่ำงมันส ำปะหลังลูกผสมที่เป็นพันธ์ุมันบริโภค จ ำนวน 176 พันธ์ุ (ตารางที่ 2.9) และมันส ำปะหลังลูกผสมปี 62 

จ ำนวน 138 พันธ์ุ (ตารางที่ 2.10) รวมทั้งหมด 314 พันธ์ุ น ำใบมันส ำปะหลังมำสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตรวจสอบคุณภำพ
และปริมำณดีเอ็นเอด้วยเครื่องวัด Nano drop 

 
ตารางที่ 2.9  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมที่เป็นพันธ์ุมันบริโภค จ ำนวน 176 พันธ์ุ 

ล าดั
บ 

ชื่อพันธ์ุ ล าดั
บ 

ชื่อพันธ์ุ ล าดับ ชื่อพันธ์ุ ล าดับ ชื่อพันธ์ุ 
1 MPAR25 45 CMRE62-24-80 89 CMRE62-03-15 133 OMRE62-05-08 
2 MBRA158 46 CMRE62-24-108 90 CMRE62-03-8 134 OMRE62-05-01 
3 HB80 47 CMRE62-24-73 91 CMRE62-01-4 135 OMRE62-05-09 
4 KM140 48 CMRE62-24-45 92 CMRE62-06-4 136 OMRE62-05-16 
5 MVEN47 49 CMRE62-24-51 93 CMRE62-24-94 137 OMRE62-05-21 
6 CM4574-7 50 CMRE62-24-34 94 CMRE62-14-7 138 OMRE62-08-23 
7 พิรุณ2 51 CMRE62-24-11 95 CMRE62-06-34 139 OMRE62-08-21 
8 OMR26-14-9 52 CMRE62-22-42 96 CMRE62-06-75 140 OMRE62-01-6 
9 R9 53 CMRE62-07-21 97 CMRE62-07-50 141 OMRE62-01-8 
10 CMR25-32-4290 54 CMRE62-03-30 98 CMRE62-07-78 142 OMRE62-01-10 
11 MCOL22 55 CMRE62-03-31 99 CMRE62-03-20 143 OMRE62-01-16 
12 MBRA792 56 CMRE62-01-5 100 CMRE62-01-19 144 OMRE62-01-18 
13 CM3299-15 57 CMRE62-03-9 101 CMRE62-07-13 145 OMRE62-01-20 
14 OMR29-20-118 58 CMRE62-03-10 102 CMRE62-22-1 146 OMRE62-01-21 
15 MVEN2974 59 CMRE62-02-7 103 CMRE62-07-94 147 OMRE62-01-23 
16 MCOL2331 60 CMRE62-02-11 104 CMRE62-18-14 148 OMRE62-01-37 
17 YOLK 61 CMRE62-03-35 105 CMRE62-06-9 149 OMRE62-01-39 
18 R72 62 CMRE62-03-36 106 CMRE62-24-87 150 OMRE62-01-54 
19 Wild1 63 CMRE62-06-7 107 CMRE62-24-23 151 OMRE62-01-67 
20 KU50 64 CMRE62-07-93 108 CMRE62-03-12 152 OMRE62-01-77 
21 Hanatee 65 CMRE62-22-10 109 OMRE62-03-38 153 OMRE62-01-96 
22 MCOL1466 66 CMRE62-22-5 110 OMRE62-03-27 154 OMRE62-01-104 
23 พิรุณ2 67 CMRE62-22-3 111 OMRE62-03-16 155 OMRE62-01-121 
24 MBRA534 68 CMRE62-18-17 112 OMRE62-03-19 156 OMRE62-01-123 
25 MENTEGA 69 CMRE62-18-9 113 OMRE62-03-22 157 OMRE62-04-63 
26 HB60 70 CMRE62-14-4 114 OMRE62-03-21 158 OMRE62-04-54 
27 SG455-1 71 CMRE62-14-6 115 OMRE62-03-20 159 OMRE62-04-46 
28 R5 72 CMRE62-07-68 116 OMRE62-03-23 160 OMRE62-04-44 
29 MVEN204 73 CMRE62-24-104 117 OMRE62-03-26 161 OMRE62-04-40 
30 MUSA8 74 CMRE62-19-19 118 OMRE62-02-29 162 OMRE62-04-35 
31 CR1 75 CMRE62-14-1 119 OMRE62-02-32 163 OMRE62-04-37 
32 Hanatee 76 CMRE62-01-26 120 OMRE62-02-45 164 OMRE62-04-23 
33 CMRE62-02-9 77 CMRE62-22-34 121 OMRE62-02-69 165 OMRE62-04-25 
34 CMRE62-06-16 78 CMRE62-24-86 122 OMRE62-09-23 166 OMRE62-04-26 
35 CMRE62-22-23 79 CMRE62-25-1 123 OMRE62-09-01 167 OMRE62-04-28 
36 CMRE62-22-29 80 CMRE62-06-3 124 OMRE62-09-15 168 OMRE62-04-20 
37 CMRE62-07-41 81 CMRE62-03-18 125 OMRE62-05-51 169 OMRE62-04-19 
38 CMRE62-07-18 82 CMRE62-07-12 126 OMRE62-05-49 170 OMRE62-04-17 
39 CMRE62-06-11 83 CMRE62-17-9 127 OMRE62-05-45 171 OMRE62-04-15 
40 CMRE62-07-9 84 CMRE62-07-53 128 OMRE62-05-43 172 OMRE62-04-11 
41 CMRE62-06-65 85 CMRE62-07-6 129 OMRE62-05-38 173 OMRE62-04-10 
42 CMRE62-02-4 86 CMRE62-06-49 130 OMRE62-05-34 174 OMRE62-04-06 
43 CMRE62-22-19 87 CMRE62-13-11 131 OMRE62-05-32 175 OMRE62-04-04 
44 CMRE62-06-37 88 CMRE62-05-4 132 OMRE62-05-26 176 OMRE62-04-02 
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ตารางที่ 2.10  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม ปี 2562 จ ำนวน 138 พันธ์ุ  

ล าดับ ชื่อพันธุ์ ล าดับ ชื่อพันธุ์ ล าดับ ชื่อพันธุ์ ล าดับ ชื่อพันธุ์ 
1 CMR-62-79-3 36 CMR-62-79-48 71 CMR-62-79-97 106 CMR-62-79-143 
2 CMR-62-79-4 37 CMR-62-79-50 72 CMR-62-79-98 107 CMR-62-79-144 
3 CMR-62-79-5 38 CMR-62-79-51 73 CMR-62-79-100 108 CMR-62-79-145 
4 CMR-62-79-6 39 CMR-62-79-52 74 CMR-62-79-101 109 CMR-62-79-147 
5 CMR-62-79-7 40 CMR-62-79-53 75 CMR-62-79-102 110 CMR-62-79-148 
6 CMR-62-79-8 41 CMR-62-79-55 76 CMR-62-79-104 111 CMR-62-79-149 
7 CMR-62-79-9 42 CMR-62-79-56 77 CMR-62-79-105 112 CMR-62-79-150 
8 CMR-62-79-10 43 CMR-62-79-57 78 CMR-62-79-107 113 CMR-62-79-151 
9 CMR-62-79-11 44 CMR-62-79-59 79 CMR-62-79-108 114 CMR-62-79-152 
10 CMR-62-79-12 45 CMR-62-79-61 80 CMR-62-79-109 115 CMR-62-79-153 
11 CMR-62-79-14 46 CMR-62-79-62 81 CMR-62-79-110 116 CMR-62-79-154 
12 CMR-62-79-17 47 CMR-62-79-63 82 CMR-62-79-111 117 CMR-62-79-155 
13 CMR-62-79-19 48 CMR-62-79-65 83 CMR-62-79-112 118 CMR-62-79-157 
14 CMR-62-79-21 49 CMR-62-79-67 84 CMR-62-79-114 119 CMR-62-79-158 
15 CMR-62-79-22 50 CMR-62-79-70 85 CMR-62-79-116 120 CMR-62-79-159 
16 CMR-62-79-23 51 CMR-62-79-71 86 CMR-62-79-117 121 CMR-62-79-160 
17 CMR-62-79-24 52 CMR-62-79-72 87 CMR-62-79-118 122 CMR-62-79-161 
18 CMR-62-79-25 53 CMR-62-79-73 88 CMR-62-79-119 123 CMR-62-79-162 
19 CMR-62-79-26 54 CMR-62-79-76 89 CMR-62-79-120 124 CMR-62-79-163 
20 CMR-62-79-28 55 CMR-62-79-77 90 CMR-62-79-121 125 CMR-62-79-164 
21 CMR-62-79-31 56 CMR-62-79-78 91 CMR-62-79-122 126 CMR-62-79-165 
22 CMR-62-79-32 57 CMR-62-79-79 92 CMR-62-79-123 127 CMR-62-79-166 
23 CMR-62-79-33 58 CMR-62-79-81 93 CMR-62-79-126 128 CMR-62-79-167 
24 CMR-62-79-34 59 CMR-62-79-84 94 CMR-62-79-127 129 CMR-62-79-168 
25 CMR-62-79-35 60 CMR-62-79-85 95 CMR-62-79-129 130 CMR-62-79-169 
26 CMR-62-79-36 61 CMR-62-79-86 96 CMR-62-79-130 131 CMR-62-79-170 
27 CMR-62-79-37 62 CMR-62-79-87 97 CMR-62-79-131 132 CMR-62-79-173 
28 CMR-62-79-39 63 CMR-62-79-88 98 CMR-62-79-134 133 CMR-62-79-174 
29 CMR-62-79-40 64 CMR-62-79-90 99 CMR-62-79-135 134 CMR-62-79-175 
30 CMR-62-79-41 65 CMR-62-79-91 100 CMR-62-79-136 135 CMR-62-79-176 
31 CMR-62-79-42 66 CMR-62-79-92 101 CMR-62-79-137 136 CMR-62-79-177 
32 CMR-62-79-43 67 CMR-62-79-93 102 CMR-62-79-138 137 CMR-62-79-178 
33 CMR-62-79-44 68 CMR-62-79-94 103 CMR-62-79-139 138 CMR-62-79-179 
34 CMR-62-79-45 69 CMR-62-79-95 104 CMR-62-79-141   
35 CMR-62-79-46 70 CMR-62-79-96 105 CMR-62-79-142   

 
ทดสอบควำมแม่นย ำของเครื่องหมำยโมเลกุล ท ำกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอำร์กับไพรเมอร์ ชนิด EST และ SSr 

ที่ออกแบบและคัดเลือกแล้วกับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังพันธ์ุบริโภค จ ำนวน 144 พันธ์ุ และพันธ์ุลูกผสมปี 62 จ ำนวน 138 พันธ์ุ โดยใช้
ไพรเมอร์ SSrY5 พบว่ำ สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอแล้วได้ขนำดของแถบดีเอ็นเอที่ใกล้เคียงตำมกำรออกแบบคือ 299 bp     
(ภาพที่ 2.5 และ ภาพที่ 2.6)   
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ภาพที่ 2.5  ผลกำรตรวจสอบขนำดแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสกับพันธ์ุมันส ำปะหลังบริโภค 

 

    

   

  
 

ภาพที่ 2.6  ผลกำรตรวจสอบขนำดแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเลคโทรโฟรีซิสกับพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมปี 2562 
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วิเคราะห์แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏและประเมินความใช้ได้ของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพ่ิมเติม 
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ท ำกำรคัดเลือกมันส ำปะหลัง 200 สำยพันธ์ุ ส ำหรับน ำมำปลูกทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบไหม้ Xanthomonas 

campestris pv. Manihotis จ ำนวน 200 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 2.11)  
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ตารางที่ 2.11  แสดงผลกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลัง 200 สำยพันธ์ุ 

ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์ ล าดบั ชื่อพันธุ ์
1 เกษตรลพบุรี 51 CMR-58-74-141 101 H.P. 2 151 MBRA 894 
2 ระยอง 1 52 CMR-58-177-29 102 V.1 152 MCOL 2245 
3 ระยอง 2 53 CMR-58-35-28 103 CMR 25-105-128Q 153 CG 1-37 
4 ระยอง 9 54 CMR-58-20-106 104 CMR 25-34-159 154 MBRA 12 
5 ระยอง 11 55 CMR-58-133-42 105 WILD 1 155 MVEN 67 B 
6 ระยอง 86-13 56 CMK 23-27-30 106 SV 7-20-3 156 MMEX 54 
7 KU 80 57 56/5 107 CMR 35-123-147 157 MCOL 802 
8 พิรุณ 1 58 CMR 23-126-17 108 CMR 35-21-36 158 MVEN 183 
9 พิรุณ 2 59 CMR 23-149-59 109 CMR 36-31-381 159 MCOL 1684 
10 CR 19 60 CM 781-2 110 CMR 33-35-13 160 MCOL 1795 
11 SM 2277-23 61 CMR 25-32-502Q 111 CMR 34-35-36 161 MECU 183 
12 CMR 26-08-61 62 CMR 23-102-65 112 CMR 35-91-63 162 MPER 229 
13 OMR 16-14-9 63 CMR 23-149-128 113 CMR 33-53-181 163 MECU 141 A 
14 OMR 29-20-118 64 CMR 25-33-134Q 114 CMR 34-35-54 164 CR 79 
15 CMR 30-71-25 65 (v3 x R) 21-16 115 CMR 34-40-43 165 MBRA 217 
16 CMR 31-42-20 66 CM 4777-2 116 CMR 35-23-76 166 MCUB 16 
17 CMR 32-94-121 67 SC 8 117 CMR 35-22-348 167 MCUB 53 
18 CMR 33-38-48 68 CMR 23-26-2 118 CMR 36-30-329 168 MMAL 42 
19 CMR 35-21-199 69 (V1 x R) 21-8 119 CMR 35-112-1 169 MCOL 1132 
20 CMR 35-22-348 70 CMR 25-104-42 120 CMR 36-55-166 170 MPER 556 
21 CMR 35-112-1 71 SR 18-127 121 27-77-10 171 MBRA 886 
22 CMR 38-125-77 72 CMR 26-38-7 122 (RxHANATEE) 21-28Q 172 MBRA 698 
23 CMR 41-42-3 73 CMR 25-24-384 123 CMR 23-281-141 173 MBRA 882 
24 CMR 41-109-72 74 MMEX 59 124 CM 523-7 174 MBRA 730 
25 CMR 41-112-21 75 CMR 30-238-34 125 O.P. 608 175 MMAL 29 
26 CMR 42-44-98 76 YELLOW ROOT 126 CMR 23-149-59 176 MVEN 332 
27 CMR 42-16-37 77 CMR 25-30-194Q 127 35-77-22 177 MCOL 346 
28 CMR 43-08-89 78 CMK 23-70-3 128 36-77-1 178 MCOL 1062 A 
29 CMR 44-29-12 79 CMR 23-84-8 129 (V1xR) 21-11 179 MMEX 27 
30 CMR 45-27-76 80 CMR 23-51-10 130 (V7xR) 21-4Q 180 MBRA 530 
31 CMR 46-30-264 81 SV 25-21-1 131 CMK (RxCMC 76) 21-235 181 MBRA 416 
32 CMR 46-31-7 82 VARIEGATED GREEN 132 MPER 178 182 MECU 187 
33 CMR 46-47-137 83 CMC 72 133 MGUA 41 183 MBRA 461 
34 CMR 46-55-23 84 CMR 35-26-303 134 CR 1 184 MVEN 117 B 
35 CMR 47-02-9 85 CMR 32-94-121 135 MMEX 6 185 MCOL 1467 
36 CMR 47-30-8 86 CMR 35-21-199 136 MBRA 658 186 CMR 29-67-21 
37 CMR 48-35-1 87 CMR 33-35-69 137 MCOL 1466 187 MKUC 28-71-67 
38 CMR 48-53-48 88 CMR 3318-101 138 MCOL 1344 188 35-77-17 
39 CMR 49-54-10 89 CMR 31-06-104 139 SG 455-1 189 CMR 37-18-63 
40 CMR 50-34-80 90 CMR 36-25-67 140 MPER 213 190 ADIRA 4 (6) 
41 CMR 50-41-1 91 CMR 34-79-152 141 CM 2777-3 191 35-77-18 
42 CMR 50-73-6 92 CMR 36-71-27 142 MPRT 19 192 (VxR) 20-27(6) 
43 MECU 72 93 CMR 23-17-51 143 CM 4574-7 193 SMH 22-19-7 
44 MMAL 63 94 CMR 24-14-1308 144 MVEN 173 194 (CMC76xR) 21-18Q 
45 MVEN 297A 95 CMR 23-08-8 145 MPER 212 195 CMR 30-71-25 
46 NANZHI 199 96 CMR 24-14-317 146 MCOL 651 B 196 CM 5257-33 
47 MCOL 1752 97 CM 323-375 147 CM 2766-3 197 CMR 29-56-101 
48 (V3 x R) 20-10 98 มันต้น 148 MPER 349 198 OMR 24-87-34 
49 CMR-58-133-42 99 WILD 2 149 MCOL 1357 199 CMR 25-34-159 
50 CMR-58-170-55 100 CMR 31-09-71 150 MMAL 26 200 CM 4955-27 
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น ำโมเลกุลเครื่องหมำยที่ผ่ำนกำรทดสอบแล้วมำเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอต้นมันส ำปะหลังที่ได้รับกำรปลูกเชื้อแบคทีเรียสำเหตุ
โรคใบไหม้ XAM และทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกไว้กับมันส ำปะหลังที่เก็บรวบรวมไว้อย่ำงน้อย 100 สำยพันธ์ุโดยกำร
ท ำปฏิกิริยำ PCR และตรวจแถบดีเอ็นเอที่ปรำกฏ 

 

SSRY 5 ≈ 299 bp 

  

  

  
 

คัดเลือกมันส ำปะหลัง 200 สำยพันธ์ุ จำกเทคนิค genotyping ในห้องปฏิบัติกำร น ำรำยชื่อที่คัดเลือกได้ ไปติดตำมกำร
ปลูกอนุรักษ์ในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุมันส ำปะหลัง ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองแล้วคัดเลือต้นพันธ์ุที่มีลักษณะดีมำ จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ 
ส ำหรับน ำไปทดสอบกับเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรคใบไหม้   
         เตรียมปลูกทดสอบกำรเกิดโรคแบคทีเรียลไบลท์กบัเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis 
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ตารางที่ 2.12 แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลงัในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุ 
CIAT ที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis 

ล าดับที่ ต าแหน่ง ช่ือพันธุ ์ ผลการทดสอบเชื้อ หมายเหตุ 
1 2-11 CMR 32-9-121 4  
2 4-8 MCOL 1467 4  
3 4-10 MCOL 1344 4  
4 4-11 CMR 35-112-1 4  
5 5-5 MMEX 6 4  
6 5-11 CR 19 4  
7 7-4 MBRA 886 4  
8 8-4 MMEX 54 4  
9 10-10 MCOL1466 4  
10 11-3 MMAL 26 4  
11 11-4 MBRA698 4  
12 11-9 CM 2766-3 4  
13 11-10 MBRA 416 4  
14 12-2 MPAN 70 4  
15 12-3 MBRA 461 4  
16 16-7 MCOL 346 4 DEAD 
17 18-5 MCUB 53 4  
18 20-1 MPTR 8 4  
19 20-7 MCOL 802 4 *47-7 
20 20-9 MBRA 698 5  
21 22-1 MMAL 29 4  
22 22-5 MPER 212 4  
23 23-8 MBRA 658 4  
24 24-11 CMR 24-14-1308 4  
25 25-7 MPER 556 4 ** 
26 26-6 CR 1 4  
27 26-7 MPER 349 L 4 ** 
28 27-6 MBRA894 4  
29 27-10 MMEX 27 5  
30 29-11 MVEN 73 4  
31 30-9 MBRA 242 4  
32 31-5 MECU 141 A 4  
33 33-7 MPTR 19 4  
34 33-9 MVEN 332 4  
35 33-10 5G 455-1 4  
36 37-7 MPER 178 4  
37 38-7 MBRA 882 4  
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ตารางที่ 2.12(ต่อ) แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลงัในแปลงอนุรักษ์
พันธ์ุ CIAT ที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis 

ล าดับที่ ต าแหน่ง ชื่อพันธุ์ ผลการทดสอบเชื้อ หมายเหตุ 
38 38-11 CR 19 4  
39 39-7 MMEX 27 5  
40 39-9 MCUB 16 4  
41 39-10 MMAL 63 4  
42 39-11 MPER 229 4  
43 40-2 MBRA 882 5  
44 41-6 MBRA 698 4  
45 42-4 MCOL 40 4  
46 42-7 MMEX 54 5  
47 44-2 CG 1-37 4  
48 44-5 CM 2766-3 4  
49 45-2 CM 4574-7 4  
50 45-7 MBRA 530 5  
51 45-9 CM 4777-2 4  
52 46-4 MCOL 2245 4  
53 46-6 MVEN 67 B 4  
54 47-7 MCOL 802 4 • 20-7 
55 47-9 MPER 213 5  
56 49-1 MVEN 204 4  
57 49-10 MVEN 332 3  
58 51-11 CM 2766-3 3  
59 52-1 MBRA 461 5  
60 52-9 MPER 613 3  
61 54-3 MCOL 802 2  
62 55-1 MCOL 2192 4  
63 55-5 MPER 349 4  
64 56-2 MPER 213 4  
65 56-4 MBRA 242 5  
66 58-1 MBRA 730 3  
67 58-2 MCOL 1752 4  
68 58-9 MBRA 217 4  
69 58-10 MECU 72 5  
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ตารางที่ 2.13  แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลังในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุไทย
และลูกผสม ที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis  

ล าดับที่ ต าแหน่ง ชื่อสายพันธุ ์ ผลการทดสอบเชื้อ หมายเหตุ 
1 1-1 R1 4  
2 1-2 CMR 36-30-329 4  
3 1-5 CMR 36-25-67 4  
4 1-8 35-77-18 4  
5 2-1 R 2 4  
6 2-4 CMR 23-08-8 3  
7 2-5 CMR 33-35-69 3  
8 2-6 CMR 31-42-20 3  
9 2-7 MMEX 59 5  
10 2-8 CMR 33-18-101 4  
11 5-3 CMR 26-08-61 4  
12 5-5 CMR 38-125-77 5  
13 5-6 OMR 24-87-34 4  
14 6-2 CMR 31-09-71 4  
15 6-4 (V7 X R) 21-4Q 3  
16 7-1 R 11 4  
17 7-2 CMR 31-06-104 3  
18 7-3 CMR 35-26-303 4  
19 7-5 CMR 23-102-65 4  
30 7-6 CMR 34-40-43 4  
31 7-7 CMR 26-38-7 4  
32 8-1 R 86-13 5  
33 8-2 CMR 23-17-51 4  
34 9-5 CMR 35-21-199 4  
35 9-7 CMR 30-71-25 4  
36 10-3 CM 323-75 3  
37 10-6 O.P. 608 4  
38 10-8 CMR 23-84-8 5  
39 11-3 CMC 72 4  
40 11-4 YELLOW ROOT 3  
41 11-5 CMR 23-26-2 4  
42 11-7 CMR 37-18-63 4  
43 11-8 CMR 23-51-10 4  
44 12-7 CMR 30-238-34 4  
45 13-2 SR 18-127 4  
46 13-6 CMR 34-79-152 3  
47 13-8 ADIRA 4 3  
48 14-6 CMR 34-35-54 4  
49 15-2 NANZHI 199 3  
50 15-4 27-77-10 3  
51 16-5 CMR 35-123-147 5  
52 16-7 CMR 35-19-129 4  
53 17-1 พิรุณ 1 4  
54 17-4 CM523-7 4  
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ตารางที่ 2.13(ต่อ) แสดงผลกำรคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังและกำรทดสอบกำรเกิดโรคของมันส ำปะหลังในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุไทย
และลูกผสม ที่น ำมำทดสอบกับเชื้อ Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis  

ล าดับที่ ต าแหน่ง ชื่อสายพันธุ ์ ผลการทดสอบเชื้อ หมายเหตุ 
55 18-1 พิรุณ 2 4  
56 18-2 CMR 35-22-348 5  
57 18-3 CMR 23-126-17 4  
58 18-4 CMR 33-38-48 4  
59 18-5 CMR 35-23-76 4  
60 18-6 CMR 23-281-141 4  
61 18-8 MKUC 28-71-67 4  
62 19-2 CMR 35-21-36 3  
63 19-4 (R x HANATEE)21-28Q 3  
64 19-5 Wild 1 5  
65 20-5 (V3x R) 20-10 3  
66 20-6 H.P.2 - DEAD 
67 21-1 36-77-1 3  
68 21-2 CMR 36-71-27 4  
69 21-4 CMR 23-149-59 4  
70 21-5 (CMC 76 x R)21-18 Q 4  
71 21-8 MBRA 12 5  
72 22-2 CMR 25-105-128Q 4  
73 22-3 CMR 25-104-42 4  
74 23-1 CMR 29-67-21 4  
75 23-2 (V1xR) 21-8 3  
76 24-7 CMR 25-34-159 5  
77 24-8 SMH 22-19-7 3  
78 25-2 SV 25-21-1 3  
79 26-4 SV 7-20-3 3  
80 27-1 CMR 25-30-194Q 4  
81 27-6 CMR 25-33-134Q  - ตำย 
82 28-1 OMR 29-20-118 3  
83 28-2 CMR 34-35-36 5  
84 28-7 MMEX 59 4  
85 29-4 CMR 29-56-101 5  
86 29-5 CMR 33-53-181 4  
87 30-1 CMK 23-27-30 4  
88 30-2 56/5 4  
89 30-4 CMR 24-14-317 3  
90 30-5 CMR 36-31-381 4  
91 31-2 Variegate (green) 4  
92 32-1 ADIRA 4 5  
93 32-2 CM 5257-33 3  

หมายเหตุ: กำรจัดระดับควำมต้ำนทำนโรคมีเกณฑ์กำรให้คะแนนดังน้ี 
ระดับควำมต้ำนทำนโรค 5  ไม่พบอำกำรโรคใบไหม ้ ระดับควำมต้ำนทำนโรค 4  พบอำกำรโรคใบไหม้เล็กน้อย 
ระดับควำมต้ำนทำนโรค 3  พบอำกำรโรคใบไหม้ปำนกลำง ระดับควำมต้ำนทำนโรค 2  พบอำกำรโรคใบไหม้ค่อนข้ำงมำก 
ระดับควำมต้ำนทำนโรค 1  พบอำกำรโรคใบไหม้มำก 
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การทดลองที่ 3  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์มันส าปะหลังต้านทานโรคใบด่าง Cassava Mosaic Disease (CMD)  
สรุปผลการด าเนินงาน 
ด ำเนินกำรปี 2561  
      กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 9 เครื่องหมำย ได้แก่ RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R, EST-K, Ex2-78, Ex2-157 
และ Ex3-128 ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำง จ ำนวนที่ทดสอบ 100 พันธ์ุ พบพันธ์ุมันส ำปะหลัง candidate 
จ ำนวน 7 พันธ์ุ ที่แสดงแถบดีเอ็นเอและมีล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำนโรคใบด่ำง TME3 ซึ่งได้แจ้งผลให้ศูนย์วิจัย
พืชไร่ระยองทรำบแล้วเพ่ือท ำกำรทดสอบควำมต้ำนทำนกับเชื้อโรคจริง และใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ในกระบวนกำรปรับปรุงพันธ์ุ 
 

ด ำเนินกำรปี 2562  
      กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 9 เครื่องหมำย ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำง จ ำนวน 150 พันธ์ุ พบพันธ์ุ
มันส ำปะหลัง candidate จ ำนวน 7 พันธ์ุ ที่แสดงแถบดีเอ็นเอและมีล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำนโรคใบด่ำง TME3 
ซึ่งได้แจ้งผลให้ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองทรำบแล้วเพ่ือท ำกำรทดสอบควำมต้ำนทำนกับเชื้อโรคจริง และใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ใน
กระบวนกำรปรับปรุงพันธ์ุ 
 

ด ำเนินกำรปี 2563  
      กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 9 เครื่องหมำย ในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมต้ำนทำนโรคใบด่ำง จ ำนวน 251 ต้น (สำยพันธ์ุ) 
พบลูกผสม candidate จ ำนวน 46 ต้น ที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือเหมือนกับพันธ์ุ candidate ที่ใช้
เป็นพันธ์ุพ่อแม่ในทั้งเครื่องหมำย RME1 และ NS158 ซึ่งอยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 เป็นอันดับที่ 1 และ 2 ตำมล ำดับ โดยพบลูกผสม 
จ ำนวน 13 ต้น ที่มีแถบดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย ได้แก่               
(1) CMR 60-36-5 (2) CMR 60-48-26 (3) CMR 60-48-69 (4) CMR 61-42-04 (5) CMR 61-42-06 (6) CMR 61-42-10          
(7) CMR 61-42-44  (8) CMR 61-97-01 (9) CMR 61-97-04 (10) CMR 61-97-05 (11) CMR 61-97-08 (12) CMR 61-97-13  
(13) CMR 62-60-21 
 

ด ำเนินกำรปี 2564   
      กำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสมและพันธ์ุต้ำนทำนจำก IITA รวมทั้งสิ้น 401 ต้น ท ำกำรทดสอบกับเครื่องหมำย 
RME1 และ NS158 ซึ่งอยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 เป็นอันดับที่ 1 และ 2 ตำมล ำดับ พบลูกผสมและพันธ์ุ candidate จ ำนวน 64 ต้น
ที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 และเมื่อน ำข้อมูลของนักปรับปรุงพันธ์ุเกี่ยวกับลักษณะทรงต้นที่ดีสะดวกต่อ
กำรเก็บเกี่ยวและลักษณะกำรเป็นโรคอื่นๆ มำร่วมพิจำรณำ จึงตัดสินใจคัดเลือกสำยพันธ์ุไว้เพ่ือด ำเนินกำรท ำซ้ ำแบบ biological 
repeat จ ำนวน 25 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ พบสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย จ ำนวน 3 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ ได้แก่ (1) 920057จำก IITA (2) 980505จำก IITA (3) SA1 (CMR 64-180-01) 
ส ำหรับสำยพันธ์ุ SA4 (CMR 64-181-01) และ SA5 (CMR 64-181-02) ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่ำง CMR 37-18-201 x TME3 แม้ว่ำ
แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 จ ำนวน 7 เครื่องหมำย (ไม่ครบ 9 เครื่องหมำย) ได้แก่ 
RME1, SSRY28, EST-R, EST-K, Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ลูกผสม 2 สำยพันธ์ุน้ีมีควำมเป็นไปได้สูงที่จะแสดงฟีโนไทป์
ต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังเน่ืองจำกสืบเชื้อสำยมำจำกพันธ์ุ TME3 โดยตรง 
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ผลการด าเนินงาน 
ปี 2561 และ 2562 : การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธุ์มันส าปะหลังต้านทานโรคใบด่างจากเชื้อพันธุ์มันส าปะหลัง
จากศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองจ านวนทั้งสิ้น 250 พันธุ ์

1.  การคัดเลือกพันธุ์มันส าปะหลังต้านทานโรคใบด่างโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดอีเอสทีชนิดสการ์และชนิดเอสเอสอาร์  
 น ำดีเอ็นเอที่สกัดได้มำท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R (ตารางที่ 3.1) เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน 
TME3 เมื่อทดสอบกับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังจ ำนวน 250 พันธ์ุ (ตารางที่ 3.2) พบว่ำ มันส ำปะหลังทุกพันธ์ุปรำกฏแถบดีเอ็นเอ 
ซึ่งเป็นกำรยืนยันอีกทำงหน่ึงว่ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังแต่ละพันธ์ุที่ท ำกำรสกัดมีคุณภำพดีสำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดย
กำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ได้มันส ำปะหลัง จ ำนวน 249 พันธ์ุ ปรำกฏแถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 500 bp ดังภาพที่ 3.1A-C แต่มี
เพียงพันธ์ุ 01-77-1 เท่ำน้ันที่ปรำกฏแถบดีเอ็นเอที่ต ำแหน่งสูงกว่ำ 500 bp โดยมีขนำดประมำณ 530 bp (ภาพที่ 3.1A) ซึ่งวิเครำะห์
ได้ว่ำพันธ์ุ 01-77-1 มีล ำดับดีเอ็นเอของยีน LRR and NB-ARC domains-containing disease resistance proteinหรือ R 
protein แตกต่ำงจำกพันธ์ุต้ำนทำน TME3 รวมถึงแตกต่ำงจำกพันธ์ุอื่นๆ ที่ทดสอบ ท ำให้มีควำมเป็นไปได้ที่พันธ์ุ 01-77-1 น้ีจะมี
ลักษณะควำมต้ำนทำนโรค CMD แตกต่ำงจำกพันธ์ุอื่น อย่ำงไรก็ตำมมีควำมจ ำเป็นต้องท ำกำรทดสอบพันธ์ุ 01-77-1 กับเชื้อโรคจริง
เพ่ือศึกษำควำมต้ำนทำนโรค CMD 

 

 

 
 

ภาพที ่3.1  ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R  
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ตารางที่ 3.1 ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสกำร์ เอสเอสอำร์ และอีเอสที 

Primer name Marker type Sequence (5’ – 3’) Annealing 
temperature (°C) 
for using with Taq 
DNA polymerase 

Extension time 
per cycle (sec) 

Expected allele 
size(bp) 

RME1 SCAR 
F : ATGTTAATGTAATGAAAGAGC 

R : AGAAGAGGGTAGGAGTTATGT 
56 60 700 

NS158 SSR 
F : GTGCGAAATGGAAATCAATG 

R : TGAAATAGTGATACATGCAAAAGGA 
55 30 166 

SSRY28 SSR 
F : TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG 

R : GCTGCGTGCAAAACTAAAAT 
55 30 180 

NS169 SSR 
F : GTGCGAAATGGAAATCAATG 

R : GCCTTCTCAGCATATGGAGC 
55 30 319 

EST-R EST 
F : TGAGAAGGGAAATCGCAGGA 

R : GAGGACTTCAACCATGCCAT 
55 60 500 

EST-K EST 
F : ACTTGCTCATGGCCATGCTC 

R : CAGAGCCTTGTTCTGAAGAAG 
55 60 600 

 
ตารางที่ 3.2  รำยชื่อพันธ์ุมันส ำปะหลังที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุในปี 2561 และปี 2562 

No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety 
1 Kaset 

Lopburi 
33 CMR36-

55-166 
65 CMR50-41-

1 
97 MCOL 

2306 
129 CM681-2 161 CMK23-

27-30 
193 CMR33-

18-101 
225 27-77-10 

2 Rayong1 
(R 1) 

34 CMR37-
18-189 

66 CMR50-73-
6 

98 MCOL 
2016* 

130 CMR25-82-
88 

162 56/5 194 CMR31-
06-104 

226 CM3306-4 

3 Rayong2 
(R 2) 

35 CMR37-
18-201 

67 OMR50-
13-26 

99 MCOL 
1890 

131 CMR34-44-
40 

163 CMR23-
126-17 

195 CMR36-
25-67 

227 CM4574-7 

4 Rayong3 
(R 3) 

36 CMR38-
125-77 

68 CMR51-04-
42 

100 MBRA18 132 CMK23-67-
313 

164 CMR23-
149-59 

196 CMR34-
79-152 

228 CMR60-
36-16 

5 Rayong5 
(R 5) 

37 CMR41-
42-3 

69 CMR51-13-
14 

101 MCOL22 133 CMR23-17-
276* 

165 CM781-2 197 CMR36-
71-27 

229 CMR60-
36-27 

6 Rayong7 
(R 7) 

38 CMR41-
109-72 

70 CMR51-23-
14 

102 MENTEGA 134 CM3299-22 166 CMR25-32-
502Q 

198 CMR23-
17-51 

230 CMR60-
36-48 

7 Rayong9 
(R 9) 

39 CMR41-
112-21 

71 CMR51-34-
6 

103 NEP 
HONGHA 

135 CM6125-
125 

167 CMR23-
102-65 

199 CM323-
375 

231 CMR60-
48-14 

8 Rayong11 
(R 11) 

40 CMR42-
01-2 

72 CMR51-43-
69 

104 YOLK 136 CM342-55 168 CMR23-
149-128 

200 Monton 232 CMR60-
48-29 

9 Rayong 
86-13 

41 CMR42-
44-98 

73 CMR53-87-
20 

105 297 137 01-77-1 169 CMR25-33-
134Q 

201 MCOL 
198 

233 CMR60-
36-12 

10 Rayong60 
(R 60) 

42 OMR42-
16-37 

74 CMR53-
106-24 

106 298 138 CMR28-05-
13 

170 (V3 x R) 
21-16 

202 MCOL 
32 

234 CR35 

11 Rayong72 
(R 72) 

43 CMR43-
08-89 

75 OMR53-
03-6 

107 315 139 CMC84 171 CM4777 -2 
(ciat) 

203 MCOL 
2360 

235 CR1 

12 Rayong90 
(R 90) 

44 CMR44-
03-57 

76 Manop 108 456 140 CMR23-149-
117 

172 SC8 204 MBRA 
781 

236 CR79 

13 KU50 45 CMR44-
29-12 

77 Soidao 109 CM125-22 141 CMH22-77-1 173 CMR23-
26-2 

205 MPAR 75 237 CR61 

14 KU72 46 OMR44-
23-34 

78 GR 891 110 CM6125-
117 

142 CMR26-65-
13 

174 (V1 x R) 
21-8 

206 MMEX 
92 

238 CR59 

15 KU75 47 OMR45-
27-76 

79 KATEH 111 CMR30-05-
12 

143 CMR31-19-
14 

175 CMR25-
104-42 

207 MVEN 
164 

239 CR17-193 

16 HB60 48 CMR46-
30-264 

80 KM98-1 112 CMR23-
117-4 

144 CMR32-24-
20 

176 SR18-127 208 MCUB8 240 CR30 

17 HB80 49 CMR46-
31-7 

81 MBRA12 113 CM407-30 145 SM937-8 177 CMR26-
38-7 

209 MIND4 241 CR100 

18 Pirun1 50 CMR46-
47-137 

82 MCOL 
912B 

114 CMR35-26-
369 

146 CMR25-34-
112 

178 CMR24-
14-183 

210 MARG9 242 CR61 

19 Pirun2 51 CMR46-
55-23 

83 MCOL 
1098 

115 CM3306-3 147 CMR23-20-
23Q 

179 CMR25-
24-384 

211 MPAR 51 243 CR126 

20 CM3299-15 52 CMR47-
02-9 

84 MCUB23 116 CMR25-32-
429Q 

148 Variegated 180 MMEX 
59* 

212 MPAR 38 244 CR63 

21 CR19 53 CMR47-
30-8 

85 MECU72 117 CMR26-65-
192 

149 CMR23-126-
122 

181 CMR30-
238-34 

213 MBRA 
233 

245 C101 

22 SM2277-23 54 CMR48-
20-17 

86 MMAL63 118 CMR23-
126-161 

150 CMR31-37-
105 

182 Yellow 
root 

214 MCUB 
40 

246 CR18 

23 CMR26-
08-61 

55 CMR48-
35-1 

87 MPER325 119 CMR23-
149-118 

151 CMR26-08-
61 

183 V.30 215 MPER 
489 

247 CR24 

24 OMR26-
14-9 

56 CMR48-
53-48 

88 MVEN 
297A 

120 CMR25-38-
157Q* 

152 (V3 x R) 20-
15 

184 CMR25-30-
194Q 

216 MECU 41 248 CR12 
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No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety No. Variety 
25 OMR29 -

20-118 
57 CMR49-

22-227 
89 NANZHI 

199 
121 29-77-19 153 (V3 x R) 20-

10 
185 CMK23-

70-3 
217 MVEN 

174 
249 CR25 

26 CMR30-
71-25 

58 CMR49-
54-10 

90 SC5 122 CMR28-72-
131 

154 CMR25-55-
28* 

186 CMR23-
84-8 

218 CG7-64 250 CMR60-
36-1 

27 CMR31-
42-20 

59 CMR49-
54-67 

91 SC201 123 SMH22-03-
1 

155 Sriracha1 187 CMR23-
51-10 

219 R3S1_1   

28 CMR32-
94-121 

60 CMR49-
89-70 

92 YOD 
KHAM 

124 CMR23-
113-14 

156 CMR31-06-
103 

188 SV25-21-
1 

220 R5S1_7   

29 CMR33-
38-48 

61 CMR50-
20-2 

93 MCOL 
1752 

125 CM4049 UJ 157 CMR25-105-
47 

189 Variegated 
(green) 

221 MCOL 
1684 

  

30 CMR35-
21-199 

62 CMR50-
20-114 

94 MPER183 126 CMR23-
149-67 

158 CMR23-107-
4 

190 CMC72 222 MCOL 
22 

  

31 CMR35-
22-348 

63 CMR50-
30-23 

95 HANATEE 127 CMH22-04-
1Q 

159 CMR24-89-
65 

191 CMR35-
26-303 

223 MECU 71   

32 CMR35-
112-1 

64 CMR50-
34-80 

96 BATHANG 128 29-77-5 160 CM3299-14 192 CMR33-
35-69 

224 MNGA1   

  

 ส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K เมื่อน ำมำทดสอบจีโนไทป์ของมันส ำปะหลังจ ำนวน 250 พันธ์ุ เปรียบเทียบกับพันธ์ุ
ต้ำนทำน TME3 ไม่ปรำกฏควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ (ภาพที่ 3.2) ซึ่งสำมำรถวิเครำะห์ผลได้เป็น 2 ข้อดังน้ี ข้อที่ 1 ควำม
ต้ำนทำนโรค CMD อำจไม่มีควำมเกี่ยวข้องกับยีน Protein kinase superfamily proteinที่ท ำกำรทดสอบ หรือข้อที่ 2 ควำม
ต้ำนทำนโรค CMD อำจมีควำมเกี่ยวข้องกับยีน Protein kinase superfamily protein ที่ท ำกำรทดสอบแต่แสดงควำมแตกต่ำง
ระหว่ำงพันธ์ุต้ำนทำนและพันธ์อ่อนแอในระดับนิวคลีโอไทด์ ซึ่งไม่สำมำรถเห็นควำมแตกต่ำงได้ด้วยขนำดของแถบดีเอ็นเอ ต้องท ำ
กำรหำล ำดับดีเอ็นเอหรือ DNA sequencing จึงจะสำมำรถเห็นควำมแตกต่ำงได้  

 

 

 
ภาพที ่3.2  ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K 
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 น ำดีเอ็นเอมำท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 ซึ่งเป็นเครื่องหมำยชนิดสกำร์ที่อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 
มำกที่สุดโดยมีระยะห่ำง 4 เซนติมอร์แกน (Carmo et al., 2015) เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ดังภาพที่ 3.3 

 

 

 
 
ภาพที่ 3.3  ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์คัดเลือกพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 
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จำกกำรทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 กับดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังจ ำนวน 250 พันธ์ุ พบพันธ์ุมันส ำปะหลังที่แสดง
แถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 โดยแถบดีเอ็นเอมีขนำดประมำณ 700 bp จ ำนวน 58 พันธ์ุ ได้แก่ (1) เกษตรลพบุรี 
(2) ระยอง 2 (3) ระยอง 11 (4) ระยอง 90 (5) พิรุณ 1 (6) พิรุณ 2 (7) SM 2277-23 (8) CMR 38-125-77 (9) CMR 42-44-98    (10) 
CMR 44-03-57 (11) CMR 47-02-9 (12) CMR 48-20-17 (13) CMR 48-35-1 (14) CMR 49-22-227 (15) CMR 49-54-10 (16) 
CMR 49-54-67 (17) CMR 50-20-2 (18) CMR 50-34-80 (19) CMR 51-13-14 (20) CMR 51-23-14 (21) MMAL 63        (22) 
MPER 325 (23) MCOL 1752 (24) HANATEE (25) MCOL 2016* (26) MBRA 18 (27) 315 (28) CM 6125-117 (29) CM 407-30 (30) 
SMH 22-03-1 (31) CMR 28-05-13 (32) CMR 32-24-20 (33) (V3 x R) 20-10 (34) 56/5 (35) CMR 23-149-59 (36) (V3 x R) 21-
16 (37) (V1 x R) 21-8 (38) CMR 26-38-7 (39) CMR 24-14-183 (40) CMR 25-24-384 (41) MMEX 59* (42) V. 30     (43) 
CMR 33-35-69 (44) CM 323-375 (45) MCOL 198 (46) R5S1 ต้นที่ 7 (47) MECU 71 (48) MNGA 1 (49) CM 4574-7     (50) 
CMR 60-36-27 (51) CMR 60-48-29 (52) CMR 60-36-12 (53) CR 35 (54) CR 79 (55) CR 30 (56) CR 63 (57) CR 25 (58) 
CMR 60-36-1 ซึ่งพันธ์ุ candidate เหล่ำน้ีอำจมีควำมเป็นไปได้ที่จะเป็นพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD จำกน้ันน ำ candidate ของพันธ์ุ
ต้ำนทำนโรค CMD จ ำนวน 58 พันธ์ุ ไปทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดเอสเอสอำร์อีก 3 เครื่องหมำย ได้แก่ NS158, SSRY28 
และ NS169 (คารางที่ 3.2) เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 เพ่ือเพ่ิมควำมแม่นย ำในกำรคัดเลือกหำพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD 
 พันธ์ุมันส ำปะหลัง candidate ที่ต้ำนทำนต่อไวรัสโรคใบด่ำงจะต้องแสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
ทั้งในเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 และ NS158 เป็นอย่ำงน้อย เน่ืองจำกมีรำยงำนว่ำ 2 เครื่องหมำยโมเลกุลน้ีอยู่ใกล้กับโลคัส 
CMD2 มำกที่สุดเป็นล ำดับที่ 1 และ2 ตำมล ำดับ (Carmo et al., 2015) ขณะที่พันธ์ุเกษตรศำสตร์ 50 (KU 50) มีรำยงำนว่ำ
แสดงฟีโนไทป์อ่อนแอต่อโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังเมื่อใช้เชื้ออะโกรแบคทีเรียเป็นพำหะในกำรถ่ำยโคลนไวรัสสำเหตุโรคใบด่ำงเข้ำสู่
ใบมันส ำปะหลังหรือเรียกว่ำวิธี Agro-inoculation (Bi et al., 2010) และพันธ์ุ MCUB 23 แสดงจีโนไทป์ที่แตกต่ำงจำกพันธ์ุ
ต้ำนทำน TME3 ในเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสกำร์และเอสเอสอำร์ทั้ง 4 เครื่องหมำย จึงน ำ 2 พันธ์ุน้ี (KU 50 และ MCUB 23)    
มำใช้เป็น negative control 
 จำกผลกำรทดลองพบพันธ์ุมันส ำปะหลังที่แสดงแถบดีเอ็นเอใกล้เคียงกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 และมีแนวโน้มที่จะเป็น
พันธ์ุต้ำนทำนรวมทั้งสิ้น 14 พันธ์ุ โดยพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2561 ได้แก่ MMAL63, พิรุณ 2, MBRA 18, ระยอง 11, 
CMR 49-22-227, CMR 49-54-10 และ CMR 49-54-67 (ภาพที่ 3.4) พันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2562 ได้แก ่CMR 23-149-
59, MNGA 1, CMR 33-35-69, CMR 28-05-13, CM 4574-7, MECU 71 และ 01-77-1 (ภาพที่ 3.5) ซึ่ง CIAT (2007) รำยงำน
ว่ำพันธ์ุ MNGA 1 แสดงฟีโนไทป์ต้ำนทำนต่อโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังที่เกิดจำกเชื้อไวรัส  CMV สำยพันธ์ุ Indian (ICMV) พันธ์ุ 
MECU 71 และ CM 4574-7 ได้รับคัดเลือกให้เป็นพันธ์ุ candidate เน่ืองจำกมีรำยงำนในต่ำงประเทศว่ำพันธ์ุ MECU 71 และ CM 
4574-7 แสดงฟีโนไทป์ต้ำนทำนโรค CMD (unpublished data) โดยทั้ง 2 พันธ์ุน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน 
TME3 ในเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 ซึ่งเป็นเครื่องหมำยที่อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 มำกท่ีสุดด้วย 
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ภาพที่ 3.4   จีโนไทป์ของพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2561 เมื่อทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1, NS158, SSRY28, 

NS169, EST-R และ EST-K เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3  
 Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = TME3 (resistant), Lane 2 = KU 50 (negative control), Lane 3 = MCUB 

23 (negative control), Lane 4 = Rayong 11, Lane 5 = Pirun 2, Lane 6 = CMR 49-22-227, Lane 7 = CMR 49-
54-10, Lane 8 = CMR 49-54-67, Lane 9 = MMAL 63, Lane 10 = MBRA 18, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder. 

 

 
 

ภาพที่ 3.5  จีโนไทป์ของพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2562 เมื่อทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1, NS158, SSRY28, 
NS169, EST-R และ EST-K เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3  
Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = TME3 (resistant), Lane 2 = KU 50 (negative control), Lane 3 = MCUB 
23 (negative control), Lane 4 = 01-77-1, Lane 5 = CMR28-05-13, Lane 6 = CMR23-149-59, Lane 7 = CMR33-
35-69, Lane 8 = MECU 71, Lane 9 = MNGA 1, Lane 10 = CM 4574-7, Lane M2 = 100 bp DNA Ladder plus. 
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2.  การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิป 
  จำกกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง ประกอบด้วย Ex2-78, Ex2-157 
และ Ex3-128 (ตารางที่ 3.3) ที่มีรำยงำนว่ำเกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรค CMD (Wolfe et al., 2016) ในพันธ์ุ candidate 14 
พันธ์ุ ทีม่ีควำมเป็นไปได้ที่อำจจะเป็นพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1, NS158, SSRY28, 
NS169, EST-R และ EST-K เรียบร้อยแล้ว โดยเปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 พบว่ำพันธ์ุ MMAL63, ระยอง11, CMR49-
22-227, CMR 23-149-59, MNGA 1, CMR 28-05-13 และ MECU 71 มีล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ณ 
ต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปทั้ง 3 ต ำแหน่งโดยต ำแหน่ง Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 มีล ำดับนิวคลีโอไทด์เป็นแบบโฮ
โมไซกัส GG, TT และ TT ตำมล ำดับ (ตารางที่ 3.4) 
 
ตารางที่ 3.3  ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase ส ำหรับกำรตรวจสอบด้วยเทคนิค 

Pyrosequencing 

SNP point Primer name Sequence (5’ – 3’) Purpose 
Exon2 (78/157) Ex2_78-157FP GTAGCTGTTTGCAGGGATGTGAC DNA amplification 

Ex2_78-157RPB : Biotin 
label 

TTGAAACTGCATCTCGAGCTACTA 

Ex2-78 Ex2_78SP TCCCAAACCAAACCT Sequencing 
Ex2-157 Ex2_157SP TCTTGCGCTGATACC Sequencing 

Exon3 (128) Ex3_128FP CCATCTCCTTTTGCCAACATAA DNA amplification 
Ex3_128RPB : Biotin 

label 
ACAAGGTCCTTAACATTTAAACCC 

Ex3-128 Ex3_128SP CTTAAACAAAATTTTGCTG Sequencing 

 
ตารางที่ 3.4  ผลทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidaseโดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 

Cassava variety Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128 
TME3 GG TT TT 
KU 50 GG TT TT 
MCUB 23 GA TT CT 
MMAL 63 GG TT TT 
Pirun 2 GA TT CT 
MBRA 18 GA TT CT 
Rayong 11 GG TT TT 
CMR 49-22-227 GG TT TT 
CMR 49-54-10 GG TT CT 
CMR 49-54-67 GG TT CT 
CMR 23-149-59 GG TT TT 
MNGA 1 GG TT TT 
CMR 33-35-69 GG TT CT 
CMR 28-05-13 GG TT TT 
CM 4574-7 GG TT CT 
MECU 71 GG TT TT 
01-77-1 GG TT CT 
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  ผลกำรทดลองโดยรวมของเครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 3 กลุ่มพบว่ำ พันธ์ุมันส ำปะหลังที่แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุ
ต้ำนทำน TME3 ทั้งในเครื่องหมำยโมเลกุลกลุ่มที่ 1 เครื่องหมำยชนิดสกำร์และชนิดเอสเอสอำร์ซึ่งขนำบข้ำงอยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 
และเครื่องหมำยโมเลกุลกลุ่มที่ 2 ที่ประยุกต์มำจำก Expressed sequence tag (EST) ของชิ้นส่วนยีนที่แสดงออกในกำร
ตอบสนองต่อเชื้อไวรัส CMV รวมทั้งมีล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ณ ต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลกลุ่มที่ 
3 ซึ่งเป็นชนิดสนิป รวมทั้งสิ้น 9 เครื่องหมำยโมเลกุล (ตารางที่ 3.5) มีจ ำนวน 2 พันธ์ุ ได้แก่ MMAL 63 และ CMR 23-149-59 
อย่ำงไรก็ตำมส ำหรับพันธ์ุ CMR 23-149-59 เมื่อทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล NS158 ที่อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 เป็นล ำดับที่ 2 
ได้แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีควำมใกล้เคียงกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ในช่วงขนำดแถบดีเอ็นเอที่มีรำยงำนว่ำมีควำมเกี่ยวข้องกับควำม
ต้ำนทำนโรคได้แก่ 166bp (Carmo et al., 2015) แต่มีแถบดีเอ็นเอขนำดอื่นที่ต ำแหน่งบนสุดปรำกฏมำด้วย (ภาพที่ 3.5, NS158) 
ซึ่งได้แจ้งผลกำรทดสอบจีโนไทป์และรำยชื่อพันธ์ุcandidate ต้ำนทำนโรค CMD จ ำนวน 14 พันธ์ุ ให้ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 
สถำบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงำนทรำบ เพ่ือน ำพันธ์ุ candidate ดังกล่ำวไปท ำกำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค
และใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ในกำรสร้ำงลูกผสม 
 
ตารางที่ 3.5  สรุปจโีนไทป์ของพันธ์ุ candidate จ ำนวน 14 พันธ์ุ เปรียบเทียบกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 

Variety SCAR and SSR markers EST markers SNP markers 
RME1 NS158 SSRY2

8 
NS169 EST-R EST-K Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128 

TME 3 √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
KU 50 × × √ × √ √ √ √ √ 
MCUB 23 × × × × √ √ × √ × 
MMAL 63 √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
Pirun 2 √ √ × √ √ √ × √ × 
MBRA 18 √ √ × √ √ √ × √ × 
Rayong 11 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 49-22-227 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 49-54-10 √ √* × √ √ √ √ √ × 
CMR 49-54-67 √ √* × √ √ √ √ √ × 
CMR 23-149-59 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
MNGA 1 √* √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 33-35-69 √ √* √ √ √ √ √ √ × 
CMR 28-05-13 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CM 4574-7 √ × × √ √ √ √ √ × 
MECU 71 √ × × × √* √ √ √ √ 
01-77-1 √* √ × √ × √ √ √ × 

√ : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
√*: แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ในช่วงขนำดแถบดีเอ็นเอที่มีรำยงำนว่ำมีควำมเก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำน
โรค แต่มีแถบดีเอ็นเอขนำดอื่นปรำกฏมำด้วย 
× : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์ไม่เหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
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ปี 2563 และ 2564 :  การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลในการคัดเลือกสายพันธุ์มันส าปะหลังต้านทานโรคใบด่างในลูกผสม จ านวน
ทั้งสิ้น 652 พันธุ์ 
1.  การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส าปะหลังลูกผสมและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Direct PCRทดสอบเคร่ืองหมายโมเลกุล 

EST-R, RME1 และ NS158 
  น ำใบมันส ำปะหลังลูกผสมรวมถึงพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD จำก IITA มำสกัดดีเอ็นเอและเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Direct PCRทดสอบกับเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158 เมือ่ทดสอบด้วยเครื่องหมำย EST-R พบว่ำ มันส ำปะหลังทุกสำย
พันธ์ุ/พันธ์ุปรำกฏแถบดีเอ็นเอขนำดประมำณ 500 bp เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 และพันธ์ุ MMAL 63 (พันธ์ุ candidate
ที่คัดเลือกได้ในปี 2561) ดังภาพที่ 3.6 และ 3.7 (panel C) ผลกำรทดลองน้ีเป็นกำรยืนยันทำงหน่ึงว่ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอของ           
มันส ำปะหลังแต่ละสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่ท ำกำรสกัดด้วยเทคนิค Direct PCR สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอโดยกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ได้ 

 
 

ภาพที่ 3.6  ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1, NS158 และ EST-R ในลูกผสม CMR 60-36-
xxx โดยใช้เทคนิค Direct PCR 
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ภาพที่ 3.7  ตัวอย่ำงกำรทดสอบจีโนไทป์ด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 NS158 และ EST-R ในลูกผสม CMR 61-42-xxx โดย
ใช้เทคนิค Direct PCR เส้นสีแดงระบุสำยพันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ 
candidate (MMAL 63) ในทั้ง 3 เครื่องหมำย 

 
 จำกน้ันด ำเนินกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ 
candidate ที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ ในทั้งเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158  ผลกำรทดลองพบว่ำจำกมันส ำปะหลังจ ำนวน 
652 สำยพันธ์ุ/พนัธ์ุที่ท ำกำรทดสอบ (ตารางที่ 3.6) มีมันส ำปะหลังที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ 
candidate ที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อแม่ในทั้ง 3 เครื่องหมำยโมเลกุล จ ำนวน 102 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุคิดเป็น 15.6 เปอร์เซ็นต์ซึ่งคัดเลือกได้ใน
ปี 2563 และปี 2564 จ ำนวน 46 และ 56 สำยพันธ์ุตำมล ำดับ โดยมีรำยชื่อสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังดังน้ี 
  ปี 2563 (1) CMR 60-36-5 (2) CMR 60-36-48 (3) CMR 60-48-4 (4) CMR 60-48-21 (5) CMR 60-48-23 (6) CMR 
60-48-26 (7) CMR 60-48-39 (8) CMR 60-48-55 (9) CMR 60-48-64 (10) CMR 60-48-69 (11) CMR 60-48-72 (12) CMR 
6 0 - 48- 73 (13) CMR 6 1- 42- 03 (14) CMR 6 1- 42- 04 (15) CMR 6 1- 42- 06 (16) CMR 6 1- 42- 10 (17) CMR 6 1- 42- 18           
(18) CMR 61-42-19 (19) CMR 61-42-24 (20) CMR 61-42-44 (21) CMR 61-42-45  (22) CMR 61-42-47 (23) CMR 61-42-51 
(24) CMR 61-42-59 (25) CMR 61-42-60 (26) CMR 61-97-01 (27) CMR 61-97-02 (28) CMR 61-97-04 (29) CMR 61-97-05 
(30) CMR 61-97-08 (31) CMR 61-97-13 (32) CMR 61-97-14 (33) CMR 62-49-03(34) CMR 62-49-08 (35) CMR 62-60-21 
(36) CMR 62-60-28 (37) CMR 62-133-10 (38) CMR 62-157-22 (39) CMR 62-157-29 (40) CMR 62-157-31 (41) CMR 
62-157-39 (42) CMR 62-157-62 (43) CMR 62-184-46 (44) OMR 62-24-18 (45) OMR 62-24-19 (46) OMR 62-24-40 
  ปี 2564 (47) CMR 62-06-03 (48) CMR 62-06-07 (49) CMR 62-06-29 (50) CMR 62-26-08 (51) CMR 62-26-19 
(52) CMR 62-26-36 (53) CMR 62-29-09 (54) CMR 62-29-12 (55) CMR 62-33-01 (56) CMR 62-37-30 (57) CMR 62-60-14  
(58) CMR 62-60-38 (59) CMR 62-60-41 (60) CMR 62-69-07 (61) CMR 62-69-12 (62) CMR 62-69-15 (63) CMR 62-69-19 
(64) CMR 62-81-06 (65) CMR 62-81-07 (66) CMR 62-81-17 (67) CMR 62-81-24 (68) CMR 62-81-25 (69) CMR 62-81-29 
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(70) CMR 62-81-36 (71) CMR 62-81-41 (72) CMR 62-81-48 (73) CMR 62-81-50 (74) CMR 62-81-53 (75) CMR 62-121-01  
(76) CMR 62-121-10 (77) CMR 62-155-01 (78) CMR 62-156-04 (79) CMR 62-156-05 (80) CMR 62-156-07 (81) CMR 
62-156-18 (82) CMR 62-157-58 (83) CMR 62-157-70 (84) CMR 62-158-02 (85) CMR 62-158-08 (86) CMR 62-158-30 
(87) CMR 62-160-10 (88) CMR 62-160-21 (89) CMR 62-160-33 (90) CMR 62-160-37 (91) CMR 62-160-71 (92) CMR 
62-161-07 (93) CMR 62-161-19 (94) CMR 62-161-25 (95) CMR 62-161-40 (96) CMRE 62-24-45 (97) CMRE 62-24-87 
(98) CMRE 62-24-104 (99) MORE 62-03-27 (100) MORE 62-05-32 (101) MORE 62-05-34 (102) MORE 62-05-38 
  
ตารางที่ 3.6  รำยชื่อมันส ำปะหลังลูกผสมที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 และปี 2564 

คู่ผสม รหัสของลูกผสม จ านวน (สายพันธุ์) 
การคัดเลือกในปี 2563 
ลูกผสมปี 2560 
CMR 44-29-12 x MMAL 63 

 
CMR 60-36-xxx 

 
23 CMR 44-29-12 x MMAL 63 CMR 60-36-xxx 23 

CMR 49-22-227 x MMAL 63 CMR 60-48-xxx 20 
ลูกผสมปี 2561 
CMR 47-02-9 x MMAL 63 

 
CMR 61-37-xxx 

 
1 CMR 47-02-9 x MMAL 63 CMR 61-37-xxx 1 

CMR 49-22-227 x MMAL 63 CMR 61-42-xxx 27 
MMAL 63 x KU 50 CMR 61-70-xxx 3 
R 11 x MMAL 63 CMR 61-97-xxx 27 
ลูกผสมปี 2562 
CMR 26-08-61 x CM 4574-7 

 
CMR 62-02-xxx 

 
4 CMR 26-08-61 x CM 4574-7 CMR 62-02-xxx 4 

CMR 35-21-199 x CM 4574-7 CMR 62-13-xxx 4 
CMR 38-125-77 x CM 4574-7 CMR 62-29-xxx 4 
CMR 41-01-2 x CM 4574-7 CMR 62-33-xxx 4 
CMR 42-44-98 x CM 4574-7 CMR 62-41-xxx 4 
CMR 42-44-98 x MMAL 63 CMR 62-42-xxx 8 
CMR 47-02-9 x CM 4574-7 CMR 62-59-xxx 3 
CMR 46-30-264 x MMAL 63 CMR 62-51-xxx 9 
CMR 46-30-264 x CM 4574-7 CMR 62-49-xxx 3 
CMR 44-29-12 x MMAL 63 CMR 62-48-xxx 3 
CMR 44-29-12 x CM 4574-7 CMR 62-46-xxx 1 
CMR 47-02-9 x MMAL 63 CMR 62-60-xxx 12 
CMR 49-22-227 x MMAL 63 CMR 62-69-xxx 14 
CMR 51-04-42 x CM 4574-7 CMR 62-83-xxx 1 
CMR 51-43-69 x CM 4574-7 CMR 62-90-xxx 1 
ยอดค ำ x CM 4574-7 CMR 62-115-xxx 2 
OMR 26-14-9 x CM 4574-7 CMR 62-119-xxx 6 
OMR 45-27-76 x MMAL 63 CMR 62-133-xxx 4 
R 1 x CM 4574-7 CMR 62-137-xxx 4 
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ตารางที่ 3.6 (ต่อ)  รำยชื่อมันส ำปะหลังลูกผสมที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 
และปี 2564 

คู่ผสม รหัสของลูกผสม จ านวน (สายพันธุ์) 
R 5 x CM 4574-7  CMR 62-143-xxx 1 
R 9 x CM 4574-7 CMR 62-151-xxx 6 
R 11 x CM 4574-7 CMR 62-157-xxx 31 
SC 201 x CM 4574-7 CMR 62-172-xxx 2 
สอยดำว x CM 4574-7 CMR 62-174-xxx 1 
112 x MMAL 63 CMR 62-183-xxx 6 
114 x MMAL 63 CMR 62-184-xxx 2 
CMR 49-22-227 ผสมเปิด OMR 62-24-xxx 10 
การคัดเลือกในปี 2564 
ลูกผสมปี 2562 
CMR 26-08-61 x CM 4574-7 

 
CMR 62-02-xxx 

 
4 CMR 26-08-61 x CM 4574-7 CMR 62-02-xxx 4 

CMR 30-71-25 x R 11 CMR 62-06-xxx 19 
CMR 35-21-199 x CM 4574-7 CMR 62-13-xxx 2 
CMR 37-18-201 x R 11 CMR 62-26-xxx 19 
CMR 38-125-77 x CM 4574-7 CMR 62-29-xxx 4 
CMR 41-01-2 x CM 4574-7 CMR 62-33-xxx 2 
CMR 41-42-3 x MMAL 63 CMR 62-37-xxx 14 
CMR 42-44-98 x MMAL 63 CMR 62-42-xxx 2 
CMR 46-30-264 x MMAL 63 CMR 62-51-xxx 5 
CMR 47-02-9 x CM 4574-7 CMR 62-59-xxx 4 
CMR 47-02-9 x MMAL 63 CMR 62-60-xxx 6 
CMR 49-22-227 x MMAL 63 CMR 62-69-xxx 5 
CMR 50-73-6 x R 11 CMR 62-81-xxx 43 
CMR 51-34-6 x CM 4574-7 CMR 62-88-xxx 1 
CM 3299-15 x R 11 CMR 62-95-xxx 9 
OMR 26-14-9 x CM 4574-7 CMR 62-119-xxx 2 
OMR 26-14-9 x R 11 CMR 62-121-xxx 25 
OMR 45-27-76 x MMAL 63 CMR 62-133-xxx 1 
R 1 x CM 4574-7 CMR 62-137-xxx 3 
R 5 x CM 4574-7 CMR 62-143-xxx 1 
R 11 x 22-77-10 CMR 62-155-xxx 1 
R 11 x CM 3299-15 CMR 62-156-xxx 20 
R 11 x CM 4574-7 CMR 62-157-xxx 9 
R 11 x R 90 CMR 62-158-xxx 40 
R 11 x KU 50 CMR 62-159-xxx 12 
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ตารางที่ 3.6 (ต่อ)  รำยชื่อมันส ำปะหลังลูกผสมที่น ำมำคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรค CMD โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 
และปี 2564 

คู่ผสม รหัสของลูกผสม จ านวน (สายพันธุ์) 
R 11 x R 90 S1 ต้นที่ 8 CMR 62-160-xxx 49 
R 11 x CMR 56-137-70 CMR 62-161-xxx 18 
SC 5 x R 11 CMR 62-170-xxx 2 
สอยดำว x R 11 CMR 62-176-xxx 2 
ลูกผสมปี 2564 
MNGA 1 x MMAL 63 

 
SA1, SA2, SA3 

 
3 MNGA 1 x MMAL 63 SA1, SA2, SA3 3 

CMR 37-18-201 x TME3 SA4, SA5 2 
CMR 26-08-61 x TME3 SA6, SA7, SA8, SA9,  

SA10, SA11, SA12, SA13 
8 

พันธ์ุจาก IITA 
920057 

 
- 

 
1 920057 - 1 

972205 - 1 
980505 - 1 
980581 - 1 
ลูกผสมมันส าปะหลังเพ่ือบริโภคปี 2562 
Batrang x R 11 

 
CMRE 62-02-xxx 

 
1 Batrang x R 11 CMRE 62-02-xxx 1 

Hanatee x R 11 CMRE 62-09-xxx 2 
Pirun 1 x KU 50 CMRE 62-14-xxx 2 
Pirun 2 x KU 50 CMRE 62-17-xxx 1 
R 2 x MCOL 2331 CMRE 62-22-xxx 9 
R 2 x R 5 CMRE 62-24-xxx 10 
Hauybong 81 ผสมเปิด OMRE 62-02-xxx 1 
Hanatee ผสมเปิด OMRE 62-03-xxx 9 
NEP ผสมเปิด OMRE 62-04-xxx 8 
R 2 ผสมเปิด OMRE 62-05-xxx 13 
Yodkum ผสมเปิด OMRE 62-08-xxx 2 
R3 S1 P1 ผสมเปิด OMRE 62-09-xxx 2 

  
 กำรคัดเลือกในปี 2564 นอกจำกสำยพันธ์ุข้ำงต้นแล้วได้รับพันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD จำก IITA จ ำนวน 4 พันธ์ุ เมื่อทดสอบ
ด้วยเครื่องหมำย RME1 และ EST-R พบว่ำ ทั้ง 4 พันธ์ุแสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ขณะที่เครื่องหมำย 
NS158 น้ันพันธ์ุ 920057 และพันธ์ุ 980505 แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 แต่พันธ์ุ 972205 และพันธ์ุ 
980581 แสดงแถบดีเอ็นเอที่แตกต่ำงออกไป ส ำหรับมันส ำปะหลังลูกผสมปี 2564 จำกคู่ผสม MNGA 1 x MMAL 63 (MNGA 1 
และ MMAL 63 เป็นพันธ์ุ candidate ที่คัดเลือกได้ในปี 2561 และ 2562) ได้แก่ SA1 และ SA3 แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับ
พันธ์ุต้ำนทำน TME3 จ ำนวน 2 ใน 3 เครื่องหมำย มันส ำปะหลังลูกผสมปี 2564 จำกคู่ผสมCMR 37-18-201 x TME3 ได้แก่ SA4 
และ SA5 แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ในเครื่องหมำย RME1 และ EST-R แต่แสดงแถบดีเอ็นเอไม่เหมือน
ในเครื่องหมำย NS158 อย่ำงไรก็ตำม มีรำยงำนว่ำเครื่องหมำย RME1 อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 มำกกว่ำเครื่องหมำย NS158 
(Carmo et al., 2015) ดังน้ันผู้วิจัยจึงเลือกลูกผสม SA1, SA3, SA4 และ SA5 เป็น candidate ที่อำจเป็นสำยพันธ์ุต้ำนทำนโรค 
CMD ด้วย โดยสรุปในปี 2564 ผลกำรคัดเลือกเบื้องต้นด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R, RME1 และ NS158 ด้วยเทคนิค Direct 
PCR พบสำยพันธ์ุ/พันธ์ุ candidate ที่อำจเป็นสำยพันธ์ุ/พันธ์ุต้ำนทำนโรค CMD จ ำนวน 64 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ 
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2. การสกัดดีเอ็นเอจากใบมันส าปะหลังเพื่อการท าซ้ าแบบ biological repeatและการตรวจสอบเครื่องหมายโมเลกุลชนิด
อีเอสทีชนิดสการ์และชนิดเอสเอสอาร์ 

ด ำเนินกำรท ำซ้ ำแบบ biological repeat กับมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอเหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน 
TME3 หรือพันธ์ุ candidate จำกกำรคัดเลือกเบื้องต้นโดยใช้เทคนิค Direct PCR ทดสอบกับเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ 
NS158 โดยเก็บใบมันส ำปะหลังมำสกัดดีเอ็นเออีกครั้งด้วยชุดน้ ำยำส ำเร็จรูป GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit 
(Thermo Scientific, USA)หรือด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP ที่ผู้วิจัยพัฒนำข้ึนเพ่ือให้สำมำรถสกัดดีเอ็นเอจำกใบมันส ำปะหลังได้
อย่ำงสะดวกรวดเร็วปรำศจำกตัวท ำละลำยอินทรีย์อันตรำยไม่จ ำเป็นต้องใช้ไนโตรเจนเหลวประหยัดค่ำใช้จ่ำยและเวลำ 

ผลกำรศึกษำเปรียบเทียบกำรสกัดดีเอ็นเอ 3 วิธี ได้แก่ วิธี SDS/NaCl + PVP, วิธี SDS/NaCl และวิธี CTAB โดยใช้
ตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 3 สำยพันธ์ุ ได้แก่ CMR 62-51-01, CMR 62-49-03 และ CMR 62-29-09 ซึ่งได้รับควำมอนุเครำะห์ใบมัน
ส ำปะหลังจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง พบว่ำกำรสกัดดีเอ็นเอวิธี SDS/NaCl+PVP ให้ปริมำณดีเอ็นเอและอัตรำส่วน A260/A280ซึ่งระบุ
ควำมบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอไม่แตกต่ำงจำกวิธี CTAB (ตารางที่ 3.7) ควำมเข้มข้นดีเอ็นเอที่วัดจำกเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ 
Biodrop (UK) พบว่ำ ดีเอ็นเอที่สกัดจำกวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP มีค่ำเฉลี่ยควำมเข้มข้น 1.924, 0.485, 
0.859 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ตำมล ำดับและมีปริมำณผลผลิตดีเอ็นเอจำกวิธี CTAB และวิธี SDS/NaCl+PVP เฉลี่ย 1385.5 และ 
1473.1 ไมโครกรัมต่อใบมันส ำปะหลัง 1 กรัมตำมล ำดับ ขณะที่วิธี SDS/NaCl ให้ผลผลิตดีเอ็นเอต่ ำกว่ำ 2 วิธีดังกล่ำวโดยมีค่ำเฉลี่ย
ที่ 830.9 ไมโครกรัมต่อใบมันส ำปะหลัง 1 กรัมอัตรำส่วน A260/A280 ของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี 
SDS/NaCl+PVP มีค่ำเฉลี่ย 1.822, 1.836 และ 1.820 ตำมล ำดับ แสดงถึงดีเอ็นเอที่สกัดได้จำกทั้ง 3 วิธีมีควำมบริสุทธ์ิหรือคุณภำพ
ดีมีกำรปนเปื้อนของโปรตีนและโพลีแซคคำไรด์ในระดับต่ ำ เน่ืองจำกดีเอ็นเอที่มีคุณภำพดีน้ันต้องมีต้องมีค่ำ A260/A280 อยู่ในช่วง 1.7-
2.0 (Maniatis et al., 1982) 
 
ตารางที่ 3.7 ปริมำณผลผลิตและควำมบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 

DNA 
extraction 
method 

Cassava line Weight of leaves for 
DNA extraction (g) 

Volume of TE or 
ddH2O to 

dissolve DNA (µl) 

DNA concentration quantified by 
using spectrophotometer 

(µg/ul) 

DNA yield 
(µg/g of 
sample) 

Purity 
(A260/A280) 

CTAB CMR 62-51-01 1 720 1.511 1087.9 1.886 
CMR 62-49-03 1 720 1.978 1424.2 1.839 
CMR 62-29-09 1 720 2.284 1644.5 1.740 
Average   1.924 1385.5 1.822 

SDS/NaCl CMR 62-51-01 0.07 120 0.513 879.4 1.872 
CMR 62-49-03 0.07 120 0.453 776.6 1.883 
CMR 62-29-09 0.07 120 0.488 836.6 1.752 
Average   0.485 830.9 1.836 

SDS/NaCl + 
PVP 

CMR 62-51-01 0.07 120 0.835 1431.4 1.902 
CMR 62-49-03 0.07 120 0.881 1510.3 1.817 
CMR 62-29-09 0.07 120 0.862 1477.7 1.741 
Average   0.859 1473.1 1.820 

 
กำรประเมินคุณภำพของดีเอ็นเอโดยอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสพบว่ำดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB มีแถบดีเอ็นเอที่

สมบูรณ์ (intact) คมชัด (sharp and clear) อยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมำตรฐำนขนำด 10,000 bp และไม่มีส่วนของดีเอ็นเอที่ย่อย
สลำย (ภาพที่ 3.8 Lane 1-3) ส่วนวิธี SDS/NaCl+PVP ปรำกฏแถบดีเอ็นเอที่สมบูรณ์และคมชัดเช่นเดียวกันแม้ว่ำพบกำรย่อย
สลำยของดีเอ็นเอบ้ำงเพียงเล็กน้อย แสดงให้เห็นว่ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB และวิธี SDS/NaCl+PVP มีคุณภำพสูง 
ขณะที่ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี SDS/NaCl มีแถบดีเอ็นเอที่อยู่เหนือแถบดีเอ็นเอมำตรฐำนขนำด 10,000 bp จำงกว่ำวิธี CTAB และ
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วิธี SDS/NaCl+PVP แสดงถึงกำรมีดีเอ็นเอน้อยกว่ำ (ภาพที่ 3.8 Lane 4-6) ซึ่งสอดคล้องกับผลกำรวัดปริมำณสำรพันธุกรรมด้วย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ นอกจำกน้ีพบว่ำ กำรย่อยสลำยของดีเอ็นเอมำกกว่ำวิธี CTAB และวิธี SDS/NaCl+PVP ดังปรำกฏเป็น
แถบกว้ำงในช่วง 500-750 bp (ภาพที่ 3.8 Lane 4-6) ส ำหรับแถบที่ปรำกฏ ณ ต ำแหน่งประมำณ 250 bp ในตัวอย่ำงดีเอ็นเอที่
สกัดด้วยวิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP คือ RNA (ภาพที่ 3.8 Lane 4-9) เน่ืองจำกกำรสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี SDS/NaCl 
และวิธี SDS/NaCl+PVP ไม่มีข้ันตอนกำรก ำจัด RNA ด้วย RNase A ดังเช่นวิธี CTAB 

กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของยีนเจ้ำบ้ำน rbcLa (Levin, 2003; Kress et al., 2009) และยูนิเวอร์แซลไพร
เมอร์ ITS2-S2F/ITS4 (White et al., 1990; Yao et al., 2010) พบว่ำดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี SDS/NaCl+PVP สำมำรถใช้เพ่ิม
ปริมำณชิ้นส่วนดีเอ็นเอได้เช่นเดียวกับดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB และวิธี SDS/NaCl (ภาพที่ 3.9) กล่ำวคือ ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี 
SDS/NaCl+PVP สำมำรถใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบในปฏิกิริยำพีซีอำร์ได้ 

  
ภาพที่ 3.8  อะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสของดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 
 Genomic DNA extracted from leaves of different cassava lines using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) 

and SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method, Lane M = 1 kb DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 
2, 5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09. 

 
ภาพที่ 3.9  กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของยีนเจ้ำบ้ำน rbcLa (A) และยูนิเวอร์แซลไพรเมอร์ ITS2-S2F/ITS4 (B) กับ    

ดีเอ็นเอที่สกัดด้วยวิธี CTAB วิธี SDS/NaCl และวิธี SDS/NaCl+PVP 
 DNA was extracted from leaves of different cassava lines using CTAB (1 - 3), SDS/NaCl (4 - 6) and 

SDS/NaCl+PVP (7 – 9) method. Lane M1 = 50 bp DNA Ladder, Lane 1, 4, 7 = CMR 62-51-01, Lane 2, 
5, 8 = CMR 62-49-03, Lane 3, 6, 9 = CMR 62-29-09, Lane 10 = TME3 (DNA was extracted from leaf 
using CTAB method in study of Jeeraporn et al. (2020) and used as a positive control), Lane 11 = 
ddH2O (negative control), Lane M2 = 100 bp DNA Ladder 
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 น ำดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่สกัดได้ส ำหรับกำรท ำซ้ ำแบบ biological repeat มำทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล 
EST-R, RME1, EST-K, NS158, SSRY28 และ NS169 รวม 6 เครื่องหมำย กำรคัดเลือกปี 2563 จำกสำยพันธ์ุที่คัดเลือกเบื้องต้น 
46 สำยพันธ์ุ พบสำยพันธ์ุที่แสดงแถบดีเอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำนTME3 หรือพันธ์ุ MMAL 63 ซึ่งเป็นพันธ์ุ candidate    
ครบทั้ง 6 เครื่องหมำยจ ำนวน 14 สำยพันธ์ุ (ภาพที่ 3.10, 3.11, 3.12 และ 3.13) มีรำยชื่อดังน้ี (1) CMR 60-36-5 (2) CMR 60-
48-26 (3) CMR 60-48-69 (4) CMR 61-42-04 (5) CMR 61-42-06 (6) CMR 61-42-10 (7) CMR 61-42-44 (8) CMR 61-97-01       
(9) CMR 61-97-04 (10) CMR 61-97-05 (11) CMR 61-97-08 (12) CMR 61-97-13 (13) CMR 62-60-21 (14) CMR 62-133-10 

 
ภาพที ่3.10  จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R 
 Panel A : 1 = CMR 60-36-5 , 2 = CMR 60-48-26, 3 = CMR 60-48-69, 4 = CMR 61-42-04, 5 = CMR 61-

42-06, 6 = CMR 61-42-10, 7 = CMR 61-42-44, MMAL63; CMR 44-29-12; CMR 49-22-227 = พันธ์ุที่ใช้เป็น
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดย CMR 44-29-12 x MMAL 63= CMR 60-36-xxx, CMR 49-22-227 x MMAL 63= CMR 
60-48-xxx และ CMR 61-42-xxx. Panel B : 8 = CMR 61-97-01, 9 = CMR 61-97-04, 10 = CMR 61-97-05, 
11 = CMR 61-97-08, 12 = CMR 61-97-13, 13 = CMR 62-60-21, 14 = CMR 62-133-10, MMAL63; R11; CMR 
47-02-9; OMR 45-27-76 = พันธ์ุที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดย R 11 x MMAL 63= CMR 61-97-xxx, CMR 
47-02-9 x MMAL 63= CMR 62-60-xxx, OMR 45-27-76 x MMAL 63= CMR 62-133-xxx. 
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ภาพที ่3.11  จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล RME1 

Panel A : 1 = CMR 60-36-5 , 2 = CMR 60-48-26, 3 = CMR 60-48-69, 4 = CMR 61-42-04, 5 = CMR 61-
42-06, 6 = CMR 61-42-10, 7 = CMR 61-42-44, MMAL63; CMR 44-29-12; CMR 49-22-227 = พันธ์ุที่ใช้เป็น
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดยCMR 44-29-12 x MMAL 63= CMR 60-36-xxx, CMR 49-22-227 x MMAL 63= CMR 
60-48-xxx และ CMR 61-42-xxx. Panel B : 8 = CMR 61-97-01, 9 = CMR 61-97-04, 10 = CMR 61-97-05, 
11 = CMR 61-97-08, 12 = CMR 61-97-13, 13 = CMR 62-60-21, 14 = CMR 62-133-10, MMAL63; R11; 
CMR 47-02-9; OMR 45-27-76 = พันธ์ุที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดย R 11 x MMAL 63= CMR 61-97-xxx, 
CMR 47-02-9 x MMAL 63= CMR 62-60-xxx, OMR 45-27-76 x MMAL 63= CMR 62-133-xxx. 

 
ภาพที่ 3.12  จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-K และ NS158 แบบ 

Multiplex PCR   
 Panel A : 1 = CMR 60-36-5 , 2 = CMR 60-48-26, 3 = CMR 60-48-69, 4 = CMR 61-42-04, 5 = CMR 61-

42-06, 6 = CMR 61-42-10, 7 = CMR 61-42-44, MMAL63; CMR 44-29-12; CMR 49-22-227 = พันธ์ุที่ใช้เป็น
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดยCMR 44-29-12 x MMAL 63= CMR 60-36-xxx, CMR 49-22-227 x MMAL 63= CMR 
60-48-xxx และ CMR 61-42-xxx. Panel B : 8 = CMR 61-97-01, 9 = CMR 61-97-04, 10 = CMR 61-97-05, 
11 = CMR 61-97-08, 12 = CMR 61-97-13, 13 = CMR 62-60-21, 14 = CMR 62-133-10, MMAL63; R11; 
CMR 47-02-9; OMR 45-27-76 = พันธ์ุที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดย R 11 x MMAL 63= CMR 61-97-xxx, 
CMR 47-02-9 x MMAL 63= CMR 62-60-xxx, OMR 45-27-76 x MMAL 63= CMR 62-133-xxx. 
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ภาพที่ 3.13  จีโนไทป์ของลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2563ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล SSRY28 และ NS169 แบบ 
Multiplex PCR 

  Panel A : 1 = CMR 60-36-5 , 2 = CMR 60-48-26, 3 = CMR 60-48-69, 4 = CMR 61-42-04, 5 = CMR 61-
42-06, 6 = CMR 61-42-10, 7 = CMR 61-42-44, MMAL63; CMR 44-29-12; CMR 49-22-227 = พันธ์ุที่ใช้เป็น
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดยCMR 44-29-12 x MMAL 63= CMR 60-36-xxx, CMR 49-22-227 x MMAL 63= CMR 
60-48-xxx และ CMR 61-42-xxx. Panel B : 8 = CMR 61-97-01, 9 = CMR 61-97-04, 10 = CMR 61-97-05, 
11 = CMR 61-97-08, 12 = CMR 61-97-13, 13 = CMR 62-60-21, 14 = CMR 62-133-10, MMAL63; R11; 
CMR 47-02-9; OMR 45-27-76 = พันธ์ุที่ใช้เป็นพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ โดย R 11 x MMAL 63= CMR 61-97-xxx, 
CMR 47-02-9 x MMAL 63= CMR 62-60-xxx, OMR 45-27-76 x MMAL 63= CMR 62-133-xxx. 

 
 ส ำหรับกำรคัดเลือกปี 2564 จำกพันธ์ุที่คัดเลือกได้เบื้องต้นด้วยเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158 โดยเทคนิค 
Direct PCR จ ำนวน 64 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ รวมถึงน ำข้อมูลของนักปรับปรุงพันธ์ุเกี่ยวกับลักษณะทรงต้นที่ดีสะดวกต่อกำรเก็บเกี่ยว
และลักษณะกำรเป็นโรคอื่นๆ มำร่วมพิจำรณำ จึงตัดสินใจด ำเนินกำรท ำซ้ ำแบบ biological repeat จ ำนวน 25 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ
ได้แก่  
 (1)  CMR 62-06-03 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (2)  CMR 62-06-07 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (3)  CMR 62-06-16 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (4)  CMR 62-26-01 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (5)  CMR 62-26-07 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (6)  CMR 62-26-09 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดี) 
 (7)  CMR 62-26-19 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (8)  CMR 62-26-36 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (9)  CMR 62-29-09 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดี) 
 (10)  CMRE 62-09-06 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (11)  CMRE 62-24-45 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
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 (12)  CMRE 62-24-87 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (13)  CMRE 62-24-104 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (14)  OMRE 62-03-27 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (15)  OMRE 62-05-32 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (16)  OMRE 62-05-34 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (17)  OMRE 62-05-38 (มีเครื่องหมำย EST-R, RME1, NS158 และมีลักษณะทรงต้นที่ดีและแข็งแรง) 
 (18)  920057 (พันธ์ุต้ำนทำนจำก IITA มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158) 
 (19)  972205 (พันธ์ุต้ำนทำนจำก IITA มีเครื่องหมำย EST-R และ RME1) 
 (20)  980505 (พันธ์ุต้ำนทำนจำก IITA มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158) 
 (21)  980581 (พันธ์ุต้ำนทำนจำก IITA มีเครื่องหมำย EST-R และ RME1) 
 (22)  SA1 (ลูกผสมของ MNGA 1 x MMAL 63 มีเครื่องหมำย EST-R, RME1 และ NS158) 
 (23)  SA3 (ลูกผสมของ MNGA 1 x MMAL 63 มีเครื่องหมำย EST-R และ NS158) 
 (24)  SA4 (ลูกผสมของ CMR 37-18-201 x TME3 มีเครื่องหมำย EST-R และ RME1) 
 (25)  SA5 (ลูกผสมของ CMR 37-18-201 x TME3 มีเครื่องหมำย EST-R และ RME1) 
 น ำดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง25 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุข้ำงต้นที่สกัดได้ส ำหรับกำรท ำซ้ ำแบบ biological repeat มำทดสอบด้วย
เครื่องหมำยโมเลกุล EST-R, RME1, EST-K, NS158, SSRY28 และ NS169 รวม 6 เครื่องหมำย พบสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่แสดงแถบดี
เอ็นเอเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 หรือพันธ์ุ MMAL 63 ซึ่งเป็นพันธ์ุ candidate ครบทั้ง 6 เครื่องหมำยจ ำนวน 3สำยพันธ์ุ/
พันธ์ุได้แก่ (1) 920057  (2) 980505(3) SA1 (ภาพที่ 3.14, 3.15, 3.16 และ 3.17) 

 

ภาพที่ 3.14  จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-R 

 

ภาพที่ 3.15  จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล 

RME1 
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ภาพที่ 3.16  จีโนไทป์ของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล EST-
K และ NS158 แบบ Multiplex PCR   

 

ภาพที่ 3.17  จีโนไทป์ของของพันธ์ุมันส ำปะหลังและลูกผสม candidate คัดเลือกในปี 2564 ที่ทดสอบด้วยเครื่องหมำยโมเลกุล 
SSRY28 และ NS169 แบบ Multiplex PCR 

 

3.  การตรวจสอบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดสนิปโดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 
 ด ำเนินกำรพัฒนำไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับเทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR และศึกษำสภำวะที่
เหมำะสม (condition) เพ่ือกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง ได้แก่ Ex2-78, 
Ex2-157 และ Ex3-128 ซึ่งเทคนิคน้ีมีต้นทุนค่ำใช้จ่ำยต่ ำกว่ำเทคนิค Pyrosequencing จึงเป็นกำรช่วยประหยัดงบประมำณผล
กำรศึกษำพบสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ที่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้ตรงตำม
ขนำดที่คำดหมำยในแต่ละอัลลีล (ตารางที่ 3.8 และภาพที่ 3.18) 
 

ตารางที่ 3.8  ล ำดับเบสของไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase ส ำหรับกำรตรวจสอบด้วยเทคนิค 
Tetra-Primer ARMS–PCR 

SNP point Primer name Sequence (5’ – 3’) Allele Amplicon(bp) 
Ex2-78 Forward inner primer AAAGAAGCAATCCCAAACCAAACCGTA A 253 

Reverse inner primer TTCACAGCATCAATCACATTGAATCCTATC G 220 
Forward outer primer CCTTTGTTGAGAATGCATTTCCATGATT  416 
Reverse outer primer GTCCAGTTTTAACATCCCAAAATGGTCC 

Ex2-157 Forward inner primer TGGTGTGGTTTCTTGCGCTGATATCT T 192 
Reverse inner primer AAACTGCATCTCGAGCTACTAAGGCCAC G 158 
Forward outer primer TTCAAAGAGAGGCAATCAAGCTGAGAAA  296 
Reverse outer primer GACACTCTTCCATCTCTCCGTCCAGTTT 

Ex3-128 Forward inner primer TAAGTGAGCTTAAACAAAATTTTGCGGC C 231 
Reverse inner primer AAGGTCCTTAACATTTAAACCCCGGA T 257 
Forward outer primer GTAGCTCGAGATGCAGTTTCAATGGTAA  434 
Reverse outer primer CTTTGCCTGTGAAATTGTATAAGCGGTT 
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ภาพที่ 3.18  กำรหำสภำวะที่เหมำะสมในกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-78 (A), Ex2-157 (B) 
และ Ex3-128 (C) โดยใช้เทคนิคTetra primer ARMS-PCR ในมันส ำปะหลังพันธ์ุ TME3 ระยอง 5 และระยอง 3 

 Tetra primer ARMS-PCR optimization for Ex2-78 , Ex2-157 and Ex3-128  detection with different 
annealing temperatures and different DMSO amount. PCR products were separated by 2.5% 
agarose gel electrophoresis. The optimum PCR conditions were highlight in yellow. 

 

 เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR น้ัน ณ 1 ต ำแหน่งของเครื่องหมำยโมเลกุลจะใช้ไพรเมอร์ จ ำนวน 4 เส้น ในกำร
ตรวจสอบ ประกอบด้วย Forward inner primer (FI) Reverse inner primer (RI) Forward outer primer (FO) และ Reverse 
outer primer (RO) (ตารางที่ 3.5) จากภาพที่ 3.18A พบว่ำ annealing temperature  ที่เหมำะสมส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล 
Ex2-78 ได้แก่ 58 องศำเซลเซียสขณะที่ annealing temperature 66, 64 หรือ 60 องศำเซลเซียสไม่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอ
ได้ตรงตำมขนำดที่คำดหมำยในแต่ละอัลลีลได้ครบ ซึ่งสภำวะที่เหมำะสมส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-78 มีรำยละเอียด
ส่วนประกอบในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ ดังตารางที่ 3.9 โดยผลกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ปรำกฏแถบดีเอ็นเอ 3 แถบดังน้ี แถบดีเอ็น
เอขนำด 416 bp เกิดจำก Forward outer primer (FO) และ Reverse outer primer (RO) แถบดีเอ็นเอขนำด 253 bp ที่แสดง 
สนิปอัลลีล A เกิดจำก Forward inner primer(FI) และ Reverse outer primer(RO) และแถบดีเอ็นเอขนำด 220 bp ที่แสดง 
สนิปอัลลีล G เกิดจำกForward outer primer (FO) และ Reverse inner primer (RI) ซึ่งพันธ์ุต้ำนทำนTME3 มีสนิปอัลลีล G 
แบบโฮโมไซกัส (GG) ณ ต ำแหน่ง Ex2-78 สอดคล้องกับผลทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปโดยใช้เทคนิค Pyrosequencing 
(ตารางที่ 3.6) พันธ์ุระยอง 5 แสดงจีโนไทป์แบบเฮเทอโรไซกัสคือ มีทั้งอัลลีล A และ G (AG) ขณะที่พันธ์ุระยอง 3 แสดงจีโนไทป์
แบบโฮโมไซกัสของอัลลีล A (AA) 
 สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-157 ได้แก่ annealing temperature ที่ 60 องศำเซลเซียส และมี 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 1% เป็นส่วนประกอบในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์โดยพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ปรำกฏสนิปอัลลีล T 
แบบโฮโมไซกัส (TT) (ภาพที่ 3.18B และตารางที่ 3.10) ส ำหรับเครื่องหมำยโมเลกุล Ex3-128 น้ัน annealing temperature ที่
เหมำะสมคือ 60 องศำเซลเซียสโดยไม่ต้องมี DMSO เป็นส่วนประกอบในกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ พันธ์ุต้ำนทำน TME3 ปรำกฏ 
สนิปอัลลีล T แบบโฮโมไซกัส (TT) (ภาพที่ 3.18C และตารางที่ 3.11) จำกน้ันน ำสภำวะที่เหมำะสมที่ศึกษำพบ ไปใช้ในกำรเพ่ิม
ปริมำณดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปต ำแหน่ง Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ในมันส ำปะหลังลูกผสม 
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ตารางที่ 3.9  สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลEx2-78โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 

Component Volume (µl) Final concentration 
10X Taq buffer with (NH4)2SO4 2.0 1X 
10 mM dNTP mix 0.4 0.2 mM for each 
10 uM primer FI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer FO 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RO 0.4 0.2 µM 
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.3 1.5 U 
25 mM MgCl2 1.2 1.5 mM 
DNA (50 ng/ul) 2.0 100 ng 
DW 12.5  
Total volume 20.0  
Thermal cycling condition 94°C 5 min >94°C 40 sec, 58°C 40 sec, 72°C 30 sec  

(35 cycles) > 72°C 5 min >4°C ∞   

 
ตารางที่ 3.10  สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุล Ex2-157 โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 

Component Volume (µl) Final concentration 
10X Taq buffer with (NH4)2SO4 2.0 1X 
10 mM dNTP mix 0.4 0.2 mM for each 
10 uM primer FI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer FO 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RO 0.4 0.2 µM 
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.3 1.5 U 
25 mM MgCl2 1.2 1.5 mM 
DNA (50 ng/ul) 2.0 100 ng 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) 0.2 1% 
DW 12.3  
Total volume 20.0  
Thermal cycling condition 94°C 5 min >94°C 40 sec, 60°C 40 sec, 72°C 30 sec (35 

cycles) > 72°C 5 min >4°C ∞   
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ตารางที่ 3.11 สภำวะที่เหมำะสมส ำหรับตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลEx3-128โดยใช้เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR 

Component Volume (µl) Final concentration 
10X Taq buffer with (NH4)2SO4 2.0 1X 
10 mM dNTP mix 0.4 0.2 mM for each 
10 uM primer FI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RI 0.4 0.2 µM 
10 uM primer FO 0.4 0.2 µM 
10 uM primer RO 0.4 0.2 µM 
Taq DNA Polymerase (5 U/ul) 0.3 1.5 U 
25 mM MgCl2 1.2 1.5 mM 
DNA (50 ng/ul) 2.0 100 ng 
DW 12.5  
Total volume 20.0  
Thermal cycling condition 94°C 5 min >94°C 40 sec, 60°C 40 sec, 72°C 30 sec (35 

cycles) > 72°C 5 min >4°C ∞   

  
 กำรคัดเลือกปี 2563 น ำลูกผสมจ ำนวน 46 สำยพันธ์ุ ที่คัดเลือกได้เบื้องต้นจำกกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดอีเอสที 
ชนิดสกำร์ และชนิดเอสเอสอำร์มำทดสอบเพ่ิมเติมกับเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปในยีน Peroxidase จ ำนวน 3 ต ำแหน่ง ได้แก่ 
เครื่องหมำย Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 พบลูกผสมสำยพันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุ
ต้ำนทำน TME3 ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย  (RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R, EST-K, Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128) 
จ ำนวน 13 สำยพันธ์ุ ได้แก่ (1) CMR 60-36-5 (2) CMR 60-48-26 (3) CMR 60-48-69 (4) CMR 61-42-04 (5) CMR 61-42-06 
(6) CMR 61-42-10 (7) CMR 61-42-44 (8) CMR 61-97-01 (9) CMR 61-97-04 (10) CMR 61-97-05 (11) CMR 61-97-08 
(12) CMR 61-97-13 (13) CMR 62-60-21 ดังตารางที่ 3.12 (แถบสีชมพู) 

 
ตารางที่ 3.12 ผลกำรคัดเลือกลูกผสมCMR60, CMR61 และ CMR62 โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 

ชื่อลูกผสม เครื่องหมาย SCAR และ SSR เครื่องหมาย EST เครื่องหมาย SNP 
RME1 NS158 SSRY28 NS169 EST-R EST-K Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128 

CMR 60-36-5 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-36-48 √ √ × √ √ √ × √ √ 
CMR 60-48-4 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-21 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-23 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-26 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-39 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-55 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-64 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-69 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-72 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 60-48-73 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
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ตารางที่ 3.12 (ต่อ) ผลกำรคัดเลือกลูกผสมCMR 60, CMR 61 และ CMR 62 โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2563 

ชื่อลูกผสม เครื่องหมาย SCAR และ SSR เครื่องหมาย EST เครื่องหมาย SNP 
RME1 NS158 SSRY28 NS169 EST-R EST-K Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128 

CMR 61-42-03 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-04 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-06 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-10 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-18 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-19 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-24 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-44 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-45 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-47 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-51 √ √ × √ √ √ √ √ - 
CMR 61-42-59 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-42-60 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-01 √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-02 √ √* × √ × √ - - - 
CMR 61-97-04 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-05 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-08 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-13 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 61-97-14 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-49-03 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-49-08 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-60-21 √ √* √ √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-60-28 √ √ × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-133-10 √ √ √ √ √ √ × × × 
CMR 62-157-22 √ ×  × √ √ √ × × × 
CMR 62-157-29 √ × × √ √ √ √ × √ 
CMR 62-157-31 √ √* × √ √ √ × × × 
CMR 62-157-39 √ √* × √ √ √ × × × 
CMR 62-157-62 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-184-46 √ √* × √ √ √ × × × 
OMR 62-24-18 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
OMR 62-24-19 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
OMR 62-24-40 √ √* × √ √ √ √ √ √ 

√ : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
√* : แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีรำยงำนว่ำเก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 แต่มีแถบดีเอ็นเอขนำดอื่น
ปรำกฏมำด้วย 
X : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์ไม่เหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
- : ไม่ได้ท ำกำรทดสอบเน่ืองจำกดีเอ็นเอไม่เพียงพอ 
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 ส ำหรับกำรคัดเลือกปี 2564 น ำลูกผสมหรือพันธ์ุที่คัดเลือกเบื้องต้นด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดอีเอสที ชนิดสกำร์ และ
ชนิดเอสเอสอำร์ พิจำรณำประกอบกับข้อมูลลักษณะทรงต้นและลักษณะกำรเป็นโรคอื่นๆ จ ำนวน 25 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ มำทดสอบ
เพ่ิมเติมกับเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3 ต ำแหน่ง พบสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุ
ต้ำนทำน TME3 ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย จ ำนวน 3 สำยพันธ์ุ/พันธ์ุ ได้แก่ (1) 920057จำก IITA (2) 980505 จำก IITA(3) SA1 
(CMR 64-180-01) ดังตารางที่ 3.13 (แถบสีชมพู) พันธ์ุต้ำนทำน 972205 และ 980581 จำก IITA แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับ    
นิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 จ ำนวน 6 เครื่องหมำยได้แก่ RME1, EST-R, EST-K, Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128    
ซึ่งเครื่องหมำย RME1 อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 มำกที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องหมำย NS158, SSRY28 และ NS169      
(Carmo et al., 2015) 
 
ตารางที่ 3.13  ผลกำรคัดเลือกลูกผสม CMR62, CMRE 62, CMR64 และพันธ์ุจำก IITA โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในปี 2564 

ชื่อลูกผสม/พันธุ ์ เคร่ืองหมาย SCAR และ SSR เคร่ืองหมาย EST เคร่ืองหมาย SNP 
RME1 NS158 SSRY28 NS169 EST-R EST-K Ex2-78 Ex2-157 Ex3-128 

CMR 62-06-03 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-06-07 √ √* × √ √ √ √ √ √ 
CMR 62-06-16 √ × √ × √ √ √ √ √ 
CMR 62-26-01 √ × √ × × √ √ √ √ 
CMR 62-26-07 √ × √ × × √ √ √ √ 
CMR 62-26-09 √ × √ × √ √ √ √ √ 
CMR 62-26-19 √ √* × √ √ √ × × × 
CMR 62-26-36 √ √* × √ √ √ × × × 
CMR 62-29-09 √ × √ × √ √ √ √ √ 
CMRE 62-09-06 √ × √ × √ √ × × × 
CMRE 62-24-45 √ √ × √ √ √ × × × 
CMRE 62-24-87 √ √ × √ √ √ × × × 
CMRE 62-24-104 √ √ × √ √ √ × × × 
OMRE 62-03-27 √ √* √ × √ √ × × × 
OMRE 62-05-32 √ √ × × √ √ × × × 
OMRE 62-05-34 √ √ × √ √ √ × × × 
OMRE 62-05-38 √ √ × √ √ √ × × × 
920057 (IITA) √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
972205 (IITA) √ × × × √ √ √ √ √ 
980505 (IITA) √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
980581 (IITA) √ × × × √ √ √ √ √ 
SA1 (CMR 64-180-01) √ √ √ √ √ √ √ √ √ 
SA3 (CMR 64-180-03) × √* × √ √ √ √ √ √ 
SA4 (CMR 64-181-01) √ × √ × √ √ √ √ √ 
SA5 (CMR 64-181-02) √ × √ × √ √ √ √ √ 

√ : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
√* : แสดงแถบดีเอ็นเอที่มีรำยงำนว่ำเก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคเช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 แต่มีแถบดีเอ็นเอขนำดอื่น
ปรำกฏมำด้วย 
X : แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์ไม่เหมือนกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 
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  โดยสรุปผลกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมและพันธ์ุจำก IITA ในปี 2563 และปี 2564 โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
พบสำยพันธ์ุ/พันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย จ ำนวน 16 สำย
พันธ์ุ/พันธ์ุ ได้แก่ (1) CMR 60-36-5 (2) CMR 60-48-26 (3) CMR 60-48-69 (4) CMR 61-42-04 (5) CMR 61-42-06 (6) CMR 
61-42-10 (7) CMR 61-42-44 (8) CMR 61-97-01 (9) CMR 61-97-04 (10) CMR 61-97-05 (11) CMR 61-97-08 (12) CMR 
61-97-13 (13) CMR 62-60-21 (14) 920057 จำก IITA (15) 980505 จำก IITA (16) SA1 (CMR 64-180-01) 
  ส ำหรับสำยพันธ์ุ SA4 (CMR 64-181-01) และ SA5 (CMR 64-181-02) ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่ำง CMR 37-18-201 x TME3 แม้ว่ำ
แสดงแถบดีเอ็นเอหรือล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 จ ำนวน 7 เครื่องหมำย (ไม่ครบ 9 เครื่องหมำย) ได้แก่ 
RME1, SSRY28, EST-R, EST-K, Ex2-78, Ex2-157 และ Ex3-128 ดังตารางที่ 3.13 ลูกผสม 2 สำยพันธ์ุน้ีมีควำมเป็นไปได้สูงที่
จะแสดงฟีโนไทป์ต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังเน่ืองจำกสืบเชื้อสำยมำจำกพันธ์ุ TME3 โดยตรง ซึ่งในพันธ์ุ TME3 มีโลคัส 
CMD2 ที่เป็นโลคัสหลักในกำรควบคุมลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังและเครื่องหมำยโมเลกุล  RME1, NS158, 
SSRY28, NS169 ที่ใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมีควำมสัมพันธ์กับโลคัสดังกล่ำวโดยมีต ำแหน่งบนโครโมโซมห่ำงจำกโลคัส CMD2 เป็น
ระยะทำง 4 cM, 7 cM, 9 cMและ 16 cM ตำมล ำดับ (Carmo et al., 2015) 
      มันส ำปะหลังพันธ์ุที่คัดเลือกได้จำกกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำงถึงแม้ว่ำแสดงแถบ   
ดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 กำรทดสอบฟีโนไทป์ลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง CMD กับเชื้อ
โรคจริงเป็นสิ่งจ ำเป็นและมีควำมส ำคัญ เน่ืองจำกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสกำร์  (RME1) และเอสเอสอำร์ (NS158, SSRY28, 
NS169) อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 แต่ไม่ได้อยู่บนยีน ท ำให้เครื่องหมำยโมเลกุลดังกล่ำวแสดงถึงเพียงควำมเป็นไปได้ที่อำจมียีน
ต้ำนทำนโรคอยู่ในพันธ์ุน้ันๆ ดังน้ันจึงมีควำมจ ำเป็นที่จะต้องน ำพันธ์ุรวมถึงลูกผสมที่ได้จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลแล้ว
ไปท ำกำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค ก่อนกำรน ำพันธ์ุดังกล่ำวไปใช้ในกำรพัฒนำพันธ์ุและเผยแพร่แก่เกษตรกรต่อไป 
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การทดลองที่ 4   การคัดเลือกลักษณะต้านทานโรครากปมในมันส าปะหลังโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล 
สรุปผลการด าเนินงาน 
 1.  ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ที่ใช้คัดเลือกโรครำกปมจำกหัวบีท มันฝรั่ง ถ่ัวอัลมอนด์ และไพรเมอร์ SSR จ ำนวน 
26 คู่ กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 พันธ์ุ ประกอบด้วย พันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปมคือ ระยอง 1 , ระยอง 7, ระยอง 86-13, 
ระยอง 60, ระยอง 72 และเกษตรศำสตร์ 50 และพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปมคือ ระยอง 2, ระยอง 3, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, 
ระยอง 90, ห้วยบง 60, ห้วยบง 80 ด้วยเทคนิค PCR พบว่ำ มีไพรเมอร์ 4 คู่ คือ N146, N195, NEM06 และ SSR4 ที่ให้แถบดีเอ็นเอ
แตกต่ำงกันในพันธ์ุมันส ำปะหลัง และออกแบบไพรเมอร์จำกยีน Endoglucanase ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับโรครำกปมเพ่ิมอีก    
11 คู่ พบมีไพรเมอร์ 2 คู่ คือ GUN5 และ GUN6 ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่ำงกันในพันธ์ุมันส ำปะหลัง มีแนวโน้มว่ำไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ 
อำจน ำมำเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลในกำรคัดเลือกโรครำกปมในมันส ำปะหลังได้  
 2. ทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ชนิด ILP (Intron Length Polymorphism) ที่ออกแบบเพ่ิมเติมจำกฐำนข้อมูล 
GenBank รวม 4 ยีนคือ ยีน Polygalacturonase, ยีน Pectinesterase/Pectinesterase Inhibitor, ยีน Beta-Glucosidase 
และ ยีน Endoglucanase จ ำนวน 31 คู่ไพรเมอร์ ผลผลิตพีซีอำร์มีขนำด 145-403 bp โดยมีค่ำเฉลี่ย 225 bp กับมันส ำปะหลัง 
จ ำนวน 14 พันธ์ุ โดยใช้เทคนิค PCR พบว่ำ มีไพรเมอร์ 15 คู่ ที่ให้ควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอในมันส ำปะหลัง ได้แก่ PGLR7, 
PMEU2, BGL1, BGL2, BGL3, BGL4, BGL7, BGL9, BGL10, GUN4, GUN5, GUN6, GUN7, GUN8, GUN9 ท ำกำรทดสอบ
ประสิทธิภำพของไพรเมอร์ทั้ง 15 คู่ กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังที่มีข้อมูลกำรทดสอบโรครำกปม จ ำนวน 71 พันธ์ุ ตรวจสอบแถบ     
ดีเอ็นเอด้วย 2% agarose gel และด้วยเครื่อง QIAxcel พบว่ำ ไพรเมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงของมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ มี 6 คู่ คือ 
BGL2, BGL4, BGL7, GUN4, GUN 5, PGLR7  
 3. ท ำกำรวิเครำะห์ข้อมูลควำมแตกต่ำงระหว่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุอ่อนแอและพันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปม โดยจัดท ำ
ตำรำงข้อมูลดัชนีกำรเกิดปมและระดับควำมต้ำนทำนโรครำกปมจำกมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ และจัดท ำ dendrogram เพ่ือดู
ควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังระหว่ำงลักษณะจีโนไทป์จำกแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังและฟีโนไทป์จำกผล
กำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรครำกปม (นุชนำรถและคณะ, 2558) จำกกำรวิเครำะห์แถบดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์คู่ต่ำงๆ พบว่ำ พันธ์ุที่
ต้ำนทำนโรครำกปมและมีควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอคือ R 1, R 7, R 86-13, R 60, R 72 และ KU 50 จึงคัดเลือกพันธ์ุลูกผสม
จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง โดยเก็บตัวอย่ำงลูกผสม 2 สำยพันธ์ุ ที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ต้ำนทำนโรครำกปมคือ ลูกผสม CMR 62-11 
(พันธ์ุแม่คือ CMR 32-94-12 และพันธ์ุพ่อคือ KU 50 ที่ต้ำนทำนโรครำกปม) จ ำนวน 46 ตัวอย่ำง และ ลูกผสม CMR 62-79   
(พันธ์ุแม่คือ CMR 50-70-76 และพันธ์ุพ่อคือ R7 ท่ีต้ำนทำนโรครำกปม) จ ำนวน 259 ตัวอย่ำง ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์
กับมันส ำปะหลังลูกผสม ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 6 คู่ คือ BGL2, BGL4, BGL7, GUN4, GUN 5, PGLR 7 พบไพรเมอร์ที่ให้
ควำมแตกต่ำงของลูกผสมอย่ำงชัดเจนคือ BGL7 โดยไพรเมอร์ BGL7 มีแถบดีเอ็นเอที่แตกต่ำงในลูกผสม CMR 32-94-12 แต่ละต้น 
ในขณะที่แถบดีเอ็นเอในลูกผสม CMR 62-79 ไม่ค่อยมีควำมแตกต่ำงกัน ส่วนไพรเมอร์ BGL2, BGL4, GUN4, GUN 5, PGLR7 กำร
แยกควำมแตกต่ำงของแถบดีเอนเอได้ไม่ค่อยชัดเจนนัก น ำผลผลิต PCR จำกไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ คือ BGL2, BGL4, BGL7, GUN 5 
ตรวจวิเครำะห์ผลแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง QIAxcel พบไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ ให้ควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอ  
 4. กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 71 พันธ์ุ ด้วยเทคนิค Genotyping by sequencing 
(GBS) พบมีรูปแบบ SNPs รวมทั้งหมด 2688 รูปแบบ คิดเป็น 100% โดยเป็นแบบ transitions ซึ่งเป็นกำรเปลี่ยนแปลงล ำดับคู่เบส
ของดีเอ็นเอประเภทเดียวกันคือ Purine เปลี่ยนเป็น Purine  (A/G, G/A))  Pyrimidine เปลี่ยนเป็น Pyrimidine (C/T, T/C) 
70.91% และแบบ transversion คือ Purine เปลี่ยนเป็น Pyrimidine และจำก Pyrimidine เปลี่ยนเป็น Purine  (A/C, C/A, A/T, 
T/A, C/G, G/C, G/T, T/G)  29.09% ซึ่ง SNPs แบบ G/A พบมำกที่สุด 23.25% และพบ SNPs แบบ C/G น้อยที่สุด 0.89% 
อัตรำส่วนระหว่ำง transition: transversion คิดเป็น 2.44 และท ำกำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงเทคโนโลยีชีวสำรสนเทศจำกข้อมูลพันธ์ุ
มันส ำปะหลัง ทั้ง 71 สำยพันธ์ุ เพ่ือหำต ำแหน่ง SNP โดยใช้ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงลักษณะฟีโนไทป์ของดัชนีรำกปม ควำมต้ำนทำน
และอ่อนแอต่อโรครำกปม และจัดท ำ dendrogram เพ่ือดูควำมสัมพันธ์ของพันธ์ุมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ ออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้
เป็นเครื่องหมำยโมเลกุล แบบ tetra primer จ ำนวน 6 ชุด ส ำหรับใช้ตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะ
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ต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลัง ทดสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลกับพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนและอ่อนแอต่อโรครำก
ปม โดยใช้ตัวแทนพันธ์ุที่ต้ำนทำนคือ Sriracha 1 และตัวแทนพันธ์ุที่อ่อนแอคือ ระยอง 11 พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุล 2 ชุด สำมำรถ
ใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนได้ จึงเลือกพันธ์ุที่ต้ำนทำนมำทดสอบเพ่ิมคือ CMR26-38-7, MKUC28-71-66, HP7, 
V22 และพันธ์ุที่อ่อนแอคือ CMR23-126-122, CMR25-104-42, CMR34-35-54, ระยอง 5 พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 2 ชุด 
สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนและอ่อนแอต่อโรคได้ จำกน้ันน ำมำทดสอบกับมันส ำปะหลังทั้ง 71 
สำยพันธ์ุ และมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 (พันธ์ุแม่คือ CMR 32-94-12 และพันธ์ุพ่อคือ KU 50) และ CMR62-79 (พันธ์ุแม่
คือ CMR 50-70-76 และพันธ์ุพ่อคือ R7 ที่ต้ำนทำนโรครำกปม) พบว่ำ มันส ำปะหลังลูกผสมมีทั้งแถบดีเอ็นเอที่แสดงควำมต้ำนทำน
และแถบดีเอ็นเอที่แสดงควำมอ่อนแอ ท ำกำรเพ่ิมปริมำณไส้เดือนฝอยสำเหตุโรครำกปม โดยเก็บดินจำกแหล่งปลูกมันส ำปะหลังที่
จังหวัดกำฬสินธ์ุ น ำมำเพ่ิมขยำยไส้เดือนฝอยในมะเขือเทศ แล้วน ำไปทดสอบในมันส ำปะหลังลูกผสม แต่เน่ืองจำกปริมำณไส้เดือน
ฝอยมีไม่เพียงพอจึงท ำให้ไม่เห็นผลของรำกปมชัดเจน ได้ท ำกำรทดสอบเพ่ิมเติมโดยเก็บใบมันส ำปะหลังลูกผสมที่มีต้นพ่อหรือต้นแม่
เป็นพันธ์ุ R11 ซึ่งเป็นพันธ์ุอ่อนแอ จ ำนวนลูกผสมทั้งหมด 17 สำยพันธ์ุ พบว่ำมีลูกผสมบำงต้นที่แสดงลักษณะต้ำนทำนโรครำกปม 
 
ผลการด าเนินงาน 
การสกัดดีเอ็นเอมันส าปะหลัง 
 กำรสกัดดีเอ็นเอมันส ำปะหลังในกำรทดลองครั้งน้ีได้ท ำกำรสกัด 2 วิธี โดยกำรใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอจำกพืช DNeasy Plant 
Mini kit ของ QIAGEN ® ซึ่งมีข้อดีคือสะดวก รวดเร็ว แต่ปริมำณที่ได้แต่ละครั้งจะมีปริมำณน้อย เน่ืองจำกดีเอ็นเอที่ใช้ในกำร
ทดลองต้องใช้เป็นจ ำนวนมำก จึงได้เปลี่ยนวิธีกำรสกัดดีเอ็นเอเป็นวิธี CTAB ซึ่งจะใช้เวลำมำกกว่ำวิธีใช้ชุดสกัด แต่สำมำรถสกัดได้
ดีเอ็นเอเป็นจ ำนวนมำก ซึ่งสำมำรถเก็บไว้ใช้ในกำรทดสอบท ำ PCR ได้หลำยครั้ง 
 ตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง ในปีแรกได้น ำท่อนพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ได้จำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 14 พันธ์ุ  มำปลูกใน
กระถำงเพ่ือใช้ในกำรทดลอง ได้แก่ พันธ์ที่ต้ำนทำนโรครำกปมคือ ระยอง  1, ระยอง 7, ระยอง 13, ระยอง 60, ระยอง 72 และ
เกษตรศำสตร์ 50 และพันธ์อ่อนแอต่อโรครำกปมคือ ระยอง 2, ระยอง3, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 90, ห้วยบง 60 
และห้วยบง 80 ส่วนในปีต่อไปได้ไปเก็บตัวอย่ำงจำกแปลงรวบรวมพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง เน่ืองจำกต้องใช้มัน
ส ำปะหลังจ ำนวนหลำยพันธ์ุ   
 
การหาเคร่ืองหมายโมเลกุลจากฐานข้อมูล 
 รวบรวมและสังเครำะห์เครื่องหมำยโมเลกุลที่ต้ำนทำนโรครำกปมในพืชอื่นๆ ได้แก่ หัวบีท (sugar beat) 3 คู่ มันฝรั่ง 15 คู่ 
ถ่ัวอัลมอลต์ 5 คู่ และไพรเมอร์ SSR 3 คู่ รวมจ ำนวน 26 คู่ (ตารางที่ 4.1) และท ำกำรทดสอบท ำ PCR กับมันส ำปะหลัง 14 สำย
พันธ์ุ พบว่ำมีบำงคู่ไพรเมอร์ที่มีแนวโน้มว่ำสำมำรถใช้จ ำแนกพันธ์ุต้ำนทำนกับพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปมได้ เช่น คู่ไพร์เมอร์ 146 
แถบดีเอนเอที่ประมำณ 700 bp จะพบในมันส ำปะหลังบำงพันธ์ุเท่ำน้ัน ไพรเมอร์ N 195 พบว่ำ ไม่ปรำกฏแถบดีเอนเอของมัน
ส ำปะหลังบำงพันธ์ุ ไพรเมอร์ NEM06 พบแถบดีเอนเอด้ำนบนเฉพำะบำงพันธ์ุซึ่งเป็นพันธ์ุอ่อนแอ และไพรเมอร์ SSR4 พบแถบ
ด้ำนบนในพันธ์ุอ่อนแอ  

เมื่อวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ของแถบที่แตกต่ำงกันระหว่ำงพันธ์ุต้ำนทำนกับพันธ์ุอ่อนแอ ในเบื้องต้น พบว่ำ เมื่อใช้ไพรเมอร์ 
NEM06 จะปรำกฏแถบบนสุดในมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 5 กับห้วยบง 60 ซึ่งเป็นพันธ์ุอ่อนแอ จึงอำจจะใช้เป็นเครื่องหมำย
โมเลกุลจ ำแนกพันธ์ุอ่อนแอต่อโรครำกปมได้   
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ตารางที่ 4.1  แสดงแหล่งที่มำของไพรเมอร์จำกหัวบีท (sugar beat) มันฝรั่ง ถ่ัวอัลมอลต์ และไพรเมอร์ SSR จ ำนวน 26 คู่ไพรเมอร์  

แหล่งท่ีมา ชื่อ  Marker ชื่อ  primer ล าดับเบส 
หัวบีท Nem06 Nem06FWD TGCCGAGCTGCTTGACGGGTTGTC  

Nem06REV  GTTTCGCTCCTCAGAATTGCTGAAG 
nem06 nem06FWD1 TGACGGGTTGTCAATATGC 

nem06REV1 TCCATTTCCTGACCTACAATTATT 
NEM06 NEM06FWD2 AAAGAAAGGGAACTCAAATGTTAG  

NEM06REV2 TCAGAATTGCTGAAGGTCATT 
มันฝรั่ง N146 N146-17  AAGCTCTTGCCTAGTGCTC 

N146-22 AGGCGGAACATGCCATG 
N195 N195-09 TGGAAATGGCACCCACTA 

N195-06 CATCATGGTTTCACTTGTCAC 
Gro1-4 Gro1-4F TCTTTGGAGATACTGATTCTCA 

Gro1-4R CGACCTAAAATGAAAAGCATCT 
Gro1-4-1 Gro1-4-1F AAGCCACAACTCTACTGGAG 

Gro1-4-1R GATATAGTACGTAATCATGCC 
Gpa2-1 Gpa2-1F TTTAGCACGGAATGTGGGGA 

Gpa2-1R  GTTTCCCCATCAAAACTCAC 
Gpa2-2 Gpa2-2F GCACTTAGAGACTCATTCCA 

Gpa2-2R  ACAGATTGTTGGCAGCGAAA 
TG432 TG432-F GGACAGTCATCAGATTGTGG 

TG432-R GTACTCCTGCTTGAGCCATT 
C237 C237- F GCAGTCCTAATTGCACGTAACA 

C237- R CTTACTTGGGCAACCCAGAAT 
HC HC-F ACACCACCTGTTTGATAAAAAACT 

HC-R GCCTTACTTCCCTGCTGAAG 
GBSS1-3 GBSS1-3F AAAGGAGGCTCAAGCAG 

GBSS1-3R TGCAAGAGCTCTAGCAACTG 
Plgms8 Plgms8F AAACAGCCAGATCCGGAGTA 

Plgms8R TATAAGTCCGCCATCGCTTG 
Plgms9 Plgms9F GGTGGGAGAATTCGACTATCA 

Plgms9R CAACCCAATACCACGTACCC 
Plgms19 Plgms19F CGGGGTTCAAACTCAACAAG 

Plgms19R AGACGTGCTGCTTTGTTCAC 
STS-OPS14a STS-OPS14aF TTACGTGAAACAGGGAAATGAA 

STS-OPS14aR GCCTTAGTACAGCTCCGCCC 
STS-834b STS-834bF GCAGTCAAAAATTTCAAACC 

STS-834bR TCCGATTCGAGCCCACTACA 
ถั่วอัลมอนต์ 19319 19319F GCATGAGGTTGTTGGTGTTG 

19319R TGGCTAAATTCCGCACTACC 
39E18 39E18F ATCGGATTGCCACGTTATGT 

39E18R CCGAAAGAATTGGCTCACTC 
524K16 524K16F CGAGAAGTCAAAATCCTTTGG 

524K16R TGAGAACAACAACCCAAAATCA 
56F6 56F6F TGCATCTAGACACAATGGTTCA 

56F6R CCATCTTGTAACCATGCCAAT 
406L19 406L19F AATCAGACGGGCTTTGTACG 

406L19F GCTTTGAAAAATCATGCTTGG 
ไพรเมอร์SSR SSRY4 SSRY4F ATAGAGCAGAAGTGCAGGCG 

SSRY4R CTAACGCACACGACTACGGA 
SSRY9 SSRY9F ACAATTCATCATGAGTCATCAACT 

SSRY9R CCGTTATTGTTCCTGGTCCT 
SSRY155 SSRY155F CGTTGATAAAGTGGAAAGAGCA 

SSRY155R ACTCCACTCCCGATGCTCGC 
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ภาพที ่4.1  ผลผลิต PCR   โดยใช้ไพร์เมอร์ 146 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ; M=marker 100 bp     
 1= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1     2= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 2     

3= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 3     4= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 5     
5= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 7      6= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 9     
7= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 11    8= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 60     

 9= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 72    10= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 90     
 11= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    12= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60     
 13= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 80   14= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 13     
 

 
 

ภาพที ่4.2  ผลผลิต PCR   โดยใช้ไพร์เมอร์ 195 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ; M=marker 100 bp     
 1= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    2= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 2     
 3= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 3    4= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 5     
 5= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 7     6= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 9     
 7= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 11   8= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 60     
 9= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 72   10= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 90     
 11= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    12= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60     
 13= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 80  14= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 13    
 
 

M    1     2      3    4     5    6    7    8    9   10   11  12   13  14

 

M     1    2      3    4     5    6    7    8     9    10   11  12   13  14
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ภาพที ่4.3  ผลผลิต PCR   โดยใช้ไพร์เมอร์ NEM06 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ; M=marker 100 bp     
 1= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    2= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 2     
 3= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 3    4= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 5     
 5= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 7     6= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 9     
 7= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 11   8= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 60     
 9= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 72   10= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 90     
 11= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    12= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60     
 13= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 80  14= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 13     
 

                                   
 
ภาพที ่4.4  ผลผลิต PCR   โดยใช้ไพร์เมอร์  SSRY4 กับมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ; M1 =marker 1 kb, M2 = marker 100 bp 

 1= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    2= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 2     
 3= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 3    4= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 5     
 5= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 7     6= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 9     
 7= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 11   8= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 60     
 9= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 72   10= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 90     
 11= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 1    12= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60     
 13= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 80  14= ผลผลิต PCR ของมันส ำปะหลังพันธ์ุระยอง 13     

                    

 
 M   1  2   3  4   5   6   7   8  9  10 11 12 13 14 
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การหาเคร่ืองหมายโมเลกุลโดยการออกแบบ ILP (Intron Length Polymorphism)   
ท ำกำรสืบค้นหำยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมในพืช เพ่ือออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้กำรออกแบบ ILP 

(Intron Length Polymorphism) พบยีนที่มีกำรแสดงออกที่แตกต่ำงกันในต้นยำสูบ (Nicotiana tabacum) ที่อ่อนแอและ
ต้ำนทำนต่อโรครำกปมที่เกิดจำกไส้เดือนฝอย Meloidogyne incognita โดยสืบค้นข้อมูลเป็นล ำดับ EST จำกฐำนข้อมูล 
GenBank ใน NCBI รวมทั้งสิ้น 4 ยีนคือ ยีน Polygalacturonase, ยีน Pectinesterase/Pectinesterase Inhibitor, ยีน Beta-
Glucosidase และ ยีน Endoglucanase ได้ล ำดับ EST จ ำนวน 6 EST ที่มีต ำแหน่งบนโครโมโซมมันส ำปะหลัง 6 โครโมโซม และ
สำมำรถน ำไปออกแบบไพรเมอร์ได้ทั้งหมด 31 คู่ไพรเมอร์ (ตารางที่ 4.2) ผลผลิตพีซีอำร์มีขนำดอยู่ในช่วง 145 - 403 bp โดยมี
ค่ำเฉลี่ย 225 bp 

 

ตารางที่ 4.2  แสดงยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมจ ำนวน 4 ยีน, ข้อมูล EST จ ำนวน 6 EST และจ ำนวนไพรเมอร์
ทั้งหมด 31 คู่ไพรเมอร์ 

Gene EST Chromosome Contig Marker 
Primer 
Name 

Primer Sequence  
(5'-3') 

Expected 
size 

Polygalacturonase XM_021779030.1 14 LTYI01023726.1 PGLR1 PGLR1F GCAATGCAATCATCTCCCG 304 
     PGLR1R TCCTGTTCAAGTCCCCAAC  
    PGLR2 PGLR2F AGCAAGAATCGTCAGCCAT 146 
     PGLR2R CTCCTTCTTGGCACCTTCA  
    PGLR3 PGLR3F TTATCCCACCAGGGAGCA 167 
     PGLR3R TCCTTGGAATGAACCTCACT  
    PGLR4 PGLR4F AGAGGGCAAAGGATCGATTA 166 
     PGLR4R AGCCATTTCACCCTTTTTCT  
    PGLR5 PGLR5F CTGCACACTTTTAGTTTCTGC 323 
     PGLR5F CAGTTCAAATGGCTTTGTGC  
 XM_021759956.1 1 LTYI01001831.1 PGLR6 PGLR6F AAGCCTCATTTATGGCCGC 158 
     PGLR6R CAGTTGCTGCCTTGACCAT  
    PGLR7 PGLR7F AATTCACCATTCTGGACAATCC 219 
     PGLR7R AGAGGAGCACGGATCGTAA  
    PGLR8 PGLR8F TACGATCCGTGCTCCTCTT 403 
     PGLR8F TGTAACAGTCCTCGATGCAA  

Pectinesterase/ XM_021740830.1 16 LTYI01027939.1 PMEU1 PMEU1F TGCTGCTTTGGCAGCTATC 176 
Pectinesterase      PMEU1R CTGTTTCAGCATAAACTCCTGC  

Inhibitor    PMEU2 PMEU2F AAATTTTGCAGATGGAGTTCAA 274 
     PMEU2R AATCCCATTGCTTTCGCCA  

Beta-Glucosidase XM_021770881.1 10 LTYI01018044.1 BGL1 BGL1F AGCCAAATTCCCACTCGAA 224 
     BGL1R CACTGAATGATAGCTTGAGGA  
    BGL2 BGL2F ATTGCCATGGAGCTATTATCTT 190 
     BGL2R AGAGAAATTTCAACAATCCTCCA  
    BGL3 BGL3F GCTCTCAGGGTAGTCTCCA 161 
     BGL3R GCAGGAAGGCTGCCTCTA  
    BGL4 BGL4F TTTGGGCACCTTCCAGAAT 355 
     BGL4R TCTTTGTCATGCAACTGCTC  
    BGL5 BGL5F CAAACTCTTCAAAGCAGAAGTC 170 
     BGL5R GCCCTTCAAGATGAATATGGTG  
    BGL6 BGL6F TTGTGGAAGATCCCAATGGA 191 
     BGL6R AGGAGTGAACCAAGAAGGTG  
    BGL7 BGL7F CACCTTCTTGGTTCACTCCT 289 
     BGL7R TGGTTTGAACTCCTTCAGATT  
    BGL8 BGL8F TCTGAAGGAGTTCAAACCAAT 154 
     BGL8R CAGGTGATGTTGCTGAGGA  
    BGL9 BGL9F TCCTCAGCAACATCACCTG 212 
     BGL9R AGCCAAGTATTTGGGATACCT  
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    BGL10 BGL10F GGCTTCCTGCCATCTGAAT 187 
     BGL10R AGGATTTTATATTTGGAGCAGCA  

ตารางที่ 4.2(ต่อ)   แสดงยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมจ ำนวน 4 ยีน, ข้อมูล EST จ ำนวน 6 EST และจ ำนวนไพรเมอร์
ทั้งหมด 31 คู่ไพรเมอร์ 

Gene EST Chromosome Contig Marker 
Primer 
Name 

Primer Sequence  
(5'-3') 

Expected 
size 

Endoglucanase XM_021773326.1 11 LTYI01019232.1 GUN1 GUN1F TCCAAGTGTTGGTTATGCTGT 221 
     GUN1R TACCAACAACAGACACAGGT  
    GUN2 GUN2F GGGCACCTGTGTCTGTTG 352 
     GUN2R CTCTTGTTGGCCTCTTCTCC  
    GUN3 GUN3F CTGCAAATTGTTCCATTCTCG 152 
     GUN3R GAATGACGGCTACAACATTCA  
    GUN4 GUN4F GTGGAAGTGTATGCGCCA 186 
     GUN4R TGCTGGTGTCCAAATCCTT  
    GUN5 GUN5F CCCTGTACAACCATGCTGC 343 
     GUN5R GCCTTACAACTCTTCTTACTCC  
    GUN6 GUN6F TTGCCCTGTACAACCATGC 145 
     GUN6R AGCACTTCTACACCTCCTCA  
    GUN7 GUN7F ACGGAATCATCATAAAGCCCT 190 
     GUN7R GCCTTACAACTCTTCTTACTCC  
    GUN8 GUN8F TGGTCCCCTGCATCATAGT 194 
     GUN8R CGAGGTGACTCTGGCCTTA  
 XM_021758257.1 5 LTYI01008938.1 GUN9 GUN9F ACGCTGATGCTCTTAAAGTTG 214 
     GUN9R AGCCGAATTCCCTCTCCAA  
    GUN10 GUN10F TGCTCATGCTGCGGAAAA 324 
     GUN10R CAGGCCTGTCCCAACAAC  
    GUN11 GUN11F CAAACCATCAGATCTTCGGA 177 
     GUN11R TTTCAGAGCATTGTTGCCC  

 

จำกไพรเมอร์ ILP ทั้งหมด 31 คู่ สำมำรถเพ่ิมปริมำณด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ในมันส ำปะหลังได้ จ ำนวน 30 คู่ ยกเว้นไพรเมอร์ 
PMEU1 จำกน้ันน ำมันส ำปะหลังทั้ง 14 พันธ์ุได้แก่ R 1, R 2, R 3, R 5, R 7, R 9, R 11, R 60, R 90, HB 60, KU 50, R 86-13, R 72 
และ HB 80 ที่ผ่ำนกำรเพ่ิมปริมำณด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ทั้ง 30 คู่ไพรเมอร์ ไปวิเครำะห์หำโพลีมอร์ฟิซึมใน 6% polyacrylamide 
gel electrophoresis ที่ย้อมด้วยซิลเวอร์ไนเตรท ตัวอย่ำงกำรแยกแถบดีเอ็นใน 6% polyacrylamide gel  

ผลจำกกำรวิเครำะห์ไพร์เมอร์ ILP ที่สำมำรถเพ่ิมปฏิกิริยำให้มันส ำปะหลัง พบว่ำมีไพร์เมอร์ 15 คู่ที่ให้ควำมแตกต่ำงของ
แถบดีเอ็นเอในมันส ำปะหลัง ได้แก่ PGLR7, PMEU2, BGL1, BGL2, BGL3, BGL4, BGL7, BGL9, BGL10, GUN4, GUN5, GUN6, 
GUN7, GUN8, GUN9 
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ภาพที่ 4.5 แสดงโพลีมอร์ฟิซึมใน 6% polyacrylamide gel electrophoresis ในมันส ำปะหลัง 14 พันธ์ุ  ด้วยไพรเมอร์ GUN11 
แสดง monomorphic, ไพรเมอร์ BGL7 แสดง polymorphic และ ไพรเมอร์ GUN8 แสดง polymorphic 

 ท ำกำรทดสอบไพร์เมอร์ทั้ง 15 คู่กับมันส ำปะหลังทั้ง 71 พันธ์ุ (ตารางที่ 4.3) พบว่ำจำกกำรท ำ PCR แล้วดูแถบผลผลิต
ดีเอ็นเอที่เกิดข้ึนใน 2% agarose gel ไพรเมอร์ที่เห็นควำมแตกต่ำงของพันธ์ุได้คือ BGL 7 และ GUN 5 ส่วนไพรเมอร์คู่อื่น ผลผลิต
ดีเอ็นเอที่ได้ไม่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงได้อย่ำงชัดเจน   
 

ตารางที่ 4.3  พันธ์ุมันส ำปะหลัง ดัชนีกำรเกิดปมและระดับควำมต้ำนทำนโรครำกปมของมันส ำปะหลงั 

 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



122 
 

 
 

ภาพที่ 4.6  ผลผลิต PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ ใน 2% agarose gel   
 

 
 

ภาพที่ 4.7  ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ ใน 2% agarose gel   
 

ได้ท ำกำรน ำผลผลิต PCR  เข้ำเครื่อง QIAxcel เพ่ือดูแถบผลผลิตดีเอ็นเอ เมื่อน ำผลผลิตดีเอ็นเอจำกกำรท ำ PCR ด้วย
ไพร์เมอร์ทั้ง 15 คู่  บันทึกแถบดีเอ็นด้วยเครื่อง QIAxcel พบว่ำ มีไพรเมอร์ 6 คู่  ที่แถบดีเอ็นเอมีควำมแตกต่ำงกัน ได้แก่ BGL2, 
BGL4, BGL7, GUN4, GUN 5, PGLR7 และมีไพร์เมอร์ 6 คู่ ที่ให้ผลแถบดีเอ็นเอมันส ำปะหลังทั้ง 71 สำยพันธ์ุไม่ต่ำงกัน ได้แก่ 
BGL1, BGL3, BGL10, GUN7, GUN9, PMEU2  ส่วนไพรเมอร์อีก 3 คู่ให้ผลไม่ชัดเจน ได้แก่ BGL9, GUN6, GUN8   
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ภาพที่ 4.8  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.9  แถบผลผลิต PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ BGL4 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.10  ผลผลิต PCR  โดยใช้ไพร์มอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.11  ผลผลิต PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 4 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.12  ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.13  ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ PGLR 7 กับมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ จำก เครื่อง QIAxcel 
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จำกน้ันได้จัดท ำ dendrogram ควำมสัมพันธ์ุของมันส ำปะหลัง จ ำนวนว 71 สำยพันธ์ุ ที่ได้จำกข้อมูลจำกเครื่อง 
QIAxcel  ดังภาพที่ 4.14 

 
 

ภาพที่ 4.14  กำรท ำ dendrogram ควำมสัมพันธ์ุของมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ 
 

เมื่อน ำข้อมูล dendrogram มำวิเครำะห์ร่วมกับดัชนีกำรเกิดปมและระดับควำมต้ำนทำน  ยังไม่สำมำรถแยกกันได้อย่ำง
ชัดเจน ระหว่ำงพันธ์ุอ่อนแอและพันธ์ุต้ำนทำนโรครำกปม   

จำกกำรวิเครำะห์ข้อมูลโดยดูจำกกำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรครำกปม (นุชนำรถและคณะ ,2558) และกำรวิเครำะห์
แถบดีเอนเอจำกไพร์เมอร์คู่ต่ำงๆ พบว่ำ พันธ์ุที่ต้ำนทำนทำนโรครำกปมและสำมำรถเห็นควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอได้คือพันธ์ุ 
R 1, R 7, R 13, R 60, R 72 และ KU 50 จึงได้คัดเลือกพันธ์ุลูกผสมจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง โดยเก็บตัวอย่ำงลูกผสม 2 สำยพันธ์ุ
ที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ต้ำนทำนโรครำกปมจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง 

1.  พันธ์ุลูกผสม CMR 62-11 พันธ์ุแม่คือ CMR 32-94-12 และพันธ์ุพ่อคือ KU 50 ที่ต้ำนทำนโรครำกปม เก็บมำ 46 ตัวอย่ำง 
2.  พันธ์ุลูกผสม CMR 62-79 พันธ์ุแม่คือ CMR 50-70-76 และพันธ์ุพ่อคือ R 7 ที่ต้ำนทำนโรครำกปม เก็บมำ 259 ตัวอย่ำง 
 ท ำกำรทดสอบ PCR จำกลูกผสมที่เก็บตัวอย่ำงมำกับไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ คือ BGL2, BGL4, BGL7, GUN4, GUN5, PGLR7  

พบว่ำไพร์เมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงของลูกผสมแต่ละต้นได้อย่ำงชัดเจนคือ BGL7 โดยไพรเมอร์ BGL7 จะให้แถบดีเอนเอที่แตกต่ำง
ในลูกผสม CMR 62-11 แต่ละต้น ในขณะที่แถบดีเอนเอในลูกผสม CMR 62-79 จะไม่ค่อยมีควำมแตกต่ำงกันนัก  
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ภาพที่ 4.15  ผลผลิต PCR  โดยใช้ไพรเมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 ใน 2% agarose gel   
 

 
 

ภาพที่ 4.16  ผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL 7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 ใน 2% agarose gel   
  

ส่วนไพรเมอร์ BGL2, BGL4, GUN4, GUN 5, PGLR7 กำรแยกควำมแตกต่ำงของแถบดีเอนเอ ใน 2% agarose gel ยัง
เห็นควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอได้ไม่ค่อยชัดเจนนัก จึงน ำไปตรวจสอบและบันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง QIAxcel ซึ่งสำมำรถ
บอกควำมแตกต่ำงได้ละเอียดข้ึนกว่ำกำรดูแถบดีเอ็นเอใน 2% agarose gel   
 กำรดูแถบผลผลิตดีเอ็นเอจำก เครื่อง QIAxcel พบว่ำเมื่อน ำผลผลิตดีเอ็นเอจำกกำรท ำ PCR ด้วยไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ คือ 
BGL2, BGL4, BGL7, GUN 5 บันทึกแถบดีเอ็นด้วยเครื่อง QIAxcel พบว่ำ มีไพรเมอร์ทั้ง 4 คู่ ให้ควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอ 
โดยไพร์เมอร์ BGL7 และ GUN 5 ที่ให้ควำมแตกต่ำงของลูกผสมแต่ละต้นได้อย่ำงชัดเจน แถบดีเอ็นเอที่บันทึกได้มีแถบเดียวและ
สองแถบ ส่วนไพรเมอร์ BGL 2 และ BGL 4 จะให้ดีเอ็นเอแถบเดียว  แต่ขนำดของแถบดีเอ็นเอที่ได้จะไม่เท่ำกัน     

  

 
 

ภาพที่ 4.17  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำก เครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 18  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL7 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 จำกเครื่อง QIAxcel 
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ภาพที่ 4.19  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.20  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ GUN 5 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-79 จำกเครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.21  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.22  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 
 

 
 

ภาพที่ 4.23  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์ BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 
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ภาพที่ 4.24  แถบผลผลิต PCR โดยใช้ไพรเมอร์  BGL2 กับมันส ำปะหลังลูกผสม CMR 62-11 จำกเครื่อง QIAxcel 
 
การหาเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ SNP 

จำกข้อมูลที่ได้จำกผลของ GBS ของมันส ำปะหลังทั้ง 71 สำยพันธ์ุ น ำมำกำรวิเครำะห์ SNPs (ตารางที่ 4.4) 
 
ตารางที่ 4.4  กำรวิเครำะห์รูปแบบ SNPs จำกมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ 

รูปแบบ SNP จ านวน % 
Transition   
A/G 394 14.66 
G/A 625 23.25 
C/T 559 20.80 
T/C 328 12.20 
Transversion   
A/C 150 5.58 
C/A 78 2.90 
A/T 112 4.17 
T/A 137 5.10 
C/G 24 0.89 
G/C 28 1.04 
G/T 99 3.68 
T/G 154 5.73 
รวม 2688 100 

 
จำกตำรำงที่ 4.5 จำกผลของ Genotyping by sequencing (GBS) ในมันมันส ำปะหลัง 71  พันธ์ุ มีรูปแบบ SNPs รวม

ทั้งหมด  2688 รูปแบบ คิดเป็น 100%  โดยเป็นแบบ transitions ซึ่งเป็นกำรเปลี่ยนแปลงล ำดับคู่เบสของดีเอ็นเอประเภท
เดียวกัน คือ Purine เปลี่ยนเป็น Purine  (A/G, G/A))  Pyrimidine เปลี่ยนเป็น Pyrimidine (C/T, T/C) 70.91% และแบบ 
transversion  คือ Purine เปลี่ยนเป็น Pyrimidine และจำก Pyrimidine เปลี่ยนเป็น Purine  (A/C, C/A, A/T, T/A, C/G, G/C, 
G/T, T/G)  29.09% ซึ่ง SNPs แบบ G/A พบมำกที่สุด 23.25% และพบ SNPs แบบ C/G น้อยที่สุด 0.89% อัตรำส่วนระหว่ำง 
transition:transversion คิดเป็น 2.44 

วิเครำะห์ข้อมูลดัชนีรำกปม ควำมต้ำนทำนโรครำกปมของมันส ำปะหลัง ทั้ง 71 สำยพันธ์ุ (ตารางที่ 4.4) ร่วมกับข้อมูล 
GBS พบว่ำ สำมำรถหำเครื่องหมำยโมเลกลุที่สัมพันธ์ุกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 6 ชุด (ตารางที่ 4.5) 
อยู่บนโครโมโซมที่ 2 จ ำนวน 4 ชุด ได้แก่ Me02005300154 Me02005300193  Me02005300263 Me02005300311อยู่บน
โครโมโซมที่ 14 จ ำนวน 2 ชุด ได้แก่ Me14011932275  Me14011945690 (ภาพที่ 4.25) ซึ่งข้อมูลดังกล่ำวสำมำรถน ำมำ
ออกแบบไพร์เมอร์เพ่ือใช้เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลในกำรจ ำแนกมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปมที่เกิดจำกไส้เดือนฝอยจ ำนวน 6 
ชุด ไพรเมอร์ 
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ตารางที่ 4.5  แสดงยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปมแบบ tetra primer จ ำนวน 4 ยีน, ข้อมูล EST จ ำนวน 6 EST และ
จ ำนวนไพรเมอร์ทั้งหมด 31 คู่ไพรเมอร์ 

ชุดที่ 4 
Me02005300311 

2-311-1F TCAATTTTCTGAGGTTCATTTGGTACT 27 
2-311-2R AATCTAACACAATCAGGTATGCAAAAAAG 29 
2-311-3F ATTTTGATTTAATTTTGATGGGGGA 25 
2-311-4R AGGGACAGGGACAAATAAACCTAAA 25 

Product size for T allele: 187    
Product size for C allele: 248    
Product size of two outer primers: 379  

ชุดที่ 5 
Me14011932275 

14-275-1F CCTTTTACCTATACTGCATCGTTTTACGA 29 
14-275-2R GAGAATAAAGGTTTTTATACGTGTGCGC 28 
14-275-3F CAACTCCCTTCCATGAATGTAGGAA 25 
14-275-4R TTTTTGAAGAATGAAGAAGGCGGTA 25 

Product size for A allele: 173    
Product size for G allele: 259    
Product size of two outer primers: 375  

ชุดที่ 6 
Me14011945690 

14-690-1F GATATCAAAAGAAGGATTTATGAATTCC 28 
14-690-2R AGAGAACTGCCAACATAGCCA 21 
14-690-3F CATGGATATTGTCAGTTGAGCTTTAT 26 
14-690-4R CTGCTTCTCAAAAATTAAAAGGAAA 25 

Product size for C allele: 161    
Product size for T allele: 236    
Product size of two outer primers: 348    

ล าดับ ชื่อ primer ล าดับเบส จ านวนเบส 
ชุดที่ 1 

Me02005300154 
2-154-1F GAGCAAGCCGAGCCGATGTTC 21 
2-154-2R CAACTGCTGCACCACCGCACTA 22 
2-154-3F TGCCGATGCTGGTCATGCTACTACT 25 
2-154-4R TGCAAAACAGGGACCAAATGAACCT 25 

Product size for C allele: 188    
Product size for T allele: 276    
Product size of two outer primers: 421    

ชุดที่ 2 
Me02005300193 

2-193-1F CAGTTGCTTGAGTTTGCAGTTGGC 24 
2-193-2R GTGCTGAAGTCTGACCTCTCCAAAGAA 27 
2-193-3F TCGTCATTGTGTCTGCTTCCAGATCT 26 
2-193-4R GCAAAACAGGGACCAAATGAACCTC 25 

Product size for C allele: 151    
Product size for T allele: 222    
Product size of two outer primers: 322  

ชุดที่ 3 
Me02005300263 

2-263-1F GGTTTGTGCTGCTTGTAAAGTTAGGC 26 
2-263-2R AAAATTGAAGCTCTGGATTCACTTCATAAA 30 
2-263-3F CGTCATTGTGTCTGCTTCCAGATCT 25 
2-263-4R TTTATCCTCGCACGTACAGCATTTC 25 

Product size for C allele: 208    
Product size for T allele: 294    
Product size of two outer primers: 446    
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ภาพที ่4.25  กำรวิเครำะห์ข้อมูล GBS แบบ GWAS โดยใช้ฐำนข้อมูลจำกดัชนีโรครำกปมของมันส ำปะหลัง 71 สำยพันธ์ุ 
 
ท ำกำรทดสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลกับพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนและอ่อนแอต่อโรครำกปม โดยใช้

ตัวแทนพันธ์ุที่ต้ำนทำนคือ Sriracha 1 และตัวแทนพันธ์ุที่อ่อนแอคือพันธ์ุระยอง ระยอง 72 ระยอง 11 พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุล 
2 ชุด คือ ชุดที่ 1 (2-154) และ ชุดที่ 2 (2-193) ให้ผลตรงตำมลักษณะ genotype ของมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำน สำมำรถใช้ในกำร
คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนได้ โดยระยอง 72 และ ระยอง 11 ซึ่งเป็นพันธ์ุอ่อนแอจะให้แถบ 2 แถบ ในขณะที่ ศรีรำชำ 
ซึ่งเป็นพันธ์ุต้ำนทำน จะให้แถบ 1 แถบ ในขณะที่เครื่องหมำยโมเลกุล ชุดที่ 3 , 4, 5, 6 ให้แถบดีเอ็นเอที่ยังไม่สำมำรถแยกควำม
แตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุอ่อนแอกับพันธ์ุต้ำนทำนมันส ำปะหลังได้ (ภาพที่ 4.26) 

 

 
 

ภาพที ่4.26  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพรเมอร์ ท้ัง 6 ชุด 
 

จำกน้ันจึงเลือกพันธ์ุที่ต้ำนทำนมำทดสอบอีกครั้ง 5 พันธ์ุ คือพันธ์ุ CMR26-38-7, MKUC28-71-66, HP7, V22, 
SRIRACHA โดยเลือกลักษณะพันธ์ุที่ให้ดัชนีรำกปมต่ ำสุด และพันธ์ุที่อ่อนแอคือพันธ์ุ CMR23-126-122, CMR25-104-42, CMR34-
35-54, ระยอง 5, ระยอง 11 โดยเลือกพันธ์ุที่ให้ดัชนีรำกปมสูงสุด พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุล 2 ชุด สำมำรถใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังที่ต้ำนทำนได้ โดยแยกควำมแตกต่ำงจำกแถบที่แตกต่ำงกันระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรคโดยให้แถบ 2 แถบ และ
พันธ์ุอ่อนแอต่อโรคให้แถบ 3 แถบ (ภาพที่ 4.27 และ 4.28) 
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ภาพที่ 4.27  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ ชุดที่1  Me02005300154 
 

 
 

ภาพที่ 4.28  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ ชุดที่2 Me02005300193 
 

ท ำกำรเตรียมเพ่ิมปริมำณไส้เดือนฝอยสำเหตุโรครำกปม โดยเก็บดินมำจำกแหล่งปลูกมันส ำปะหลังที่จังหวัดกำฬสินธ์ุ 
น ำมำเพ่ิมขยำยไส้เดือนฝอยในมะเขือเทศ แล้วผสมในดินปลูกมันส ำปะหลังลูกผสม 5 พันธ์ุ  ได้แก่   

1. HP7 (CMC76) 5256-30 ต้นที่ 2 
2. HP7 (CMC76) 5256-73 ต้นที่ 8 
3. CMC62-06-24=CMR30-71-25xR11 
4. OMR62-56-41=ลูกผสมเปิด R11 
5. OMR62-56-100=ลูกผสมเปิด R11 
หลังจำกใส่ดินที่มีไส้เดือนฝอยในมันส ำปะหลังทั้ง 5 พันธ์ุ เป็นเวลำ 1 เดือน ได้น ำท่อนพันธ์ุมำดูลักษณะรำก ซึ่งไม่ปรำกฏ

ลักษณะรำกปม น่ำจะเป็นเพรำะจ ำนวนไส้เดือนฝอยที่ใส่ในดินมีจ ำนวนไม่มำกพอที่จะท ำให้เกิดรำกปมได้    
 เก็บใบมันส ำปะหลังทั้ง 5 สำยพันธ์ุไปสกัดดีเอ็นเอ แล้วน ำไปทดสอบกับไพร์เมอร์ทั้ง 6 ชุด พบว่ำ ไพรเมอร์ชุดที่ 1 
Me02005300154 ชุดที่ 2 Me02005300193 และชุดที่ 3 Me02005300263 ให้ผลตรงตำมรำยงำนของ GBS โดยชุดที่ 2 และ 
ชุดที่3 ต้องมีกำรปรับวิธีกำรเพ่ือให้ได้วิธีกำรที่เหมำะสม ชุดที่ 4 ปรำกฏน้ ำข้ึนและต้องทดสอบหลำยครั้งถึงจะได้วิธีที่เห มำะสม 
ส่วน ชุดที่ 4 Me14011932275 และชดุท่ี 5 Me14011945690 ใหผ้ลไม่ตรงรำยงำนของ GBS  
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ภาพที ่4.29  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ 2-154  
ตารางที่ 4.6  แสดงขนำดกำรปรำกฏแถบดีเอ็นเอมันส ำปะหลังในชุดไพร์เมอร์ 2-154 เครือ่งหมำย/แสดงผลที่ปรำกฏจำกกำรรันเจล   

สายพันธุ์มันส าปะหลัง อัลลัล C 
=188 bp 

อัลลัล T 
=276 bp 

Two outer primer 
= 421 bp 

HP7 (CMC76) 5256-30 ต้นที่ 2 (ซ้ ำที่1) - / / 
HP7 (CMC76) 5256-30 ต้นที่ 2 (ซ้ ำที่2) - / / 
HP7 (CMC76) 5256-73 ต้นที่ 8 (ซ้ ำที่1) - / / 
HP7 (CMC76) 5256-73 ต้นที่ 8 (ซ้ ำที่2) - / / 
CMC62-06-24=CMR30-71-25xR11 (ซ้ ำที่1) / / / 
CMC62-06-24=CMR30-71-25xR11 (ซ้ ำที่2) / / / 
OMR62-56-41=ลูกผสมเปิด R11 (ซ้ ำที่1) / / / 
OMR62-56-41=ลูกผสมเปิด R11 (ซ้ ำที่2) / / / 
OMR62-56-100=ลูกผสมเปิด R11 (ซ้ ำที่1) / / / 
OMR62-56-100=ลูกผสมเปิด R11 (ซ้ ำที่2) / / / 
น้ ำ - - - 

 
ท ำกำรทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ิมเติมกับมันส ำปะหลังลูกผสมที่มีพันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่เป็นพันธ์ุ R11 ได้แก่         

มันส ำปะหลัง จ ำนวน 17 สำยพันธ์ุ ดังตารางที่ 4.7 
 

ตารางที่ 4.7  มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุลูกผสมสำยพันธ์ุต่ำง 17 สำยพันธ์ุ   

ล าดับที่ สายพันธุ์ ต้นแม่พันธุ์ ต้นพ่อพันธุ์ 
1 CMR61-52-101 CMR50-73-6 R11 
2 CMR61-52-111 CMR50-73-6 R11 
3 CMR61-52-113 CMR50-73-6 R11 
4 CMR61-52-134 CMR50-73-6 R11 
5 CMR61-74-28 KM98-1 R11 
6 CMR62-81-63 CMR50-73-6 R11 
7 CMR62-81-23 CMR50-73-6 R11 
8 CMR62-81-31 CMR50-73-6 R3 S1 ต้นที่ 1 
9 CMR62-160-20 R11              R3 S1 ต้นที่ 1 
10 CMR62-160-40 R11 R3 S1 ต้นที่ 1 
11 CMR62-160-59 R11 R3 S1 ต้นที่ 1 
12 CMR62-161-16 R11 R3 S1 ต้นที่ 1 
13 CMR62-170-17 SC5 R11 
14 CMR62-06-07 CMR30-71-25 R11 
15 CMR62-06-24 CMR30-71-25 R11 
16 CMR62-06-41 CMR30-71-25 R11 
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17 CMR62-26-14 CMR37-18-201 R11 
 
น ำลูกผสมทั้ง 17 สำยพันธ์ุรวมทั้งพันธ์ุพ่อพันธ์ุแม่ ไปทดสอบกับไพร์เมอร์ชุดที่ 1, 2, 3 พบว่ำ ชุดที่ 1 จะให้แถบที่ชัดเจน 

สำยพันธ์ุ R11 ที่เป็นพันธ์ุอ่อนแอจะให้แถบชัดเจน ส่วนพันธ์ุพ่อและแม่พันธ์ุอื่นมีทั้งพันธ์ุอ่อนแอและต้ำนทำนโรครำกปม ผลที่ได้ใน
ลูกผสมแต่ละต้นจะมีลักษณะที่ต่ำงกันออกไปคือ จะมีทั้ง 2 แถบและ 3 แถบ ซึ่งในกำรปรับปรุงพันธ์ุสำมำรถเลือกเอำต้นที่ให้ผล
ผลิต PCR เปน็ 2 แถบ ซึ่งหมำยถึงลักษณะต้ำนทำนโรครำกปม  ไปปรับปรุงพันธ์ุต่อไปได้ 

 

 
 

ภาพที ่4.30  แสดงแถบดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังลูกผสมสำยพันธ์ุต่ำงๆ จำกกำรทดสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ 2-154  
 1 = CMR61-52-01 2 = CMR61-52-111 3 = CMR61-52-113 4 = CMR61-52-134 5 = CMR61-74-28 
 6 = CMR62-81-03 7 = CMR62-81-23 8 = CMR62-81-31 9 = CMR62-160-20 10 = CMR62-160-40 
 11 = CMR62-160-59  12 = CMR62-161-16  13 = CMR62-170-17  14 = CMR62-06-07  15 = CMR62-06-24 
 16 = CMR62-06-41 17 = CMR62-26-14  18 = CMR50-73-6  19 = KM98-1  20 = R11 
 21 = SC5 22 = CMR30-71-25 23 = CMR37-18-201 24 = R3S1 ต้นที่ 1 25 = R5S1 (7) 
 
 ในกำรหำเครื่องหมำยโมเลกุลเพ่ือใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปม ได้ท ำกำรหำเครื่องหมำยโมเลกุล       
โดยกำรออกแบบไพร์เมอร์ 3 แบบด้วยกัน 1) หำเครื่องหมำยโมเลกุลจำกฐำนข้อมูล 2) กำรหำเครืองหมำยโมเลกุลโดยกำร
ออกแบบ ILP 3) กำรหำเครื่องหมำยโมเลกุลแบบ SNP พบว่ำเครื่องหมำยโมเลกุลแบบ SNP จะให้ผลดี แม่นย ำกว่ำสองวิธี         
ซึ่งสำมำรถน ำไปใช้ในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะต้ำนทำนโรครำกปมได้ 
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การทดลองที่ 5  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลคัดเลือกลักษณะแป้งสูงและไซยาไนด์ต่ าในการปรับปรุงพันธุ์มันส าปะหลังการ 
สรุปผลการด าเนินงาน 

1. เครื่องหมำยโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำท่ีรวบจำกเอกสำรทำงวิชำกำรต่ำงๆ ได้แก่ ลักษณะ
แป้งสูง จ ำนวน 3 คู่ (MeES1019 MeES959 และ SSRY60) ลักษณะไซยำไนด์ต่ ำจ ำนวน 5 คู่ (SSRY28 SSRY77 SSRY103 
SSRY105 และ SSRY242) และเมื่อน ำเครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 8 ชนิด ทดสอบประสิทธิภำพกับมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ ที่รวบรวมอยู่
ในศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง พบว่ำ เครื่องหมำยดีเอ็นแต่ละชนิดใช้แยกควำมแตกต่ำงในพันธ์ุลูกผสมที่ใช้พันธ์ุห้ำนำที หรือ พันธ์ุห้วยบง60 
เป็นพ่อแม่พันธ์ุได้ แต่เมื่อใช้เครื่องหมำยโมเลกุลทดสอบประสิทธิภำพกับพันธ์ุมันส ำปะหลังอื่นๆ พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลดังกล่ำว
ไม่สำมำรถจ ำแนกลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำได้ 

2. วิเครำะห์จีโนไทป์และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS ในมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ 
และหำควำมสัมพันธ์ของสำยพันธ์ุมันส ำปะหลัง โดยใช้ 5144 SNPs ในกำรจัดกลุ่มสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังด้วยวิธี UPGMA สำมำรถ
แบ่งกลุ่มควำมสัมพันธ์ของสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ วิเครำะห์รูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนม พบสนิป จ ำนวน 40 
และ 26 ต ำแหน่ง ที่คำดว่ำสัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์และปริมำณแป้งในมันส ำปะหลัง  

3. ได้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR (1CHN) เทคนิค tetra-primer ARMS-PCR 
จ ำนวน 3 ชุด 1CHN 3CHN และ 13CHN โดยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 1CHN มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลัง
สำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 280 mg HCN/kg น้ ำหนักสด ร้อยละ 64.81 ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN และ 
13CHN มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250  mg HCN/kg น้ ำหนักสด ร้อยละ 
73.33 และ 76.64 ตำมล ำดับ ซึ่งเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลที่สำมำรถคัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำได้อย่ำง
มีประสิทธิภำพ 

4. ได้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ด้วยเทคนิค Pyrosequencing จ ำนวน 3 เครื่องหมำย ได้แก่  SNP 2, SNP 5 และ 
SNP 6 ท่ีแสดงจีโนไทป์ AA GG และ AG  และเมื่อท ำกำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปเปรียบเทียบกับ
ผลฟีโนไทป์ (% amylose) แม้ว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 5  สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณ
แป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 15.12 คิดเป็นร้อยละ 58.64 ขณะที่เครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 2 และ SNP 6 สำมำรถให้ผลถูกต้อง
ตรงกับผลฟีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้งสูง (% amylose) สูงถึงร้อยละ 70.94 และ 69.62 ตำมล ำดับ ซึ่งสำมำรถใช้คัดเลือก
มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณแป้งสูงได้อย่ำงมีประสิทธิภำพ อย่ำงไรก็ตำมกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป       
ด้วยเทคนิค Pyrosequencing มีรำคำค่อนข้ำงสูง ซึ่งจะด ำเนินกำรพัฒนำกำรตรวจสอบด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR  
ซึ่งมีค่ำใช้จ่ำยน้อยกว่ำและมีข้ันตอนกำรตรวจสอบ สะดวกกว่ำในอนำคตต่อไป 
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ผลการด าเนินงาน 
1.  รวบรวมและทดสอบประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งสูงและไซยาไนด์ต่ าในหัวมันส าปะหลัง 

ท ำกำรรวบรวมเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำจำกเอกสำรทำงวิชำกำรต่ำงๆ พบว่ำ
เครื่องหมำยโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำในมันส ำปะหลัง เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด Simple 
Sequence Repeat (SSR) จึงคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูง จ ำนวน 3 คู่ ได้แก่ MeES1019  
MeES959 และ SSRY60 เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะไซยำไนด์ต่ ำจ ำนวน 5 คู่ ได้แก่SSRY28 SSRY77 SSRY103 
SSRY105 และ SSRY242 ดังแสดงในตารางที่ 5.1  
 
ตารางที่ 5.1  เครื่องหมำยโมเลกลุที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำ 

Name Sequence (5'->3') 
Annealing 

temperature(๐C) 
SSRY60 SSRY60-F      : 5’-CGGCCACCAACTCAAATAAC -3’          55 
 SSRY60-R      : 5’-TTGCAATGATATCAACGGCT-3’           
MeES1019 MeES1019-F    : 5’-AGAATGGATGCAGGAGTGCT -3’     55 
 MeES1019-R    : 5’-AAGTTGGATGCTTGATGGAA -3’            
MeES0959 MeES0959-F    : 5’-GATTGTGTGATCATGGCTGG -3’           55 
 MeES0959-R    : 5’-GAATCCATCGCGTGATTTG -3’              
SSRY28 SSRY28-F      : 5’-TTGACATGAGTGATATTTTCTTGAG -3’  55 
 SSRY28-R      : 5’-GCTGCGTGCAAAACTAAAAT -3’            
SSRY77 SSRY77-F      : 5’-CAGGAGGTGGCAGATTTTGT -3’  55 
 SSRY77-R      : 5’-TGTTCCACCTGCATAAG -3’            
SSRY103 SSRY103-F      : 5’-TGAGAAGGAAACTGCTTGCAC -3’          55 
 SSRY103-R      : 5’-CAGCAAGACCATCACCAGTTT -3’           
SSRY105 SSRY105-F      : 5’-CAAACATCTGCACTTTTGGC -3’           55 
 SSRY105-R      : 5’-TCGAGTGGCTTCTGGTCTTC -3’            
SSRY242 SSRY242-F      : 5’-TGGGTTCGAAAACAGCAAAC -3’        61.04 
 SSRY242-R      : 5’-TAATGCCTGGAGGGTAATGG -3’            

 
มันส ำปะหลังที่น ำมำใช้ในกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุล ใช้ส ำปะหลังสำยพันธ์ุต่ำงๆ ที่เก็บรวบรวม

ในศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง โดยคัดเลือกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 59 พันธ์ุ โดยแบ่งเป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ พ่อแม่พันธ์ุของ
เครื่องหมำยโมเลกุล (ห้วยบง60 และพันธ์ุห้ำนำที) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง  (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มี
เปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และห้ำนำที (4 พันธ์ุ) 
(ตารางที่ 5.2)  
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ตารางที่ 5.2 สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่น ำมำสกัดดีเอ็นเอเพ่ือทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุล 
 

ชื่อพันธ์ุ ปริมาณแป้ง (%)  ชื่อพันธ์ุ ปริมาณแป้ง (%) 
กลุ่มมันส าปะหลังแป้งสูง  กลุ่มมันส าปะหลังแป้งสูง 

CMR 35-22-348 32.0   CMH 22-04-1Q 27.2 
SM 302-5 31.7  CMR 32-94-121 27.0 
OMR 29-20-118 30.9  (R x CMC 84) 21-5Q 27.0 
CMR 33-18-101 30.2  CMR 38-106-32 26.8 
ระยอง 11 30.0  SM 1541-32 26.8 
SM 1186-24 29.5  OMR 28-97-31 26.7 
(V1 x R) 20-15 29.4  ระยอง 60 26.6 
Variegated (green) 29.2  OMR 24-87-34 26.5 
(V7 x R) 21-4Q 29.0  HB 80 26.4 
CMR 38-125-77 28.8  (V3 x R) 21-16 26.4 
ระยอง 7 28.4  (V3 x R) 20-15 26.3 
CMR 25-82-88 28.3  CMR 25-38-157Q 26.2 
Yellow root 28.3  CMR 34-35-36 26.2 
OMR 29-19-129 28.2  CMR 37-18-201 26.2 
Wild 1 28.2  OMR 26-14-9 26.1 
CMR 35-26-303 28.1  CMR 31-09-71 26.0 
CM 407-30  28.0  CMR 35-91-63 26.0 
Wild 2 28.0  V.22 26 
CMR 38-66-1 27.5  CMR 25-32-429Q 25.8 
CM 3306-3 27.4  CMR 31-06-103 25.8 
ระยอง 9 27.2  KU 50 25.3 

ชื่อพันธ์ุ ปริมาณแป้ง (%)  ชื่อพันธ์ุ ปริมาณแป้ง (%) 
กลุ่มมันส าปะหลังแป้งต่ า  กลุ่มมันส าปะหลังรับปะทาน 

MBRA 191 0.0  ระยอง 2 - 
MPAN 70 2.6  BATHANG - 
MPAR 1 3.0  MCOL 22 - 
MCOL 2485 3.9  MENTEGA 25.5 
MPER 281 3.9  NEP HONGHA - 
   YOLK 21.6 

กลุ่มมันส าปะหลังลูกผสม  กลุ่มมันส าปะหลังลูกผสม 
(R x Hanatee) 21-21Q 22.5  พิรุณ 2 - 
(R x Hanatee) 21-28Q* -  HB 60 - 
พิรุณ 1 -  HANATEE 23.0 

 
เมื่อทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 8 เครื่องหมำย กับมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 60 และ พันธ์ุห้ำนำที 

ซึ่งเป็นพ่อแม่พันธ์ุของเครื่องหมำยโมเลกุล พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูง SSRY60 และ MeES0959 
สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุห้วยบง 60 และ พันธ์ุห้ำนำทีได้ โดยมีขนำดของแถบดีเอ็นเอที่แตกต่ำงกัน  (ภาพที่ 5.1 
และตารางที่ 5.3) ยกเว้นเครื่องหมำยโมเลกุล MeES1019 ไม่พบแถบดีเอ็นเอในมันส ำปะหลังทั้ง 2 พันธ์ุ ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุล
ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะไซยำไนด์ SSRY28  SSRY77  SSRY103  SSRY105 และ SSRY242 สำมำรถแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุห้วย
บง 60 และ พันธ์ุห้ำนำทีได้ (ภาพที่ 5.1 และตารางที่ 5.2) จึงน ำเครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 7 เครื่องหมำย ทดสอบประสิทธิภำพของ
เครื่องหมำยโมเลกุลกับมันส ำปะหลังจ ำนวน 59 พันธ์ุที่คัดเลือกไว้ 
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ภาพที่ 5.1  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูง (MeES1019, MeES959 และ 
SSRY60) (ข)เครื่องหมำยโมเลกุลที่ เกี่ยวข้องกับลักษณะไซยำไนด์ SSRY28, SSRY77, SSRY103, SSRY105, 
SSRY242) กับมันส ำปะหลังพันธ์ุห้วยบง60 และพันธ์ุห้ำนำที 

 
ตารางที่ 5.3  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดต่ำงๆ กับมันส ำปะหลังพันธ์ุ ห้วยบง 60 และ พันธ์ุห้ำนำที 

Marker name Cassava  Size of DNA (bp) 
SSRY60 HB60      119 - 
 HANATEE      126 135 
MeES1019 HB60      - - 
 HANATEE      - - 
MeES0959 HB60      267 271 
 HANATEE      268 272 
SSRY28 HB60      166 - 
 HANATEE      162 182 
SSRY77 HB60      277 - 
 HANATEE      269 277 
SSRY103 HB60      262 266 
 HANATEE      266 276 
SSRY105 HB60      228 234 
 HANATEE      228 - 
SSRY242 HB60      304 312 
 HANATEE      312 - 

 
เมื่อน ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูง MeES959 และ SSRY60 และเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้อง

กับลักษณะไซยำไนด์ SSRY28  SSRY77  SSRY103  SSRY105 และ SSRY242 ทดสอบประสิทธิภำพกับมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ 
ที่รวบรวมอยู่ในศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 59 พันธ์ุ พบว่ำเครื่องหมำยดีเอ็นเอแต่ละชนิดใช้แยกควำมแตกต่ำงในพันธ์ุลูกผสมที่ใช้
พันธ์ุห้ำนำที หรือ พันธ์ุห้วยบงเป็นพ่อแม่พันธ์ุได้ (ตารางที่ 5.4) แต่เมื่อใช้เครื่องหมำยโมเลกุลทดสอบประสิทธิภำพกับพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังอื่นๆ พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 7 ชนิด ไม่สำมำรถจ ำแนกลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำได้ (ตารางที่ 5.4) 
แสดงว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 7 ชนิด สำมำรถใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสมที่ใช้พันธ์ุห้ำนำที หรือ พันธ์ุห้วยบงเป็นพ่อแม่
พันธ์ุเท่ำน้ัน ไม่สำมำรถใช้คัดเลือกในมันส ำปะหลังพันธ์ุอื่นได้ ดังน้ันจึงต้องพัฒนำหำเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้ง
สูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ ด้วยเทคโนโลยี Genotyping By Sequencing (GBS) ต่อไป 
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ตารางที่ 5.4  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะไซยำไนด์ต่ ำกับพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ จ ำนวน 59 พันธ์ุ ได้แก่ ห้วยบง 60 พันธ์ุห้ำนำที กลุ่มมัน
ส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และห้ำนำที (4 พันธ์ุ) 

 พันธุ์มันส าปะหลัง 
เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะแป้งสูง เครื่องหมายโมเลกุลลักษณะไซยาไนด์ต่ า 

SSRY60 MeEs0959 SSRY28 SSRY103 SSR105 SSRY242 SSRY77 

 กลุ่มมันส าปะหลังแป้งสูง        
1 CMR 35-22-348 120 135 269 274 166 183 261 279 207 230 305 313 278   
2 SM 302-5 114 127 271   166 177 265   215 229 300 311 277   
3 OMR 29-20-118 114 133 270   166 183 265 276 207 234 304 312 277   
4 CMR 33-18-101 115 125 266 270 166 183 261 279 215 229 304   278   
5 ระยอง 11 125 134 265 269 183   261 265 207 229 312   278   
6 SM 1186-24 119 134 269   166 183 265 274 206 234 304 312 277   
7 (V1 x R) 20-15     266   160 183 264   215           
8 Variegated (green) 119 130 266 271 166 183 267 276 229   307 312 277   
9 (V7 x R) 21-4Q 130 134 266 271 183   252 263 207 215 300 311 278   
10 CMR 38-125-77 119 134 266 270 166 183 262 266 207 229 304 313 277   
11 ระยอง 7 134   273   166 183 262 280 207 216 305 322 278   
12 CMR 25-82-88 116 135 275   160 183 263 281 208 231 306   278   
13 Yellow root 121 131 270   166 182 268 276 229   308 313 278   
13 Yellow root 121 131 270   166 182 268 276 229   308 313 278   
14 OMR 29-19-129 126 130 267 271 160 183 269 287 215 229 304 312 277   
15 Wild 1 119 130 266 270 166 183 262        
16 CMR 35-26-303 114 125 266 270 166   261 279 229 234 304 312 277  
17 CM 407-30  119 130 265   176   261 265 194 215 300 303 277  
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ตารางที่ 5.4(ต่อ)  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะไซยำไนด์ต่ ำกับพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ จ ำนวน 59 พันธ์ุ ได้แก่ ห้วยบง 60 พันธ์ุห้ำนำที     
กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และ
ห้ำนำที (4 พันธ์ุ) 

 พันธุ์มันส าปะหลัง 
 เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะแป้งสูง เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะไซยาไนด์ต่ า 
 SSRY60 MeEs0959 SSRY28 SSRY103 SSR105 SSRY242 SSRY77 

18 Wild 2  121 129 269   166 183 261 265 206 231 306 312 277   
19 CMR 38-66-1  119 125 265   177 183 261 265 228   303 311 277   
20 CM 3306-3  119 130 266 270 166 183 265 283 215 229 306   277   
21 ระยอง 9  119 134 269   166 183 262 280 229 234 304   277   
22  CMH 22-04-1Q  115 134 265 270 160 166 266 277 207 215 292 305 277   
23 CMR 32-94-121  120 135 267 272 166 183 262   207 216 313   278   
24 (R x CMC 84) 21-5Q  127 131 270   154 183 263 274 208 230 307 315 278   
25 CMR 38-106-32  116 126 270 274 182   262 281 230 235 305   278   
26 SM 1541-32  120 134 271   166 183 266 275 207 234 304 312 277   
27 OMR 28-97-31  114   266 270 160 166 279   215   304 312 277   
28 ระยอง 60  119 134 266 270 183   261   207 229 311 319 278   
29 OMR 24-87-34  114 133 269   160 183 261 279 207 229 312   277   
30 HB 80  125 134 266 270 166   262 266 207 229 304 312 278   
31 (V3 x R) 21-16  129   265   183   252        
32 (V3 x R) 20-15  115 134 265 270 183   266 275 207 229 292 304 277   
33 CMR 25-38-157Q  115 134 266 270 169 183 261   216 229 311   277   
34 CMR 34-35-36  119 125 266 270 169 183 262 266 216 229 304   277   
35 CMR 37-18-201  120 126 268 271 166   262 273 230 235 313   277   
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ตารางที่ 5.4(ต่อ)  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะไซยำไนด์ต่ ำกับพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ จ ำนวน 59 พันธ์ุ ได้แก่ ห้วยบง 60 พันธ์ุห้ำนำที     
กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และ
ห้ำนำที (4 พันธ์ุ) 

 พันธุ์มันส าปะหลัง เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะแป้งสูง เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะไซยาไนด์ต่ า 
SSRY60 MeEs0959 SSRY28 SSRY103 SSR105 SSRY242 SSRY77 

36 OMR 26-14-9 121 131 270 275 166 177 267 278 217 236 294 306 278   
37 CMR 31-09-71 116 121 269 274 160 183 263 281 216   293 312 279   
38 CMR 35-91-63 120 135 267 271 166 183 262 280     304   277   
39 V.22 117 126 265   166 177 265   215 229 299   277   
40 CMR 25-32-429Q 119   266 270 183   262 280 216 229 304 312 277   
41 CMR 31-06-103 125 134 266   168 183 262 272 229   312   277   
42 KU 50 119 134 270   166 183 265 275 207 234 303 311 277   
 กลุ่มมันส าปะหลังแป้งต่ า               
1 MBRA 191 123 133 265 271 172 182 266   215 229 299 303 277   
2 MPAN 70 115 134 270   160 183 262 280 207 229 312   277   
3 CMR 37-18-201 120 126 268 271 166   262 273 230 235 313   277   
4 MCOL 2485 115 119 271 276 166 177          
5 MPER 281 120 126 267   166 183          
 กลุ่มมันส าปะหลังรับประทาน               
1 ระยอง 2 116   271   177       195 216 295 303 279 270 
2 BATHANG 115 134 270   166 184 262 266 207 215 304 321 277   
3 MCOL 22 119   265 270 166 177 266   215 229 292 300 268 276 
4 MENTEGA 119 130 266 270 166 184 267 276 229   306 312 277   
5 NEP HONGHA 129 134 265 270 162 166 276 280 229   304 312 277   
6 YOLK 119 130 267 271 166 183 267 276 229   306 312 269 277 
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ตารางที่ 5.4(ต่อ)  ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะแป้งสูงและเครื่องหมำยโมเลกุลลักษณะไซยำไนด์ต่ ำกับพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ จ ำนวน 59 พันธ์ุ ได้แก่ ห้วยบง 60 พันธ์ุห้ำนำที กลุ่ม
มันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งสูง (42 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังที่มีเปอร์เซ็นต์แป้งต่ ำ (5 พันธ์ุ) กลุ่มมันส ำปะหลังรับประทำน (6 พันธ์ุ) และกลุ่มมันส ำปะหลังลูกผสมของห้วยบง 60 และห้ำนำที 
(4 พันธ์ุ) 

 พันธุ์มันส าปะหลัง 
เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะแป้งสูง เคร่ืองหมายโมเลกุลลักษณะไซยาไนด์ต่ า 

SSRY60 MeEs0959 SSRY28 SSRY103 SSR105 SSRY242 SSRY77 

 กลุ่มมันส าปะหลังลูกผสม               
1 (R x Hanatee) 21-21Q 125 134 265   166 183 266 275 229   300 307 277   
2 (R x Hanatee) 21-28Q* 130 134 265   162 183 266 275 229   307 313 269 277 
3 พิรุณ 1 121 127 270 274 166 183 262 272 230   314   277   
4 พิรุณ 2 120 126 267 271 169 183 262 275 230 235 312   277   
1 HB 60 119   267 271 166   262 266 228 234 304 312 277   
2 HANATEE 126 135 268 272 162 182 266 276 228   312   269 277 

 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



141 
 

ตารางที่ 5.5  สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์อะไมโลส ระหว่ำง 3.25–31.08 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มี
ปริมำณไซยำไนด์ ระหว่ำง 87.40-911.60 mgHCN/kg น้ ำหนักสด (วิเครำะห์ปี 2564) จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ เพ่ือใช้
ในกำรวิเครำะห์เพ่ือตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด สนิปที่พัฒนำข้ึน 

ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณแป้ง  

(% amylose) 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg 
น้ าหนักสด) 

ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณแป้ง  

(% amylose) 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg 
น้ าหนักสด) 

Golden Yellow 18.19 268.20 MCol 2493 10.23 812.28 
HL 23 19.72 208.28 MCol 2627 14.74 163.24 
KM 140 21.51 172.52 MCol 310 8.67 137.82 
MBra 158 18.07 358.28 MCol 32 13.22 162.62 
MBra 191 12.65 286.15 MCub 42 5.16 174.56 
MBra 273 19.73 451.00 MEcu 135 12.39 846.71 
MBra 325 15.67 911.60 MECU 71 14.96 111.75 
MBra 403 17.48 474.53 MECU 72 9.23 123.55 
MBra 461 6.76 553.22 MENTE GA 22.65 223.92 
MBra 514 22.02 321.40 MGua 78 16.40 216.83 
MBra 534 13.83 777.94 MMal 26 19.99 87.40 
MBra 542 23.18 114.99 MMAL 63 27.40 238.29 
MBRA 759 18.35 158.26 MMex 65 6.78 497.40 
MBra 781 10.38 196.03 MNGA 1 14.19 225.73 
MPan 127 13.07 253.78 MVen 67 B 20.58 208.56 
MPan 137 5.77 202.03 MVen 68 28.35 92.28 
MPar 104 6.98 122.88 MVen 69 12.87 153.45 
MPar 25 15.39 173.71 OMR 26-14-9 18.76 137.35 
MPar 4 21.20 132.09 OMR 29-20-118 11.90 112.93 
MPer 179 14.92 117.46 OMR 44-23-34 11.84 208.98 
MPER 183 7.84 232.91 OMR 50-13-26 22.20 746.75 
MPer 234 6.14 164.43 Wild 1 25.94 106.37 
Mper 281 13.74 242.57 Wild 2 9.06 258.97 
MPer 283 13.07 151.48 Yolk 16.03 111.00 
MPer 349 13.75 247.34 เกษตรศำสตร์ 50 7.17 567.82 
MPer 353 18.54 123.99 พิรุณ 2 7.02 728.25 
MPer 484 6.07 230.22 ยอดด ำ 16.22 344.17 
MPer 534 3.72 163.05 ระยอง 1 3.72 195.58 
MPer 569 6.84 106.77 ระยอง 11 10.93 343.29 
MPer 613 18.82 142.17 ระยอง 2 17.07 120.63 
MPtr 26 24.05 249.19 ระยอง 3 16.62 186.48 
MPtr 8 7.17 598.05 ระยอง 5 8.64 221.15 
MTai 1 13.06 155.05 ระยอง 60 13.43 307.03 
MTai 3 6.38 150.44 ระยอง 7 14.92 191.96 
MUsa 5 11.20 140.02 ระยอง 72 5.53 496.99 
MUsa 8 9.72 706.51 ระยอง 9 8.73 324.97 
MVen 174 16.08 205.35 ระยอง 90 19.24 227.00 
MVen 204 11.06 169.31 ห้วยบง 60 19.30 389.58 
MVen 276 8.27 374.18 ห้วยบง 80 23.01 508.23 
MVen 297 A 12.99       220.16 ห้ำนำที 17.12 178.89 
MVen 47 19.75      146.73    
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2.2  กำรเตรียมตัวอย่ำงดีเอ็นส ำหรับวิเครำะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี Genotyping By Sequencing (GBS)   
 ท ำกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์แป้ง ระหว่ำง 0 - 33.8 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มี

ปริมำณไซยำไนด์ ระหว่ำง 8.26 - 815 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ได้จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ดังแสดงในตารางที่ 6 น ำใบมันส ำปะหลัง
สกัดดีเอ็นเอ ได้ควำมเข้มข้นของดีเอ็นเอ 200-800 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร และตรวจสอบคุณภำพของดีเอ็นเอ พบว่ำ  ไม่มีกำร
ปนเปื้อนของ RNA สำมำรถใช้ในกำรวิเครำะห์ GBS ด้วยวิธี Next Generation Sequencing (ภาพที่ 2) 

 

ภาพที่ 5.2  คุณภำพดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ที่น ำมำสกัดดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบจีโนไทป์และเครื่องหมำยโมเลกุล
ชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS 

 
ตารางที่ 5.6  สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์แป้ง ระหว่ำง 0 - 33.8 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณไซยำไนด์ 

ระหว่ำง 8.26 - 815 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิเครำะห์ปี 2553 – 2558) จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ที่น ำมำสกัดดีเอ็นเอ 
เพ่ือตรวจสอบจีโนไทป์และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS 

ชื่อพันธุ์ % แป้ง 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
ชื่อพันธุ์ % แป้ง 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

ระยอง 5 28.5 250 MBra 325 25 647 
ระยอง 7 31.5 134 MBra 403 12.7 200 
ระยอง 9 31.2 566 MBra 461 20.8 474 
ระยอง 11 33.8 281 MBra 509 23.3 857 
ระยอง 72 19.7 393 MBra 514 27.9 222 
เกษตรศำสตร์ 50 28.3 812 MBra 534 20.5 368 
ห้วยบง 60 23.5 56 MBra 542 21.3 60 
ห้วยบง 80 29.8 397 MBra 691 2.6 210 
MVen 297 A 17.1 1183 MBra 702 21.6 372 
ห้ำนำที 22 59 MBra 781 11.5 120 
MENTE GA 25.5 8.26 MBra 792 10.1 952 
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ตารางที่ 5.6(ต่อ) สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์แป้ง ระหว่ำง 0 - 33.8 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณ
ไซยำไนด์ ระหว่ำง 8.26 - 815 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม (วิเครำะห์ปี 2553 – 2558) จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ที่น ำมำสกัด    
ดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบจีโนไทป์และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS 

ชื่อพันธุ์ % แป้ง ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

ชื่อพันธุ์ % แป้ง ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) Yolk 18.7 89 MBra 885 22.9 179 

CG 165-7 20.3 408 MBra 890 19.2 406 
CR 1 12 63 MBra 894 5.5 658 
CR 126 22 86 MBra 903 20.2 60 
Golden Yellow 22.2 33.8 MBra 931 19.6 646 
HL 23 13.7 401 MCol 1084 B 19.5 92 
KM 140 27.8 62 MCol 1466 21.8 92 
MBol 1 4.6 804 MCol 1702 29.2 91 
MBra 110 8.5 216 MCol 2089 19.4 466 
MBra 158 23.1 395 MCol 2157 18 39 
MBra 191 0.0 12.47 MCol 2173 14.3 93 
MBra 242 18.5 339 MCol 2192 22.5 522 
MBra 273 17.5 71 MCol 2331 3.9 776 
MBra 311 14.2 1158 MCol 2493 16.6 865 
MCol 2627 15.2 96 MPer 436 11.5 20 
MCol 278 18.7 815 MPer 484 7.6 54 
MCol 310 6.4 96 MPer 534 9.7 46 
MCol 32 20.5 202 MPer 546 13.6 55 
MCol 912 B 27 39 MPer 569 5.7 55 
MCub 42 7.9 154 MPer 613 21.5 65 
MEcu 104 23.6 223 MPtr 26 14.3 304 
MEcu 135 20.7 68 MPtr 8 24 427 
MEcu 159 20.7 88 MTai 1 20.5 487 
MGua 78 21 53 MTai 3 23.9 201 
MMal 26 9.7 138 MUsa 5 11.6 127 
MMex 65 25.2 386 MUsa 8 17.9 860 
MPan 127 20 93 MVen 174 26 215 
MPan 137 25.5 33 MVen 219 7.8 203 
MPan 70 2.6 8.46 MVen 276 8.5 813 
MPar 104 3 174 Mven 204 22 165 
MPar 193 11.8 112 MVen 47 26.3 106 
MPar 25 1.3 96 MVen 67 B 10 76 
MPar 4 18.3 81 MVen 68 23.4 150 
MPer 179 14.8 56 MVen 69 15.8 50 
MPer 234 18.5 38 SG 455-1 15.5 629 
Mper 281 3.9 10.63 SPY 22.0 35.41 
MPer 283 24.9 129 Wild 1 28.2 20.52 
MPer 349 7 137 Wild 2 28.0 77.09 
MPer 353 16.4 49 ยอดด ำ 17.2 356 
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2.3  กำรวิเครำะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS 
  มันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรทดลองทั้งหมดจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ ที่มีปริมำณเปอร์เซ็นต์แป้ง ระหว่ำง 0 - 33.8 เปอร์เซ็นต์ 
และ พันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีปริมำณไซยำไนด์ ระหว่ำง 8.26 - 815 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ท ำกำรตรวจสอบจีโนไทป์และเครื่องหมำย
โมเลกุลชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS  
 น ำข้อมูลจีโนไทป์และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิประดับจีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS  ของมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำย
พันธ์ุ ซึ่งมีข้อมูลเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป จ ำนวน 1,048,576 ต ำแหน่ง ท ำกำรกรอง (Filter) ข้อมูลที่ missing data < 10 % 
เหลือข้อมูลเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป จ ำนวน 324,817 ต ำแหน่ง ท ำกำรกรอง (Filter) ข้อมูลอีกครั้งที่ missing data < 10 
% Minimum minor allele frequency (MAF) < 0.05, Minimum read depth ≥ 20X  พบข้อมูลเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดส
นิป จ ำนวน 5,144 ต ำแหน่ง 
 จำกกำรวิเครำะห์พบ SNPs แบบ transitions (A/G หรือ C/T) 72.10% และแบบ transversion  (A/C, A/T, C/G หรือ 
G/T) 27.90% ซึ่ง SNPs แบบ C/T พบมำกที่สุด 32.08% และพบ SNPs แบบ C/G น้อยที่สุด 4.59 % อัตรำส่วนระหว่ำง 
transition : transversion คิดเป็น 2.59 (ตำรำงที่ 7) 

 
ตารางที่ 5.7  จ ำนวนและประเภทของ SNPs จำกมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ 
 

ชนิด         จ านวน                เปอรเ์ซ็นต์ 
SNPs         6,392,886  100% 
Transition   
A/G        2,302,948  36.02% 
C/T        2,306,702  36.08% 
Transversion   
A/C           523,819  8.19% 
A/T           448,655  7.02% 
C/G           293,192  4.59% 
G/T           517,570  8.10% 

 

หำควำมสัมพันธ์ของสำยพันธ์ุมันส ำปะหลัง โดยใช้ 5144 SNPs ในกำรจดักลุ่มสำยพันธ์ุมันส ำปะหลัง 100 สำยพันธ์ุ 
พบว่ำ มีค่ำ polymorphic information contents (PICs) ของ SNPs อยู่ระหว่ำง 0.000 – 0.712 เมื่อท ำกำรจัดกลุ่มด้วยวิธี 
UPGMA สำมำรถแบ่งกลุ่มมันส ำปะหลังได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่อย่ำงชัดเจน (ภาพที่ 5.3)  
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ภาพที่ 5.3  Phylogenetic tree แสดงระดับควำมสัมพันธ์ระหว่ำง SNPs ในมันส ำปะหลัง 100 สำยพันธ์ุ       
 

จำกน้ันสร้ำงแผนที่พันธุกรรมแสดงรูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนม โดยใช้ฐำนข้อมูล SNPs จ ำนวน 1,048,576 ต ำแหน่ง 
เครื่องหมำยโมเลกุลสนิป ซึ่งเกี่ยวข้องกับลักษณะปริมำณของไซยำไนด์จะกระจำยตัวอ ยู่บนโครโมโซมที่ 13 และ 16 และ
เครื่องหมำยโมเลกุลสนิป ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะปริมำณของแป้งจะกระจำยตัวอยู่บนโครโมโซมที่ 1 และ 14 ในจีโนมของ          
มันส ำปะหลัง จำกผลกำรวิเครำะห์รูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนม พบ SNP จ ำนวน 40 และ 26 ต ำแหน่ง ที่คำดว่ำสัมพันธ์กับ
ปริมำณไซยำไนด์และแป้งในมันส ำปะหลังอย่ำงมีนัยส ำคัญ (ภาพที่ 5.4) โดยพิจำรณำจำกค่ำ logarithm of significant level    
[-log10 (P)] ไม่น้อยกว่ำ 4 

 

 
 

ภาพที่ 5.4  Manhattan plot แสดงผลกำรวิเครำะห์รูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนมที่คำดว่ำสัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์และแป้ง
ในมันส ำปะหลัง 
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2.4  กำรออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับกำรตรวจ SNP กับลักษณะปริมำณแป้งและไซยำไนด์ 
 ออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR โดยพิจำรณำจำกกำรวิเครำะห์รูปแบบ
ควำมเชื่อมโยงในจีโนมที่คำดว่ำสัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์และแป้งในมันส ำปะหลัง (Manhattan plot) ได้ชุดไพรเมอร์ของ
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปด้วยวิธี Tetra-Primer ARMS–PCR จ ำนวน 14 ชุด (ตารางที่ 5.8) และ 15 ชุด (ตารางที่ 5.9) 
ตำมล ำดับ 
 
ตารางที่ 5.8  ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้องกับ

ลักษณะปริมำณแป้งของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 ชุด 
ชื่อไพรเมอร ์ Sequence (5'->3') ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) 

1STARinF TTGACATATTTCCCTATGGCTCACAT   
1STARinR AGGGAGTACACATTATGCATAACTTTTTT  Product size for T allele: 163 
1STARoutF TGGGTTTATATTTGTTCTTCAATGTCAA  Product size for A allele: 210 
1STARoutR GAATCTGTTCCAAATAATGAAAACCATT  Product size of two outer primers: 318 
2STARinF ACATATTTCCCTATGGCTCATATCGA   
2STARinR AATAGGGAGTACACATTATGCATAACGTC  Product size for A allele: 163 
2STARoutF TGGGTTTATATTTGTTCTTCAATGTCAA  Product size for G allele: 213 
2STARoutR GAAGAATCTGTTCCAAATAATGAAAACC  Product size of two outer primers: 321 
3STARinF CTATGGCTCATATAGAAAGTTATGCATCAT   
3STARinR GTGATGCCTGAAATAGGGAGTACCCG  Product size for T allele: 239 
3STARoutF ATTGTTCAAAATTTCCATTGCAACACTT  Product size for C allele: 266 
3STARoutR TTTGGCCAGAACCATTAATCAATACAGT  Product size of two outer primers: 449 
4STARinF GCTCATATAGAAAGTTATGCATAATGGGC   
4STARinR ATGGGTGATGCCTGAAATAGGGATTA  Product size for C allele: 253 
4STARoutF GTTCCTTGATCAATTGTTCAAAATTTCC  Product size for T allele: 282 
4STARoutR ATAAGATAAGGTTTGACATTTTGGCCAG  Product size of two outer primers: 480 
5STARinF CGAAGGAAACAAGCAGAGTTTGACCATAAA   
5STARinR TTATAGTGTGCGTGGTTAGGGCGAGC  Product size for A allele: 198 
5STARoutF TTTAAAAGTGGAGGTCACGAGGAGAGGG  Product size for G allele: 138 
5STARoutR TTTGCAAGTCAAAACAAGAGCGTGAAAA  Product size of two outer primers: 280 
6STARinF ACAAGCAGAGTTTGACCATCAGCTCA   
6STARinR ACATAAGCTTATAGTGTGCGTGGTTAGTGC  Product size for A allele: 199 
6STARoutF AAATGTTTTGGAATTGGGATGAATTGAT  Product size for G allele: 230 
6STARoutR GATGCGTAATTTGCAAGTCAAAACAAGA  Product size of two outer primers: 373 
8STARinF TCCATGTTAGGTTGTACTATTACAGAAT   
8STARinR ATTAAAATGCATAATAGAAATTTGAGAC  Product size for T allele: 212 
8STARoutF ATAATCGATTAAAGTGAGAAACAACT  Product size for G allele: 253 
8STARoutR GTACATATGACAATTTTAGATCAGTTATG  Product size of two outer primers: 409 
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ตารางที่ 5.8(ต่อ) ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้อง
กับลักษณะปริมำณแป้งของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 ชุด 

ชื่อไพรเมอร ์ Sequence (5'->3') ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) 
11STARinF TCCAGGAGACCGAGTACTTGTTTTCGTA   
11STARinR GTCTCAACACAATGGAGCCAAAACAA  Product size for A allele: 188 
11STARoutF CAAGGATCAGTTGATGATTGCAAGGATA  Product size for T allele: 209 
11STARoutR AGAAGCACTACGCAAACAGCATCTCTCT  Product size of two outer primers: 343 
12STARinF GAAACTTAAATTTGCTGTGTAGAATCACTT   
12STARinR GTCCATGAGAAAGGGGCCTTAGAGAT  Product size for T allele: 224 
12STARoutF TCAAAAATTTTAGTTTGCGGAACATAAA  Product size for A allele: 264 
12STARoutR CTTTGTATACACAACCAAATCCACCTTC  Product size of two outer primers: 432 
13STARinF TAGGTTGTACTATTACAGGATTTGCA   
13STARinR TTTATTCATTAAAATGCATAATAGAAAGTC  Product size for A allele: 202 
13STARoutF AGATAATCGATTAAAGTGAGAAACAACT  Product size for G allele: 262 
13STARoutR CATATGACAATTTTAGATCAGTTATGGA  Product size of two outer primers: 408 
14STARinF ATGCAACATCGGCGAAAGGAAACTCGT   
14STARinR TCTTAGCCTGCTTGTGGAAGTCAAATAGTC  Product size for T allele: 203 
14STARoutF GCCAAAAGCGACCATAGCAAACGTAGAG  Product size for G allele: 169 
14STARoutR GGACCAACCCTTCGAAGCAAGTCATTTA  Product size of two outer primers: 315 
15STARinF AAGACTGGCCTCTAGTCAGTGACATGATA  
15STARinR AACACAAGGAGCCTCTGGTTATTTCTG Product size for A allele: 200 
15STARoutF ATCTTAGAAGATTATGTTCAAGCCCCCA Product size for C allele: 161 
15STARoutR CATCACATCACTTGGGTTTATAGGGTTT Product size of two outer primers: 305 
16STARinF CTAAAACAGAAAACAGATGATAAAGAACAA  
16STARinR GCATCTGTTTCTAAAACTGGATTCTC Product size for A allele: 162 
16STARoutF GATAGACTTAAGAAAAATGTTGGACCAT Product size for G allele: 217 
16STARoutR AGAATAATTTAATTGGACTGAATTCCAG Product size of two outer primers: 323 
17STARinF CAATGCCTCACATTCACACGACCCCT  
17STARinR GATGACCTTTTTCCAATAAGTAGCCAATAC Product size for T allele: 203 
17STARoutF ATGACTCCATGCACGGATATAAGCACAT Product size for G allele: 255 
17STARoutR TGGAATTCACATAGAAAGCACCAATCGT Product size of two outer primers: 402 
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ตารางที่ 5.9  ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้องกับ
ลักษณะปริมำณไซยำไนด์ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 15 ชุด 

ชื่อไพรเมอร ์ Sequence (5'->3') ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) 
1CHNinF CCCTTATACCTATAAACCTGTGCGTA   
1CHNinR CCACTAGACAAAAAAACTCAAAAAATCTAC  Product size for A allele: 198 
1CHNoutF TGTCTATTTTGTTTTACACATGTTGAAAC  Product size for G allele: 138 
1CHNoutR TGCTAATATTAATGCGAGATGAAGTAGT  Product size of two outer primers: 280 
2CHNinF TTATCGATTTTTTGAGTTTTTTTGTATG   
2CHNinR GCAATCTGGCATGGGGATGCCCCCCT  Product size for G allele: 254 
2CHNoutF CAAAGTCGATTTGGTAAAAGATGTGGCCT  Product size for A allele: 282 
2CHNoutR CAAACCTCATTTCAAAATTGGTGCGAAG  Product size of two outer primers: 482 
3CHNinF AAAGAAGCCATGAATCCAAAGCAATT   
3CHNinR ACCATACCTCACACTCTTTCAAGTTGCT  Product size for T allele: 186 
3CHNoutF AACTTTTTCCTGAATTGAATTGTTGGTG  Product size for A allele: 133 
3CHNoutR ACCATAAAGTCACTGACCAAATGGAACT  Product size of two outer primers: 265 
4CHNinF TGATGCTCTCTCACTCTCAACCTCTGATC   
4CHNinR CCTCATGCCCAGACCTGAAGCTCGGA  Product size for C allele: 229 
4CHNoutF CAGGGTTCAGATTACAGACTCCAGGGAGG  Product size for T allele: 170 
4CHNoutR GACCACAGAAGATCTGGGTTGACATGGA  Product size of two outer primers: 344 
5CHNinF AATCGGAATCAACAATCCAAAAATGC   
5CHNinR TGTGTCTACGTGAGCAAAGAACCAATC  Product size for C allele: 195 
5CHNoutF AGCAAGTCTGTGGTCTATGATTGGTTCA  Product size for G allele: 246 
5CHNoutR ATCTGCCACCTTCTGTCAAGGTTTAAAA  Product size of two outer primers: 388 
6CHNinF CAGAGCAGAAGTGGTCGAGCAATATATG   
6CHNinR ACAACAGAGATGCTCTCGTTATGATCTTGT  Product size for G allele: 175 
6CHNoutF CCTTGTCGTTCTGTTAATTCATGGTGTT  Product size for A allele: 206 
6CHNoutR TTGATTAAGCCACTTGGGTTCATGTCTA  Product size of two outer primers: 323 
7CHNinF AGCAATAAATAATGATAATCTAACTCCCTG   
7CHNinR GTGATTCTGTGAGTCCACAACTACGGA  Product size for G allele: 225 
7CHNoutF TTTTTGTGGAATTTGTCTTCCCTATTAA  Product size for T allele: 157 
7CHNoutR GGAACAAAGTGAGGAAGAGTTTCATATG  Product size of two outer primers: 325 
8CHNinF GGGAGATCACATGGGAAACCCATATT   
8CHNinR AAAAATTTGGCTTTTTTACAGATCCAGCC  Product size for T allele: 206 
8CHNoutF TCCTACGTCGATGTTGTGTCGAAATTAA  Product size for G allele: 277 
8CHNoutR AAAGAATCCAGAGATACAGATGCCCATG  Product size of two outer primers: 428 
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ตารางที่ 5.9(ต่อ)  ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด tetra-primer ARMS-PCR เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้อง

กับลักษณะปริมำณไซยำไนด์ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 15 ชุด 

ชื่อไพรเมอร ์ Sequence (5'->3') ขนาดของแถบดีเอ็นเอ (bp) 

9CHNinF GGAGATCACATGGGAAACCCATGCGT   

9CHNinR AAAAATTTGGCTTTTTTACAGATCCGAC  Product size for T allele: 200 

9CHNoutF GAAGAGTCCTACGTCGATGTTGTGTCGA  Product size for G allele: 283 

9CHNoutR ATCCAGAGATACAGATGCCCATGCAAAG  Product size of two outer primers: 429 

10CHNinF TGGACTCTAATTCTTGTCAAATATGTTCTG   

10CHNinR CGTATTGTGTTATGGACAATGTTATGTGT  Product size for G allele: 211 

10CHNoutF AACCAAAATAACGGTAACCAAAATCATA  Product size for A allele: 167 

10CHNoutR ATTTTGATAACTTGGAAGGATAAGCAAG  Product size of two outer primers: 319 

12CHNinF CATATTAGATTTGAAACTGGACTCTAAGTT   

12CHNinR GTTATGGGCATAACATATTTGACCAG  Product size for T allele: 191 

12CHNoutF ATTTTCAGCCTCTTAAAATTAATTCAGA  Product size for C allele: 234 

12CHNoutR ATAACAAGAGAAAAATCGTGTTTGAACT  Product size of two outer primers: 369 

13CHNinF GTGGACTCACAGAATCACAAGTCATTGTAC  

13CHNinR GAAGGGGAGGAATTATTTCTCACCCA Product size for C allele: 207 

13CHNoutF CTTGGCAAATTCTGAGGCTTATTTATGG Product size for T allele: 246 

13CHNoutR TGGTGGTTCTTGAAATCATAGGAACAAA Product size of two outer primers: 397 

14CHNinF ATTGTTAGTCGTTCCACAGTAGAGGTAG  

14CHNinR ACGGTGGAGGCCATGCTTTTGTACTA Product size for G allele: 207 

14CHNoutF TCCAACTACTTGAAGACCCCTGACTAGA Product size for T allele: 140 

14CHNoutR CTTGATCTCACAAGATGTGACAATCGAT Product size of two outer primers: 293 

15CHNinF AACACTCGTTTATAATGCCTAGTCACTTAC  

15CHNinR TTCTTATTTTATGGCCCAAAGATTGA Product size for C allele: 231 

15CHNoutF CACGCTTTTGTAATCTTTTCATATTTTT Product size for T allele: 165 

15CHNoutR TAATTAAGACCATAATACAGTCTTCGCC Product size of two outer primers: 340 

16CHNinF TCGAAAAATTGATAATAATGGCTACAGCA  

16CHNinR TTCATGTCTGCAGCATGATGCAAAAA Product size for A allele: 227 

16CHNoutF ATGGCAAATCAGAGGAGAAGACAACAAC Product size for T allele: 283 

16CHNoutR CGGGATTATCTTCTTTACACGCTGCATA Product size of two outer primers: 455 
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 2.5  กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับลักษณะปริมำณแป้งและไซยำไนด์ของมัน
ส ำปะหลัง 
 2.5.1  กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง 

 ท ำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้งทั้ง 14 ชุด โดยทดสอบ
กับตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่มีอัลลีลต่ำงๆ พบว่ำชุดไพรเมอร์ทั้ง 14 ชุดไม่สำมำรถแสดงแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจน ดังน้ันกำร
ออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับปริมำณแป้งด้วยเทคนิค Pyrosequencing เป็นอีกวิธีหน่ึงจะใช้ในกำรพัฒนำ
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปได้ 
 2.5.2  กำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ 

 ท ำกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ทั้ง 15 ชุด ท ำ
ปฏิกิริยำพีซีอำร์กับตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ชุดที่ 1 (1CHN) ชุดที่ 3 (3CHN) และ
ชุดที่ 13 (13CHN) สำมำรถแยกจีโนไทป์ของแต่ละอัลลีลของมันส ำปะหลังได้ชัดเจน โดยเมื่อใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ชุดที่ 
1 (1CHN) ทดสอบกับมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดเฮเทอโรไซกัส (heterozygous: อัลลีล AG) จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนำด 
280 198 และ 138 คู่เบส มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดโฮโมไซกัส (homozygous: อัลลีล AA) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 
280 และ 198 คู่เบส และ มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดโฮโมไซกัส (homozygous: อัลลีล GG) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 
280 และ 138 คู่เบส (ภาพที่ 5)   
 

 
 

ภาพที่ 5.5  ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เก่ียวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 1 (1CHN) โดยใช้
มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 280 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล AA) และมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุ
ที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 280 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล AG และ อัลลีล GG) 

 
เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป ชุดที่ 3 (3CHN) ทดสอบกับมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดเฮเทอโรไซกัส 

(heterozygous: อัลลีล AT) จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนำด 265 189 และ 133 คู่เบส มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดโฮโม
ไซกัส (homozygous: อัลลีล AA) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 265 และ 133 คู่เบส และ มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดโฮโม
ไซกัส (homozygous: อัลลีล TT) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 265 และ 189 คู่เบส (ภาพที่ 6)   
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ภาพที่ 5.6  ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 3 (3CHN) โดยใช้
มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล TT) และมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุ
ที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล AT และ อัลลีล AA) 

 
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ชุดที่ 13 (13CHN) ทดสอบกับมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิดเฮเทอโร

ไซกัส (heterozygous: อัลลีล CT) จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนำด 397 246 และ 207 คู่เบส มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิด  
โฮโมไซกัส (homozygous: อัลลีล CC) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 397 และ 207 คู่เบส และ มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีจีโนไทป์ชนิด
โฮโมไซกัส (homozygous: อัลลีล TT) จะเกิดแถบดีเอ็นขนำด 397 และ 246 คู่เบส (ภาพที่ 5.7) 

 

 
 

ภาพที่ 5.7  ผลกำรตรวจสอบควำมใช้ได้ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ชุดที่ 13 (13CHN)   
โดยใช้มันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล CC) และมันส ำปะหลัง
สำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด (อัลลีล CT และ อัลลีล TT) 

 

 2.5  กำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 
น ำชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปชุดที่ 1 (1CHN) ชุดที่ 3 (3CHN)  และชุดที่ 13 (13CHN) ทดสอบกับ

ตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่มีปริมำณไซยำไนด์ที่อยู่ในช่วง 87.40 - 911.60 mg HCN/kg น้ ำหนักสด เพ่ือเป็นกำรยืนยันว่ำ
ชุดไพรเมอร์ที่ได้รับกำรออกแบบน้ี สำมำรถใช้ในกำรตรวจสอบลักษณะไซยำไนด์ของมันส ำปะหลังได้อย่ำงถูกต้องและแม่นย ำ 
พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปชุดที่ 1 (1CHN) ชุดที่ 3 (3CHN)  และชุดที่ 13 (13CHN) สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโน
ไทป์ (phenotype) คิดเป็นร้อยละ 64.81 73.33 และ 76.64 ตำมล ำดับ (ตารางที่ 10 - 12) 
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ตารางที่ 5.10  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 1CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 108 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ ปริมาณไซยาไนด์ (mgHCN/kg 
น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 1 01-77-1 373.03 3 T  25 CMR 47-30-8 399.99 1 F 

2 CM 4574-7 599.87 1 F  26 CMR 48-20-17 294.46 1 F 
3 CMR 23-149-59 186.57 1 T  27 CMR 48-35-1 545.94 1 F 
4 CMR 26-08-61 283.58 1 T  28 CMR 48-53-48 164.11 1 T 
5 CMR 28-05-13 624.98 1 F  29 CMR 49-89-70 195.57 1 T 
6 CMR 30-71-25 251.89 3 F  30 CMR 50-30-23 211.79 1 T 
7 CMR 31-42-20 240.27 1 T  31 CMR 50-41-1 136.52 1 T 
8 CMR 32-94-121 540.56 1 F  32 CMR 50-73-6 205.17 1 T 
9 CMR 33-35-69 253.09 1 T  33 CMR 51-04-42 412.60 1 F   
10 CMR 33-38-48 253.55 1 T  34 CMR 51-13-14 320.56 1 F   
11 CMR 35-112-1 280.05 1 T  35 CMR 51-23-14 396.74 1 F   
12 CMR 35-22-348 257.95 1 T  36 CR 126 294.20 1 F   
13 CMR 37-18-201 549.62 1 F  37 Golden Yellow 268.20 1 T   
14 CMR 38-125-77 116.13 1 T  38 HL 23 208.28 2 F 
15 CMR 41-109-72 280.72 1 T  39 MBra 158 358.28 1 F 
16 CMR 41-112-21 467.11 1 F  40 MBra 191 286.15 1 T 
17 CMR 41-42-3 313.40 1 F  41 MBra 273 451.00 1 F 
18 CMR 42-01-2 166.51 1 T  42 MBra 461 553.22 3 T 
19 CMR 43-08-89 262.34 1 T  43 MBra 514 321.40 1 F 
20 CMR 44-29-12 265.63 1 T  44 MBra 534 777.94 1 F 
21 CMR 46-30-264 507.77 1 F  45 MBra 542 114.99 1 T 
22 CMR 46-31-7 470.17 1 F  46 MBRA 759 158.26 1 T 
23 CMR 46-55-23 312.56 1 F  47 MBra 781 196.03 1 T 
24 CMR 47-02-9 521.73 1 F  48 MBra 885 346.39 1 F 
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ตารางที่ 5.10(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกลุชนิดสนิป 1CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 108 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 49 MBra 894 449.79 2 T  73 MPer 234 164.43 3 F 

50 MBra 931 297.24 1 F  74 MPer 283 151.48 1 T 
51 MCol 1084 B 425.10 1 F  75 MPer 484 230.22 1 T 
52 MCol 1466 115.51 1 T  76 MPer 534 163.05 1 T 
53 MCol 1702 168.35 1 T  77 MPer 569 106.77 1 T 
54 MCol 2089 354.09 3 T  78 MPtr 26 249.19 1 T 
55 MCol 2157 103.87 1 T  79 MPtr 8 598.05 1 F 
56 MCol 2173 168.43 1 T  80 MTai 1 155.05 1 T 
57 MCol 2331 685.56 2 T  81 MTai 3 150.44 1 T 
58 MCol 2493 812.28 3 T  82 MUsa 5 140.02 1 T 
59 MCol 2627 163.24 1 T  83 MUsa 8 706.51 3 T 
60 MCol 32 162.62 1 T  84 MVen 174 205.35 1 T 
61 MEcu 135 846.71 1 F  85 MVen 204 169.31 1 T 
62 MECU 72 123.55 1 T  86 MVen 276 374.18 2 T 
63 MENTE GA 223.92 1 T  87 MVen 68 92.28 1 T 
64 MGua 78 216.83 1 T  88 MVen 69 153.45 1 T  
65 MMAL 63 238.29 1 T  89 OMR 26-14-9 137.35 1 T  
66 MNGA 1 225.73 1 T  90 OMR 29-20-118 112.93 1 T  
67 MPan 127 253.78 1 T  91 OMR 44-23-34 208.98 1 T  
68 MPan 137 202.03 1 T  92 Wild 1 106.37 1 T  
69 MPar 104 122.88 1 T  93 Yolk 111.00 1 T  
70 MPar 25 173.71 1 T  94 เกษตรศำสตร์ 50 567.82 1 F  
71 MPer 179 117.46 3 F  95 พิรุณ 2 728.25 1 F  
72 MPER 183 232.91 3 F  96 ยอดด ำ 344.17 1 F  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



154 
 

ตารางที่ 5.10(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 1CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 108 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

97 ระยอง 1 195.58 1 T  103 ระยอง 72 496.99 1 F 
98 ระยอง 2 120.63 1 T  104 ระยอง 9 324.97 1 F 
99 ระยอง 3 186.48 1 T  105 ระยอง 90 227.00 1 T 
100 ระยอง 5 221.15 1 T  106 ห้วยบง 60 389.58 1 F 
101 ระยอง 60 307.03 2 T  107 ห้วยบง 80 508.23 1 F 
102 ระยอง 7 191.96 1 T  108 ห้ำนำท ี 178.89 1 T 

จ านวนสายพันธ์ุ (ร้อยละ) True (T) 70/108 (64.81)        
  False (F) 38/108 (35.19)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล; 1 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 280 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 
2 และ 3 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 280 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 

 T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 
 F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 
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ตารางที่ 5.11  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 120 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

1 01-77-1 373.03 3 T  23 CMR 46-31-7 470.17 3 T 
2 CM 4574-7 599.87 3 T  24 CMR 46-47-137 725.62 2 T 
3 CMR 23-149-59 186.57 3 F  25 CMR 46-55-23 312.56 3 T 
4 CMR 26-08-61 283.58 3 T  26 CMR 47-02-9 521.73 3 T 
5 CMR 28-05-13 624.98 1 F  27 CMR 47-30-8 399.99 3 T 
6 CMR 30-71-25 251.89 3 T  28 CMR 48-20-17 294.46 3 T 
7 CMR 31-42-20 240.27 3 F  29 CMR 48-35-1 545.94 3 T 
8 CMR 32-94-121 540.56 1 F  30 CMR 48-53-48 164.11 1 T 
9 CMR 33-35-69 253.09 1 T  31 CMR 49-54-67 452.28 2 T 
10 CMR 33-38-48 253.55 3 T  32 CMR 49-89-70 195.57 3 F 
11 CMR 35-112-1 280.05 3 T  33 CMR 50-20-114 312.85 2 T 
12 CMR 35-22-348 257.95 1 F  34 CMR 50-20-2 662.95 2 T 
13 CMR 37-18-201 549.62 3 T  35 CMR 50-30-23 211.79 3 F 
14 CMR 38-125-77 116.13 3 F  36 CMR 50-41-1 136.52 3 F 
15 CMR 41-109-72 280.72 3 T  37 CMR 50-73-6 205.17 1 T 
16 CMR 41-112-21 467.11 3 T  38 CMR 51-04-42 412.60 1 F 
17 CMR 41-42-3 313.40 3 T  39 CMR 51-13-14 320.56 3 T 
18 CMR 42-01-2 166.51 1 T  40 CMR 51-23-14 396.74 3 T 
19 CMR 43-08-89 262.34 1 F  41 CR 126 294.20 1 F 
20 CMR 44-03-57 434.40 2 T  42 Golden Yellow 268.20 3 F 
21 CMR 44-29-12 265.63 3 T  43 HL 23 208.28 2 F 
22 CMR 46-30-264 507.77 3 T  44 KM 140 172.52 1 T 
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ตารางที่ 5.11(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 120 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

45 MBra 158 358.28 3 F  67 MEcu 135 846.71 3 T 
46 MBra 273 451.00 1 T  68 MECU 71 111.75 1 T 
47 MBra 403 474.53 3 F  69 MECU 72 123.55 1 T 
48 MBra 461 553.22 3 T  70 MENTE GA 223.92 1 T 
49 MBra 534 777.94 3 T  71 MGua 78 216.83 1 T 
50 MBra 542 114.99 1 T  72 MMAL 63 238.29 1 T 
51 MBRA 759 158.26 1 T  73 MNGA 1 225.73 3 F 
52 MBra 781 196.03 1 T  74 MPan 127 253.78 1 T 
53 MBra 792 660.09 3 T  75 MPan 137 202.03 1 T 
54 MBra 885 346.39 3 T  76 MPar 25 173.71 1 T 
55 MBra 890 797.90 2 T  77 MPar 4 132.09 1 T 
56 MBra 894 449.79 2 F  78 MPer 179 117.46 1 T 
57 MBra 931 297.24 3 T  79 MPER 183 232.91 1 T 
58 MCol 1084 B 425.10 2 T  80 MPer 234 164.43 1 T 
59 MCol 1466 115.51 3 F  81 Mper 281 242.57 2 F 
60 MCol 2089 354.09 2 T  82 MPer 283 151.48 3 F 
61 MCol 2157 103.87 1 T  83 MPer 349 247.34 1 T 
62 MCol 2173 168.43 1 T  84 MPer 353 123.99 1 T 
63 MCol 2493 812.28 3 T  85 MPer 484 230.22 1 T 
64 MCol 2627 163.24 1 T  86 MPer 569 106.77 1 T 
65 MCol 32 162.62 1 T  87 MPtr 26 249.19 1 T 
66 MCub 42 174.56 3 F  88 MPtr 8 598.05 1 F 
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ตารางที่ 5.11(ต่อ)  รปูแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 120 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

89 MTai 1 155.05 3 F  105 Yolk 111.00 1 T 
90 MTai 3 150.44 1 T  106 เกษตรศำสตร์ 50 567.82 3 T 
91 MUsa 5 140.02 1 T  107 พิรุณ 2 728.25 1 F 
92 MUsa 8 706.51 3 T  108 ยอดด ำ 344.17 3 T 
93 MVen 174 205.35 1 T  109 ระยอง 1 195.58 3 T 
94 MVen 204 169.31 1 T  110 ระยอง 2 120.63 1 T 
95 MVen 276 374.18 2 T  111 ระยอง 3 186.48 1 F 
96 MVen 297 A 220.16 3 F  112 ระยอง 5 221.15 1 T 
97 MVen 47 146.73 1 T  113 ระยอง 60 307.03 2 T 
98 MVen 67 B 208.56 1 T  114 ระยอง 7 191.96 3 F 
99 MVen 68 92.28 1 T  115 ระยอง 72 496.99 3 T 
100 OMR 26-14-9 137.35 1 T  116 ระยอง 9 324.97 3 F 
101 OMR 29-20-118 112.93 1 T  117 ระยอง 90 227.00 1 T 
102 OMR 44-23-34 208.98 3 F  118 ห้วยบง 60 389.58 1 F 
103 OMR 50-13-26 746.75 2 T  119 ห้วยบง 80 508.23 1 F 
104 Wild 1 106.37 1 T  120 ห้ำนำท ี 178.89 1 T 

จ านวนสายพันธ์ุ (ร้อยละ) True (T)) 88/120 (73.33)       
  False (F) 32/120 (26.67)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล;  1 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 
 2 และ 3 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 250 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 
 T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 
 F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 
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ตารางที่ 5.12  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 13CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

1 01-77-1 373.03 3 T  21 CMR 43-08-89 262.34 1 F 

2 CG 165-7 315.81 3 T  22 CMR 44-03-57 434.40 2 T 

3 CM 4574-7 599.87 3 T  23 CMR 44-29-12 265.63 3 T 

4 CMR 23-149-59 186.57 3 F  24 CMR 46-30-264 507.77 3 T 

5 CMR 26-08-61 283.58 3 T  25 CMR 46-31-7 470.17 3 T 

6 CMR 28-05-13 624.98 1 F  26 CMR 46-47-137 725.62 2 T 

7 CMR 30-71-25 251.89 3 T  27 CMR 46-55-23 312.56 3 T 

8 CMR 31-42-20 240.27 3 F  28 CMR 47-02-9 521.73 3 T 

9 CMR 32-94-121 540.56 1 F  29 CMR 47-30-8 399.99 3 T 

10 CMR 33-35-69 253.09 3 T  30 CMR 48-20-17 294.46 3 T 

11 CMR 33-38-48 253.55 3 T  31 CMR 48-35-1 545.94 3 T 

12 CMR 35-112-1 280.05 3 T  32 CMR 48-53-48 164.11 1 T 

13 CMR 35-22-348 257.95 1 T  33 CMR 49-54-67 452.28 2 T 

14 CMR 37-18-201 549.62 3 T  34 CMR 49-89-70 195.57 3 F 

15 CMR 38-125-77 116.13 3 F  35 CMR 50-20-114 312.85 2 T 

16 CMR 41-109-72 280.72 3 T  36 CMR 50-20-2 662.95 2 T 

17 CMR 41-112-21 467.11 3 T  37 CMR 50-30-23 211.79 3 F 

18 CMR 41-42-3 313.40 3 T  38 CMR 50-41-1 136.52 3 F 

19 CMR 42-01-2 166.51 1 T  39 CMR 50-73-6 205.17 1 T 

20 CMR 42-44-98 484.46 2 T  40 CMR 51-04-42 412.60 1 F 
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ตารางที่ 5.12(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 13CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

41 CMR 51-13-14 320.56 3 T  61 MBra 890 1:1 797.90 2 T 
42 CMR 51-23-14 396.74 3 T  62 MBra 894 449.79 2 T 
43 CR 1 146.30 1 T  63 MBra 931 297.24 3 T 
44 CR 126 294.20 1 F  64 MCol 1084 B 425.10 1 F 
45 Golden Yellow 268.20 1 F  65 MCol 1466 115.51 3 F 
46 HL 23 208.28 2 F  66 MCol 1702 168.35 3 F 
47 KM 140 172.52 1 T  67 MCol 2089 354.09 3 T 
48 MBra 158 358.28 3 T  68 MCol 2157 103.87 1 T 
49 MBra 191 286.15 1 F  69 MCol 2173 168.43 1 T 
50 MBra 273 451.00 1 F  70 MCol 2331 685.56 2 T 
51 MBra 325 911.60 2 T  71 MCol 2493 812.28 3 T 
52 MBra 403 474.53 3 T  72 MCol 2627 163.24 1 T 
53 MBra 461 553.22 3 T  73 MCol 310 137.82 1 T 
54 MBra 514 321.40 3 T  74 MCol 32 162.62 1 T 
55 MBra 534 777.94 2 T  75 MCub 42 174.56 3 F 
56 MBra 542 114.99 1 T  76 MEcu 135 846.71 3 T 
57 MBRA 759 158.26 1 T  77 MECU 71 111.75 1 T 
58 MBra 781 196.03 1 T  78 MECU 72 123.55 1 T 
59 MBra 792 660.09 3 T  79 MENTE GA 223.92 1 T 
60 MBra 885 346.39 3 T  80 MGua 78 216.83 1 T 
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ตารางที่ 5.12(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 13CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

81 MMal 26 87.40 3 F  101 MPtr 26 249.19 1 T 
82 MMAL 63 238.29 1 T  102 MPtr 8 598.05 1 F 
83 MMex 65 497.40 3 T  103 MTai 1 155.05 3 F 
84 MNGA 1 225.73 3 F  104 MTai 3 150.44 1 T 
85 MPan 127 253.78 1 T  105 MUsa 5 140.02 1 T 
86 MPan 137 202.03 1 T  106 MUsa 8 706.51 3 T 
87 MPar 104 122.88 3 F  107 MVen 174 205.35 1 T 
88 MPar 25 173.71 1 T  108 MVen 204 169.31 1 T 
89 MPar 4 132.09 1 T  109 MVen 276 374.18 2 T 
90 MPer 179 117.46 1 T  110 MVen 297 A 220.16 2 F 
91 MPER 183 232.91 1 T  111 MVen 47 146.73 1 T 
92 MPer 234 164.43 1 T  112 MVen 67 B 208.56 1 T 
93 Mper 281 242.57 3 F  113 MVen 68 92.28 1 T 
94 MPer 283 151.48 3 F  114 MVen 69 153.45 1 T 
95 MPer 349 247.34 1 T  115 OMR 26-14-9 137.35 1 T 
96 MPer 353 123.99 1 T  116 OMR 29-20-118 112.93 1 T 
97 MPer 484 230.22 1 T  117 OMR 44-23-34 208.98 3 F 
98 MPer 534 163.05 1 T  118 OMR 50-13-26 746.75 2 T 
99 MPer 569 106.77 1 T  119 Wild 1 106.37 1 T 
100 MPer 613 142.17 1 T  120 Wild 2 258.97 1 T กร
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ตารางที่ 5.12(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 13CHN เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 137 สำยพันธ์ุ 

ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 
ปริมาณไซยาไนด์ 

(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับท่ี ชื่อพันธ์ุ 

ปริมาณไซยาไนด์ 
(mgHCN/kg น้ าหนักสด) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

121 Yolk 111.00 1 T  130 ระยอง 60 307.03 2 T 
122 เกษตรศำสตร์ 50 567.82 3 T  131 ระยอง 7 191.96 1 T 
123 พิรุณ 2 728.25 1 F  132 ระยอง 72 496.99 3 T 
124 ยอดด ำ 344.17 3 T  133 ระยอง 9 324.97 3 T 
125 ระยอง 1 195.58 3 F  134 ระยอง 90 227.00 1 T 
126 ระยอง 11 343.29 3 T  135 ห้วยบง 60 389.58 1 F 
127 ระยอง 2 120.63 1 T  136 ห้วยบง 80 508.23 1 F 
128 ระยอง 3 186.48 1 T  137 ห้ำนำท ี 178.89 1 T 
129 ระยอง 5 221.15 1 T       

จ านวนสายพันธ์ุ (ร้อยละ) True (T)) 105/137 (76.64)       
  False (F) 32/137 (23.36)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล; 1 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 
 2 และ 3 แถบดีเอ็นเอของพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์สูงกว่ำ 250 mgHCN/kg น้ ำหนักสด 
 T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ 
    F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณไซยำไน 
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2.6  กำรออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่สัมพันธ์กับปริมำณแป้งด้วยเทคนิค Pyrosequencing 
ใช้ข้อมูลจำกกำรวิเครำะห์รูปแบบควำมเชื่อมโยงในจีโนมที่คำดว่ำสัมพันธ์กับปริมำณแป้งในมันส ำปะหลัง (Manhattan 

plot) ออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป ได้ไพรเมอร์ชุดที่ 1 ซึ่งสำมำรถครอบคลุมสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง ถึง 4 ต ำแหน่ง 
ส่วนไพรเมอร์ชุดที่ 2  จะครอบคลุมสนิป จ ำนวน 2 ต ำแหน่ง (ตารางที่ 5.13)  
 
ตารางที่ 5.13  ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป เพ่ือใช้ในกำรวิเครำะห์ SNP ที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้งของมัน

ส ำปะหลังด้วยเทคนิค Pyrosequencing จ ำนวน 2 ชุด 
SNP name Primer name Sequence (5'->3') 

SNP 1 Set1-forward primer 5'-CTGTGCTTGTCAATGGACTACAAT-3' 
SNP 2 Set1-reverse primer Biotin 5'-TCCAATAGTCATGGGTGATGC-3' 
SNP 3 Set1-SP 5'-CATATTTCCCTATGGCTC-3' 
SNP 4 Set2- forward primer 5'-AGAGGGGTCCAGTAGAAAGGTG-3' 
SNP 5 Set2- reverse primer Biotin 5'-AGCTTATAGTGTGCGTGGTTAGG-3' 
SNP 6 Set2-SP 5'-AGCAGAGTTTGACCATC-3' 

 
จำกกำรตรวจสอบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป จ ำนวน 6 ต ำแหน่ง ประกอบด้วย SNP 1, SNP 2, SNP 3, SNP 4, SNP 

5, และ SNP 6 ด้วยเทคนิค Pyrosequencing (ภำพที่ 8) พบว่ำ มีเพียงต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 2, SNP 5 และ 
SNP 6 ที่แสดงจีโนไทป์ทั้ง 3 รูปแบบ คือ จีโนไทป์ AA GG และ AG  จำกน้ันจึงท ำกำรตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำย
โมเลกุลชนิดสนิป โดยน ำจีโนไทป์เปรียบเทียบกับผลฟีโนไทป์ (% amylose) พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 2และ SNP 6  
สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 10.83 คิดเป็นร้อยละ 70.94 และ 69.62 
ตำมล ำดับ ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 5 สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) 
สูงกว่ำ 15.12 คิดเป็นร้อยละ 58.64 (ตารางที่ 5.14 – 5.16) 
 

 

 
ภาพที่ 5.8  ผลโครมำโตแกรมแสดงเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป จ ำนวน 6 ต ำแหน่ง ประกอบด้วย SNP 1, SNP 2, SNP 3, 

SNP 4, SNP 5, และ SNP 6 ของมันส ำปะหลัง สำยพันธ์ุระยอง 7 ด้วยเทคนิค Pyrosequencing  
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ตารางที่ 5.14  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP2 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 118 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

1 01-77-1 19.44 1 T  17 CMR 41-42-3 3.25 1 F 
2 CG 165-7 12.95 1 T  18 CMR 42-44-98 6.10 3 F 
3 CM 4574-7 20.72 1 T  19 CMR 43-08-89 20.11 1 T 
4 CMR 23-149-59 10.71 1 F  20 CMR 44-03-57 10.37 1 F 
5 CMR 26-08-61 17.91 1 T  21 CMR 46-31-7 9.80 1 F 
6 CMR 28-05-13 19.84 1 T  22 CMR 46-47-137 12.12 1 T 
7 CMR 30-71-25 18.66 1 T  23 CMR 46-55-23 18.26 1 T 
8 CMR 31-42-20 17.66 1 T  24 CMR 47-02-9 5.63 1 F 
9 CMR 32-94-121 18.99 1 T  25 CMR 47-30-8 27.61 1 T 
10 CMR 33-35-69 15.04 1 T  26 CMR 48-20-17 17.15 1 T 
11 CMR 33-38-48 6.52 1 F  27 CMR 48-35-1 8.32 1 F 
12 CMR 35-112-1 12.38 3 T  28 CMR 48-53-48 17.44 1 T 
13 CMR 35-22-348 18.74 1 T  29 CMR 50-20-2 12.60 1 T 
14 CMR 37-18-201 16.96 3 T  30 CMR 50-41-1 10.82 2 T 
15 CMR 41-109-72 11.57 1 T  31 CMR 51-13-14 14.81 1 T 
16 CMR 41-112-21 10.10 3 T  32 CR 1 15.47 3 T 

 
 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



164 
 

ตารางที่ 5.14(ต่อ)  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP2 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 118 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

33 CR 126 25.94 1 T  49 MBra 885 8.33 1 F 
34 Golden Yellow 18.19 1 T  50 MBra 890 12.12 1 T 
35 HL 23 19.72 1 T  51 MBra 894 8.59 1 F 
36 KM 140 21.51 1 T  52 MBra 931 11.83 3 T 
37 MBra 158 18.07 1 T  53 MCol 1084 B 14.04 1 T 
38 MBra 191 12.65 3 T  54 MCol 1466 18.36 1 T 
39 MBra 273 19.73 3 T  55 MCol 1702 7.49 1 F 
40 MBra 325 15.67 1 T  56 MCol 2089 15.94 1 T 
41 MBra 403 17.48 1 T  57 MCol 2157 14.42 1 T 
42 MBra 461 6.76 1 F  58 MCol 2173 15.28 1 T 
43 MBra 514 22.02 1 T  59 MCol 2493 10.23 1  F 
44 MBra 534 13.83 3 T  60 MCol 2627 14.74 1 T 
45 MBra 542 23.18 1 T  61 MCol 310 8.67 1 F 
46 MBRA 759 18.35 1 T  62 MCub 42 5.16 3 F 
47 MBra 781 10.38 1 F  63 MEcu 135 12.39 1 T 
48 MBra 792 10.35 1 F  64 MECU 71 14.96  1 T 
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ตารางที่ 5.14(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP2 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 118 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

65 MENTE GA 22.65 1 T  81 MPer 353 18.54 1 T 
66 MGua 78 16.40 3 T  82 MPer 534 3.72 1 F 
67 MMal 26 19.99 1 T  83 MPer 569 6.84 1 F 
68 MMex 65 6.78 3 F  84 MPer 613 18.82 1 T 
69 MNGA 1 14.19 1 T  85 MPtr 26 24.05 3 T 
70 MPan 127 13.07 1 T  86 MPtr 8 7.17 1 F 
71 MPan 137 5.77 1 F  87 MTai 1 13.06 1 T 
72 MPar 104 6.98 1 F  88 MTai 3 6.38 1 F 
73 MPar 25 15.39 3 T  89 MUsa 8 9.72 1 F 
74 MPar 4 21.20 1 T  90 MVen 174 16.08 1 T 
75 MPer 179 14.92 1 T  91 MVen 276 8.27 1 F 
76 MPER 183 7.84  1 F  92 MVen 297 A 12.99 1 T 
77 MPer 234 6.14 1 F  93 MVen 47 19.75 1 T 
78 Mper 281 13.74 1 T  94 MVen 67 B 20.58 1 T 
79 MPer 283 13.07 1 T  95 MVen 68 28.35 3 T 
80 MPer 349 13.75 1 T  96 MVen 69 12.87 1 T 
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ตารางที่ 5.14(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP2 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 118 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

97 OMR 26-14-9 18.76 1 T  108 ระยอง 2 17.07 1 T 
98 OMR 29-20-118 11.90 1 T  109 ระยอง 3 16.62 1 T 
99 OMR 50-13-26 22.20 1 T  110 ระยอง 5 8.64 1 F 
100 Wild 1 25.94 1 T  111 ระยอง 60 13.43 1 T 
101 Wild 2 9.06 3 F  112 ระยอง 7 14.92 1 T 
102 Yolk 16.03 1 T  113 ระยอง 72 5.53 1 F 
103 เกษตรศำสตร์ 50 7.17 1 F  114 ระยอง 9 8.73 1 F 
104 พิรุณ 2 7.02 1 F  115 ระยอง 90 19.24 1 T 
105 ยอดด ำ 16.22 1 T  116 ห้วยบง 60 19.30 1 T 
106 ระยอง 1 3.72 1 F  117 ห้วยบง 80 23.01 1 T 
107 ระยอง 11 10.93 1 T  118 ห้ำนำที 17.12 1 T 

จ านวนสายพันธุ์ (ร้อยละ) True (T)) 83/118 (70.33)       
  False (F) 35/118 (29.67)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล; 1 และ 3 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 10.83 
    2 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) ต่ ำกว่ำ 10.83 
  T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) 

            F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) กร
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ตารางที่ 5.15  รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP5 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 133 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

1 01-77-1 19.44 2 F  21 CMR 43-08-89 20.11 2 F 
2 CG 165-7 12.95 3 T  22 CMR 44-03-57 10.37 2 T 
3 CM 4574-7 20.72 2 F  23 CMR 44-29-12 11.56 2 T 
4 CMR 23-149-59 10.71 2 T  24 CMR 46-30-264 31.08 2 F 
5 CMR 26-08-61 17.91 2 F  25 CMR 46-31-7 9.80 2 T 
6 CMR 28-05-13 19.84 2 F  26 CMR 46-47-137 12.12 2 T 
7 CMR 30-71-25 18.66 2 F  27 CMR 46-55-23 18.26 2 F 
8 CMR 31-42-20 17.66 2 F  28 CMR 47-02-9 5.63 2 T 
9 CMR 32-94-121 18.99 2 F  29 CMR 47-30-8 27.61 2 F 
10 CMR 33-35-69 15.04 2 T  30 CMR 48-20-17 17.15 2 F 
11 CMR 33-38-48 6.52 2 T  31 CMR 48-35-1 8.32 2 T 
12 CMR 35-112-1 12.38 2 T  32 CMR 48-53-48 17.44 2 F 
13 CMR 35-22-348 18.74 2 F  33 CMR 49-54-67 6.14 2 T 
14 CMR 37-18-201 16.96 2 F  34 CMR 49-89-70 9.34 2 T 
15 CMR 38-125-77 26.15 2 F  35 CMR 50-20-114 13.59 2 T 
16 CMR 41-109-72 11.57 2 T  36 CMR 50-20-2 12.60 2 T 
17 CMR 41-112-21 10.10 2 T  37 CMR 50-30-23 7.79 2 T 
18 CMR 41-42-3 3.25 2 T  38 CMR 50-41-1 10.82 2 T 
19 CMR 42-01-2 11.84 2 T  39 CMR 50-73-6 13.52 2 T 
20 CMR 42-44-98 6.10 2 T  40 CMR 51-04-42 14.84 3 T 
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ตารางที่ 5.15(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP5 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 133 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

41 CMR 51-13-14 14.81 2 T  61 MBra 890 12.12 2 T 
42 CMR 51-23-14 22.22 2 F  62 MBra 894 8.59 2 T 
43 CR 1 15.47 2 F  63 MBra 931 11.83 3 T 
44 CR 126 25.94 2 F  64 MCol 1084 B 14.04 2 T 
45 Golden Yellow 18.19 2 F  65 MCol 1466 18.36 2 F 
46 HL 23 19.72 2 F  66 MCol 1702 7.49 2 T 
47 KM 140 21.51 2 F  67 MCol 2089 15.94 2 F 
48 MBra 158 18.07 2 F  68 MCol 2157 14.42 2 T 
49 MBra 191 12.65 3 T  69 MCol 2173 15.28 2 F 
50 MBra 273 19.73 3 F  70 MCol 2493 10.23 2 T 
51 MBra 325 15.67 2 F  71 MCol 2627 14.74 2 T 
52 MBra 403 17.48 2 F  72 MCol 310 8.67 2 T 
53 MBra 461 6.76 2 T  73 MCol 32 13.22 2 T  
54 MBra 514 22.02 2 F  74 MCub 42 5.16 3 T  
55 MBra 534 13.83 2 T  75 MEcu 135 12.39 2 T  
56 MBra 542 23.18 3 F  76 MECU 72 9.23 2 T  
57 MBRA 759 18.35 3 F  77 MENTE GA 22.65 2 F  
58 MBra 781 10.38 2 T  78 MGua 78 16.40 2 F  
59 MBra 792 10.35 2 T  79 MMal 26 19.99 2 F  
60 MBra 885 8.33 2 T  80 MMAL 63 27.40 2 F  
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ตารางที่ 5.15(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP5 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 133 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

81 MMex 65 6.78 2 T  101 MTai 3 6.38 2 T 
82 MNGA 1 14.19 2 T  102 MUsa 5 11.20 2 T 
83 MPan 127 13.07 2 T  103 MUsa 8 9.72 2 T 
84 MPan 137 5.77 2 T  104 MVen 174 16.08 2 F 
85 MPar 104 6.98 2 T  105 MVen 276 8.27 2 T 
86 MPar 25 15.39 3 F  106 MVen 297 A 12.99 2 T 
87 MPar 4 21.20 2 F  107 MVen 47 19.75 2 F 
88 MPer 179 14.92 2 T  108 MVen 67 B 20.58 2 F 
89 MPer 234 6.14 2 T  109 MVen 68 28.35 2 F 
90 Mper 281 13.74 2 T  110 MVen 69 12.87 2 T 
91 MPer 283 13.07 2 T  111 OMR 26-14-9 18.76 2 F 
92 MPer 349 13.75 2 T  112 OMR 29-20-118 11.90 2 T 
93 MPer 353 18.54 2 F  113 OMR 44-23-34 11.84 2 T 
94 MPer 484 6.07 2 T  114 OMR 50-13-26 22.20 2 F 
95 MPer 534 3.72 2 T  115 Wild 1 25.94 2 F 
96 MPer 569 6.84 2 T  116 Wild 2 9.06 2 T 
97 MPer 613 18.82 2 F  117 Yolk 16.03 2 F 
98 MPtr 26 24.05 1 T  118 เกษตรศำสตร์ 50 7.17 2 T 
99 MPtr 8 7.17 2 T  119 พิรุณ 2 7.02 2 T 
100 MTai 1 13.06 2 T  120 ยอดด ำ 16.22 2 F 
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ตารางที่ 5.15(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP5 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 133 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

121 ระยอง 1 3.72 2 T  128 ระยอง 72 5.53 2 T 
122 ระยอง 11 10.93 2 T  129 ระยอง 9 8.73 2 T 
123 ระยอง 2 17.07 2 F  130 ระยอง 90 19.24 2 F 
124 ระยอง 3 16.62 2 F  131 ห้วยบง 60 19.30 2 F 
125 ระยอง 5 8.64 2 T  132 ห้วยบง 80 23.01 2 F 
126 ระยอง 60 13.43 2 T  133 ห้ำนำที 17.12 3 F 
127 ระยอง 7 14.92 2 T       

จ านวนสายพันธุ์ (ร้อยละ) True (T)) 78/133 (58.64)       
  False (F) 55/133 (41.36)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล; 1 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 15.12 
    2 และ 3 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) ต่ ำกว่ำ 15.12 
  T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) 

            F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้อกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) 
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ตารางที่ 5.16 รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP6 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลงั จ ำนวน 135 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

1 01-77-1 19.44 2 T  21 CMR 43-08-89 20.11 2 T 
2 CG 165-7 12.95 2 T  22 CMR 44-03-57 10.37 2 T 
3 CM 4574-7 20.72 2 T  23 CMR 44-29-12 11.56 2 T 
4 CMR 23-149-59 10.71 3 T  24 CMR 46-30-264 31.08 2 T 
5 CMR 26-08-61 17.91 2 T  25 CMR 46-31-7 9.80 2 F 
6 CMR 28-05-13 19.84 2 T  26 CMR 46-47-137 12.12 2 T 
7 CMR 30-71-25 18.66 2 T  27 CMR 46-55-23 18.26 2 T 
8 CMR 31-42-20 17.66 2 T  28 CMR 47-02-9 5.63 2 F 
9 CMR 32-94-121 18.99 2 T  29 CMR 47-30-8 27.61 2 T 
10 CMR 33-35-69 15.04 2 T  30 CMR 48-20-17 17.15 3 F 
11 CMR 33-38-48 6.52 2 F  31 CMR 48-35-1 8.32 2 F 
12 CMR 35-112-1 12.38 2 T  32 CMR 48-53-48 17.44 3 F 
13 CMR 35-22-348 18.74 2 T  33 CMR 49-54-67 6.14 2 F 
14 CMR 37-18-201 16.96 2 T  34 CMR 49-89-70 9.34 2 F 
15 CMR 38-125-77 26.15 2 T  35 CMR 50-20-114 13.59 2 T 
16 CMR 41-109-72 11.57 2 T  36 CMR 50-20-2 12.60 2 T 
17 CMR 41-112-21 10.10 2 T  37 CMR 50-30-23 7.79 2 F 
18 CMR 41-42-3 3.25 2 F  38 CMR 50-41-1 10.82 2 T 
19 CMR 42-01-2 11.84 2 T  39 CMR 50-73-6 13.52 2 T 
20 CMR 42-44-98 6.10 2 F  40 CMR 51-04-42 14.84 2 T 
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ตารางที่ 5.16(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP6 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 135 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เครื่องหมายโมเลกุล(1) 

41 CMR 51-13-14 14.81 2 T  61 MBra 890 12.12 2 T 
42 CMR 51-23-14 22.22 2 T  62 MBra 894 8.59 2 F 
43 CR 1 15.47 2 T  63 MBra 931 11.83 3 F 
44 CR 126 25.94 2 T  64 MCol 1084 B 14.04 2 T 
45 Golden Yellow 18.19 2 T  65 MCol 1466 18.36 2 T 
46 HL 23 19.72 2 T  66 MCol 1702 7.49 2 F 
47 KM 140 21.51 2 T  67 MCol 2089 15.94 2 T 
48 MBra 158 18.07 2 T  68 MCol 2157 14.42 2 T 
49 MBra 191 12.65 3 F  69 MCol 2173 15.28 2 T 
50 MBra 273 19.73 1 T  70 MCol 2493 10.23 2 T 
51 MBra 325 15.67 2 T  71 MCol 2627 14.74 2 T 
52 MBra 403 17.48 2 T  72 MCol 310 8.67 2 F 
53 MBra 461 6.76 2 F  73 MCol 32 13.22 2 T 
54 MBra 514 22.02 2 T  74 MCub 42 5.16 1 F 
55 MBra 534 13.83 3 F  75 MEcu 135 12.39 2 T 
56 MBra 542 23.18 1 T  76 MECU 71 14.96 2 T 
57 MBRA 759 18.35 3 F  77 MECU 72 9.23 2 F 
58 MBra 781 10.38 3 T  78 MENTE GA 22.65 2 T 
59 MBra 792 10.35 2 T  79 MGua 78 16.40 2 T 
60 MBra 885 8.33 3 T  80 MMal 26 19.99 2 T 
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ตารางที่ 5.16(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP6 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 135 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

81 MMAL 63 27.40 2 T  101 MPtr 8 7.17 2 F 
82 MMex 65 6.78 2 F  102 MTai 1 13.06 2 T 
83 MNGA 1 14.19 2 T  103 MTai 3 6.38 2 F 
84 MPan 127 13.07 2 T  104 MUsa 5 11.20 2 T 
85 MPan 137 5.77 2 F  105 MUsa 8 9.72 2 F 
86 MPar 104 6.98 2 F  106 MVen 174 16.08 2 T 
87 MPar 25 15.39 3 F  107 MVen 276 8.27 2 F 
88 MPar 4 21.20 2 T  108 MVen 297 A 12.99 2 T 
89 MPer 179 14.92 2 T  109 MVen 47 19.75 2 T 
90 MPER 183 7.84 2 F  110 MVen 67 B 20.58 2 T 
91 MPer 234 6.14 2 F  111 MVen 68 28.35 2 T 
92 Mper 281 13.74 2 T  112 MVen 69 12.87 2 T 
93 MPer 283 13.07 2 T  113 OMR 26-14-9 18.76 2 T 
94 MPer 349 13.75 2 T  114 OMR 29-20-118 11.90 2 T 
95 MPer 353 18.54 2 T  115 OMR 44-23-34 11.84 2 T 
96 MPer 484 6.07 2 F  116 OMR 50-13-26 22.20 2 T 
97 MPer 534 3.72 2 F  117 Wild 1 25.94 2 T 
98 MPer 569 6.84 2 F  118 Wild 2 9.06 3 T 
99 MPer 613 18.82 2 T  119 Yolk 16.03 2 T 
100 MPtr 26 24.05 1 T  120 เกษตรศำสตร์ 50 7.17 2 F 
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ตารางที่ 5.16(ต่อ) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP6 เปรียบเทียบกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) ในหัวมันส ำปะหลัง จ ำนวน 135 สำยพันธ์ุ 

ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 
ปริมาณแป้ง 

 (% amylose) 
รูปแบบของการใช้

เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 
 ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ 

ปริมาณแป้ง 
 (% amylose) 

รูปแบบของการใช้
เคร่ืองหมายโมเลกุล(1) 

121 พิรุณ 2 7.02 2 F  129 ระยอง 7 14.92 2 T 

122 ยอดด ำ 16.22 2 T  130 ระยอง 72 5.53 2 F 
123 ระยอง 1 3.72 2 F  131 ระยอง 9 8.73 2 F 
124 ระยอง 11 10.93 2 T  132 ระยอง 90 19.24 2 T 
125 ระยอง 2 17.07 2 T  133 ห้วยบง 60 19.30 2 T 
126 ระยอง 3 16.62 2 T  134 ห้วยบง 80 23.01 2 T 
127 ระยอง 5 8.64 2 F  135 ห้ำนำที 17.12 3 F 
128 ระยอง 60 13.43 2 T       

จ านวนสายพันธุ์ (ร้อยละ) True (T)) 94/135 (69.62)       
  False (F) 41/135 (30.38)       

(1) รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล; 1 และ 2 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 10.83% 
    3 จีโนไทป์ของพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) ต่ ำกว่ำ 10.83% 
  T = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลสอดคล้องกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) 

            F = รูปแบบของกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลไม่สอดคล้องกับผลกำรวิเครำะห์ปริมำณแป้ง (% amylose) 
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การทดลองที่ 6  การตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะแป้งเหนียว (waxy starch) ในมันส าปะหลังโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล  
สรุปผลการด าเนินงาน 
1.  การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธีพีซีอาร์ 
     (PCR: Polymerase Chain Reaction) 

กำรตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะแป้งเหนียว (Waxy starch) ในมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลตำมรำยงำน 
Aiemnaka และคณะ (2012) ซึ่งมีลักษณะจีโนไทป์ของแป้งเหนียว(Waxy) เป็นแบบด้อย หรือ wxwx ผลกำรตรวจสอบในตัวอย่ำง
มันส ำปะหลัง จ ำนวนทั้งสิ้น 758 พันธ์ุ จำกแหล่งรวบรวมพันธ์ุ (ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง) พบให้จีโนไทป์เป็นแบบ WxWx, Wxwx 
และ  wxwx มีจ ำนวน 522 202 และ 17 ตัวอย่ำง ตำมล ำดับ ท ำกำรคัดเลือกลักษณะจีโนไทป์แบบข่มร่วมและด้อย ได้จ ำนวน 219 
ตัวอย่ำง น ำไปตรวจสอบต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลด้วยวิธี TaqMan probes ต่อไป 

 

2.  การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธี TaqMan probes  
 กำรโคลนยีนและวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GBSSI ในมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียวที่ได้รับควำมอนุเครำะห์จำก
มูลนิธิมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทย ได้ชิ้นส่วนยีนขนำด 1,753 คู่เบส น ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว 
(waxy) พันธ์ุ KU50 พันธ์ุห้วยบง 60 และข้อมูลยีน M. esculenta granule-bound starch synthase หมำยเลข X74160.1 
ขนำด 502 คู่เบส มำแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 166 อะมิโน น ำมำเปรียบเทียบกัน พบต ำแหน่งที่ 229 ของมันส ำปะหลังแป้ ง
เหนียว (WaxyHB1) มีควำมแตกต่ำงจำกล ำดับเบส G เป็นเบส T เมื่อแปลรหัสเป็นโปรตีน พบว่ำเป็นต ำแหน่งหยุดกำรสร้ำงโปรตีน 
(stop codon) ซึ่งมีรหัสโคดอนเป็น TGA จึงน ำมำใช้เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังด้วยวิธี 
TaqMan probes ผลกำรตรวจสอบกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวน 221 ตัวอย่ำง เป็นตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแป้งเหนียว 2 
ตัวอย่ำง และมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวด้วยวิธีพีซีอำร์ จ ำนวน 219 ตัวอย่ำง พบต ำแหน่ง T เฉพำะ
ตัวอย่ำงแป้งเหนียว 2 ตัวอย่ำง ส ำหรับมันส ำปะหลังของศูนย์วิจัยพืชไร่ระยะองไม่พบต ำแหน่ง T พบเฉพำะต ำแหน่ง G  
 

3.  การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เ ก่ียวข้องกับลักษณะแป้งเหนียว (Waxy starch) ในมันส าปะหลังด้วยวิธี GBS 
(Genotyping by Sequencing) 

 กำรค้นหำและเปรียบเทียบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs ด้วยวิธี GBS จำกพันธ์ุปกติ และพันธ์ุแป้งเหนียว ได้น ำ
ตัวอย่ำงดีเอ็นเอ จ ำนวน 13 ตัวอย่ำง จำกตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังพันธ์ุ non waxy จ ำนวน 11 ตัวอย่ำง แบ่งเป็น กลุ่มอะไมโล
สสูง ได้แก่ ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 เกษตรศำสตร์ 50 ห้วยบง 80 และ Mcol1702 กลุ่มอะไมโลสต่ ำ ได้แก่ Mbar191 
Mbra691 Mpan70 Mpar104 และ Mpar25 ร่วมกับมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง ได้แก่ HBW 1 และ HBW 
2 ได้ข้อมูลเครื่องหมำย SNPs แบบ Bi-Allelic จ ำนวน 19,057 ต ำแหน่ง พบต ำแหน่ง SNPs เฉพำะมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว 
จ ำนวน 33 ต ำแหน่ง แบ่งเป็น SNPs แบบเฮทเทอโรไซโกตจ ำนวน 26 ต ำแหน่ง และแบบโฮโมไซโกต จ ำนวน 7 ต ำแหน่ง ซึ่ง
สำมำรถใช้ในคัดเลือก ระบุ หรือจ ำแนกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ต่อไป 
 

4.  การทดสอบแป้งในหัวมันส าปะหลังด้วยการย้อมสีไอโอดีน (Iodine Staining Test) 
 กำรตรวจสอบฟีโนไทป์ลักษณะแป้งเหนียวของมันส ำปะหลังด้วยกำรย้อมสีไอโอดีน โดยน ำตัวอย่ำงหัวมันส ำปะหลังที่พบ
ลักษณะจีโนไทป์เป็นแบบข่มร่วมและด้อย จ ำนวน 219 ตัวอย่ำง มำย้อมสีไอโอดีน โดยกำรพ่นด้วยสีไอโอดีน 20 เปอร์เซ็นต์ พบทุก
ตัวอย่ำงแสดงผลเป็นสีน้ ำเงิน และเมื่อย้อมเม็ดแป้งที่ผ่ำนกำรอบแห้งและบดละเอียดด้วยไอโอดีน 12.5 เปอร์เซ็นต์ พบเม็ดแป้งเป็น
สีน้ ำเงินเช่นกัน จำกผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำเครื่องหมำยโมเลกุลตำมรำยงำนของ Aiemnaka  และคณะ (2012) อำจไม่
สัมพันธ์กับลักษณะแป้งเหนียว ซึ่งสำมำรถใช้คัดเลือกประชำกรรุ่นลูกที่เกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว 
แต่ไม่สำมำรถใช้ในกำรคัดเลือกกลุ่มประชำกรอื่นได้  
      กำรทดลองน้ีขอสิ้นสุดกำรทดลอง และผลกำรทดลองที่ได้ตรงตำมตัวชี้วัดที่ต้ังไว้ในปี 2563 คือได้พันธ์ุมันส ำปะหลังที่มี   
จีโนไทป์ลักษณะแป้งเหนียวเป็นแบบ Wxwx จ ำนวน 202 ตัวอย่ำง และแบบ wxwx จ ำนวน 17 ตัวอย่ำง แต่ไม่สำมำรถคัดเลือก
พ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะแป้งเหนียวส ำหรับกำรพัฒนำและปรับปรุงพันธ์ุ รวมถึงไม่พบมันส ำปะหลังที่มีลักษณะฟีโนไทป์เป็นแป้ง
เหนียว จึงไม่สำมำรถจัดท ำคู่ผสมและคัดเลือกลูกผสมส ำหรับกำรวิจัยต่อไปในปี 2564 ได้ 
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ผลการด าเนินงาน 
1. การใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธีพีซีอาร์  

กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส ำปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธีพีซีอำร์ (PCR: Polymerase 
Chain Reaction) ได้น ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งเหนียวตำมรำยงำนของ  Aiemnaka และคณะ (2012) 
(ตารางที่ 6.1 และ ภาพที่ 6.1) โดยท ำกำรตรวจสอบกับพันธ์ุมันส ำปะหลังที่เก็บรวบรวมไว้ ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ จังหวัดระยอง จ ำนวน 
758 ตัวอย่ำง ใบมันส ำปะหลังที่เก็บจำกแปลงถูกน ำมำสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตำมวิธีของอรุโณทัยและคณะ (2552) พบดีเอ็นเอ
ที่ได้มีปริมำณมำกและคุณภำพที่ดี เมื่อน ำไปวัดค่ำ (O.D) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ควำมยำวคลื่น A260/A280 อยู่ในช่วง 
1.8 - 2.0 (ภาพที่ 6.2)  

 
ตารางที่ 6.1  ไพรเมอร์ที่ใช้ในกำรตรวจสอบลักษณะแปง้เหนียวด้วยวิธีพีซีอำร์ 

ชื่อไพรเมอร ์ ล าดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) เอกสารอ้างอิง 
 ไพรเมอร์ส ำหรับเอ็นเออ้ำงอิง 

rbcL_F ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAGC Paween et al., 2011 
rbcL_R CTTCGGCACAAAATAAGAAACGATCTC Paween et al., 2011 

 ไพรเมอร์ส ำหรับอัลลีล C 
F2 (GC)ATGTTGAAGTAAGTAAAGATGC Aiemnaka et al., 2012 
RN TGCTCAAGGCGTGGGAACGT Aiemnaka et al., 2012 

 ไพรเมอร์ส ำหรับอัลลีล G 
F4 (GC)ATGTTGAAGTAAGTAAAGATGG Aiemnaka et al., 2012 
RN TGCTCAAGGCGTGGGAACGT Aiemnaka et al., 2012 

 

 
 

ภาพที ่6.1  ต ำแหน่ง SNPs บนยีน GBSSI ของมันส ำปะหลัง (Aiemnaka et al., 2012) 
 
 

 
 

ภาพที ่6.2  ตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังที่สกัดด้วยวิธี CTAB บนเจลอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์  
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กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส ำปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธีพีซีอำร์ จ ำเป็นต้องมีแถบ

ดีเอ็นเออ้ำงอิง ซึ่งกำรทดลองน้ีได้ไพรเมอร์สำกลจำกยีน RbcL ส ำหรับเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเออ้ำงอิง ซึ่งยีนดังกล่ำวออกแบบมำจำก
ส่วนอนุรักษ์ของยีนจำกจีโนมชนิดคลอโรพลำสต์ ให้แถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ สำมำรถใช้ได้กับพืชทุกชนิด (Paween et al., 2011) 
กำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอำร์โดยใช้ไพรเมอร์ Aiemnaka และคณะ (2012) พบว่ำไม่สำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอแบบรวม
ไพรเมอร์หลำยคู่ได้ จึงเพ่ิมปริมำณ   ดีเอ็นเอแบบแยกหลอดทดลอง เมื่อได้ปฏิกิริยำที่เสร็จสมบรูณ์แล้วน ำมำรวมเป็นหลอด
เดียวกัน แล้วตรวจสอบแถบดีเอ็นเอบนเจลอะกำโรส จะปรำกฏแถบดีเอ็นเอจ ำนวน 1 และ 2 แถบ จ ำนวนแถบดีเอ็นเอ 2 แถบ 
หมำยถึงสำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอของอัลลีล C หรือ G (ภำพที่ 3) โดยใช้พันธ์ุมันส ำปะหลังแป้งเหนียว หรือ waxy จำกมูลนิธิมัน
ส ำปะหลังแห่งประเทศ จ ำนวนสองสำยพันธ์ุ คือ HB1 และ HB3 เป็น Positive control กำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียว พบว่ำ 
มันส ำปะหลังแป้งเหนียว หรือ waxy จะสำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอได้เฉพำะ Allele G มีลักษณะจีโนไทป์เป็นแบบลักษณะด้อย 
(wxwx) ส ำหรับมันส ำปะหลังที่ไม่ใช่แป้งเหนียว หรือ non waxy จะให้แถบดีเอ็นเอเฉพำะ Allele C เป็นลักษณะเด่น (WxWx) และ
หำกปรำกฎทั้ง 2 อัลลีล คือจีโนไทป์ลักษณะ Co-dominant ซึ่งไพรเมอร์ทั้ง 3 คู่ ใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอจำกมันส ำปะหลัง จ ำนวน 758 
ตัวอย่ำง ด้วยวิธีพีซีอำร์ (ภาพที่ 6.4)  

 

 
 

ภาพที่ 6.3  แถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ส ำหรับตรวจสอบอัลลีล C และ G ร่วมกับยีนอ้ำงอิง RbcL 
บนอะกำโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ 

 
ผลกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวในมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลด้วยวิธีพีซีอำร์ กับตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง

จ ำนวน 758 ตัวอย่ำง พบจีโนไทป์แบบลักษณะเด่น (dominant: WxWx) ลักษณะข่มร่วม (co-dominant: Wxwx) และลักษณะ
ด้อย (recessive: wxwx) จ ำนวน 522 202 และ 17 ตัวอย่ำง ตำมล ำดับ กำรตรวจสอบให้กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs 
สำมำรถท ำได้หลำยวิธี แต่วิธีพีซีอำร์เป็นวิธีกำรที่ง่ำยและสะดวก ใช้เครื่องอุปกรณ์เครื่องมือวิทยำศำสตร์ที่มีรำคำถูกกว่ำวิธีอื่นๆ  
ทั้งน้ีตัวอย่ำงมันส ำปะหลังมีจ ำนวนมำก กำรทดลองน้ีจึงได้ตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์ เพ่ือตรวจสอบและคัดเลือกในเบื้องต้น ซึ่งจำก
ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 758 ตัวอย่ำง คัดเลือกลักษณะจีโนไทป์แบบข่มร่วมและด้อย ได้จ ำนวน 219 ตัวอย่ำง (ตารางผนวกที่ 2) 
ซึ่งน ำไปตรวจสอบด้วยต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลด้วยวิธี TaqMan probes ต่อไป 
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ภาพที ่6.4  แถบดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวในมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกลุด้วยวิธีพีซีอำร์ 
บนอะกำโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

 
2. การใช้เครื่องหมายโมเลกุลตรวจสอบลักษณะมันส าปะหลังแป้งเหนียว (Waxy starch) ด้วยวิธี TaqMan probes  

วิธี TaqMan probes หรือ TaqMan hybridization probes อำศัยหลักำรของ reporter dye ที่จับอยู่ปลำย 5’ ของ 
probe ที่ท ำกำรติดสำรสี fluorescein ได้แก่ FAM, TET หรือ HEX โดยมีส่วน Quencher dye จับที่ปลำย 3’ ของ probe เช่น 
TAMRA เมื่อเกิดกำรไฮบริไดเซซัน สี Fluorescein ของ reporter จะถูกกระตุ้น (excite) และปล่อยแสง (emit) ในปฏิกิริยำ real-
time PCR ในข้ันตอน extension เอ็นไซม์ Taq DNA polymerase ที่มี 5’ nuclease activity จะตัด reporter dye ออกจำก probe 
ท ำให้ reporter dye หลุดห่ำงออกจำก quencher dye และสำมำรถคำยพลังงำนออกมำในรูปของแสงฟลูออเรสเซนต์ที่สำมำรถ
ตรวจสอบได้ 
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กำรโคลนยีนและวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน GBSSI ในมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียวที่ได้รับควำมอนุเครำะห์ใบ
มำจำกมูลนิธิมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทยเพ่ือใช้ในกำรศึกษำวิจัย ได้ชิ้นส่วนยีนขนำด 1 ,753 คู่เบส (ภาพที่ 6.5) เมื่อน ำไป
เปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์กับฐำนข้อมูล NCBI พบว่ำคล้ำยกับยีน granule-bound starch synthase ของ Manihot 
esculenta Hevea brasiliensis และ Jatropha curcas ที่ค่ำควำมเหมือน (identity) 99.08 91.23 และ 86.31 เปอร์เซ็นต์ 
ตำมล ำดับ จำกน้ันน ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว (waxy) พันธ์ุ KU50 พันธ์ุห้วยบง 60 และ
ข้อมูลยีน M. esculenta granule-bound starch synthase หมำยเลข X74160.1 ขนำด 502 คู่เบส (ภาพที่ 6.6) มำแปลรหัส
เป็นกรดอะมิโนได้ขนำดควำมยำว 166 อะมิโน แล้วเปรียบเทียบกัน พบมันส ำปะหลังแป้งเหนียวมีล ำดับอะมิโนที่ขำดหำยเมื่อเทียบ
กับพันธ์ุอื่นๆ (ภาพที่ 6.7) จำกน้ันวิเครำะห์หำต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด  SNPs ด้วยโปรแกรม Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/X) เพ่ือค้นหำต ำแหน่งที่เฉพำะเจำะจงกับมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว  พบ
ต ำแหน่งที่น่ำสนใจ คือ ต ำแหน่งนิวคลีโอไทด์ที่ 229 ของมันส ำปะหลังแป้งเหนียว (WaxyHB1) มีควำมแตกต่ำงจำกล ำดับเบส G 
เป็นเบส T เมื่อท ำกำรแปลรหัสเป็นโปรตีนพบว่ำเป็นต ำแหน่งหยุดกำรสร้ำงโปรตีน  (stop codon) ซึ่งมีรหัสโคดอนเป็น TGA ดัง
ภำพที่ 6 จำกกำรค้นพบต ำแหน่งดังกล่ำวจึงถูกน ำมำใช้เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs ที่เกี่ยวข้องลักษณะแป้งเหนียวในกำร
คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังด้วยวิธี TaqMan probes ซึ่งมันส ำปะหลัง non waxy จะมีรหัสโคดอน GGA ต ำแหน่งที่ใช้ในกำร
ตรวจสอบเป็น SNPs แบบ Bi-Allelic คือต ำแหน่ง T/G (T พบในพันธุ์ waxy และ G พบในพันธุ์ non waxy) กำรออกแบบ
พำรำมิเตอร์ (parameters) ของไพรเมอร์ส ำหรับกำรตรวจสอบด้วยวิธี TaqMan จะต้องมีค่ำ Tm อยู่ในช่วง 58-60 องศำ
เซลเซียส ควำมยำวของล ำดับนิวคลีโอไทด์ 15-30 คู่เบส มีเปอร์เซ็นต์ GC อยู่ในช่วง 30-80 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งขนำดของดีเอน็เอ
เป้ำหมำยมคีวำมยำว 50-150 คู่เบส (Shen et al., 2009; Woodward, 2014) ส ำหรับกำรทดลองน้ีได้ออกแบบไพรเมอร์ด้ำน
ปลำย 5’ ของยีนหรือ forward คือ WX_F: 5’-CCG CTT CTT CCA CTC CTA C-3’ และปลำย 3’ หรือ reverse คือ WX_R: 5’-
TTT GCC CCA TAC CTT CTC AAG-3’ (ภาพที่ 6.8) ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป้ำหมำยขนำด 82 คู่เบส (ภาพที่ 6.9) โดยไพรเมอร์ 
ส ำหรับกำรออกแบบโพรบในต ำแหน่ง T/G น้ันท ำกำรติดฉลำกสี VIC ส ำหรับต ำแหน่งอัลลีล T และฉลำกสี FAM ส ำหรับ
ต ำ แหน ่ง อ ัล ล ี T โ ดยม ีล ำ ด ับ เบส  ด ัง นี ้ WXprobeT: [VIC]-5’-AAAGATGAGTTGATCG-3’ และ WxprobeG: [FAM]-5’-
AAAGAGGAGTTGATCG-3’ น ำโพรบไพรเมอร์ที่ออกแบบได้ไปตรวจสอบกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 221 ตัวอย่ำง ที่เป็น
ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแป้งเหนียว  2 ตัวอย่ำง และตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวด้วยวิธีพีซีอำร์ 
จ ำนวน 219 ตัวอย่ำง พบต ำแหน่ง T เฉพำะตัวอย่ำงแป้งเหนียว 2 ตัวอย่ำง ส ำหรับมันส ำปะหลังของศูนย์วิจัยพืชไร่ระยะองไม่พบ
ต ำแหน่ง T พบเฉพำะต ำแหน่ง G (ภาพที่ 6.10)  
 

>HB1 

GTCGGCGCTAACTTGAGCATCCATGCATTAGAGACTAAGGCTAATAATTTGTCTCACACTGGACCCTGGACCCAAACTATCACTCCCAATGGTTTAA

GGTCCCTCAACACTATGGATAAACTCCAAATGAAGACACAATCAAAAGCTGTGAAAAAGGTCTCTGCCACCGGCAATGGTAGGCCTGCTGCCAAAAT

TATTTGTGGTCATGGAATGAATTTAATCTTTGTTGGAGCTGAAGTTGGTCCCTGGAGCAAAACTGGTGGACTTGGTGATGTTCTTGGAGGACTCCCC

CCTGCCATGGCCGCAAGAGGGCACCGCGTCATGACAGTGTCTCCCCGCTATGACCAGTACAAGGATGCTTGGGATACCTCTGTATCGGTGGAGATTA

AAATTGCAGATAGAATTGAAACTGACCGCTTCTTCCACTCCTACTAAAGATGAGTTGATCGTGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTACTTGAGAAGGT

ATGGGGCAAAACTGGATCTAAAATATATGGGCCAAGAGCATGTTTGGATTACCAGGACAACCAACTGCGATTTAGCTTGTTATGCCTTGCTGCTCTG

AATGCACCGAGAGTTCTGAACTTGAACAGCAGCAAAAATTTCTCAGGACCCTACCGAGAAGAAGTTGCCTTCATTGCCAACGACTGGCACACTGCTC

TGCTTCCATGTTATCTAAAAGCCATTTACCAACCTATGGGGATTTACAAAACGCCAAGGTTGCCTTTTGCATCCACAACATTGCATATCAGGCAAGA

TTTGCCTTCTCAGACTTCCCACGACTTAATCTGCCAGATAAATTCAAGAGCTGTTTTGACTTTATCGATGGGTATGAGAAGCCCGTGAAGGGAAGGA

AAATCAATTGGATGAAGGCCGGGATATTGGAATCAGACAGGGTTTTGACTGTGAGCCCATACTATGCCCAAGAAGTCATCTCTGGAGTTGAAAGAGG

CGTCGAGCTGGATAACTTCATTCGTAAAACTGGCATTGCTGGTATTATAAATGGCATGGACGTCCAGGAGTGGAATCCTGTTACAGATAAATACATT

GACATCCACTACGATGCCACAACTGTTATGGACGCAAAACCTTTGTTGAAGGAAGCCCTTCAAGCAGAAGTCGGATTGCCTGTTGATAGGAATGTTC

CTTTGATAGGCTTCATTGGTAGATTAGAAGAGCAGAAGGGTTCAGATATTTTTGTTGCAGCTATTTCCCAATTGGTTGAACACAATGTGCAGATAGT

AATCCTTGGAACTGGCAAAAAGAAATTTGAGAAGCAGATTGAGCATCTGGAGGTTTTGTACCCTGACAAGGCAAGAGGAGTTGCAAAATTCAATGTG

CCGTTGGCGCACATGATCACAGCTGGTGCTGACTTTATGCTGGTTCCAAGTAGATTTGAGCCCTGTGGTCTCATTCAGTTGCATGCTATGCGATATG

GAACAGTTCCCATTGTTGCTTCTACTGGTGGTCTTGTTGATACTGTTAAAGAAGGTTACACAGGATTCCAAATGGGGGCCTTGCATGTTGAATGTGA

CAAAATTGATTCAGCAGATGTAGCTGCGATAGTTAAAACTGTGGCAAGAGCTCTTGGCACTTATGCTACCGCTGCATTAAGAGAAATGATCCTGAAT

TGCATGGCCCAAGACTTGTCATGGAAGGGACCAGCCAGAATGTGGGAGAAAATGCTCCTGGACCTGGAAGTTACTGGCAGCGAACCTGGCACTGAAG

GGAGAGA 

 

ภาพที่ 6.5 กำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์บนชิ้นส่วนยีน GBSSI ขนำดควำมยำว 1,753 คู่เบสของมันส ำปะหลังแป้งเหนียวจำก
มูลนิธิมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทย  

 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



180 
 

>WaxyHB1 

CTGCCAAAATTATTTGTGGTCATGGAATGAATTTAATCTTTGTTGGAGCTGAAGTTGGTCCCTGGAGCAAAACTGGTGGACTTGGTGATGTTCTTGGAGGACTCCCCCCTG

CCATGGCCGCAAGAGGGCACCGCGTCATGACAGTGTCTCCCCGCTATGACCAGTACAAGGATGCTTGGGATACCTCTGTATCGGTGGAGATTAAAATTGCAGATAGAATTG

AAACTGACCGCTTCTTCCACTCCTACTAAAGATGAGTTGATCGTGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTACTTGAGAAGGTATGGGGCAAAACTGGATCTAAAATATATGGGC

CAAGAGCATGTTTGGATTACCAGGACAACCAACTGCGATTTAGCTTGTTATGCCTTGCTGCTCTGAATGCACCGAGAGTTCTGAACTTGAACAGCAGCAAAAATTTCTCAG

GACCCTACCGAGAAGAAGTTGCCTTCATTGCCAACGACTGGCACACTGCTCTGCTTCC 

 

>KU50 

CTGCCAAAATTATTTGTGGTCATGGAATGAATTTAATCTTTGTTGGAGCTGAAGTTGGTCCCTGGATCAAAACTGGTGGACTTGGTGATGATCATGGAGGACTCCCCCCTG

CCATGGCCGCAAGAGGGCACCGCGACATGACAGTGTCTCCCCGCTATGACCAGTACAAGGATGCTTGGGATACCTCTGTATCGGTGGAGATTAAAATTGGAGATAGAATTG

AAACTGTCCGCTTCTTCCACTCCTACAAAAGAGGAGTTGATCGGGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTCCTTGAGAAGGTATGGGGCAAAACTGGATCTAAAATATATGGCC

CAAGAGCAGGTTTGGATTACCAGGACAACCAACTGCGATTTAGCTTGTTATGCCTTGCTGCTCTGGAGGCACCGAGAGTTCTGAACTTGAACAGCAGCAAAAATTTCTCAG

GACCCTACGGAGAAGAAGTTGCCTTCATTGCCAACGACTGGCACACTGCTCTGCTTCC 

 

>HB60 

CTGCCAAAATTATTTGTGGTCATGGAATGAATTTAATCTTTGTTGGAGCTGAAGTTGGTCCCTGGATCAAAACTGGTGGACTTGGTGATGTTCTTGGAGGACTCCCCCCTG

CCATGGCCGCAAGAGGGCACCGCGTCATGACAGTGTCTCCCCGCTATGACCAGTACAAGGATGCTTGGGATACCTCTGTATCGGTGGAGATTAAAATTGGAGATAGAATTG

AAACTGTCCGCTTCTTCCACTCCTACAAAAGAGGAGTTGATCGGGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTCCTTGAGAAGGTATGGGGCAAAACTGGATCTAAAATATATGGCC

CAAGAGCAGGTTTGGATTACCAGGACAACCAACTGCGATTTAGCTTGTTATGCCTTGCTGCTCTGGAGGCACCGAGAGTTCTGAACTTGAACAGCAGCAAAAATTTCTCAG

GACCCTACGGAGAAGAAGTTGCCTTCATTGCCAACGACTGGCACACTGCTCTGCTTCC 

 

>X74160.1 

CTGCCAAAATTATTTGTGGTCATGGAATGAATTTAATCTTTGTTGGAGCTGAAGTTGGTCCCTGGAGCAAAACTGGTGGACTTGGTGATGTTCTTGGAGGACTCCCCCCTG

CCATGGCCGCAAGAGGGCACCGCGTCATGACAGTGTCTCCCCGCTATGACCAGTACAAGGATGCTTGGGATACCTCTGTATCGGTGGAGATTAAAATTGGAGATAGAATTG

AAACTGTCCGCTTCTTCCACTCCTACAAAAGAGGAGTTGATCGGGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTCCTTGAGAAGGTATGGGGCAAAACTGGATCTAAAATATATGGCC

CAAGAGCAGGTTTGGATTACCAGGACAACCAACTGCGATTTAGCTTGTTATGCCTTGCTGCTCTGGAGGCACCGAGAGTTCTGAACTTGAACAGCAGCAAAAATTTCTCAG

GACCCTACGGAGAAGAAGTTGCCTTCATTGCCAACGACTGGCACACTGCTCTGCTTCC 

 

ภาพที่ 6.6  ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน GBSSI จำกอำร์เอ็นเอตัวอย่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว (waxy) พันธ์ุ KU50 
พันธ์ุห้วยบง 60 และข้อมูลยีน M. esculenta granule-bound starch synthase หมำยเลข X74160.1 ขนำด
ควำมยำว 502 คู่เบส 

 

>WaxyHB1 

AKIICGHGMNLIFVGAEVGPWSKTGGLGDVLGGLPPAMAARGHRVMTVSPRYDQYKDAWD 

TSVSVEIKIADRIETDRFFHSY-R-VDRVFVDHPMLLEKVWGKTGSKIYGPRACLDYQDN 

QLRFSLLCLAALNAPRVLNLNSSKNFSGPYREEVAFIANDWHTALL 

 

>KU50 

AKIICGHGMNLIFVGAEVGPWIKTGGLGDDHGGLPPAMAARGHRDMTVSPRYDQYKDAWD 

TSVSVEIKIGDRIETVRFFHSYKRGVDRVFVDHPMFLEKVWGKTGSKIYGPRAGLDYQDN 

QLRFSLLCLAALEAPRVLNLNSSKNFSGPYGEEVAFIANDWHTALL 

 

>HB60 

AKIICGHGMNLIFVGAEVGPWSKTGGLGDVLGGLPPAMAARGHRVMTVSPRYDQYKDAWD 

TSVSVEIKIGDRIETVRFFHSYKRGVDRVFVDHPMFLEKVWGKTGSKIYGPRAGLDYQDN 

QLRFSLLCLAALEAPRVLNLNSSKNFSGPYGEEVAFIANDWHTALL 

 

>X74160.1I 

AKIICGHGMNLIFVGAEVGPWSKTGGLGDVLGGLPPAMAARGHRVMTVSPRYDQYKDAWD 

TSVSVEIKIGDRIETVRFFHSYKRGVDRVFVDHPMFLEKVWGKTGSKIYGPRAGLDYQDN 

QLRFSLLCLAALEAPRVLNLNSSKNFSGPYGEEVAFIANDWHTALL 

 

ภาพที ่6.7  กำรเปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนเอของยีน GBSSI ที่ขนำดควำมยำว 166 อะมิโน 
 

>waxy 82 bp 

CCGCTTCTTCCACTCCTACTAAAGATGAGTTGATCGTGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTACTTGAGAAGGTATGGGGCAAA 

>non waxy 82 bp 

CCGCTTCTTCCACTCCTACAAAAGAGGAGTTGATCGGGTCTTCGTGGATCATCCAATGTTCCTTGAGAAGGTATGGGGCAAA 

 

             Forward Primer--→     Probes 
waxy         CCGCTTCTTCCACTCCTACTAAAGATGAGTTGATCGTGTCTTCGTGGATCATCCAATGTT 60 

nonwaxy      CCGCTTCTTCCACTCCTACAAAAGAGGAGTTGATCGGGTCTTCGTGGATCATCCAATGTT 60 

             ******************* ***** ********** *********************** 

 

waxy         ACTTGAGAAGGTATGGGGCAAA 82 

nonwaxy      CCTTGAGAAGGTATGGGGCAAA 82 

              ********************* 

              ----Reverse Primer 

 

ภาพที่ 6.8  ล ำดับนิวคลีโอไทด์ส ำหรับออกแบบไพรบและไพรเมอร์ในกำรตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล SNPs ในมัน
ส ำปะหลังพันธ์ุ waxy และ non waxy ด้วยวิธี TaqMan probes 
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ภาพที่ 6.9  ผลผลิตพีซีอำร์ของดีเอ็นเอเป้ำหมำยขนำด 82 คู่เบส ที่ตรวจสอบได้ด้วยวิธี TaqMan probes ด้วยคู่ไพรเมอร์ 
WX_F และ WX_R 

 

 
 

ภาพที่ 6.10  กำรตรวจสอบต ำแหน่งเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs T/G โดยวิธี TaqMan probes กับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่
ผ่ำนกำรตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอำร์ 

 
3.  การค้นหาเครื่องหมายโมเลกุลที่เ ก่ียวข้องกับลักษณะแป้งเหนียว (Waxy starch) ในมันส าปะหลังด้วยวิธี GBS 

(Genotyping by Sequencing) 
 กำรค้นหำและเปรียบเทียบเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) จำกพันธ์ุปกติ และ
พันธ์ุแป้งเหนียว ด้วยวิธี GBS (Genotyping by Sequencing ได้น ำตัวอย่ำงดีเอ็นเอจ ำนวนทั้งสิ้น 13 ตัวอย่ำง จำกตัวอย่ำงพันธ์ุ
มันส ำปะหลังพันธ์ุ non waxy จ ำนวน 11 ตัวอย่ำง แบ่งเป็น กลุ่มอะไมโลสสูง ได้แก่ ระยอง 7 ระยอง 9 ระยอง 11 เกษตรศำสตร์ 
50 ห้วยบง 80 และ Mcol 1702 กลุ่มอะไมโลสต่ ำ ได้แก่ Mbar 191 Mbra 691 Mpan 70 Mpar 104 และ Mpar 25 ร่วมกับมัน
ส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว จ ำนวน 2 ตัวอย่ำง ได้แก่ HBW 1 และ HBW 2 ซึ่งดีเอ็นเอที่ได้จำกกำรสกัดจะถูกน ำไปก ำจัดอำร์เอ็นเอ
ด้วยเอ็นไซม์ Rnase ให้มีค่ำ OD260/280 ต้องอยู่ในช่วง 1.8 - 2.0 มีปริมำณดีเอ็นเออยู่ในช่วง 100-150 นำโนกรัมต่อไมโครลิตร 
ดีเอ็นเอที่ได้ต้องมีคุณภำพและปริมำณมำก ไม่มีกำรปนเปื้อนของอำร์เอ็นเอ และไม่เกิดกำรฉีกขำด (degradation) (ภาพที่ 6.11) 
ส ำหรับกำรน ำไปวิเครำะห์ด้วยวิธี GBS (Genotyping by Sequencing)  
 

 
 

ภาพที ่6.11  ดีเอ็นเอจำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 13 ตัวอย่ำง ส ำหรับกำรวิเครำะห์ GBS 
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ผลกำรวิเครำะห์ล ำดับนิวคลีโอไทด์ของตัวอย่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 13 ตัวอย่ำง ถูกน ำมำกรองข้อมูลเฉพำะ
เครื่องหมำย SNPs แบบ Bi-Allelic ที่เกิดกำรกลำยพันธ์ุ (mutation) ไป โดยต้ังค่ำควำมถ่ีอัลลีลต่ ำสุด (Minimum minor allele 
frequency (MAF)) เป็น ≥ 5% ค่ำ read depth เป็น 20X และตัดค่ำ SNP missing ที่ 10 เปอร์เซ็นต์ ได้ข้อมูลจีโนไทป์แบบ SNP 
ทั้งสิ้น 19,057 ต ำแหน่ง (ภาพที่ 6.2) ซึ่งข้อมูลดังกล่ำวถูกน ำไปวิเครำะห์ควำมแตกต่ำงหรือควำมเฉพำะเจำะจงของเครื่องหมำย
โมเลกุล พบต ำแหน่ง SNPs เฉพำะมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุแป้งเหนียวของมูลนิธิมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทยจ ำนวน 2 สำยต้น คือ 
HBW 1 และ HBW 2 ทั้งหมด 33 ต ำแหน่ง แบ่งเป็น SNPs แบบเฮทเทอโรไซโกตจ ำนวน 26 ต ำแหน่ง และแบบโฮโมไซโกตจ ำนวน 
7 ต ำแหน่ง ได้แก่ โครโมโซมหมำยเลข LTYI01038574.1 ต ำแหน่ง 1203 และ 1207 เป็นเบส T และ G ตำมล ำดับ โครโมโซม
หมำยเลข LTYI01038450.1 ต ำแหน่ง 2663 เป็นเบส T โครโมโซมหมำยเลข LTYI01038204.1 ต ำแหน่ง 1272 เป็นเบส G 
โครโมโซมหมำยเลข LTYI01037867.1 ต ำแหน่ง 3695 และ 3745 ทั้งสองต ำแหน่งเป็นเบส A และโครโมโซมหมำยเลข 
LTYI01037654.1 ต ำแหน่ง 609 เปน็เบส T (ภาพที่ 6.13)  

 

 
 

ภาพที ่6.12  ผลจโีนไทปข์องตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 13 ตัวอย่ำง ที่ได้จำกกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี GBS 
 

 
 

ภาพที ่6.13  ต ำแหน่ง SNPs แบบ mutation ที่พบเฉพำะในมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียว 
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 น ำข้อมูลต ำแหน่ง SNPs ที่ให้ควำมแตกต่ำง (polymorphism) มำค้นหำชิ้นส่วนโครโมโซมบนฐำนข้อมูล NCBI พบตรง
กับโครโมโซมของมันส ำปะหลังที่ใช้เป็นจีโนมอ้ำงอิง คือ Manihot esculenta cultivar AM560-2, whole genome shotgun 
sequence จ ำนวน 20 contig (ตารางที่ 6.2) โดยข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ดังกล่ำวจะน ำไปใช้ในกำรออกแบบไพรเมอร์ หรือ
ชิ้นส่วนผลผลิตพีซีอำร์ (PCR product) ตัวอย่ำงเช่น ข้อมูลล ำดับต ำแหน่ง นิวคลีโอไทด์ต่ำงที่ให้ลักษณะโฮโมไซโกต G และ T ใน
มันส ำปะหลังแป้งเหนียว (ล าดับที่ 17 และ 18 ในภาพที่ 6.3) หมำยเลข accesion gi|1035285084 ล ำดับนิวคลโีอไทด์ G และ T 
ที่ต ำแหน่ง 1,203 และ 1,207 เมื่อท ำกำรค้นหำชิ้นส่วนโครโมโซมพบเป็นชิ้นส่วน Manihot esculenta cultivar AM560-2 
Scaffold02252_contig_1, whole genome shotgun sequence (ภาพที่ 6.4) ซึ่งสำมำรถใช้ในกำรคัดเลือก ระบุ หรือจ ำแนก
สำยพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ต่อไป 
 

ตารางที่ 6.2  ข้อมูลชิ้นส่วนโครโมโซมที่พบต ำแหน่ง SNP ที่ให้ควำมแตกต่ำง 

ล าดับ หมายเลข accession ชิ้นส่วนโครโมโซม ความยาว (คู่เบส) 

1. gi|1035283912 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02897_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

2,850 

2. gi|1035283931 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02881_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

3,324 

3. gi|1035284370 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02634_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

2,809 

4. gi|1035284466 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02575_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

7,063 

5. gi|1035284557 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02523_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

7,296 

6. gi|1035284751 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02413_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

7,932 

7. gi|1035284789 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02393_contig_2, 
whole genome shotgun sequence 

2,050 

8. gi|1035284830 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02372_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

8,221 

9. gi|1035285010 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02285_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

5,019 

10. gi|1035285084 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02252_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

9,124 

11. gi|1035285208 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02195_contig_2, 
whole genome shotgun sequence 

3,006 

12. gi|1035285268 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02163_contig_2, 
whole genome shotgun sequence 

7,272 

13. gi|1035285269 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02163_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

1,572 

14. gi|1035285322 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02137_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

10,031 

15. gi|1035285356 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02124_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

4,194 

16. gi|1035285387 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02109_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

10,373 

17. gi|1035285454 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02077_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

10,759 

18. gi|1035285792 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold01925_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

12,335 

19. gi|1035285803 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold01921_contig_1, 
whole genome shotgun sequence 

9,917 

20. gi|1035286005 Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold01836_contig_3, 
whole genome shotgun sequence 

1,463 
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        1 acaggttata tgtcaggctt gctacgggtc ccggcggcct taagtcggcc cggatcctag 

       61 cgccggtagc ggtccgattt tcggggcgtt acaagtaaag acaaatcaaa tccgttgatg 

      121 gctgtggatt tgccaaaaat ccaatcctct catgggtata gctttcataa atggattata 

      181 aaaccccttt ttgattttga gattgtaatt gaaaatggtt ataatgatat aaacccatgg 

      241 gcagtcatta gaaaatatta tcctgagaat tggtatttcc ttcctacaga ttttttaaaa 

      301 tctcaggaat actattcaag tattttagaa gaaacaaatt ctgtaaaaat aaaacataat 

      361 tttgataaga atgataaaac agtggtagtc tattcttctt tgcaaataaa aagggttatc 

      421 catcccagag attggctagt cccaacatta tatacaaaaa taacatttaa aactttaaaa 

      481 aagcatgcta tttcttataa ctattttgat tatatggatg cttgggaaaa cgttttctgt 

      541 gtccagaatc cagcccatac tcattcctgg ttactatatt ttgatcagtc aaaaatcaaa 

      601 actaccaccc aatttccaaa ttgattttta aaatggtggc agtataaagg tatttcggaa 

      661 gaaataattt cacccgaagt atttcaaata tatcaatatt ttaaaaccaa ttataaacct 

      721 cctcaaaatg aaaagtatat tcctcccttg atgtatttct gcatgaactt ttttattccc 

      781 tgggtatatc aatggttctt tgattttcag tattcatcag gaactagtat acctattatt 

      841 gtcagaaaac ataaaataaa atggtgggga tcattcaaaa ataccaccac agagatggtt 

      901 gtaaagcaat ggatacttca aagagcacag cttcctactg tgtcttatgc tggaaaatta 

      961 actctgcaag gagagccatc attcggagcc caaaaagccc aatgccaggc cttactagca 

     1021 gcatctaaaa accctgaaga gtttaagctg atttgtcaac aaatgtataa tcagcttact 

     1081 tcatcggaga aagaaaaatt aaatcaagag tcatccagta gtaaagaatc atcaaaacag 

     1141 tcttccagta agaagatggt caagaaaaaa tccagcagga gaaagtctaa aaaatagtcc 

     1201 agatcgaata cggagtcgac agcgtccgag acgtcatcct ccgaaaaccc ggcatcttca 

     1261 tgcgatagta atgaagatga ctgttacggt atacttccag ctatcaagat aaagagcaag 

     1321 actgaaaaag taaaaaagga aaagaaaaag aaagaaaaag taaaaaagaa aggaaaagaa 

     1381 aagaagaagt gggacacctc atcttcagaa tcagattaaa attcagcaca gtaaagattt 

     1441 ggtggcaggc aagtcactgt ttaccaacag taaagtggca gacagactat tcaccaacag 

     1501 taaaaaggag cagaataatg gcagacaagt cactattcat gaacagtaaa agcccgcgtg 

     1561 gttcaatagt aaagactccc gtgacacaac agtaaagctt aaaatttttc tataaaaggg 

     1621 agcctctccc cttgtgaagg cacacttgta attcctttct ctctctctct ctctctctag 

     1681 tttccttttc atttcttctg tgtattctct ctctatttcc agatttctgt atcagttctt 

     1741 aaattttaaa aaattatagt aagtttctta tttcttttat tatactgtta ctttataagt 

     1801 ccgtgttgac agcactcttc tcttcttccc cttcactctg acttaactct ggggatccca 

     1861 ggttaaggtt gcaggaaccc tgaccttaat agtaaaatta aaatcaccat aagtatgctc 

     1921 tgtggttgcg gcttttgctg atcttccaca tcagaaattt gtttactata aaacttatta 

     1981 aaaactctga atctgtttat aaaacggtat atatatatat atatatatag ggataaaatg 

     2041 caggatgatc aatttgagtg ttacaggaaa actttggaca gtgagggtcg gtcatttatc 

     2101 tttgtgactg acatatatga ctaggaaaaa aattctagtg acattctaac cattctaata 

 

ภาพที่ 6.14  ตัวอย่ำงต ำแหน่ง SNPs ต ำแหน่งที่ 1,203 และ 1,207 (แถบสีแดง) ของมันส ำปะหลัง หมำยเลข gi|1035285084 
Manihot esculenta cultivar AM560-2 Scaffold02252_contig_1, whole genome shotgun sequence  

 
4. การทดสอบแป้งในหัวมันส าปะหลังด้วยการย้อมสีไอโอดีน (Iodine Staining Test) 

กำรตรวจสอบลักษณะแป้งเหนียวของมันส ำปะหลังด้วยกำรย้อมสีไอโอดีน โดยน ำตัวอย่ำงหัวมันส ำปะหลังที่พบลักษณะ
จีโนไทป์เป็นแบบข่มร่วมและด้อย จ ำนวน 219 ตัวอย่ำง มำย้อมสีไอโอดีน โดยกำรพ่นด้วยสีไอโอดีน 20 เปอร์เซ็นต์ พบทุกตัวอย่ำง
แสดงผลเป็นสีน้ ำเงิน และเมื่อย้อมเม็ดแป้งที่ผ่ำนกำรอบแห้งและบดละเอียดด้วยไอโอดีน 12.5 เปอร์เซ็นต์ พบเม็ดแป้งเป็นสีน้ ำเงิน
เช่นกัน (ภาพที่ 6.15) จำกผลกำรทดลองแสดงให้เห็นว่ำเครื่องหมำยโมเลกุลตำมรำยงำนของ Aiemnaka  และคณะ (2012) อำจ
ไม่สัมพันธ์กับลักษณะแป้งเหนียว ซึ่งสำมำรถใช้คัดเลือกประชำกรรุ่นลูกที่เกิดจำกกำรผสมข้ำมระหว่ำงมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้ง
เหนียว แต่ไม่สำมำรถใช้ในกำรคัดเลือกกลุ่มประชำกรอื่นได้ ทั้งน้ีตำมรำยงำนของ Aiemnaka  และคณะ (2012) ได้ท ำกำร
ปรับปรุงพันธ์ุกำรค้ำกับพันธ์ุแป้งเหนียวโดยตรง เครื่องหมำยโมเลกุลที่ได้จึงสำมำรถใช้คัดเลือกลักษณะแป้งเหนียวในกลุ่มประชำกร
รุ่นลูกได้  
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ภาพที ่6.15  ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ผ่ำนกำรย้อมสีด้วยสีไอโอดีน 
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การทดลองที่ 7  การพัฒนาเครื่องหมายยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้งที่สัมพันธ์กับน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง 

สรุปผลการด าเนินงาน 

กำรเก็บและรวบรวมข้อมูลลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) (จิณณจำร์และคณะ 2558) และ ปี 
2564 (Yield2564) จำกแปลงรวบรวมพันธ์ุที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลสถิติ พบว่ำ ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมัน
ส ำปะหลังปี 2554 มีค่ำเฉลี่ยต่ ำกว่ำลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 คือ 3.23 และ 9.93 กิโลกรัมต่อต้น และจำกกำร
ตรวจสอบกำรแจกแจงแบบปกติด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test ที่ระดับนัยส ำคัญ 0.05 พบว่ำข้อมูลลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง
ทั้ง 2 ลักษณะมีกำรกระจำยตัวของข้อมูลไม่เป็นโค้งปกติ (p < 0.05) 
 กำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด ILP โดยกำรสืบค้นหำยีนที่เกี่ยวข้องกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งของมันส ำปะหลังโดย
สืบค้นข้อมูลเป็นล ำดับ EST จำกฐำนข้อมูล GenBank ใน NCBI พบยีนทั้งหมด 14 ยีน และออกแบบไพรเมอร์ได้ 110 คู่ไพรเมอร์ที่
จ ำเพำะกับยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลังได้ 12 ยีน ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ พบว่ำสำมำรถ
เพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ได้ 100%  และจำกกำรอ่ำนแถบดีเอ็นเอ 110 คู่ไพรเมอร์ พบควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็น
เอ 13 คู่ไพรเมอร์ โดยมีอุณหภูมิที่เหมำะสมส ำหรับกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ (annealing) ที่ 56 ºC และมีขนำดผลผลิตพีซีอำร์ตรง
ตำมท่ีออกแบบไว้ 
 กำรประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำย ILP ที่แสดงโพลิมอร์ฟิซึมในตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 166 พันธ์ุ พบว่ำมีจ ำนวนแอล
ลีลอยู่ในช่วง 2 ถึง 6 แอลลีล มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 2.7 แอลลีลต่อเครื่องหมำย มีจ ำนวนจีโนไทป์เฉลี่ยเท่ำกับ 4.5 จีโนไทป์ต่อ
เครื่องหมำย เมื่อค ำนวณค่ำควำมหลำกหลำยของยีน พบว่ำมีค่ำระหว่ำง 0.21 ถึง 0.68 มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.40 ส ำหรับค่ำเฮเทอโร
ไซโกซิต้ีน้ัน มีค่ำระหว่ำง 0.02 ถึง 0.68 มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.40 ค่ำ PIC มีค่ำระหว่ำง 0.19 ถึง 0.64 ค่ำเฉลี่ย 0.35 ต่อเครื่องหมำย 
โดยเครื่องหมำย DBE4 มีค่ำ PIC สูงสุด  
 จำกกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงประชำกรด้วยเครื่องหมำย ILP ทั้งหมด 13 เครื่องหมำย พบว่ำ ประชำกรมันส ำปะหลังที่
ศึกษำมีโครงสร้ำงประชำกรย่อย 3 กลุ่ม และเมื่อวิเครำะห์โอกำส (Q) ที่ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแต่ละพันธ์ุจะตกอยู่ในประชำกรย่อย 
พบว่ำตัวอย่ำงมันส ำปะหลังในกลุ่มประชำกรย่อยที่อนุมำนมีลักษณะผสม (admixture) ซึ่งแสดงถึงกำรเกิดกำรผสมข้ำมระหว่ำง
สมำชิกระหว่ำงกลุ่มประชำกรย่อย และผลกำรวิเครำะห์ควำมไม่สมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) พบว่ำ
เครื่องหมำย ILP ที่อยู่ภำยในยีนเดียวกันและมีต ำแหน่งใกล้กันมีแนวโน้มกำรเกิดควำมไม่สมดุลของลิงเกจมำกกว่ำเครื่องหมำย ILP 
ที่อยู่ต่ำงยีนกัน โดยเครื่องหมำย SuSy1 กับ SuSy6 ในยีน sucrose synthase (SuSy) แสดงควำมไม่สมดุลของลิงเกจมำกท่ีสุด มี
ค่ำ R2 = 0.41 (p < 0.00001)  
 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP ทั้ง 13 เครื่องหมำย กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง 2 
ลักษณะ ได้แก่ ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) และลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 
(Yield2564) พบว่ำในกำรใช้โมเดล General linear model (GLM) เครื่องหมำย UGPase1 แสดงควำมสัมพันธ์กับลักษณะ
น้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังสูงสุด (ค่ำ p น้อยที่สุด) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 2 ถึง 3%  (ตำรำงที่ 6) แต่ที่
ระดับนัยส ำคัญ p < 0.05 ไม่พบควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังทั้งหมด  
 กำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNP จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 166 พันธ์ุ ท ำกำรหำล ำดับเบสแบบ Next 
generation sequencing (NGS) ด้วยเทคนิค Genotyping-by-Sequencing (GBS) ตรวจคัดกรองข้อมูลและค้นหำต ำแหน่ง SNP 
โดยกำรเปรียบล ำดับเบสระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังด้วยกันเองทั้ง 166 พันธ์ุ ท ำกำรกรองข้อมูล SNPs ที่ Minimum read depth ≥ 
4X, missing data < 10% และ Minimum minor allele frequency (MAF) < 0.05  ได้จ ำนวน SNPs 383,828 เครื่องหมำย 
พบว่ำมี SNPs แบบ Transitions (A/G หรือ C/T) 67.07% และแบบ Transversion (A/C, A/T, C/G หรือ G/T) 32.93% ซึ่ง SNPs 
แบบ A/G พบมำกที่สุด 33.56% และพบ SNPs แบบ C/G น้อยที่สุด 5.81% อัตรำส่วนระหว่ำง Transition:Transversion คิดเป็น 
2.03 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยใช้โมเดล General linear 
model (GLM) และ Mixed linear model (MLM) ผลกำรวิเครำะห์ของทั้ง 2 โมเดลพบว่ำ เครื่องหมำย S12_4926402 และ
เครื่องหมำย S12_4945762 มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) อย่ำงมีนัยส ำคัญ (p ≤ 10-7) 
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โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 24 ถึง 27% และเครื่องหมำย S13_17595774 และเครื่องหมำย S3_32267507 มี
ควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) อย่ำงมีนัยส ำคัญ (p ≤ 10-6) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อ
ลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 20 ถึง 22%  
 ผลจำกกำร Blastx ในฐำนข้อมูล NCBI  ของเครื่องหมำย SNP ที่สัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 
ได้แก่ เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762 บนโครโมโซมที่ 12 ต ำแหน่งที่ 4926402 และ 4945762 
พบว่ำ มีควำมคล้ำยคลึงยีน splicing factor ESS-2 homolog  ในมันส ำปะหลัง (E value = 0) และเครื่องหมำย S13_17595774 
บนโครโมโซมที่ 13 ต ำแหน่งที่ 17595774 และ S3_32267507 บนโครโมโซมที่ 3 ต ำแหน่งที่ 32267507 ที่มีควำมสัมพันธ์กับ
ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 พบควำมคล้ำยคลึงของยีน uncharacterized protein ในมันส ำปะหลัง (E value ≤ 
1.00e-73)  
  เมื่อทดสอบอิทธิพลของแอลลีลของเครื่องหมำย SNP ที่มีต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้ F-test 
เครื่องหมำย S12_4926402 ที่มีแอลลีล G/A ประกอบด้วย 3 จีโนไทป์ ได้แก่ GG GA และ AA และในเครื่องหมำย S12_4945762 
ที่มีแอลลีล T/G ประกอบด้วย 3 จีโนไทป์ ได้แก่ TT TG และ GG พบควำมแตกต่ำงของแอลลีลในจีโนไทป์มีผลต่อลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 ที่ระดับนัยส ำคัญ p < 0.00001 ใน และเครื่องหมำย S13_17595774 ที่มีแอลลีล G/A ประกอบด้วย 
2 จีโนไทป์ ได้แก่ GG  และ GA และในเครื่องหมำย S3_32267507 ที่มีแอลลีล C/T ประกอบด้วย 2 จีโนไทป์ ได้แก่ CC  และ CT 
พบควำมแตกต่ำงของแอลลีลในจีโนไทป์มีผลต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 ที่ระดับนัยส ำคัญ p < 0.05 
 
ผลการด าเนินงาน 
1. ข้อมูลลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง 
 ข้อมูลลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรวิเครำะห์เป็นค่ำเฉลี่ยของน้ ำหนักหัวมันส ำปะหลังทั้งหมด มีหน่วย
เป็นกิโลกรัมต่อต้น โดยใช้ข้อมูลลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) (จิณณจำร์และคณะ 2559) และ ปี 
2564 (Yield2564) จำกแปลงรวบรวมพันธ์ุที่ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลสถิติ (ตารางที่ 7.1) แสดงค่ำต่ ำสุด 
ค่ำสูงสุด ค่ำเฉลี่ย ค่ำเบี่ยงเบนมำตรฐำน และค่ำควำมแปรปรวน พบว่ำ ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 มีค่ำเฉลี่ยต่ ำ
กว่ำลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 คือ 3.23 และ 9.93 กิโลกรัมต่อต้น และจำกกำรตรวจสอบกำรแจกแจงแบบปกติ
ด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test ที่ระดับนัยส ำคัญ 0.05 พบว่ำข้อมูลลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังทั้ง 2 ลักษณะมีกำรกระจำย
ตัวของข้อมูลไม่เป็นโค้งปกติ (p < 0.05) (ภาพที่ 7.2) 

ตารางที่ 7.1  แสดงค่ำทำงสถิติของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง (กิโลกรัมต่อต้น) ทั้ง 2 ลักษณะ (Yield2554 และ 
Yield2564)  

ลักษณะ จ านวน
ตัวอย่าง 

ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) 

ค่าความ
แปรปรวน 

(Variance) 

การแจกแจงแบบ
ปกติ (Normal 
Distribution) 

Yield2554 122 0.40 7.60 3.23 1.53 2.34 0.000 
Yield2564 134 0.30 34.70 9.92 5.95 35.4 0.001 
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ภาพที่ 7.1  กรำฟแสดงกำรแจกแจงแบบปกติด้วยสถิติ Shapiro-Wilk test ที่ระดับนัยส ำคัญ 0.05 ของลักษณะน้ ำหนักผลผลิต
มันส ำปะหลังปี 2554 และ ปี 2564 (Yield2554 และ Yield2564)  

2. การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด ILP 
  จำกกำรสืบค้นหำยีนที่เกี่ยวข้องกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งของมันส ำปะหลังโดยสืบค้นข้อมูลเป็นล ำดับ EST จำกฐำนข้อมูล 
GenBank ใน NCBI พบยีนทั้งหมด 14 ยีน (ตารางที่ 7.2) และออกแบบไพรเมอร์ที่จ ำเพำะกับยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งใน   
มันส ำปะหลัง ไ ด้  12 ยีน ไ ด้แก่  sucrose synthase (SuSy), UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (UGPase), 
cytosolic phosphoglucomutase (cPGM), fructokinase (FRK), glucose-6-phosphate isomerase (cPGI), adenosine 
diphosphate glucose pyrophosphorylase (AGPase), plastidial phosphoglucomutase (pPGM), starch synthase (SS), 
starch branching enzyme (SBE), debranching enzyme (DBE), glucan, water dikinase (GWD) และ sucrose transporters 
(SUT) ได้ไพรเมอร์ที่จ ำเพำะกับยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งทั้งหมด 110 คู่ไพรเมอร์ โดยมีขนำดผลผลิตพีซีอำร์อยู่ระหว่ำง 
139 − 596 bp และมีอุณหภูมิ annealing อยู่ที่ประมำณ 56 ºC (ตารางที่ 7.3) 
 
ตารางที่ 7.2   แสดง EST ของยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลัง จำกฐำนข้อมูล GenBank EST database 

No. Starch biosynthesis pathway genes 
GenBank accession 

no. 
Full length (bp) 

1 sucrose synthase (SuSy) DQ443534.1 2,775 
2 UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase (UGPase) XM_021759711.1 2,190 
3 cytosolic phosphoglucomutase (cPGM) XM_021743444.1 2242 
4 fructokinase1 (FRK) KP009998.1 1,295 
  KP009999.1 1,182 
  KP010000.1 1,133 
  KP010001.1 1,046 
  KR338981.1 997 
  KP010002.1 1,222 
5 glucose-6-phosphate isomerase  (cPGI) XM_021745471.1 1,535 
  XM_021745472.1 1,275 
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ตารางที่ 7.2(ต่อ)   แสดง EST ของยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลัง จำกฐำนข้อมูล GenBank EST database 

No. Starch biosynthesis pathway genes 
GenBank accession 

no. 
Full length (bp) 

6 hexokinase1 (HXK) KJ417433.1 1,546 
  KJ417434.1 1,767 
  KJ417435.1 1,702 
  KJ417436.1 1,537 
  KJ417437.1 1,567 
7 adenosine diphosphate glucose pyrophosphorylase 

(AGPase) 
KU243122.1 1,618 

  KU243124.1 1,578 
8 plastidial phosphoglucomutase (pPGM) XM_021737252.1 2,305 
  XM_021761283.1 2,266 
9 granule-bound starch synthase (GBSS) JF708949.1 3,366 
  JF708948.1 3,477 

10 starch synthase (SS) XM_021741332.1 4,005 
11 starch branching enzyme (SBE) X77012.1 2,843 
12 debranching enzyme (DBE) XM_021750994.1 1,879 
  XM_021750995.1 1,479 

13 glucan, water dikinase (GWD) JN618458.1 4,728 
  JN618459.1 3,687 

14 sucrose transporters (SUT) DQ138373.1 2,431 
  DQ138371.1 2,007 
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ตารางที่ 7.3 แสดงรำยละเอียดไพรเมอร์ที่จ ำเพำะกับยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลงั จ ำนวน 110 คู่ไพรเมอร์ 
Starch biosynthesis 

pathway genes 

EST accession of 

cassava 

The genome 

shortgun 

accession of 

cassava 

Chromosome Primer ID Forward primer Reverse primer Size of 

corresponding 

intron(s) (bp) 
SuSy DQ443534.1 LTYI01027943.1 16 SuSy1 CTCTGCTCATCGCAATGAAAT GGTGGTGCTGAAGAATTCCC 251 

    SuSy2 GCTGAGTTTGAGGAAATCCC ACAGCAAGAGCAACCCAG 216 

    SuSy3 TGTTGCTGAGTATCTGCACT TGCATTGAATGGCTCAAAGT 188 

    SuSy4 GCATCCTCTGCTTGAGTTTC CCTCTGCCTTTCTCAGAACAT 403 

    SuSy5 ACAATGTTTTGGGGTATCCG TCTGTCTCTAAGGCACGAAC 168 

    SuSy6 AAAGCAGCAAGGACTCGATA ACCACAAGTGGTTCCTACTG 178 

    SuSy7 TCTCAAGATTTGAAGTGTGGC GCCCTGAAACTCCTTACCAA 166 

    SuSy8 GGAAACATCGTTGCCTCTTT CGATTCCGGATATTTGGTCT 189 

    SuSy9 CATCATCACCAGCACATTCC GTGTGGCTCTCATATTGGC 153 

    SuSy10 GAGGAGCTTCTCTACAGCC GCCATGGTGAAGATAATTGGC 176 

    SuSy11 GGATCAAGATCTCCGAGGGA GTCAACAGCCTCTGAGAGTA 163 

    SuSy12 ACCTGGAAATGTTCTACGCT GTTCCACTTAATCCTCAACAGT 165 

UGPase XM_021759711.1 LTYI01001497.1 1 UGPase1 CTCCTCAAAGAGCCTCCAAT CAGCAAAAGCTGGTGTGAAA 258 

    UGPase2 AGGGATTGACTTAAATCGGC TCCTTCCATTGAACTGGGTC 152 

    UGPase3 GATAACGTAGCCATCCTCCA GCCAGTGAAAGCAACTTCAG 158 

    UGPase4 GGAATCGAGATCGAGGAACA GAGTCAAGGTTCTCCAGCTA 192 

    UGPase5 TAGCTGGAGAACCTTGACTC AGAGGCTGATGCATTGAAGA 176 

    UGPase6 ATCAGCCTCTACAAGCCTTT TCAAGTCAATAGAGAAGTTCAAA 162 

    UGPase7 TTGAACTTCTCTATTGACTTGAA ATTGGAGATTGCACAAGTGG 452 

    UGPase8 CCACTTGTGCAATCTCCAAT AGGGTGGTACTCTCATCTCT 329 

    UGPase9 TACCACCCTTTACATCAGCC GAACAGTGGCAAGCTTGATT 444 

    UGPase10 ATCTTCAACAACCAGACGAG GGATTGACATTCCTCGACCT 448 

    UGPase11 CGAGGAATGTCAATCCATTACG ACGGATGAAGTAGTGGTTCC 376 

    UGPase12 AATCTTGCTCCATTCCACCT TTCATTAGCCTTGTCTCTCG 208 

    UGPase13 TCGAGAGACAAGGCTAATGA GATCACTCCCCTCAAGTCTG 215 

cPGM XM_021743444.1 LTYI01029534.1 17 cPGM1 TGTCAGCTGTAATCCGTGAA GTCCGCCATTTTCCATGTTA 528 

    cPGM2 ACCTAATTGCTGATCTGCCT CCGCCAAAATTAGTCACACC 177 

    cPGM3 AGGAAGCTGCTTTCATCTCC ATTGGGATCTGGATGACCTC 379 

    cPGM4 TGATGGTGATGCAGATCGTA ATTGCAACAGAATCCGATGG 152 

    cPGM5 GTTGTGGCCAAACATCTGAA GCCCAAATGCCATCTTTCTC 369 

    cPGM6 TGGCCGCCATTATTATACTC TAGTTCCTTTGCTGCACTTG 154 

    cPGM7 TTGTTTGAGGATGGCTCTCG CTTCTGAGCCAGTTCCTGAG 339 

    cPGM8 GATTCTCAAGAAGCACTCGC TCCTGCATCTTAGAAAGTTTGAG 142 

FRK1 KP009998.1 LTYI01001475.1 1 FRK1_1 GCATTAGCGAACTTGAGAGC TGTGGCTGGAATATTGTCAC 333 

    FRK1_2 ATGGATCCTCCCCTTTAGTT GCTGACATGTTGCTTCAAGA 540 

    FRK1_3 GCAAGCATGTATCCAAATTCA TGGTATTGCTCGTCTAGGTG 478 
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Starch biosynthesis 

pathway genes 

EST accession of 

cassava 

The genome 

shortgun 

accession of 

cassava 

Chromosome Primer ID Forward primer Reverse primer Size of 

corresponding 

intron(s) (bp) 
cPGI1 XM_021745471.1 LTYI01030415.1 18 cPGI1_1 GTCCTTGTACGGAAGCACT GGCCTCTGATGGGATAGGAT 147 

    cPGI1_2 CAACATAAGGCTAGCATGGC ATGGATGAGGCAAATAGGAA 584 

    cPGI1_3 CACCAGCAAGCATTTCTCTA AATGTCTGCAGTTGGCCTT 151 

    cPGI1_4 ACCATTTCTAGTTTCAGGGGT TGAGCTGGCTTCTACTCTTG 173 

    cPGI1_5 TGAGTAAAACGGCCTTCTGG ATTGAGCTTACGCTTGACG 332 

cPGI2 XM_021745472.1 LTYI01030414.1 18 cPGI2_1 CGGCCATGTGTGCAATAAT TGACACTTGATGAAGTAGCTG 153 

    cPGI2_2 TCATCAAGTGTCAACGGTTC ATTAGCTCTTCAGAAGCGGG 579 

    cPGI2_3 CTTCTCCTGCTGCCTTTTTC TGTCACATGTGGTGACTACC 489 

    cPGI2_4 ACACCCTCTCTCAGTTGTTG TGGAAATAAAGGAAGCACAGA 145 

    cPGI2_5 AATAGGCTGTCCTTGTACGG TTATGTTGGTACTGGGCCTC 169 

    cPGI2_6 ATGCACCAGCAAGCATTTC CAGTTGGCCTACTTCCAGC 146 

AGPase1 KU243122.1 LTYI01018807.1 11 AGPase1_1 TGCTGTTTTAACATCAAACAATCC GCTACATTTGTTGGGTCCAC 301 

    AGPase1_2 TTTCCTCTTACCAGAAGGGC GTTGCTCATTGGAATGTCTAT 395 

    AGPase1_3 CAGATGCTGTGAGGCAATTT CGTGATATCAGCATTACTGTCA 380 

    AGPase1_4 CACGATTTCATGTGCTCCAG TTCGTCCCCTGTTGTCTATC 192 

    AGPase1_5 TGAAAAACCAACTGGTGCTG TGCAGAGATAATCCTAGATGAGT 492 

    AGPase1_6 ATCTGAAGTCATCCCCGCT TCCTATATCTTCCCAGTAGTCTCT 329 

    AGPase1_7 AGACATTTTATGAAGCAAACTTGG TGTAGAAGGGTGTCTTTGGG 446 

    AGPase1_8 TCGATTTCTACCACCAACCA CAGTTTGGTAGTTGTCAGCTC 339 

    AGPase1_9 AGTCCCTATTGGTGTTGGAA TGTAAAATCCTTTTTCTGGCCT 406 

AGPase2 KU243124.1 LTYI01020263.1 12 AGPase2_1 CAGAGCCCAGAGAATCCAAA TGCTCTTCAAATAACCACAAGT 386 

    AGPase2_2 AAAGGGGAGCAATTGAAAGC GCTCTCTCATCATCAAGACCT 195 

    AGPase2_3 AGTGAAGTTATTCCTGGTGCT CCAATATCTTCCCAGTAGCCA 596 

    AGPase2_4 AATGCCAATCTGGGTATAACT GAAGCCCAACCACAGAGT 490 

    AGPase2_5 GCAATCATAGAGGATACATTACT GCCAGAAACCTCCTGTCA 230 

pPGM XM_021737252.1 LTYI01023743.1 14 pPGM1 CTTCCTCTTCCACCGCCATT CTGGATCCAATTCGCCAGAT 447 

    pPGM2 AGAAAATTATCTGGCGAATTGGA TTACCAACACCATTCCCTGC 358 

    pPGM3 AAAATTGCAGCAGGGAATGG AGGATTATGGCTTGCACTCA 455 

    pPGM4 CCCCGTTTCTGACTACCTA ACTTCTGATGAGCTCAAAATC 139 

    pPGM5 TTCTGTCACGGCCAGATTTC ATAAGCACCAGTGACAGCAT 460 

    pPGM6 CAAAGCCCATCTTTGTGGAC TCAGGCCCATTCTTACTATACA 317 

    pPGM7 ATTCACAAGGAGCCATTCCT CATCATCCATAAGATTGCCAAA 343 

    pPGM8 GGGCAACTTTTGGGAGAAAT AGTCATCGGCATACTGAAGG 382 

    pPGM9 GATGACTTCAAGTACACGGA TGTACATTCTAACAGTTGCAC 338 

    pPGM10 ATGAGATGGATGCCCAAACA ACCTGTGAAGTCCTTCAATTTT 198 

SS XM_021741332.1 LTYI01026526.1 16 SS1 AGTAAAACCATTCCCGACCC CTGATGCTGCTGGAATTGAT 350 

    SS2 TGGTCAACATCAAACACAGT TGGTTCCATTCCAGTTGTTC 408 

    SS3 TGGGACTAGAATGAAATCAGCA ATGAGCCACTATCACACCTG 165 

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LTYI01030415
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LTYI01030414
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LTYI01018807
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Starch biosynthesis 

pathway genes 

EST accession of 

cassava 

The genome 

shortgun 

accession of 

cassava 

Chromosome Primer ID Forward primer Reverse primer Size of 

corresponding 

intron(s) (bp) 
    SS4 CTTCCTTGGCTGCTCTTTTG CCCAGACATATGGGATCCTT 596 

    SS5 TCACAACATCTCCAAGTCCT TATTGCTGTTGAAATGGCCC 349 

    SS6 CTTTCACACGTGCTGTTCTT CAGTTAAGAGAGCAGGCCAT 431 

    SS7 CCAATCCAAGAGAAGGGCTC AATCTGAGAGAAAGGACGGC 529 

    SS8 TGAAATTTTTCTCTGTCTCCTCT TACACTCGGGGTTTCATGTG 187 

SBE X77012.1 LTYI01008721.1 5 SBE1 TCCTTTTTCTACCAAGAATCTCA CTGCTGAGATTGCAAGACCT 454 

    SBE2 TGAAGGTGGTCTTGAGGAAT ACAATTCCACCTGCTTCTCT 384 

    SBE3 ATTGTCTATCGTGAGTGGGC CCCAACCATTAAAGTCCCCA 154 

    SBE4 TGTCTACTGGGATCCTCCAC AGGCCGGGGATACTTGAAT 275 

    SBE5 GTTGACACTGAACACTTGAGA ACAAAAACCAGGTCCCCAC 449 

    SBE6 TGGATAGTGATGCTTGGGAG AAAATGGTCCACATCATGGC 391 

    SBE7 CAAAATACTCTCTGCAGCTCG ACTGTTGTGATTTCCTTCTTTT 330 

DBE XM_021750994.1 LTYI01004139.1 3 DBE1 TCGACCTTCTTCTCTGTTGC CCCAAGAAGTAAATATTAGGGGC 407 

    DBE2 AATGCGCGAGATTATCGTTT AGTATTCTCATTATAGGGAGGC 161 

    DBE3 AGCAACTAGTTAGATATAAACGACA CAGCTGCTTTACTTCCAAGAG 366 

    DBE4 GATAAGTGTCTTCCAAGGCG GTCGACAATCTTGCATCTCA 397 

    DBE5 CCAGCCAACTTGACTCAAATAA GTTCCAAAAGCTGCAATAAAGA 335 

    DBE6 TGAAACGAGTAATTTGGGAACT CATAGATGAGAACAACAATATTTCA 348 

GWD JN618458.1 LTYI01021906.1 13 GWD1 AGCACAACTTTCTCTTCCTCA GGCCGTGCTTTGAGTTTTAT 490 

    GWD2 CAAGAGTTTCTCCAAGTCCC TCCATCTTCTGAGGATTCAT 169 

    GWD3 CCAACTGTTTCTTCAAAACTTCC GAAGGTTCTTTCAGATGGTTCA 421 

    GWD4 TCCTTTTAGATGCGCGATATT TGAATTTGAAACCTACATCAGCA 495 

    GWD5 TCGGAGATTGTCCAGAATGTT CGACTTGATCCAGTTCTTCG 546 

    GWD6 ACGAACTATTTCTTCAGTGAATATG AGATGATAATGAAGAGTTTGTCT 465 

    GWD7 TCAAGAACCAGGGTGATGAA TGTTGAAGATAGAAATGTAGAAGCA 443 

    GWD8 TCAACATGTTTGAGAACAAATCG GCTATTGCAAATTGTATGGGC 340 

    GWD9 AGACTCAAGATCTGCACCAG CGTGATCTCGGCAACTATATG 507 

    GWD10 GATGTCAAGGTCACTTTTAATGTA CAGCGAATTCGGGATGAAAT 352 

    GWD11 TGCTGTACCTCTTCCATCAC GCTGAAACACAACTTAAAAGCA 486 

    GWD12 GCCTCGTTCAAAGAAACTGA CTTTAAGCTCCAAGATGCGG 405 

    GWD13 TAGTTCAATACGAGCGGCTT TCCTGCAATACAAGCCTTAGA 518 

    GWD14 ATTGCAGGATCATCAATCTCT TTCTTTGCTCCTACACTGGG 416 

    GWD15 GAAGCAGAAGTGTGATTGCT AGGAAAATTCAACCTTGATGGA 179 

    GWD16 CCTATGCTATTACTCATATTCCTTG TCTGCAGTTTTAATACAGCGTT 345 

SUT DQ138373.1 LTYI01008127.1 5 SUT1 CACCACCAAACAGTGCATC AGGAGTTCTGAATCTAGCGA 296 

    SUT2 TCGCTAGATTCAGAACTCCT GCTGCCTTGATTGTATTTGC 308 
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  จำกกำรทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ พบว่ำสำมำรถเพ่ิมปริมำณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยำพีซีอำร์ได้ 110 คู่ไพรเมอร์ 
คิดเป็น 100% และจำกกำรอ่ำนแถบดีเอ็นเอ 110 คู่ไพรเมอร์ พบควำมแตกต่ำงของแถบดีเอ็นเอ 13 คู่ไพรเมอร์ โดยมีอุณหภูมิที่
เหมำะสมส ำหรับกำรท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์ (annealing) ที่ 56 ºC และมีขนำดผลผลิตพีซีอำร์ตรงตำมที่ออกแบบไว้ (ตารางที่ 7.4) 
ซึ่งอัตรำกำรเกิดโพลิมอร์ฟิซึมในงำนวิจัยน้ีน้อยกว่ำอัตรำกำรเกิดโพลิมอร์ฟิซึมของกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP ในปำล์มน้ ำมัน 
53.24% จำกปำล์มน้ ำมันจ ำนวน 41 ตัวอย่ำง ใช้ไพรเมอร์ 139 คู่ไพรเมอร์ แสดงโพลิมอร์ฟิซึม จ ำนวน 74 คู่ไพรเมอร์ (โสณิชำ
และกิตติพัฒน์, 2559) และอัตรำกำรเกิดโพลิมอร์ฟิซึมของกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP ในยำงพำรำ 73.4% จำกยำงพำรำจ ำนวน 
180 ตัวอย่ำง ใช้ไพรเมอร์ 173 คู่ไพรเมอร์ แสดงโพลิมอร์ฟิซึม จ ำนวน 127 คู่ไพรเมอร์ (Chanroj, 2016) ทั้งน้ีประสิทธิภำพกำร
แสดงโพลิมอร์ฟิซึมของเครื่องหมำย ILP อำจให้ผลที่ใกล้เคียงกันหรือแตกต่ำงกันได้ข้ึนอยู่กับควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของ
พืชที่ใช้ในกำรทดลอง จ ำนวนเครื่องหมำยดีเอ็นเอที่ใช้ และจ ำนวนตัวอย่ำง 
 

ตารางที่ 7.4  รำยชื่อเครื่องหมำยโมเลกุล ILP ที่ให้ควำมแตกต่ำงของขนำดดีเอ็นเอในตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 

No. Marker Expected size 
(bp) 

Tm 
(ºC) 

No. Marker Expected size 
(bp) 

Tm (ºC) 
1 SuSy1 251 56 8 pPGM1 447 56 
2 SuSy6 178 56 9 pPGM5 460 56 
3 SuSy7 166 56 10 pPGM8 382 56 
4 UGPase1 258 56 11 DBE4 397 56 
5 UGPase6 162 56 12 DBE6 348 56 
6 UGPase7 452 56 13 GWD15 179 56 
7 cPGI1_2 584 56     

  

จำกกำรประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำย ILP ทีแ่สดงโพลิมอร์ฟิซึมในตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง 166 พันธ์ุ พบว่ำมีจ ำนวน
แอลลีลอยู่ในช่วง 2 ถึง 6 แอลลีล มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 2.7 แอลลีลต่อเครื่องหมำย เครื่องหมำย DBE4 แสดงจ ำนวน แอลลีลสูงที่สุด 
คือ 6 แอลลีล จำกกำรวิเครำะห์จ ำนวนจีโนไทป์ พบว่ำมีจ ำนวนจีโนไทป์เฉลี่ยเท่ำกับ 4.5 จีโนไทป์ต่อเครื่องหมำย เครื่องหมำย 
DBE4 แสดงจ ำนวนจีโนไทป์สูงที่สุดคือ 17 จีโนไทป์ เมื่อค ำนวณค่ำควำมหลำกหลำยของยีน พบว่ำมีค่ำระหว่ำง 0.21 ถึง 0.68 มี
ค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.40 ส ำหรับค่ำเฮเทอโรไซโกซิต้ีน้ัน มีค่ำระหว่ำง 0.02 ถึง 0.68 มีค่ำเฉลี่ยเท่ำกับ 0.40 ค่ำ PIC มีค่ำระหว่ำง 0.19 
ถึง 0.64 เฉลี่ย 0.35 ต่อเครื่องหมำย โดยเครื่องหมำย DBE4 มีค่ำ PIC สูงสุด (ตารางที่ 7.5) 
 

ตารางที่ 7.5  กำรประเมินประสิทธิภำพเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย ที่พัฒนำจำกยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้ง 
จ ำนวน 6 ยีน พำรำมิเตอร์ที่ประเมิน ประกอบด้วย จ ำนวนจีโนไทป์ จ ำนวนแอลลีล ค่ำควำมหลำกหลำยของยีน (gene diversity) 
ค่ำเฮเทอโรไซโกซิตี (heterozygosity) และ ค่ำ polymorphism information content (PIC) 

เคร่ืองหมาย จ านวนจีโนไทป์ จ านวนแอลลีล ค่าความหลากหลายของยีน ค่าเฮเทอโรไซโกซิต้ี PIC 
SuSy1 2 2 0.23 0.26 0.20 
SuSy6 5 3 0.45 0.43 0.38 
SuSy7 3 3 0.45 0.42 0.40 
UGPase1 3 2 0.46 0.45 0.35 
UGPase6 2 2 0.26 0.31 0.23 
UGPase7 3 2 0.50 0.50 0.37 
cPGI1_2 2 2 0.24 0.28 0.21 
pPGM1 3 3 0.25 0.20 0.23 
pPGM5 6 3 0.65 0.51 0.58 
pPGM8 6 3 0.46 0.48 0.41 
DBE4 17 6 0.68 0.68 0.64 
DBE6 3 2 0.21 0.21 0.19 
GWD15 3 2 0.40 0.43 0.32 
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3.  การพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SNP 
 จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 166 พันธ์ุ ท ำกำรหำล ำดับเบสแบบ Next generation sequencing (NGS) ด้วยเทคนิค 
Genotyping-by-Sequencing (GBS) ตรวจคัดกรองข้อมูลและค้นหำต ำแหน่ง SNP โดยกำรเปรียบล ำดับเบสระหว่ำงพันธ์ุมัน
ส ำปะหลัง ด้วยกันเองทั้ ง  166 พันธ์ุ ท ำกำรกรองข้อมูล SNPs ที่  Minimum read depth ≥ 4X missing data < 10 % 
Minimum minor allele frequency (MAF) < 0.05  ได้จ ำนวน SNPs 383,828 เครื่องหมำย พบว่ำมี SNPs แบบ Transitions 
(A/G หรือ C/T) 67.07% และแบบ Transversion (A/C, A/T, C/G หรือ G/T) 32.93% ซึ่ง SNPs แบบ A/G  พบมำกที่สุด 33.56% 
และพบ SNPs แบบ C/G น้อยที่สุด 5.81% อัตรำส่วนระหว่ำง Transition:Transversion คิดเป็น 2.03 (ตารางที่ 7.6) 
 
ตารางที่ 7.6  แสดงจ ำนวนและประเภทของ SNPs ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่ใช้ในกำรทดลองทัง้หมดจ ำนวน 166 พันธ์ุ 

ประเภท จ านวน                เปอรเ์ซ็นต์ 

SNPs 383,828 100% 
Transition 

  
A/G 128,801 33.56% 
C/T 128,631 33.51% 
Transversion 

 
 

A/C 35,383 9.22% 
A/T 33,244 8.66% 
C/G 22,301 5.81% 
G/T 35,468 9.24% 

 
4.  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลกับลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง  

 4.1  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย ILP กับลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง  
  จำกกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงประชำกรด้วยเครื่องหมำย ILP ทั้งหมด โดยใช้ Likelihood ของกำรเกิดโครงสร้ำงประชำกร

ย่อย (K) พบว่ำจุดสูงสุดของ Delta K (ΔK) เป็นที่ต ำแหน่ง K = 3 ซึ่งแสดงถึง ประชำกรมันส ำปะหลังที่ศึกษำมีโครงสร้ำงประชำกร
ย่อย 3 ประชำกรย่อย (ภำพที่ 2.1)  และเมื่อวิเครำะห์โอกำส (Q) ที่ตัวอย่ำงมันส ำปะหลังแต่ละพันธ์ุจะตกอยู่ในประชำกรย่อย 
(ภำพที่ 2.2) โดยใช้โปรแกรม Structure พบว่ำตัวอย่ำงมันส ำปะหลังในประชำกรย่อยที่อนุมำนมีลักษณะผสม (admixture) แสดง
ถึงกำรเกิดกำรผสมข้ำมระหว่ำงสมำชิกระหว่ำงกลุ่มประชำกรย่อยของมันส ำปะหลังที่มีควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมสูง 
(Adjebeng-Danquah et al., 2020) กร
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ภาพที่ 7.2  1)  กรำฟแสดงกำรประมำณโครงสร้ำงประชำกรย่อย (K) ในประชำกรมันส ำปะหลังที่ศึกษำโดย Delta K (ΔK)  
 2)  โครงสร้ำงของกลุ่มประชำกรที่อนุมำนได้ โดยใช้ K = 3 ตำมควำมสูงแท่งสีแดง เขียว และน้ ำเงิน แสดงโอกำส (Q) 
 
 ผลกำรวิเครำะห์ควำมไม่สมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) ด้วยเครื่องหมำย ILPโดยกำรวิเครำะห์ค่ำ r2 
ของเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย พบว่ำเครื่องหมำย ILP ที่อยู่ภำยในยีนเดียวกันและมีต ำแหน่งใกล้กันมีแนวโน้มกำร
เกิดควำมไม่สมดุลของลิงเกจมำกกว่ำเครื่องหมำย ILP ที่อยู่ต่ำงยีนกันโดยเครื่องหมำย SuSy1 กับ SuSy6 ในยีน sucrose 
synthase (SuSy) แสดงควำมไม่สมดุลของลิงเกจมำกท่ีสุด มีค่ำ R2 = 0.41 (p < 0.00001) (ภาพที่ 7.3) 

 

ภาพที ่7.3  ควำมไม่สมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) ของเครื่องหมำย ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย จำกยีน 6 ยีน 
กรอบสี่เหลี่ยมแสดงขอบเขตของยีน ตำรำงด้ำนใต้เส้นทะแยงมุมแสดงค่ำ p ตำรำงด้ำนบนเส้นทะแยงมุมแสดงค่ำ R2 

 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP ทั้ง 13 เครื่องหมำย กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง 2 
ลักษณะ ได้แก่ ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) และลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 
(Yield2564) พบว่ำในกำรใช้โมเดล General linear model (GLM) เครื่องหมำย UGPase1 แสดงควำมสัมพันธ์กับลักษณะ
น้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังสูงสุด (ค่ำ p น้อยที่สุด) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 2 ถึง 3% (ตารางที่ 7.7) แต่ที่
ระดับนัยส ำคัญ p < 0.05 ไม่พบควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังทั้งหมด  
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 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP ในยีนที่เกี่ยวข้องกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งกับลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลัง เป็นวิธีกำรที่มีประสิทธิภำพในกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับผลผลิตมันส ำปะหลัง โดย
เครื่องหมำย UGPase1 มีควำมเสถียรภำพต่อสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนไปในแต่ละปี ดังน้ันจึงน่ำจะเป็นเครื่องหมำยที่มีศักยภำพในกำร
น ำไปใช้คัดเลือกพันธ์ุในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีผลผลิตสูงได้ อย่ำงไรก็ ตำมเครื่องหมำย ILP ที่แสดงควำมสัมพันธ์กับ
ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตในกำรทดลองน้ีสมควรที่จะได้รับกำรยืนยันควำมสัมพันธ์ อำจท ำโดยน ำไปควำมสัมพันธ์ในประชำกรอื่น 
หรือน ำไปวิเครำะห์ QTL ในกลุ่มประชำกรที่มีข้อมูลแผนที่พันธุกรรมและข้อมูลผลผลิตแล้ว 
 
ตารางที่ 7.7  กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำยกับลักษณะ (Association mapping) โดยวิธี GLM ของเครื่องหมำย 

ILP จ ำนวน 13 เครื่องหมำย กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) และ ลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 (Yield2564)  

ลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลังปี 2554 (Yield2554) 
ลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลังปี 2564 

(Yield2564) 
เครื่องหมำย p R2 เครื่องหมำย p R2 
UGPase1 0.1398 0.03 UGPase1 0.3523 0.02 

  

 4.2  การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมาย SNP กับลักษณะน้ าหนักผลผลิตมันส าปะหลัง  
 กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยใช้โมเดล General 
linear model (GLM) และ Mixed linear model (MLM) ผลกำรวิเครำะห์ของทั้ง 2 โมเดลพบว่ำ เครื่องหมำย S12_4926402 
และเครื่องหมำย S12_4945762 มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) อย่ำงมีนัยส ำคัญ 
(p ≤ 10-7) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 24 ถึง 27% (ตารางที่ 7.8, ภาพที่  7.4.1) และเครื่องหมำย 
S13_17595774 และเครื่องหมำย S3_32267507 มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) 
อย่ำงมีนัยส ำคัญ (p ≤ 10-6) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 20 ถึง 22% (ตารางที่ 7.8, ภาพที่ 7.4.2)   
 ผลจำกกำร Blastx ในฐำนข้อมูล NCBI  ของเครื่องหมำย SNP ที่สัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 
ได้แก่ เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762 บนโครโมโซมที่ 12 ต ำแหน่งที่ 4926402 และ 4945762 
พบว่ำ มีควำมคล้ำยคลึงยีน splicing factor ESS-2 homolog  ในมันส ำปะหลัง (E value = 0) และพบควำมคล้ำยคลงึของยีน 
uncharacterized protein ในมันส ำปะหลัง (E value ≤ 1.00e-73) ของทั้งเครื่องหมำย S13_17595774 บนโครโมโซมที่ 13 
ต ำแหน่งที ่17595774 และ S3_32267507 บนโครโมโซมที่ 3 ต ำแหน่งที่ 32267507 ที่มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิต
มันส ำปะหลังปี 2564  

ผลของกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง 
เครื่องหมำย SNP บนโครโมโซมท่ี 12 ได้แก่ เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762 มี
ควำมสัมพันธ์มำกท่ีสุดกับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง อย่ำงมีนัยส ำคัญ (p ≤ 10-7) จึงเหมำะสมส ำหรับ
กำรน ำไปใช้ในกำรปรับปรุงพันธุ์มันส ำปะหลังให้มีผลผลิตสูง อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรวิจัยเพิ่มเติมโดยอำศัยข้อมูลท่ี
มำกขึ้นในส่วนของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง เพื่อตรวจสอบควำมถูกต้องของกำรน ำไปใช้คัดเลือกพันธุ์
มันส ำปะหลังท่ีมีผลผลิตสูง 
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ตารางที่ 7.8  กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) 
และ ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 (Yield2564) โดยใช้โมเดล GLM และ MLM  

ลักษณะ เครื่องหมาย แอลลีล โครโมโซม ต าแหน่ง GLM MLM 
p R2 p R2 

Yield2554 S12_4926402 G/A 12 4926402 3.21 x 10-07 0.272 6.33 x 10-07 0.252 
 S12_4945762 T/G 12 4945762 3.64 x 10-07 0.269 8.73 x 10-07 0.245 
 S12_4926383 T/C 12 4926383 1.96 x 10-06 0.236 3.15 x 10-06 0.220 
 S12_4926397 G/A 12 4926397 1.96 x 10-06 0.236 3.15 x 10-06 0.220 
 S17_10963260 C/A 17 10963260 1.91 x 10-06 0.237 5.11 x 10-06 0.211 
 S12_4940836 C/T 12 4940836 3.52 x 10-06 0.225 5.45 x 10-06 0.210 
 S18_11872898 C/A 18 11872898 4.56 x 10-06 0.220 9.28 x 10-06 0.200 

Yield2564 S13_17595774 G/A 13 17595774 4.83 x 10-06 0.225 5.89 x 10-06 0.215 
 S3_32267507 C/T 3 32267507 5.49 x 10-06 0.223 9.22 x 10-06 0.208 
 S7_12577920 C/T 7 12577920 3.92 x 10-06 0.229 1.06 x 10-05 0.205 
 S7_14820266 A/G 7 14820266 4.78 x 10-06 0.225 1.09 x 10-05 0.205 
 S7_12577963 G/A 7 12577963 3.99 x 10-06 0.228 1.15 x 10-05 0.204 

 

 
ภาพที่ 7.4  แสดงกรำฟ Manhattan plots จำกกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิต

มันส ำปะหลัง โดยใช้โมเดล General linear model (GLM) และ Mixed linear model (MLM) ที่แสดงค่ำ -log10 
p value ของแต่ละเครื่องหมำยบนโครโมโซมทั้ง 18 โครโมโซมของมันส ำปะหลัง 1) ลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมัน
ส ำปะหลังปี 2554 (Yield2554) ที่มี cut-off value ของค่ำ -log10 p value เท่ำกับ 6 และ 2) ลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 (Yield2564) มี cut-off value ของค่ำ -log10 p value เท่ำกับ 5 
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 เมื่อทดสอบอิทธิพลของแอลลีลของเครื่องหมำย SNP ที่มีต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้ F-test ใน
เครื่องหมำย S12_4926402 ที่มีแอลลีล G/A ประกอบด้วย 3 จีโนไทป์ ได้แก่ GG GA และ AA และใน เครื่องหมำย S12_4945762 
ที่มีแอลลีล T/G ประกอบด้วย 3 จีโนไทป์ ได้แก่ TT TG และ GG พบควำมแตกต่ำงของแอลลีลในจีโนไทป์มีผลต่อลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลงัปี 2554 ที่ระดับนัยส ำคัญ p < 0.00001 (ภาพที่ 5.1) และในเครื่องหมำย S13_17595774 ที่มีแอลลีล G/A 
ประกอบด้วย 2 จีโนไทป์ ได้แก่ GG และ GA และในเครื่องหมำย S3_32267507 ที่มีแอลลีล C/T ประกอบด้วย 2 จีโนไทป์ ได้แก่ 
CC และ CT พบควำมแตกต่ำงของแอลลีลในจีโนไทป์มีผลต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 ที่ระดับนัยส ำคัญ p < 0.05 
(ภาพที่ 7.5.2) 

 

 
 

ภาพที่ 7.5  กรำฟ Boxplot ที่แสดงอิทธิพลของแอลลีลของเครื่องหมำยที่สัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง 1) 
เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762  ที่มีต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2554   
2) เครื่องหมำย S13_17595774 และเครื่องหมำย S3_32267507 ที่มีต่อลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังปี 2564 
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3.2  ผลผลิตที่เกิดขึ้นจริง (Output) 
 

ผลผลิตตามค ารับรอง จ านวน 
หน่วย
นับ 

ผลผลิตท่ีเกดิขึ้นจริง จ านวน 
หน่วย
นับ 

รายละเอียดผลผลิต  
(พร้อมแนบหลักฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

1. องค์ความรู ้ 6 เร่ือง 1. องค์ความรู ้
มอีงค์ควำมรู้ในกำรน ำเทค 
โนโลยีเคร่ืองหมำยโมเลกุล
เข้ำมำช่วยในกำรจ ำแนกพันธุ์ 
ตรวจสอบ คัดเลือกและ
ปรับปรุงพันธุ์มันส ำปะหลัง
ให้มีลักษณะทำงกำรเกษตร
ที่ดี ได้แก่ ลักษณะต้ำนทำน
โรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบ
ด่ำง โรครำกปม ลักษณะ
ผลผลิตและแป้งสงู 
ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้ง
เหนียว 

7 เร่ือง เอกสารองค์ความรู้ จ ำนวน 1 เล่ม 
ประกอบด้วย 7 เร่ือง ดังน้ี 
1. กำรจ ำแนกพันธุ์มันส ำปะหลัง
โดยกำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล  
2 .  ก ำ รคั ด เ ลื อกลั กษณะ ท ำ ง
พันธุกรรมของพันธุ์มันส ำปะหลัง
ต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์โดยใช้
เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
3 .  ก ำ รคั ด เ ลื อกลั กษณะ ท ำ ง
พันธุกรรมของพันธุ์มันส ำปะหลัง
เกี่ยวกับควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง 
4. กำรคัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลัง
ต้ำนทำนโรครำกปมโดยกำรใช้
เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
5. กำรคัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังที่
เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์โดย
กำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
6 .  กำรตรวจสอบลักษณะแป้ง
เหนียวในมันส ำปะหลังโดยกำรใช้
เคร่ืองหมำยดีเอ็นเอ 

7. กำรพัฒนำเคร่ืองหมำยโมเลกุล
เพื่อกำรตรวจสอบลักษณะผลผลิตใน
มันส ำปะหลัง 
(เอกสำรองค์ควำมรู้  
เร่ือง เทคโนโลยีชีวภำพเพื่อกำร
จ ำแนก ตรวจสอบและปรับปรุงพันธุ์
มันส ำปะหลัง)  
www.http://online.anyflip.com/
iabwg/bhlf/mobile/index.html 
(ภาคผนวก) 

เทคโนโลยีกำรใช้
เคร่ืองหมำยโมเลกุล
เข้ำมำช่วยใน
กระบวนกำรจ ำแนก 
คัดเลือกและปรับปรุง
พันธุ์มันส ำปะหลังให้
มีลักษณะทำง
กำรเกษตรที่ดี มี
ควำมต้ำนทำนต่อโรค
และแมลง ซึ่งจะช่วย
เพิ่มควำมแม่นย ำใน
กำรคัดเลือก และ
ตรวจสอบลักษณะได้
อย่ำงรวดเร็วและมี
ประสิทธิภำพ อีกทั้ง
ยังช่วยลดระยะเวลำ 
ค่ำใช้จ่ำยและ
แรงงำนที่ใช้ใน
ขั้นตอนกำรปรับปรุง
พันธุ์ลงได้ 

2. ผลงานตีพิมพ ์   2. ผลงานตีพิมพ ์     
   2.1 ระดับชำติ 7 เร่ือง    2.1 ระดับชำติ 7 เร่ือง 1. กำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำง

พันธุกรรมของมันส ำปะหลังโดยใช้
เคร่ืองหมำยโมเลกุลชนิด SSR  
(วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีที่ 37  
ฉบับที่ 1 มกรำคม - เมษำยน 2562) 
2. กำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุลในกำร
คัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังต้ำนทำน 
โรคใบด่ำง (Cassava Mosaic 
Disease) (วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีที่ 
38 ฉบับที่ 1 มกรำคม-เมษำยน 2563) 
3. เคร่ืองหมำยดีเอ็นเอส ำหรับคัด 
เลือกพันธุ์พืชต้ำนทำนโรค 
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ผลผลิตตามค ารับรอง จ านวน 
หน่วย
นับ 

ผลผลิตท่ีเกดิขึ้นจริง จ านวน 
หน่วย
นับ 

รายละเอียดผลผลิต  
(พร้อมแนบหลักฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

       (วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีที่ 38  
ฉบับที่ 2 พฤษภำคม-สิงหำคม 2563) 
4. วิธีสกัดดีเอ็นเอจำกมันส ำปะหลังที่
รวดเร็ว ประหยัด และปรำศจำกตัว
ท ำละลำยอินทรีย์อันตรำย 
(วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีที่ 39  
ฉบับที่ 2 พฤษภำคม-สิงหำคม 2564) 
(ภาคผนวก) 
(เร่ืองที่ 5 -7 อยู่ระหว่ำงเตรียม
ต้นฉบับ 40%) 

 

3. การประชุมเผยแพร่
ผลงาน/สัมมนา 

  3. การประชุมเผยแพร่
ผลงาน/สัมมนา 

    

3.1 น ำเสนอแบบโปสเตอร์ 3 เร่ือง 3.1 น ำเสนอแบบโปสเตอร์ 3 เร่ือง 1. กำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุลในกำร
คัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังต้ำนทำน
โรคใบด่ำง ในกำรประชุมวิชำกำร
พฤกษศำสตร์แห่งประเทศไทย (BCT 
13) ระหว่ำงวันที่ 14-15 มิถุนำยน 
2562 มหำวิทยำลัยศรีนครินทรวิโรฒ 
2. กำรพัฒนำเคร่ืองหมำย ILP จำก
ยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้ง
เพื่อศึกษำควำมหลำกหลำยในมัน
ส ำปะหลัง ในกำรประชุมวิชำกำร
ระดับชำติมหำวิทยำลัยทักษิณ คร้ัง
ที่ 32 ประจ ำปี 2565 วันที่ 25 
มีนำคม 2565 (ภาคผนวก) (เร่ือง
ที่ 3 อยู่ระหว่ำงเตรียมต้นฉบับ 
40%) 

 

3.2 น ำเสนอแบบปำก
เปล่ำในสัมมนำระดับ
นำนำชำติ 

- เร่ือง 3.2 น ำเสนอแบบปำกเปล่ำ
ในสัมมนำระดับนำนำชำติ 

1 เร่ือง 1. Research and development 
of cassava varieties for cassava 
mosaic disease control (DOA): 
Marker-assisted selection for 
resistance to cassava mosaic 
disease in DOA project  
(The International Symposium 
“Towards Development of Cassava 
Mosaic Disease (CMD) Resistant 
Varieties in South-east Asia” on 
29 November 2021 co-organized 
by SATREPS and ACIAR) 
(ภาคผนวก) 

 

4. กระบวนการใหม ่   4. กระบวนการใหม ่     
 4.1 ระดับห้องปฏิบัติกำร 
 

5 กระบวน
กำร 

4.1 ระดับห้องปฏิบัติกำร 
มีเทคโนโลยีและเคร่ืองหมำย 
โมเลกุลที่เหมำะสมส ำหรับ 

6 กระบวน
กำร 

1. เทคโนโลยีกำรคัดเลือกลักษณะ
ทำงพันธุกรรมของพันธุ์มันส ำปะหลัง
ที่เก่ียวข้องกับควำมต้ำนทำนโรค 

เคร่ืองหมำยโมเลกุล
ที่จ ำเพำะกับลักษณะ
ที่เก่ียวข้องกับควำม 
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ผลผลิตตามค ารับรอง จ านวน 
หน่วย
นับ 

ผลผลิตท่ีเกดิขึ้นจริง จ านวน 
หน่วย
นับ 

รายละเอียดผลผลิต  
(พร้อมแนบหลักฐาน) 

เชิงคุณภาพ 

   ใช้ในกำรตรวจสอบและ
คัดเลือกลักษณะทำง
พันธุกรรมของพันธุ์ 
มันส ำปะหลังเพื่อให้มี
ลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี 
ได้แก่ ลักษณะต้ำนทำนโรค
แบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง 
โรครำกปม ลักษณะผลผลิต
และแป้งสงู ไซยำไนด์ต่ ำ 
และแป้งเหนียว 

  แบคทีเรียลไบลท์โดยกำรใช้ เคร่ือง 
หมำยโมเลกุล  
2. เทคโนโลยีกำรคัดเลือกลักษณะ
ทำงพันธุกรรมของพันธุ์มันส ำปะหลัง
ที่ เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรค 
CMD โดยกำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
3. เทคโนโลยีกำรคัดเลือกลักษณะ
ทำงพันธุกรรมของพันธุ์มันส ำปะหลัง
ที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปม
โดยกำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล  
4. เทคโนโลยีกำรคัดเลือกลักษณะ
ทำงพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับปริมำณ 
แป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำในมันส ำปะหลัง
โดยกำรใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล  
5. เทคโนโลยีกำรคัดเลือกลักษณะ
ทำงพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับลักษณะ
แป้งเหนียวในมันส ำปะหลัง โดยกำร
ใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
6. เทคโนโลยีกำรตรวจสอบและ
คัดเลือกลักษณะทำงพันธุกรรมที่
เก่ียวข้องกับลักษณะผลผลิตในมัน
ส ำปะหลัง โดยกำรใช้เคร่ืองหมำย
โมเลกุล (ภาคผนวก) 

ต้ำนทำนต่อโรคแบค 
ทีเรียลไบลท์ ใบด่ำง 
รำกปม ลักษณะแป้ง
สูง ไซยำไนด์ต่ ำ และ
แป้งเหนียว เข้ำมำ
ช่วยในกำรคัดเลือก
พันธุ์ให้มีลักษณะที่
ต้องกำร ซึ่งข้อมูลที่
ได้จะมีควำมแม่นย ำ
สูง อีกทั้งยังช่วยลด
ระยะเวลำ ค่ำใช้จ่ำย 
แรงงำนและขั้นตอน
กำรปรับปรุงพันธุ์มัน
ส ำปะหลังได้อย่ำง
น้อย 3 ปี 

5. ทรัพย์สินทางปัญญา   5. ทรัพย์สินทางปัญญา     

อนุสิทธิบัตร/สิทธิบัตร/
ลิขสิทธิ์/พันธุ์พืช  

- เร่ือง อนุสิทธบิัตร/สิทธิบัตร/
ลิขสิทธิ์/พันธุ์พืช 

1 เร่ือง กำรขอจดอนุสิทธิบัตรกำรประดิษฐ์ 
เค ร่ืองหมำยโมเลกุลช นิดสนิปที่
สัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์ในหัวมัน
ส ำปะหลังของยีน manes.16G007500 
-  เคร่ืองหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่
สัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์ในหัวมัน
ส ำปะหลังน้ี ใช้ส ำหรับกำรตรวจสอบ
ลักษณะของปริมำณไซยำไนด์ในหัว 
มันส ำปะหลัง ประกอบด้วย ชุดไพรเมอร์ 
จ ำนวน 4 เส้น ถูกน ำมำใช้ ร่วมกัน
ด้วยวิ ธี กำรพีซี อ ำ ร์  แล้ วท ำกำ ร
วิเครำะห์ผลโดยใช้วิธีอิเล็กโตรโฟรีซีส
ในอะกำโรสเจล                                                    
(อยู่ระหว่ำงด ำเนินกำรย่ืนเอกสำร
เ พื่ อ ย่ื น ข อ รั บ อ นุ สิ ท ธิ บั ต ร กำ ร
ประ ดิษฐ์ กั บ ส ำ นัก นิ ติกำ ร  กรม
วิชำกำรเกษตร เมื่อวันที่ 23 พ.ย. 64) 
(ภาคผนวก) 
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3.3  ผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นจริง (Outcome) (ถ้าม)ี 

 ผลลัพธ์ที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิด 
ผลลัพธ์ 

นักวิจัย นักวิชำกำร นักปรับปรุงพันธ์ุ สำมำรถน ำเทคโนโลยีและเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกและพัฒนำได้จำก
งำนวิจัยในโครงกำรน้ี ได้แก่ เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง CMD ลักษณะ
ผลผลิต และลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ ได้น ำมำพัฒนำต่อยอดงำนวิจัยเพ่ือใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มี
ลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำง มีปริมำณผลผลิตและแป้งสูง ซึ่งอยู่ภำยใต้โครงกำรวิจัย: วิจัยและพัฒนำพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังเพ่ือผลผลิตและคุณภำพสูงส ำหรับอุตสำหกรรม โครงกำรย่อย: กำรวิจัยและพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลัง
เพ่ือกำรควบคุมโรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง กิจกรรม: กำรคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง ผลผลิต
และแป้งสูง โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล ท่ีได้รับกำรสนับสนุนจำกงบประมำณกองทุน สกสว ปี 2565 – 2567  

2565 

 

3.4  ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง (Impact) (ถ้าม)ี 

ผลกระทบที่เกิดขึ้นจริง ปีที่เกิดผลกระทบ 
ด้านสังคม :  ผลงำนวิจัยที่ได้รับกำรตีพิมพ์ และกำรน ำเสนอผลงำนวิจัยรูปแบบโปสเตอร์และปำกเปล่ำในกำร
ประชุมวิชำกำรต่ำงๆ เพ่ือเป็นกำรเผยแพร่ผลงำนต่อสำธำรณะและแลกเปลี่ยนควำมรู้เกี่ยวกับกำรจ ำแนก 
ตรวจสอบ และคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังโดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล สำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ในงำนวิจัย
ด้ำนกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังหรือพืชอื่นที่สนใจได้ อีกทั้งยังเป็นกำรช่วยสนับสนุนเทคโนโลยีด้ำนกำร
ปรับปรุงพันธ์ุให้มีควำมก้ำวหน้ำย่ิงข้ึน  

2569 

 

3.5  การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์  

 วิธีการ/กระบวนการผลักดันงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ (โปรดแนบหลักฐานเชิงประจักษ์การน าผลงานไปใช้ประโยชน์) 

1. กำรน ำองค์ควำมรู้และเทคโนโลยีที่ได้จำกงำนวิจัยน ำไปเผยแพร่สู่สำธำรณะในรูปแบบหนังสือองค์ควำมรู้ (E-book) 
จ ำนวน 1 เล่ม และกำรตีพิมพ์ผลงำนวิจัยในวำรสำรวิชำกำรต่ำงๆ ที่เกี่ยวข้องกับกำรวิจัยและพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 4 เรื่อง 
เพ่ือกำรน ำไปใช้ประโยชน์ในด้ำนวิชำกำร  

       

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร



203 
 

       
 

       
 

 2. สำมำรถน ำองค์ควำมรู้ เทคโนโลยี และเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกและพัฒนำได้จำกงำนวิจัยน้ีไปใช้เพ่ือกำรจ ำแนก 
ตรวจสอบ และคัดเลือกพันธ์ุ เพ่ือกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดีตรงตำมควำมต้องกำรของเกษตรกร
และผู้ประกอบกำร โดยนักวิจัยหรือนักปรับปรุงพันธ์ุพืชจำกหน่วยงำนภำครัฐ หรือเอกชน สำมำรถน ำไปต่อใช้ประโยชน์หรือต่อ
ยอดเพ่ือกำรพัฒนำในอนำคต  

ทั้งน้ีเครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกและพัฒนำได้จำกงำนวิจัยในโครงกำรน้ี ได้แก่ เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับ
ลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง CMD ลักษณะผลผลิต (root yield) และลักษณะไซยำไนด์ต่ ำ ได้น ำมำพัฒนำต่อยอดงำนวิจัย
เพ่ือใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำง มีปริมำณผลผลิตและแป้งสูง ซึ่งอยู่ภำยใต้โครงกำรวิจัย: 
วิจัยและพัฒนำพันธ์ุมันส ำปะหลังเพ่ือผลผลิตและคุณภำพสูงส ำหรับอุตสำหกรรม โครงกำรย่อย : กำรวิจัยและพัฒนำพันธ์ุมัน
ส ำปะหลังเพ่ือกำรควบคุมโรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง กิจกรรม: กำรคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง ผลผลิต และ
แป้งสูง โดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุล ที่ได้รับกำรสนับสนุนจำกงบประมำณกองทุน สกสว ปี 2565 – 2567  

 
ด้านสังคม :  เกษตรกรและผู้ประกอบกำร มีควำมต้องกำรมันส ำปะหลังพันธ์ุดี มีควำมต้ำนทำนต่อโรคและแมลง ให้ผลผลิตสูง 
สำมำรถปลูกและให้ผลผลิตที่ดีได้ในทุกสภำพแวดล้อม โดย นักวิชำกำรของหน่วยงำนภำครัฐ ภำคเอกชน นักปรับปรุงพันธ์ุ นักวิจัย 
สำมำรถน ำองค์ควำมรู้และเทคโนโลยีที่ได้จำกงำนวิจัยและเครื่องหมำยโมเลกุลที่จ ำเพำะกับลักษณะที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนต่อ
โรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ลักษณะผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว เข้ำมำช่วยในกำรคัดเลือก
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พันธ์ุให้มีลักษณะที่ต้องกำร ซึ่งข้อมูลที่ได้จะมีควำมแม่นย ำสูง รวดเร็ว และมีประสิทธิภำพมำกย่ิงข้ึน นอกจำกน้ียังช่วยลด
ระยะเวลำ ค่ำใช้จ่ำย แรงงำนและข้ันตอนกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ อีกทั้งมันส ำปะหลังพันธ์ุดีที่ได้จะมีควำมต้ำนทำนต่อ
โรคและแมลง สำมำรถช่วยลดกำรใช้สำรเคมีซึ่งเป็นปัญหำส ำคัญที่ส่งผลกระทบต่อสุขภำพของเกษตรกร และสิ่งแวดล้อมในระยะยำว 
เกษตรกรมีคุณภำพชีวิตและควำมเป็นอยู่ที่ดีข้ึน 

 
ด้านวิชาการ :  นักวิชำกำรของหน่วยงำนภำครัฐและเอกชน นักปรับปรุงพันธ์ุ นักวิจัย เกษตรกรและผู้ประกอบกำร สำมำรถน ำ
เทคโนโลยีและองค์ควำมรู้ในกำรศึกษำและพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลให้มีควำมจ ำเพำะกับลักษณะส ำคัญทำงกำรเกษตร ได้แก่ 
ลักษณะต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ลักษณะผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และแป้งเหนียว เข้ำมำ
ช่วยในกระบวนกำรคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี ตรงตำมควำมต้องกำรของเกษตรกรและ
ผู้ใช้ประโยชน์อื่นๆ โดยผลงำนวิจัยที่ด ำเนินกำรเสร็จสิ้นแล้วได้น ำมำตีพิมพ์ในวำรสำรวิชำกำร และกำรน ำเสนอผลงำนวิจัยใน
รูปแบบโปสเตอร์ในกำรประชุมวิชำกำรต่ำงๆ เพ่ือเผยแพร่ผลงำนต่อสำธำรณะ สำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ในกำรวิจัยด้ำนกำร
ปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังหรือพืชอื่นที่สนใจได้ เพ่ือเป็นกำรสนับสนุนเทคโนโลยีด้ำนกำรปรับปรุงพันธ์ุให้มีควำมก้ำวหน้ำย่ิงข้ึน 
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บทที่ 4 สรปุผลและอภปิรายผล 
 

 สรุปผล 
 1. กำรคัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR ที่เหมำะสมส ำหรับใช้ในกำรจ ำแนกพันธ์ุมันส ำปะหลัง โดยท ำกำรศึกษำในมัน
ส ำปะหลัง จ ำนวน 18 ตัวอย่ำงพันธ์ุ ร่วมกับไพรเมอร์ชนิด SSR จ ำนวน 60 คู่ไพรเมอร์ สำมำรถคัดเลือกไพรเมอร์ที่มีควำมเหมำะสม
ส ำหรับน ำไปใช้จ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 54 คู่ไพรเมอร์ และได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่สำมำรถ
จ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ดี จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ส ำหรับน ำไปใช้ในกำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำง
พันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี กลุ่มพันธ์ุลูกผสม และกลุ่มพันธ์ุน ำเข้ำจำก
ต่ำงประเทศ (CIAT Core Collection) จำกแปลงรวบรวมพันธ์ุ ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ โดยใช้
เครื่องหมำยโมเลกุล SSR ที่ติดฉลำกด้วยสำรเรืองแสง 4 ชนิดคือ FAM (blue) HEX (green) TAMRA (yellow) และ ROX (red) 
จ ำนวน 16 คู่ไพรเมอร์ ด้วยเทคนิค PCR และวิเครำะห์ขนำดของดีเอ็นเอ (Fragment Analysis) ด้วยเครื่องวิเครำะห์อัตโนมัติ 
ABI3730XL พบว่ำ ได้ข้อมูลควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวนทั้งสิ้น 4 ,320 ข้อมูล 
และได้ข้อมูลควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลังทั้ง 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ น ำมำจัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรม 
(cluster analysis) โดยวิธี UPMGA แบ่งออกได้เป็น 3 กลุ่มหลักที่แสดงควำมแตกต่ำงกันอย่ำงชัดเจน โดยมีค่ำสัมประสิทธ์ิควำม
เหมือนทำงพันธุกรรม (similarity coefficient) อยู่ระหว่ำง 0.10 – 1.00 และค่ำ cophenetic correlation (r) เท่ำกับ 0.70    
ซึ่งถือว่ำเป็นกำรจัดกลุ่มที่มีควำมน่ำเชื่อถืออยู่ในระดับปำนกลำง สำมำรถน ำไปประโยชน์ในกำรเป็นข้อมูลพ้ืนฐำนในกำรคัดเลือก
พ่อแม่พันธ์ุในงำนปรับปรุงพันธ์ุพืช เพ่ือสร้ำงลูกผสมให้มีควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมมำกย่ิงข้ึน 
 2. กำรคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลส ำหรับใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่สัมพันธ์กับควำมต้ำนทำนโรค
แบคทีเรียลไบลท์ สำมำรถคัดเลือกได้ จ ำนวน 6 เครื่องหมำย ได้แก่ MBBR13 (681bp) MBBR5(664bp) MBBR9(609bp)   
MBBR17(627bp) MBBR4(667bp) และ SSrY5 (299bp) แล้วน ำเครื่องหมำยโมเลกุลชุดดังกล่ำว ไปคัดเลือกมันส ำปะหลังที่เก็บ
รวบรวมในศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง ด้วยเทคนิคพีซีอำร์และแยกแถบดีเอ็นเอด้วยเจลอิเลคโตรโฟริซิส น ำเครื่องหมำยโมเลกุลทั้ง 6 
เครื่องหมำย มำทดสอบตรวจหำต ำแหน่งยีนต้ำนทำนโรคกับมันส ำปะหลัง จ ำนวน 663 สำยพันธ์ุ ประกอบด้วย ได้ทดสอบกำรเพ่ิม
ปริมำณยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบท์จำกดีเอ็นเอของมันส ำปะหลังพันธ์ุอนุรักษ์พันธ์ุไทย จ ำนวน 200 สำยพันธ์ุ พันธ์ุลูกผสม F1 
รหัส 58 จ ำนวน 76 พันธ์ุ มันส ำปะหลังพันธ์ุบริโภค จ ำนวน 144 พันธ์ุ มันส ำปะหลังพันธ์ุลูกผสมปี 62 จ ำนวน 138 สำยพันธ์ุ  
พันธ์ุพ่อแม่พันธ์ุ จ ำนวน 105 พันธ์ุ สำมำรถคัดเลือกมันส ำปะหลังได้ จ ำนวน 200 สำยพันธ์ุ ด้วยวิธี Association mapping แล้ว
น ำไปคัดเลือกในแปลงอนุรักษ์พันธ์ุมำ จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ น ำมำปลูกในกระถำง 4 น้ิวในวัสดุปลูกขุยมะพร้ำวจนมีใบจริงจ ำนวน 
3 ใบ จึงน ำไปทดสอบฟีโนไทป์ด้ำนกำรตอบสนองต่อเชื้อแบคทีเรียสำเหตุโรค โดยให้คะแนนควำมต้ำนทำนระดับ 0-5 จำกกำร
ประเมินควำมรุนแรงของอำกำรใบไหม้ และคัดเลือกมันส ำปะหลังได้ 22 สำยพันธ์ุ ที่มีแนวโน้มให้ควำมต้ำนทำนต่อโรคแบคทีเรียลไบลท์ 
และควรน ำไปประกอบกำรตัดสินใจปรับปรุงพันธ์ุร่วมกับลักษณะอื่นๆ ต่อไป 
 3. กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล จ ำนวน 9 เครื่องหมำย ได้แก่ RME1, NS158, SSRY28, NS169, EST-R, EST-K, Ex2-78, 
Ex2-157 และ Ex3-128 ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำงจำกเชื้อพันธ์ุมันส ำปะหลังจำกศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง
จ ำนวน 250 พันธ์ุ พบพันธ์ุ candidate ที่แสดงแถบดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์คล้ำยคลึงกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 จ ำนวน 14 พันธ์ุ 
ซึ่ง 2 ใน 14 พันธ์ุน้ีแสดงแถบดีเอ็นเอและมีล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ในทั้ง 9 เครื่องหมำยโมเลกุล ได้แก่ 
MMAL63 และ CMR23-149-59 ซึ่งพันธ์ุ candidate เหล่ำน้ีจะถูกน ำไปทดสอบควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังกับเชื้อโรคจริง 
ส ำหรับกำรคัดเลือกลูกผสมในปี 2563-2564 พบลูกผสม candidate จ ำนวน 16 ต้นที่มีแถบดีเอ็นเอ และล ำดับนิวคลีโอไทด์
เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ครบทั้ง 9 เครื่องหมำย นอกจำกน้ีลูกผสมระหว่ำง CMR 37-18-201 x TME3 จ ำนวน 2 ต้น 
แสดงแถบดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 ใน 7 เครื่องหมำยซึ่งลูกผสม 2 ต้นน้ีมีควำมเป็นไปได้สูง
ที่จะแสดงฟีโนไทป์ต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลังเน่ืองจำกสืบเชื้อสำยมำจำกพันธ์ุ TME3 โดยตรง โดยในพันธ์ุ TME3 มีโลคัส 
CMD2 ที่เป็นโลคัสหลักในกำรควบคุมลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำงมันส ำปะหลัง และเครื่องหมำยโมเลกุลที่ใช้ ในกำรคัดเลือก
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พันธ์ุมันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำงส่วนใหญ่มีควำมสัมพันธ์กับโลคัส CMD2 อย่ำงไรก็ตำม กำรทดสอบควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง
มันส ำปะหลังของพันธ์ุและลูกผสม candidate ในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรคเป็นสิ่งจ ำเป็น   
 4. กำรคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลังเบื้องต้นจำกมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 พันธ์ุ ได้แก่ พันธ์ุที่
ต้ำนทำนโรครำกปมคือ ระยอง 1, ระยอง 7, ระยอง 13, ระยอง 60, ระยอง 72 และเกษตรศำสตร์ 50 และพันธ์อ่อนแอต่อโรครำกปม
คือ ระยอง 2, ระยอง3, ระยอง 5, ระยอง 9, ระยอง 11, ระยอง 90, ห้วยบง 60, ห้วยบง 80 ท ำกำรออกแบบและสังเครำะห์ไพรเมอร์
จำกรำยงำนที่ใช้คัดเลือกโรครำกปมจำกหัวบีท มันฝรั่ง ถ่ัวอัลมอนด์ และไพรเมอร์ SSR จ ำนวน 26 คู่ ออกแบบไพรเมอร์จำกยีน 
Endoglucanase ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับโรครำกปมเพ่ิมอีก 11 คู่ และจำกยีนที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรครำกปม 4 ยีน 
ออกแบบเป็นไพรเมอร์ชนิด ILP (Intron Length Polymorphism) จ ำนวน 31 คู่  รวมทั้งสิ้น 57 คู่ไพรเมอร์ เมื่อทดสอบ
ประสิทธิภำพของไพรเมอร์ที่ออกแบบไว้กับมันส ำปะหลัง จ ำนวน 14 พันธ์ุ พบว่ำ มีไพรเมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงของมันส ำปะหลัง 
จ ำนวน 15 คู่ คือ PGLR7, PMEU2, BGL1, BGL2, BGL3, BGL4, BGL7, BGL9, BGL10, GUN4,  GUN5, GUN6, GUN7, GUN8, 
GUN9 ท ำกำรทดสอบประสิทธิภำพของไพรเมอร์ทั้ง 15 คู่ กับดีเอ็นเอมันส ำปะหลังที่มีข้อมูลกำรทดสอบโรครำกปม จ ำนวน 71 
พันธ์ุ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วย 2% agarose gel และด้วยเครื่อง QIAxcel พบว่ำ ไพรเมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงของมันส ำปะหลัง 
71 พันธ์ุ มี 6 คู่ คือ BGL2, BGL4, BGL7, GUN4, GUN 5, PGLR7 จำกน้ันได้คัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสม จ ำนวน 2 สำยพันธ์ุ ที่มี
พันธ์ุพ่อหรือพันธ์ุแม่ต้ำนทำนโรครำกปมคือ พันธ์ุลูกผสม CMR 62-11 (พันธ์ุแม่คือ CMR 32-94-12 และพันธ์ุพ่อคือ KU 50) ที่
ต้ำนทำนโรครำกปม จ ำนวน 46 ตัวอย่ำง และพันธ์ุลูกผสม CMR 62-79 (พันธ์ุแม่คือ CMR 50-70-76 และพันธ์ุพ่อคือ R7) ที่
ต้ำนทำนโรครำกปม จ ำนวน 259 ตัวอย่ำง ท ำกำรทดสอบ PCR กับไพรเมอร์ 6 คู่ พบว่ำ ไพรเมอร์ที่ให้ควำมแตกต่ำงของลูกผสมแต่
ละต้นได้อย่ำงชัดเจนคือ BGL7 และ GUN5 ในกำรศึกษำและวิเครำะห์ ข้อมูล Genotyping by sequencing (GBS) ของมัน
ส ำปะหลัง จ ำนวน 71 พันธ์ุ โดยพบรูปแบบ SNPs จ ำนวน 2,688 รูปแบบ คิดเป็น 100% โดยเป็นแบบ transitions ซึ่งเป็นกำร
เปลี่ยนแปลงล ำดับคู่เบสของดีเอ็นเอประเภทเดียวกันคือ Purine เปลี่ยนเป็น Purine (A/G, G/A) Pyrimidine เปลี่ยนเป็น 
Pyrimidine (C/T, T/C) 70.91% และแบบ transversion คือ Purine เปลี่ยนเป็น Pyrimidine และจำก Pyrimidine เปลี่ยนเป็น 
Purine (A/C, C/A, A/T, T/A, C/G, G/C, G/T, T/G) 29.09% ซึ่ง SNPs แบบ G/A พบมำกที่สุด 23.25% และพบ SNPs แบบ 
C/G น้อยที่สุด 0.89% อัตรำส่วนระหว่ำง transition : transversion คิดเป็น 2.44% และท ำกำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงเทคโนโลยีชีว 
สำรสนเทศ เพ่ือหำ SNP โดยใช้ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงลักษณะทำง Phenotype ของดัชนีรำกปม ควำมต้ำนทำนและควำมอ่อนแอ
ต่อโรครำกปม และท ำ dendrogram เพ่ือดูควำมสัมพันธ์ของพันธ์ุมันส ำปะหลัง 71 พันธ์ุ และออกแบบไพรเมอร์ แบบ tetra 
primer จ ำนวน 6 ชุด ส ำหรับใช้ตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลัง 
พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุล  2 ชุด สำมำรถใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนได้ โดยแยกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ
มันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรคและอ่อนแอต่อโรคได้  
 5. กำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำที่รวบจำกเอกสำร
ทำงวิชำกำรต่ำงๆ กับมันส ำปะหลังพันธ์ุต่ำงๆ ที่รวบรวมอยู่ในศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง พบว่ำ ไม่สำมำรถจ ำแนกลักษณะแป้งสูงและ
ลักษณะไซยำไนด์ต่ ำได้ จำกน้ันจึงน ำเทคโนโลยี GBS ตรวจสอบจีโนไทป์และควำมแตกต่ำงของล ำดับเบส ณ ต ำแหน่งใดๆ (single 
nucleotide polymorphism; SNP) เพ่ือน ำมำพัฒนำเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPและเมื่อน ำมันส ำปะหลังจ ำนวน 100 
สำยพันธ์ุ วิเครำะห์จีโนไทป์ด้วยเทคโนโลยี GBS และพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป (SNP marker) ที่เกี่ยวข้องกับปริมำณ
ไซยำไนด์ ด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR จ ำนวน 3 ชุด ได้แก่ โดย 1CHN มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลัง 
สำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 280 mg HCN/kg น้ ำหนักสด ร้อยละ 64.81 ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN และ 
13CHN มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด ร้อยละ 
73.33 และ 76.64 ตำมล ำดับ และพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้ง (% amylose) ด้วยเทคนิค 
Pyrosequencing จ ำนวน 3 เครื่องหมำย โดยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP2 มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลัง
สำยพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 15.12 คิดเป็นร้อยละ 58.64 และเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP5 และ SNP6 
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มีประสิทธิภำพในกำรคัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณแป้ง (% amylose) สูงกว่ำ 10.83 คิดเป็นร้อยละ 70.94 และ 
69.62 ตำมล ำดับ 
 6. กำรตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะแป้งเหนียว (Waxy starch) ในมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลตำม
รำยงำน Aiemnaka และคณะ (2012) ซึ่งมีลักษณะจีโนไทป์ของแป้งเหนียว (Waxy) เป็นแบบด้อย หรือ wxwx ผลกำรตรวจสอบ
ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง จ ำนวนทั้งสิ้น 758 พันธ์ุ จำกแหล่งรวบรวมพันธ์ุ (ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง) พบให้จีโนไทป์เป็นแบบ WxWx, 
Wxwx และ wxwx มีจ ำนวน 522 202 และ 17 ตัวอย่ำง ตำมล ำดับ เมื่อน ำไปตรวจสอบฟีโนไทป์ลักษณะแป้งเหนียวด้วยกำรย้อม
สีไอโอดีน พบว่ำหัวมันและเม็ดแป้งมันส ำปะหลังจำกตัวอย่ำงจีโนไทป์ Wxwx และ wxwx ปรำกฎเป็นสีน้ ำเงิน และไม่พบกำรเกิดสี
น้ ำตำลทั้งในตัวอย่ำงหัวมันและเม็ดแป้ง แสดงให้เห็นว่ำเครื่องหมำยดีเอ็นเอดังกล่ำวมีควำมสัมพันธ์กับลักษณะแป้งเหนียวเฉพำะใน
กลุ่มประชำกรที่มีพันธ์ุ Waxy เป็นพ่อแม่พันธ์ุเท่ำน้ัน แต่ไม่สำมำรถใช้คัดเลือกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังนอกกลุ่มประชำกรได้ ส ำหรับยีน 
GBSSI เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งเหนียวในพืช จำกกำรศึกษำล ำดับนิวคลีโอไทด์ โดยเปรียบเทียบมันส ำปะหลังแป้งเหนี ยวพันธ์ุ 
Waxy-HB1 ที่ได้จำกมูลนิธิสถำบันพัฒนำมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทย และพันธ์ุกำรค้ำ (non-waxy) ได้แก่ ห้วยบง 80 และ 
เกษตรศำสตร์ 50 ผลกำรเปรียบเทียบล ำดับนิวคลีโอไทด์ต ำแหน่งที่ 229 เป็นแบบ T/G พบว่ำพันธ์ุมันส ำปะหลัง non waxy เป็น
ต ำแหน่ง G และพันธ์ุ Waxy-HB1 เป็นต ำแหน่ง T เมื่อน ำไปแปลรหัสเป็นโปรตีนเป็นต ำแหน่งโคดอน TGA (stop codon) ในส่วน
ของ coding gene จึงออกแบบไพรบไพรเมอร์ที่เฉพำะต่อล ำดับเบส T/G มำตรวจสอบกับตัวอย่ำงมันส ำปะหลังที่มีลักษณะจีโน
ไทป์แบบ Wxwx และ wxwx จ ำนวน 221 ตัวอย่ำง ด้วยวิธี TaqMan probes ผลกำรตรวจสอบพบทุกตัวอย่ำงของพันธ์ุ non waxy 
ไม่พบต ำแหน่งเบส T แสดงให้เห็นว่ำลักษณะแป้งเหนียวอำจเกิดจำกกำรกลำยของยีน GBSSI หรือยีนอื่นๆ ที่มีเฉพำะในพันธ์ุ 
Waxy ซึ่งมีรำยงำนกำรกลำยพันธ์ุแบบ spontaneous mutation ที่ท ำให้เกิดลักษณะแป้งเหนียว กำรค้นหำและเปรียบเที ยบ
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs ด้วยวิธี GBS จำกพันธ์ุปกติและพันธ์ุแป้งเหนียว จ ำนวนทั้งสิ้น 13 ตัวอย่ำง ได้ข้อมูลเครื่องหมำย 
SNPs แบบ Bi-Allelic จ ำนวน 19,057 ต ำแหน่ง พบต ำแหน่ง SNPs เฉพำะมันส ำปะหลังพันธ์ุแป้งเหนียวจ ำนวน 33 ต ำแหน่ง 
แบ่งเป็น SNPs แบบเฮทเทอโรไซโกต จ ำนวน 26 ต ำแหน่ง และแบบโฮโมไซโกต จ ำนวน 7 ต ำแหน่ง ซึ่งสำมำรถใช้ในคัดเลือก ระบุ 
หรือจ ำแนกสำยพันธ์ุมันส ำปะหลังได้ต่อไป อย่ำงไรก็ตำม จำกผลกำรทดลองที่ได้ตรงตำมตัวชี้วัดที่ต้ังไว้ในปี 2563 คือ ได้พันธ์ุ    
มันส ำปะหลังที่มีจีโนไทป์ลักษณะแป้งเหนียวเป็นแบบ Wxwx จ ำนวน 202 ตัวอย่ำง และแบบ wxwx จ ำนวน 17 ตัวอย่ำง แต่ไม่
สำมำรถคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุที่มีลักษณะแป้งเหนียวส ำหรับกำรพัฒนำและปรับปรุงพันธ์ุ รวมถึงไม่พบมันส ำปะหลังที่มีลักษณะฟีโนไทป์
เป็นแป้งเหนียว จึงไม่สำมำรถจัดท ำคู่ผสมและคัดเลือกลูกผสมส ำหรับกำรวิจัยต่อไปในปี 2564 ได้ 

7.  กำรคัดเลือกเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะผลผลิตในมันส ำปะหลัง โดยกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP ทั้งหมด 
13 เครื่องหมำย จำกยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลัง จ ำนวน 6 ยีน ซึ่งเครื่องหมำยเหล่ำน้ีมีค่ำ
ประสิทธิภำพของเครื่องหมำย (PIC) อยู่ระหว่ำง 0.19 – 0.64 และมีค่ำเฉลี่ย 0.35 ซึ่งเครื่องหมำย ILP ที่พัฒนำได้จำกวิจัยมี
ศักยภำพในกำรน ำไปศึกษำแยกควำมแตกต่ำงของพันธ์ุมันส ำปะหลังในโครงกำรปรับปรุงพันธ์ุได้ กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์
ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง เครื่องหมำย UGPase1 แสดงควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนัก
ผลผลิตมันส ำปะหลังสูงสุด (ค่ำ p น้อยที่สุด) โดยมีค่ำอิทธิผลต่อลักษณะ (R2) อยู่ระหว่ำง 2 ถึง 3% แต่ไม่ถึงระดับนัยส ำคัญ p < 
0.05 นอกจำกน้ี สำมำรถพัฒนำเครื่องหมำย SNPs ได้ทั้งหมด 383,828 เครื่องหมำย โดยสำมำรถระบุต ำแหน่งบนทั้ง 18 
โครโมโซมของมันส ำปะหลัง กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง พบ
เครื่องหมำย SNP บนโครโมโซมที่ 12 ได้แก่ เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762 มีควำมสัมพันธ์มำก
ที่สุดกับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง โดยเครื่องหมำยเหล่ำน้ีอยู่ภำยในยีน splicing factor ESS-2 homolog  ในมัน
ส ำปะหลัง (E value = 0) โดยโปนตีนน้ีเก่ียวข้องกับกระบวนกำรควบคุมกำรแสดงออกของยีน โดยผลจำกงำนวิจัยในครั้งน้ีจะเป็น
ประโยชน์ต่อกำรน ำไปใช้เป็นเครื่องหมำยดีเอ็นเอเพ่ือใช้ในกำรคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังในโครงกำรปรับปรุงพันธ์ุได้ 
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  อภิปรายผล 
1. เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR จ ำนวน 16 เครื่องหมำย ที่ผ่ำนกำรคัดเลือกว่ำมีควำมเหมำะสมส ำหรับน ำไปใช้ในกำร

จ ำแนกควำมแตกต่ำงทำงพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของพันธ์ุมันส ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธ์ุและกลุ่มที่มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี 
จ ำนวน 270 ตัวอย่ำงพันธ์ุ โดยใช้เทคนิค PCR ท ำให้ได้ข้อมูลควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพันธ์ุมันส ำปะหลัง จ ำนวน 3,420 ข้อมูล 
ซึ่งเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR หรือ microsatellite เป็นเครื่องหมำยที่มีควำมจ ำเพำะถูกสร้ำงข้ึนให้จับกับดีเอ็นเอเป้ำหมำย ณ 
ต ำแหน่งที่ต้องกำรหรือยีนที่สนใจ เป็นเครื่องหมำยที่มีควำมเหมำะสมและนิยมน ำมำใช้ในกำรศึกษำด้ำนจีโนม กำรสร้ำงแผนที่จีโนม 
กำรประเมินควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพืช กำรจ ำแนกควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุเพ่ือระบุจีโนไทป์ของพืชหลำยชนิด  
ทั้งน้ีเพรำะ SSR มีอยู่เป็นจ ำนวนมำกกระจำยทั่วไปในจีโนม และมีควำมแปรปรวนสูง อีกท้ังจ ำนวนซ้ ำของ SSR มีควำมแตกต่ำงกัน
ในพืชชนิด (species) เดียวกัน จึงสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงแบบข่มร่วมได้ (co-dominant) ท ำให้แยกควำมแตกต่ำงระหว่ำง
ลักษณะที่เป็นโฮโมไซกัส (homozygous) และเฮทเทอโรไซกัส (heterozygous) ออกจำกได้ และยังสำมำรถท ำซ้ ำ (reproducibility) 
ได้ดีอีกด้วย (อรรัตน์, 2548) ทั้งน้ี เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR ที่คัดเลือกได้ดังกล่ำว สำมำรถน ำไปใช้ในกำรจ ำแนกควำมแตกต่ำง
ระหว่ำงพันธ์ุมันส ำปะหลังเพ่ือระบุเอกลักษณ์ประจ ำพันธ์ุและกำรคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังต่อไป 

2. เครื่องหมำยโมเลกุลที่ออกแบบโดย Veronique และคณะ (2003) และออกแบบเครื่องหมำยโมเลกุลที่เก่ียวข้องกับ
ยีนต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ของมันส ำปะหลัง จ ำนวน 31 ชนิด น ำมำทดสอบควำมใช้ได้ในมันส ำปะหลังที่เก็บรวบรวมในศูนย์
อนุรักษ์เชื้อพันธ์ุมันส ำปะหลังศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองที่รวบรวมทั้งพันธ์ุไทยและพันธ์ุจำก CIAT สำมำรถคัดเลือกโมเลกุลเครื่องหมำย
ได้ 6 ชนิด ซึ่งเป็นชนิดที่เชื่อมโยงกับลักษณะต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ของมันส ำปะหลัง เมื่อน ำเครื่องหมำยโมเลกุลดังกล่ำวไป
ตรวจสอบหำควำมต้ำนทำนโรคกับมันส ำปะหลัง จ ำนวน 663 สำยพันธ์ุ จนสำมำรถคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังด้วยลักษณะทำงจีโน
ไทป์ได้ จ ำนวน 200 สำยพันธ์ุ และคัดเลือกต้นพันธ์ุจำกแปลงอนุรักษ์พันธ์ุ จ ำนวน 100 สำยพันธ์ุ น ำไปทดสอบลักษณะทำงฟีโน
ไทป์เพ่ือดูลักษณะกำรเกิดโรคแบคทีเรียลไบลท์ สำมำรถคัดเลือกมันส ำปะหลังได้ จ ำนวน 22 สำยพันธ์ุ จำกผลกำรทดลองพบว่ำ มี
ควำมสอดคล้องกันทั้งลักษณะจีโนไทป์และฟีโนไทป์จึงน ำข้อมูลน้ีไปประกอบกำรตัดสินใจในกำรปรับปรุงพันธ์ุต่อไปได้ และสำมำรถ
น ำโมเลกุลเครื่องหมำยเหล่ำน้ีไปใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังลูกผสมในประชำกรอื่นๆ ได้ต่อไป 

3. มันส ำปะหลังพันธ์ุที่คัดเลือกได้จำกกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำงเหล่ำน้ี ถึงแม้ว่ำ
แสดงแถบดีเอ็นเอและล ำดับนิวคลีโอไทด์เช่นเดียวกับพันธ์ุต้ำนทำน TME3 กำรทดสอบฟีโนไทป์ลักษณะควำมต้ำนทำนโรคใบด่ำง 
CMD กับเชื้อโรคจริงเป็นสิ่งจ ำเป็นและมีควำมส ำคัญ เน่ืองจำกเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสกำร์ (RME1) และเอสเอสอำร์ (NS158, 
SSRY28, NS169) อยู่ใกล้กับโลคัส CMD2 แต่ไม่ได้อยู่บนยีน ท ำให้เครื่องหมำยโมเลกุลดังกล่ำวแสดงถึงเพียงควำมเป็นไปได้ที่อำจ
มียีนต้ำนทำนโรคอยู่ในพันธ์ุน้ันๆ ดังน้ัน จึงมีควำมจ ำเป็นที่จะต้องน ำพันธ์ุรวมถึงลูกผสมที่ได้จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำย
โมเลกุลแล้วไปท ำกำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค ก่อนกำรน ำพันธ์ุดังกล่ำวไปใช้ในกำรพัฒนำพันธ์ุและเผยแพร่ ให้แก่
เกษตรกรต่อไป 

4.  กำรทดสอบเครื่องหมำยโมเลกุลในกำรท ำ PCR จำกสังเครำะห์ไพรเมอร์เพ่ือที่จะน ำมำใช้เป็นเครื่องหมำยโมเลกุลใน
กำรคัดเลือกมันส ำปะหลังที่ต้ำนทำนโรครำกปม พบว่ำ tetra primer ที่ใช้ตรวจสอบต ำแหน่ง SNPs ของยีนที่เกี่ยวข้องกับลักษณะ
ต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลัง สำมำรถให้ผลที่แม่นย ำท่ีสุด มีควำมสัมพันธ์กับลักษณะต้ำนทำนโรครำกปมและดัชนีรำกปม  
เมื่อน ำไปทดสอบกับพันธ์ุมันส ำปะหลังลูกผสม พบว่ำ สำมำรถให้ผลที่แตกต่ำงในมันส ำปะหลังแต่ต้น ซึ่งสำมำรถน ำต้นมัน
ส ำปะหลังที่มีลักษณะต้ำนทำนรำกปมไปปรับปรุงพันธ์ุต่อไปได้เพ่ือน ำไปใช้ในแหล่งที่มีปัญหำโรครำกปมระบำด 

5.  ในเบื้องต้นน ำเครื่องหมำยโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะแป้งสูงและไซยำไนด์ต่ ำจำกเอกสำรทำงวิชำกำรต่ำงๆ       
ซึ่งเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR กำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดน้ี มักพัฒนำข้ึนจำกพ่อแม่พันธ์ุและใช้ตรวจสอบสำยพันธ์ุ
ได้ดีกับลูกผสมที่เกิดจำกพ่อแม่พันธ์ุดังกล่ำว ดังน้ัน เมื่อน ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR มำใช้ตรวจสอบมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุ
ต่ำงๆ ที่รวบรวมพันธ์ุไว้ในแปลงของศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จึงไม่สำมำรถจ ำแนกลักษณะแป้งสูงและลักษณะไซยำไนด์ต่ ำได้ จึงได้น ำ
เทคโนโลยี GBS ตรวจสอบจีโนไทป์และควำมแตกต่ำงของล ำดับเบส ณ ต ำแหน่งใดๆ (SNP) เพ่ือน ำมำพัฒนำเป็นเครื่องหมำย
โมเลกุลชนิด SNP งำนวิจัยน้ี จึงพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณไซยำไนด์ ด้วยเทคนิค tetra-primer 
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ARMS-PCR จ ำนวน 3 ชุด 1CHN 3CHN และ 13CHN และเมื่อทดสอบกับตัวอย่ำงดีเอ็นเอของมันส ำปะหลัง เพ่ือเป็นกำรยืนยันว่ำ
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่พัฒนำข้ึนน้ี สำมำรถใช้ในกำรตรวจสอบปริมำณไซยำไนด์ของมันส ำปะหลังได้อย่ำงถูกต้องและ
แม่นย ำ โดยสำมำรถน ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 1CHN ใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 280 mg 
HCN/kg น้ ำหนักสด ซึ่งสำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์คิดเป็นร้อยละ 64.81 ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN 
และ 13CHN สำมำรถน ำไปใช้คัดเลือกมันส ำปะหลังสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำกว่ำ 250 mg HCN/kg น้ ำหนักสด สำมำรถ
ให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์คิดเป็นร้อยละ 73.33 และ 76.64 ตำมล ำดับ โดยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN อยู่ระหว่ำง
ยีน adenylyl-sulfate reductase (thioredoxin) / thioredoxin-dependent 5'-adenylylsulfate reductase (Manes.16G006000) 
และ glyoxalase I homolog (Manes.16G006100) ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 16 ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 13CHN อยู่บน 
intron ของยีน calcium-dependent protein kinase (Manes.16G007500) และเมื่อน ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป 3CHN 
และ 13CHN วิเครำะห์ปริมำณไซยำไนด์ร่วมกัน ท ำให้ประสิทธิภำพในกำรตรวจสอบของเคื่องหมำยโมเลกุลเพ่ิมข้ึนเป็นร้อยละ 
78.33 ส ำหรับกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เก่ียวข้องกับปริมำณแป้ง ด้วยเทคนิค Pyrosequencing มีเพียงต ำแหน่ง
เครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 2, SNP 5 และ SNP 6 ท่ีแสดงจีโนไทป์ท้ัง 3 รูปแบบ คือ จีโนไทป์ AA GG และ AG และเมื่อท ำกำร
ตรวจสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปเปรียบเทียบกับผลฟีโนไทป์ (% amylose) พบว่ำ เครื่องหมำยโมเลกุล
ของ SNP 2 และ SNP 6 สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์ คิดเป็นร้อยละ 70.94 และ 69.62 ตำมล ำดับ ส่วนเครื่องหมำย
โมเลกุลของ SNP 5 สำมำรถให้ผลถูกต้องตรงกับผลฟีโนไทป์ คิดเป็นร้อยละ 58.64 โดยเครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิป SNP 2 อยู่
ระหว่ำงยีน PHD finger, swib/mdm2 and GYF domain-containing protein (Manes.01G142800) และ Manes.01G142900 
(ยังไม่มีรำยละเอียดของยีน) ที่อยู่บนโครโมโซมที่ 1 ส่วนเครื่องหมำยโมเลกุลของ SNP 5 และ SNP 6 อยู่ระหว่ำงยีน 
Manes.01G159400 (ยังไม่มีรำยละเอียดของยีน) และ Manes.01G159500 (ยังไม่มีรำยละเอียดของยีน) บนโครโมโซมที่ 1 
เช่นเดียวกัน และกำรตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปที่เกี่ยวข้องกับปริมำณแป้งด้วยเทคนิค Pyrosequencing น้ี 
ถึงแม้จะมีผลกำรตรวจสอบที่ชัดเจน แต่จ ำเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีควำมจ ำเพำะ อีกทั้งยังมีค่ำ ใช้จ่ำยต่อตัวอย่ำงค่อนข้ำงสูง จึง
ยังคงต้องพัฒนำกำรตรวจสอบปริมำณแป้งด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลให้มีข้ันตอนและค่ำใช้จ่ำยลดลงต่อไป ส่วนกำรตรวจสอบโดยใช้
เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR น้ี เป็นวิธีที่ไม่ยุ่งยำก ห้องปฏิบัติกำรขนำดเล็กที่มีเพียงเครื่อง
ท ำปฏิกิริยำพีซีอำร์และเครื่องตรวจแยกดีเอ็นเอด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิส และยังเป็นเครื่องหมำยโมเลกุลที่มีประสิทธิภำพในกำร
ตรวจสอบสำยพันธ์ุที่มีปริมำณไซยำไนด์ต่ ำได้     

6.  สำมำรถน ำเครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SNPs จำกยีน GBSSI และโพรบไพรเมอร์จำกวิธี TaqMan probe ไปใช้ในกำร
คัดเลือกลูกผสมระหว่ำงพันธ์ุแป้งเหนียวจำกมูลนิธิสถำบันพัฒนำมันส ำปะหลังแห่งประเทศไทยกับพันธ์ุกำรค้ำหรือพันธ์ุดีของกรม
วิชำกำรเกษตรได้ รวมถึงล ำดับนิวคลีโอไทด์ที่ให้ควำมแตกต่ำงระหว่ำงพันธ์ุ จำกกำรวิเครำะห์ด้วยวิธี GBS และได้ต ำแหน่ง SNPs 
จ ำนวนมำก สำมำรถน ำไปคำดเดำ (predict) ด้วยโปรแกรมชีวสำรสนเทศ (bioinformatics) ให้ได้ลักษณะอื่นๆ เช่น อะไมโลสสูง 
อะไมโลแพคตินสูง เป็นต้น เพ่ือใช้ประโยชน์ทำงด้ำนกำรคัดเลือกและปรับปรุงพันธ์ุต่อไป  

7.  จำกกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP จำกยีนที่เก่ียวข้องกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งในมันส ำปะหลังจ ำนวน 166 พันธ์ุ ใช้
ไพรเมอร์ทั้งหมด 110 คู่ไพรเมอร์ ไพรเมอร์ที่ตรวจพบควำมแตกต่ำงของขนำดอินทรอนมีจ ำนวน 13 คู่ไพรเมอร์ คิดเป็นอัตรำกำร
เกิดโพลิมอร์ฟิซึมเท่ำกับ 12% ซึ่งน้อยกว่ำอัตรำกำรเกิดโพลิมอร์ฟิซึมของกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP ในปำล์มน้ ำมัน 53.24%  
จำกปำล์มน้ ำมันจ ำนวน 41 ตัวอย่ำง ใช้ไพรเมอร์ 139 คู่ไพรเมอร์ แสดงโพลิมอร์ฟิซึม จ ำนวน 74 คู่ไพรเมอร์ (โสณิชำและ      กิตติ
พัฒน์, 2559) และอัตรำกำรเกิดโพลิมอร์ฟิซึมของกำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP ในยำงพำรำ 73.4% จำกยำงพำรำจ ำนวน 180 
ตัวอย่ำง ใช้ไพรเมอร์ 173 คู่ไพรเมอร์ แสดงโพลิมอร์ฟิซึม จ ำนวน 127 คู่ไพรเมอร์ (Chanroj, 2016) ทั้งน้ีประสิทธิภำพกำรแสดง
โพลิมอร์ฟิซึมของเครื่องหมำย ILP อำจให้ผลที่ใกล้เคียงกันหรือแตกต่ำงกันได้ข้ึนอยู่กับควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของพืชที่ใช้
ในกำรทดลอง จ ำนวนเครื่องหมำยดีเอ็นเอที่ใช้ และจ ำนวนตัวอย่ำง และผลกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงประชำกรเครื่องหมำย ILP ใน
มันส ำปะหลังจ ำนวน 166 พันธ์ุ มีโครงสร้ำงประชำกรย่อย 3 กลุ่ม พบว่ำตัวอย่ำงมันส ำปะหลังในกลุ่มประชำกรย่อยที่อนุมำนมี
ลักษณะผสม (admixture) แสดงถึงกำรเกิดกำรผสมข้ำมระหว่ำงสมำชิกระหว่ำงกลุ่มประชำกรย่อยของมันส ำปะหลังที่มีควำม
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หลำกหลำยทำงพันธุกรรมสูง (Adjebeng-Danquah et al., 2020) ควำมไม่สมดุลของลิงเกจ (linkage disequilibrium; LD) ของ
เครื่องหมำย ILP ที่อยู่ภำยในยีนเดียวกันและมีต ำแหน่งใกล้กันมีแนวโน้มกำรเกิดควำมไม่สมดุลของลิงเกจมำกกว่ำเครื่องหมำย ILP 
ทีอ่ยู่ต่ำงยีนกัน ทั้งน้ีเน่ืองจำกระยะห่ำงระหว่ำงเครื่องหมำย ILP ภำยในยีนเดียวกันมีระยะทำงที่ใกล้กันและมีโอกำสที่จะไม่แยกตัว
กันและไปด้วยกันในเซลล์สืบพันธ์ุ กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย ILP ในยีนที่เกี่ยวข้องกระบวนกำรสังเครำะห์แป้ง
กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง เป็นวิธีกำรที่มีประสิทธิภำพในกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลที่สัมพันธ์กับผลผลิตมัน
ส ำปะหลัง โดยเครื่องหมำย UGPase1 มีควำมเสถียรภำพต่อสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนไปในแต่ละปี ดังน้ันจึงน่ำจะเป็นเครื่องหมำยที่มี
ศักยภำพในกำรน ำไปใช้คัดเลือกพันธ์ุในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีผลผลิตสูงได้ อย่ำงไรก็ตำมเครื่องหมำย ILP ที่แสดง
ควำมสัมพันธ์กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตในกำรทดลองน้ีสมควรที่จะได้รับกำรยืนยันควำมสัมพันธ์ อำจท ำโดยน ำไปควำมสัมพันธ์ใน
ประชำกรอื่น หรือน ำไปวิเครำะห์ QTL ในกลุ่มประชำกรที่มีข้อมูลแผนที่พันธุกรรมและข้อมูลผลผลิตแล้ว กำรพัฒนำเครื่องหมำย 
SNP จำกตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 166 พันธ์ุ ด้วยเทคนิค Genotyping-by-Sequencing (GBS) ได้เครื่องหมำย SNPs จ ำนวน 
383,828 เครื่องหมำย ที่มีกำรกระจำยทั่วทั้ง 18 โครโมโซมของมันส ำปะหลัง ซึ่งเป็นวิธีกำรที่มีประสิทธิภำพเมื่อเทียบกับกำร
พัฒนำเครื่องหมำย SNP ด้วยเทคนิค Amplified-fragment single nucleotide polymorphism and methylation (AFSM) 
ในตัวอย่ำงมันส ำปะหลังจ ำนวน 158 พันธ์ุ ได้เครื่องหมำย SNPs จ ำนวน 349,827 เครื่องหมำย (Zhang et al., 2018) ผลของ

กำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำย SNP กับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง เครื่องหมำย SNP บน

โครโมโซมที่ 12 ได้แก่ เครื่องหมำย S12_4926402 และเครื่องหมำย S12_4945762 มีควำมสัมพันธ์มำกที่สุดกับลักษณะน้ ำหนัก

ผลผลิตมันส ำปะหลัง อย่ำงมีนัยส ำคัญ (p ≤ 10-7) จึงเหมำะสมส ำหรับกำรน ำไปใช้ในกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มี
ผลผลิตสูง อย่ำงไรก็ตำมควรมีกำรวิจัยเพ่ิมเติมโดยอำศัยข้อมูลที่มำกข้ึนในส่วนของลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง เพ่ือ
ตรวจสอบควำมถูกต้องของกำรน ำไปใช้คัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่มีผลผลิตสูง 
 
ข้อเสนอแนะต่อผูเ้ก่ียวข้องส าหรับการด าเนินงานในระยะต่อไป 

เครื่องหมำยโมเลกุลที่คัดเลือกและพัฒนำได้จำกงำนวิจัยภำยใต้โครงกำรวิจัยน้ี นักวิจัย หรือนักปรับปรุงพันธ์ุพืชสำมำรถ
น ำไปใช้ในกำรจ ำแนก ตรวจสอบ หรือคัดเลือกพันธ์ุมันส ำปะหลังที่เกี่ยวข้องกับลักษณะส ำคัญทำงกำรเกษตร ได้แก่ ลักษณะ
ต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ โรคใบด่ำง โรครำกปม ลักษณะผลผลิตและแป้งสูง ไซยำไนด์ต่ ำ และลักษณะแป้งเหนียว ส ำหรับ
ลักษณะต้ำนทำนโรคใบด่ำง ยังมีควำมจ ำเป็นที่จะต้องน ำพันธ์ุรวมถึงลูกผสมที่ได้จำกกำรคัดเลือกด้วยเครื่องหมำยโมเลกุลแล้วไปท ำ
กำรทดสอบในสภำพจริงกับเชื้อสำเหตุโรค ก่อนกำรน ำพัน ธ์ุดังกล่ำวไปใช้ในกำรพัฒนำพันธ์ุและเผยแพร่แก่เกษตรกรต่อไป        
ทั้งน้ีสำมำรถน ำเทคโนโลยีและองค์ควำมรู้ในกำรศึกษำวิจัยกำรพัฒนำเครื่องหมำยโมเลกุลให้มีควำมจ ำเพำะกับลักษณะส ำคัญทำง
กำรเกษตร เพ่ือเข้ำมำช่วยในกระบวนกำรคัดเลือกและกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังให้มีลักษณะทำงกำรเกษตรที่ดี ตรงตำมควำม
ต้องกำรของเกษตรกรและผู้ใช้ประโยชน์อื่นๆ สำมำรถน ำไปประยุกต์ใช้ในกำรวิจัยด้ำนกำรปรับปรุงพันธ์ุมันส ำปะหลังหรือพืชอื่นที่
สนใจได้ 

 
ปัญหาและอุปสรรคในการท างาน 

เน่ืองจำกสถำนกำรณ์กำรระบำดของโควิด-19 ส่งผลกระทบต่อกำรด ำเนินงำนวิจัยทั้งในส่วนของกำรเก็บตัวอย่ำงส ำหรับ
น ำมำทดสอบ ซึ่งต้องเดินทำงไปต่ำงจังหวัด ได้แก่ ตัวอย่ำงมันส ำปะหลัง ตัวอย่ำงไส้เดือนฝอย เป็นต้น ท ำให้กำรด ำเนินกำรในส่วน
ของกำรทดสอบฟีโนไทป์และกำรทดสอบประสิทธิภำพของเครื่องหมำยโมเลกุลมีควำมล่ำช้ำ ไม่ตรงตำมเป้ำหมำยที่วำงแผนกำร
ด ำเนินไว้ และในส่วนของกำรวิเครำะห์ควำมสัมพันธ์ระหว่ำงเครื่องหมำยกับลักษณะน้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลัง ข้อมูลลักษณะ
น้ ำหนักผลผลิตมันส ำปะหลังที่ได้จำกศูนย์ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยองไม่สมบูรณ์ เน่ืองจำกข้ึนกับสภำพแวดล้อม และจ ำนวนปีที่ปลูก  
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ภาคผนวก 

ผลผลิต (output) ตามที่ระบุไว้ในค ารับรอง 
1. องค์ความรู้ใหม่  
 จ ำนวน  6  เรื่อง  ส่งมอบ จ ำนวน  7  เรื่อง 

ได้จัดท ำเป็นเอกสำรองค์ควำมรู้เรื่อง เทคโนโลยีชีวภำพเพื่อกำรจ ำแนก ตรวจสอบ และปรับปรุงพันธุ์      
มันส ำปะหลัง เว็บไซต์ของส ำนักวิจัยพัฒนำเทคโนโลยีชีวภำพ :  

www.http://online.anyflip.com/iabwg/bhlf/mobile/index.html     
 

       
 

 
  

กร
มว
ิชาก
ารเ
กษ
ตร

http://online.anyflip.com/iabwg/bhlf/mobile/index.html


219 
 

2. กระบวนการใหม่ระดับห้องปฏิบัติการ  
 จ ำนวน  5  เรื่อง  ส่งมอบ จ ำนวน  7  เรื่อง 

ได้จัดท ำเอกสำรคู่มือโปรโตคอล และ Flowchart แสดงขั้นตอนกระบวนกำรจ ำแนก ตรวจสอบ หรือ
คัดเลือกลักษณะส ำคัญทำงกำรเกษตรในมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล ดังนี้ 

1. โปรโตคอลกำรคัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำงโดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
 

   
 
2. กำรคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรคแบคทีเรียลไบลท์ในมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
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3. กำรคัดเลือกลักษณะต้ำนทำนโรครำกปมในมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
 

 
 
4. กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในกำรตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะไซยำไนด์ต่ ำในกำรปรับปรุงพันธุ์มันส ำปะหลัง  
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5. กำรตรวจสอบและคัดเลือกลักษณะแป้งเหนียว (waxy starch) ในมันส ำปะหลัง โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
 

 
 

6. กำรใช้เครื่องหมำย ILP ในกำรคัดเลือกลักษณะน้ ำหนักผลผลิตในมันส ำปะหลัง 
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7. กำรจ ำแนกพันธุ์มันส ำปะหลัง โดยกำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุล 
 

 
 
3. ผลงานตีพิมพ์: ระดับชาติ    
 จ ำนวน  7  เรื่อง  ส่งมอบ จ ำนวน  4  เรื่อง 

มีผลงำนวิจัยตีพิมพ์ในวำรสำรวิชำกำรต่ำงๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับกำรปรับปรุงพันธุ์มันส ำปะหลัง ดังนี้ 
1. กำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพันธุกรรมของมันส ำปะหลังโดยใช้เครื่องหมำยโมเลกุลชนิด SSR 

(วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีท่ี 37 ฉบับท่ี 1 มกรำคม - เมษำยน 2562) 
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2. กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในกำรคัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำง  
 (Cassava Mosaic Disease) (วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีท่ี 38 ฉบับท่ี 1 มกรำคม - เมษำยน 2563) 
 

    
 
3. เครื่องหมำยดีเอ็นเอส ำหรับคัดเลือกพันธุ์พืชต้ำนทำนโรค  
 (วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีท่ี 38 ฉบับท่ี 2 พฤษภำคม - สิงหำคม 2563) 
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4. วิธีสกัดดีเอ็นเอจำกมันส ำปะหลังท่ีรวดเร็ว ประหยัด และปรำศจำกตัวท ำละลำยอินทรีย์อันตรำย 
 (วำรสำรวิชำกำรเกษตร ปีท่ี 39 ฉบับท่ี 2 พฤษภำคม - สิงหำคม 2564) 
 

    
 
4. การประชุมเผยแพร่ผลงาน/สัมมนาระดับชาติ:  
 4.1 น าเสนอแบบโปสเตอร์  
  จ ำนวน  3  เรื่อง  ส่งมอบ จ ำนวน  2  เรื่อง 

มีกำรน ำเสนอผลงำนวิจัยรูปแบบโปสเตอร์ในงำนประชุมวิชำกำรต่ำงๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับกำรปรับปรุงพันธุ์มันส ำปะหลัง 
1. กำรใช้เครื่องหมำยโมเลกุลในกำรคัดเลือกพันธุ์มันส ำปะหลังต้ำนทำนโรคใบด่ำง  

ในกำรประชุมวิชำกำรพฤกษศำสตร์แห่งประเทศไทย (BCT 13 ระหว่ำงวันท่ี 14-15 มิถุนำยน 2562
มหำวิทยำลัยศรีนครินทรวิโรฒ) 
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2.  กำรพัฒนำเครื่องหมำย ILP จำกยีนในกระบวนกำรสังเครำะห์แป้งเพื่อศึกษำควำมหลำกหลำยในมันส ำปะหลัง 

ในกำรประชุมวิชำกำรระดับชำติมหำวิทยำลัยทักษิณ ครั้งท่ี 32 ประจ ำปี 2565 วันท่ี 25 มีนำคม 2565 
 

      
  

4.2 น าเสนอแบบปากเปล่าในสัมมนาระดับนานาชาติ   
          จ ำนวน  -  เรื่อง  ส่งมอบ จ ำนวน  1  เรื่อง 

มีกำรน ำเสนอผลงำนวิจัยรูปแบบปำกเปล่ำในงำนสัมมนำวิชำกำรระดับนำนำชำติ 
1. Research and development of cassava varieties for cassava mosaic disease control (DOA): 
Marker-assisted selection for resistance to cassava mosaic disease in DOA project (The 
International Symposium “Towards Development of Cassava Mosaic Disease (CMD) Resistant 
Varieties in South-east Asia” on 29 November 2021 co-organized by SATREPS and ACIAR) 
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5. ทรัพย์สินทางปัญญา อนุสิทธิบัตร/สิทธิบัตร/ลิขสิทธิ์/พันธุพ์ืช    
    จ ำนวน  -  เรื่อง ส่งมอบ จ ำนวน  1  เรื่อง 

 ได้ขอจดอนุสิทธิบัตรกำรประดิษฐ์ “เครื่องหมำยโมเลกุลชนิดสนิปท่ีสัมพันธ์กับปริมำณไซยำไนด์ในหัวมัน
ส ำปะหลังของยีน manes.16G007500”  
 โดยได้รับเลขท่ีค ำขอ 2203000058 วันยื่นและรับค ำขอ 10  มกรำคม  2565 
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