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ค าปรารภ 
 

รายงานโครงการวิจัยเรื่อง การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์พืช 
เป็นรายงานผลงานวิจัย ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ด าเนินการวิจัยตั้งแต่ ตุลาคม 2559 - กันยายน 2560 โดยมี
วัตถุประสงค์เพ่ือน าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกต์ในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์พืช เนื่องจากการ
จ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์พืชส่วนใหญ่เป็นการประเมินจากลักษณะทางฟีโนไทป์ รวมถึงลักษณะทาง
การเกษตรต่าง ๆ ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาและพ้ืนที่ในการศึกษา ซึ่งการศึกษาถึงความหลากหลายทาง
พันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอยังมีน้อย ท าให้การใช้ประโยชน์จากเชื้อพันธุกรรมได้ไม่เต็มที่มากนัก 
นอกจากนี้การจ าแนกด้วยลักษณะภายนอกเพียงอย่างเดียวอาจให้ข้อมูลที่อาจไม่ถูกต้อง เพราะลักษณะ
บางอย่างแยกจากกันได้ยาก บางลักษณะอาจจะเป็นผลจากสภาพแวดล้อมภายนอกที่แตกต่างกัน การน า
ความแตกต่างในระดับดีเอ็นเอ หรือเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้เป็นข้อมูลในการจ าแนกและคัดเลือกพันธุ์
พืช ท าให้ประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกและคัดเลือกพันธุ์เพ่ิมมากขึ้น มีความแม่นย า และรวดเร็ว จึงได้
น าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกต์ใช้กับ ทุเรียน ข้าวโพด ถั่วเหลือง กล้วยไม้สกุลหวาย และ
อินทผลัม ส าหรับจัดจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์ 

คณะผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า รายงานเล่มนี้จะมีประโยชน์แก่นักวิจัย นักวิชาการเกษตร 
ตลอดจนผู้สนใจโดยทั่วไป ที่จะได้ศึกษาและน าไปใช้ให้เกิดประโยชน์ต่อไป  
 
 
 

                                                                          
 (นายประสาน สืบสุข)  
  หัวหน้าโครงการฯ  
  31 มีนาคม 2560  
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กิตติกรรมประกาศ 
 

โครงการวิจัยการใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์พืช ได้ด าเนินการได้
โดยได้รับการสนับสนุนจากกรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ที่ให้การสนับสนุนทุนใน
การศึกษาวิจัย ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพที่ให้การสนับสนุนสถานที่และเครื่องมือในการ
ทดลองและปฏิบัติงาน ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ ที่อนุเคราะห์ตัวอย่างพืชที่
ใช้ในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ ขอขอบพระคุณนักวิจัยทุกท่านที่ให้ความร่วมมือและท างานวิจัยอย่าง
มุ่งมั่น และด าเนินงานวิจัยให้บรรลุวัตถุประสงค์ สนับสนุนให้งานวิจัยสามารถถ่ายทอดองค์ความรู้ 
และน าไปใช้ประโยชน์ได้ นอกจากนี้ยังมีผู้ที่ได้ให้การสนับสนุนงานในด้านอ่ืนๆ แต่มิได้เอ่ยนามไว้ ซึ่ง
ล้วนมีส่วนช่วยส่งเสริมให้โครงการวิจัยนี้ด าเนินงานจนประสบผลส าเร็จ ซึ่งคณะผู้วิจัยขอขอบคุณมา 
ณ โอกาสนี้  
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ผู้ร่วมงาน  1. นางสาวกุหลาบ คงทอง 

2. นางสาวอรุโณทัย  ซาววา  
3. นางสาวศิริพร วรกุลด ารงชัย 
4. นางขนิษฐา  วงศ์วัฒนารัตน์ 

สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
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ผู้ร่วมงาน 1. นางนัยเนตร เจริญสันติ ทานากะ สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
            2. นางสาวจารุฉัตร เขนยทิพย์ สังกัด ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตท่ี1 
            3. นายประสาน สืบสุข สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
การทดลองที่ 3 การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์  
หัวหน้าการทดลองที่ 3 นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน   นางสาวอรุโณทัย ซาววา           
               นางสุภาวดี  ง้อเหรียญ 
              

สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
  

การทดลองที่ 4 การใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์และสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้
แผลใหญ่ในเชื้อพันธุกรรมข้าวโพด   

หัวหน้าการทดลองที่ 4 นายประสาน สืบสุข  สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน  1. นางสาวกุหลาบ คงทอง 

2. นางสาวจีราพร แก่นทรัพย์ 
3. นางสาวศิวิไล ลาภบรรจบ 
4. นายสุริพัฒน์ ไทยเทศ 

สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ 
สังกัด ศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ 

 
การทดลองที่ 5 การศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์

รับรองของกรมวิชาการเกษตรโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล  
หัวหน้าการทดลองที่ 5 นางสาวจีราพร แก่นทรัพย์   สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน  1. นางขนิษฐา  วงศ์วัฒนารัตน์ 

2. นายประสาน  สืบสุข 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัด ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
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3. นางรัชนี  โสภา 
 
 
 

สังกัด ศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ 
 

ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 
 

ม.ล. = มิลลิลิตร    ก.ก. = กิโลกรัม    ซ.ม. = เซนติเมตร  
ชม. = ชั่วโมง    % = เปอร์เซ็นต์    o C = องศาเซลเซียส  
μl = ไมโครลิตร    μM = ไมโครโมล   ml = มิลลิลิตร  
ng = นาโนกรัม    mg = มิลลิกรัม    g = กรัม  
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บทน า 

การจ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์พืชส่วนใหญ่เป็นการประเมินจากลักษณะทางฟีโนไทป์ รวมถึง
ลักษณะทางการเกษตรต่างๆ ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาและพ้ืนที่ในการศึกษา ซึ่งการศึกษาถึงความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอยังมีน้อย ท าให้การใช้ประโยชน์จากเชื้อพันธุกรรมได้ไม่เต็มที่มากนัก 
นอกจากนี้การจ าแนกด้วยลักษณะภายนอกเพียงอย่างเดียวอาจให้ข้อมูลที่อาจไม่ถูกต้อง เพราะลักษณะ
บางอย่างแยกจากกันได้ยาก บางลักษณะอาจจะเป็นผลจากสภาพแวดล้อมภายนอกที่แตกต่างกัน การน า
ความแตกต่างในระดับดีเอ็นเอ หรือเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้เป็นข้อมูลในการจ าแนกและคัดเลือกพันธุ์
พืช ท าให้ประสิทธิภาพในการจัดจ าแนกและคัดเลือกพันธุ์เพ่ิมมากขึ้น มีความแม่นย า และรวดเร็ว จึงได้
น าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาประยุกต์ใช้กับ ทุเรียน ข้าวโพด ถั่วเหลือง กล้วยไม้สกุลหวาย และอินท
ผาลัม ส าหรับจัดจ าแนกและปรับปรุงพันธุ์    

ทุเรียน (Durio zibethinus Murr.) เป็นไม้ผลเขตร้อนที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย มีการส่งออกท้ังในรูปผลสด แช่แข็ง และแปรรูป ในประเทศไทยมีการปลูกทุเรียนมาเป็น
เวลานาน จากหลักฐานทางประวัติศาสตร์ เชื่อได้ว่าทุเรียนน าเข้ามาปลูกในประเทศไทย ตั้งแต่สมัย
กรุงศรีอยุธยา และเป็นการน ามาจากทางใต้ของประเทศไทย โดยในระยะต้นมีการขยายพันธุ์ด้วย
เมล็ด ท าให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากเป็นการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ และ
เกษตรกรเป็นผู้คัดเลือกพันธุ์ที่ดีในอดีต ซึ่งเป็นผลดีต่อการปรับปรุงพันธุ์ทุเรียนมาจนถึงปัจจุบัน แต่
พันธุ์ทุเรียนที่เกิดขึ้นมีการตั้งชื่อพันธุ์ในหลายๆ รูปแบบ ไม่มีหลักเกณฑ์ อาจใช้ชื่อผู้ที่เพาะเมล็ด ชื่อ
สถานที่หรือต าแหน่งที่ต้นพันธุ์นั้นงอก ลักษณะรูปทรง ผล สี รสชาติ ฯลฯ ซึ่งเป็นลักษณะที่เด่นชัด
เป็นตัวก าหนดในการตั้งชื่อ ประกอบกับมีการกระจายการปลูกทุเรียนไปยังภาคต่างๆ ท าให้ มีการ
กระจายพันธุ์ไปยังแหล่งปลูกใหม่เป็นจ านวนมาก อาจท าให้หลายๆ พันธุ์ที่เป็นพันธุ์เดียวกัน มีการตั้ง
ชื่อใหม่ จึงเป็นการซ้ าซ้อน สับสน และไม่สามารถใช้ประโชยน์ในเชิงวิชาการได้เท่าที่ควร พันธุ์ทุเรียน
ที่เกิดขึ้นจาการผสมพันธุ์ตามธรรมชาตินั้น ไม่สามารถทราบเชื้อสายพันธุกรรมของพ่อแม่พันธุ์ได้ อีก
ทั้งลักษณะภายนอกไม่สามารถจ าแนกพืชในระดับพันธุ์ได้อย่างชัดเจน วิธีการตรวจสอบพืชในระดับดี
เอ็นเอถือเป็นวิธีการหนึ่งที่มีความเที่ยงตรงสูง เนื่องจากไม่มีผลกระทบจากสิ่งแวดล้อม และอิทธิของ
จากปฏิกิริยาร่วมระหว่างสภาพแวดล้อมกับยีนเข้ามาเกี่ยวข้อง นอกจากนี้การศึกษาพันธุกรรมใน
ระดับดีเอ็นเอนั้นสามารถน าไปประยุกต์ในการปรับปรุงพันธุ์พืช เพ่ือใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับ
คัดเลือกลักษณะที่ต้องการในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นการคัดเลือกที่ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการ
คัดเลือกให้ได้จีโนไทป์ตามต้องการ โดยมีพ้ืนฐานอยู่บนความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลกับ
ยีนที่ควบคุมลักษณะที่จะคัดเลือก การมีจ านวนเครื่องหมายโมเลกุลหลาย ๆ ต าแหน่งที่วางอยู่บนแผน
ที่ยีน สามารถใช้เป็นเครื่องมือที่จะช่วยให้นักปรับปรุงพันธุ์พืชทราบถึงต าแหน่ง และอิทธิพลของยีนที่
มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ใช้เป็นแนวทางในการวบรวมยีนที่ดีเด่นต่าง ๆ เข้ามาอยู่ในพืชพันธุ์ใหม่ที่มี
ลักษณะที่ต้องการได้อย่างรวดเร็ว ถูกต้อง และแม่นย า การน าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ในขั้นตอนการ
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ปรับปรุงพันธุ์พืชเข้ามาช่วยลดระยะเวลาการปรับปรุงพันธุ์ให้น้อยลง เพ่ิมประสิทธิภาพสูงทั้งในด้าน
ความถูกต้องและแม่นย า ที่ผ่านมาเครื่องหมายโมเลกุลได้ถูกน ามาใช้ในการจ าแนกพันธุ์ทุเรียน เช่น เอ
เอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphism; AFLP), อาร์เอพีดี (Random 
Amplification Polymorphic DNA; RAPD) และ เอสเอสอาร์ (Simple Sequence Repeat; SSR) 
(Santoso, 2004; ฤทัยชนก, 2554; โองการ, 2554; ปิยรัษฎ์, 2552; ประสาน, 2556) โดยเฉพาะเอส
เอสอาร์ถือว่าเป็นเครื่องหมายที่สามารถใช้แยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตได้ดี มีความเสถียรสูง ท าซ้ า
ได้ มีความหลากหลายสูง แต่อย่างไรก็ตามพบว่าต าแหน่งเครื่องหมายเอสเอสอาร์ของทุเรี ยนที่ใช้อยู่
ปัจจุบันมีน้อย ถ้าพิจารณาในเรื่องของการจ าแนกพันธุ์พบว่าไม่เพียงพอในการใช้จ าแนกสายพันธุ์
ทุเรียนออกจากกันได้ทั้งหมด จากผลการทดลองของ ประสาน, 2556 พบว่าเมื่อตรวจสอบดีเอ็นเอ 
จ านวน 14 ต าแหน่ง การเกิดรูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของทุเรียนพ้ืนเมืองพันธุ์ก าปั่นเจ้ากรม กบหลัง
วิหารและทูลถวาย พบว่ามีลายพิมพ์ดีเอ็นเอเหมือนกันทั้ง 14 ต าแหน่ง ยังไม่สามารถแยกออกจากกัน
ได้ และถ้าต้องการน าเครื่องหมาย SSR ไปใช้เพ่ือช่วยในการปรับปรุงพันธุ์พืชนับว่าเครื่องหมายเอส
เอสอาร์มีน้อยจนไม่สามารถน าไปใช้หาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะที่ต้องการ ดังนั้นใน
การศึกษาครั้งนี้เพ่ือค้นหาและพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ของทุเรียนโดยใช้เทคนิคการหา
ล าดับเบสยุคใหม่ (Next Generation Sequencing; NGS) ซึ่งเป็นเทคนิคที่ช่วยลดระยะเวลาลด 
ขั้นตอน และค่าใช้จ่ายในหาล าดับเบสของแต่ละโคลน 

อินทผลัมเป็นพืชที่มีประวัติยาวนานมาหลายพันปี ปัจจุบันเป็นพืชที่พบมากและเป็นพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศในแถบอัฟริกาเหนือ เช่น ตูนีเซีย แอลจีเรีย อียิปต์ เป็นต้น และของ
ประเทศในแถบตะวันออกกลาง โดยธรรมชาติเป็นพืชที่เกิดอยู่ในภูมิภาคที่มีความร้อนและแห้ง แต่ละ
สายพันธุ์ก็มีแหล่งก าเนิดในภูมิภาคที่แตกต่างกันไป เรื่องจ านวนสายพันธุ์ยังไม่นิ่งมากนักในจ านวนที่
แท้จริง แต่พอสรุปได้ว่ามีหลายร้อยสายพันธุ์ในโลกปัจจุบัน ทั้งสายพันธุ์ดั้งเดิมและสายพันธุ์ที่
พัฒนาขึ้นมาใหม่ แต่ละประเทศก็มีสายพันธุ์เด่นๆ เฉพาะประเทศของตน การขยายพันธุ์อินทผลัม 
สามารถขยายพันธุ์ได้ ๓ วิธี คือ การเพาะเมล็ด การแยกเหง้า และการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ วิธีแรกการ
เพาะเมล็ด ถือ เป็นการปลูกอินทผลัมที่เป็นการลงทุนที่ต่ าที่สุด ราคาต้นกล้าไม่ถึงกับสูงมาก แต่ก็เป็น
เรื่องปกติของอินทผลัมที่ปลูกจากการเพาะเมล็ด ที่ปลูกลงแล้วจะอาจจะต้องมีการตามลุ้นเรื่องต่างๆ 
เช่น รอลุ้นต้นตัวผู้ ต้นตัวเมีย และการกลายพันธุ์ วิธีต่อมา คือ การการแยกเหง้า อินทผลัมจะมีเหง้า
แตกออกมาทางโคนด้านล่างของต้น ในต่างประเทศจะมีการขุดแยกเหง้า หรือต้นให้เกิดรากจากต้นแม่
พันธุ์ดี เพื่อน ามาปลูกจะได้ต้นตัวเมียตามพันธุ์นั้นๆ ส าหรับประเทศไทยในตอนนี้ ยังไม่มีต้นพันธุ์แบบ
นี้ขายในเชิงพาณิชย์ แม้จะมีบ้างก็คงเป็นกลุ่มผู้ที่ทดลองปลูกร่วมกันอยู่แลกเปลี่ยน ขาย หรือแบ่งปัน
กันไปทดลองปลูก ถ้าต้องการต้องไปค้นหาข้อมูลจากต่างประเทศ ราคาค่อนข้างสูง เพราะจะได้ต้น
พันธุ์ดีจ านวนไม่มาก เนื่องจากต้นแม่พันธุ์ดีต้นหนึ่งจะได้เหง้าตลอดอายุเพียงไม่เกิน ๒๐ เหง้า หากจะ
ขยายจ านวนมากๆ ต้องอาศัยต้นแม่จ านวนพอสมควร ประเด็นหนึ่งส าหรับเรื่องการแยกเหง้า คือ 
เหง้าที่เกิดจะไปดึงต้นให้โตช้าลง การปลูกจากเหง้าให้ผลช้ากว่าเมล็ด ปลูกจากเมล็ดให้ผลเร็วกว่าถ้ามี
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เหง้าเกิดขึ้นให้ตัดทิ้งเสีย และวิธีสุดท้าย คือ การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เป็นการขยายต้นตัวเมียพันธุ์ดีๆ 
แบบจ านวนมาก จะได้ต้นตัวเมียตามพันธุ์นั้นๆ เป็นอีกวิธีการปลูกที่ต่างประเทศนิยมน าไปปลูกในเชิง
พาณิชย์ ราคาต่อต้นสูงพอสมควร และในประเทศไทยยังคงต้องสั่งน าเข้าจากต่างประเทศ เริ่มมีคนสั่ง
เข้ามาทดลองปลูกบ้างแล้ว แต่ถ้าจะสั่งจะต้องสั่งจ านวนมากจึงจะส่งให้ ดังนั้นต้องใช้ทุนจ านวนมาก
ในการปลูก และต้องพิจารณาดูว่าห้องท่ีเพาะเนื้อเยื่อขายน่าเชื่อถือระดับไหน ต้องดูแหล่งข้อมูลว่าเคย
มีปัญหาอะไรหรือไม่ มีมาตรฐานระดับไหน ส่งไปขายที่ประเทศไหนบ้าง เคยมีประวัติการฟ้องร้องกัน
หรือไม่ เป็นต้น ข้อมูลเหล่านี้จะช่วยสร้างความมั่นใจเพราะห้องเพาะเลี้ยงบางที่อาจไม่ได้มาตรฐาน 
เลือกต้นพันธุ์แม่ที่ไม่ได้มาตรฐาน (พันธุ์แม่ไม่ดี หรือ พันธุ์ยังไม่นิ่ง) มาหลอกขาย เป็นต้น อย่างไรก็
ตามการปลูกแบบเพาะเมล็ดแม้จะมีความเสี่ยงเรื่องลุ้นต้นตัวผู้ตัวเมียและการกลายพันธุ์  แต่ก็มีข้อดี 
คือ ประหยัดต้นทุนการปลูกมากกว่า มีโอกาสได้พันธุ์ใหม่ๆ ที่เกิดจากการกลายพันธุ์ มีการปรับตัวเข้า
กับสภาพภูมิศาสตร์ของประเทศไทยได้ดี และไทยยังใหม่อยู่กับเรื่องการปลูกพืชชนิดนี้ การเริ่มต้น
พัฒนาการปลูกด้วยการเพาะเมล็ดน่าจะช่วยเพ่ิมประสบการณ์และการเรียนรู้เกี่ยวกับอินทผาลัมมาก
ยิ่งขึ้น ในอนาคตค่อยน าไปสู่การพัฒนาเรื่องการปลูกด้วยวิธีอ่ืนๆ มากยิ่งขึ้น อีกทั้งการปลูก การศึกษา
เรื่องสภาพดินฟ้าอากาศที่เหมาะสม การดูแลรักษา หากเรียนรู้พ้ืนฐานจากการปลูกด้วยเมล็ดมาก่อน 
น่าจะเป็นบทเรียนที่ดีแก่ผู้ที่สนใจพืชชนิดนี้ การเพาะเมล็ดจะช่วยสร้างพันธุ์อินทผาลัมพันธุ์ใหม่ๆ 
เกิดขึ้นในโลกได้แน่นอน หากมีการกลายพันธุ์ไปในลักษณะที่พึงประสงค์หรือกลายดี ยิ่งจะเป็น
ของขวัญชิ้นใหญ่ให้กับผู้ปลูกได้ด้วย เพราะการเพาะจากเมล็ดนั้น เมื่อน ามาเพาะใหม่แล้ว เราสามารถ
ตั้งชื่อพันธุ์ใหม่ได้เลย แต่อินทผลัมเป็นพืชที่ไม่สมบูรณ์เพศ การขยายพันธุ์โดยเมล็ด โอกาสที่จะได้เป็น
ต้นตัวผู้และต้นตัวเมียมีอย่างละครึ่ง และเราจะไม่สามารถทราบเพศของต้นอินทผลัมจากการเพาะ
เมล็ด ต้องปลูกไว้รอจนกว่าต้นจะออกดอกถึงจะทราบเพศ ซึ่งใช้เวลา 3-8 ปี ท าให้เสียทั้งเวลาและ
ค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษา เช่น ปุ๋ย และสารเคมี เป็นต้น เพราะหากเป็นต้นตัวผู้ก็จะไม่สามารถให้
ผลผลิตได้ต้องตัดทิ้ง หากน าเครื่องหมายโมเลกุลมาช่วยในการแยกเพศได้ในช่วงเริ่มต้นของวิธีการ
เพาะเมล็ด ก็จะช่วยลดเวลาและค่าใช้จ่ายลงได้ เนื่องจากไม่ต้องรอจนต้นออกดอก ดังนั้น เครื่องหมาย
โมเลกุลจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะมาช่วยคัดเลือกต้นตัวเมียได้ 

รัฐมนตรีว่าการกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ประกาศให้กล้วยไม้ 4 สกุล ได้แก่ สกุลหวาย
และลูกผสม  สกุลแวนดาและลูกผสม  สกุลฟาแลนนอบซิสและลูกผสม  สกุลคัทลียาและลูกผสมเป็น
ชนิดพืชที่พันธุ์พืชใหม่สามารถขอรับความคุ้มครองตามพระราชบัญญัติคุ้มครองพันธุ์พืช  พ.ศ. 2542 
ดังนั้นจึงจ าเป็นจะต้องศึกษาเพ่ือหาแนวทางและหลักเกณฑ์ในการคุ้มครองกล้วยไม้ทั้ง 4 สกุล ที่เป็น
สากลและยอมรับได้ในทางวิชาการโดยด าเนินการศึกษากฎหมายคุ้มครองพันธุ์พืชและกฎหมายล าดับ
รองที่เกี่ยวข้อง หลักเกณฑ์การคุ้มครองพันธุ์พืชใหม่ภายใต้อนุสัญญาระหว่างประเทศว่าด้วยการ
คุ้มครองพันธุ์พืชใหม่  ได้มีการศึกษาลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของกล้วยไม้ทั้ง 4 สกุลและสกุล
ใกล้เคียงที่สามารถผสมกับกล้วยไม้ทั้ง 4 สกุลนี้ได้ร่างหลักเกณฑ์และวิธีการตรวจสอบและน าไป
ประกอบค าขอจดทะเบียนพันธุ์ของเกษตรกร นักปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้จ านวนมาก  แต่ยังขาดข้อมูล
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ลักษณะดีเอ็นเอ  ซึ่งในปี 2555 ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพได้พัฒนาโมเลกุลเครื่องหมายชนิด
ไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือจ าแนกกล้วยไม้สกุลแวนดา  และได้น ามาทดสอบเบื้องต้นกับกล้วยไม้หลาย
ชนิดพบว่าสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและให้ค่าโพลีมอฟิคของกล้วยไม้แต่ละชนิดได้  ในการศึกษานี้
ต้องการคัดเลือก ทดสอบเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ ซึ่งมีประสิทธิภาพเหมาะสมใน
การสร้างเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์ สามารถตรวจสอบความเป็นลูกผสมได้ จึงน าเทคนิคดังกล่าวมาช่วย
ในการจ าแนกระดับโมเลกุลต่อไป 

โรคใบไหม้แผลใหญ่ (Northern Corn Leaf Blight; NCLB) ที่เกิดจากเชื้อรา 
Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. เป็นปัญหาส าคัญอย่างมากต่อการผลิต
ข้าวโพดในประเทศไทย ที่ท าความเสียหายให้กับข้าวโพด ส่งผลกระทบให้ผลผลิตลดลง 30-40 
เปอร์เซ็นต์ โดยจะขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อและระยะการเจริญเติบโตของข้าวโพด พบว่าถ้าเกิด
โรคก่อนระยะออกไหมจะท าให้ผลผลิตลดลงมาก หากมีการระบาดเกิดขึ้นหลังจากข้าวโพดออกไหม
แล้ว 6-8 สัปดาห์ ความเสียหายจะลดน้อยลง (Degefu, 2003) ซึ่งการป้องกันความเสียหายจากโรค
ใบไหม้แผลใหญ่ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือการใช้พันธุ์ต้านทานโรค (Lipps and Mills, 2002; 
Pataky et al., 1998 ) ซึ่งสามารถลดความเสียหายจากการเข้าท าลายของโรคได้ เป้าหมายของการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ นอกจากให้ได้พันธุ์ที่มีผลผลิตสูงแล้วจะต้องมีความต้านทานต่อโรค
ของข้าวโพดด้วย การพัฒนาสายพันธุ์ต้านทานโรคในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์พืชเป็นวิธีการที่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมความเสียหายของผลผลิต ปัจจุบันการศึกษาด้านเครื่องหมายโมเลกุลที่
เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ สามารถน ามาช่วยในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด
ต้านทานโรคให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ได้มีการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการ
ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่  เช่น ได้มีการค้นพบเครื่องหมายดี เ อ็นเอสการ์  (Sequence 
Characterized Amplified Region; SCAR) ของชิ้นดีเอ็นเอท่ีให้แถบดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงต่อพันธุ์
ข้าวโพดที่มีความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ (Juthaporn et al., 2008) นักวิจัยหลายคณะได้ใช้
เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์ศึกษาต าแหน่งของชุดยีนที่ท าให้เกิดลักษณะถ่ายทอดเชิงปริมาณ 
(Quantitative Trait Loci; QTL) ที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ บนโครโมโซม
ทั้ง 10 คู่ ของข้าวโพด พบว่ามีต าแหน่งของชุดยีน จ านวน 5 ต าแหน่ง ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
การต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ของข้าวโพด วางตัวอยู่บนบนโครโมโซม 1.01 (mmc0031), 5.05 
(bnlg1118), 6.05 (nc009), 7.03 (phi114-bmc1666) และ 8.05 (bmc1812) (จุฑาพร., 2551; 
Freymark et al., 1994; Dingerdissen et al., 1996; Simcox and Bennetzen, 1993) และได้มี
รายงานล าดับเบสของยีนที่ในพืชที่เกี่ยวข้องกับการสร้างความต้านทานต่อโรคของข้าวโพด จากองค์
ความรู้เกี่ยวกับเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ สามารถน าไปใช้
ตรวจหาและจ าแนกข้าวโพดสายพันธุ์ที่ต้านทาน และไม่ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ได้ และซึ่ง
สามารถน ามาใช้คัดเลือกข้าวโพดต้นที่ต้านทาน และต้นไม่ต้านทานโรคได้อย่างรวดเร็วและมีความ
แม่นย าถึงระดับดีเอ็นเอ เป็นการลดเวลาในการคัดเลือกและการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดให้มีความ
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ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ให้สั้นลงได้ ในงานวิจัยนี้จึงได้น าเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับ
ลักษณะการต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ ตรวจหาและจ าแนกข้าวโพดในประชากรของเชื้อพันธุกรรม
ข้าวโพด เพ่ือน าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดต่อไป 

การเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศโลกเป็นผลสืบเนื่องมาจากปรากฏการณ์จากภาวะโลกร้อนซึ่งมี
สาเหตุจากการปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจกอย่างต่อเนื่อง เนื่องจากสภาพภูมิอากาศเป็นปัจจัยส าคัญที่
มีผลต่อผลผลิตการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศก าลังพัฒนา เช่น ประเทศไทยที่การเกษตรพ่ึงพา
น้ าฝนและฤดูกาลตามธรรมชาติเป็นส่วนใหญ่ อุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้น ความแปรปรวนของฤดูกาล ปัญหา
ภัยแล้งและน้ าท่วมที่เกิดบ่อยครั้งขึ้น ส่งผลกระทบต่อผลผลิตการเกษตรเป็นอย่างมาก ปัญหาน้ าท่วม
และปัญหาภัยแล้งสร้างความเสียหายแก่เศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก ดังนั้นการปรับตัว
ของภาคการเกษตรต่อการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศจึงเป็นสิ่งจ าเป็นอย่างยิ่ง แนวทางในการปรับตัวของ
ภาคการ เกษตรวิธีการหนึ่ง ได้แก่ การปรับเปลี่ยนสายพันธุ์ให้เหมาะกับสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนไป 
เช่น พันธุ์ทนอุณหภูมิสูง พันธุ์ทนแล้ง และพันธุ์ทนน้ าท่วม เป็นต้น ซึ่งการค้นคว้าวิจัยเพ่ือค้นหาและ
ปรับปรุงพันธุ์ให้เหมาะสมดังกล่าว เป็นสิ่งที่มีความส าคัญและจ าเป็นอย่างยิ่ง  ถั่วเหลืองเป็นพืช
เศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย เนื่องจากเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมน้ ามันพืช อาหารสัตว์ และ
อาหารมนุษย์  จนถึงปัจจุบันนี้พันธุ์ถั่วเหลืองที่ได้รับการปรับปรุงพันธุ์และรับรองพันธุ์จากกรมวิชาการ
เกษตรมีจ านวน 18 พันธุ์ การจ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์ของถั่วเหลืองดังกล่าวมีการด าเนินการไม่
มากนัก ส่วนใหญ่เป็นลักษณะทางสรีรวิทยา เช่น ลักษณะของต้น ใบ ดอก ฝัก และเมล็ด รวมถึง
ลักษณะทางการเกษตร เช่น อายุถึงวันออกดอก อายุเก็บเกี่ยว ปริมาณโปรตีนและน้ ามันในเมล็ด เป็น
ต้น (กรมวิชาการเกษตร, 2547)  แต่ไม่มีการศึกษาถึงความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม
ต่าง ๆ รวมถึงความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้ง การศึกษาจะท าให้ทราบว่าพันธุ์
รับรองใดเหมาะสมต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งที่สุด สามารถน าไปเผยแพร่แก่เกษตรกรให้
ปลูกในพื้นที่ท่ีประสบปัญหาดังกล่าว 

ดังนั้นวิจัยครั้งนี้เพ่ือพัฒนาและทดสอบเครื่องหมายโมเลกุลส าหรับใช้จัดจ าแนกพันธุ์ทุเรียน 
กล้วยไม้สกุลหวาย และตรวจสอบเพศของต้นกล้าอินทผลัม และเพ่ือศึกษารูปแบบการปรากฏของ
เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ และสการ์ที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในเชื้อ
พันธุ์ข้าวโพด และศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์รับรอง
ของกรมวิชาการเกษตร  
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บทคัดย่อ 

ทุเรียนเป็นหนึ่งในไม้ผลที่มีความส าคัญมากของประเทศไทย มีการปลูกแพร่หลายตามภาค
ต่าง ๆ ของประเทศท าให้เกิดความซ้ าซ้อนในการตั้งชื่อ และข้อมูลด้านเครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้
ตรวจสอบพันธุ์มีไม่เพียงพอ จึงได้พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ด้วยเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสยุคใหม่ (NGS) ผลจากการศึกษานี้ สามารถหาล าดับเบสรวมได้ 25,909,606,800 เบส จากข้อมูล
ชิ้นล าดับเบส (raw read) จ านวน 30,107,9102 read จากการรวม raw read ให้เป็นชิ้นดีเอ็นเอที่
ยาวขึ้น (contig) ได้ 424,882 contig เมื่อน าข้อมูลเหล่านี้ไปค้นหาเครื่องหมาย SSR พบว่าสามารถ
ออกแบบไพรเมอร์ได้จ านวน 11,156 คู่ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสซ้ าแบบซ้ าสองมีมากที่สุด 
6,545 (58.67%) คู่ไพรเมอร์ รองลงมาคือล าดับเบสซ้ าสาม 2,295 (20.57%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบส
ซ้ าหก 1,056 (9.47%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบสซ้ าสี่ 781 (7.00%) คู่ไพรเมอร์ และล าดับเบสซ้ าห้า 479 
(4.29%) คู่ไพรเมอร์ และได้คัดเลือกหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่าง พบไพรเมอร์ SSR 17 คู่ ให้
รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดความแตกต่างกันในทุเรียน 40 พันธุ์ พบรูปแบบอัลลีลที่แตกต่างกัน 
73 อัลลีล โดยแต่ละไพรเมอร์ให้อัลลีลที่ต่างกันตั้งแต่ 2 -8 อัลลีล ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า
เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาได้จากการทดลองนี้สามารถใช้แยกความแตกต่างทางพันธุกรรม
ของทุเรียนที่เป็นพันธุ์เดียวกัน แต่ปลูกในพ้ืนที่ต่างกัน และแต่มีชื่อเรียกต่างกันได้ และใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิงส าหรับตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของทุเรียน อีกทั้งยังประโยชน์ส าหรับการ
ปรับปรุงพันธุ์ 

อินทผลัมเป็นไม้ผลที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง ต้นที่เพาะจากเมล็ดต้องรอให้ออก
ดอก 3-7 ปี ถึงจะทราบเพศท าให้เสียเวลาและค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษา การทดลองนี้จึงได้ศึกษา
และพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต้นกล้าด้วยเครื่องหมายโมเลกุล จากการทดสอบ
ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ DpDOAF และ DpDOAR สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
โดยแสดงแถบดีเอ็นเอเฉพาะในต้นตัวผู้มีขนาด 450 เบส การทดสอบความแม่นย าของเครื่องหมาย
โมเลกุลกับต้นอินทผลัมที่ทราบเพศแล้ว จ านวน 169 ต้น พบผลการตรวจเพศไม่ตรงตามเพศจ านวน 
8 ต้น คิดเป็นร้อยละ 4.7 มีความแม่นย าของเครื่องหมายโมเลกุลคิดเป็น 95.3 เปอร์เซ็นต์ ในส่วนของ
การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากการตีลูกเหล็ก พบมีความบริสุทธิ์
เทียบเท่ากับการสกัดด้วยวิธี CTAB แต่รวดเร็วกว่า ส าหรับการตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยเทคนิค 
High Resolution Melting (HRM) โดยใช้ไพรเมอร์ DpHRM พบว่าสามารถแยกเพศเมียออกจากเพศ
ผู้ได้ และตรวจสอบตัวอย่างจ านวนมากได้อย่างรวดเร็ว จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการตรวจเพศ
อินทผลัมในระดับต้นกล้า 

จากการสุ่มน าไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมด จ านวน 70 คู่สาย 
มาท า PCR กับตัวอย่างกล้วยไม้สายพันธุ์สกุลหวาย ทั้งหมด 5 สายพันธุ์ พบว่ามีเพียงไพรเมอร์ 3 



14 

คู่สายที่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างได้ คือ ไพรเมอร์ Vandbirdo_022 Vandbirdo_026 
และ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้ขนาดแถบแบน จากไพรเมอร์ 
Vandbirdo_022 ประมาณ 240 คู่เบส เมื่อน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ติดสีฟลูออเรส
เซนต์ที่จ าเพาะ 3 ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอกล้วยไม้ 96 สายพันธุ์ หลังจากเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR แล้ว 
ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่าไพร
เมอร์ Vandbirdo_026 สามารถเพ่ิมปริมาณจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ 74 ตัวอย่าง 
ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 280 คู่เบส และไพรเมอร์ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอ
กับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 80 ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 240 คู่เบส แต่เครื่องหมายดี
เอ็นเอที่ได้ยังไม่เพียงพอส าหรับการจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายได้ จึงได้ปรับใช้เทคนิคอ่ืนได้แก่การ
คัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นส าหรับการอ่านข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ด จากการรวบรวมตัวอย่างกล้วยไม้
จากฟาร์มเกษตรกรที่น าพันธุ์พืชมาจดทะเบียนพันธุ์ที่กรมวิชาการเกษตร กล้วยไม้สกุลหวายพ้ืนเมืองที่
เก็บรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย จ านวน 30 สายพันธุ์ เพ่ือน ามาทดสอบกับเครื่องหมายดี
เอ็นเอชนิดบาร์โค๊ด โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีนต่าง ๆ จ านวน 4 ยีน ได้แก่ matK, ITS, trnH-
psbA และ rbcl แล้วน าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ไปหาล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ด้วยเครื่องอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์อัตโนมัติโดยบริษัทเอกชนและเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล 
GenBank ได้ชื่อกล้วยไม้พร้อมทั้งสามารถจัดกลุ่มชนิดของกล้วยไม้หวายได้ เมื่อวิเคราะห์ข้อมูล 
phylogenetic tree โดยใช้ ClustalWII Phylogeny ผลการวิเคราะห์พบว่า สามารถจ าแนกชนิด
ของกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 30 สายพันธุ์ ด้วยไพรเมอร์ rbcl และmatK ซึ่งจะน าไปใช้เป็นเครื่องหมาย
ดีเอ็นเอส าหรับท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายชนิดต่าง ๆ ต่อไป 

โรคใบไหม้แผลใหญ่ (Northern Corn Leaf Blight, NCLB) ที่เกิดจากเชื้อรา Exserohilum 
turcicum เป็นปัญหาส าคัญอย่างมากต่อการผลิตข้าวโพดในประเทศไทย ที่ท าความเสียหายให้กับ
ข้าวโพด ส่งผลกระทบให้ผลผลิตลดลง 30-40 เปอร์เซ็นต์ โดยจะขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อและ
ระยะการเจริญเติบโตของข้าวโพด การป้องกันความเสียหายจากโรคใบไหม้แผลใหญ่ที่มีประสิทธิภาพ
และประหยัดมากที่สุดคือการใช้พันธุ์ต้านทานโรค การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์และสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในเชื้อพันธุกรรมข้าวโพด 
จากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 12 คู่ไพรเมอร์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่
ในพันธุ์ข้าวโพดที่พันธุ์ต้านทานและพันธุ์อ่อนแอต่อโรค พบว่าไพรเมอร์ umc2037 bnlg1233 และ 
bnlg1607 ให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหว่างข้าวโพดพันธุ์อ่อนแอต่อโรคและ
ข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ และน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับความอ่อนแอต่อโรคใบ
ไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด การใช้เครื่องหมายโมเลกุลสการ์ SCA07496 SCA16420 SCB09464 และ 
SCE20429 ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ พบว่าเครื่องหมาย
โมเลกุลสการ์ทั้ง 4 เครื่องหมายให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอไม่สัมพันธ์กับการต้านทานต่อโรคกับ
พันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ที่ได้ท าการศึกษา 
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การศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของ
กรมวิชาการเกษตรทั้งลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรม จ านวน 20 พันธุ์ 
ประกอบด้วยถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตร 18 พันธุ์ และถั่วเหลืองที่ใช้เป็นพันธุ์
ควบคุม (control) 2 พันธุ์ ได้แก่ อุตสาหะ-เอ และ Williams ในส่วนของลักษณะทางสรีรวิทยาได้ท า
การทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก และการทดสอบความทนทาน
ต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอกโดยใช้สาร Polyethylene glycol (PEG) แต่ละการ
ทดลองวางแผนแบบ 2 x 20 Factorial in CRD จ านวน 4 ซ้ า จากนั้นวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้วิธี 
Analysis of variance พบว่า ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมแตกต่างกัน พันธุ์ที่
มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 2 
และพันธุ์สุโขทัย 1 พันธุ์ที่มีความอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์
เชียงใหม่ 1 พันธุ์เชียงใหม่ 5 และพันธุ์ สจ.4 ส าหรับสภาพแห้งแล้ง พันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพ
แห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 2 และพันธุ์สุโขทัย 1 พันธุ์ที่
มีความอ่อนแอต่อสภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 พันธุ์เชียงใหม่ 84-
2 และพันธุ์เชียงใหม่ 6 เมื่อค านวณหาค่าความสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างความทนทานต่อสภาพ
แห้งแล้งกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอกในแต่ละพันธุ์ พบว่า มี
ความสัมพันธ์(Correlation) เชิงบวกระหว่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ผลจากงานวิจัยนี้ท าให้
ทราบว่าถั่วเหลืองพันธุ์รับรองพันธุ์ใดเหมาะสมต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งที่เกิดขึ้นในช่วง
ปลูกถ่ัวเหลืองรวมถึงระยะแรกงอก สามารถน าไปเผยแพร่แก่เกษตรกรให้ปลูกในพ้ืนที่ที่ประสบปัญหา
ดังกล่าวได้ อย่างไรก็ตาม การต่อยอดงานวิจัยนี้โดยการศึกษาสารพันธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุ์รับรอง
ของกรมวิชาการเกษตรด้วยเครื่องหมายโมเลกุลและยีนที่เกี่ยวข้องกับระบบความทนทานต่อสภาพน้ า
ท่วมหรือสภาพแห้งแล้ง   คาดว่าจะเป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจเกี่ยวกับระบบความทนทาน
ต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองในระดับยีน รวมถึงสามารถน าเครื่องหมายโมเลกุล
และยีนที่มีประสิทธิภาพในการคัดเลือกพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งไปใช้ในการ
คัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์ถั่วเหลืองในอนาคต 

 
Abstract 

Durian is one of the most important agricultural economic fruits in Thailand. 
It is widely grown in several parts of the country, resulting in duplication of names. 
However, the genetic information on durian is limited for the clones detection. It is 
necessary to develop more SSR molecular markers with next generation sequencing 
(NGS) technology. this study was development of SSR markers by next-generation 
sequencing and DNA fingerprinting in durian. In the present study, total of 
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25,909,606,800 base of sequence data were generated. We obtained 30,107,9102 raw 
reads. These reads were assembled into 424,882 contigs, 11,156 primers were 
designed. Di-nucleotides motifs being the most abundant 6,545 (58.67%) followed by 
tri- 2,295 (20.57%), hexa- 1,056 (9.47%), tetra- 781 (7.00%) and penta-nucleotide 479 
(4.29%) repeats. After detecting 17 simple sequence repeat (SSR) markers for 
polymorphisms in 40 durian clones, all the seventeen microsatellite markers were 
found to be polymorphic for 73 alleles were found. In this present study, the 
number of alleles ranged from 2 to 8 alleles per locus. Microsatellite markers have 
been used to identify durian clones to obtain DNA fingerprints for clone identification 
to avoid the case of duplication. For example, similar clones of durian collected from 
several growing areas have different names. The DNA fingerprint information can be 
used to indicate the relationship and the difference of genetic base of each durian 
clone. 

Date palm (Phoenix dactylifera L.) is an economic importance fruit. The sex 
of plants became known only at the time of first flowering that takes around 3-7 
years after seeding, which it wastes cost and time for crop management. This 
research aims to study and development of the techniques for sex detection in the 
seedling stage. The results showed DpDOAF and DpDOAR primers could identify the 
sex by PCR technique. The PCR fragments were generated with the length 
approximately 450 bp specific to male tree. For validation of DNA marker, the 
primers were used to amplify the DNA of 169 trees that are known the sex. The 
results of amplifications were shown 8 trees that inconsistent to the marker. It is 4.7 
percentages of all samples. Therefore, the accuracy of these primers is 95.3 
percentages. In part of DNA extraction by homogenizing with the steel ball method 
was indicated the purity equivalent to CTAB method and faster. Moreover, the sex of 
date palm could identify by HRM technique using DpHRM primers, which can be 
used for high throughput scanning. It is an alternative method to sex detection in a 
phase of seedlings.  

Northern Corn Leaf Blight (NCLB) is a destructive foliar disease of maize that 
results from infection of the fungal pathogen, Exserohilum turcicum. The yield losses 
incurred from NCLB in Thailand may exceed 30-40 % when environmental conditions 
were optimal for disease development. Using the cultivars resistance to reduce the 



17 

detrimental effects of NCLB on maize productivity is the most cost-effective. 
However, this study was use of SSR and SCAR markers for detection on NCLB 
resistance in maize germplasm. After detecting 12 simple sequence repeat (SSR) 
markers for polymorphisms between resistant and susceptible cultivars of maize, 
three markers may be linked to NCLB resistance cultivars; umc2037, bnlg1233 and 
bnlg1607 were identified. The use of sequence characterized amplified region (SCAR) 
markers; SCA07496 SCA16420 SCB09464 and SCE20429 for polymorphisms between 
resistant and susceptible cultivars of maize, all of the SCAR markers were not related 
to the disease resistance of the studied maize cultivars. 

Study of flooding tolerance and drought tolerance in DOA recommended 
soybean cultivars using biotechnology. Twenty soybean cultivars consisting of 18 DOA 
recommended cultivars and 2 control cultivars, namely Utsaha-A and Williams, were 
examined. In physiological test, germination percentage after soaking treatment and 
germination percentage under drought stress that induced by Polyethylene glycol 
(PEG) were measured to investigate seed-flooding tolerance and drought tolerance, 
respectively. Each experiment was performed as Factorial based on Completely 
Randomized Design (CRD) with four replications. Analysis of variance (ANOVA) was 
conducted for germination percentage. The result of seed-flooding tolerance test 
showed that the germination percentage was affected by different cultivars 
suggesting the presence of genetic control of seed-flooding tolerance. The three 
most tolerant cultivars in flooding were Srisamrong1, CM 2, and Sukothai1. The three 
most susceptible ones were CM1, CM5, and SJ4. In seed-drought tolerance test, the 
result showed that the three most tolerant cultivars were Srisamrong1, CM 2, and 
Sukothai1. The three most susceptible cultivars in drought stress were CM1, CM84-2, 
and CM6. Correlation between germination percentage after soaking treatment as 
seed-flooding tolerance and germination percentage under drought stress as seed-
drought tolerance of the examined cultivars were calculated. And the result showed 
that there was a significant positive correlation between them, indicating that 
cultivars having tolerance to seed-flooding tended to show tolerance to seed-
drought stress as well. From this research, the seed-flooding tolerance and drought 
tolerance of DOA recommended soybean cultivars was studied. The information will 
be useful for selecting soybean cultivars to plant in area with much rainfall or 
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flooding and area facing drought problem at sowing time. Further research in genetics 
such as study of molecular markers and genes related to flooding tolerance and 
drought tolerance using the DOA recommended soybean cultivars will help us to 
understand the tolerance mechanisms at gene level more clearly. Furthermore, 
identification of candidate molecular markers or genes applicable for marker-assisted 
selection for flooding tolerance and drought tolerance will be highly beneficial. 
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การทดลองที่ 1 

การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์โดยการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่              
และการจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอในทุเรียน 

Development of SSR markers by next-generation sequencing and DNA 
Fingerprinting in Durian 

 
ประสาน สืบสุข  กุหลาบ คงทอง  อรุโณทัย  ซาววา  ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์  ศิริพร วรกุลด ารงชัย 

 
ค าส าคัญ เครื่องหมายโมเลกุล ทุเรียน ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  molecular markers SSR Durain next-
generation sequencing 

 
บทคัดย่อ 

ทุเรียนเป็นหนึ่งในไม้ผลที่มีความส าคัญมากของประเทศไทย มีการปลูกแพร่หลายตามภาค
ต่าง ๆ ของประเทศท าให้เกิดความซ้ าซ้อนในการตั้งชื่อ และข้อมูลด้านเครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้
ตรวจสอบพันธุ์มีไม่เพียงพอ จึงได้พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ด้วยเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับ
เบสยุคใหม่ (NGS) ผลจากการศึกษานี้ สามารถหาล าดับเบสรวมได้ 25,909,606,800 เบส จากข้อมูล
ชิ้นล าดับเบส (raw read) จ านวน 30,107,9102 read จากการรวม raw read ให้เป็นชิ้นดีเอ็นเอที่
ยาวขึ้น (contig) ได้ 424,882 contig เมื่อน าข้อมูลเหล่านี้ไปค้นหาเครื่องหมาย SSR พบว่าสามารถ
ออกแบบไพรเมอร์ได้จ านวน 11,156 คู่ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสซ้ าแบบซ้ าสองมีมากที่สุด 
6,545 (58.67%) คู่ไพรเมอร์ รองลงมาคือล าดับเบสซ้ าสาม 2,295 (20.57%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบส
ซ้ าหก 1,056 (9.47%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบสซ้ าสี่ 781 (7.00%) คู่ไพรเมอร์ และล าดับเบสซ้ าห้า 479 
(4.29%) คู่ไพรเมอร์ และได้คัดเลือกหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่าง พบไพรเมอร์ SSR 17 คู่ ให้
รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดความแตกต่างกันในทุเรียน 40 พันธุ์ พบรูปแบบอัลลีลที่แตกต่างกัน 
73 อัลลีล โดยแต่ละไพรเมอร์ให้อัลลีลที่ต่างกันตั้งแต่ 2 -8 อัลลีล ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า
เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาได้จากการทดลองนี้สามารถใช้แยกความแตกต่างทางพันธุกรรม
ของทุเรียนที่เป็นพันธุ์เดียวกัน แต่ปลูกในพ้ืนที่ต่างกัน และแต่มีชื่อเรียกต่างกันได้ และใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิงส าหรับตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของทุเรียน อีกทั้งยังประโยชน์ส าหรับการ
ปรับปรุงพันธุ์ 

 
Abstract 
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Durian is one of the most important agricultural economic fruits in Thailand. 
It is widely grown in several parts of the country, resulting in duplication of names. 
However, the genetic information on durian is limited for the clones detection. It is 
necessary to develop more SSR molecular markers with next generation sequencing 
(NGS) technology. this study was development of SSR markers by next-generation 
sequencing and DNA fingerprinting in durian. In the present study, total of 
25,909,606,800 base of sequence data were generated. We obtained 30,107,9102 raw 
reads. These reads were assembled into 424,882 contigs, 11,156 primers were 
designed. Di-nucleotides motifs being the most abundant 6,545 (58.67%) followed by 
tri- 2,295 (20.57%), hexa- 1,056 (9.47%), tetra- 781 (7.00%) and penta-nucleotide 479 
(4.29%) repeats. After detecting 17 simple sequence repeat (SSR) markers for 
polymorphisms in 40 durian clones, all the seventeen microsatellite markers were 
found to be polymorphic for 73 alleles were found. In this present study, the 
number of alleles ranged from 2 to 8 alleles per locus. Microsatellite markers have 
been used to identify durian clones to obtain DNA fingerprints for clone identification 
to avoid the case of duplication. For example, similar clones of durian collected from 
several growing areas have different names. The DNA fingerprint information can be 
used to indicate the relationship and the difference of genetic base of each durian 
clone.  

ค าน า 

ทุเรียน (Durio zibethinus Murr.) เป็นไม้ผลเขตร้อนที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของ
ประเทศไทย มีการส่งออกท้ังในรูปผลสด แช่แข็ง และแปรรูป ในประเทศไทยมีการปลูกทุเรียนมาเป็น
เวลานาน จากหลักฐานทางประวัติศาสตร์ เชื่อได้ว่าทุเรียนน าเข้ามาปลูกในประเทศไทย ตั้งแต่สมัย
กรุงศรีอยุธยา และเป็นการน ามาจากทางใต้ของประเทศไทย โดยในระยะต้นมีการขยายพันธุ์ด้วย
เมล็ด ท าให้เกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมสูง เนื่องจากเป็นการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ และ
เกษตรกรเป็นผู้คัดเลือกพันธุ์ที่ดีในอดีต ซึ่งเป็นผลดีต่อการปรับปรุงพันธุ์ทุเรียนมาจนถึงปัจจุบั น แต่
พันธุ์ทุเรียนที่เกิดขึ้นมีการตั้งชื่อพันธุ์ในหลายๆ รูปแบบ ไม่มีหลักเกณฑ์ อาจใช้ชื่อผู้ที่เพาะเมล็ด ชื่อ
สถานที่หรือต าแหน่งที่ต้นพันธุ์นั้นงอก ลักษณะรูปทรง ผล สี รสชาติ ฯลฯ ซึ่งเป็นลักษณะที่เด่นชัด
เป็นตัวก าหนดในการตั้งชื่อ ประกอบกับมีการกระจายการปลูกทุ เรียนไปยังภาคต่างๆ ท าให้มีการ
กระจายพันธุ์ไปยังแหล่งปลูกใหม่เป็นจ านวนมาก อาจท าให้หลายๆ พันธุ์ที่เป็นพันธุ์เดียวกัน มีการตั้ง
ชื่อใหม่ จึงเป็นการซ้ าซ้อน สับสน และไม่สามารถใช้ประโยชน์ในเชิงวิชาการได้เท่าที่ควร พันธุ์ทุเรียน
ที่เกิดขึ้นจาการผสมพันธุ์ตามธรรมชาตินั้น ไม่สามารถทราบเชื้อสายพันธุกรรมของพ่อแม่พันธุ์ได้ อีก
ทั้งลักษณะภายนอกไม่สามารถจ าแนกพืชในระดับพันธุ์ได้อย่างชัดเจน วิธีการตรวจสอบพืชในระดับดี
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เอ็นเอถือเป็นวิธีการหนึ่งที่มีความเที่ยงตรงสูง เนื่องจากไม่มีผลการทบจากสิ่งแวดล้อม และอิทธิของ
จากปฏิกิริยาร่วมระหว่างสภาพแวดล้อมกับยีนเข้ามาเกี่ยวข้อง นอกจากนี้การศึกษาพันธุกรรมใน
ระดับดีเอ็นเอนั้นสามารถน าไปประยุกต์ในการปรับปรุงพันธุ์พืช เพ่ือใช้เป็นเครื่องหมายส าหรับ
คัดเลือกลักษณะที่ต้องการในระดับดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นการคัดเลือกที่ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพของการ
คัดเลือกให้ได้จีโนไทป์ตามต้องการ โดยมีพ้ืนฐานอยู่บนความสัมพันธ์ระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลกับ
ยีนที่ควบคุมลักษณะที่จะคัดเลือก การมีจ านวนเครื่องหมายโมเลกุลหลาย ๆ ต าแหน่งที่วางอยู่บนแผน
ที่ยีน สามารถใช้เป็นเครื่องมือที่จะช่วยให้นักปรับปรุงพันธุ์พืชทราบถึงต าแหน่ง และอิทธิพลของยีนที่
มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ใช้เป็นแนวทางในการวบรวมยีนที่ดีเด่นต่าง ๆ เข้ามาอยู่ในพืชพันธุ์ใหม่ที่มี
ลักษณะที่ต้องการได้อย่างรวดเร็ว ถูกต้อง และแม่นย า การน าเครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ในขั้นตอนการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชเข้ามาช่วยลดระยะเวลาการปรับปรุงพันธุ์ให้น้อยลง เพ่ิมประสิทธิภาพสูงทั้งในด้าน
ความถูกต้องและแม่นย า 

ที่ผ่านมาเครื่องหมายโมเลกุลได้ถูกน ามาใช้ในการจ าแนกพันธุ์ทุเรียน เช่น PCR-RFLPs, 
AFLP, RAPD และ SSR (Santoso, 2004; ฤทัยชนก, 2554; โองการ, 2554; ปิยรัษฎ์, 2552; 
ประสาน, 2556) โดยเฉพาะ SSR ถือว่าเป็นเครื่องหมายที่สามารถใช้แยกความแตกต่างของสิ่งมีชีวิต
ได้ดี มีความเสถียรสูง ท าซ้ าได้ มีความหลากหลายสูง แต่อย่างไรก็ตามพบว่าต าแหน่งเครื่องหมาย 
SSR ของทุเรียนที่ใช้อยู่ปัจจุบันมีน้อย ถ้าพิจารณาในเรื่องของการจ าแนกพันธุ์พบว่าไม่เพียงพอในการ
ใช้จ าแนกสายพันธุ์ทุเรียนออกจากกันได้ทั้งหมด (ประสาน, 2556) และถ้าต้องการน าเครื่องหมาย 
SSR ไปใช้เพ่ือช่วยในการปรับปรุงพันธุ์พืชนับว่าเครื่องหมาย SSR มีน้อยจนไม่สามารถน าไปใช้หา
เครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับลักษณะที่ต้องการ ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้เพ่ือค้นหาและพัฒนา
เครื่องหมายโมเลกุล SSR ของทุเรียนโดยใช้เทคนิค next-generation sequencing ซึ่งเป็นเทคนิคที่
ช่วยลดระยะเวลาลด ขั้นตอน และค่าใช้จ่ายในหาล าดับเบสของแต่ละโคลน 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
ประเด็นวิจัย : เป็นการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์จากดีเอ็นเอของทุเรียน โดยน าดีเอ็นเอ
ที่สกัดได้ไปวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยเทคนิคการหาล าดับเบสยุคใหม่ เพ่ือน าล าดับเบสที่ได้มาหาส่วนที่มี
ล าดับเบสซ้ าแบบเอสเอสอาร์ พร้อมทั้งออกแบบไพรเมอร์ให้ขนาบข้างส่วนของล าดับเบสที่เป็นเอส
เอสอาร์ แล้วน าไปทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์กับทุเรียน พร้อมทั้งน าไพรเมอร์
ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ไปทดสอบหาชนิดของไพรเมอร์ที่ให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน 
(polymorphism) กับทุเรียน  
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท าการวิจัย : ตุลาคม 2558 -กันยายน 2560  
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วิธีด าเนินการ  

1. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์จากทุเรียน 
1.1 เก็บตัวอย่างใบทุเรียนพันธุ์หมอนทอง จากศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี จังหวัดจันทบุรี 
1.2 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ วิธี CTAB ดัดแปลงจาก Lodhi et al., 1994 ดังนี้ เตรียม 

Extraction buffer [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 8.0, 1.4 M NaCl, 
2%(W/V) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) เติม 0.2% β-mercaptoethanol ก่อน
ใช้บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส น าใบกาแฟ 5 กรัม บดในโกร่งด้วยไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผง
แป้ง ใส่หลอด 15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 60 องศา
เซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่าทุก 20 นาที) แล้วน าตัวอย่างออกมาวางที่อุณหภูมิห้องนาน 10 
นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาที 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใส 750 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร 
ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่หลอด 
1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอน
ดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 
รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทน้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วย 70% Ethanol 750 ไมโครลิตร สอง
ครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้วละลายด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ความเข้มข้น 0.8 เปอร์เซ็นต์ โดยเปรียบเทียบความเข้มของแถบดีเอ็นเอกับ 
Lambda DNA ขนาด 30 และ 60 ng/ul และวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Qubit 
Fluorometer โดยใช้ชุด Qubit dsDNA HS Assay Kit โดยใช้ได้ความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้ได้อย่าง
น้อย 30 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร  

1.3 ส่งตัวอย่างดีเอ็นเอวิเคราะห์หาล าดับเบสโดยใช้เทคนิคการหาล าดับเบสยุคใหม่ 
(next-generation sequencing; NGS) ด้วยส่งตัวอย่างวิเคราะห์โดยใช้เครื่อง Illumina (HiSeq 
2000/2500) BGI Tech Solution (HongKong) Co., Limited พร้อมจัดเรียงล าดับเบสดีเอ็นเอ (de 
novo assembly) ค้นหาต าแหน่งที่มีล าดับเบสซ้ าแบบเอสเอสอาร์ ออกแบบและสังเคราะห์ไพรเมอร์ 
ที่วิเคราะห์โดย BGI Tech Solution (HongKong) Co., Limited  

1.5 ทดสอบหาอุณหภูมิและปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์ ในการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียนพันธุ์หมอนทอง โดยน าตัวอย่างดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ท าการ
เตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยมีส่วนประกอบด้วยดังต่อไปนี้  

 
1. 10X  PCR Buffer     2  ไมโครลิตร 
2. 10 mM dNTP      0.4   ไมโครลิตร 
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3. 50 mM MgCl2     0.6   ไมโครลิตร 
4. 10 M Forward Primer    1  ไมโครลิตร 
5. 10 M Reverse Primer    1  ไมโครลิตร 
6. ดีเอ็นเอต้นแบบ (10 ng/ul)   5 ไมโครลิตร 
7. 5 U/l Platinum Taq DNA Polymerase 0.2  ไมโครลิตร 
8. เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบ    20  ไมโครลิตร  
 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเป็น  

 
  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาที 
  55-60 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  

    72 oC 10 นาที 1 รอบ 
 
1.6 ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ agarose gel 

electrophoresis ตรวจสอบโดยการย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transilluminators พร้อม
บันทึกภาพ 

1.7 บันทึกข้อมูลขนาดแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ เพ่ือน าผลการ
ทดลองที่ได้ไปใช้ทดสอบหาไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ 
 

2. การทดสอบหาไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ 
2.1 เก็บตัวอย่างและสกัดดีเอ็นเอจากทุเรียน 40 พันธุ์ ดังแสดงในตารางที่ 1 ที่เก็บ

ตัวอย่างจากศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี และ แปลงรวบรวมพันธุ์
ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 

2.2 สกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปจากพืช แต่ปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ให้ได้ 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน าไปท าปฏิกิริยาพีซีอาร์
ต่อไป  

2.3  เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียน 4 พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 
จ านวน 100 คู่ไพรเมอร์ ดังแสดงในตารางที่ 2  
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2.4 ตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้โดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยมีดีเอ็นเอ
มาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ตรวจสอบและบันทึกภาพ 

2.5 คัดเลือกไพรเมอร์ที่คาดว่าให้ความแตกต่างระหว่างพันธุ์ทุเรียน 8 พันธุ์ เพ่ือคัดเลือก
ไพรเมอร์ที่เหมาะสมน าไปติดฉลากสารเรืองแสงในขั้นตอนต่อไป  

2.6 น าล าดับเบสของไพรเมอร์เอสเอสอาร์ที่ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในทุเรียนแต่
ละพันธุ์ ในข้อ 2.5 น าไปติดฉลากด้วยสารเรืองแสง FAM VIC NED และ PET  

2.7 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียน 40 พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์ที่
ติดฉลากแล้ว จากนั้นตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณได้ของแถบดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี
ซิส โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ตรวจสอบผลและบันทึกภาพ 

2.8 น าผลผลิตพีซีอาร์ของทุเรียนพันธุ์ต่าง ๆ ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณ ตามข้อ 2.7 ไป
ตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเออย่างละเอียด โดยการแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วยเครื่องอัตโนมัติ 
ABI 310 Genetic Analyzer ที่มีตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเออยู่ทุกตัวอย่าง (Internal Size 
Standard) เป็นตัวเปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ (LIZ 500 Size Standard) 

3.5 วิเคราะห์ผลและค านวณขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบในทุเรียนแต่ละพันธุ์ โดยใช้โปรแกรม 
GeneMapper Version 5.0 
 

ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์จากทุเรียน 

1.1 ได้เก็บตัวอย่างใบทุเรียนพันธุ์หมอนทอง จากศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี น ามาบดใน
ไนโตรเจนเหลวจนละเอียดเป็นผง และสกัดดีเอ็นเอ พร้อมทั้งตรวจสอบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส จากนั้นวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง Qubit Fluorometer ได้ดีเอ็นเอ
จ านวน 3 หลอด ความเข้มข้นของดีเอ็นเอมีดังนี้ หลอดที่ 1 ความเข้มข้น 42.9 ng/ul จ านวน 45 ul 
หลอดที่ 2 ความเข้มข้น 33.0.9 ng/ul จ านวน 30 ul และ หลอดที่ 3 ความเข้มข้น 49.3 ng/ul 
จ านวน 30 ul รวมปริมาณดีเอ็นเอทั้งหมด 1,479 นาโนกรัม พบว่าได้ดีเอ็นเอที่มีความเข้มข้นและ
ความบริสุทธิ์ เพียงพอส าหรับการส่งวิเคราะห์หาล าดับเบสซ้ าโดยใช้เทคนิค next-generation 
sequencing จึงได้ส่งตัวอย่างดีเอ็นเอทุเรียนไปวิเคราะห์หาล าดับเบสด้วยเครื่อง Illumina (HiSeq 
2000/2500) กับบริษัท BGI Tech Solution (HongKong) Co., Limited พร้อมจัดเรียงล าดับเบสดี
เอ็นเอ (de novo assembly) ค้นหาต าแหน่งที่มีล าดับเบสซ้ าแบบเอสเอสอาร์ ออกแบบและ
สังเคราะห์ไพรเมอร์  
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ภาพที่ 1 แสดงดีเอ็นเอของทุเรียน (2-6) ที่สกัดได้ และตรวจสอบด้วยอะกาโรส 1= 1 Kb 

DNA Ladder 
1.2 ผลจากการวิเคราะห์หาล าดับเบสซ้ า (SSR) ของทุเรียน โดยเทคนิคการวิเคราะห์หา

ล าดับเบสยุคใหม่ (next-generation sequencing; NGS) พร้อมทั้งจัดเรียงล าดับเบสดีเอ็นเอใหม่ 
(de novo assembly) และค้นหาล าดับเบสซ้ าแบบเอสเอสอาร์ โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ ผลจาก
การศึกษานี้ สามารถหาล าดับเบสรวมได้ 25,909,606,800 เบส จากข้อมูลชิ้นล าดับเบส (raw read) 
จ านวน 30,107,9102 read จากการรวม raw read ให้เป็นชิ้นดีเอ็นเอที่ยาวขึ้น (contig) ได้ 
424,882 contig เมื่อน าข้อมูลเหล่านี้ไปค้นหาเครื่องหมาย SSR พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ได้
จ านวน 11,156 คู่ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสซ้ าแบบซ้ าสองมีมากที่สุด 6,545 (58.67%) คู่
ไพรเมอร์ รองลงมาคือล าดับเบสซ้ าสาม 2,295 (20.57%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบสซ้ าหก 1,056 
(9.47%) คู่ไพรเมอร์ ล าดับเบสซ้ าสี่ 781 (7.00%) คู่ไพรเมอร์ และล าดับเบสซ้ าห้า 479 (4.29%) คู่
ไพรเมอร์ ตัวอย่างต าแหน่งของเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ที่ออกแบบจากผลการวิเคราะห์ล าดับ
เบสดีเอ็นเอของทุเรียนโดยใช้เทคนิค next-generation sequencing ได้แสดงในตารางที่ 2  

1.3 จากการทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียนพันธุ์หมอนทอง โดยน าตัวอย่าง
ดีเอ็นเอมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ พบว่าจากการใช้ไพรเมอร์ จ านวน 100 คู่ สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จ านวน 98 คู่ไพรเมอร์ อีก 2 คู่ไพรเมอร์ ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ดัง
แสดงในตารางที่ 2 และตัวอย่างภาพเจลในภาพที่ 2 

 

 
ภาพที่ 2 ไพรเมอร์ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียนโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอส

เอสอาร์ mDzDOA213 - mDzDOA230 M= 100 bp DNA Ladder  
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2. การทดสอบหาไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอ 
การทดสอบหาไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอในทุเรียน ที่ได้น าเครื่องหมาย

โมเลกุลที่เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้จากข้อ 1.3 จ านวน 98 คู่ไพรเมอร์ ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอกับทุเรียน 
8 พันธุ์ พบมีไพรเมอร์ จ านวน 68 คู่ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นแตกต่างกัน (Polymorphism) คิดเป็น 
69.39 % และมีไพรเมอร์จ านวน 30 คู่ที่ให้แถบดีเอ็นเอไม่แตกต่าง (Monomorphism) คิดเป็น 
30.61 % ดังแสดงผลของแต่ละไพรเมอร์ในตารางที่ 3 และตัวอย่างผลการตรวจสอบด้วยอะกาโรสเจ
ลของไพรเมอร์ mDzDOA209 และ mDzDOA211 (ภาพท่ี 3 และ ภาพที่ 4)  

จึงได้เลือกไพรเมอร์เอสเอสอาร์ที่พัฒนาได้จากทุเรียนจ านวน 17 คู่ ไปติดฉลากสารเรือง
แสงชนิด FAM VIC NED และ PET โดยไพรเมอร์ที่ถูกคัดเลือก ได้แก่ mDzDOA16-FAM 
mDzDOA52-VIC mDzDOA61-NED mDzDOA141-FAM mDzDOA154-VIC mDzDOA164-NED 
mDzDOA172-PET mDzDOA145-FAM mDzDOA165-NED mDzDOA173-PET mDzDOA148-
FAM mDzDOA160-VIC mDzDOA162-VIC mDzDOA170-NED mDzDOA177-PET 
mDzDOA153-FAM และ mDzDOA179-PET เพ่ือน าไปจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของทุเรียนพันธุ์ต่าง 
ๆ ต่อไป  

 

 
 
ภาพที่ 3 การคัดเลือกหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างในพันธุ์ทุเรียน โดยการแยกขนาด

ของชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจลล าดับที่ 1-8 = ไพรเมอร์ mDzDOA209 M = 
100 bp plus DNA Ladder 
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ภาพที่ 4 การคัดเลือกหาไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างในพันธุ์ทุเรียน โดยการแยกขนาด

ของชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจลล าดับที่ 1-8 = ไพรเมอร์ mDzDOA211 M = 
100 bp plus DNA Ladder 

 
ผลจากการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างใบทุเรียน 40 พันธุ์ ดังตารางที่ 1 โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ

จากพืช และเมื่อน าดีเอ็นเอที่สกัดได้ไปตรวจสอบโดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส สามารถตรวจ
เห็นแถบดีเอ็นเอจากภาพเจลได้ ดังแสดงในภาพที่ 5 และเมื่อทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอพบว่าดี
เอ็นเอของทุเรียนทั้ง 40 พันธุ์ สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

 

 
ภาพที่ 5 แสดงดีเอ็นเอของทุเรียน (1-12) ที่สกัดโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอจากพืช และตรวจสอบ

ด้วยอะกาโรส M= 1 Kb DNA Ladder 

 
จากการทดลองจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของทุเรียน 40 พันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอส

เอสอาร์ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง จ านวน 17 คู่ ได้แก่ mDzDOA16-FAM mDzDOA52-VIC 
mDzDOA61-NED mDzDOA141-FAM mDzDOA154-VIC mDzDOA164-NED mDzDOA172-
PET mDzDOA145-FAM mDzDOA165-NED mDzDOA173-PET mDzDOA148-FAM 
mDzDOA160-VIC mDzDOA162-VIC mDzDOA170-NED mDzDOA177-PET mDzDOA153-
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FAM และ mDzDOA179-PET พบว่าเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 17 คู่ไพรเมอร์ ที่พัฒนาได้จาก
ทุเรียน สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ 6 การใช้ไพรเมอร์ต่างชนิดกันท าให้
เกิดแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันทุเรียน 40 พันธุ์ ดังแสดงตัวอย่างในภาพที่ 7 บางพันธุ์อาจมีความ
เหมือนกันหรือคล้ายคลึงกันของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ และท าให้เกิดแถบดีเอ็นเอ (polymorphism) 
ได้แถบดีเอ็นเอที่ท าให้เกิดความแตกต่างขึ้นทั้งหมด 73 ต าแหน่ง (polymorphism alleles) ของ
ทุเรียน 40 พันธุ์ มีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นต่อไพรเมอร์มีตั้งแต่ 2 ถึง 8 แถบ (alleles) ไพรเมอร์
แต่ละชนิดให้แถบดีเอ็นเอจ านวนต่าง ๆ คือ  

1. ไพรเมอร์ที่ปรากฏดีเอ็นเอ 8 แถบ มีจ านวน 2 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ mDzDOA52-VIC และ 
mDzDOA61-NED 

2. ไพรเมอร์ที่ปรากฏดีเอ็นเอ 4 แถบ มีจ านวน 9 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ mDzDOA141-FAM 
mDzDOA154-VIC mDzDOA164-NED mDzDOA172-PET mDzDOA145-FAM mDzDOA165-
NED mDzDOA162-VIC mDzDOA153-FAM และ mDzDOA179-PET 

3. ไพรเมอร์ที่ปรากฏดีเอ็นเอ 3 แถบ มีจ านวน 3 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ mDzDOA16-FAM 
mDzDOA173-PET และ mDzDOA160-VIC 

4. ไพรเมอร์ที่ปรากฏดีเอ็นเอ 2 แถบ มีจ านวน 3 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่ mDzDOA148-FAM 
mDzDOA170-NED และ mDzDOA177-PET  

 

การปรากฏจ านวนอัลลีลหรือจ านวนแถบดีเอ็นเอในการทดลองนี้ ซึ่งใช้พันธุ์ทุเรียนเพียง 
40 พันธุ์ พบว่าไพรเมอร์ mDzDOA52-VIC และ mDzDOA61-NED ให้แถบมากที่สุด จ านวน 8 อัล
ลีล ส่วนไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอน้อยที่สุด จ านวน 2 อัลลีล คือไพรเมอร์ mDzDOA148-FAM 
mDzDOA170-NED และ mDzDOA177-PET อย่างไรก็ตามการปรากฏจ านวนอัลลีลของแต่ละไพร
เมอร์นั้น จะขึ้นอยู่กับจ านวนประชากรที่ใช้ศึกษาด้วย หากใช้ประชาการจ านวนมากและประชาการที่
มีความหลากหลายทางพันธุกรรรม โอกาสที่จะพบจ านวนอัลลีลเพ่ิมมากขึ้นก็จะมีมากด้วย ดังเช่นจาก
การศึกษาของ ประสาน และคณะ 2554 ได้วิเคราะห์เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ของข้าวโพด 
พบว่าการปรากฏจ านวนอัลลีลหรือแถบดีเอ็นเอที่ได้ทดสอบกับสายพันธุ์ข้าวโพด 186 ตัวอย่าง เมื่อใช้
ไพรเมอร์ bnlg161 ท าให้มีโอกาสในการตรวจพบจ านวนอัลลีลสูงสุด 21 อัลลีล และการใช้ไพรเมอร์ 
umc1535 มีโอกาสในการตรวจพบจ านวนอัลลีล 3 อัลลีล แต่อีกการทดลองหนึ่งเมื่อทดสอบกับ
ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 26 พันธุ์ เมื่อใช้ไพรเมอร์  bnlg161 และ umc1535 มีโอกาสในการตรวจพบ
จ านวนอัลลีลเพียง 6 อัลลีล และ 2 อัลลีล ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าการปรากฏจ านวนอัลลีลของแต่
ละไพรเมอร์นั้นขึ้นอยู่กับจ านวนตัวอย่าง และความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรที่
ท าการศึกษา ถ้าหากใช้จ านวนตัวอย่างมาก โอกาสที่จะตรวจพบอัลลีลทั้งหมดของประชากรก็จะ
เป็นไปได้สูงด้วย  
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จากการค านวณค่าความถี่ของการเกิดรูปแบบแถบดีเอ็นเอ และวิเคราะห์หาค่า  PIC ใน
แต่ละไพรเมอร์ ซึ่งค านวณจากจ านวนของแถบดีเอ็นเอ (alleles) ที่พบในทุเรียนจ านวน 40 สายพันธุ์ 
พบว่าค่า PIC มีตั้งแต่ต่ าสุดคือ 0.05 และสูงสุดคือ 0.79 โดยค่า PIC นี้เป็นค่าที่บ่งบอกถึงโอกาสที่จะ
พบความหลากหลาย (polymorphism) ว่ามีมากเท่าไร ซึ่งค่า PIC จะมีค่าสูงสุดได้ เท่ากับ 1 จากไพร
เมอร์ที่ได้ศึกษาทั้งหมด 17 คู่ พบว่าไพรเมอร์ mDzDOA61-NED ให้ค่า PIC สูงที่สุดคือ เท่ากับ 0.79 
รองลงมาคือ mDzDOA52-VIC mDzDOA154-VIC และ mDzDOA141-FAM มีค่า PICs เท่ากับ 
0.73 0.72 และ 0.69 ตามล าดับ ส าหรับไพรเมอร์ที่ให้ค่า PIC น้อยกว่านี้ ได้แสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 3  โดยไพรเมอร์ที่ให้ค่า PIC สูงนั้นถือว่าเป็นไพรเมอร์ให้ความหลากหลายของรูปแบบการ
เกิดแถบดีเอ็นเอท่ีสูงในประชากรที่ศึกษา ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการจัดท าลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอของทุเรียนพันธุ์อ่ืนๆ 

 

 
 
ภาพที่ 6 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ในพันธุ์ทุเรียน 16 พันธุ์ โดยการแยก

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจล ที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพร
เมอร์ mDzDOA165 
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ภาพที่ 7 การตรวจสอบแถบดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได้ในพันธุ์ทุเรียน โดยการแยกขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ
แบบละเอียดโดยใช้เครื่องอัตโนมัติ ABI PRISMTM 310 DNA Sequencer ที่ได้จากการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ mDzDOA154 

 
 
ตารางท่ี 1 แสดงรายชื่อทุเรียนพันธุ์ และแหล่งที่มาของตัวอย่างพันธุ์ทุเรียนที่ใช้ในการทดลอง  
ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ทุเรียน รหัสพันธุ์ แหล่งที่มาของตัวอย่างพันธุ์ 

1 จันทบุรี 1  Dt1 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
2 จันทบุรี 2  Dt2 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
3 จันทบุรี 3  Dt3 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
4 จันทบุรี 4  Dt4 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
5 จันทบุรี 5  Dt5 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
6 จันทบุรี 6  Dt6 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
7 จันทบุรี 7  Dt7 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
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ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ทุเรียน รหัสพันธุ์ แหล่งที่มาของตัวอย่างพันธุ์ 
8 จันทบุรี 8  Dt8 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
9 จันทบุรี 9  Dt9 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
10 สามกิ่ง  Dt19 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
11 ชะนี  Dp45 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
12 หมอนทอง  Dp50 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
13 สาลิกา  Dp53 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
14 พวงมณี  Dp60 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
15 ก้านยาว  Dp86 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
16 นวลทองจันทร์  Dp88 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
17 ชะนีน้ าตาลทราย  Dt13 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
18 ชะนีก้านยาว  Dh21 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
19 หลงลับแล  Dh41 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
20 หลินลับแล  Dh42 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
21 ไม่รู้ชื่อพันธุ์  Dp108 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
22 กบชายน้ า  Dt14 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
23 ทองใหม่  Dt15 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
24 กะเทยขั้วสั้น  Dt16 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรจันทบุรี 
25 กบชายน้ า  Dh22 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
26 ก้านยาวพวง  Dh27 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
27 ลวงทอง  Dh36 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
28 ลวง  Dh37 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
29 เม็ดในยายปราง  Dh39 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
30 กบพวง  Dp67 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
31 ไอ้ใหม่  Dp74 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
32 ก้านยาววัดสัก  Dp82 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
33 กระดุมสีนาก  Dp85 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
34 ทุเรียนนก  Dp102 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
35 กระดุมเขียว  Dp103 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
36 กระดุม  Dp105 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
37 ทองใหม่  Dp128 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
38 เม็ดในยายปราง  Dp135 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 
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ล าดับที่ ชื่อพันธุ์ทุเรียน รหัสพันธุ์ แหล่งที่มาของตัวอย่างพันธุ์ 
39 จอกลอย  Dh32 แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน จ.จันทบุรี 
40 หลงลับแล  Dp140 ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี 

 
ตารางท่ี 2 แสดงตัวอย่างต าแหน่งของเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ที่ออกแบบจากผลการวิเคราะห์

ล าดับเบสดีเอ็นเอของทุเรียนโดยใช้เทคนิค next-generation sequencing  
No. Primer Name   Motif Repeats Tm_F Tm_R PCR_Length 
1 mDzDOA16 AAATTC 8 61.4 60.6 158 
2 mDzDOA42 GT 25 62.9 63.2 160 
3 mDzDOA52 AC 39 62 61.6 160 
4 mDzDOA61 AC 14 63.4 64 158 
5 mDzDOA141 TTAT 20 62.5 61.8 299 
6 mDzDOA145 TTAT 19 62.8 62.7 202 
7 mDzDOA148 AAAT 19 62.7 62.8 286 
8 mDzDOA151 TTTA 19 61 60.4 160 
9 mDzDOA152 GAAA 19 63.8 62.9 159 
10 mDzDOA153 TTTA 18 62.3 61.6 240 
11 mDzDOA154 TTCT 18 62 62.6 155 
13 mDzDOA157 AAAT 18 61.9 62.8 150 
13 mDzDOA158 AATG 18 62.5 61.6 154 
14 mDzDOA159 TTAT 18 62.2 62.9 237 
15 mDzDOA160 AAAT 18 60.6 61.6 298 
16 mDzDOA161 AAAT 18 62.9 63.9 156 
17 mDzDOA162 TTTA 18 61.7 62.5 273 
18 mDzDOA163 AAAT 18 63 62.9 154 
19 mDzDOA164 AAAT 18 62.6 63 157 
20 mDzDOA165 ATAC 18 62.9 63.1 203 
21 mDzDOA166 TTAA 18 62.1 62.1 236 
22 mDzDOA167 TATG 17 62.6 63.2 238 
23 mDzDOA168 CATA 17 62 63 186 
24 mDzDOA169 AATG 17 60.4 60 143 
25 mDzDOA170 AAAT 17 61.9 61.3 159 
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No. Primer Name   Motif Repeats Tm_F Tm_R PCR_Length 
26 mDzDOA171 TTAA 17 62.8 62.3 214 
27 mDzDOA172 TATT 17 62.9 63 146 
28 mDzDOA173 TTTA 17 61.5 61 153 
29 mDzDOA174 ATGT 17 62.5 63.5 146 
30 mDzDOA175 AAAT 17 62 62 160 
31 mDzDOA176 TCTT 17 62.6 63 212 
32 mDzDOA177 TTTA 17 62.4 61.4 159 
33 mDzDOA178 ATAC 17 62.8 63.2 151 
34 mDzDOA179 TATG 17 62.3 61.3 160 
35 mDzDOA180 AATT 16 61.3 61.7 238 
36 mDzDOA181 CATT 16 62.5 61.8 155 
37 mDzDOA182 ATAC 16 62.6 62.7 160 
38 mDzDOA183 GTAT 16 62.7 63 116 
39 mDzDOA184 GAAA 16 60.3 60.3 148 
40 mDzDOA185 CATA 16 62.4 62.1 140 
41 mDzDOA186 ATAA 16 63 62.4 227 
42 mDzDOA187 TTCA 16 61.8 61.7 152 
43 mDzDOA188 TAAT 16 64.3 64.8 238 
44 mDzDOA189 ATGA 16 61.2 62 160 
45 mDzDOA190 TTTA 16 63.2 62.9 224 
46 mDzDOA191 ACAT 16 62.8 63.4 157 
47 mDzDOA192 AGAT 16 62.9 63 234 
48 mDzDOA193 TTAT 16 61.5 61.2 113 
49 mDzDOA194 TTAT 16 62.3 63.1 192 
50 mDzDOA195 ATTA 16 62.3 61.4 236 
51 mDzDOA196 ATTT 16 63 63 238 
51 mDzDOA197 AAAT 16 62.6 63 160 
53 mDzDOA198 AATA 16 61.2 60.6 156 
54 mDzDOA199 TTTA 16 61.5 62.5 158 
55 mDzDOA200 AAAT 16 63.3 63.2 205 
56 mDzDOA201 TTTTAT 8 60.5 60.2 187 
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No. Primer Name   Motif Repeats Tm_F Tm_R PCR_Length 
57 mDzDOA202 TTAAAT 8 62.3 62.1 284 
58 mDzDOA203 AAAGAT 8 62.3 62.1 151 
59 mDzDOA204 ATTTTA 8 62.8 62.7 227 
60 mDzDOA205 TTCATT 8 60.4 61.2 156 
61 mDzDOA206 AAAAAG 8 63.3 63 115 
62 mDzDOA207 AAAATT 8 61.2 61.2 158 
63 mDzDOA208 ATTTTA 8 63.2 62.5 158 
64 mDzDOA209 TATATC 8 62.8 62.8 231 
65 mDzDOA210 AATTTT 8 63 62.4 236 
66 mDzDOA211 TCCTAT 7 62.9 63.2 135 
67 mDzDOA212 AAATTA 7 62.5 63.3 157 
68 mDzDOA213 GATGAG 7 62.9 63.3 149 
69 mDzDOA214 CTGATA 7 62.4 63.2 117 
70 mDzDOA215 TTTTAT 7 61.9 62.6 261 
71 mDzDOA216 AATAAA 7 62.5 63.1 130 
72 mDzDOA217 TATTAC 7 62.8 62.8 147 
73 mDzDOA218 GCACAA 7 62.9 63 148 
74 mDzDOA219 TGCTGT 7 63.7 62.7 128 
75 mDzDOA220 CCTCGA 7 63 62.6 205 
76 mDzDOA221 GATTGG 7 63.3 63.5 142 
77 mDzDOA222 GACGAA 7 63.3 62.8 145 
78 mDzDOA223 AATTAT 7 62.6 62.9 159 
79 mDzDOA224 GCAGGT 7 62.5 62.5 138 
80 mDzDOA225 TGCTGT 7 62.5 62.8 131 
81 mDzDOA226 GAACTG 7 62.9 63 134 
82 mDzDOA227 CTGGGG 7 63 63.8 128 
83 mDzDOA228 CGAAGT 7 62.9 63.5 118 
84 mDzDOA229 CCTAAA 7 63 62.9 160 
85 mDzDOA230 CATGTG 7 60.9 61.5 160 
86 mDzDOA231 AAGACG 7 62.2 63 155 
87 mDzDOA232 CTGTCT 7 62.5 62.8 148 
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No. Primer Name   Motif Repeats Tm_F Tm_R PCR_Length 
88 mDzDOA233 TATATG 7 63 62.7 153 
89 mDzDOA234 TTAAAT 7 60.9 61.6 210 
90 mDzDOA235 CGTCCT 7 63.5 63.5 150 
91 mDzDOA236 TCTTTC 7 63.2 62.3 109 
92 mDzDOA237 TTTTGC 7 62.9 63.9 114 
93 mDzDOA238 TATTTA 6 62.7 62.8 154 
94 mDzDOA239 GACACA 6 63 62.2 160 
95 mDzDOA240 AGACAA 6 63 63.1 147 
96 mDzDOA241 TTTGG 16 63 63.2 153 
97 mDzDOA242 ATTTT 16 60.1 60 160 
98 mDzDOA243 GTTTT 16 63.6 62.7 146 
99 mDzDOA244 TAAAT 16 63.1 63 225 
100 mDzDOA245 TTTAT 15 61 60.1 237 
 

ตารางที่ 3 แสดงผลของเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ ที่ทดสอบเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของทุเรียน
พันธุ์หมอนทอง  

No. Primer Name   PCR Product Polymorphism 
1 mDzDOA16 Y P 
2 mDzDOA42 Y P 
3 mDzDOA52 Y P 
4 mDzDOA61 Y P 
5 mDzDOA141 Y P 
6 mDzDOA145 Y P 
7 mDzDOA148 Y P 
8 mDzDOA151 Y P 
9 mDzDOA152 Y M 
10 mDzDOA153 Y P 
11 mDzDOA154 Y P 
13 mDzDOA157 Y M 
13 mDzDOA158 Y M 
14 mDzDOA159 Y M 
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No. Primer Name   PCR Product Polymorphism 
15 mDzDOA160 Y P 
16 mDzDOA161 Y M 
17 mDzDOA162 Y P 
18 mDzDOA163 Y M 
19 mDzDOA164 Y P 
20 mDzDOA165 Y P 
21 mDzDOA166 Y P 
22 mDzDOA167 Y M 
23 mDzDOA168 Y M 
24 mDzDOA169 Y M 
25 mDzDOA170 Y P 
26 mDzDOA171 Y P 
27 mDzDOA172 Y P 
28 mDzDOA173 Y P 
29 mDzDOA174 Y M 
30 mDzDOA175 Y M 
31 mDzDOA176 Y P 
32 mDzDOA177 Y P 
33 mDzDOA178 Y M 
34 mDzDOA179 Y P 
35 mDzDOA180 Y M 
36 mDzDOA181 Y M 
37 mDzDOA182 Y M 
38 mDzDOA183 Y P 
39 mDzDOA184 Y M 
40 mDzDOA185 Y M 
41 mDzDOA186 Y M 
42 mDzDOA187 Y M 
43 mDzDOA188 Y P 
44 mDzDOA189 Y M 
45 mDzDOA190 Y M 
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No. Primer Name   PCR Product Polymorphism 
46 mDzDOA191 Y P 
47 mDzDOA192 Y M 
48 mDzDOA193 Y P 
49 mDzDOA194 Y M 
50 mDzDOA195 Y M 
51 mDzDOA196 Y M 
51 mDzDOA197 Y P 
53 mDzDOA198 Y M 
54 mDzDOA199 Y M 
55 mDzDOA200 Y P 
56 mDzDOA201 Y P 
57 mDzDOA202 Y P 
58 mDzDOA203 Y P 
59 mDzDOA204 Y M 
60 mDzDOA205 Y P 
61 mDzDOA206 Y P 
62 mDzDOA207 Y M 
63 mDzDOA208 Y M 
64 mDzDOA209 Y P 
65 mDzDOA210 Y P 
66 mDzDOA211 Y P 
67 mDzDOA212 Y P 
68 mDzDOA213 Y P 
69 mDzDOA214 Y P 
70 mDzDOA215 Y P 
71 mDzDOA216 Y P 
72 mDzDOA217 Y P 
73 mDzDOA218 Y P 
74 mDzDOA219 Y P 
75 mDzDOA220 Y P 
76 mDzDOA221 Y P 
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No. Primer Name   PCR Product Polymorphism 
77 mDzDOA222 Y P 
78 mDzDOA223 Y P 
79 mDzDOA224 Y P 
80 mDzDOA225 Y P 
81 mDzDOA226 Y P 
82 mDzDOA227 Y P 
83 mDzDOA228 Y P 
84 mDzDOA229 N N 
85 mDzDOA230 Y P 
86 mDzDOA231 Y P 
87 mDzDOA232 Y P 
88 mDzDOA233 Y P 
89 mDzDOA234 Y P 
90 mDzDOA235 Y P 
91 mDzDOA236 Y P 
92 mDzDOA237 N N 
93 mDzDOA238 Y P 
94 mDzDOA239 Y P 
95 mDzDOA240 Y P 
96 mDzDOA241 Y P 
97 mDzDOA242 Y P 
98 mDzDOA243 Y P 
99 mDzDOA244 Y P 
100 mDzDOA245 Y P 

Y = สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้  N = ไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ   
P = ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างระหว่างพันธุ์  M = แถบดีเอ็นเอไม่มีความแตกต่างระหว่างพันธุ์  
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ตารางท่ี 4 แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในทุเรียนพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอส
เอสอาร์ ไพรเมอร์ mDzDOA16 mDzDOA52 mDzDOA61 และ mDzDOA141  

ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA16 mDzDOA52 mDzDOA61 mDzDOA141 
1 จันทบุรี 1 (Dt1) 132, 145 116 158, 174 227, 235 
2 จันทบุรี 2 (Dt2) 121 114, 116 156, 158 227, 243 
3 จันทบุรี 3 (Dt3) 121, 132 98, 111 158, 174 227, 235 
4 จันทบุรี 4 (Dt4) 132 116 156, 174 235 
5 จันทบุรี 5 (Dt5) 121, 132 111, 116 174 235 
6 จันทบุรี 6 (Dt6) 132 111, 116 156, 174 227, 235 
7 จันทบุรี 7 (Dt7) 121, 132 98, 116 156, 158 227 
8 จันทบุรี 8 (Dt8) 121 116 156, 158 227, 243 
9 จันทบุรี 9 (Dt9) 121 98, 116 156, 158 235, 243 
10 สามกิ่ง (Dt19) 121, 132 111, 114 156, 174 235, 243 
11 ชะนี (Dp45) 121 98, 116 158, 174 227, 235 
12 หมอนทอง (Dp50) 132 107, 116 166, 174 227, 243 
13 สาริกา (Dp53) 121, 132 116 156 235, 243 
14 พวงมณี (Dp60) 121, 132 111, 114 156, 174 235, 243 
15 ก้านยาว (Dp86) 132 111, 116 156, 174 227, 235 
16 นวลทองจันทร์ (Dp88) 132 111, 114 174 235 
17 ชะนีน้ าตาลทราย (Dt13) 121, 132 98 143, 158 235 
18 ชะนีก้านยาว (Dh21) 121, 132 98 143, 158 235 
19 หลงลับแล (Dh41) 121, 132 98, 116 158 227 
20 หลินลับแล (Dh42) 121, 132 98, 116 145, 158 227, 243 
21 ไม่รู้ชื่อพันธุ์ (Dp108) 132, 145 95, 111 174 227 
22 กบชายน้ า (Dt14) 121 98, 116 166 227 
23 ทองใหม่ (Dt15) 121, 132 98 158, 174 227 
24 กะเทยขั้วสั้น (Dt16) 121 98, 116 166 227 
25 กบชายน้ า (Dh22) 121 98, 116 166 227 
26 ก้านยาวพวง (Dh27) 132 111, 116 156, 174 - 
27 ลวงทอง (Dh36) 121, 132 107, 116 166, 170 227, 235 
28 ลวง (Dh37) 121, 132 107, 116 166, 170 227, 235 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA16 mDzDOA52 mDzDOA61 mDzDOA141 
29 เม็ดในยายปราง (Dh39) 132, 145 114, 116 156, 170 227, 235 
30 กบพวง (Dp67) 132, 145 114, 116 156, 158 227, 235 
31 ไอ้ใหม่ (Dp74) 121, 145 114, 116 156, 170 227 
32 ก้านยาววัดสัก (Dp82) 121 98, 116 166 227 
33 กระดุมสีนาก (Dp85) 132, 145 114, 116 156, 158 227, 235 
34 ทุเรียนนก (Dp102) 121, 132 88, 101 145, 150 227 
35 กระดุมเขียว (Dp103) 132, 145 114, 116 156, 158 227, 235 
36 กระดุม (Dp105) 132, 145 114, 116 156, 158 227, 235 
37 ทองใหม่ (Dp128) 121, 132 98 158 227 
38 เม็ดในยายปราง (Dp135) 132, 145 114, 116 156, 170 227, 235 
39 จอกลอย (Dh32) 132, 145 116 156, 158 227, 235 
40 หลงลับแล (Dp140) 121 98, 116 158 227 

* ตัวอักษรภายในวงเล็บตามหลังชื่อพันธุ์ทุเรียน แสดงถึงล าดับที่ของการจัดเก็บตัวอย่าง และอักษร
แสดงถึงสถานที่จัดเก็บตัวอย่าง โดย Dp = ศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี (พืชสวนพลิ้ว) Dt = ศูนย์วิจัย
และพัฒนาการเกษตรจันทบุรี (ทุ่งเพล)   Dh = แปลงรวบรวมพันธุ์ทุเรียนห้วยสะพานหิน (ภายใต้
การก ากับดแูลของศูนย์วิจัยพืชสวนจันทบุรี)  

 
ตารางท่ี 2 (ต่อ) แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในทุเรียนพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ ไพรเมอร์ mDzDOA154 mDzDOA164 mDzDOA172 และ mDzDOA145 

ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA154 mDzDOA164 mDzDOA172 mDzDOA145 

1 จันทบุรี 1 (Dt1) 112 98 90 152, 157 
2 จันทบุรี 2 (Dt2) 100 98, 104 90 157 
3 จันทบุรี 3 (Dt3) 100, 112 98 90 141, 152 
4 จันทบุรี 4 (Dt4) 104, 112 98, 104 90, 98 141 
5 จันทบุรี 5 (Dt5) 100, 112 98 90 152 
6 จนัทบุรี 6 (Dt6) 104, 112 98, 104 90, 98 152 
7 จันทบุรี 7 (Dt7) 100, 104 98 90 157 
8 จันทบุรี 8 (Dt8) 100, 104 98, 104 90, 98 141, 157 
9 จันทบุรี 9 (Dt9) 100, 112 98, 104 90, 98 141, 157 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA154 mDzDOA164 mDzDOA172 mDzDOA145 

10 สามกิ่ง (Dt19) 100 104 90 152, 157 
11 ชะนี (Dp45) 100, 104 98 90 152, 157 
12 หมอนทอง (Dp50) 104 104 90, 98 152 
13 สาริกา (Dp53) 104, 112 104 90, 98 141, 152 
14 พวงมณี (Dp60) 100 104 90 152, 157 
15 ก้านยาว (Dp86) 104, 112 98 90 141 
16 นวลทองจันทร์ (Dp88) 100, 112 98, 104 90 152, 157 
17 ชะนีน้ าตาลทราย (Dt13) 100, 104 98, 104 90 141 
18 ชะนีก้านยาว (Dh21) 100, 104 98, 104 90 141 
19 หลงลับแล (Dh41) 108, 112 98 90, 98 152, 157 
20 หลินลับแล (Dh42) 108, 112 98 90, 98 152, 157 
21 ไม่รู้ชื่อพันธุ์ (Dp108) 100 104 90, 98 152 
22 กบชายน้ า (Dt14) 104, 112 98, 104 86, 90, 98 157 
23 ทองใหม่ (Dt15) 100, 112 104 90, 98 141,152,159 
24 กะเทยขั้วสั้น (Dt16) 104, 112 98, 104 86, 90, 98 157 
25 กบชายน้ า (Dh22) 104, 112 98, 104 86, 90, 98 157 
26 ก้านยาวพวง (Dh27) 104, 112 98 90 141 
27 ลวงทอง (Dh36) 100, 112 104 90, 98 157 
28 ลวง (Dh37) 100, 112 98 90, 98 157 
29 เม็ดในยายปราง (Dh39) 100, 112 98 90, 98 152, 157 
30 กบพวง (Dp67) 100, 112 98 90, 98 152 
31 ไอ้ใหม่ (Dp74) - - - 141, 152 
32 ก้านยาววัดสัก (Dp82) 104, 112 98, 104 98 157 
33 กระดุมสีนาก (Dp85) 100, 112 98 90, 98 152 
34 ทุเรียนนก (Dp102) 104, 108 93 90, 98 141 
35 กระดุมเขียว (Dp103) 100, 112 98, 104 90, 98 141, 152 
36 กระดุม (Dp105) 100, 112 98 90, 98 152 
37 ทองใหม่ (Dp128) 100, 112 98, 104 90, 98 141, 152 
38 เม็ดในยายปราง (Dp135) 100, 112 98 90, 98 152, 157 
39 จอกลอย (Dh32) 104, 112 98 98 141, 152 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA154 mDzDOA164 mDzDOA172 mDzDOA145 

40 หลงลับแล (Dp140) 108, 112 98 90, 98 152, 157 
 

ตารางท่ี 2 (ต่อ) แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในทุเรียนพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ ไพรเมอร์ mDzDOA165 mDzDOA173 mDzDOA148  และ 
mDzDOA160  

ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA165 mDzDOA173 mDzDOA148 mDzDOA160 

1 จันทบุรี 1 (Dt1) 154 105, 117 228 256, 264 
2 จันทบุรี 2 (Dt2) 150 105, 109 228 264 
3 จันทบุรี 3 (Dt3) 154 105 228 256, 264 
4 จันทบุรี 4 (Dt4) 154 105, 109 228 256, 264 
5 จันทบุรี 5 (Dt5) 154 105 228 256, 264 
6 จันทบุรี 6 (Dt6) 154 105, 109 228 264 
7 จันทบุรี 7 (Dt7) 154 105 228 264 
8 จันทบุรี 8 (Dt8) 154 105, 109 228 256, 264 
9 จันทบุรี 9 (Dt9) 154 105, 109 228 256, 264 
10 สามกิ่ง (Dt19) 154 105, 109 228 256, 264 
11 ชะนี (Dp45) 150 105 228 264 
12 หมอนทอง (Dp50) 154, 162 109 228 256 
13 สาริกา (Dp53) 154 109 228 256, 264 
14 พวงมณี (Dp60) 154 105, 109 228 256, 264 

15 ก้านยาว (Dp86) 154 105 228 256, 264 

16 นวลทองจันทร์ (Dp88) 154 105 228 256, 264 

17 ชะนีน้ าตาลทราย (Dt13) 154 105, 109 228 256, 264 

18 ชะนีก้านยาว (Dh21) 154 105, 109 228 256, 264 
19 หลงลับแล (Dh41) 154 105, 117 228 264 
20 หลินลับแล (Dh42) 154 105, 109 236 264 
21 ไม่รู้ชื่อพันธุ์ (Dp108) 154 105, 109 228 256, 264 
22 กบชายน้ า (Dt14) 154, 162 109 228 256, 264 
23 ทองใหม่ (Dt15) 154 109 228 256, 264 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA165 mDzDOA173 mDzDOA148 mDzDOA160 

24 กะเทยขั้วสั้น (Dt16) 154, 162 109 228 256, 264 
25 กบชายน้ า (Dh22) 154, 162 109 228 256, 264 
26 ก้านยาวพวง (Dh27) 154 105 228 256, 264 
27 ลวงทอง (Dh36) 150, 162 109 228 256 
28 ลวง (Dh37) 150, 162 109 228 256 
29 เม็ดในยายปราง (Dh39) 150 109 228 256 
30 กบพวง (Dp67) 150 109, 117 228 256, 264 
31 ไอ้ใหม่ (Dp74) 150 109 228 256, 264 
32 ก้านยาววัดสัก (Dp82) 154 109 228 256, 264 
33 กระดุมสีนาก (Dp85) 150 109, 117 228 256, 264 
34 ทุเรียนนก (Dp102) 150 109, 117 228 239 
35 กระดุมเขียว (Dp103) 150 109, 117 228 256, 264 
36 กระดุม (Dp105) 154 109, 117 228 256, 264 
37 ทองใหม่ (Dp128) 154 109 228 256, 264 
38 เม็ดในยายปราง (Dp135) 150 109 228 256 
39 จอกลอย (Dh32) 154 105, 117 228 256, 264 
40 หลงลับแล (Dp140) 150, 154 105, 117 228 256 

 
ตารางท่ี 2 (ต่อ) แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในทุเรียนพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมาย

โมเลกุลเอสเอสอาร์ ไพรเมอร์ mDzDOA162 mDzDOA170 mDzDOA177 
mDzDO153 และ mDzDOA179 

ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA162 mDzDOA170 mDzDOA177 mDzDOA153 mDzDOA179 

1 จันทบุรี 1 (Dt1) 219 120 103, 112 184 123, 127 
2 จันทบุรี 2 (Dt2) 187 107, 120 103 184 123, 127 

3 จันทบุรี 3 (Dt3) 187 107 103, 112 184, 192 123, 127 

4 จันทบุรี 4 (Dt4) 219 107 103, 112 192 123, 127 

5 จันทบุรี 5 (Dt5) 187 107 103 184, 192 127 
6 จันทบุรี 6 (Dt6) 187 107 103, 112 184, 192 127 
7 จันทบุรี 7 (Dt7) 187 107, 120 103 192 123, 127 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA162 mDzDOA170 mDzDOA177 mDzDOA153 mDzDOA179 

8 จันทบุรี 8 (Dt8) 187, 219 107 103 184, 192 127 
9 จันทบุรี 9 (Dt9) 187, 219 107 103 192 127 
10 สามกิ่ง (Dt19) 187 107, 120 103, 112 184 123, 127 
11 ชะนี (Dp45) 187, 219 107 103 184, 192 127 
12 หมอนทอง (Dp50) 219 107, 120 103 184, 192 123, 127 
13 สาริกา (Dp53) 219 107 103, 112 192 127 
14 พวงมณี (Dp60) 187 107, 120 103, 112 184 123, 127 
15 ก้านยาว (Dp86) 187 107, 120 103, 112 184, 192 123, 127 
16 นวลทองจันทร์ (Dp88) 187, 219 120 103, 112 184, 192 123, 127 

17 ชะนีน้ าตาลทราย (Dt13) 187 107, 120 103, 112 184, 192 127 
18 ชะนีก้านยาว (Dh21) 187 107, 120 103, 112 184, 192 127 
19 หลงลับแล (Dh41) 187, 219 107 103, 112 184, 192 123, 127 
20 หลินลับแล (Dh42) 187, 219 107, 120 103, 112 184, 192 127 
21 ไม่รู้ชื่อพันธุ์ (Dp108) 187, 219 107, 120 112 184 119, 123 
22 กบชายน้ า (Dt14) 187 107, 120 112 184, 188 123 
23 ทองใหม่ (Dt15) 187 107, 120 103, 112 184, 192 127 
24 กะเทยขั้วสั้น (Dt16) 187 107, 120 112 184, 188 123 
25 กบชายน้ า (Dh22) 187 107, 120 112 184, 188 123 
26 ก้านยาวพวง (Dh27) 187, 219 107, 120 103, 112 184, 192 123, 127 
27 ลวงทอง (Dh36) 219 107 103 184, 192 119, 127 
28 ลวง (Dh37) 219 107 103 184, 192 119, 127 
29 เม็ดในยายปราง(Dh39) 219 107 103, 112 184 119, 123 
30 กบพวง (Dp67) 219 107, 120 103, 112 184, 188 123, 127 
31 ไอ้ใหม่ (Dp74) - 107, 120 103 184, 192 119, 127 
32 ก้านยาววัดสัก (Dp82) 187, 219 107, 120 112 184, 188 123 
33 กระดุมสีนาก (Dp85) 219 107, 120 103, 112 184, 188 123, 127 
34 ทุเรียนนก (Dp102) 191 107, 120 103 192, 196 123 
35 กระดุมเขียว (Dp103) 219 107, 120 103, 112 184, 188 123, 127 
36 กระดุม (Dp105) 219 107, 120 103, 112 184, 188 123, 127 
37 ทองใหม่ (Dp128) 187 107 103, 112 184, 192 127 
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ล าดับที่  ชื่อพันธุ์ทุเรียน* 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

mDzDOA162 mDzDOA170 mDzDOA177 mDzDOA153 mDzDOA179 

38 เม็ดในยายปราง (Dp135) 219 107 103, 112 184 119, 123 
39 จอกลอย (Dh32) 219 107 103, 112 184 123, 127 
40 หลงลับแล (Dp140) 219 107 103, 112 184, 192 123, 127 

 
ตารางที่ 3 แสดงค่า PIC จ านวนอัลลีล ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอและความถี่ของแต่ละอัลลีล ของแต่ละ

ไพรเมอร์ ที่ตรวจสอบกับทุเรียน 40 สายพันธุ์ 
 

ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
mDzDOA16 0.62 1 121 39.39 
   2 132 45.45 
   3 145 15.15 

 mDzDOA52 0.73 1 88 1.41 
   2 95 1.41 
   3 98 21.13 
   4 101 1.41 
   5 107 4.23 
   6 111 12.68 
   7 114 15.45 
   8 116 42.25 
mDzDOA61 0.79 1 143 2.82 
   2 145 2.82 
   3 150 1.41 
   4 156 28.17 
  5 158 26.76 
   6 166 9.86 
   7 170 7.04 
   8 174 21.13 
mDzDOA141  0.69 1 203 3.28 
   2 227 40.21 
  3 235 32.99 
   4 243 17.53 
mDzDOA154 0.72 1 100 29.63 
  2 104 24.07 
  3 108 12.04 
  4 112 34.26 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
mDzDOA164 0.59 1 93 1.27 
  2 98 51.90 
  3 104 35.44 
  4 106 11.39 
mDzDOA172 0.66 1 86 11.76 
  2 90 45.10 
  3 94 8.82 
  4 98 34.31 
mDzDOA145 0.67 1 141 25.00 
   2 152 40.00 
   3 157 33.33 
   4 159 1.67 
mDzDOA165 0.51 1 150 25.00 
   2 154 64.58 
   3 162 8.33 
   4 166 2.08 
mDzDOA173 0.61 1 105 36.67 
   2 109 48.33 
   3 117 15.00 
mDzDOA148 0.05 1 228 97.50 
   2 236 2.50 
mDzDOA160 0.51 1 239 1.49 
  2 256 49.25 
  3 264 49.25 
mDzDOA162 0.67 1 187 39.29 
  2 191 11.90 
  3 207 10.71 
  4 219 38.10 
mDzDOA 170 0.47 1 107 61.29 
  2 120 38.71 
mDzDOA177 0.50 1 103 54.69 
  2 112 45.31 
mDzDOA153 0.60 1 184 51.47 
   2 188 11.76 
   3 192 35.29 
   4 196 1.47 
mDzDOA179 0.59 1 115 1.54 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
   2 119 9.23 
   3 123 40.00 
   4 127 49.23 

 
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล SSR ในทุเรียนด้วยเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ 

(NGS) ได้ล าดับเบสของเครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่สามารถออกแบบไพรเมอร์ได้ 11,156 คู่ไพรเมอร์ 
และจากไพรเมอร์จ านวน 100 คู่ ที่ได้ถูกคัดเลือกไปทดสอบการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ พบว่าสามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ จ านวน 98 คู่ไพรเมอร์ และได้น าไปทดสอบหาไพรเมอร์ที่ให้ความแตกต่างของ
แถบดีเอ็นเอในทุเรียน 8 พันธุ์ พบว่ามีไพรเมอร์  จ านวน 68 คู่ไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นแตกต่างกัน 
จากนั้นได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่าง จ านวน 17 คู่ ไปติดฉลากด้วยสารเรืองแสง 
FAM VIC NED และ PET พบว่าไพรเมอร์ทั้ง 17 คู่ ให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอที่เกิดความแตกต่าง
กันในทุเรียน 40 พันธุ์ ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาได้จากการทดลองนี้สามารถใช้แยก
ความแตกต่างทางพันธุกรรม และใช้เป็นเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบ
พันธุ์ทุเรียน ซึ่งได้ข้อมูลในระดับเบื้องต้นเท่านั้น 

อย่างไรก็ตามเป้าหมายงานวิจัยนี้จะต้องจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของทุเรียนทุกพันธุ์ที่เก็บ
รวบรวมไว้ตามแหล่งต่าง ๆ และเพ่ิมจ านวนไพรเมอร์ที่ต้องทดสอบเพ่ือให้ได้ต าแหน่งของเครื่องหมาย
โมเลกุล SSR ที่สามารถแยกพันธุ์ทุเรียนได้ทุกพันธุ์ แต่เนื่องจากการทดลองนี้อยู่ภายใต้แผนงานวิจัยที่
ไม่ได้สนับสนุนให้ด าเนินการต่อในปี 2561 จึงต้องยุติงานวิจัย 
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การทดลองที่ 2 

การตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

Sex Detection of Date Palm Using Molecular Markers 
 

อรุโณทัย  ซาววา   นัยเนตร เจริญสันติ ทานากะ   จารุฉัตร เขนยทิพย์ ประสาน  สืบสุข     
 
ค าส าคัญ อินทผาลัม (Date plam), Sex detection, Molecular markers 

 
บทคัดย่อ 

อินทผลัมเป็นไม้ผลที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่ง ต้นที่เพาะจากเมล็ดต้องรอให้
ออกดอก 3-7 ปี ถึงจะทราบเพศท าให้เสียเวลาและค่าใช้จ่ายในการดูแลรักษา การทดลองนี้จึงได้
ศึกษาและพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต้นกล้าด้วยเครื่องหมายโมเลกุล จากการ
ทดสอบไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ DpDOAF และ DpDOAR สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ด้วยเทคนิค
พีซีอาร์ โดยแสดงแถบดีเอ็นเอเฉพาะในต้นตัวผู้มีขนาด 450 เบส การทดสอบความแม่นย าของ
เครื่องหมายโมเลกุลกับต้นอินทผลัมที่ทราบเพศแล้ว จ านวน 169 ต้น พบผลการตรวจเพศไม่ตรงตาม
เพศจ านวน 8 ต้น คิดเป็นร้อยละ 4.7 มีความแม่นย าของเครื่องหมายโมเลกุลคิดเป็น 95.3 เปอร์เซ็นต์ 
ในส่วนของการพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากการตีลูกเหล็ก พบมี
ความบริสุทธิ์เทียบเท่ากับการสกัดด้วยวิธี CTAB แต่รวดเร็วกว่า ส าหรับการตรวจสอบเพศอินทผลัม
ด้วยเทคนิค High Resolution Melting (HRM) โดยใช้ไพรเมอร์ DpHRM พบว่าสามารถแยกเพศเมีย
ออกจากเพศผู้ได้ และตรวจสอบตัวอย่างจ านวนมากได้อย่างรวดเร็ว จึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการ
ตรวจเพศอินทผลัมในระดับต้นกล้า 

 
Abstract 

Date palm (Phoenix dactylifera L.) is an economic importance fruit. The sex 
of plants became known only at the time of first flowering that takes around 3-7 
years after seeding, which it wastes cost and time for crop management. This 
research aims to study and development of the techniques for sex detection in the 
seedling stage. The results showed DpDOAF and DpDOAR primers could identify the 
sex by PCR technique. The PCR fragments were generated with the length 
approximately 450 bp specific to male tree. For validation of DNA marker, the 
primers were used to amplify the DNA of 169 trees that are known the sex. The 
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results of amplifications were shown 8 trees that inconsistent to the marker. It is 4.7 
percentages of all samples. Therefore, the accuracy of these primers is 95.3 
percentages. In part of DNA extraction by homogenizing with the steel ball method 
was indicated the purity equivalent to CTAB method and faster. Moreover, the sex of 
date palm could identify by HRM technique using DpHRM primers, which can be 
used for high throughput scanning. It is an alternative method to sex detection in a 
phase of seedlings.  

 
ค าน า 

อินทผลัม (Date palm) มีชื่อวิทยาศาสตร์คือ Phoenix dactylifera L. มีจ านวน
โครโมโซม 2n=2x=36 อยู่ในตระกูล Arecaceae ตระกูลเดียวกับปาล์ม มีถ่ินก าเนิดในแถบตะวันออก
กลาง เป็นพืชที่มีความส าคัญทางสังคมและเศรษฐกิจในกลุ่มประเทศเอเชียตะวันตกและอัฟริกา ใช้
เป็นผลไม้หรือพืชอาหาร มีความส าคัญต่อการพัฒนาด้านการเกษตรในพ้ืนที่แห้งแล้งทั่วโลก เพราะ
สามารถเจริญเติบโตได้ดีในภูมิภาคที่มีอากาศร้อนและแห้งแล้งแบบทะเลทราย (Wellmann et al., 
2007) มีการเพาะปลูกมาแล้วกว่า 7000 ปี ล าต้นมีความสูงประมาณ 30 เมตร มีขนาดล าต้น
ประมาณ 30-50 เซนติเมตร มีใบติดอยู่บนต้นประมาณ 40-60 ก้าน ทางใบยาว 3-4 เมตร (Wrigley, 
1995) เริ่มให้ผลผลิตได้เมื่อต้นมีอายุ 4-7 ปีขึ้นไป ต้นลักษณะเป็นต้นเดี่ยวและแตกหน่อทางด้านข้าง 
มีกาบกา้นใบห่อหุ้มต้น ลักษณะใบเป็นแบบขนนก ทางใบชี้ตรงขึ้นไป ไม่โค้งลง ปลายใบแหลมคม ใบสี
เขียวอ่อน ใต้ใบสีเทา ใบย่อยพุ่งออกหลายทิศทาง ก้านทางใบมีหนามแหลมยาวและแข็งมาก ช่อดอก
ออกเป็นจั่นทางโคนใบ ไม่สมบรูณ์เพศ ดอกตัวผู้และตัวเมียแยกกันอยู่คนละต้น ตัวผู้กลีบดอกเป็น
แฉกๆ สีขาวคล้ายหางกระรอก ดอกตัวเมียเป็นช่อเม็ดกลมๆ สีเขียวอ่อน ผลมีลักษณะเป็นช่อผล มี
หลายลักษณะทั้งรูปทรงกลม กลมรี และเรียวยาว ผลยาวประมาณ 2-4 เซนติเมตร สีผลมีหลายสีทั้ง
เหลือง น้ าตาล ส้ม แดง ไปจนถึงด าขึ้นอยู่กับสายพันธุ์  ผลสุกมีสีเหลืองจนถึงสีส้มและเปลี่ยนเป็นสี
น้ าตาลถึงน้ าตาลเข้มเมื่อแก่จัด ผลสดมีรสหวาน ติดฝาดเล็กน้อย ผลสุกมักจะน าไปตากแห้ง สามารถ
เก็บไว้เป็นเวลาหลายปี มีรสชาติหวานฉ่ า (จารุฉัตร, 2558) ผลผลิตอินทผลัมทั่วโลกในปี 2560 มี
จ านวน 8,619,588 ตัน ปลูกมากที่สุดในประเทศอียิปต์ให้ผลผลิตถึง 1,694,813 ตัน รองลงมาได้แก่ 
อิหร่าน แอลจีเรีย ซาอุดิอาระเบีย ให้ผลผลิตอยู่ที่ 1,065,704 1,029,596 และ 964,536 ตัน 
ตามล าดับ (FAO, 2017)  

การขยายพันธุ์อินทผลัมท าได้ 3 วิธี คือ เพาะจากเมล็ด แยกหน่อจากต้นแม่ และการ
เพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ การขยายพันธุ์จากการเพาะเมล็ดมีข้อดี คือ ขยายพันธุ์ปริมาณมากได้อย่างรวดเร็ว 
มีต้นทุนต่ ากว่าวิธีอ่ืน แต่มีโอกาสที่จะเป็นต้นตัวผู้และต้นตัวเมียมีอย่างละครึ่ง ไม่สามารถทราบเพศใน
ระยะต้นกล้าได้ ต้องรอจนกว่าจะออกดอกจึงจะทราบเพศ ส าหรับต้นตัวเมียที่ได้เกิดจากการผสมข้าม
ท าให้คุณภาพไม่เหมือนกับต้นแม่ ดังนั้นเมล็ดที่ได้จึงเป็นพันธุ์ลูกผสมไม่ใช่พันธุ์แท้ มีข้อดีคือท าให้ได้
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พันธุ์ใหม่ขึ้นมา เหมาะส าหรับผู้ที่สนใจปลูกแต่มีเงินลงทุนไม่มาก สามารถเก็บเมล็ดที่ซื้อมาจากตลาด
ทั่วไปทั้งแบบกินผลสดและผลแห้งน าไปเพาะเป็นต้นกล้าได้ วิธีที่สองคือการขยายพันธุ์โดยแยกหน่อ 
วิธีนี้เป็นการขยายพันธุ์ที่ได้พันธุ์แท้ มีคุณสมบัติเหมือนต้นพ่อต้นแม่ทุกประการ แต่ต้นพันธุ์สามารถให้
หน่อตลอดอายุได้เพียงเฉลี่ยประมาณ 20 หน่อ จึงไม่สามารถขยายพันธุ์ในปริมาณมากๆ อย่างรวดเร็ว
ได้ และราคาหน่อพันธุ์มีราคาสูงกว่าต้นกล้าที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ วิธีการนี้จะมีการลงทุนสูง
ที่สุด วิธีการสุดท้ายคือการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ จะได้ต้นที่มีคุณสมบัติเหมือนต้นแม่พันธุ์ทุกประการ 
ผลผลิตที่ได้มีคุณภาพสูงและสม่ าเสมอ สามารถขยายพันธุ์ได้ปริมาณมากและรวดเร็วเหมาะส าหรับ
การปลูกในเชิงพาณิชย์ แต่ต้องใช้เงินลงทุนมากกว่าการปลูกด้วยเมล็ด ปัจจุบันการปลูกในเชิงพาณิชย์
ของต่างประเทศนิยมใช้วิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ เนื่องจากสามารถบริหารจัดการแปลงปลูกได้ดีกว่า 
ผลผลิตที่ได้มีคุณภาพดีและสม่ าเสมอและให้ผลผลิตได้เร็ว สามารถปลูกได้ปริมาณมากตามต้องการ
และทุกฤดูกาลให้ผลผลิตที่มีคุณภาพสูงในระยะเวลาสั้น แต่ส าหรับในประเทศไทยยังอยู่ในขั้นตอน
วิจัยและพัฒนายังไม่สามารถท าเป็นการค้าได้ ต้องสั่งจากต่างประเทศเท่านั้น ส าหรับ อินทผลัมสาย
พันธุ์ไทยมีชื่อว่า "พันธุ์KL1" ที่ได้เป็นลูกผสมระหว่างพันธุ์แลคเรตนัวของอิสราเอล กับพันธุ์บาไฮของ
จอร์แดน เป็นผลงานของนายศักดิ์ ลาจวน หรือที่รู้จักกันในนาม "โกหลัก" มีสถานปลูกแห่งแรกอยู่ที่
อ าเภอไชยปราการ จังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งเป็นสวนแรกของประเทศไทยที่พัฒนาจนได้อินทผลัมคุณภาพ
ดีส่งออกต่างประเทศ โดยสายพันธุ์นี้ให้ผลผลิตได้ในระยะเวลาเพียง 3 ปี แต่พันธุ์จากต่างประเทศจะ
ใช้เวลานานถึง 4-7 ปี (วีรพันธุ์, 2556) อย่างไรก็ตามปัจจุบันประเทศไทยยังคงใช้ต้นกล้าจากการเพาะ
จากเมล็ดเนื่องจากมีราคาถูก แต่ยังประสบปัญหาการทราบเพศอยู่ บางสวนอาจใช้วิธีการดูเพศจาก
เมล็ดด้วยตาเปล่า ซึ่งอาจไม่ถูกต้องและแม่นย า ดังนั้นเทคนิคทางชีวโมเลกุลจึงเป็นอีกหนึ่งทางเลือกที่
ใช้ในการคัดเลือกเพศของอินทผลัมให้แม่นย าได้ที่สุด 

การแยกเพศอินทผลัมในการคัดเลือกหรือแยกตัวผู้ออกจากตัวเมีย ได้มีการศึกษาการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลเริ่มจากการวิเคราะห์และศึกษาความหลากหลายของพันธุ์อินทผลัมด้วยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุลต่างๆ เช่น amplified fragment length polymorphisms (AFLP), random 
amplified polymorphic DNA (RAPD), restriction fragment length polymorphism (RFLP), 
inter simple sequence repeat (ISSR), simple sequence repeat (SSR) เป็นต้น ซึ่งเทคนิคแต่
ละเทคนิคมีข้อจ ากัดเกี่ยวกับค่าใช้จ่ายที่แตกต่างกัน ระดับของแถบดีเอ็นเอต่าง (polymorphism) ที่
ได้ หรือแม้แต่ลักษณะของเครื่องหมายโมเลกุลที่เป็นแบบ dominance หรือ co-dominance 
ส าหรับอินทผลัมแล้วเครื่องหมายโมเลกุลที่เป็นแบบ co-dominance เช่น เทคนิค SSR เป็นเทคนิคที่
สามารถเติมเต็มความต้องการในการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการท า phylogeny มากที่สุด 
(Khanam et al., 2012) ส่วนเครื่องหมายโมเลกุลแบบ dominance เช่น ISSR และ RAPD พบว่า
เทคนิค ISSR จะให้ลักษณะแถบดีเอ็นต่างมากกว่าเทคนิค RAPD ให้แถบดีเอ็นเอต่าง 95.67 และ 
92.4 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ (Marsafari and Mehrabi, 2013) ส าหรับการแยกเพศอินทผาลัมนั้น
ต้องการเครื่องหมายโมเลกุลแบบ co-dominance เพราะเพศอินทผลัมเป็นแบบเฮเทอโรไซกัส 
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(heterozygous) ดังนั้นเทคนิคที่นิยมน ามาใช้จึงได้แก่เทคนิค RFLP และ SSR มีการศึกษา
เครื่องหมายโมเลกุลแบบไมโครแซทเทลไลท์ในการจ าแนกเครื่องหมายที่เกี่ ยวข้องกับเพศอินทผลัม 
จากต้นตัวผู้ 52 ต้น และต้นตัวเมีย 55 ต้น พบว่ามี 3 ยีนที่แสดงลักษณะแบบเฮเทอโรไซกัสที่สัมพันธ์
กับโครโมโซม Y หรือต้นตัวผู้แยกออกมาอย่างชัดเจน สามารถแยกเพศได้ 100 เปอร์เซ็นต์ (Cherif et 
al., 2012) และมีการทดสอบไพรเมอร์แบบไมโครแซทเทลไลท์ 14 คู่สาย กับอินทผลัม 129 ตัวอย่าง 
จาก 34 สายพันธุ์ พบว่า สามารถแยกต้นตัวผู้ออกจากต้นตัวเมียได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอแบบเฮเทอโรไซกัส
ขนาด 160/190 เบส เมื่อเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอด้วยคู่ไพรเมอร์ mPdCIR048 (Elmeer and Mattat, 
2012) นอกจากนี้การใช้เทคนิค RFLP ในการหาความแตกต่างของเพศอินทผลัม พบว่า ให้ความ
รวดเร็วและมีค่าใช้จ่ายน้อยกว่าการแยกด้วยเครื่องหมายไมโครแซทเทลไลท์ (Al-Mahmoud et al., 
2012) ดังนั้นเพื่อพัฒนาการตรวจเพศให้เหมาะสมกับพันธุ์อินทผลัมในประเทศไทย การทดลองนี้จึงได้
ศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถแยกเพศอินทผลัมและพัฒนาวิธีการตรวจให้เหมาะสมและรวดเร็ว
ยิ่งขึ้น 

 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย 
 
ประเด็นวิจัย : เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผาลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล โดยน าพันธุ์
อินทผาลัมที่รวบรวมไว้ของส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 1 ซึ่งได้คัดแยกต้นตัวผู้และตัวเมีย
เรียบร้อยแล้ว มาศึกษาหาเครื่องหมายโมเลกุลที่สามารถบอกความแตกต่างระหว่างต้นตัวผู้และตัวเมีย 
แล้วน าไปพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศของอินทผลัม 
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท าการวิจัย : ตุลาคม 2558 -กันยายน 2560  
 

วิธีด าเนินการ 
1. การทดสอบเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจเพศอินทผลัม 

1.1 การสกัดดีเอ็นเอของใบอินทผลัม 
 น าใบอินทผลัมที่ทราบเพศแล้วมาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB ตามวิธีของอรุโณทัย และคณะ 
(2552) ดังนี้ เตรียม Extraction buffer  [20 mM sodium EDTA and 100 mM Tris-HCl pH 
8.0, 1.4 M NaCl, 2% (W/V) CTAB (cetyltrimethylammonium bromide)] เติม 0.2% β-
mercaptoethanol ก่อนใช้บ่มที่       60 องศาเซลเซียส ชั่งใบอินทผลัม 5 กรัม บดในโกร่งด้วย
ไนโตรเจนเหลวให้ละเอียดจนเป็นผงแป้ง ใส่หลอด      15 มิลลิลิตร เติม Extraction buffer 5 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน บ่มที่ 60 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง (น ามาเขย่าทุก 20 นาที) แล้วน า
ตัวอย่างออกมาวางที่อุณหภูมิห้องนาน 10 นาที แล้วเติม Choroform:Isoamyl alcohol (24:1) 5 
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มิลลิลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 10 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 8,000 รอบต่อ
นาที นาน 10 นาที ดูดน้ าใส 750 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติม Choroform:Isoamyl 
alcohol (24:1) 750 ไมโครลิตร ผสมกลับหลอดไปมา 5 นาที น าไปปั่นเหวี่ยงที่ 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 10 นาที ดูดน้ าใสใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม 3M NaOAC 0.1 เท่า และ 
Isopropanol 0.6 เท่า แล้วน าไปตกตะกอนดีเอ็นเอที่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที น าไปปั่น
เหวี่ยงที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทน้ าใสทิ้ง ล้างตะกอนดีเอ็น
เอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร  750 ไมโครลิตร สองครั้ง ทิ้งตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้ว
ละลายด้วย TE 100 ไมโครลิตร และเติม RNaseA (10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 4 ไมโครลิตร บ่มที่ 37 
องศาเซลเซียสนาน 30 นาที น าไปวัดค่า (O.D) โดยใช้เครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 
A260/A280 ให้อยู่ในช่วง 1.8-2.0  แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร เพ่ือ
น าไปท าปฏิกิรยิาพีซีอาร์ เก็บดีเอ็นเอท่ี -20 องศาเซลเซียส 
 

1.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีพีซีอาร์ 
 เตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 2 
ไมโครลิตร, 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 ไมโครลิตร, 2mM 
dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5 uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ 
Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการ
ท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ 
ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ  
 

1.3 การตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ 
ท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จากเครื่องหมายโมเลกุลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส 

(electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร บนเจลอะกาโรส 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE 
buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดี
เอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ (UV Transilluminators, BIORAD) และท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้
จากเครื่องหมายโมเลกลุ SSR ด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System 

 
2. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัม 

2.1 การตรวจสอบเพศอินทผลัมโดยการสกัดดีเอ็นเอด้วยการตีลูกเหล็กแล้วเพ่ิมปริมาณ
ด้วยวิธีพีซีอาร์ 

 ท าการตัดใบอินทผลัมด้วยใบมีดผ่าตัดให้ได้ตัวอย่างละ 1x1 เซนติเมตร ลงในหลอด 2 
มิลลิลิตร ที่มีลูกเหล็กขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.4 เซนติเมตร จ านวน 2 ลูก เติมน้ ายา Soln 1 
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ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แล้วตีด้วยเครื่อง Precellys Evolution ยี่ห้อ Bertin technologies ที่
ความเร็ว 4,500 5,000 6,000 และ 7,000 รอบต่อนาที แล้วน ามาเติมด้วยน้ ายา Soln 2 ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันน าไปบ่มที่ 55 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นเติม Soln 3 
ปริมาตร 200 ไมโครลิตร และคลอโรฟอร์ม 700 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดขึ้นลงนาน 5 
นาที จากนั้นน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอด 
1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ 500 ไมโครลิตร ตกตะกอนดีเอ็นเอด้วยไอโซโพพานอลที่แช่เย็นจัด 500 
ไมโครลิตร น าไปแช่ -20 องศาเซลเซียส นาน 30 นาท ีแล้วปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 
นาน 5 นาที ล้างตะกอนดีเอ็นเอด้วยเอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จ านวน 2 
รอบ ปล่อยให้ดีเอ็นเอแห้งแล้วละลายตะกอนด้วย TE buffer น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจสอบ
ด้วยวิธี Electrophoresis บนเจลอะกาโรส (Agarose gel) ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ใน 1xTBE 
buffer แล้วย้อมด้วย Ethidium bromide ส่องดูภายใต้แสง Ultraviolet ด้วยด้วยชุดถ่ายภาพ 
เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder)  
 

2.2 การตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ 
- การตรวจสอบเพศอินทผลัมโดยการบดใบในสารละลายแล้วเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ 

บดใบอินทผลัมขนาด 5x5 มิลลิเมตร ในสารละลาย Dilution buffer ของ Phire Plant 
Direct PCR Kit จากบริษัท Thermo scientific  ปริมาตรตัวอย่างละ 50 ไมโครลิตร จากนั้นเตรียม
ปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอปริมาตร 20 ไมโครลิตร ด้วย Phire Plant Direct PCR Kit (2x Phire 
Plant PCR buffer, 10 uM primer, Phire Hot Start II DNA polymerase) โดยใช้ไพรเมอร์ใน
ตารางที่ 1 แล้วท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในเครื่องเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยตั้งโปรแกรม
ดังนี้ 

 ขั้นที ่1 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
 ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (ท าซ้ าขั้นที่ 2 
จ านวน 35 รอบ) 

 ขั้นที ่3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี 
น าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจด้วยวิธี Electrophoresis บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 1 

เปอร์เซ็นต์ ใน 1xTBE buffer แล้วย้อมด้วย Ethidium bromide ส่องดูภายใต้แสง Ultraviolet 
ด้วยด้วยชุดถ่ายภาพ เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 

- การตรวจสอบเพศอินทผลัมจากใบด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ 
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ท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากชิ้นส่วนใบอินทผลัมขนาด 1x1 มิลลิเมตร ในน้ ายาที่เตรียมท า
ปฏิกิริยาสังเคราะห์ดีเอ็นเอ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ด้วย Phire Plant Direct PCR Kit จาก 
Thermo scientific (2x Phire Plant PCR buffer, 10 uM primer, Phire Hot Start II DNA 
polymerase) โดยใช้ไพรเมอร์ในตารางที ่1 แล้วท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในเครื่องเครื่องเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรม โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ 

 ขั้นที ่1 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
 ขั้นที่ 2 ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อุณหภูมิ 55 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที (ท าซ้ าขั้นที่ 2 
จ านวน 35 รอบ) 

 ขั้นที ่3 ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 นาท ี 
 แล้วน าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้มาตรวจด้วยวิธี Electrophoresis บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 

1 เปอร์เซ็นต์ ใน 1xTBE buffer แล้วย้อมด้วย Ethidium bromide ส่องดูภายใต้แสง Ultraviolet 
ด้วยด้วยชุดถ่ายภาพ เปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
2.3 การตรวจสอบเพศด้วยวิธี High Resolution Melting (HRM)  

น าดีเอ็นเอของอินทผลัมเพศผู้และเพศเมียมาทดสอบปฏิกิริยา HRM ด้วยไพรเมอร์ 
DpHRMF และ DpHRMR โดยเตรียมน้ ายาการท าปฏิกิริยา ดังนี้ เติม MeltdoctorTM HRM master 
mix ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ Forward และ Reverse ความเข้มข้น 5 ไมโครโมล ปริมาตร 
1.2 ไมโครลิตร น้ า Deionized ปริมาตร 6.6 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอความเข้มข้น 20 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร แล้วน าไปสังเคราะห์ดีเอ็นเอในเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมใน
สภาพจริง (QuantStudio5) โดยตั้งโปรแกรม HRM ดังนี้ 

 
สถานะ ขัน้ตอน อุณหภูมิ เวลา Ramp rate  
Holding Enzyme activation 95 0C 10 นาที 100% 
Cycling (40 cycles) Denature 95 0C 15 วินาที 100% 
 Anneal/extend 60 0C 1 นาที 100% 
Melt Curve Denature 95 0C 15 วินาที 100% 
 Anneal 60 0C 1 นาที 100% 
 High resolution melting 95 0C 15 วินาที 1% 
 Anneal 60 0C 15 วินาที 100% 
   
 เมื่อเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในสภาพจริงแล้วน าผลที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม High 
Resolution Melt Software v3.1 ของ Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific) 
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3. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน MAD และช้ินส่วนโครโมโซม 

PDK_30s944511 
 น าดีเอ็นเออินทผลัมที่ทราบเพศแล้วมาเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส าหรับยีน MAD ด้วยไพรเมอร์ 
DPshellF และ DPshellR ส าหรับชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ด้วยไพรเมอร์ PDK30sF 
และ PDK30sR โดยเตรียมส่วนผสมปฏิกิริยาพีซีอาร์ ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร) 
2 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 ไมโครลิตร, 2mM 
dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์ (5 uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ 
Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการ
ท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ 
ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ แล้วท าการตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์
ด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกา
โรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer จากนั้นน าไปวิเคราะห์ล าดับเบส 

 

ตารางท่ี 1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 
Primer 
name 

Primer Sequence (5’-3’) 
Tm 
(0C) 

Description References 

DpDOAF TGCATACTAGTTGTATTGCGGCAATA 54.8 ใช้แยกเพศอินทผลัม - 
DpDOAR CATACTTGGTGCACGGATCTCTAA 55.7 ใช้แยกเพศอินทผลัม - 
PDK30sF ACTTCTGCTACCTCTACTTGCATGT 56.0 ใช้เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอ

อ้างอิง และใช้วิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด ์

- 

PDK30sR CAAACCACCTCACAACAAGAAGGAA 56.0 ใช้เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอ
อ้างอิง และใช้วิเคราะห์
ล าดับนิวคลีโอไทด ์

- 

PH01F GCATTAGCACCATAGTAAATTGT 49.9 ใช้เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอ
อ้างอิง 

นพรัตน์ และคณะ 
(2558) 

PH01R GTCCCAATCAGAGTGCACTCAA 54.8 ใช้เป็นช้ินส่วนดีเอ็นเอ
อ้างอิง 

นพรัตน์ และคณะ 
(2558) 

PH02F GCAATAGCACCATAGTAAATTGCCT 54.4 ใช้แยกเพศอินทผลัม นพรัตน์ และคณะ 
(2558) 

PH03R CTAACTTGGTGCACGGATCTCA 54.8 ใช้แยกเพศอินทผลัม นพรัตน์ และคณะ 
(2558) 
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mPdCIR048F CGAGACCTACCTTCAACAAA  49.7 ใช้แยกเพศอินทผลัมแบบ
เทคนิค SSR  

Billotte และคณะ 
(2004) 

mPdCIR048R CCACCAACCAAATCAAACAC 49.7 ใช้แยกเพศอินทผลัมแบบ
เทคนิค SSR 

Billotte และคณะ 
(2004) 

Ubi_F AAGGAGTGCCCCAACGCCGAGTG 62.2 ใช้เป็นยีนอ้างอิง Yu และคณะ 
(2008) 

Ubi_R GCCTTCTGGTTGTAGACGTAGGTGAG 61.1 ใช้เป็นยีนอ้างอิง Yu และคณะ 
(2008) 

DPshellF GTGAAGGTTTAGGTCATGTTGGTC  55.7 ใช้วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ
ไทด ์

หทัยรัตน ์และคณะ 
(2560) 

DPshellR TTTGGATCAGGGATAAAAGGGAAGC 56.0 ใช้วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ
ไทด ์

หทัยรัตน ์และคณะ 
(2560) 

DpHRMF ACTTCTGCTACCTCTACTTGCATGT 56.0 ใช้วิเคราะห ์HRM - 

DpHRMR GCTTGGGGTTGAGGTGATAA 51.8 ใช้วิเคราะห ์HRM - 

 
 

ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การทดสอบเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจเพศอินทผลัม 
การทดสอบไพรเมอร์ตามที่รายงานไว้ จ านวนทั้งสิ้น 39 คู่ กับต้นอินทผลัมที่ทราบเพศแล้ว

และปลูกจากเมล็ดในประเทศไทย ซึ่งเป็นพันธุ์ KL1 หรือพันธุ์แม่โจ้ 36 หรือเป็นลูกผสมที่เกิดจากพันธุ์
ดังกล่าว จากการทดสอบ พบว่า ไพรเมอร์ SSR จากรายงานของ Billotte และคณะ (2004) จ านวน 
16 คู่ Elmeer และ Mattat (2012) จ านวน 14 คู่ ไพรเมอร์  และ Cherif และคณะ (2013) จ านวน 
1 คู่ รวมถึงไพรเมอร์ RAPD และ SCAR ของ Dhawan และคณะ (2013) จ านวน 2 คู่ ไม่สามารถ
แยกเพศตัวอย่างอินทผลัมได้เมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยเจลอิเล็คโตรโฟรีซีส ซึ่งสอดคล้องกับ
นพรัตน์ และคณะ (2558)  ที่รายงานว่าไพรเมอร์ RAPD และ SCAR ของ Dhawan และคณะ 
(2013) ไม่สามารถแยกเพศอินทผลัมสายพันธุ์ไทย (แม่โจ้ 36) ได้ แต่ไพรเมอร์ mPdCIR04 ตาม
รายงานของ Elmeer และ Mattat (2012) สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ เมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System (ภาพท่ี 1)  ส่วนรายงานของนพรัตน์ และคณะ (2558) ใช้
ไพร์เมอร์แบบเฉพาะเจาะจงกับต้นอินทผลัมเพศผู้ ร่วมกับไพรเมอร์ของชิ้นส่วนดีเอ็นเออ้างอิงที่
สามารถเพ่ิมปริมาณได้ทุกตัวอย่าง เมื่อท าการเพ่ิมปริมาณโดยการท าพีซีอาร์แบบรวม (multiplex 
PCR) จะได้ดีเอ็นเอสองแถบในต้นตัวผู้ และได้เพียงหนึ่งแถบในต้นตัวเมีย (ภาพที่ 2) และรายงานของ 
Al-Mahmoud และคณะ (2012) ใช้เทคนิค PCR-RFLP จ านวน 5 คู่ไพรเมอร์ เนื่องจากการ
ตรวจสอบเพศโดยวิธีนี้มีความยุ่งยากหลายขั้นตอน ต้องท าการตัดด้วยเอ็นไซม์ภายหลังจากการได้
ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ การทดลองนี้จึงได้ออกแบบไพรเมอร์แบบจ าเพาะกับต าแหน่ง SNPs ที่สัมพันธ์กับเพศ
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ขึ้นมาใหม่ พบว่า สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ คือ ไพรเมอร์ DpDOAF และ DpDOAR จะได้แถบดี
เอ็นเอประมาณ 450 เบส เมื่อท าพีซีอาร์แบบรวมร่วมกับชิ้นส่วนดีเอ็นเอหรือยีนอ้างอิง ผลที่ได้จะ
มองเห็นแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนสองแถบในเพศผู้และหนึ่งแถบในเพศเมีย สามารถใช้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ
อ้างอิงที่ใช้ไพรเมอร์ PDK30sF และ PDK30sR ให้ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 700 เบส (ภาพที่ 3) 
หรือยีนอ้างอิงได้แก่ไพรเมอร์ Ubi_F และ Ubi_R ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 200 เบส (ภาพที่ 4) 
ซึ่งผลที่ได้สอดคล้องกับไพรเมอร์ของนพรัตน์ และคณะ (2558) เช่นกัน     

จากการทดสอบไพรเมอร์ DpDOAF และ DpDOAR สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ จึงถูก

น ามาตรวจสอบความแม่นย ากับต้นอินทผลัมที่ทราบเพศแล้วจ านวน 169 ต้น โดยท าการตรวจสอบ

พร้อมกันกับไพรเมอร์ของนพรัตน์ และคณะ (2558) พบว่า ผลการตรวจด้วยเครื่องหมายโมเลกุลไม่

ตรงกับเพศจ านวน 8 ต้น คิดเป็นร้อยละ 4.7 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุลที่ได้จากไพรเมอร์ 

DpDOAF และ DpDOAR มีความแม่นย าตรงตามเพศคิดเป็น 95.3 เปอร์เซ็นต์ ของการตรวจเพศ

อินทผลัมทั้งหมด (ตารางภาคผนวกท่ี 1)  

 

 
ภาพที่ 1 การทดสอบไพรเมอร์ mPdCIR04 ตามรายงานของ Elmeer และ Mattat (2012) 

 

 

ภาพที่ 2 การทดสอบไพรเมอร์ PH01F PH01R PH02F และ PH03R โดยการท าพีซีอาร์แบบรวม 
ตามรายงานของนพรัตน์ และคณะ (2558) 
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ภาพที ่3 การทดสอบไพรเมอร์ DpDOAF DpDOAR PDK30sF และ PDK30sR โดยการท าพีซีอาร์

แบบรวม 
 

 
ภาพที ่4 การทดสอบไพรเมอร์ DpDOAF DpDOAR Ubi_F และ Ubi_R โดยการท าพีซีอาร์แบบรวม 

 

2. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัม 
2.1 การตรวจสอบเพศอินทผลัมโดยการสกัดดีเอ็นเอด้วยลูกเหล็กแล้วเพ่ิมปริมาณด้วย

วิธีพีซีอาร์ 
  การสกัดดีเอ็นเอจากใบอินทผลัมด้วยการตีลูกเหล็กที่ความเร็ว  4,500 5,000 6,000 และ 
7,000 รอบต่อนาที พบว่า การตีที่ความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที เหมาะสมกับใบอินทผลัมที่สุด ส่วน
ความเร็วที่ 5,000 6,000 และ 7,000 รอบต่อนาที พบดีเอ็นเอมีการฉีกขาดมากขึ้นตามล าดับ (ภาพที่ 
5) การเปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นด้วยวิธีตีลูกเหล็กกับวิธี CTAB พบว่า ปริมาณดีเอ็นที่ได้จากการสกัด
ด้วยการตีลูกเหล็กมีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอ 317.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่าเฉลี่ยความ
บริสุทธิ์ (A260/A280) ที่ 1.868 และการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB มีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอ 
2408 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่าเฉลี่ยความบริสุทธิ์ (A260/A280) ที่ 1.886 (ตารางที่ 2) จะเห็นได้
ว่าปริมาณดีเอ็นเอจากวิธี CTAB มีมากกว่าวิธีการตีด้วยลูกเหล็ก แต่มีความบริสุทธิ์ไม่แตกต่างกัน เมื่อ
น าดีเอ็นเอที่สกัดได้มาตรวจสอบบนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์จะเห็นว่า การสกัดด้วยวิธี CTAB 
(ภาพท่ี 6) มีการฉีกขาดของดีเอ็นเอน้อยกว่าวิธีการตีลูกเหล็ก (ภาพที่ 7) แต่ยังคงได้ดีเอ็นเอที่สมบูรณ์
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ปริมาณมาก ทั้งนี้การตรวจสอบเพศอินทผลัมใช้ดีเอ็นเอในการเพ่ิมปริมาณเพียงแค่ 50 นาโนกรัม 1 
ไมโครลิตรต่อตัวอย่าง ซึ่งเพียงพอต่อการตรวจสอบด้วยวิธีพีซีอาร์ นอกจากนี้ยังใช้เวลาในการสกัดที่
สั้นและได้จ านวนตัวอย่างต่อวันมากกว่า ดังนั้นวิธีสกัดดีเอ็นเอด้วยการตีลูกเหล็กจึงเหมาะสมต่อการ
ตรวจเพศอินทผลัมมากกว่าการสกัดด้วยวิธี CTAB 

 
ภาพที ่5 การเปรียบเทียบการสกัดดีเอ็นเอด้วยลูกเหล็กที่ความเร็วรอบ 4,500 5,000 6,000 และ 7,000 

รอบต่อนาที บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต ์
 

 
ภาพที่ 6 ดีเอ็นเออินทผลัมที่สกัดด้วยวิธี CTAB ดัดแปลงจาก อรุโณทัย และคณะ (2552) บนเจลอะ

กาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 

 

 
ภาพที่ 7 ดีเอ็นเออินทผลัมที่สกัดด้วยสกัดด้วยการตีลูกเหล็ก บนเจลอะกาโรส 1 เปอร์เซ็นต์ 
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ตารางท่ี 2 ปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอจากใบอินทผลัมที่สกัดด้วยวิธีตีลูกเหล็กและวิธี 
CTAB 

No. 
การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีตีลูกเหล็ก การสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/ul) 

ความบริสุทธิ์ 
(A260/A280) 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/ul) 

ความบริสุทธิ์ 
(A260/A280) 

1 200 1.814 1187 1.921 
2 451 2.014 1578 1.866 
3 218 1.775 1783 1.822 
4 478 1.817 2241 1.978 
5 336 1.914 3132 1.926 
6 103 1.794 1933 1.811 
7 386 1.934 2806 1.886 
8 285 1.883 2779 1.964 
9 367 1.947 3420 1.881 
10 353 1.786 3221 1.803 

ค่าเฉลี่ย 317.7 1.868 2408 1.886 
 
 
2.2 การตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ 

 การตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ เป็นการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยตรงจาก
ใบอินทผลัมโดยไม่ต้องสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือความสะดวกและรวดเร็วในการตรวจเพศ จากการบดตัวอย่าง
ใบอินทผลัมกับ dilution buffer ของ Phire Plant Direct PCR Kit และการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจาก
ชิ้นส่วนใบขนาด 1x1 มิลลิเมตร พบว่า การตัดตัวอย่างใบอินทผลัมมาท าไดเรกท์พีซีอาร์ ยังไม่สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ ส าหรับการบดตัวอย่างด้วย dilution buffer สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้
แบบไพรเมอร์คู่เดียว คือ ไพรเมอร์ Ubi หรือ DpDOA แต่ยังไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอแบบรวม
ไพรเมอร์ได้ (ภาพที่ 8) จากการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุด Phire Plant Direct PCR Kit นั้น 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ แต่ยังไม่เหมาะสมกับการเพ่ิมปริมาณพีซีอาร์แบบ
รวมได้ อย่างไรก็ตามปัจจุบันได้มีการพัฒนาเอ็นไซม์อีกหลายยี่ห้อส าหรับการเพ่ิมปริมาณไดเรกท์พีซี
อาร์แบบรวม (multiplex direct PCR) ซึ่งอาจต้องท าการทดลองในส่วนของชนิดเอ็นไซม์ต่อไป 
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ภาพที่ 8 การเพ่ิมการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธีการไดเรกพีซีอาร์ (Direct PCR) 

 
2.3 การตรวจสอบเพศด้วยวิธี High Resolution Melting (HRM) 

 เทคนิค High Resolution Melting (HRM) เป็นวิธีการตรวจสอบอุณหภูมิในขณะที่มี
การแยกสายกันของดีเอ็นเอสายคู่ (double stand DNA) เมื่อล าดับนิวคลีโอไทด์ต่างกันก็จะได้ค่า
อุณหภูมิที่ต่างกันด้วย ซึ่งสามารถใช้ในการตรวจสอบการกลายของล าดับสารพันธุกรรมได้ และนิยมใช้
ตรวจสอบตัวอย่างที่มีจ านวนมากแบบ High Throughput (Lehmensick et al., 2008) จากการ
ตรวจสอบเพศอินทผลัมจากตัวอย่างต้นตัวผู้และต้นตัวเมียอย่างละ 12 ต้น ผลที่ได้จากเครื่อง real-
time PCR จะถูกน าไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม High Resolution Melt Software v3.1 พบว่า การ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ DpHRMF และ DpHRMR มีค่าการหลอมละลายของชิ้นส่วนดีเอ็น
เออยู่ในช่วง 74.2-82.2 องศาเซลเซียส (ภาพที่ 9) เมื่อเปรียบเทียบเส้นกราฟ Aligned Melt Curves 
จะเห็นว่าต้นตัวผู้แสดงเส้นกราฟสองเส้น แต่ต้นตัวเมียสามารถแยกออกจากต้นตัวผู้ได้อย่างชัดเจน 
(ภาพที่ 10) เมื่อโปรแกรมค านวณเส้นกราฟ Difference Plot พบว่า ต้นอินทผลัมตัวผู้มีค่าติดลบที่
แตกต่างกับต้นตัวเมียอย่างชัดเจนเช่นกัน (ภาพที่ 11) เมื่อท าการวิเคราะห์ค่า variant พบว่า ไพร
เมอร์ DpHRM สามารถแบ่งกลุ่ม variant ได้ 3 variant ต้นตัวผู้จะถูกแยกออกเป็น 2 variant โดยค่า
อุณหภูมิกลุ่ม variant ที่ 1 อยู่ที่ 79.7-79.8 องศาเซลเซียส variant ที่ 2 มีค่า 80.2 องศาเซลเซียส มี
ค่า Difference อยู่ระหว่าง -12.1 ถึง -14.6 และ -12.5 ถึง -14.6 ตามล าดับ ส่วนต้นตัวเมียจะถูก
แยกเป็น variant ที่ 3 ซึ่งแยกออกจากกลุ่มที่ 1 และ 2 อย่างชัดเจน โดยมีอุณหภูมิอยู่ที่ 80.5-80.6 
องศาเซลเซียส และมีค่า Difference อยู่ระหว่าง -0.6 ถึง 4.2 (ตารางที่ 3) จะเห็นได้ว่าเทคนิค HRM 
สามารถแยกเพศอินทผลัมต้นตัวผู้และต้นตัวเมียออกจากกันได้อย่างชัดเจน ถึงแม้ว่าต้นตัวผู้จะแบ่ง
ออกเป็น 2 variant ก็ตาม ดังนั้นเทคนิคนี้จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการตรวจสอบเพศอินทผลัมที่มี
จ านวนตัวอย่างมากได้โดยไม่ต้องเสียเวลาในการตรวจสอบด้วยวิธีอิเลคโตรโฟรีซีส สามารถลด
ระยะเวลาในการตรวจสอบลงได้ 
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ภาพที่ 9 แผนภาพ Raw Melt Curves และ Derivative Melt Curves ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิม

ปริมาณด้วยไพรเมอร์ DpHRMF และ DpHRMR ที่วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม High 
Resolution Melt Software v3.1   
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ภาพที่ 10 แผนภาพ Aligned Melt Curves ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ 
DpHRMF และ DpHRMR ที่วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม High Resolution Melt Software 
v3.1 

 

 
ภาพที่ 11 แผนภาพ Difference Plot ของชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณด้วยไพรเมอร์ DpHRMF 

และ DpHRMR ที่วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม High Resolution Melt Software v3.1 
 
 
 
 
ตารางที่ 3 การวิเคราะห์ค่า Variant ชิ้นส่วนดีเอ็นของอินทผลัมเพศผู้และเพศเมียด้วยโปรแกรม 
High Resolution Melt Software v3.1 

Variant Sample No. Sex Temperature Difference 

1 1 Male 79.7 -13.0 

1 2 Male 79.8 -14.8 

1 3 Male 79.7 -14.3 

1 4 Male 79.7 -14.3 
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1 5 Male 79.7 -12.1 

1 6 Male 79.7 -15.3 

1 8 Male 79.8 -12.3 

1 9 Male 79.8 -15.2 

1 10 Male 79.7 -12.7 

2 11 Male 80.2 -12.5 

2 12 Male 80.2 -14.6 

3 1 Female 80.6 1.8 

3 2 Female 80.6 2.7 

3 3 Female 80.5 3.2 

3 4 Female 80.5 -0.6 

3 5 Female 80.6 1.0 

3 6 Female 80.5 4.2 

3 7 Female 80.5 3.8 

3 8 Female 80.9 0.0 

3 9 Female 80.5 1.8 

3 10 Female 80.5 2.1 

3 11 Female 80.6 3.4 

3 12 Female 80.5 2.0 
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3. การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน MAD และช้ินส่วนโครโมโซม 
PDK_30s944511 

การเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนยีน MAD และชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ในอินทผลัมจาก
ตัวอย่างต้นตัวผู้ 10 ตัวอย่าง และต้นตัวเมีย 10 ตัวอย่าง แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับเบสและข้อมูล
เครื่องหมาย SNPs ที่สัมพันธ์กับต้นตัวผู้หรือต้นตัวเมีย พบว่า จากตัวอย่างยีน MAD ขนาดประมาณ 
540 เบส (ภาพที่ 12) เมื่อน าไปวิเคราะห์ 

 
ภาพที่ 12 ภาพชิ้นส่วนยีน MAD ของอินทผลัม ขนาดประมาณ 540 เบส บนอะกาโรสเจล 1 

เปอร์เซ็นต์ 
 

DPMALE2        CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPMALE4        CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPFEMALE2      CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPFEMALE5      GATTTATATTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPFEMALE6      GATTTATATTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPMALE3        GATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPFEMALE7      CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPFEMALE1      CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

DPMALE1        CATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAG 

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

 

DPMALE2        CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPMALE4        CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPFEMALE2      CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPFEMALE5      CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPFEMALE6      CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPMALE3        CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPFEMALE7      CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPFEMALE1      CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

DPMALE1        CAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGA 

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

 

DPMALE2        ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPMALE4        ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPFEMALE2      ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPFEMALE5      ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPFEMALE6      ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPMALE3        ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPFEMALE7      ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPFEMALE1      ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

DPMALE1        ACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCT 

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

 

DPMALE2        ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPMALE4        ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPFEMALE2      ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPFEMALE5      ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPFEMALE6      ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPMALE3        ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPFEMALE7      ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPFEMALE1      ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

DPMALE1        ATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCC 

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

 

DPMALE2        GCCTCTATGAGTACCCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPMALE4        GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPFEMALE2      GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPFEMALE5      GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPFEMALE6      GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPMALE3        GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPFEMALE7      GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPFEMALE1      GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 

DPMALE1        GCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATT 
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               ************** ********************************************* 

 

DPMALE2        TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

ELAM4          TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPFEMALE2      TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPFEMALE5      TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPFEMALE6      TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPMALE3        TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPFEMALE7      TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPFEMALE1      TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

DPMALE1        TGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATT 

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

 

DPMALE2        CTTTTTAAGTTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPMALE4        CTTTTTAAGTTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPFEMALE2      CTTTTTAAGTTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPFEMALE5      CTTTTTAAGGTTCTAGCTTGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPFEMALE6      CTTTTTAAGGTTCTAGCTTGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPMALE3        CTTTTTAAGGTTCTAGCTTGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPFEMALE7      CTTTTTAAGTTTCTAGCTTGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPFEMALE1      CTTTTTAAGGTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

DPMALE1        CTTTTTAAGGTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCT 

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

ภาพที่ 13 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MAD ในอินทผลัมต้นตัวผู้และตัวเมีย โดย
วิธีการ Multiple Sequence Alignment ด้วยเว็บไซด์ Clustal Omega 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ (ภาพภาคผนวก 1 และ 2) ด้วยเว็บไซด์ Clustal Omega ไม่พบเครื่องหมาย
โมเลกุล SNPs ที่สัมพันธ์กับอินทผลัมต้นตัวผู้และต้นตัวเมีย (ภาพที่ 13) ส าหรับการวิเคราะห์ล าดับนิ
วคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนโครโมโซมของอินทผลัม โดยเพ่ิมปริมาณชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 
ของอินทผลัมเพศผู้และเพศเมียขนาดประมาณ 700 เบส (ภาพที่ 14) แล้วน าไปวิเคราะห์ล าดับนิวคลี
โอไทด์ (ภาพภาคผนวก 3 และ 4)  จากนั้นน ามาวิเคราะห์ผลล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม 
VectorNTI (ภาพที่ 15) พบว่ามีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่น่าสนใจจากชิ้นส่วนนี้อยู่หลายต าแหน่งที่อาจ
สัมพันธ์กับการตรวจเพศอินทผลัม ซึ่งจากการทดสอบไพรเมอร์ DpHRM ในการทดลองที่ 2.3 พบว่า
สามารถใช้แยกเพศด้วยเทคนิค HRM ได ้

 
    

 
 

ภาพที่ 14 ภาพชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ของอินทผลัม ขนาดประมาณ 700 เบส บนอะ
กาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต์ 
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ภาพที่ 15 การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ในอินทผลัม

ต้นตัวผู้และตัวเมีย โดยวิธีการ Multiple Sequence Alignment ด้วยโปรแกรม 
VectorNTI 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

การทดสอบไพรเมอร์ตามที่รายงานไว้ จ านวนทั้งสิ้น 39 คู่ กับต้นอินทผลัมที่ทราบเพศแล้ว 
พบว่า ไพรเมอร์ SSR ของ Billotte และคณะ (2004) Elmeer และ Mattat (2012) และ Cherif 
และคณะ (2013) รวมถึงไพรเมอร์ RAPD และ SCAR ของ Dhawan และคณะ (2013) ไม่สามารถ
แยกเพศอินทผลัมได้ แต่ไพรเมอร์ mPdCIR04 สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ เมื่อตรวจสอบแถบดีเอ็น
เอด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System เมื่อออกแบบไพร์เมอร์แบบจ าเพาะกับต าแหน่ง SNPs ที่
สัมพันธ์กับเพศตามรายงานของ Al-Mahmoud และคณะ (2012) สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ คือ 
ไพรเมอร์ DpDOAF และ DpDOAR โดยสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เฉพาะต้นตัวผู้ มีขนาด
ประมาณ 450 เบส เมื่อท าพีซีอาร์แบบรวมไพรเมอร์ จะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่ชัดเจนสองแถบในเพศผู้ 
และหนึ่งแถบในเพศเมีย ส าหรับการตรวจสอบความแม่นย าของเครื่องหมายโมเลกุลกับต้นอินทผลัมที่
ทราบเพศแล้วจ านวน 169 ต้น พบว่า ผลการตรวจด้วยเครื่องหมายโมเลกุลไม่ตรงกับเพศจ านวน 8 
ต้น คิดเป็นร้อยละ 4.7 เปอร์เซ็นต์ ดังนั้นเครื่องหมายโมเลกุลที่ได้จากไพรเมอร์  DpDOAF และ 
DpDOAR มีความแม่นย าตรงตามเพศคิดเป็น 95.3 เปอร์เซ็นต์  

การพัฒนาวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัม พบว่า การตรวจสอบเพศอินทผลัมโดยการสกัดดีเอ็น

เอทีตี่ด้วยลูกเหล็กที่ความเร็ว 4,500 รอบต่อนาที เหมาะสมกับใบอินทผลัมที่สุด ปริมาณดีเอ็นที่ได้จาก

การสกัดด้วยการตีลูกเหล็กมีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอ 317.7 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่าเฉลี่ย

ความบริสุทธิ์ (A260/A280) ที่ 1.868 และการสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB มีค่าเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็น

เอ 2408 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร มีค่าเฉลี่ยความบริสุทธิ์ (A260/A280) ที่ 1.886 ซึ่งปริมาณดีเอ็นเอ

จากวิธี CTAB มีมากกว่าวิธีการตีด้วยลูกเหล็ก แต่มีความบริสุทธิ์ไม่แตกต่างกัน การสกัดดีเอ็นด้วยการ

ตีลูกเหล็กจึงเพียงพอต่อการตรวจสอบปฏิกิริยาพีซีอาร์ และยังใช้เวลาในการสกัดที่สั้นและได้จ านวน
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ตัวอย่างต่อวันมากกว่า ดังนั้นวิธีสกัดดีเอ็นเอด้วยการตีลูกเหล็กจึงเหมาะสมต่อการตรวจเพศอินทผลัม

มากกว่าการสกัดด้วยวิธี CTAB ส าหรับการตรวจสอบเพศอินทผลัมด้วยวิธีไดเรกท์พีซีอาร์ พบว่า การ

ตัดตัวอย่างใบอินทผลัมมาท า direct PCR ยังไม่สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ แต่การบดตัวอย่าง

ด้วย dilution buffer สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้แบบไพรเมอร์คู่เดียว ไม่สามามารถเพ่ิมปริมาณ

ดีเอ็นเอแบบรวมไพรเมอร์ได้ ส่วนการตรวจสอบเพศด้วยวิธี High Resolution Melting (HRM) 

พบว่า การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ DpHRMF และ DpHRMR มีค่าการหลอมละลายของ

ชิ้นส่วนดีเอ็นเออยู่ในช่วง 74.2-82.2 องศาเซลเซียส การวิเคราะห์ค่า variant สามารถแบ่งกลุ่ม 

variant ได้ 3 variant ต้นตัวเมียจะถูกแยกเป็น variant ที่ 3 ซึ่งแยกออกจากกลุ่มที่ 1 และ 2 อย่าง

ชัดเจน โดยมีอุณหภูมิอยู่ที่ 80.5-80.6 องศาเซลเซียส และมีค่า Difference อยู่ระหว่าง -0.6 ถึง 4.2 

ซึ่งเทคนิค HRM สามารถแยกเพศอินทผลัมต้นตัวผู้และต้นตัวเมียออกจากกันได้อย่างชัดเจน 

การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนยีน MAD และชิ้นส่วนโครโมโซม 
PDK_30s944511 พบว่า ยีน MAD ขนาดประมาณ 540 เบส ไม่พบเครื่องหมายโมเลกุล SNPs ที่
สัมพันธ์กับอินทผลัมต้นตัวผู้และต้นตัวเมีย และชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ของอินทผลัม
ขนาดประมาณ 700 เบส มีล าดับนิวคลีโอไทด์ที่น่าสนใจจากชิ้นส่วนนี้อยู่หลายต าแหน่งที่อาจสัมพันธ์
กับการตรวจเพศอินทผลัม ซึ่งจากการทดสอบไพรเมอร์ พบว่า สามารถใช้แยกเพศด้วยเทคนิค HRM 
ได ้
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การทดลองที่ 3 

การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSRs 

DNA fingerprinting of Dendrobium Orchids using SSR Markers 
 

บุญเรือนรัตน์   เรืองวิเศษ  อรุโณทัย ซาววา  สุภาวดี  ง้อเหรียญ  
 

ค าส าคัญ เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ กล้วยไม้สกุลแวนดา กล้วยไม้สกุลหวาย ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอ microsatellite markers Vanda orchids Dendrobium orchids DNA 
fingerprinting 

 
บทคัดย่อ 

จากการสุ่มน าไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมด จ านวน 70 
คู่สาย มาท า PCR กับตัวอย่างกล้วยไม้สายพันธุ์สกุลหวาย ทั้งหมด 5 สายพันธุ์ พบว่ามีเพียงไพรเมอร์ 
3  คู่ ส ายที่ ส ามารถเ พ่ิมปริมาณดี เ อ็น เอจากตั วอย่ า ง ได้  คื อ  ไพร เมอร์  Vandbirdo_022 
Vandbirdo_026 และ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้ขนาดแถบแบน จากไพร
เมอร์ Vandbirdo_022 ประมาณ 240 คู่เบส เมื่อน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ติดสีฟลูออ
เรสเซนต์ที่จ าเพาะ 3 ไพรเมอร์ กับดีเอ็นเอกล้วยไม้ 96 สายพันธุ์ หลังจากเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR 
แล้ว ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่า
ไพรเมอร์ Vandbirdo_026 สามารถเพ่ิมปริมาณจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ 74 
ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 280 คู่เบส และไพรเมอร์ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวน
ดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 80 ตัวอย่าง ขนาดแถบดี เอ็นเอประมาณ 240 คู่เบส แต่
เครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีได้ยังไม่เพียงพอส าหรับการจ าแนกกล้วยไม้สกุลหวายได้ จึงได้ปรับใช้เทคนิคอ่ืน
ได้แก่การคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นส าหรับการอ่านข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ด จากการรวบรวมตัวอย่าง
กล้วยไม้จากฟาร์มเกษตรกรที่น าพันธุ์พืชมาจดทะเบียนพันธุ์ที่กรมวิชาการเกษตร กล้วยไม้สกุลหวาย
พ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย จ านวน 30 สายพันธุ์ เพ่ือน ามาทดสอบกับ
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดบาร์โค๊ด โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีนต่าง ๆ จ านวน 4 ยีน ได้แก่ matK, 
ITS, trnH-psbA และ rbcl แล้วน าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ไปหาล าดับ
นิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์อัตโนมัติโดยบริษัทเอกชนและเปรียบเทียบข้อมูลกับ
ฐานข้อมูล GenBank ได้ชื่อกล้วยไม้พร้อมทั้งสามารถจัดกลุ่มชนิดของกล้วยไม้หวายได้ เมื่อวิเคราะห์
ข้อมูล phylogenetic tree โดยใช้ ClustalWII Phylogeny ผลการวิเคราะห์พบว่า สามารถจ าแนก
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ชนิดของกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 30 สายพันธุ์ ด้วยไพรเมอร์ rbcl และmatK ซึ่งจะน าไปใช้เป็น
เครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายชนิดต่าง ๆ ต่อไป 

 
 
 

ค าน า 
เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์ (microsatellite) หรือ SSR (Simple Sequence 

Repeat) หมายถึงดีเอ็นเอที่มีล าดับเบสซ้ า (repetitive DNA) เรียงอยู่ต่อเนื่องกันบนจีโนม แต่ละชุด
ประกอบด้วยเบสซ้ าตั้งแต่ 1-6 เบส กระจายตัวทั้งจีโนมแต่การกระจายไม่สม่ าเสมอ ท าให้เกิดความ
หลากหลาย จึงถูกน ามาใช้เป็นเครื่องมือในการปรับปรุงพันธุ์พืช ในการเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยใน
การคัดเลือก (marker-assisted selection) การวางต าแหน่งยีน (QTL mapping) การสร้างแผนที่
ยีน (gene mapping) การท าแผนที่โครโมโซม การศึกษาวิวัฒนาการและความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิต 
โดยเฉพาะในสิ่งมีชีวิตที่มีความแปรปรวนในระดับดีเอ็นเอ (อรรัตน์, 2548) SSR เป็นเครื่องหมายดีเอ็น
เอแบบจ าเพาะ ตรวจสอบได้ครั้งละ 1 ต าแหน่ง (single-locus marker) โดยล าดับเบสที่อยู่สองข้าง
ของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ มักเป็นล าดับเบสจ าเพาะ มีเพียงชุดเดียว (unique sequence) ดังนั้น 
ถ้าหาล าดับเบสที่อยู่สองข้างของส่วนไมโครแซทเทลไลท์ได้ แล้วน ามาออกแบบไพร์เมอร์ส าหรับเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (polymerase chain reaction) จะเป็นการเพ่ิมประมาณดีเอ็นเอ
ในต าแหน่งที่จ าเพาะเพียงต าแหน่งเดียว และเนื่องจากส่วนไมโครแซทเทลไลท์มีการกลายพันธุ์โดย
การเพ่ิมข้ึนหรือลดลงของจ านวนชุดซ้ าได้ง่าย การตรวจสอบดีเอ็นเอต าแหน่งที่รวมเอาส่วนไมโครแซท
เทลไลท์ไว้ภายใน จึงมีโอกาสได้ขนาดดีเอ็นเอที่แตกต่างกัน (polymorphic)  เนื่องจากจ านวนชุดซ้ าที่
ไม่เท่ากัน จึงพบพอลิมอร์ฟิซึมค่อนข้างสูง นอกจากนี้ยังแสดงแถบดีเอ็นเอแบบข่มร่วมกัน 
(codominance) จึงสามารถแยกความแตกต่างระหว่างโฮโมไซโกตและเฮเทอโรไซโกตได้  (สุรินทร์, 
2552) การหาความแตกต่างระหว่างสิ่งมีชีวิตนั้นมีหลายเทคนิคที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน 
ตัวอย่างเช่น Restriction fragment length polymorphism (RFLP)  , random amplified 
polymorphic DNA (RAPD) amplified fragment length polymorphism (AFLP)  single 
nucleotide polymorphism (SNP) และ DNA repeat variation analysis  ซึ่งรวมถึงไมโครแซท
เทลไลท์ดีเอ็นเออยู่ด้วย เครื่องหมายโมเลกุลที่จ าแนกได้จากส่วนที่มีความผันแปรเหล่านี้ ได้ถูกน าไป
ประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวางในการศึกษาไฟโลจีนี  อนุกรมวิธาน  นิเวศน์วิทยา  พันธุกรรมและการ
ปรับปรุงพันธุ์พืชและสัตว์  ( McCouch และคณะ ,1997 ; Duborg และคณะ ,1999 ; Luo และ
คณะ , 2001 ; Bussell และคณะ , 2005 ; Wang และคณะ , 2006 )  อ้างอิงโดย Agyeman และ
คณะ (2008) เครื่องหมายเหล่านี้สามารถให้ข้อมูลเกี่ยวกับความผันแปรของอัลลีลและให้แถบดีเอ็นเอ
ที่เป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจวิวัฒนาการของประชากรสิ่งมีชีวิตตามภูมิศาสตร์และสิ่งแวดล้อม
ต่าง ๆ (Zwettler และคณะ , 2002) 
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ไมโครแซทเทลไลท์ เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอท่ีมีการใช้อย่างกว้างขวางส าหรับการตรวจสอบ
ความผันแปรทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิตที่ต่างกัน  ในการพัฒนาครั้งแรกเพ่ือตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็น
เอของมนุษย์ มีองค์ประกอบเบสซ้ า 1-6 เบส กระจายอยู่ทั่วจีโนมของสิ่งมีชีวิต (Tautz และ Renze , 
1984 ; Litt และ Luty, 1989) อ้างอิงโดย Agyeman และคณะ (2008) 

กล้วยไม้เป็นพืชที่มีความส าคัญในการส่งออกไม้ดอกของไทยโดยสามารถส่งหวายตัดดอกเป็น
อันดับหนึ่งของโลก  กล้วยไม้สกุลหวาย (Dendrobium) เป็นกล้วยไม้สกุลใหญ่ที่สุด มีการ
แพร่กระจายพันธุ์ออกไปในบริเวณกว้างทั้งในทวีปเอเชียและหมู่ เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิก นัก
พฤกษศาสตร์ได้จ าแนกออกเป็นหมู่ประมาณ 20 หมู่ และรวบรวมกล้วยไม้ชนิดนี้ที่ค้นพบแล้วได้
ประมาณ 1,000 ชนิดพันธุ์ กล้วยไม้สกุลหวาย มีลักษณะการเจริญเติบโตแบบซิมโพเดียล คือ มีล าลูก
กล้วย เมื่อล าต้นเจริญเติบโตเต็มที่แล้วจะแตกหน่อเป็นล าต้นใหม่และเป็นกอ ใบแข็งหนาสีเขียว ดอก
มีลักษณะทั่วไปของกลีบชั้นนอกคู่บนและคู่ล่างขนาดยาวพอๆ กันโดยกลีบชั้นนอกบนจะอยู่อย่าง
อิสระเดี่ยวๆ ส่วนกลีบชั้นนอกคู่ล่างจะมีส่วนโคน ซึ่งมีลักษณะยื่นออกไปทางด้านหลังของส่วนล่างของ
ดอกประสานเชื่อมติดกับฐานหรือสันหลังของเส้าเกสร และส่วนโคนของกลีบชั้นนอกคู่ล่างและส่วน
ฐานของเส้าเกสรซึ่งประกอบกันจะปูดออกมา มีลักษณะคล้ายเดือยที่เรียกว่า “เดือยดอก” ส าหรับ
กลีบชั้นในทั้งสองกลีบมีลักษณะต่างๆ กันแล้วแต่ชนิดพันธุ์ของกล้วยไม้นั้นๆกล้วยไม้หวายป่าของไทย
มีสีสวยงาม ก้านช่อสั้น ส าหรับกล้วยไม้สกุลหวายที่เป็นกล้วยไม้อยู่ในป่าของไทย มีหลายชนิดอัน
ได้แก่พวก “เอ้ือง” ต่างๆ เช่น เอ้ืองผึ้ง เอ้ืองค า  เอ้ืงเงินหลวง เอ้ืองปากนกแก้ว เอ้ืองเค้ากิ่ว เป็นต้น   
นอกจากนี้ยังมีพวกที่มีล าเป็นสายห้อยลงมา เช่นเอ้ืองสายน้ าผึ้ง  เอ้ืองสายหลวง  เอ้ืองสายมรกต 
เอ้ืองสายนกกระจิบ  เป็นต้น ส าหรับหวายที่พัฒนาจนสามารถตัดดอกได้นั้น  มีมากมายในเมืองไทย 
เช่น แอนนา ทับทิมสยาม โซเนีย ไดมอนสตาร์ เป็นต้น โดยกรมวิชาการเกษตรได้เก็บรวบรวมพันธุ์
กล้วยไม้สกุลหวายไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชสวนต่าง ๆ การคุ้มครองพันธุ์พืชเหล่านี้จึงนับมีความส าคัญ 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประเด็นวิจัย : เป็นการศึกษาเพ่ือคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เหมาะสมส าหรับกล้วยไม้สกุลหวาย
และสกุลอ่ืนที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจเช่นแคทลียาที่ส านักคุ้มครองพันธุ์พืชประกาศให้มีการจด
ทะเบียนและส่งออกได้ โดยน ามาคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดไมโครแซทเทลไลท์ที่พัฒนาจาก
กล้วยไม้สกุลแวนดาที่เหมาะสมส าหรับแต่ละสกุลเพ่ือใช้เป็นข้อมูลประจ าพันธุ์และคุ้มครองพันธุ์พืช
ของไทยที่มีการส่งออก 
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท าการวิจัย : ตุลาคม 2558 -กันยายน 2560  
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วิธีด าเนินการ 
 

1. การรวบรวมตัวอย่างกล้วยไม้และการสกัดดีเอ็นเอ 
เก็บตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายจากแหล่งต่าง ๆ เช่นฟาร์มเกษตรกรศูนย์วิจัยพืชสวน

เชียงราย และศูนย์วิจัยพืชสวนศรีษะเกษ จ านวนอย่างน้อย 100 ตัวอย่าง สกัดดีเอ็นเอด้วยวิธี CTAB 
ดัดแปลงจาก Lodhi et al., (1994) หรือการใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป วัดคุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้
ด้วยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร์เพ่ือตรวจสอบความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ค่า
ดูดกลืนแสง 260/280 nm น ามาเจือจางให้มีปริมาณเหมาะสมส าหรับการท าพีซีอาร์ 
 
2. การคัดเลือกไพร์เมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนดาและรองเท้านารีมาใช้กับ
กล้วยไม้สกุลหวาย 
          2.1 น าไพร์เมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าจ านวน 100 คู่สาย และรองเท้า
นารี จ านวน 100 คู่สาย มาทดสอบกับดีเอ็นเอกล้วยไม้สกุลหวาย 

 2.2 ท าพีซีอาร์โดยเตรียมส่วนผสมปฎิกิริยาพีซีอาร์  ดังนี้ ดีเอ็นเอต้นแบบ (50 นาโนกรัม/
ไมโครลิตร) 2 ไมโครลิตร, 10x PCR buffer((NH4)2SO4) 2 ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2  2 ไมโครลิตร
, 2mM dNTP 2 ไมโครลิตร, ไพร์เมอร์ (5 uM) อย่างละ 2 ไมโครลิตร, Taq DNA polymerase ยี่ห้อ 
Fermentas (0.5 unit) 0.15 ไมโครลิตร ในปฏิกิริยาทั้งหมด 25 ไมโครลิตร โดยตั้งโปรแกรมการ
ท างานของเครื่อง themal cycle, Gene Amp 9700 ดังนี้ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จ านวน 1 รอบ 
ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 52-57 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
จ านวน 35 รอบ จากนั้นตั้งที่ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ หรือการใช้พีซีอาร์มาสเตอร์มิกซ์คิท 

2.3 ตรวจสอบผลด้วยวิธีอิเล็คโทรโฟรีซีส (electropholesis) โดยหยดผลผลิตพีซีอาร์ 4 
ไมโครลิตร ลงในแผ่นวุ้นอะกาโรสเจล 2 เปอร์เซ็นต์ใน 1xTBE buffer  ใช้แรงเคลื่อนไฟฟ้า100 โวลต์ 
เป็นเวลา 60 นาที ย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ บันทึกแถบดีเอ็นเอด้วยชุดถ่ายภาพ UV 
Transilluminators (BIORAD) และน าผลผลิตพีซีอาร์อีก 4 ไมโครลิตร ไปตรวจสอบและบันทึกแถบดี
เอ็นด้วยเครื่อง QIAxcel Advanced System  และการน าไปอ่านค่าแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่องอัตโนมัติ 
 
3.  การติดฉลากสีฟลูเรสซีนและการอ่านแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่องอัตโนมัติ  

3.1  คัดเลือกไพรเมอร์ที่เหมาะสมจ านวนอย่างน้อย 10 คู่  มาท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
กล้วยไม้ดังกล่าว  ด้วยการน าไปติดสีฟลูโอเรสซีน ท าพีซีอาร์ แล้วตามอ่านขนาดดีเอ็นเอด้วยเครื่อง
อัตโนมัติ   
 3.2  อ่านค่าอัลลีลที่ได้และตรวจสอบความแตกต่างของขนาดดีเอ็นเอที่ปรากฏ 
4.  การทดสอบและค้นหาเครื่องหมายดีเอ็นเอจ าเพาะส าหรับการท าบาร์โค๊ด  และการจัดท าลายพิมพ์
ดีเอ็นเอด้วยเทคนิคดีเอ็นเอบาร์โค๊ดดิ้ง  โดยการใช้ไพรเมอร์ส าหรับเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนต่าง ๆ 



73 

เช่นนิวเคลียร์เมมเบรน แล้วคัดเลือกคู่ไพรเมอร์ที่เหมาะสม เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอและ น าไปอ่านล าดับนิ
วคลีโอไทด์  น าไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลบาร์โคดใน GenBank และน าไปหาความสัมพันธ์แบบ
วงศ์วานว่านเครือต่อไป 
 
4. การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของกล้วยไม้แต่ละสกุลและการท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
 4.1  การคัดเลือกกล้วยไม้สายพันธุ์ที่มีความส าคัญ 
 4.2  การท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้แต่ละสายพันธุ์ 
 4.3  วิเคราะห์ข้อมูลแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏโดยใช้โปรแกรม SPSS หรือ NTSys หรือ 
TREECON  เพ่ือหา  ความสัมพันธ์แบบวงวานว่านเครือหรือแผนภูมิต้นไม้ (phylogenetic tree) 

 
ผลการทดลองและอภิปราย 

ผลการสุ่มน าไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมดจ านวน 70 คู่สาย 
มาท า PCR กับตัวอย่างกล้วยไม้สายพันธุ์สกุลหวาย  5 สายพันธุ์ โดยพบว่ามีเพียงไพรเมอร์ 3 คู่สายที่
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างได้ คือ Vandbirdo_022, Vandbirdo_026, และ
Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้ขนาดแถบแบน จากไพรเมอร์ Vandbirdo_022 
ประมาณ 200 คู่เบส  Vandbirdo_026 ประมาณ 280 คู่เบส  และ Vandbirdo_094 ประมาณ 240 
คู่เบส  

ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ติดสีฟลูออเรสเซนต์ที่จ าเพาะ 3 ไพรเมอร์ กับดี
เอ็นเอกล้วยไม้ 96 สายพันธุ์ หลังจากเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR แล้ว ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จาก
ปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่า ไพรเมอร์ Vandbirdo_026 สามารถ
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 74 ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 280 คู่
เบส และไพรเมอร์ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 80 
ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 240 คู่เบส  
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รูปภาพที่ 1 แสดง ผลการรัน PCR product 1 % agarose gel electrophoresis ของไพร์เมอร์ 

Vandbirdo_026 กับตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 97 สายพันธุ์ , lane(1) = 100 bp 
dna ladder marker 

 
 

 

 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ 2 แสดง ผลการรัน PCR product 1 % agarose gel electrophoresis ของไพร์เมอร์ 
Vandbirdo_094 กับตัวอย่างกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 97 สายพันธุ์ , lane(1) = 100 bp 
dna ladder marke 

 
 

การคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับการอ่านข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ด 
จากการรวบรวมตัวอย่างกล้วยไม้จากฟาร์มเกษตรกรที่น าพันธุ์พืชมาจดทะเบียนพันธุ์ที่กรม

วิชาการเกษตร  กล้วยไม้สกุลหวายพื้นเมืองที่เก็บรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย    จ านวน 30 
สายพันธุ์เพ่ือน ามาทดสอบกับเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดบาร์โค๊ด โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีนต่าง ๆ 
เพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR โดยใช้ชุดส าเร็จรูป Dream Taq PCR Green Master mix kit 
ไพรเมอร์ 10 พิโคโมล โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะได้แก่ matK, ITS, trnH-psbA และ rbcL หลังจาก
เพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR ในข้างต้นแล้ว ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1 % 
agarose gel electrophoresis ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอมีขนาด 800-1000 คู่เบส ดังภาพที่ 2 
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น าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย

เครื่องอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์อัตโนมัตโดยบริษัทเอกชนและเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล 
GenBank  ได้ชื่อกล้วยไม้ดังตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 แสดงผลการเปรียบเทียบข้อมูลนิวคลีโอไทด์ของชิ้นดีเอ็นเอที่ได้เปรียบเทียบกับฐานข้อมูล

GenBank 

 

Figure 1. DNA barcode fragments  of all 30 Dendrobium spp.  In  standard  
Regions M ; matK, I ; ITS,  T; trnH-psbA  and R ; rbcL . 
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การวิเคราะห์  phylo-genetic tree 

น าข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้มาจัดเรียงตามรูปแบบของโปรแกรมในรูปแบบ FASTA 
Format  เรียงล าดับโดยมีชื่อสายพันธุ์แทรก  น าไฟล์ที่ได้ส่งเข้าไปวิเคราะห์ข้อมูล  phylogenetic 
tree โดยใช้โปรแกรม  ClustalWII  Phylogeny  ในเวปไซต์  www.ebi.ac.uk  ดังภาพที่ 3 และ 
ภาพที่ 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3 แสดงการวิเคราะห์ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม  Clustal W II Phylogeny 
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ภาพที่ 4 แสดงผลการใช้ข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทดืของชิ้นส่วนจากยีนต่าง ๆ ในการสร้าง Phylogenic 

tree กับกล้วยไม้ 30 สายพันธุ์ 
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ผลการวิเคราะห์พบว่า สามารถจ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกุลหวายทั้ง 30 สายพันธุ์ ด้วย
ไพร์เมอร์ rbcL + matK  ซึ่งจะน าไปใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
กล้วยไม้สกุลหวายชนิดต่าง ๆ ต่อไป 

 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

ผลการสุ่มน าไพรเมอร์ชนิด SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้าทั้งหมดจ านวน 70 คู่สาย 
มาท า PCR กับตัวอย่างกล้วยไม้สายพันธุ์สกุลหวาย  5 สายพันธุ์ โดยพบว่ามีเพียงไพรเมอร์ 3 คู่สายที่
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากตัวอย่างได้ คือ Vandbirdo_022, Vandbirdo_026, และ
Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอได้ขนาดแถบแบน จากไพรเมอร์ Vandbirdo_022 
ประมาณ 200 คู่เบส  Vandbirdo_026 ประมาณ 280 คู่เบส  และ Vandbirdo_094 ประมาณ 240 
คู่เบส ผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ติดสีฟลูออเรสเซนต์ที่จ าเพาะ 3 ไพรเมอร์ กับดีเอ็น
เอกล้วยไม้ 96 สายพันธุ์ หลังจากเพ่ิมปริมาณด้วยวิธี PCR แล้ว ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จาก
ปฏิกิริยา PCR ด้วย 1% agarose gel electrophoresis พบว่า ไพรเมอร์ Vandbirdo_026 สามารถ
เพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 74 ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 280 คู่
เบส และไพรเมอร์ Vandbirdo_094 สามารถเพ่ิมจ านวนดีเอ็นเอกับตัวอย่างสายพันธุ์กล้วยไม้ได้ 80 
ตัวอย่าง ขนาดแถบดีเอ็นเอประมาณ 240 คู่เบส 

การคัดเลือกเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับการอ่านข้อมูลดีเอ็นเอบาร์โค๊ดจากการรวบรวม
ตัวอย่างกล้วยไม้จากฟาร์มเกษตรกรที่น าพันธุ์พืชมาจดทะเบียนพันธุ์ที่กรมวิชาการเกษตร  กล้วยไม้
สกุลหวายพ้ืนเมืองที่เก็บรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชสวนเชียงราย    จ านวน 30 สายพันธุ์เพ่ือน ามา
ทดสอบกับเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดบาร์โค๊ด โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอยีนต่าง ๆ เพ่ือเพ่ิมปริมาณดี
เอ็นเอด้วยวิธี PCR โดยใช้ชุดส าเร็จรูป Dream Taq PCR Green Master mix kit ไพรเมอร์ 10 พิ
โคโมล โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะได้แก่ matK, ITS, trnH-psbA และ rbcL หลังจากเพ่ิมปริมาณด้วย
วิธี PCR ในข้างต้นแล้ว ตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ด้วย 1 % agarose gel 
electrophoresis ได้ชิ้นส่วนดีเอ็นเอมีขนาด 800-1000 คู่เบส น าผลผลิตดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิม
ปริมาณด้วยวิธีพีซีอาร์ไปหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเครื่องอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์อัตโนมัตโดย
บริษัทเอกชนและเปรียบเทียบข้อมูลกับฐานข้อมูล GenBank  ได้ชื่อกล้วยไม้ชนิดต่าง ๆ น าข้อมูล
ล าดับนิวคลีโอไทด์ที่อ่านได้มาจัดเรียงตามรูปแบบของโปรแกรมในรูปแบบ FASTA Format  
เรียงล าดับโดยมีชื่อสายพันธุ์แทรก  น าไฟล์ที่ได้ส่งเข้าไปวิเคราะห์ข้อมูล  phylogenetic tree โดยใช้
โปรแกรม  ClustalWII  Phylogeny  ผลการวิเคราะห์พบว่า สามารถจ าแนกชนิดของกล้วยไม้สกุล
หวายทั้ง 30 สายพันธุ์ ด้วยไพร์เมอร์ rbcL + matK  ซึ่งจะน าไปใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับ
ท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้สกุลหวายชนิดต่าง ๆ ต่อไป 
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การทดลองที่ 4 

การใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์และสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่
ในเชื้อพันธุกรรมข้าวโพด 

Using of SSR and SCAR markers for detection on Northern corn leaf blight 
resistance in maize germplasm 

 
ประสาน สืบสุข  กุหลาบ คงทอง  จีราพร แก่นทรัพย์  ศิวไิล ลาภบรรจบ  สุริพัฒน์ ไทยเทศ 

 
ค าส าคัญ เครื่องหมายโมเลกุล โรคใบไหม้แผลใหญ่ ข้าวโพด molecular markers SSR SCAR 
Northern corn leaf blight maize 

 
บทคัดย่อ 

 
โรคใบไหม้แผลใหญ่ (Northern Corn Leaf Blight, NCLB) ที่เกิดจากเชื้อรา 

Exserohilum turcicum เป็นปัญหาส าคัญอย่างมากต่อการผลิตข้าวโพดในประเทศไทย ที่ท าความ
เสียหายให้กับข้าวโพด ส่งผลกระทบให้ผลผลิตลดลง 30-40 เปอร์เซ็นต์ โดยจะขึ้นอยู่กับความรุนแรง
ของเชื้อและระยะการเจริญเติบโตของข้าวโพด การป้องกันความเสียหายจากโรคใบไหม้แผลใหญ่ที่มี
ประสิทธิภาพและประหยัดมากที่สุดคือการใช้พันธุ์ต้านทานโรค การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือใช้
เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์และสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในเชื้อพันธุกรรม
ข้าวโพด จากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 12 คู่ไพรเมอร์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้
แผลใหญ่ในพันธุ์ข้าวโพดที่พันธุ์ต้านทานและพันธุ์ อ่อนแอต่อโรค พบว่าไพรเมอร์ umc2037 
bnlg1233 และ bnlg1607 ให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหว่างข้าวโพดพันธุ์
อ่อนแอต่อโรคและข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ และน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับความ
อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด การใช้เครื่องหมายโมเลกุลสการ์ SCA07496 SCA16420 
SCB09464 และ SCE20429 ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 
พบว่าเครื่องหมายโมเลกุลสการ์ทั้ง 4 เครื่องหมายให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอไม่สัมพันธ์กับการ
ต้านทานต่อโรคกับพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ที่ได้ท าการศึกษา 
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Abstract 
 

Northern Corn Leaf Blight (NCLB) is a destructive foliar disease of maize that 
results from infection of the fungal pathogen, Exserohilum turcicum. The yield losses 
incurred from NCLB in Thailand may exceed 30-40 % when environmental conditions 
were optimal for disease development. Using the cultivars resistance to reduce the 
detrimental effects of NCLB on maize productivity is the most cost-effective. 
However, this study was use of SSR and SCAR markers for detection on NCLB 
resistance in maize germplasm. After detecting 12 simple sequence repeat (SSR) 
markers for polymorphisms between resistant and susceptible cultivars of maize, 
three markers may be linked to NCLB resistance cultivars; umc2037, bnlg1233 and 
bnlg1607 were identified. The use of sequence characterized amplified region (SCAR) 
markers; SCA07496 SCA16420 SCB09464 and SCE20429 for polymorphisms between 
resistant and susceptible cultivars of maize, all of the SCAR markers were not related 
to the disease resistance of the studied maize cultivars. 

 
ค าน า 

โรคใบไหม้แผลใหญ่ (Northern Corn Leaf Blight; NCLB) ที่เกิดจากเชื้อรา 
Exserohilum turcicum (Pass.) Leonard & Suggs. เป็นปัญหาส าคัญอย่างมากต่อการผลิต
ข้าวโพดในประเทศไทย ที่ท าความเสียหายให้กับข้าวโพด ส่งผลกระทบให้ผลผลิตลดลง 30-40 
เปอร์เซ็นต์ โดยจะขึ้นอยู่กับความรุนแรงของเชื้อและระยะการเจริญเติบโตของข้าวโพด พบว่าถ้าเกิด
โรคก่อนระยะออกไหมจะท าให้ผลผลิตลดลงมาก หากมีการระบาดเกิดขึ้นหลังจากข้าวโพดออกไหม
แล้ว 6-8 สัปดาห์ ความเสียหายจะลดน้อยลง (Degefu, 2003) ซึ่งการป้องกันความเสียหายจากโรค
ใบไหม้แผลใหญ่ที่มีประสิทธิภาพมากที่สุดคือการใช้พันธุ์ต้านทานโรค (Lipps and Mills, 2002; 
Pataky et al., 1998 ) ซึ่งสามารถลดความเสียหายจากการเข้าท าลายของโรคได้ เป้าหมายของการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ นอกจากให้ได้พันธุ์ที่มีผลผลิตสูงแล้วจะต้องมีความต้านทานต่อโรค
ของข้าวโพดด้วย การพัฒนาสายพันธุ์ต้านทานโรคในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์พืชเป็นวิธีการที่มี
ประสิทธิภาพในการควบคุมความเสียหายของผลผลิต ปัจจุบันการศึกษาด้านเครื่องหมายโมเลกุลที่
เกี่ยวข้องกับความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ สามารถน ามาช่วยในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด
ต้านทานโรคให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ได้มีการศึกษาเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการ
ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่  เช่น ได้มีการค้นพบเครื่องหมายดี เ อ็นเอสการ์  (Sequence 
Characterized Amplified Region; SCAR) ของชิ้นดีเอ็นเอท่ีให้แถบดีเอ็นเอที่เฉพาะเจาะจงต่อพันธุ์
ข้าวโพดที่มีความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ (Juthaporn et al., 2008) นักวิจัยหลายคณะได้ใช้
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เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์ศึกษาต าแหน่งของชุดยีนที่ท าให้เกิดลักษณะถ่ายทอดเชิงปริมาณ 
(Quantitative Trait Loci; QTL) ที่เกี่ยวข้องกับความต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ บนโครโมโซม
ทั้ง 10 คู่ ของข้าวโพด พบว่ามีต าแหน่งของชุดยีน จ านวน 5 ต าแหน่ง ที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะ
การต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ของข้าวโพด วางตัวอยู่บนโครโมโซม 1.01 (mmc0031), 5.05 
(bnlg1118), 6.05 (nc009), 7.03 (phi114-bmc1666) และ 8.05 (bmc1812) (จุฑาพร., 2551; 
Freymark et al., 1994; Dingerdissen et al., 1996; Simcox and Bennetzen, 1993) และได้มี
รายงานล าดับเบสของยีนที่ในพืชที่เกี่ยวข้องกับการสร้างความต้านทานต่อโรคของข้าวโพด จากองค์
ความรู้เกี่ยวกับเครื่องหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ สามารถน าไปใช้
ตรวจหาและจ าแนกข้าวโพดสายพันธุ์ที่ต้านทาน และไม่ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ได้ และซึ่ง
สามารถน ามาใช้คัดเลือกข้าวโพดต้นที่ต้านทาน และต้นไม่ต้านทานโรคได้อย่างรวดเร็วและมีความ
แม่นย าถึงระดับดีเอ็นเอ เป็นการลดเวลาในการคัดเลือกและการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดให้มีความ
ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ให้สั้นลงได้ ในงานวิจัยนี้จึงได้น าเครื่องหมายโมเลกุลที่มีความสัมพันธ์กับ
ลักษณะการต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ ตรวจหาและจ าแนกข้าวโพดในประชากรของเชื้อพันธุกรรม
ข้าวโพด เพ่ือน าไปใช้ในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดต่อไป 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประเด็นวิจัย : เป็นการใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร ์และสการ์ ที่มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับความ
ต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด ร่วมทั้งเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ที่วางตัวอยู่ใกล้กับ
ต าแหน่งของยีนควบคุมความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ (ht1, ht2, ht3, และ htn1) น า
เครื่องหมายโมเลกุลมาใช้ทดสอบหาทราบรูปแบบการปรากฏของเครื่องหมายโมเลกุลในดีเอ็นเอของ
ข้าวโพดที่ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท าการวิจัย : ตุลาคม 2558 -กันยายน 2560  
 

วิธีด าเนินการ 
1. เก็บตัวอย่างข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทาน และอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ จ านวน 18 พันธุ์ 

จากศูนย์วิจัยพืชไร่นครสวรรค์ อ.ตากฟ้า จ.นครสวรรค์ ประกอบด้วย  
1.1 พันธุ์ต้านทาน (R) ได้แก่ Nei452015 (R) Nei462013 (R) Nei542011 (R) 

Nei542013 (R) และKi56 (R)  
1.2 พันธุ์อ่อนแอ (S) ได้แก่ Nei9202 (S) Nei9202(T) (S) และ Ki59 (S)  
1.3 พันธุ์ต้านทานต่อโรคปานกลาง ได้แก่ (MR) Ki58(MR) Nei452008 (MR) 

Nei452006 (MR) Nei452009 (MR) KI48 (MR) KI60 (MR) 
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1.4 พันธุ์อ่อนแอต่อโรคปานกลาง ได้แก่ (MS) Ki101 (MS) Nei40211 (MS) Nei532005 
(MS) Nei542017 (MS)  

2. สกัดดีเอ็นเอจากใบข้าวโพดโดยใช้ชุดส าเร็จรูปส าหรับสกัดดีเอ็นเอจากพืช ตรวจสอบดีเอ็น
เอที่ได้โดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ตรวจสอบและบันทึกภาพ จากนั้นวัดปริมาณดีเอ็นเอที่
สกัดได้ด้วยเครื่องไบโอดรอป (BioDrop) ปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้ได้ 50 นาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร 

3. สังเคราะห์ไพรเมอร์ของเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ (SSR) และสการ์ (SCAR) ใน
ข้าวโพดที่เคยรายงานว่าเกี่ยวข้องกับลักษณะความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด และ
เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ที่วางตัวอยู่ใกล้กับต าแหน่งของยีน ht1, ht2, ht3, และ htn1 ซึ่งเป็น
ยีนที่ควบคุมความต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด ประกอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลเอส
เอสอาร์ จ านวน 12 คู่ไพรเมอร์ และ เครื่องหมายโมเลกุลสการ์ จ านวน 4 คู่ไพรเมอร์  

4. ทดสอบหาอุณภูมิและปฏิกิริยาพีซีอาร์ที่เหมาะสมของแต่ละไพรเมอร์ เอสเอสอาร์ และ
สการ์ในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพด และตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ตรวจสอบดีเอ็น
เอที่เพ่ิมปริมาณได้โดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบ
ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ตรวจสอบและบันทึกภาพ  

5. ใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดสการ์ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะความต้านทานโรคใบไหม้แผลใญ่ 
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทาน และอ่อนแอต่อโรค ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ และ
ตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้โดยใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้โดย ใช้อะกาโรส
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ตรวจสอบและ
บันทึกภาพ  

6. บันทึกข้อมูลการปรากฏของแถบดีเอ็นเอในข้าวโพดแต่ละพันธุ์ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อ
โรคใบไหม้แผลใหญ่ ที่ได้จากการตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลสการ์  

7. เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทาน และอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์ใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิดเอสเอสอาร์ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสง จากนั้นตรวจสอบดี
เอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้โดยใช้ตรวจสอบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้โดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
โดยมีดีเอ็นเอมาตรฐานเป็นตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ตรวจสอบและบันทึกภาพ  

8. น าผลผลิตพีซีอาร์ของข้าวโพดพันธุ์ต่างๆ ที่ได้จากการเพิ่มปริมาณด้วยเครื่องหมายโมเลกุล
เอสเอสอาร์ ไปตรวจสอบขนาดของชิ้นส่วนดีเอ็นเออย่างละเอียด โดยการแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอด้วย
เครื่องอัตโนมัติ ABI PRISMTM 310 DNA Sequencer ที่มีตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเออยู่ทุก
ตัวอย่าง (Internal Size Standard) เป็นตัวเปรียบเทียบขนาดของชิ้นดีเอ็นเอ  
9. บันทึกข้อมูลการปรากฏของแถบดีเอ็นเอในข้าวโพดแต่ละพันธุ์ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้
แผลใหญ่ ที่ได้จากการตรวจสอบโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ 

 



83 

ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ 

จากการเก็บตัวอย่างพร้อมกับดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากข้าวโพดต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบ
ไหม้แผลใหญ่ พบว่าการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูปส าหรับพืช สามารถสกัดจากใบ
ข้าวโพดได้ในปริมาณมากเพียงพอส าหรับใช้ในการทดลองเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพดด้วย
เครื่องหมายโมเลกุล ดังแสดงผลการตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ดังแสดงใน
ภาพที่ 1  

 

 
ภาพที่ 1 แสดงดีเอ็นเอของข้าวโพด (1-12) ที่สกัดโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอจากพืช และตรวจสอบ

ด้วยอะกาโรส M= 1 Kb DNA Ladder 

 
 

จากการสังเคราะห์ไพรเมอร์ของเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ (SSR) ในข้าวโพดที่เคย
รายงานว่าเกี่ยวข้องกับลักษณะความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด และเครื่องหมายโมเลกุล
เอสเอสอาร์ที่วางตัวอยู่ใกล้กับต าแหน่งของยีน ht1, ht2, ht3, และ htn1 ซึ่งเป็นยีนที่ควบคุมความ
ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด ประกอบด้วยเครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์ จ านวน 12 
คู่ไพรเมอร์ ผลการทดสอบหาค่า Annealing Temperature (Ta) ที่เหมาะสมของเครื่องหมาย
โมเลกุล SSR  ที่ใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพดด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยแต่ละเครื่องหมาย SSR มี
ค่า Ta ที่เหมาะสม ชนิดของสารเรืองแสงที่ติดฉลาก และขนาดชิ้นดีเอ็นเอ ดังตาราง 1 และตัวอย่าง
การตรวจสอบผลด้วยด้วยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ดังแสดงในภาพที่ 2 และ 3 

 
ตารางที่ 1 ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอท่ีเพ่ิมปริมาณได้ด้วยไพรเมอร์ที่ติดฉลากสารเรืองแสง 

ล าดับที่ เครื่องหมาย SSR สารเรืองแสงที่ติด
ฉลาก 

ค่า Ta 
(OC) 

ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (bp) 

1 umc1745 VIC 67 137 
2 bnlg162 NED 65 223 
3 bnlg1607 PET 64 235 
4 umc1342 FAM 60 86 
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5 umc1526 VIC 60 109 
6 bnlg666 NED 55 122 
7 bnlg2356 PET 55 211 
8 umc1049 FAM 50 129 
9 bnlg1233 VIC 55 132 
10 umc1712 NED 55 109 
11 umc2037 PET 55 98 
12 umc2562 FAM 55 164 
 

 
ภาพที่ 2 แสดงขนาดชิ้นดีเอ็นเอของพันธุ์ข้าวโพด (1-12) ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้

เครื่องหมาย bnlg666 และตรวจสอบด้วยอะกาโรส M= 100 pb DNA Ladder 

 
 

 
ภาพที่ 3 แสดงขนาดชิ้นดีเอ็นเอของพันธุ์ข้าวโพด (1-12) ที่เพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้

เครื่องหมาย umc2356 และตรวจสอบด้วยอะกาโรส M= 100 pb DNA Ladder 
 

ผลจากการหาแบบแผนการเกิดแถบดีเอ็นเอของเครื่องหมาย SSR ที่ติดฉลากด้วยสารเรือง
แสง จ านวน 12 คู่ กับข้าวโพดพันธุ์ต้านและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ พบว่าเครื่องหมาย SSR ที่
ใช้ทดสอบให้แถบดีเอ็นเอทีแ่ตกต่างกันในพันธุ์ต้านทานและพันธุ์อ่อนแอต่อโรค ดังแสดงในตารางที่ 2 
ซึ่งสามารถสรุปได้ดังนี้  



85 

ไพรเมอร์ umc2037 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 98 คู่เบส ในข้าวโพดพันธุ์ Nei9202(S) 
Nei9202(T)(S) Ki95 (S) และ Nei532005 (MS) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวโพดที่อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
ส าหรับข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่จะพบแถบดีเอ็นเอขนาด 90 และ 94 คู่เบส 
การปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 98 คู่เบสของไพรเมอร์ umc2037 อาจจะมีความเกี่ยวข้องกับความ
อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด 

ไพรเมอร์ bnlg1233 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 79 คู่เบส ในข้าวโพดพันธุ์ Nei9202(S) 
Nei9202(T)(S) Ki95 (S) และ Ki101 (MS) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวโพดที่อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
ส าหรับข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่จะพบแถบดีเอ็นเอขนาด 235 209 227 234 
และ 245 คู่เบส การปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 79 คู่เบสของไพรเมอร์ bnlg1233 อาจจะมีความ
เกี่ยวข้องกับความอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด 

ไพรเมอร์ bnlg1607 พบแถบดีเอ็นเอขนาด 219 คู่เบส ในข้าวโพดพันธุ์ Nei9202(S) และ 
Ki95 (S) ซึ่งเป็นพันธุ์ข้าวโพดที่อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ ส าหรับข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรค
ใบไหม้แผลใหญ่จะพบแถบดีเอ็นเอขนาด 76 83 และ 85 คู่เบส การปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 219 คู่
เบสของไพรเมอร์ bnlg1607 อาจจะมีความเกี่ยวข้องกับความอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ใน
ข้าวโพด 

ส าหรับไพรเมอร์อื่น ๆ การปรากฏแถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันนั้น ยังไม่สามารถแยกกลุ่มพันธุ์
ต้านทานและอ่อนแอออกจากันได้อย่างชัดเจน เนื่องจากบางไพรเมอร์ให้ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่พบ
ได้บ่อยในพันธุ์ต้านทาน แต่ก็ยังพบแถบดีเอ็นเอขนาดเดียวกันบ้างในพันธุ์อ่อนแอ ดังแสดงในตารางที่ 
2  

การปรากฏแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ umc2037 bnlg1233 และ bnlg1607 ที่ให้แถบดี
เอ็นเอขนาด 97 79 และ 219 คู่เบส ตามล าดับ ซึ่งพบได้ในข้าวโพดพันธุ์ที่อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผล
ใหญ่ นั้น หากต้องการคัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดให้ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ สามารถตรวจสอบโดย
ใช้ไพรเมอร์ umc2037 bnlg1233 และ bnlg1607 ซึ่งต้องไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาดดังกล่าว
ข้างต้น อย่างไรก็ตาม เนื่องจากศึกษาครั้งนี้ใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่ได้มีรายงานมาก่อนว่ามี
ความเกี่ยวข้องหรือสัมพันธ์กับลักษณะการต้านทานและอ่อนแอโรคใบไหม้แผลใหญ่ ซึ่ งมี
ความจ าเพาะกับประชากรข้าวโพดที่ศึกษา ซึ่งอาจจะใช้ไม่ได้กับประชากรข้าวโพดอ่ืน ๆ ดังนั้นการน า
เครื่องหมายโมเลกุลไปใช้คัดเลือกพันธุ์จะต้องมีการทดสอบหาเครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้ได้ดีกับ
ประชากรนั้น ๆ  
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ตารางท่ี 2 แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในข้าวโพดพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล
เอสเอสอาร์ ไพรเมอร์ umc1342 umc1526 bnlg666 umc2356 umc1560 และ 
umc2562 

ล าดับ
ที ่ 

ชื่อพันธุ์ข้าวโพด 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

umc1342 umc1526 bnlg666 umc2356 umc1560 umc2562 

1 Nei9202 (S) 87 109 116, 122 212 169 148 

2 Nei452015 (R) 87 109, 118 116, 122 212 152 166 

3 Nei9202(T) (S) 87 109 116, 122 212 152 164 

4 Nei462013 (R) 87 109 116, 122 212 152 166 

5 Nei542011 (R) 87 109 116, 122 208 169 159 

6 Nei542013 (R)  87 109 116, 122 212 152 166 

7 Ki56 (R) 87 109 116, 122 208, 212 152 166 

8 Ki58 (MR) 87 109 116, 122 212 152 166 

9 Ki59 (S) 87 109 116, 122 212 169 148 

10 Ki101 (MS) 87 109 116, 122 212 169 166 

11 Nei40211 (MS) 81 107 116 210 169 149 

12 Nei452008 (MR) 87 116 122 212 152 166 

13 Nei452006 (MR) 76 119 116, 122 214 152 166 

14 Nei452009 (MR) 76 98, 109 116 214 169 159 

15 Nei532005 (MS) 76 116 122 207, 212 152 166 

16 Nei542017 (MS) 76 98 116 214 152 159 

17 KI48 (MR) 76 116 122 212 152 165 

18 KI60 (MR) 76 107 116, 122 202 169 156 

 
ตารางที่ 2 (ต่อ) แสดงขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่ตรวจพบในข้าวโพดพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลเอสเอสอาร์ ไพรเมอร์ umc1712 umc2037 bnlg1233 bnlg162 bnlg1607 และ 
umc1049 
ล าดับ

ที ่ 
ชื่อพันธุ์ข้าวโพด 

ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

umc1712 umc2037 bnlg1233 bnlg162 bnlg1607 umc1049 

1 Nei9202 (S) 110 98 79 219 219 87 

2 Nei452015 (R) 107 90 76 233 235 88 

3 Nei9202(T) (S) 110 98 79 222 209 91 
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ล าดับ
ที ่ 

ชื่อพันธุ์ข้าวโพด 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่พบ (คู่เบส) 

umc1712 umc2037 bnlg1233 bnlg162 bnlg1607 umc1049 

4 Nei462013 (R) 107 90 - 227 207, 227 86 

5 Nei542011 (R) 107 94 76 227 209, 227 86 

6 Nei542013 (R)  107 90 - - 227 86 

7 Ki56 (R) 110 90 76 219 234 86 

8 Ki58 (MR) 110 90 - 215 245 86 

9 Ki59 (S) 110 98 79 219 219 87 

10 Ki101 (MS) 110 90 - 219 219 86 

11 Nei40211 (MS) 110 94 76, 85 219 227 84 

12 Nei452008 (MR) 107 90 83 227 227 - 

13 Nei452006 (MR) 107 90 76, 85 233 234 96 

14 Nei452009 (MR) 110 90 76, 85 219 234 86 

15 Nei532005 (MS) 107 90, 98 85 227 227 86 

16 Nei542017 (MS) 110 90 76, 85 227 234 86 

17 KI48 (MR) 110 90 85 227 234 - 

18 KI60 (MR) 110 90 85 247 227 112 

 
2. การใช้เครื่องหมายโมเลกุลสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ 

จากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลสการ์ (SCAR) จ านวน SCAR 4 คู่ ในข้าวโพดที่เคยรายงาน
ว่าเกี่ยวข้องกับลักษณะความต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด ได้แก่ SCA07496 SCA16420 
SCB09464 และ SCE20429 ตรวจสอบกับข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
ผลการทดลองไม่พบไพรเมอร์ที่ให้แถบดีเอ็นเอแตกต่างระหว่างข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานและอ่อนแอต่อ
โรคใบไหม้แผลใหญ่ แล้วให้ความเกี่ยวข้องกับพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรค ดังแสดงในตารางที่ 3 แต่ผลจาก
การทดลองของ Juthaporn et al. (2008) ได้พัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SCAR เพ่ือค้นหา
เครื่องหมายดีเอ็นเอที่เกี่ยวข้องกับการต้านทานโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพดข้าวเหนียว โดยการ
สร้างประชากรลูกผสมชั่วที่ 2 ที่ได้จากการผสมระหว่างพันธุ์ 241W (ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่) 
และพันธุ์ 209W (อ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่) ทดสอบความต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ ใน
ประชากรชั่วที่ 2 และวิเคราะห์ด้วยเครื่องหมาย SCAR จ านวน 4 คู่ไพรเมอร์ ได้แก่เครื่องหมาย 
SCA07496 SCA16420 SCB09464 และSCE20429 มีพบว่าเครื่องหมายโมเลกุล SCAR ทั้ง 4 ต าแหน่ง ให้
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอขนาดที่พบเฉพาะในประชากรชั่วที่ 2 ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่
เท่านั้น ซึ่งได้ทดลองดังกล่าวได้ทดสอบกับข้าวโพดข้าวเหนียว แต่ในการทดลองนี้เมื่อน าเครื่องหมาย
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โมเลกุล SCAR ชนิดเดียวกันมาทดสอบกับข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอที่ให้ความเกี่ยวข้องกับ
การต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ ซึ่งอาจจะเป็นไปได้ว่าเครื่องหมายโมเลกุลที่ใช้นั้นมีความจ าเพาะ
และใช้คัดเลือกการต้านทานต่อโรคได้กับประชากรข้าวโพดข้าวเหนียวที่เกิดจากการผสมระหว่างพันธุ์ 
241W และพันธุ์ 209W เท่านั้น ซึ่งไม่มีความจ าเพาะหรือไม่สามารถใช้คัดเลือกการต้านทานต่อโรคใบ
ไหม้แผลใหญ่ของประชากรข้าวโพดเลี้ยงสัตว์  

 
 
 

ตารางที่ 3 แสดงความแตกต่างของขนาดแถบดีเอ็นเอในข้าวโพดพันธุ์ต่าง ๆ โดยใช้เทคนิค SCAR 

ชื่อพันธุ์ข้าวโพด 
SCA07496 SCA16420 SCA09464 SCA20429 

496 bp 800 bp 420 bp 170 bp 464 bp 429 bp 
1. Nei 9202 (S) - / / / - / 
2. Nei 452006 (MR) - / / / - / 
3. Nei 452009 (MR) / - / / - / 
4. Nei 462013 - / / / - / 
5. Nei 532005 (MS) - / / / - / 
6. Nei 542011 (R) - / / / - / 
7. Nei 542017 (MS) - / / / - / 

หมายเหตุ : / = ปรากฎแถบดีเอ็นเอ, - = ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ  
 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

ผลจากการใช้เครื่องหมายโมเลกุลเอสเอสอาร์และสการ์ตรวจหาความต้านทานโรคใบไหม้
แผลใหญ่ในเชื้อพันธุกรรมข้าวโพด พบว่าแบบแผนการเกิดแถบดีเอ็นเอของเครื่องหมาย SSR ที่ติด
ฉลากด้วยสารเรืองแสง จ านวน 12 คู่ กับข้าวโพดพันธุ์ต้านและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ ท าให้
แถบดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในพันธุ์ต้านทานและพันธุ์ อ่อนแอต่อโรค โดยไพรเมอร์ umc2037 
bnlg1233 และ bnlg1607 พบรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างระหว่างข้าวโพดพันธุ์
อ่อนแอต่อโรค กับข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ ซึ่งไพรเมอร์เหล่านี้อาจจะมีความ
เกี่ยวข้องกับความอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด แต่อย่างไรก็ตามจะต้องมีการทดสอบเพ่ือ
ยืนยันผลของเครื่องหมายโมเลกุลนี้กับประชากรข้าวโพดที่ ต้องการน ามาศึกษาก่อนที่จะน า
เครื่องหมายโมเลกุลนี้ไปใช้คัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
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การทดลองที่ 5 

การศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์รับรอง 

ของกรมวิชาการเกษตรโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 

Study of Flooding Tolerance and Drought Tolerance in DOA recommended 
Soybean Cultivars using Biotechnology 

 
จีราพร แก่นทรัพย์     ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์     ประสาน สืบสุข     รัชนี โสภา 

 
ค าส าคัญ ถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill)  ความทนทานต่อสภาพน้ าท่วม (Flooding 
tolerance) ความทนทานต่อสภาพแห้งแล้ง (Drought tolerance) เครื่องหมายโมเลกุล 
(Molecular marker) ยีนในระบบทนทานต่อสภาพน้ าท่วม (Flooding-related gene) ยีนในระบบ
ทนทานต่อสภาพแห้งแล้ง (Drought-related gene) 

 
 

บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่ว
เหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตรทั้งลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรม จ านวน 
20 พันธุ์ ประกอบด้วยถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตร 18 พันธุ์ และถั่วเหลืองที่ใช้เป็น
พันธุ์ควบคุม (control) 2 พันธุ์ ได้แก่ อุตสาหะ-เอ และ Williams ในส่วนของลักษณะทางสรีรวิทยา
ได้ท าการทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก และการทดสอบความ
ทนทานต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอกโดยใช้สาร Polyethylene glycol (PEG) แต่ละ
การทดลองวางแผนแบบ 2 x 20 Factorial in CRD จ านวน 4 ซ้ า จากนั้นวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยใช้
วิธี Analysis of variance พบว่า ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมแตกต่างกัน 
พันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 
2 และพันธุ์สุโขทัย 1 พันธุ์ที่มีความอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์
เชียงใหม่ 1 พันธุ์เชียงใหม่ 5 และพันธุ์ สจ.4 ส าหรับสภาพแห้งแล้ง พันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพ
แห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 2 และพันธุ์สุโขทัย 1 พันธุ์ที่
มีความอ่อนแอต่อสภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 พันธุ์เชียงใหม่ 84-
2 และพันธุ์เชียงใหม่ 6 เมื่อค านวณหาค่าความสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างความทนทานต่อสภาพ



90 

แห้งแล้งกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอกในแต่ละพันธุ์ พบว่า มี
ความสัมพันธ์(Correlation) เชิงบวกระหว่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ผลจากงานวิจัยนี้ท าให้
ทราบว่าถั่วเหลืองพันธุ์รับรองพันธุ์ใดเหมาะสมต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งที่เกิดขึ้นในช่วง
ปลูกถ่ัวเหลืองรวมถึงระยะแรกงอก สามารถน าไปเผยแพร่แก่เกษตรกรให้ปลูกในพ้ืนที่ที่ประสบปัญหา
ดังกล่าวได้  
อย่างไรก็ตาม การต่อยอดงานวิจัยนี้โดยการศึกษาสารพันธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรม
วิชาการเกษตรด้วยเครื่องหมายโมเลกุลและยีนที่เก่ียวข้องกับระบบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมหรือ
สภาพแห้งแล้ง   คาดว่าจะเป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจเกี่ยวกับระบบความทนทานต่อสภาพ
น้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองในระดับยีน รวมถึงสามารถน าเครื่องหมายโมเลกุลและยีนที่มี
ประสิทธิภาพในการคัดเลือกพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งไปใช้ในการคัดเลือก
และปรับปรุงพันธุ์ถั่วเหลืองในอนาคต 

 
Abstract 

 
The objective of this research was to study flooding tolerance and drought 

tolerance of DOA recommended soybean cultivars both physiologically and 
genetically. Twenty soybean cultivars consisting of 18 DOA recommended cultivars 
and 2 control cultivars, namely Utsaha-A and Williams, were examined. In 
physiological test, germination percentage after soaking treatment and germination 
percentage under drought stress that induced by Polyethylene glycol (PEG) were 
measured to investigate seed-flooding tolerance and drought tolerance, respectively. 
Each experiment was performed as Factorial based on Completely Randomized 
Design (CRD) with four replications. Analysis of variance (ANOVA) was conducted for 
germination percentage. The result of seed-flooding tolerance test showed that the 
germination percentage was affected by different cultivars suggesting the presence of 
genetic control of seed-flooding tolerance. The three most tolerant cultivars in 
flooding were Srisamrong1, CM 2, and Sukothai1. The three most susceptible ones 
were CM1, CM5, and SJ4. In seed-drought tolerance test, the result showed that the 
three most tolerant cultivars were Srisamrong1, CM 2, and Sukothai1. The three most 
susceptible cultivars in drought stress were CM1, CM84-2, and CM6. Correlation 
between germination percentage after soaking treatment as seed-flooding tolerance 
and germination percentage under drought stress as seed-drought tolerance of the 
examined cultivars were calculated. And the result showed that there was a 
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significant positive correlation between them, indicating that cultivars having 
tolerance to seed-flooding tended to show tolerance to seed-drought stress as well. 
From this research, the seed-flooding tolerance and drought tolerance of DOA 
recommended soybean cultivars was studied. The information will be useful for 
selecting soybean cultivars to plant in area with much rainfall or flooding and area 
facing drought problem at sowing time. 

 Further research in genetics such as study of molecular markers and 
genes related to flooding tolerance and drought tolerance using the DOA 
recommended soybean cultivars will help us to understand the tolerance 
mechanisms at gene level more clearly. Furthermore, identification of candidate 
molecular markers or genes applicable for marker-assisted selection for flooding 
tolerance and drought tolerance will be highly beneficial. 

 
ค าน า 

 
การเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศโลกเป็นผลสืบเนื่องมาจากปรากฏการณ์จากภาวะโลกร้อนซึ่งมี

สาเหตุจากการปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจกอย่างต่อเนื่อง นับตั้งแต่ยุคปฏิวัติอุตสาหกรรมช่วงปี ค .ศ. 
1750 ถึง ค.ศ. 1850 และเพ่ิมปริมาณมากขึ้นจนถึงปัจจุบัน ผลกระทบจากการเปลี่ยนแปลงสภาพ
ภูมิอากาศโลกนับวันทวีความรุนแรงมากขึ้น ไม่ว่าจะเป็นด้านสิ่งแวดล้อม สุขภาพ ความมั่นคงและ
เศรษฐกิจ รวมถึงการเกษตร การเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศส่งผลต่อการเกษตรทั้งทางตรงและทางอ้อม 
เช่น ปริมาณผลผลิตต่อพ้ืนที่ คุณภาพของผลผลิต การบ ารุงรักษาพืช และการป้องกันศัตรูพืช เป็นต้น 
(ศูนย์จัดการความรู้ด้านการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศ, 2555) เนื่องจากสภาพภูมิอากาศเป็นปัจจัย
ส าคัญที่มีผลต่อผลผลิตการเกษตรโดยเฉพาะอย่างยิ่งประเทศก าลังพัฒนา เช่น ประเทศไทยที่
การเกษตรพ่ึงพาน้ าฝนและฤดูกาลตามธรรมชาติเป็นส่วนใหญ่ อุณหภูมิที่เพ่ิมสูงขึ้น ความแปรปรวน
ของฤดูกาล ปัญหาภัยแล้งและน้ าท่วมที่เกิดบ่อยครั้งขึ้น ส่งผลกระทบต่อผลผลิตการเกษตรเป็นอย่าง
มาก 

ปัจจุบันประเทศไทยประสบปัญหาอุทกภัยบ่อยครั้งและมีความรุนแรงมากขึ้น ผลการส ารวจ
ความเสียหายจากมหาอุทกภัยในประเทศไทย พ.ศ. 2554 ของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ เมื่อวันที่ 
15 ธันวาคม พ.ศ. 2554 พบว่าผลกระทบในด้านพืช เกษตรกรได้รับความเสียหายทั้งหมด 1,284,106 
ราย พื้นที่การเกษตรเสียหายทั้งหมด 12.61 ล้านไร่ แบ่งเป็นข้าว 9.99 ล้านไร่ พืชไร่ 1.87 ล้านไร่ พืช
สวนและอ่ืนๆ 0.75 ล้านไร่ (ศูนย์ติดตามและแก้ไขปัญหาภัยพิบัติด้านการเกษตร กระทรวงเกษตร
และสหกรณ์, 2554) ในส่วนสถิติความเสียหายจากภัยแล้งระหว่างปี พ.ศ. 2535 ถึง พ.ศ. 2550 
พบว่าโดยส่วนใหญ่จังหวัดที่ประสบภัยแล้งอยู่ระหว่าง 51 – 60 จังหวัด ซึ่งภาวะภัยแล้งในปี พ.ศ. 

http://www.cckm.or.th/drupal/
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2548 มีมูลค่าความเสียหายสูงสุดถึง 7,565.9 ล้านบาท ส าหรับในปี พ.ศ. 2550 มีมูลค่าความ
ช่วยเหลือ 554.9 ล้านบาท (ศูนย์ป้องกันวิกฤตน้ า ศูนย์เมขลา, 2553) ปัญหาน้ าท่วมและปัญหาภัย
แล้งสร้างความเสียหายแก่เศรษฐกิจของประเทศไทยเป็นอย่างมาก ดังนั้นการปรับตัวของภาค
การเกษตรต่อการเปลี่ยนแปลงภูมิอากาศจึงเป็นสิ่งจ าเป็นอย่างยิ่ง แนวทางในการปรับตัวของภาค
การเกษตรวิธีการหนึ่ง ได้แก่ การปรับเปลี่ยนสายพันธุ์ พืชให้เหมาะสมกับสภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนไป 
เช่น พันธุ์ทนอุณหภูมิสูง พันธุ์ทนแล้ง และพันธุ์ทนน้ าท่วม เป็นต้น ซึ่งการค้นคว้าวิจัยเพ่ือค้นหาและ
ปรับปรุงพันธุ์ให้เหมาะสมดังกล่าว เป็นสิ่งที่มีความส าคัญและจ าเป็นอย่างยิ่ง 

ถั่วเหลือง (Glycine max (L.) Merrill) เป็นพืชเศรษฐกิจที่ส าคัญของประเทศไทย 
เนื่องจากเป็นวัตถุดิบของอุตสาหกรรมน้ ามันพืช อาหารมนุษย์ และอาหารสัตว์ นอกจากนี้ถั่วเหลืองยัง
เป็นพืชที่มีประโยชน์ทางด้านการเกษตรคือพืชหมุนเวียนอีกด้วย จนถึงปัจจุบันนี้ ถั่วเหลืองที่ได้รับการ
ปรับปรุงพันธุ์และรับรองพันธุ์จากกรมวิชาการเกษตรมีจ านวน 18 พันธุ์ ได้แก่ เชียงใหม่ 1  เชียงใหม่ 
2  เชียงใหม่ 3  เชียงใหม่ 4  เชียงใหม่ 5   เชียงใหม่ 6  เชียงใหม่ 60  สจ.1  สจ.2  สจ.3  สจ.4  
สจ.5  สุโขทัย 1  สุโขทัย 2  สุโขทัย 3  ศรีส าโรง 1  นครสวรรค์ 1 และขอนแก่น (กรมวิชาการเกษตร
, 2547 และ http://www.doa.go.th/fcrc/chiangmai/index. php?option=com_content& 
view=category&id=39&Itemid=103) การจ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์ของถั่วเหลืองดังกล่าวมีการ
ด าเนินการไม่มากนัก ส่วนใหญ่เป็นลักษณะทางสรีรวิทยา เช่น ลักษณะของต้น ใบ ดอก ฝัก และเมล็ด 
รวมถึงลักษณะทางการเกษตร เช่น อายุถึงวันออกดอก อายุเก็บเกี่ยว ปริมาณโปรตีนและน้ ามันใน
เมล็ด เป็นต้น (กรมวิชาการเกษตร, 2547) แต่ไม่มีการศึกษาถึงความทนทานต่อสภาพแวดล้อมที่ไม่
เหมาะสมต่างๆ รวมถึงความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้ง นอกจากนี้การจ าแนก
ลักษณะประจ าพันธุ์โดยใช้ข้อมูลในระดับดีเอ็นเอหรือสารพันธุกรรมของถั่วเหลืองสายพันธุ์ไทยมีไม่
มากเช่นกัน งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของ
ถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตรทั้งลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรม 
การศึกษาถึงความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรม
วิชาการเกษตรท าให้ทราบว่าพันธุ์รับรองใดเหมาะสมต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งที่สุด 
(ด าเนินงานในปีงบประมาณ 2559 และ 2560) สามารถน าไปเผยแพร่แก่เกษตรกรให้ปลูกในพ้ืนที่ที่
ประสบปัญหาดังกล่าวได้ นอกจากนี้การใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในการศึกษาความทนทานต่อสภาพ
น้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลือง ซึ่งประกอบด้วยการทดสอบโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลที่
เกี่ยวข้องกับระบบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมหรือสภาพแห้งแล้ง (แผนด าเนินงานในปีงบประมาณ 
2561 ซึ่งถูกพิจารณาระงับการทดลอง) และการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ท าหน้าที่ในระบบความ
ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมหรือสภาพแห้งแล้ง (แผนด าเนินงานในปีงบประมาณ 2562 ซึ่งถูกพิจารณา
ระงับการทดลอง) จะเป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจเกี่ยวกับระบบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วม
และสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองในระดับยีน รวมถึงสามารถน าเครื่องหมายโมเลกุลและยีนที่มี
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ประสิทธิภาพในการคัดเลือกพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้ง ไปใช้ในการคัดเลือก
และปรับปรุงพันธุ์ถั่วเหลืองในอนาคต 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย 

 
ประเด็นวิจัย : เป็นการศึกษาความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองพันธุ์
รับรองของกรมวิชาการเกษตร ทั้งลักษณะทางสรีรวิทยาและลักษณะทางพันธุกรรมโดยอาศัยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล 
สถานที่ทดลอง : ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  
ระยะเวลาท าการวิจัย : ตุลาคม 2558 -กันยายน 2560  
 

วิธีด าเนินการ 
1. รวบรวมและจัดเตรียมถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการเกษตร จ านวน 18 พันธุ์ ได้แก่ 

เชียงใหม่ 1 เชียงใหม่ 2  เชียงใหม่ 3  เชียงใหม่ 4  เชียงใหม่ 5  เชียงใหม่ 6  เชียงใหม่ 60  สจ.1  
สจ.2  สจ.3  สจ.4  สจ.5  สุโขทัย 1  สุโขทัย 2  สุโขทัย 3  ศรีส าโรง 1  นครสวรรค์ 1 และขอนแก่น 
รวมถึงพันธุ์ที่ใช้เป็นพันธุ์ควบคุม (control) จ านวน 2 พันธุ์ ได้แก่ อุตสาหะ-เอ และ Williams รวม
ทั้งสิ้น 20 พันธุ์ โดยขอความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ท าการผลิตเมล็ดพันธุ์ ประมาณ
พันธุ์ละ 2,000 เมล็ด ซ่ึงท าการปลูกถ่ัวเหลืองเมื่อวันที่ 15 ธันวาคม 2558 

2. ทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ประยุกต์จากวิธีของ 
Sayama et al. (2009) โดยท าให้เกิดสภาพน้ าท่วมเมล็ดถั่วเหลืองเป็นเวลา 2 วัน จากนั้นเพาะ
ทดสอบในกระดาษ (Between paper) และตรวจสอบอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะน้ าท่วม 
(อัตราการงอกหลังประสบภาวะน้ าท่วม) 5 วันหลังปลูก วางแผนการทดลองแบบ 2 x 20 Factorial 
in CRD จ านวน 4 ซ้ า ประกอบด้วย 2 ปัจจัยดังนี้ ปัจจัยที่ 1 คือถั่วเหลือง 20 พันธุ์ ปัจจัยที่ 2 คือ 
สภาวะของน้ า 2 สภาวะ ได้แก่ สภาพปกติและสภาพน้ าท่วม ท าการเก็บข้อมูลและวิเคราะห์ผลทาง
สถิติ 

3. ทดสอบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ตามวิธีของ Rasaei et 
al. (2013) โดยใช้Polyethylene glycol (PEG) เป็นสารดูดความชื้นหรือสารชักน าให้เกิดสภาพแห้ง
แล้งในกระดาษเพาะ ตรวจสอบและเก็บข้อมูลอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะแห้งแล้ง (อัตรา
การงอกหลังประสบภาวะแห้งแล้ง) 5 วันหลังปลูก และ 8 วันหลังปลูก วางแผนการทดลองแบบ 2 x 
20 Factorial in CRD จ านวน 4 ซ้ า ประกอบด้วย 2 ปัจจัยดังนี้ ปัจจัยที่ 1 คือ ถั่วเหลือง 20 พันธุ์ 
ปัจจัยที่ 2 สภาวะความแห้งแล้ง 2 สภาวะ ได้แก่ PEG 0% และ PEG 15% ท าการเก็บข้อมูลและ
วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
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ผลการทดลองและอภิปราย 
1. การรวบรวมและจัดเตรียมถั่วเหลืองพันธุ์ต่าง ๆ 

ขอความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่เชียงใหม่ในการผลิตเมล็ดพันธุ์  ส าหรับน ามาใช้ในการ
ทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้ง โดยท าการปลูกถั่วเหลืองจ านวน 20 พันธุ์ 
เมื่อวันที่ 15 ธันวาคม 2558 จากนั้นในเดือนกุมภาพันธ์ 2559 ไปส ารวจต้นถั่วเหลืองที่ท าการปลูก 
(ภาคผนวก ภาพที่ 1 และ 2) พบว่าพันธุ์ถั่วเหลืองส่วนใหญ่มีการเจริญเติบโตที่ดี แต่มีบางพันธุ์ที่การ
เจริญเติบโตไม่ค่อยดี ซึ่งมีสาเหตุจากสภาพอากาศแปรปรวนที่มีอุณหภูมิต่ าลงอย่างมากช่วง
กลางเดือนมกราคม 2559 อย่างไรก็ตามสามารถเก็บเกี่ยวเมล็ดถั่วเหลืองได้ตามจ านวนที่ต้องการ คือ 
ประมาณพันธุ์ละ 2,000 เมล็ด ซึ่งได้รับเมล็ดถั่วเหลืองที่กะเทาะเปลือกเรียบร้อยแล้วในช่วงต้นเดือน
มิถุนายน 2559 ตรวจสอบสภาพเมล็ดถั่วเหลืองพบว่าเมล็ดถั่วเหลืองมีสภาพดี ไม่มีสิ่งปนเปื้อน 
นอกจากนี้ท าการชั่งน้ าหนักเมล็ดถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ จ านวน 100 เมล็ด 3 ซ้ าและเก็บข้อมูล (ตาราง
ที่ 1) เนื่องจากต้องการศึกษาว่าขนาดของเมล็ดมีผลต่อความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้ง
แล้งของถั่วเหลืองหรือไม่ 

ตารางท่ี 1 ค่าเฉลี่ยน้ าหนักเมล็ดถั่วเหลือง 100 เมล็ด 

 
 
2. การทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก 

ส าหรับสภาวะน้ าท่วม คณะผู้วิจัยได้สร้างสภาวะให้เมล็ดถั่วเหลืองจมอยู่ในน้ าเป็นเวลา 2 วัน 
ดังภาพที่ 1 จากนั้นเพาะทดสอบในกระดาษ (Between paper) และตรวจสอบอัตราการมีชีวิตรอด
หลังประสบภาวะน้ าท่วม (อัตราการงอกหลังประสบภาวะน้ าท่วม) 5 วันหลังปลูกโดยเปรียบเทียบกับ
สภาพปกติท่ีไม่มีน้ าท่วม (ภาพที่ 2)  
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ภาพที่ 1 การทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก 

 
 

ภาพที่ 2 การเพาะทดสอบในกระดาษเพ่ือตรวจสอบอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะน้ าท่วม (5 
วันหลังปลูก) 

 
 

ถั่วเหลืองพันธุ์นครสวรรค์ 1 เมล็ดไม่งอกทั้งในสภาพปกติและสภาพน้ าท่วม รวมถึงในการ
ทดสอบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอก สภาวะ PEG 0% และ PEG 15% 
ก็ไม่งอกเช่นกัน ซึ่งคาดว่าเมล็ดถั่วเหลืองของพันธุ์นครสวรรค์ 1 ที่เก็บเกี่ยวมานั้นเสื่อมสภาพ จึง
ด าเนินการวิเคราะห์ผลอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะน้ าท่วมของถั่วเหลืองจ านวน 19 พันธุ์ 
ทางสถิตโิดยใช้วิธี Analysis of variance ด้วยโปรแกรม IRRI Stat ได้ผลดังตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซน็ต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลูกของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ที่สภาวะน้ าท่วม 0 
วัน และ 2 วัน 

 
 จากตารางแสดงค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลูกของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์
ที่สภาวะน้ าท่วม 0 วัน และ 2 วัน (ตารางที ่2) พบว่าถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ตอบสนองต่อสภาวะน้ าท่วม
แตกต่างกัน โดยสภาวะน้ าท่วม 0 วันซึ่งเป็นกรณีควบคุมนั้น เมล็ดถั่วเหลืองไม่ถูกน้ าท่วมก่อนการ
เพาะ ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลูกในช่วง 66-100 
เปอร์เซ็นต์โดยถั่วเหลืองที่มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอกในช่วง 91-100 เปอร์เซ็นต์มีจ านวน 14 
พันธุ์ และถั่วเหลืองที่มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอกต่ ากว่า 90 เปอร์เซ็นต์มีจ านวน 5 พันธุ์ ได้แก่ 
พันธุ์เชียงใหม่ 60 (CM60) พันธุ์อุตสาหะ-เอ (Utsaha-A) พันธุ์ สจ.1 (SJ1) พันธุ์ สจ.3 (SJ3) และ
พันธุ์เชียงใหม่ 3 (CM3) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก 88, 88, 82, 82 และ 66 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดับ พันธุ์เหล่านี้พบว่ามี hard seed อยู่จ านวนมาก ส่งผลให้ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก
ต่ า 
 ส าหรับสภาวะน้ าท่วม ซึ่งคณะผู้วิจัยได้สร้างสภาวะให้เมล็ดถั่วเหลืองจมอยู่ในน้ าเป็นเวลา 2 
วันจากนั้นน ามาเพาะทดสอบ จากตารางที่ 2 พบว่า พันธุ์ถั่วเหลืองส่วนใหญ่ตอบสนองต่อสภาวะน้ า
ท่วม กล่าวคือ             มีเปอร์เซ็นต์ความงอกลดลงจากกรณีควบคุม (สภาวะน้ าท่วม 0 วัน) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ยกเว้นถั่วเหลือง 6 พันธุ์ ดังนี้ พันธุ์เชียงใหม่ 3 (CM3) พันธุ์เชียงใหม่ 60 (CM60) 
พันธุ์ สจ.1 (SJ1) พันธุ์ สจ.3 (SJ3) พันธุ์ขอนแก่น (Konkaen) และพันธุ์อุตสาหะ-เอ (Utsaha-A) 
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นอกจากนี้ผลการทดลองพบว่า ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ตอบสนองต่อสภาวะน้ าท่วมแตกต่างกัน กล่าวคือ 
ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมแตกต่างกัน โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความ
งอก ณ 5 วันหลังปลูกในช่วง 47-98 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งพันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 
3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 (Srisamrong1) พันธุ์เชียงใหม่ 2 (CM2) และพันธุ์สุโขทัย 1 
(Sukothai1) มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก 98, 95 และ 84 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และพันธุ์ที่มี
ความอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 (CM1) พันธุ์เชียงใหม่ 
5 (CM5) และพันธุ์ สจ.4 (SJ4) มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก 47, 50 และ 52 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดับ 
 ถั่วเหลืองเป็นพืชที่ไม่ต้องการน้ ามาก การได้รับน้ าปริมาณมากเกินความจ าเป็นทั้งก่อน หลัง 
หรือขณะที่เมล็ดก าลังงอกจะก่อให้เกิดความเสียหายต่อเมล็ดและต้นอ่อน เช่น เมล็ดไม่งอก การ
สลายตัวของเมล็ด (seed decay) และการเจริญเติบโตที่ไม่สมบูรณ์ของต้นอ่อน (unhealthy 
seedling development) ซึ่งจะส่งผลต่อเนื่องท าให้ผลผลิตลดลงในที่สุด (Sayama et al., 2009) 
การศึกษาพันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมในระยะแรกงอกจะเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรใน
พ้ืนที่ที่มีฝนตกมากในช่วงปลูกถั่วเหลือง รวมถึงเป็นการรองรับปัญหาการเปลี่ยนแปลงสภาพ
ภูมิอากาศโลกอีกด้วย 
 
3. การทดสอบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอก 
 ด าเนินการตามวิธีของ Rasaei et al. (2013) โดยใช้ polyethylene glycol (PEG) เป็นสาร
ดูดความชื้นหรือสารชักน าให้เกิดสภาพแห้งแล้งในกระดาษเพาะ ตรวจสอบและเก็บข้อมูลอัตราการมี
ชีวิตรอดหลังประสบภาวะแห้งแล้ง (อัตราการงอกหลังประสบภาวะแห้งแล้ง) 5 วันหลังปลูกและ 8 
วันหลังปลูก (ภาพที่ 3)  
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ภาพที่ 3 การทดสอบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอกโดยใช้ PEG (8 วัน
หลังปลูก) 

 
 
เมื่อวิเคราะห์ผลอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะแห้งแล้ง 5 วันหลังปลูกของถั่วเหลือง

จ านวน 19 พันธุ์ ทางสถิติโดยใช้วิธี Analysis of variance ด้วยโปรแกรม IRRI Stat ได้ผลดังตารางที่ 
3 ซึ่งแสดงค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลูกของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ที่ระดับ PEG 
0% และ 15% พบว่า ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ตอบสนองต่อ PEG แตกต่างกันในแต่ละระดับ โดย PEG 
0% เป็นกรณีควบคุมซึ่งไม่มี PEG ในกระดาษเพาะ ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความ
งอก ณ 5 วันหลังปลูกในช่วง 70-100 เปอร์เซ็นต์ โดยถั่วเหลืองที่มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก
ในช่วง 91-100 เปอร์เซ็นต์มีจ านวน 14 พันธุ์ และถั่วเหลืองที่มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอกต่ า
กว่า 90 เปอร์เซ็นต์มีจ านวน 5 พันธุ์ ได้แก่ พันธุ์ สจ.1 (SJ1) พันธุ์อุตสาหะ-เอ (Utsaha-A) พันธุ์
เชียงใหม่ 60 (CM60) พันธุ์ สจ.3 (SJ3) และพันธุ์เชียงใหม่ 3 (CM3) ซึ่งมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความ
งอก 86, 78, 73, 72 และ 70 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ จะเห็นได้ว่าผลการทดลองนี้มีความสอดคล้องกับ
ผลค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอกของถั่วเหลืองที่สภาวะน้ าท่วม 0 วันซึ่งเป็นกรณีควบคุมในการ
ทดสอบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วม 

ส าหรับ PEG 15% เป็นการสร้างสภาวะแห้งแล้งให้แก่พืช เนื่องจาก PEG ท าให้เกิดการดูด
น้ าออกจากเซลล์พืช จากตารางที่ 3 พบว่า พันธุ์ถั่วเหลืองส่วนใหญ่ตอบสนองต่อ PEG 15% และมี
เปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลูกลดลงจากกรณีควบคุม PEG 0% อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
สามารถกล่าวได้ว่าสภาพแห้งแล้งส่งผลให้เปอร์เซ็นต์ความงอกของถั่วเหลืองลดลง ยกเว้นถั่วเหลือง 3 
พันธุ์ ดังนี้ พันธุ์เชียงใหม่ 60 (CM60) พันธุ์ สจ.3 (SJ3) และพันธุ์ขอนแก่น (Konkaen) นอกจากนี้ผล
การทดลองพบว่า ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ตอบสนองต่อ PEG 15% แตกต่างกัน กล่าวคือ ถั่วเหลืองแต่ละ
พันธุ์มีความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งแตกต่างกัน โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลัง
ปลูกในช่วง 14-96 เปอร์เซ็นต์ซึ่งพันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก 



99 

ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 (Srisamrong1) พันธุ์เชียงใหม่ 2 (CM2) และพันธุ์สุโขทัย 1 (Sukothai1) มี
ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก 96, 92 และ 91 เปอร์เซ็นต์ตามล าดับ และพันธุ์ที่มีความอ่อนแอต่อ
สภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 (CM1) พันธุ์เชียงใหม่ 84-2 (CM84-
2) และพันธุ์เชียงใหม่ 6 (CM6) มีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก 14, 45 และ 48 เปอร์เซ็นต์
ตามล าดับ 

 
ตารางที่ 3 ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 5 วันหลังปลกูของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ที่ระดับ PEG 0% 

และ 15%  

 
 

เมื่อวิเคราะห์ผลอัตราการมีชีวิตรอดหลังประสบภาวะแห้งแล้ง 8 วันหลังปลูกของถั่วเหลือง
จ านวน 19 พันธุ์ ทางสถิติโดยใช้วิธี Analysis of variance ด้วยโปรแกรม IRRI Stat ได้ผลดัง
ภาคผนวกตารางที่ 1 พบว่า ความแตกต่างระหว่างเปอร์เซ็นต์ความงอกของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ที่
ระดับ PEG 0% และ 15% ณ 8 วันหลังปลูกมีน้อยลงเมื่อเปรียบเทียบกับความแตกต่างที่พบ ณ 5 วัน
หลังปลูก (ตารางที่ 3) อย่างไรก็ตามจากภาพที่ 3 จะเห็นได้ว่า แม้ถั่วเหลืองงอกได้เมื่ออยู่ในสภาวะ PEG 
15% ณ 8 วันหลังปลูก แต่การเจริญเติบโตช้ากว่าถั่วเหลืองที่ปลูกในสภาวะ PEG 0% สามารถกล่าวได้
ว่า นอกจากสภาพแห้งแล้งจะส่งผลทางลบต่อเปอร์เซ็นต์ความงอกของถั่วเหลืองแล้ว ยังส่งผลทางลบ
ต่อการเจริญเติบโตของถั่วเหลืองอีกด้วย สอดคล้องกับรายงานของ Rasaei et al. (2013) ที่ความยาว
ของรากที่งอกจากเมล็ดถั่วเหลืองที่ปลูกในสภาวะ PEG 13.8% (Osmotic potential -3 bar) สั้นกว่า
ความยาวของรากท่ีงอกจากเมล็ดถั่วเหลืองท่ีปลูกในสภาวะ PEG 0% (Osmotic potential 0 bar) 

เมื่อค านวณหาค่าความสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งกับ
ความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอกในแต่ละพันธุ์ พบว่า มีความสัมพันธ์เชิงบวก
ระหว่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยค่า R = 0.53* และค่า R2 = 0.28* กล่าวคือ พันธุ์ถั่วเหลือง



100 

ที่มีความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งมีแนวโน้มที่จะมีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมด้วย ขณะเดียวกัน
พันธุ์ถั่วเหลืองที่อ่อนแอต่อสภาพแห้งแล้งมีแนวโน้มที่จะอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมเช่นกัน ดังผลการ
ทดลองที่พันธุ์ศรีส าโรง 1 (Srisamrong1) พันธุ์เชียงใหม่ 2 (CM2) และพันธุ์สุโขทัย 1 (Sukothai1) 
เป็นพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก รวมถึงเป็นพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพน้ า
ท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรกด้วย ส าหรับพันธุ์เชียงใหม่ 1 (CM1) นั้นเป็นพันธุ์ที่อ่อนแอต่อสภาพ
แห้งแล้งมากที่สุดและเป็นพันธุ์ที่อ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดด้วย Fukao et al. (2011) รายงาน
ความเชื่องโยงระหว่างระบบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งและระบบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วม
โดยมียีน SUBMERGENCE1A (SUB1A) เป็นจุดเชื่อมระหว่าง 2 ระบบดังกล่าว ยีน SUB1A เป็น 
Transcription factorชนิดหนึ่งที่ควบคุมปริมาณฮอร์โมนเอทิลีนซึ่งส่งผลต่อการยืดยาวของล าต้นพืช
ในสภาพน้ าท่วม นอกจากนี้ยีน SUB1A ยังท าหน้าที่กระตุ้นการแสดงออกของยีนที่ท างานในระบบ
ความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งอีกด้วย กล่าวได้ว่าระบบความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งและระบบ
ความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมมีสัญญาณแทรกข้ามระหว่างกัน (crosstalk) ในการตอบสนองต่อการ
เปลี่ยนแปลงสมดุลของน้ าภายในเซลล์  

ความสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างขนาดของเมล็ดถั่วเหลืองกับความทนทานต่อสภาพแห้ง
แล้งของ   ถั่วเหลืองระยะแรกงอก และความสัมพันธ์ (Correlation) ระหว่างขนาดของเมล็ดถั่ว
เหลืองกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ณ 5 วันหลังปลูกนั้น เมื่อ
ค านวณหาค่าความสัมพันธ์แล้วพบว่า ขนาดของเมล็ดถั่วเหลืองไม่มีความสัมพันธ์กับความทนทานต่อ
สภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอกหรือความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรก
งอกอย่างมีนัยส าคัญทางสถิต ิซ่ึงค่าความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของเมล็ดถั่วเหลืองกับความทนทานต่อ
สภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ณ 5 วันหลังปลูก ค่า R = -0.44 และค่า R2 = 0.20 
ส าหรับค่าความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของเมล็ดถั่วเหลืองกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่ว
เหลืองระยะแรกงอก ณ 5 วันหลังปลูก ค่า R = -0.27 และค่า R2 = 0.07 อย่างไรก็ตาม Sayama et 
al. (2009) รายงานความสัมพันธ์เชิงลบอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างขนาดของเมล็ดถั่วเหลืองกับ
ความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ณ 3 วันหลังปลูก โดยค่า R = -0.62*** 
(Significant at 0.1% level) กล่าวคือ เมล็ดถั่วเหลืองที่มีขนาดเล็กมีแนวโน้มที่จะมีความทนทานต่อ
สภาพน้ าท่วมในระยะแรกงอกสูง แม้ว่าในงานวิจัยนี้ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของ
เมล็ดถั่วเหลืองกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรกงอก ณ 5 วันหลังปลูก 
ปรากฏผลว่าไม่มีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ค่า R ที่ได้เป็นค่าลบเช่นเดียวกับ
รายงานของ Sayama et al. (2009) นอกจากนี้ Duke et al. (1986) รายงานว่าเมล็ดถั่วเหลืองที่มี
ขนาดใหญ่จะมีเปลือกที่ไม่แข็งแรง ซึ่งส่งผลให้เกิดการรั่วไหลของสารต่างๆจากเมล็ดถั่วเหลือง (seed 
substance leakage) ได้ง่ายเมื่อเมล็ดถั่วเหลืองดูดซึมน้ าเข้าไป (water imbibition) เมล็ดถั่วเหลือง
ดังกล่าวจึงขาดสารอาหารหรือสารที่จ าเป็นต่างๆที่จะใช้ในการงอกและเจริญเติบโต 
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สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

1. ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมแตกต่างกัน พันธุ์ที่มีความทนทานต่อ
สภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 (Srisamrong1) พันธุ์เชียงใหม่ 2 
(CM2) และพันธุ์สุโขทัย 1 (Sukothai1) และพันธุ์ที่มีความอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 
อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 (CM1) พันธุ์เชียงใหม่ 5 (CM5) และพันธุ์ สจ.4 (SJ4) การศึกษา
พันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมในระยะแรกงอกจะเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกรในพ้ืนที่ที่มีฝนตก
มากในช่วงปลูกถั่วเหลือง รวมถึงเป็นการรองรับปัญหาการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศโลกอีกด้วย 

2. ถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์มีความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งแตกต่างกัน พันธุ์ที่มีความทนทานต่อ
สภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 (Srisamrong1) พันธุ์เชียงใหม่ 2 
(CM2) และพันธุ์สุโขทัย 1 (Sukothai1) และพันธุ์ที่มีความอ่อนแอต่อสภาพแห้งแล้งมากที่สุดใน 3 
อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์เชียงใหม่ 1 (CM1) พันธุ์เชียงใหม่ 84-2 (CM84-2) และพันธุ์เชียงใหม่ 6 
(CM6) 

3. ความทนทานต่อสภาพแห้งแล้งกับความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองระยะแรก
งอกมีความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ กล่าวคือ พันธุ์ถั่วเหลืองที่มีความ
ทนทานต่อสภาพแห้งแล้งมีแนวโน้มที่จะมีความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมด้วย ขณะเดียวกันพันธุ์ถั่ว
เหลืองที่อ่อนแอต่อสภาพแห้งแล้งมีแนวโน้มที่จะอ่อนแอต่อสภาพน้ าท่วมเช่นกัน 

4. ผลจากงานวิจัยนี้ท าให้ทราบว่าถั่วเหลืองพันธุ์รับรองพันธุ์ใดเหมาะสมต่อสภาพน้ าท่วมและ
สภาพแห้งแล้งที่เกิดขึ้นในช่วงปลูกถั่วเหลืองรวมถึงระยะแรกงอก สามารถน าไปเผยแพร่แก่เกษตรกร
ให้ปลูกในพื้นที่ท่ีประสบปัญหาดังกล่าวได ้

5. การต่อยอดงานวิจัยนี้โดยการศึกษาสารพันธุกรรมของถั่วเหลืองพันธุ์รับรองของกรมวิชาการ
เกษตรด้วยเครือ่งหมายโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับระบบความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมหรือสภาพแห้งแล้ง 
(ภาคผนวกตารางที่ 2)และการศึกษาการแสดงออกของยีนที่ท าหน้าที่ในระบบความทนทานต่อสภาพ
น้ าท่วมหรือสภาพแห้งแล้ง จะเป็นประโยชน์ในการท าความเข้าใจเกี่ยวกับระบบความทนทานต่อ
สภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งของถั่วเหลืองในระดับยีน รวมถึงสามารถน าเครื่องหมายโมเลกุลและ
ยีนที่มีประสิทธิภาพในการคัดเลือกพันธุ์ที่ทนทานต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งไปใช้ในการ
คัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์ถั่วเหลืองในอนาคต 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

ผลการวิจัยของโครงการ (output) ประกอบด้วย 
1. ไดเ้ครื่องหมายโมเลกุล SSR ในทุเรียนที่พัฒนาจากเทคโนโลยีการวิเคราะห์ล าดับเบสยุคใหม่ 

(NGS) จ านวน 11,156 คู่ไพรเมอร์ และ มีจ านวน 17 คู่ ที่ได้ผ่านการทดสอบแล้วว่าให้แถบดีเอ็น
แตกต่างกัน ที่สามารถใช้แยกความแตกต่างทางพันธุกรรม และใช้เป็นเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็น
ข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์ทุเรียน  

2. ไดว้ิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต้นกล้าด้วยเครื่องหมายโมเลกุล พบว่า ไพรเมอร์ 
DpDOAF และ DpDOAR สามารถแยกเพศอินทผลัมได้ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยแสดงแถบดีเอ็นเอ
เฉพาะในต้นตัวผู้มีขนาด 450 เบส  

3. ไดไ้พร์เมอร์ rbcL และ matK เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถจ าแนกชนิดของกล้วยไม้
สกุลหวายทั้ง 30 สายพันธุ์ 

4. ได้ไพรเมอร์ umc2037 bnlg1233 และ bnlg1607 ที่ท าให้รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีมี
ความแตกต่างระหว่างข้าวโพดพันธุ์อ่อนแอต่อโรคและข้าวโพดพันธุ์ที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 
และน่าจะมีความเกี่ยวข้องกับความอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ในข้าวโพด 

5. ได้ข้อมูลความทนทานต่อสภาพน้ าท่วมของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ โดยพันธุ์ที่มีความทนทาน
ต่อสภาพน้ าท่วมมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 2 และพันธุ์สุโขทัย 1 
ส าหรับสภาพแห้งแล้งโดยใช้สาร Polyethylene glycol (PEG)  พันธุ์ที่มีความทนทานต่อสภาพแห้ง
แล้งมากที่สุดใน 3 อันดับแรก ได้แก่ พันธุ์ศรีส าโรง 1 พันธุ์เชียงใหม่ 2 และพันธุ์สุโขทัย 1  

 
ข้อเสนอแนะ (outcome) ที่น าผลผลิตไปใช้ 

1. น าเครื่องหมายโมเลกุล SSR ของทุเรียนที่พัฒนาได้สามารถใช้แยกความแตกต่างทาง
พันธุกรรมของทุเรียนที่เป็นพันธุ์เดียวกัน แต่ปลูกในพ้ืนที่ต่างกัน และแต่มีชื่อเรียกต่างกันได้ และใช้
เป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของทุเรียน อีกทั้งยังประโยชน์ส าหรับ
การปรับปรุงพันธุ์ 

2. น าวิธีการตรวจสอบเพศอินทผลัมในระยะต้นกล้าโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล ไปใช้ตรวจต้น
กล้าอินทผลัมในประเทศไทย ให้รวดเร็วยิ่งขึ้น เพ่ือแยกเพศเมียออกจากเพศผู้ และตรวจสอบตัวอย่าง
จ านวนมากได้อย่างรวดเร็ว เป็นอีกหนึ่งทางเลือกในการตรวจเพศอินทผลัมในระดับต้นกล้า 

3. น าไพร์เมอร์ rbcL และ matK ไปใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของ
กล้วยไม้สกุลหวายชนิดต่าง ๆ ได้  

4. น าโดยเครื่องหมายโมเลกุล umc2037 bnlg1233 และ bnlg1607 ไปตรวจสอบกับ
ข้าวโพดพันธุ์ต้านทานและอ่อนแอต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ แต่อย่างไรก็ตามจะต้องมีการทดสอบเพ่ือ
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ยืนยันผลของเครื่องหมายโมเลกุลนี้กับประชากรข้าวโพดที่ต้องการน ามาศึกษาก่อนที่จะน า
เครื่องหมายโมเลกุลนี้ไปใช้คัดเลือกพันธุ์ข้าวโพดที่ต้านทานต่อโรคใบไหม้แผลใหญ่ 

5. น าข้อมูลการทนต่อสภาพน้ าท่วมและสภาพแห้งแล้งโดยใช้สาร Polyethylene glycol 
(PEG) ที่เกิดขึ้นในช่วงปลูกถั่วเหลืองรวมถึงระยะแรกงอก ไปเผยแพร่แก่เกษตรกรให้ปลูกในพ้ืนที่ที่
ประสบปัญหาดังกล่าวได้ 
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ภาคผนวก 
การทดลองที่ 2 
การเตรียมสารละลายส าหรับการสกัดดีเอ็นเอด้วยการตีลูกเหล็ก 
 Soln1 
     30 mM  Tris-HCl pH 8.0 
  0.1 M  NaCl 
  0.2 M  Sucrose 
  10 mM  EDTA 
 
 Soln2 
  400 mM Tris-HCl pH 9.2 
  250 mM EDTA 
  2.5%  SDS 
 
 Soln3 (ปริมาตร 400 ml) 
  240  ml (5M KOAC) 
  46  ml (96% Acetic acid) 
  114  ml (ddH2O) 
 

 

 

>DpMale1 

AGGTCATGTTGGTCCCGTTATTTCATTTATGTTTTAGAAAACTTTTTTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATC

TAGATCAACTTCAGCAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGGGGAAAGATTGAGATCAAGAGGAT

CGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAATGGACTGCTGAAAAAAGCCTATGA

ATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCCAGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTA

CGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAATTTGCTCATCCCTTCTGATATCGA

GTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATTCTTTTTAAGGTTCTAGCATGTTAGTGATTGA

AGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCTTTTATCCCTGATCCAAAA 

ภาพภาคผนวกที่ 1 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MAD ในอินทผลัมต้นตัวผู้ 
 

 

 

>DpFemale1 

AAACATGTCATATGTGCAGGTTTATGTCATGTTGGTCCCGTTATTTCATTTATGTTTTAGAAAACTTTT

TTTTTTCTTCGTTCTTGGCAATCTAGATCAACTTCAGCAGATAGAGGAGAAAGAGAGATCATGGGGAGG

GGAAAGATTGAGATCAAGAGGATCGAGAACACCACAAGCCGGCAGGTCACTTTCTGCAAGCGCCGAAAT

GGACTGCTGAAAAAAGCCTATGAATTGTCCGTCCTTTGTGATGCTGAGGTTGCCCTTATCGTCTTCTCC

AGCCGGGGCCGCCTCTATGAGTACGCCAATAACAGGTATGAGGTTATTATGATGTCTTCTCTTCCTAAT

TTGCTCATCCCTTCTGATATCGAGTTTTATGGCTTTATTTGTTCTATGGCCAAGCCAAATTCTTTTTAA

GGTTCTAGCATGTTAGTGATTGAAGTATTGCTCCTCTTTCATATGCTTCCCTTTTATCCCTGATCCAAA

AA 

ภาพภาคผนวกที่ 2 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MAD ในอินทผลัมต้นตัวเมีย 
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TGTTATTTTTTTTAAATCATGTCTTTTAGGACTACGTTTTGTGCTACTACTGGCACTATTGGTAGGTCT

CTCTTTTAATGATGCATACTAGTTGTATTGAGGCATTAGCACCATAGTAAATTGTCTGAAGAACTTCAT

TCCTGCCACCACATCGAAGTCATCAACGAGCATTATCTTGAAATCAACCTTACAACTCCAATTGCCTAG

GTGCAACTCTACTCCATGAGCTACATCATTAAGGGCCTGGGCTTGAGCATTCACTGTCTTCATCTAGCC

CTTCTCCTTTATCACCTCAACCCCAAGCCATTTTGCCTCATTCAGCTTGATAAAGTTGTATGTTGCACT

TATGTTGACCATCACATGAGTAGACTTTCCATTGATTTGGGCCTTGCCATATATCAAGGTCCTATCTTT

TGGAGATCCGTGCACCAAGTTAGCCCTCAAGGCATTTAAGTGTGAAGACGACTCATTTGGGTAGCATCC

TAGTTCTCTCACTCCTCTATTATAGTACTGAGTGCACTCTGATTGGGACAACCCTTGCCATATGTGGAC

TATCATATAGAAAGCGGTTACCTCAAGGGTTTCTTTTTTCCTGTCCAACCTATTTATCTTTTTGGTGGT

TTTTTCTCCCACCCTTAAGAGTTGTTCCACCCCTTGGGTGTGGCCTTTCCCTTCTTGGTTGTTGAGGGT

GGTTTTGCCAA 

ภาพภาคผนวกที่ 3 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ของอินทผลัมต้นตัว
ผู้ 

 

CTTCCGTAATTCTTTTTTAACAGTTATTATGACTCATTTTGCCTACTACTGGCACTATGGTAGGTCCTC

TTTTAAATGATGCATACTAGTTGTATTGAGGCATTACCACCATAGTAAATTGTCTGAAGAACTTCATTC

CTGCCACCACATCGAAGTCATCAACGAGCATTATCTTGAAATCAACCTTACAACTCCAATTGCCTAGGT

GCAACTCTACTCCATGAGCTACATCATTAAGGGCCTGGGCTTGAGCATTCACTGTCTTCATCTAGCCCT

TCTCCTTTATCACCTCAACCCCAAGCCATTTTGCCTCATTCAGCTTGATAAAGTTGTATGTTGCACTTA

TGTTGACCATCACATGAGTAGACTTTCCATTGATTTGGGCCTTGCCATATATCAAGGTCCTATCTTTTG

GAGATCCGCACACCAAGTTAGCCCTCAAGGCATTTAAGTGTGAAGACGACTCATTTGGGTAGCATCCTA

GTTCTCTCACTCCTCTATTATAGTATTGAGTGCACTCTGATTGGGACAACCCTTGCCATATGTGGACTA

TCATATACGAAGCGGTTACCTCAAGGGTTCTTTTTTCTATCCAATCTTATATCTTATGGAGGTTTTTCT

CCA 
ภาพภาคผนวกที่ 4 ล าดับนิวคลีโอไทด์ของชิ้นส่วนโครโมโซม PDK_30s944511 ของอินทผลัมต้นตัว

เมีย 
 
ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจเพศอินทผลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

No. ต้น เพศ 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ 

ม.นเรศวร 
DpDOA 
+Ubi 

DpDOA 
+PDK30s 

1 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 2 ผู้*    
2 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 3 ผู้*    
3 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 4 ผู้    
4 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 5 ผู้    
5 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่6 ผู้    
6 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 7 ผู้    
7 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่8 ผู้    
8 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่9 ผู้    
9 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่10 ผู้    
10 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่11 ผู้    
11 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 12 เมีย*    
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจเพศอินทผลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

No. ต้น เพศ 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ 

ม.นเรศวร 
DpDOA 
+Ubi 

DpDOA 
+PDK30s 

12 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่13 เมีย    
13 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 14 เมีย    
14 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่15 เมีย    
15 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม ่ต้นที ่16 เมีย    
16 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 17 เมีย    
17 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่18 เมีย    
18 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 19 เมีย    
19 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่20 เมีย    
20 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่21 ผู้    
21 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที ่22 เมีย    
22 ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรเชียงใหม่ ต้นที่ 1 ผู้    
23 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 2 ผู้    
24 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 3 ผู้    
25 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 4 ผู้    
26 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 5 ผู้    
27 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 6 ผู้*    
28 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 7 ผู้    
29 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 8 ผู้    
30 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 9 ผู้    
31 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 10 ผู้    
32 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 11 ผู้    
33 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 12 ผู้*    
34 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 13 ผู้    
35 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 14 ผู้    
36 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 15 ผู้    
37 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 16 ผู้*    



112 

ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจเพศอินทผลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

No. ต้น เพศ 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ 

ม.นเรศวร 
DpDOA 
+Ubi 

DpDOA 
+PDK30s 

38 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 17 ผู้    
39 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 18 ผู้    
40 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 19 ผู้    
41 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 20 ผู้    
42 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 21 เมีย    
43 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 22 เมีย    
44 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 23 เมีย    
45 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 24 เมีย    
46 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 25 เมีย    
47 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 26 เมีย    
48 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 27 เมีย    
49 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 28 เมีย    
50 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 29 เมีย    
51 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 30 เมีย    
52 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 31 เมีย    
53 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 32 เมีย    
54 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 33 เมีย    
55 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 34 เมีย    
56 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 35 เมีย    
57 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 36 เมีย    
58 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 37 เมีย    
59 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 38 เมีย    
60 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 39 เมีย    
61 สวนโกหลัก จ.เชียงใหม่ ต้นที่ 40 เมีย    
62 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 1 ผู้    
63 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 2 เมีย    
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ตารางภาคผนวกที่ 1 ผลการตรวจเพศอินทผลัมด้วยเครื่องหมายโมเลกุล 

No. ต้น เพศ 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ 

ม.นเรศวร 
DpDOA 
+Ubi 

DpDOA 
+PDK30s 

64 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 3 ผู้    
65 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 4 เมีย    
66 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 5 เมีย    
67 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 6 เมยี    
68 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 7 ผู้    
69 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 8 เมีย    
70 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 9 ผู้    
71 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที ่10 ผู้    
72 สวนคุณอนุรักษ์  จ.กาญจนบุรี ต้นที ่11 ผู้    
73  สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่12 ผู้    
74 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่13 ผู้    
75 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่14 เมีย    
76 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่15 เมีย    
77 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่16 เมีย    
78 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่17 เมีย    
79 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่18 เมีย    
80 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่19 ผู้    
81 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่20 เมีย    
82 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่21 เมีย    
83 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่22 เมีย    
84 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่23 เมีย    
85 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่24 เมีย    
86 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่25 เมีย    
87 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่26 เมีย    
88 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่27 เมีย    
89 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่28 ผู้    
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No. ต้น เพศ 
ไพร์เมอร์ที่ใช้ 

ม.นเรศวร 
DpDOA 
+Ubi 

DpDOA 
+PDK30s 

90 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่29 เมีย    
91 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่30 เมีย    
92 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่31 ผู้    
93 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่32 ผู้    
94 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่33 เมีย    
95 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่34 เมีย    
96 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่35 เมีย    
97 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่36 เมีย    
98 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่37 เมีย    
99 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่38 เมีย    
100 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่39 เมีย    
101 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่40 เมีย    
102 สวนคุณอนุรักษ์ จ.กาญจนบุรี ต้นที ่41 เมีย    
103 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 1 ผู้    
104 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 2 ผู้    
105 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 3 ผู้    
106 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 4 ผู้    
107 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 7 ผู้    
108 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 8 ผู้    
109 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 9 ผู้    
110 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 10 ผู้    
111 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 11 ผู้    
112 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 12 ผู้    
113 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 13 ผู้    
114 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 14 ผู้    
115 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 15 ผู้    
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116 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 16 ผู้    
117 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 17 ผู้    
118 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 18 ผู้    
119 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 19 ผู้    
120 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 20 ผู้    
121 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 21 ผู้    
122 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 22 ผู้    
123 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 23 ผู้    
124 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 24 ผู้    
125  สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 25 ผู้    
126 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 26 ผู้    
127 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 27 ผู้    
128 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 28 ผู้*    
129  สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 29 ผู้*    
130 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 36 เมีย    
131 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 37 เมีย    
132 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 38 เมีย    
133 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 39 เมีย    
134 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 40 เมีย    
135 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 41 เมีย    
136 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 42 เมีย    
137 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 43 เมีย    
138 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 44 เมีย    
139 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 45 เมีย    
140 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 46 เมีย    
141 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 49 เมีย    
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142 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 50 เมีย    
143 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 51 เมีย    
144 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 52 เมีย    
145 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 53 เมีย    
146 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 54 เมีย    
147 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 55 เมีย    
148 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 57 เมีย    
149 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 58 เมีย    
150 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 60 เมีย    
151 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 61 เมีย    
152 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 62 เมีย    
153 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 63 เมีย    
154 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 64 เมีย    
155 สวนคณุเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 65 เมีย    
156 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 66 เมีย    
157 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 67 เมีย    
158 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 68 เมีย    
159 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 69 เมีย    
160 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 70 เมีย    
161 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 71 เมีย    
162 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 72 เมีย    
163 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 74 เมีย    
164 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 75 เมีย    
165 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 76 เมีย    
166 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 77 เมีย    
167 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 78 เมีย    
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168 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 79 เมีย    
169 สวนคุณเด่น จ.กาญจนบุรี ต้นที่ 80 เมีย    

หมายเหตุ: *เพศกับเครื่องหมายโมเลกุลไม่ตรงกัน 
 

การทดลองที่ 3 
ไพรเมอร์ SSR Vandbido ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า 
Primer  Forward primer Reverse primer Tm (∙c) 
Vandbirdo_002 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 55 
Vandbirdo_003 TGCACTCCCCCTTAGGTGAT CGAGGCATTTTTGTCCTGGC 60 
Vandbirdo_005 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC ACGAACCGAACAGGCTTATG 55 
Vandbirdo_006 ATTCGAAGCTTGGGGTCTCT GATTTTAGACACGGGCCAGA 55 
Vandbirdo_007 CAAGCTTCGGATCAACCCTA GAGGTGCTTGGCATATTCGT 60 
Vandbirdo_008 CTGGGTCCAAAAACCTTTGA CTTGGCTTCCCAATAAACCA 59 
Vandbirdo_011 CCCAGTGGACATAAGCCTGT CCAGGGAGTAACGAGCTTGA 60 
Vandbirdo_013 TACTCGAAGCTTGGGGTCTC TAGAGACACGGGCCAGAGAT 59 
Vandbirdo_015 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 
Vandbirdo_016 TTGGAATCAGAGCCTGCATA CCAAGAAACCTGCGACAAAT 60 
Vandbirdo_020 AGAGTGTGGGGCAAGAGAGA CTTCGGATCCTCATCACACA 60 
Vandbirdo_022 GCAACTGGTCCAGAACCTTG CTTTGTTTTAGGGCGACTGC 60 
Vandbirdo_023 CGAAGAGATCCTCCTGTTGC TTTGTCCGGTCATTCAGTCA 60 
Vandbirdo_026 TCGCCGAGCTTTAGGTAGAA TCATCACCTCCATCCTCCTC 60 
Vandbirdo_030 TCTCAAAATCCTGCGACTCC CCTGGCAGCAGAAAAGGTTA 60 
Vandbirdo_031 GAGAGAGAAAGGGAGCAGGAG GGTCCCAACCTCTTCCAATC 60 
Vandbirdo_041 CATGCTTTGAGTTGGGAGGT ACCTGGACGGCAAATAATGA 60 
Vandbirdo_046 TGTTGCAACGAACAGGTCAC TGTCCTGGCTGGTTTAGAGG 60 
Vandbirdo_049 TAGCTGTTTCCTGGCAGCTC CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 
Vandbirdo_055 CTCATATGCAAGGGGGAGAA CCAAGCTTCGATCGTCTCTC 60 
Vandbirdo_059 ATTTGGCGTCCAGGTGATAG ATCCGTTTCCACGGTATGAG 60 
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Vandbirdo_063 GGTTGTTTGGGAGACACCAC CATCCCCATCAGCTCATTCT 60 
Vandbirdo_064 ATGGCCATAGCTGTTTCCTG CGAACCGAACAGGCTTATGT 60 
Vandbirdo_094 TCGAACCGTAGACCTTCTCG CCAAGCTTCGGATCAGGATA 60 
 
ไพรเมอร์ SSR Vandbido ติดสีฟลูออเรสเซนต์ 
Primer  Forward primer Reverse primer Tm (∙c) 
Vandbirdo_022 GCAACTGGTCCAGAACCTTG CTTTGTTTTAGGGCGACTGC 60 
Vandbirdo_026 TCGCCGAGCTTTAGGTAGAA TCATCACCTCCATCCTCCTC 60 
Vandbirdo_094 TCGAACCGTAGACCTTCTCG CCAAGCTTCGGATCAGGATA 60 
 
การทดลองที่ 5 
ตารางที่ 1 ค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์ความงอก ณ 8 วันหลังปลกูของถั่วเหลืองแต่ละพันธุ์ที่ระดับ PEG 0% 

และ 15%  

 
 


