
การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุส าหรับการจ าแนกมะละกอพนัธ์ุ 
ขอนแก่น 80 

 

DEVELOPMENT OF MOLECULAR MARKERS FOR 
INDENTIFICATION OF PAPAYA KHON KAEN 80 

 
 

 
 
 
 

สุทวฒัน์  สินธีรโรจน์ 
 
 
 

 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตร 
ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยกีารผลติพชื 

คณะเทคโนโลยกีารเกษตร 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธัญบุรี 

ปีการศึกษา 2557 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธัญบุรี 



การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกลุส าหรับการจ าแนกมะละกอพนัธ์ุ 
ขอนแก่น 80 

 
 
 
 
 
 
 
 

สุทวฒัน์  สินธีรโรจน์ 
 
 
 
 
 
 
 

วทิยานิพนธ์นีเ้ป็นส่วนหน่ึงของการศึกษาตามหลกัสูตร 
ปริญญาวทิยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยกีารผลติพชื 

คณะเทคโนโลยกีารเกษตร 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธัญบุรี 

ปีการศึกษา 2557 
ลขิสิทธ์ิของมหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลธัญบุรี 



 



ค 

 

หัวข้อวทิยานิพนธ์  การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลส าหรับการจ าแนกมะละกอพนัธ์ุ 
    ขอนแก่น 80 
ช่ือ – นามสกุล     นายสุทวฒัน์ สินธีรโรจน์ 
สาขาวชิา     เทคโนโลยกีารผลิตพืช 
อาจารย์ทีป่รึกษาหลกั  ผูช่้วยศาสตราจารยปิ์ยะวดี เจริญวฒันะ, Ph.D. 
อาจารย์ทีป่รึกษาร่วม  ผูช่้วยศาสตราจารยค์  ารพ รัตนสุต, Ph.D. 
ปีการศึกษา   2557 

บทคดัย่อ 
การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอ (Carica papaya L.) จ านวน 32 พนัธ์ุ/

สายพนัธ์ุ ดว้ยเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ จากการทดสอบไพรเมอร์ จ านวน 60 ชนิด พบวา่ไพรเมอร์ 
57 ชนิด ให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 612 แถบ มีแถบท่ีแสดงความแตกต่างกนั จ านวน 240 แถบ (39 %) 
ช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนมีขนาด 160 ถึง 3,000 คู่เบส ค่าดชันีความเหมือนอยู่ระหว่าง 0.47 ถึง 
0.99 เม่ือวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอดว้ยวิธี UPGMA โดยใช้ค่าดชันีความ
เหมือน สามารถจดักลุ่มมะละกอออกเป็น 2 กลุ่ม สอดคลอ้งกบัแหล่งท่ีมาของพนัธ์ุมะละกอ 

การวิเคราะห์ผลท่ีไดจ้ากไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ชนิด พบวา่ไพรเมอร์ P19 ให้
แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัมะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 และไพรเมอร์ P16 ให้แถบ      
ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัมะละกอท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 ท าการโคลนหาล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ิน     
ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะทั้ง 2 ช้ิน และออกแบบ SCAR primer 2 คู่ จากนั้นน าไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ ไปใชใ้นการ
ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กับดีเอ็นเอของมะละกอทั้ ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ซ่ึงผลท่ีได้จากคู่ไพรเมอร์ 
KK80_P19F กบั KK80_P19R ให้แถบดีเอ็นเอสายพนัธ์ุ ฟลอริดา ท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 ขนาด 
268 คู่เบส ในสายพนัธ์ุอ่ืนให้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 257 คู่ เบส เช่นเดียวกับผลท่ีได้จากคู่        
ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั KK80_P16R ให้แถบดีเอ็นเอสายพนัธ์ุท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 ขนาด 
793 คู่เบส แต่ในสายพนัธ์ุอ่ืนให้แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 764 คู่เบส เม่ือน า SCAR primer ทั้ง 2 คู่ 
ไปทดสอบกบัตวัอยา่งมะละกอขอนแก่น 80 จ านวน 60 ตน้ พบวา่รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้าก   
ไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ แสดงความจ าเพาะกบัตวัอยา่งมะละกอขอนแก่น 80 ทุกตน้ 

เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีได้จากการศึกษาในคร้ังน้ี สามารถจ าแนกมะละกอท่าพระ 3 และ 
ขอนแก่น 80 ออกจากมะละกอสายพนัธ์ุอ่ืนได ้แต่ไม่สามารถแยกมะละกอท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 
ออกจากกนัได ้
ค าส าคัญ: มะละกอ ขอนแก่น 80 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม เคร่ืองหมายโมเลกุล ไอเอสเอสอาร์ 
    สการ์ 
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ABSTRACT 
Inter-simple sequence repeat (ISSR) markers were used to analyze the genetic diversity 

analysis of 32 papaya cultivars (Carica papaya L). Fifty-seven selected ISSR primers out of 60 
amplified 612 DNA bands, ranging in size from 160 to 3,000 base pairs, of which 240 DNA bands 
were polymorphic (39%). The similarity index ranged from 0.47 to 0.99. Cluster analysis using 
unweighted pair group method arithmetic mean (UPGMA) for genetic similarity indexes indicated 
that the 32 cultivars were clustered into two major groups, in accordance with their geographical 
locations. 

Among 57 ISSR primers, primer P19 produced a band specific to Florida, Tha Phra 3 and 
Khon Kaen 80 cultivars, while primer P16 produced a band specific to Tha Phra 3 and Khon Kaen 
80 cultivars. These two DNA fragments were cloned and sequenced, and two pairs of SCAR 
primers were designed. The PCR reactions were employed using genomic DNA of 32 papaya 
cultivars. SCAR primers KK80_P19F and KK80_P19R produced the 268-bp fragment specific to 
Florida, Tha Phra 3 and Khon Kaen 80 cultivars and the 257-bp fragment which was common in 
other cultivars. SCAR primers KK80_P16F and KK80_P16R produced the 793-bp fragment 
specific to Tha Phra 3 and Khon Kaen 80 cultivars and the 764-bp fragment which was common in 
other cultivars. The DNA patterns derived from these two pairs of SCAR primers showed 
consistency in all tested 60 individuals of Khon Kaen 80. 

The molecular markers developed from this research could be used to identify Tha pha 3 
and Khon Kaen 80 cultivars from other tested cultivars, however, the markers could not differentiate 
between Tha pha 3 and Khon Kean 80. 
Keywords: Papaya, Khon Kaen 80, Genetic diversity, Molecular Markers, ISSR, SCAR 
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กติตกิรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จไดด้ว้ยความดูแลและช่วยเหลืออยา่งดียิ่งจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์
ดร.ปิยะวดี เจริญวฒันะ อาจารยท่ี์ปรึกษาหลกัวิทยานิพนธ์ และผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.ค ารพ รัตนสุต 
อาจารยท่ี์ปรึกษาร่วมวิทยานิพนธ์ ท่ีได้กรุณาให้ค  าปรึกษา แนะน า เสนอแนะ ในการค้นควา้วิจยั 
ตลอดจนการตรวจแกไ้ขวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีจนเสร็จส้ินสมบูรณ์ ผูว้ิจยัรู้สึกซาบซ้ึงในความกรุณาและ
ขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 

 ขอขอบพระคุณ ผูช่้วยศาสตราจารย ์ ดร.บวัทิพย ์อุบลประเสริฐ คณะเกษตรศาสตร์และ
ทรัพยากรธรรมชาติ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยรีาชมงคลตะวนัออก ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
และ ดร.ภาณุ เรืองจนัทร์ สถาบนัวิจยัจุฬาภรณ์ กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ท่ีกรุณาให้ค  าแนะน าและ
ตรวจแกไ้ขวทิยานิพนธ์จนส าเร็จลุล่วงอยา่งสมบูรณ์ยิง่ข้ึน 

ขอขอบคุณสุภาวดี งอ้เหรียญ และคุณอรุโณทยั ซาววา ส านกัวิจยัพฒันาเทคโนโลยีชีวภาพ 
กรมวิชาการเกษตร ท่ีให้ความอนุเคราะห์สถานท่ี อุปกรณ์ สารเคมี ให้ค  าแนะน า และค าปรึกษาดา้น
เทคนิคต่างๆในห้องปฏิบติัการ ท าให้ผูว้ิจยัไดรั้บความรู้และทกัษะในดา้นการปฏิบติัการทดลอง และ
สามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการท าการศึกษาวจิยัคร้ังน้ีไดเ้ป็นอยา่งดี 

ขอขอบพระคุณศูนยว์ิจยัพืชสวนศรีสะเกษ ท่ีให้ความอนุเคราะห์เมล็ดพนัธ์ุมะละกอเพื่อ
น ามาใชศึ้กษาในงานวจิยัในคร้ังน้ี 

ขอขอบพระคุณศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรขอนแก่น ท่ีให้ความอนุเคราะห์ตวัอย่าง
มะละกอขอนแก่น 80 เพื่อน ามาใชใ้นการศึกษาในงานวจิยัในคร้ังน้ี 

ขอขอบพระคุณครอบครัวของขา้พเจา้ ตลอดจนเพื่อน พี่ นอ้ง ทุกๆคน ท่ีให้ความช่วยเหลือ
และเป็นก าลงัใจให้กนัอยา่งดีเสมอมา คุณความดีหรือประโยชน์ท่ีไดรั้บจากงานวิจยัฉบบัน้ี ผูว้ิจยัขอ
มอบเป็นเคร่ืองบูชาแด่บุพการีผูใ้ห้ก าเนิด บูรพาจารยท่ี์ได้ประสิทธ์ิประสาทวิชาความรู้ และผูมี้
พระคุณทุกท่าน 
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บทน ำ 

 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
มะละกอ (Carica papaya L.) เป็นไมผ้ลเขตร้อนชนิดหน่ึงท่ีมีคุณค่าทางอาหารสูง เป็นพืชท่ี

ปลูกง่ายเจริญเติบโตเร็วและใหผ้ลผลิตตลอดทั้งปี ผลดิบนิยมน ามาใชป้ระกอบในผกัสลดัและส้มต า ซ่ึง
เป็นอาหารพื้นบา้นทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือท่ีจดัวา่มีรสชาติดีและเป็นท่ีรู้จกักนัอยา่งแพร่หลายทัว่
โลก นอกจากนั้นยงัใชป้รุงอาหารคาวหวานไดห้ลายอยา่ง (เกศิณี, 2530) ผลสุกเพื่อกินสด ซ่ึงมีคุณค่า
ทางอาหารสูง อุดมดว้ยวิตามินเอ และวิตามินซี และยงัใชใ้นอุตสาหกรรมการท าซอสมะเขือเทศ ซอส
พริก น ้าผลไม ้และท าสีผสมอาหาร (ศูนยว์ิจยัพืชสวนศรีสะเกษ, 2540) นอกจากน้ียางมะละกอยงัมีสาร
ปาเปน (papain) ซ่ึงมีคุณสมบติัในการช่วยยอ่ยโปรตีน จึงมีการน าน ้ ายางมะละกอไปใช้ประโยชน์ได้
หลายอยา่ง เช่น ใชใ้นการปรับปรุงความนุ่มในเน้ือสัตวอุ์ตสาหกรรมการฟอกหนงัโดยไม่ท าให้ขนสัตว์
หดตวั อุตสาหกรรมเน้ือกระป๋อง การท ายาง การท าเบียร์ ส่วนผสมของหมากฝร่ัง ยาระบาย และ
เคร่ืองส าอางเป็นตน้ ส่วนรากและกา้นใบเป็นยาขบัปัสสาวะ ยาถ่ายพยาธิ (ศูนยว์ิจยัพืชสวนศรีสะเกษ, 
2544) และน ้ ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดมะละกอมีปริมาณกรดไขมนัไม่อ่ิมตวัเชิงเด่ียว (กรดโอเลอิก) เป็น
องคป์ระกอบในปริมาณมาก อีกทั้งยงัมีสารประกอบฟีนอลิกซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ดงันั้นน ้ ามนัท่ี
ไดจ้ากเมล็ดมะละกอจึงมีแนวโนม้ท่ีจะผลิตเป็นน ้ ามนัพืชเพื่อการบริโภคได ้(ปิยวดี, 2551) ในปัจจุบนั
ประเทศไทยมีพื้นท่ีปลูกมะละกอในเชิงการคา้ขนาดใหญ่ของประเทศอยูใ่นภาคต่างๆทัว่ประเทศ เพื่อ
การบริโภคภายในประเทศและเพื่อการส่งออก ส่วนใหญ่เป็นมะละกอผลสุกและมะละกอแปรรูปเป็น
ผลไม้กระป๋อง และผลไม้อบแห้ง นอกจากนั้นยงัมีการผลิตมะละกอเพื่อกรีดน ้ ายางไปใช้ในทาง
อุตสาหกรรม (พิภพ และสิริรัตน์, 2552) 

เน่ืองจากมะละกอมีความส าคญัทางเศรษฐกิจมีผูนิ้ยมปลูกกนัมากข้ึนท าใหมี้การพยายามพฒันา
พนัธ์ุ ไม่วา่จะเป็นการพฒันาสายพนัธ์ุหรือการสร้างพนัธ์ุลูกผสมเพื่อให้ไดพ้นัธ์ุมะละกอท่ีมีคุณภาพ ท า
ให้มะละกอพนัธ์ุท่ีนิยมปลูกในปัจจุบนัมีความหลากหลายสายพนัธ์ุ จ  าแนกแหล่งท่ีมาและความ
เก่ียวขอ้งกนัทางพนัธุกรรมค่อนขา้งยาก บางคร้ังก็มีการเปล่ียนแปลงสัณฐานวิทยา (morphology) ไป
ตามสภาพแวดลอ้ม มีการตั้งช่ือพนัธ์ุเป็นพนัธ์ุใหม่ไปเร่ือยๆ ตามถ่ินท่ีปลูกหรือตามลกัษณะท่ีเปล่ียนไป 
และมกัเกิดความสับสนในการเรียกช่ือพนัธ์ุ การซ้ือเมล็ดพนัธ์ุ ตลอดจนการผลิตเมล็ดพนัธ์ุในอนาคต 
ซ่ึงจะส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพผลผลิตของมะละกอท่ีไม่ไดม้าตรฐานตรงตามพนัธ์ุ (Janthasri et al., 
2007) 
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กรมวิชาการเกษตรโดยศูนยบ์ริการวิชาการด้านพืชและปัจจยัการผลิตขอนแก่น หรือสถานี
ทดลองพืชสวนขอนแก่นเดิม ไดด้ าเนินโครงการพฒันาพนัธ์ุมะละกอทนทานโรคจุดวงแหวนควบคู่ไป
กบัการพฒันามะละกอผลเล็กกินสุกเพื่อการรองรับตลาดในอนาคตมาตั้งแต่ปี 2530 โดยน าพนัธ์ุ 
Florida Tolerant ของมหาวิทยาลยัฟลอริดาท่ีมีความทนทานต่อโรคจุดวงแหวน (Conover et al., 1986) 
มาผสมกบัพนัธ์ุแขกด าท่ีคนไทยนิยมแต่อ่อนแอต่อโรคมากท่ีสุด ได้ลูกผสมหลากหลายจึงคดัเลือก
ต่อไปโดยวิธีคดัเลือกพนัธ์ุซ ้ า (recurrent selection) จนไดลู้กผสมท่ีมีผลลกัษณะขนาดเล็กและมีความ
ทนทานต่อโรคจุดวงแหวนดีโดยกรมวิชาการเกษตรได้ตั้งช่ือว่า “ขอนแก่น 80” โดยคาดว่าจะเป็น
มะละกอผลเล็กสายพนัธ์ุไทยท่ีเป็นท่ีนิยมต่อไป (วไิล และคณะ, 2551) 

การใชโ้มเลกุลเคร่ืองหมายซ่ึงเป็นวธีิทางชีววทิยาระดบัโมเลกุล โดยใชก้ารเปรียบเทียบโดยสุ่ม
หรือจ าเพาะเจาะจงจากโครโมโซมซ่ึงดีเอ็นเอมีคุณสมบติัเป็นสารพนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตต่างๆ ท่ีมี
ความจ าเพาะส าหรับแต่ละส่ิงมีชีวิต (Morris, 1994) โดยวิธีน้ีสามารถวิเคราะห์ไดจ้ากส่วนใดส่วนหน่ึง
ของพืชโดยไม่ข้ึนกับเน้ือเยื่อ ระยะการเจริญเติบโตของเน้ือเยื่อ และสภาพแวดล้อม ทั้งยงัสามารถ
ตรวจสอบไดท้ั้งส่วนของยีนและส่วนท่ีไม่ใช่ยีน จึงสามารถใช้จ  าแนกความแตกต่างของลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของส่ิงมีชีวิตร่วมกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา เพื่อจ าแนกพนัธ์ุไดถู้กตอ้งแม่นย  ายิ่งข้ึน ใน
ปัจจุบนัเทคนิคระดบัโมเลกุลมีหลากหลายวิธีท่ีจะน ามาใชใ้นการศึกษาความหลากหลายของพืช เช่น 
อาร์เอพีดี เอเอฟแอลพี ไมโครแซทเทิลไลท ์และไอเอสเอสอาร์ ซ่ึงแต่ละเทคนิคก็มีขอ้ดีขอ้ดอ้ยแตกต่าง
กนัออกไป บางเทคนิคมีขอ้จ ากดัในดา้นการใชเ้ทคนิค ซ่ึงมีขั้นตอนท่ีซบัซ้อนใชเ้วลาในการด าเนินการ
นาน ค่าใชจ่้ายสูงและอาจมีปัญหาดา้นการท าซ ้ าได ้(reproducibility) ในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการศึกษา
โดยการใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์ (inter-simple sequence repeats) เน่ืองจากเป็นเทคนิคท่ีใชไ้พรเมอร์
เป็นแบบสุ่มคลา้ยกบัเทคนิคอาร์เอพีดีแต่มีความจ าเพาะมากกวา่ มีความสามารถในการท าซ ้ า เกิดความ
แตกต่าง (polymorphism) สูง ใชเ้วลานอ้ย วิธีการไม่ยุง่ยากซบัซ้อน ขอ้มูลเช่ือถือได ้ (reliable) โดยใช้
งบประมาณไม่สูงมากและใชเ้คร่ืองมือท่ีไม่ซบัซอ้น (อรวรรณ, 2547) 

การใช้โมเลกุลเคร่ืองหมายในการศึกษาลักษณะทางพนัธุกรรม เพื่อ ศึกษาความสัมพนัธ์
ระหวา่งแหล่งท่ีมาของพนัธ์ุมะละกอขอนแก่น 80 และขอ้มูลทางพนัธุกรรมท่ีมีความสัมพนัธ์เก่ียวขอ้ง
กบัลักษณะประจ าพนัธ์ุของมะละกอขอนแก่น 80 โดยข้อมูลพื้นฐานทางพนัธุกรรมเหล่าน้ีจะเป็น
ประโยชน์ในการจ าแนกและปรับปรุงพนัธ์ุมะละกอขอนแก่น 80 
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1.2 วตัถุประสงค์ของกำรวจิัย 
 1.2.1 เพื่อจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ จาก
ศูนยว์จิยัพืชสวนศรีสะเกษโดยใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์ (Inter-Simple Sequence Repeats)  
 1.2.2 เพื่อพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะ ในการจ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรมของ
มะละกอขอนแก่น 80 

 
1.3 สมมุติฐำนของกำรวจิัย 
 เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์สามารถจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 
พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ จากศูนยว์จิยัพืชสวนศรีสะเกษได ้และสามารถออกแบบไพรเมอร์โดยใชเ้ทคนิค SCAR 
ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ าเพาะในการจ าแนกมะละกอขอนแก่น 80 ออกจากพนัธ์ุอ่ืนๆได ้

 
1.4 ขอบเขตของกำรวจิัย 

1.4.1 ศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ จากศูนยว์ิจยั
พืชสวนศรีสะเกษ โดยใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

1.4.2 ศึกษาและพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล ท่ีมีความจ าเพาะในการจ าแนกลักษณะทาง
พนัธุกรรมของมะละกอขอนแก่น 80 

 
1.5 ขั้นตอนกำรศึกษำวจิัย 

1.5.1 เพาะเมล็ดมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ จากศูนยว์จิยัพืชสวนศรีสะเกษเพื่อน าใบมา
สกดัดีเอน็เอ ส าหรับใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดย
ใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

1.5.2 ตดัช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะต่อมะละกอขอนแก่น 80 เพื่อน าไปโคลน และหาล าดับ       
นิวคลีโอไทด์ จากนั้นออกแบบ SCAR primer และตรวจสอบผลโดยพีซีอาร์ เพื่อจ าแนกมะละกอ
ขอนแก่น 80 

1.5.3 ยืนยนัผลท่ีไดจ้ากเทคนิค SCAR โดยน า SCAR primer ท่ีมีความจ าเพาะต่อมะละกอ
ขอนแก่น 80 ไปตรวจสอบกับมะละกอขอนแก่น 80 ซ่ึงได้เก็บตัวอย่างเพิ่มเติมจากศูนย์วิจัยและ
พฒันาการเกษตรขอนแก่น 
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1.6 ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
1.6.1 ไดข้อ้มูลความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ 
1.6.2 ได้เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะในการจ าแนกลักษณะทางพนัธุกรรมของ 

มะละกอขอนแก่น 80 เพื่อน าไปใชค้ดัเลือกตน้พนัธ์ุหรือคดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีตรงตามพนัธ์ุ 



บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ลกัษณะทัว่ไปของมะละกอ 
มะละกอมีช่ือสามญัวา่ papaya และช่ือวทิยาศาสตร์ Carica papaya L. อยูใ่นสกุล Carica วงศ์

Caricaceae (Purseglove, 1974; Singh, 1964) เป็นไมผ้ลเมืองร้อนท่ีสามารถปลูกง่ายและออกผลได้
ตลอดทุกฤดูกาล มีถ่ินก าเนิดดั้ งเดิมในเขตร้อนของทวีปอเมริกาซ่ึงได้แก่ ประเทศเม็กซิโกและ
คอสตาริกา (Purseglove, 1974) จากนั้นไดมี้การแพร่ กระจาย มายงัทวีปเอเชียในปี พ.ศ. 2143 โดยนกั
เดินเรือชาวสเปนและโปรตุเกสได้น าเมล็ดมาปลูกในหมู่ เกาะมะลัคกาอินเดียและฟิลิปปินส์ 
(Chandler, 1958; Nakasone, 1975) และเป็นท่ีรู้จกักนัทัว่ไปในแถบประเทศตะวนัออกรวมถึง  
ประเทศไทย 

มะละกอเป็นพืชท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจพืชหน่ึงของประเทศไทยมีช่ือเรียกแตกต่างกนั
ออกไปในแต่ละทอ้งถ่ิน เช่นบกัฮุง้ (ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ) มะกวยเต็ด (ภาคเหนือ) และลอกอ 
(ภาคใต)้ (ศูนยว์ิจยัพืชสวนศรีสะเกษ, 2543) มะละกอมีช่ือเรียกสามญัต่างๆกนัโดยทัว่ไปจะเรียกว่า 
papaya ส่วนบริเวณหมู่เกาะในมหาสมุทรแปซิฟิกแอฟริกาและสหราชอาณาจกัรเรียกวา่ pawpaw หรือ 
papaw แต่ประเทศแถบอเมริกาเหนือนั้นค าว่า pawpaw หมายถึง Asimina triloba อยู่ในวงศ ์
Annonaceae ซ่ึงมิได้มีความสัมพนัธ์กับมะละกอแต่อย่างใด ส่วนประเทศบราซิลเรียกมะละกอว่า
mamao ประเทศเวเนซูเอลาและโปรตุเกสเรียก lechoso ในคิวบาเรียกว่า fruitabomba มาเลเซียเรียก 
kepaya หรือ katela หรือ ketek (Allen, 1967; Purseglove, 1974; Samson, 1980) ในทางอนุกรมวิธาน
ไดมี้การจดัจ าแนกมะละกอไวด้งัน้ี 
 Class: Dicotyledonae 

 Order: Passiflrales 
 Family: Caricaceae 

 Genus: Carica 
พืชในวงศ ์ (Family) Caricaceae น้ีมีทั้งหมด 4 สกุล (Genera) (Devi,  1952) ไดแ้ก่ 
1. สกุล Carica มีทั้งหมด 22 ชนิด (species) 
2. สกุล Jacaratia มีทั้งหมด 6 ชนิด 
3. สกุล Jarilla มีทั้งหมด 1 ชนิด 
4. สกุล Cylicomorpha มีทั้งหมด 2 ชนิด 
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สกุล Carica, Jacaratia และ Jarilla มีถ่ินก าเนิดอยูท่างแถบอเมริกา ส่วนสกุล Cylicomorpha 
มีถ่ินก าเนิดอยูท่างแถบเส้นศูนยสู์ตรของแอฟริกา สกุลท่ีใชรั้บประทานไดมี้เพียงสกุลเดียวคือ Carica
เท่านั้น เช่น C. papaya ใชรั้บประทานไดท้ั้งผลดิบและสุก นอกจากน้ียงัมี C. chinensi, C. goudotiana
และ C. monoica ใชใ้บรับประทาน (Storey, 1976) 

 
2.2 พนัธ์ุและลกัษณะประจ าพนัธ์ุ 
 พนัธ์ุมะละกอท่ีปลูกในประเทศไทยในระยะแรกเป็นพนัธ์ุท่ีน าเขา้มาจากต่างประเทศทั้งส้ิน 
ต่อมาได้มีการปลูกมะละกอกันอย่างแพร่หลายและมีการผสมพนัธ์ุจนเกิดมะละกอพนัธ์ุใหม่ท่ีมี
ลกัษณะแตกต่างออกไปจากเดิม และไดมี้การคดัเลือกพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะดีและเหมาะสมมาปลูกต่อๆกนั
จนกลายเป็นพนัธ์ุมะละกอมากมายหลายพนัธ์ุดว้ยกนั ส าหรับพนัธ์ุมะละกอท่ีนิยมปลูกกนัในปัจจุบนั
ไดแ้ก่ 

2.2.1 พันธ์ุแขกด า เป็นพนัธ์ุท่ีนิยมปลูกและรับประทานกนัมาก โดยเฉพาะสวนมะละกอใน
ภาคกลางจะนิยมปลูกพนัธ์ุแขกด าเพราะเป็นพนัธ์ุท่ีมีตน้เต้ีย ออกดอกให้ผลเร็ว กา้นใบสีเขียว ใบหนา
สีเขียวเขม้ ผลมีขนาดปานกลางมีรูปร่างเป็นทรงกระบอก ส่วนหัวและส่วนปลายผลมีขนาดเกือบ
เท่ากนัหรือเท่ากนั สีผิวผลเป็นสีเขียวเขม้และผิวไม่เรียบ ผลสุกเน้ือจะมีสีแดง เน้ือแน่นรสหวาน มี
ช่องวา่งภายในผลแคบ น ้ าหนกัผลโดยประมาณ 0.6-2.0 กิโลกรัม พนัธ์ุน้ีเหมาะส าหรับการบริโภคผล
สุกและส่งตลาดต่างประเทศ โดยเฉพาะตลาดฮ่องกงและสิงคโปร์ 

2.2.2 พันธ์ุแขกนวล เป็นพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะคล้ายคลึงกบัพนัธ์ุแขกด ามากและนิยมปลูกใน
บริเวณภาคกลางเช่นเดียวกนั เป็นพนัธ์ุท่ีมีตน้เต้ีย ออกดอกให้ผลเร็ว และให้ผลค่อนขา้งสม ่าเสมอ
ตลอดฤดูปลูก ลกัษณะรูปร่างผลเหมือนพนัธ์ุแขกด าแต่สีผวิจะมีสีเขียวอ่อนนวลและผิวผลเรียบ ผลสุก
เน้ือมีสีแดง เน้ือแน่น พนัธ์ุน้ีนิยมส่งตลาดภาคอีสานเพราะผลดิบเน้ือแน่นแข็งจึงเป็นท่ีตอ้งการของ
ตลาดอีสานมาก 

2.2.3 พนัธ์ุแขกด าท่าพระ เป็นพนัธ์ุท่ีพฒันามาจากการผสมระหวา่งพนัธ์ุฟลอริดาทอเลอเรนท์
กบัพนัธ์ุแขกด า ไดพ้นัธ์ุแขกด าท่าพระท่ีมีตน้เต้ียให้ผลเร็ว ผลมีขนาดใหญ่รูปทรงกระบอกยาวตรง 
น ้ าหนักผลเฉล่ีย 1.5 กิโลกรัม เน้ือหนา ผลดิบเน้ือกรอบ ผลสุกเน้ือสีเหลืองอมส้มมีความหวาน
ประมาณ 11.2 องศาบริกซ์ ทนทานต่อโรคใบด่างวงแหวนดี 

2.2.4 พันธ์ุปากช่อง 1 เป็นพนัธ์ุใหม่ท่ีเกิดข้ึนจากโครงการผลิตเมล็ดพนัธ์ุและปรับปรุงพนัธ์ุ
มะละกอของสถานีวิจยัปากช่อง ลกัษณะกา้นใบมีสีเขียวปนม่วง ยาว 70-75 เซนติเมตร ใบมี 7 แฉก
ใหญ่กวา้ง 50-60 เซนติเมตร เป็นพนัธ์ุตน้เต้ียให้ผลเร็ว ติดผลดก ผลผลิตประมาณ 30-40 กิโลกรัมต่อ
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ตน้ต่อปี ผลกลมขนาดเล็กน ้ าหนกัประมาณ 350 กรัมต่อผล เน้ือหนากรอบผลสุกเน้ือสีส้ม เน้ือแข็ง
กรอบมีรสหวานกล่ินหอม มีเปอร์เซ็นตค์วามหวานค่อนขา้งสูงคือประมาณ 12-14 องศาบริกซ์ เป็น
พนัธ์ุท่ีค่อนขา้งทนทานต่อโรคจุดวงแหวน (สิริกุล, 2554) 

2.2.5 พันธ์ุแขกด าศรีสะเกษ เป็นพนัธ์ุท่ีไดรั้บการปรับปรุงพนัธ์ุให้มีความบริสุทธ์ิของสาย
พนัธ์ุสูง ล าตน้เต้ีย ใบมีสีเขียวเขม้มีเส้นใบ 11 แฉก เร่ิมออกดอกเม่ืออายุ 130 วนัหลงัปลูก เก็บเก่ียวผล
ดิบเม่ืออายุประมาณ 3-4 เดือนหลงัดอกบานและเก็บเก่ียวผลสุกเม่ืออายุประมาณ 5-6 เดือนหลงัดอก
บาน เป็นพนัธ์ุท่ีใหผ้ลดก ติดผลเร็ว ให้ผลผลิตเฉล่ีย 52.2 กิโลกรัมต่อตน้ต่อปี (ปีท่ี 1) และทนทานต่อ
โรคใบด่างวงแหวนไดดี้ปานกลาง ผลมีลกัษณะกลมยาวส่วนหวัของผลเล็กกวา่ปลายผลเล็กนอ้ย ส่วน
หวัของผลกวา้งเฉล่ีย 7.9 เซนติเมตร ส่วนทา้ยผลกวา้งเฉล่ีย 8.8 เซนติเมตรและผลยาวเฉล่ีย 29.2 
เซนติเมตร น ้ าหนกัผลประมาณ 1.28 กิโลกรัม มีช่องว่างภายในผลแคบคือ 14.8 เปอร์เซ็นต์โดย
ปริมาตร ผลดิบมีสีเขียวเขม้ ผลสุกมีผิวสีส้มเน้ือมีสีแดงเขม้เน้ือแน่นเน้ือหนา 2.6 เซนติเมตรรสชาติ
หวาน เป็นพนัธ์ุท่ีเหมาะส าหรับปลูกในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือในบริเวณท่ีไม่แลง้จดัเกินไป (พิภพ 
และ สิริรัตน์, 2552) 

2.2.6 พันธ์ุคร่ัง คดัเลือกสายพนัธ์ุมาจาก ต. หนองบวั อ. โกสุมพิสัย จ. มหาสารคาม และได้
น ามาคดัเลือกพนัธ์ุใหม่จนไดล้กัษณะตรงตามสายพนัธ์ุตามท่ีตอ้งการ คือ เม่ือตน้อายุ 1-3 เดือน จะมีสี
แดงอมม่วงอ่อนตามกา้นใบและเป็นจุดๆตามล าตน้ เม่ืออายุ 5 เดือนสีท่ีกา้นและจุดประตามล าตน้ก็จะ
หายไป จึงเป็นท่ีมาของค าว่ามะละกอพนัธ์ุคร่ังท่ีเกษตรกรเรียกช่ือในพื้นท่ี เม่ือให้ผลผลิตผลมีความ
ยาวเฉล่ีย 47 เซนติเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลางผลเฉล่ีย 9 เซนติเมตร น ้าหนกัผลเฉล่ีย 1.9 กิโลกรัม จ านวน
ผลเฉล่ีย 38 ลูกต่อตน้ สีเน้ือผลดิบสีขาวขุ่นกรอบมีรสหวานเล็กนอ้ยเป็นเอกลกัษณ์เหมาะส าหรับท า
ส้มต า ผลสุกมีเน้ือสีเหลืองอมส้มรสหวานความหวานเฉล่ีย 12.7 องศาบริกซ์ ปลูกไดทุ้กฤดูกาล และ
ยงัทนทานต่อโรคจุดวงแหวน (ศูนยส่์งเสริมและพฒันาอาชีพการเกษตรจงัหวดัมหาสารคาม, 2553) 

2.3.7 พนัธ์ุสีทอง มีถ่ินก าเนิดจากรัฐฮาวาย ประเทศสหรัฐอเมริกา ถูกน าเขา้มาปลูกในประเทศ
ไทยนานกวา่ 30-40 ปีแลว้ ลกัษณะเด่นคือ ผลดิบจะเป็นสีเหลืองทองจนกระทัง่ผลสุกจะเปล่ียนเป็นสี
ส้มหรือสีเหลืองทอง จึงถูกเรียกช่ือวา่ “มะละกอสีทอง” ผลดิบเน้ือกรอบฉ ่าน ้ าท าส้มต าอร่อยมาก ผล
สุกเน้ือแน่นไม่เละ ติดผลไดเ้ร่ือยๆ (ส านกังานจดัรูปท่ีดิน จงัหวดัอุบลราชธานี, 2556) 
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2.3 พนัธ์ุขอนแก่น 80 
 เกิดจากการน าพนัธ์ุฟลอริดาทอเลอเรนท์ของมหาวิทยาลยัฟลอริดาท่ีมีความทนทานต่อโรค    
จุดวงแหวน (Conover et al., 1986) มาผสมกบัพนัธ์ุแขกด าท่ีคนไทยนิยมแต่อ่อนแอต่อโรคมากท่ีสุด 
ไดลู้กผสมหลากหลายจึงคดัเลือกต่อไปโดยวิธีคดัเลือกพนัธ์ุซ ้ า (recurrent selection) ถึงรอบท่ี 5 
คดัเลือกไดม้ะละกอ 3 สายพนัธ์ุคือ พนัธ์ุท่าพระ 1 ท่าพระ 2 และท่าพระ 3 ท่ีมีความทนทานโรคจุดวง
แหวนและมีลกัษณะทางการเกษตรและคุณภาพดี จึงคดัเลือกพนัธ์ุท่าพระ 3 เป็นพนัธ์ุมะละกอผลเล็ก
รสชาติหวานอร่อยส าหรับตลาดในอนาคต (วิไลและคณะ, 2540; Gonsalves et al., 2006) แต่ขนาด
และคุณภาพของผลยงัมีความแปรปรวนและมีความทนทานโรคนอ้ยกวา่พนัธ์ุ ท่าพระ1 และท่าพระ2 
จึงท าการพฒันาพนัธ์ท่าพระ 3 ต่อไปจนคดัไดส้ายพนัธ์ุท่ีขนาดผลเล็กจ านวน 2 สายพนัธ์ุคือ TPL1 
และ TPL2 และน าไปท าการทดสอบพนัธ์ุในพื้นท่ีต่างๆ 
 จากการทดสอบพนัธ์ุมะละกอสายพนัธ์ุ TPL1 และ TPL2 ร่วมกบัพนัธ์ุแขกด าศรีสะเกษและ
ฟลอริดาโทเลอแรนด์พบว่า TPL2 มีคุณภาพดีเด่นใกลเ้คียงกบัพนัธ์ุแขกด าศรีสะเกษซ่ึงเป็นพนัธ์ุ
การคา้ในปัจจุบนัแต่เป็นพนัธ์ุผลขนาดกลางและปัจจุบนัทั้งคนไทยและต่างประเทศนิยมรับประทาน
มะละกอสุกผลเล็กเน้ือสีแดง ดงันั้น TPL2 ท่ีมีความดีเด่นในแง่ความหวานและขนาดของผลท่ีเล็กกวา่
อาจใชเ้ป็นพนัธ์ุท่ีเหมาะส าหรับบริโภคสุก สมควรใชเ้ป็นพนัธ์ุแนะน าแก่เกษตรกรปลูกเป็นการคา้ขาย
ในประเทศและเพื่อการส่งออก เพื่อความเหมาะสมจึงเปล่ียนช่ือจาก TPL2 เป็นมะละกอพนัธ์ุ
“ขอนแก่น 80” (วิไล และคณะ, 2551) พนัธ์ุมะละกอท่ีเป็นฐานพนัธุกรรมของมะละกอพนัธ์ุ  
ขอนแก่น 80 คือ ฟลอริดาทอเลอเรนทแ์ละแขกด าท่ีมีลกัษณะประจ าพนัธ์ุดงัน้ี 

พันธ์ุฟลอริดาทอเลอเรนท์ เป็นมะละกอท่ีมีดอกตัวผู ้และตัวเมียอยู่คนละต้น 
(Dioecions) มีผลขนาดเล็กกลมน ้ าหนกั 400-700 กรัม เม่ือสุกมีสีเหลืองส้ม ผลสุกเก็บเก่ียวไดภ้ายใน 
5-6 เดือน มีความทนทานต่อโรคจุดวงแหวนดีเป็นพนัธ์ุท่ีพฒันาโดย Dr. Conover แห่งมหาวิทยาลยั
ฟลอริดาตั้งแต่ปี 1981-1985 (Conover et al., 1986) ปี 2530 Dr. D. Gonsalves ท่ีปรึกษาโครงการ
มะละกอของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ไดน้ าพนัธ์ุฟลอริดาทอเลอเรนท ์มาทดลองปลูกท่ีจงัหวดั
ขอนแก่น พบวา่สามารถเจริญให้ผลผลิตดีและมีความทนทานต่อโรคจุดวงแหวนดีมาก อยา่งไรก็ตาม
เน่ืองจากลกัษณะผลท่ีกลมเล็กท าใหส้ับเป็นเส้นท าส้มต าล าบาก เม่ือสุกมีสีเหลืองคนไทยไม่ชอบ 

พันธ์ุแขกด า มีปลูกแพร่หลายในประเทศไทย คนไทยคุน้เคยนิยมรับประทานทั้งผล
ดิบและสุก เป็นพนัธ์ุท่ีมีทั้งตน้ท่ีเป็นเพศผู ้ตน้เพศเมียและตน้สมบูรณ์เพศ (กะเทย) โดยตน้กะเทย
ใหผ้ลยาวเรียวเป็นผลขนาดกลางหนกั 1-1.3 ก.ก. ผลดิบเน้ือแน่นกรอบผลสุกมีเน้ือสีแดงส้ม อยา่งไรก็
ตามมะละกอแขกด ามีความอ่อนแอต่อโรคมากท่ีสุด 
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 ลกัษณะประจ าพนัธ์ุของพนัธ์ุขอนแก่น 80 คือ เป็นพนัธ์ุท่ีมีทั้งตน้ท่ีเป็นเพศผู ้ตน้เพศเมียและ
ตน้สมบูรณ์เพศ ตน้เต้ียใหผ้ลเร็วสุกภายใน 6-7 เดือน ผลเล็กน ้าหนกัระหวา่ง 700-900 กรัม เม่ือสุกเน้ือ
สีแดงส้มเน้ือหนาแน่นรสชาติหวานหอม เปลือกหนา จึงทนทานต่อการขนส่งไดดี้ ผิวเรียบเป็นมนั
สวยสุกชา้กวา่มะละกอทัว่ไป มีความทนทานต่อโรคจุดวงแหวนดีคือ แสดงอาการเหลืองด่างท่ีใบแต่
ไม่มีอาการท่ีผล (วไิล และคณะ, 2551) 
 

2.4 การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพชืด้วยเคร่ืองหมายโมเลกลุ 
เคร่ืองหมายโมเลกุลเป็นส่ิงท่ีบอกความแตกต่างในส่ิงมีชีวิต ซ่ึงสามารถถ่ายทอดทาง

พนัธุกรรมได ้ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) หรือความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 
(genetic variation) เป็นท่ีมาของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม (genetic marker) ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 
ประเภท ตามระดบัการแสดงออก 

2.4.1 ระดับทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีสามารถมองเห็น
ได้ทนัที ซ่ึงก็คือลกัษณะภายนอกท่ีแตกต่างกนัของส่ิงมีชีวิต เช่น ลกัษณะสีตา หรือสีผมในมนุษย ์ 
ลกัษณะสีกลีบดอกของกุหลาบ หรือดอกกลว้ยไม ้เป็นตน้ ซ่ึงลกัษณะสัณฐานวิทยามีความส าคญัใน
การปรับปรุงพนัธ์ุพืช หากเป็นลกัษณะท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ เช่น ผลผลิตสูง หรือตา้นทานต่อ
โรคและแมลง สามารถน ามาใช้ประโยชน์ในการคดัเลือกได ้ขอ้ไดเ้ปรียบของเคร่ืองหมายชนิดน้ีคือ 
ไม่จ  าเป็นตอ้งใชว้ิธีการใดมาตรวจสอบ เพราะสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตา แต่ก็มีขอ้จ ากดัท่ีส าคญัคือ 
การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวิทยามกัได้รับผลกระทบจากสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลง 
เช่น ความสูงตน้ ผลผลิต หรือสีดอก ซ่ึงไดรั้บผลกระทบโดยตรงจากความอุดมสมบูรณ์ของดินหรือ
ปุ๋ย รวมทั้งลกัษณะบางลกัษณะมีการแสดงออกท่ีบางระยะการเจริญเติบโตเท่านั้น เช่น ลกัษณะสีดอก 
มีการแสดงออกท่ีระยะตน้พืชมีดอกเท่านั้น 

2.4.2 ระดับชีวเคมี (biochemical marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างข้ึนจากการศึกษาวิเคราะห์
การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีในส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่ เอนไซม์ต่างๆ แต่เคร่ืองหมายชนิดน้ี มีขอ้จ ากดัท่ีการ
แสดงออกของเอนไซม์ได้รับผลกระทบโดยตรงจากสภาพแวดล้อมท่ีเปล่ียนแปลง และระยะการ
เจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกับลักษณะทางสัณฐานวิทยา นอกจากน้ีย ังมีข้อจ ากัดในเร่ือง
ความจ าเพาะเจาะจงต ่า คือ ถ้ายีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์นั้นมีการเปล่ียนแปลงล าดับเบสไป
เล็กน้อย อาจมีผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของชนิดกรดอะมิโน หรือไม่มีการเปล่ียนแปลงก็ตาม การ
เปล่ียนแปลงของล าดบัเบสเพียงเล็กนอ้ยน้ีไม่สามารถตรวจสอบได ้
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2.4.3 ระดับโมเลกุล (molecular marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอจึงถูก
เรียกวา่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอดว้ย โดยเคร่ืองหมายชนิดน้ีมีขอ้ไดเ้ปรียบตรงท่ีมีจ านวนมากมายมหาศาล 
เน่ืองจากขนาดจีโนมของพืชมีประมาณ 108-109 นิวคลีโอไทด์ ในบางจีโนมพืชพบว่ามีการเกิด    
single nucleotide mutation ทุกๆ 1 กิโลเบสสภาพแวดลอ้มและระยะการเจริญเติบโตของพืชไม่มี
อิทธิพลต่อการแสดงออกของเคร่ืองหมายชนิดน้ี (อรรัตน์, 2548) 

เน่ืองจากการแบ่งกลุ่มหรือการจ าแนกกลุ่มต่างๆของส่ิงมีชีวิตท าไดย้าก โดยเฉพาะพืชซ่ึงเป็น
ส่ิงมีชีวิตท่ีคลา้ยกนั ซ่ึงการจ าแนกพืชในอดีตอาศยัความแตกต่างทางสัณฐานวิทยาเช่น ความสูงตน้ 
ลกัษณะทรงพุม่ การใชข้นาดใบ รูปร่างของเมล็ด ความยาวฝัก สีดอก หรือลกัษณะสีฝัก เป็นลกัษณะท่ี
ใช้แยกความแตกต่าง แต่ความแตกต่างเหล่าน้ีไม่เพียงพอท่ีจะแยกความแตกต่างของพืชได้อย่าง
สมบูรณ์ การศึกษาลกัษณะประจ าพนัธ์ุภายนอกเพียงอย่างเดียวนั้นเกิดความผิดพลาดไดง่้ายเพราะ
ลกัษณะบางอยา่งแยกจากกนัไดย้ากหรือไม่แตกต่างกนัเลย อีกทั้งลกัษณะกายภาพบางลกัษณะอาจเป็น
ผลจากสภาพแวดล้อมภายนอกท่ีแตกต่างกันท าให้การจ าแนกพนัธ์ุด้วยวิธีน้ีคลาดเคล่ือนเกิดการ
ประเมินลกัษณะประจ าพนัธ์ุท่ีผิดพลาด บางลกัษณะยงัข้ึนอยู่กบัระยะเวลาการเจริญเติบโต ตอ้งอยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสมจึงจะสามารถจ าแนกความแตกต่างได ้เช่น ลกัษณะดอก ลกัษณะผล และลกัษณะ
ผลผลิตเป็นตน้ (จรัสศรี, 2548) โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในงานปรับปรุงพนัธ์ุซ่ึงนอกจากตอ้งมีการบ่งบอก
พนัธ์ุและลักษณะประจ าพนัธ์ุท่ีถูกตอ้งแม่นย  าแล้วยงัตอ้งมีข้อมูลท่ีสามารถระบุความใกล้ชิดทาง
พนัธุกรรมอีกดว้ย เพื่อการคดัเลือกพ่อแม่พนัธ์ุท่ีเหมาะสม หากมีขอ้มูลความแตกต่างในระดบัดีเอ็นเอ
มาใชเ้ป็นขอ้มูลประกอบหรือสนบัสนุนขอ้มูลลกัษณะภายนอกจึงน่าจะท าให้การจ าแนกพนัธ์ุมีความ
รวดเร็วแม่นย  าและมีประสิทธิภาพมากยิง่ข้ึน สามารถระบุความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมท่ีจ าเป็นต่องาน
ปรับปรุงพนัธ์ุไดล้ายพิมพ์ดีเอ็นเอเป็นวิธีการหน่ึงท่ีตอบสนองความตอ้งการดงักล่าวได้เป็นอย่างดี
สามารถใช้เป็นหลกัฐานยืนยนัลักษณะจ าเพาะของพนัธ์ุต่างๆได ้สามารถใช้แทนหรือประกอบกบั
ขอ้มูลลกัษณะภายนอกในการเปรียบเทียบพนัธ์ุจ าแนกพนัธ์ุและเป็นฐานขอ้มูลพนัธุกรรมส าหรับ
รองรับการวจิยัดา้นปรับปรุงพนัธ์ุได ้(ศุจิรัตน์ และคณะ, 2554) 

การศึกษาพนัธุศาสตร์ในระดับโมเลกุลเป็นการศึกษาถึงความแตกต่างของยีนท่ีท าหน้าท่ี
ควบคุมการแสดงออกของลกัษณะต่างๆของส่ิงมีชีวิต การศึกษาน้ีมีประโยชน์อย่างมากท่ีจะน ามาใช้
ในการปรับปรุงพนัธ์ุพืช การใชเ้ป็นเคร่ืองหมายในการตรวจสอบในระดบัยีนหรือดีเอ็นเอเช่น ใชเ้ป็น
เคร่ืองหมายในการคดัเลือก (marker-assisted selection: MAS) การจ าแนกสายพนัธ์ุพืชเพื่อตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิของสายพนัธ์ุ การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธ์ุเพื่อการรวบรวม
พนัธ์ุการท าแผนท่ีทางพนัธุกรรม (genetic mapping) การหาต าแหน่งยีน (gene tagging) เป็นการใช้
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เคร่ืองหมายโมเลกุลในการก าหนดต าแหน่งบนจีโนม การใชป้ระโยชน์ทางดา้นการศึกษาลกัษณะทาง
ปริมาณ (quantitative trait loci; QTL) ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีมีความส าคญัทางพืชไร่หลายๆประการเช่น 
ผลผลิตองค์ประกอบของผลผลิตและลกัษณะการเจริญเติบโตของพืช โดยลกัษณะเหล่าน้ีถูกควบคุม
ดว้ยยนีหลายคู่ท่ีท  างานร่วมกนัการแสดงออกเช่นน้ีสามารถจ าแนกยีนแต่ละตวัท่ีควบคุมอยูอ่อกมาได ้
โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอมาช่วยในการท าแผนท่ีท าให้ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีอยู่ใกลก้บั
ต าแหน่งของยนีท่ีสนใจจนสามารถน าส่วนของยนีท่ีตอ้งการออกมาได ้(สุรินทร์, 2552) 

ปัจจุบนันิยมใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลมาใช้เป็นเคร่ืองช้ีบอก จดัจ าแนก ตรวจสอบสายพนัธ์ุ 
และเปรียบเทียบความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต เน่ืองจากดีเอ็นเอเป็นองค์ประกอบพื้นฐานท่ีส าคญัของ
ส่ิงมีชีวิตทุกชนิด สามารถจ าลองโมเลกุลถ่ายทอดสู่ลูก และคงลกัษณะท่ีเหมือนเดิมตลอดไป แต่ใน
บางคร้ังอาจมีการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของช้ินดีเอ็นเอได้แก่ การท่ีมีช้ินส่วนของดีเอ็นเอหายไป 
(deletion) การมีช้ินส่วนของดีเอ็นเอบางส่วนเพิ่มเขา้มา (duplication) การมีการจดัเรียงตวัใหม่ของ
ช้ินส่วนดีเอน็เอท าใหต้  าแหน่งเปล่ียนไปจากเดิม (inversion) หรือมีการเปล่ียนต าแหน่งของช้ินดีเอ็นเอ
บางส่วนของโครโมโซมไปต่อกบัโครโมโซมซ่ึงต่างคู่กนั (transposition) ซ่ึงท าให้แถบดีเอ็นเอท่ีไดมี้
ลกัษณะเปล่ียนแปลงไปจากเดิม (ประดิษฐ์, 2550) แต่อยา่งไรก็ตามดีเอ็นเอยงัเป็นตวัแทนท่ีเหมาะสม
ในการจดัจ าแนกส่ิงมีชีวิตสายพนัธ์ุต่างๆ เทคนิคในการศึกษาในด้านชีววิทยาระดับโมเลกุลบาง
เทคนิคอยูบ่นหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยาลูกโซ่โพลีเมอเรส (polymerase chain reaction: 
PCR) 

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ เป็นเทคนิคท่ีน าหลกัการท างานจากการเพิ่มปริมาณ
สารพนัธุกรรมภายในเซลล์มาประยุกตใ์ชเ้พื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอซ่ึงอยู่ในสารละลาย การท าพีซีอาร์
เป็นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้เอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซ ้ ากนัหลายๆรอบเพื่อให้ไดป้ริมาณดี
เอน็เอเพิ่มข้ึนเป็นทวีคูณ โดยใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิดท่ีมีเบสคู่สมกบัปลายทั้งสองดา้นของบริเวณดีเอ็นเอ
ท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณโดยใชไ้พรเมอร์เขา้เกาะกบัดีเอน็เอคนละสายและมีปลาย 3’ ในทิศทางเขา้หากนั 
ดงันั้นการท าพีซีอาร์จึงจ าเป็นตอ้งทราบล าดบัเบสดีเอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณเพื่อใชใ้นการ
ออกแบบสังเคราะห์ไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ความยาวประมาณ 20-35 
เบส วิธีท าพีซีอาร์คือ สกดัดีเอ็นเอจากเซลล์น ามาใส่รวมกบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ดีออกซีนิวคลีโอไซด์
ไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 ชนิด ท าให้ดีเอ็นเอตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใชค้วาม
ร้อน 95 องศาเซลเซียสแลว้ลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็วเพื่อให้ไพรเมอร์ท่ีมีเบสเป็นคู่สมกบัส่วนปลาย
ของช้ินดีเอ็นเอเป้าหมายเขา้มาจบัคู่กบัส่วนของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ (annealing) โดยใชอุ้ณหภูมิ 35-65 
องศาเซลเซียส ขั้นสุดท้ายจึงเปล่ียนอุณหภูมิให้พอเหมาะกับการท างานของเอนไซม์ดีเอ็นเอ             
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พอลิเมอเรส 72 องศาเซลเซียส เอนไซม์น้ีท าหน้าท่ีสังเคราะห์ดีเอ็นเอต่อจากไพรเมอร์ (primer 
extension) โดยมีดีเอ็นเอเป้าหมายเดิมเป็นตน้แบบ เม่ือปฏิกิริยาด าเนินไปจนครบทั้ง 3 ขั้นตอน
โมเลกุลดีเอ็นเอเป้าหมายมีจ านวนเพิ่มข้ึนเป็นสองเท่า ดงันั้นถา้ด าเนินปฏิกิริยาซ ้ ากนัหลายรอบท าให้
ไดดี้เอน็เอเป้าหมายปริมาณมาก สารเคมีท่ีใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์มีดงัน้ี 

(1) บฟัเฟอร์ส าหรับท าปฏิกิริยากบัเอนไซม ์Taq polymerase ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ทนความร้อน
ไดสู้งโดยมีความเขม้ขน้เป็น 10 เท่าของท่ีตอ้งการใชจ้ริง (10x buffer) ซ่ึงใชป้ริมาณ 1 ใน 10 ของ
ปริมาตรรวมของปฏิกิริยา 

(2) ดีเอน็ทีพี ประกอบดว้ย dATP dCTP dGTP และ dTTP ความเขม้ขน้อยา่งละ 2 มิลลิโมลาร์
ในปฏิกิริยาใชใ้นปริมาณ 1 ใน 10 ของปริมาตรรวมเพื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็นชนิดละ 200   
ไมโครโมลาร์ 

(3) ไพรเมอร์ ท่ีนิยมใชคื้อ โอลิโกนิวคลีโอไทด์ขนาด 20-24 นิวคลีโอไทด์มีจ  านวนของเบส   
G และ C เท่ากนัอยูร่ะหวา่ง 40-60 เปอร์เซ็นต ์โดยไพรเมอร์ทั้งสองชนิดท่ีใชคู้่กนัควรมีส่วนประกอบ
ของเบส G+C เท่ากนัและไม่ควรใช้ไพรเมอร์ท่ีมีลกัษณะปลาย 2 ขา้งเป็นคู่สมกนั การออกแบบ     
ไพรเมอร์อาจอิงล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณโดยตรงหรือใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป เม่ือ
สังเคราะห์ไพรเมอร์เรียบร้อยแลว้จึงน ามาละลายในน ้ าหรือ TE buffer ให้มีความเขม้ขน้ 5 พิโคโมล
ต่อไมโครลิตร (หรือ 5 ไมโครโมลาร์) ปริมาณท่ีใชใ้นปฏิกิริยาคือให้ความเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.1-2.0 
ไมโครโมลาร์ 

(4) ดีเอ็นเอเป้าหมาย ปริมาณดีเอ็นเอท่ีใชต้ั้งแต่ 5-500 นาโนกรัมโดยทัว่ไปนิยมใชอ้ยูใ่นช่วง
10-50 นาโนกรัมต่อปฏิกิริยา 

(5) แมกนีเซียมคลอไรด ์ซ่ึงอาจรวมอยูใ่นบฟัเฟอร์ก็ได ้เน่ืองจากแมกนีเซียมไอออนเป็นส่วน
ส าคญัในการเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสความเข้มข้นของแมกนีเซียมท่ีใช้ใน
ปฏิกิริยาคือ 1.5-10 มิลลิโมลาร์ 

(6) เอนไซม์ Taq polymerase เป็นเอนไซมท่ี์ทนความร้อนไดสู้ง (Thermostable DNA 
polymerase) ท างานไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 70-80 องศาเซลเซียส เอนไซมช์นิดน้ีมกัถูกเก็บในสารละลายความ
เขม้ขน้ 5 ยนิูต ต่อไมโครลิตรและใชใ้นปฏิกิริยา 2.5-5 ยนิูต ต่อปฏิกิริยา 100 ไมโครลิตร (สุรินทร์, 
2552) 

เทคนิคท่ีน ามาใช้ในการหาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอในระดับโมเลกุลได้มีการศึกษาไวอ้ย่าง
หลากหลายและท่ีนิยมใช้กันได้แก่ อาร์เอฟเอลพี อาร์เอพีดี เอเอฟเอลพี และไมโครแซทเทลไลท์ 
เคร่ืองหมายดีเอน็เอเหล่าน้ีถูกน ามาใชใ้นการปรับปรุงพนัธ์ุพืชโดยใชเ้ป็นเคร่ืองมือช่วยในการคดัเลือก
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จีโนไทป์ นอกจากน้ีการใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอช่วยในการคดัเลือกยงัช่วยประหยดัเวลาและค่าใชจ่้าย
อีกดว้ย เน่ืองจากสามารถคดัเลือกพืชไดโ้ดยไม่ตอ้งทดสอบโรคแมลงหรือรอจนเก็บผลผลิตได ้การ
คดัเลือกในแต่ละชั่วอายุจึงสะดวกและง่ายต่อการจดัการในแปลงปลูก ซ่ึงในขั้นตอนการคดัเลือก
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอตอ้งการวิธีการท่ีสะดวกรวดเร็วมีประสิทธิภาพและมีการเสนอวิธีการคดัเลือก
เคร่ืองหมายดีเอน็เอใหเ้ป็นไปอยา่งรวดเร็วเพื่อประโยชน์ต่อการใชง้าน (อรอุมา, 2548) 

 

2.5 เคร่ืองหมายโมเลกุล (Molecular Markers) ที่นิยมใช้ในการศึกษาความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรม 

 2.5.1 อาร์เอฟแอลพี (Restriction Fragment Length Polymorphism: RFLP) ขั้นตอนการ
ท าอาร์เอฟแอลพีเร่ิมจากการตดัจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction 
enzyme) แล้วแยกขนาดของช้ินดีเอ็นเอโดยใช้อะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส (agarose gel 
electrophoresis) ช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตดัจะถูกเรียงตามขนาดความยาว โดยช้ินเล็กสุดหรือสั้นสุดจะเคล่ือน
ไปไกลสุดจากจุดเร่ิมตน้ จากนั้นยา้ยดีเอ็นเอจากแผ่นเจลไปยงัแผน่ไนล่อนเมมเบรน แลว้น าดีเอ็นเอ
ติดตามท่ีเรียกว่าดีเอ็นเอโพรบ (DNA probe) ท่ีเป็นจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ หรือ complementary DNA 
(cDNA) ท่ีติดฉลากดว้ยสารรังสี (radioisotope) ไปจบั (hybridized) กบัดีเอ็นเอคู่สม จากนั้นใช้ฟิล์ม
เอ็กซ์เรย์ทาบกับแผ่นเมมเบรนเพื่อให้เกิดแถบดีเอ็นเอในต าแหน่งท่ีมีรังสีบนแผ่นฟิล์มเอ็กซ์เรย ์ 
เทคนิคน้ีเรียก autoradiography รูปแบบของจีโนไทป์หรือแถบดีเอ็นเอเป็นแบบข่มสมบูรณ์ท่ีปรากฏ 
หรือไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอเน่ืองจากการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) บริเวณจุดจดจ าท่ี
เอน็ไซมต์ดัท าใหพ้ืชแต่ละพนัธ์ุมีความแตกต่างกนั เทคนิคอาร์เอฟแอลพีเป็นเทคนิคแรกท่ีไดรั้บความ
นิยมสูงในอดีต แต่เน่ืองจากขั้นตอนมีความสลบัซบัซอ้นและเสียเวลามาก ท าใหค้วามนิยมค่อยๆลดลง 
ซ่ึงปัจจุบันมีการพฒันาเทคนิคใหม่ๆข้ึนมามีความสะดวกรวดเร็วและให้ผลดี จึงท าให้เทคนิค         
อาร์เอฟแอลพีไม่ไดรั้บความนิยมในเวลาต่อมา 
 2.5.2 อาร์เอพีดี (Random Amplification Polymorphic DNA: RAPD) เป็นไพรเมอร์ท่ีมี
ล าดบัเบสขนาดสั้น 8-12 เบส อาร์เอพีดีพฒันาข้ึนเพื่อใชต้รวจสอบความแตกต่างของส่ิงมีชีวิตโดย
อาศยัหลกัการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยพีซีอาร์ พืชแต่ละชนิดจะมีการจดัเรียงตวัของล าดบัเบสของดี
เอ็นเอท่ีแตกต่างกันดังนั้นเม่ือน ามาตรวจสอบ โดยการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสโดยสุ่ม หรือ “arbitrary primer” (ซ่ึงหมายถึง
ส่วนรหสัเร่ิมตน้ของดีเอ็นเอสายเด่ียวขนาดสั้นประมาณ 10 เบส) หากอาร์เอพีดีไพรเมอร์นั้นมีเบสคู่
สมกบัดีเอ็นเอของพืชท่ีน ามาตรวจสอบจะเกิดการจ าลองตวัเองของดีเอ็นเอต้นแบบข้ึนเน่ืองจาก
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ปฏิกิริยาพีซีอาร์นั้นใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสโดยสุ่ม ดงันั้นไพรเมอร์เหล่าน้ีจึงสามารถเขา้คู่กบัดีเอ็น
เอของพืชโดยสุ่มได้หลายต าแหน่งเม่ือการเขา้คู่นั้นเกิดข้ึนในทิศทางท่ีเหมาะสมจะท าให้เกิดการ
จ าลองตวัของดีเอน็เอของพืชนั้นๆ ดงันั้นถา้สายพนัธ์ุพืชตวัอยา่งท่ีน ามาตรวจสอบมีความแตกต่างของ
สารพนัธุกรรมหรือเป็นคนละชนิดกนั ความสามารถในการจ าลองตวัของดีเอ็นเอจะแตกต่างกนัท าให้
ไดจ้  านวนและช้ินของดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกต่างกนัและสามารถน ามาใชป้ระโยชน์เป็นเคร่ืองหมายดี
เอน็เอในการบ่งบอกชนิดของสายพนัธ์ุ (cultivar identification) ได ้(หนูเดือน, 2556) 

2.5.3 เอเอฟแอลพี (Amplified Fragment Length Polymorphism: AFLP) เป็นเคร่ืองหมาย
ดีเอ็นเอท่ีวิเคราะห์ความแตกต่างของจุดตดัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction endonuclease) ร่วมกบั
ความแตกต่างของต าแหน่งเกาะของไพรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสแบบสุ่มสามารถตรวจสอบความแตกต่าง
ของช้ินดีเอน็เอ หรือคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบหลายต าแหน่งในคราวเดียวกนั โดยอาศยัหลกัการ
ตดัดีเอน็เอดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 2 ชนิด (มีต าแหน่งจดจ า 4 และ 6 เบส) เอนไซมท่ี์นิยมใช ้คือ EcoRI 
และ Msel จากนั้นเช่ือมต่ออะเดพเตอร์ (oligonucleotide sequence) ซ่ึงเป็นโมเลกุลดีเอ็นเอสายคู่ท่ีรู้
ล  าดบัเบสเขา้กบัปลายช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีถูกตดั เพื่อท าหนา้ท่ีเป็นต าแหน่งเกาะของไพรเมอร์ จากนั้นใช้
ไพรเมอร์ท่ีสามารถจบักบัอะเดพเตอร์ใหค้รอบคลุมช้ินส่วนดีเอ็นเอดงักล่าว ในต าแหน่งนิวคลีโอไทด ์
ท่ี 1 2 หรือ 3 ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่มดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ซ่ึงไดผ้ลผลิตช้ินดีเอ็นเอจ านวน
มากท่ีมีขนาดแตกต่างกนั สามารถแยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยเจลโพลิอะคริลาไมด์ (poly-acrylamide gel 
electrophoresis) ท่ีปรับสภาวะให้ดีเอ็นเอเสียสภาพ ความผนัแปรของแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏและไม่
ปรากฏในพืชแต่ละพนัธ์ุหรือโพลิมอร์ฟิซึมระหว่างจีโนไทป์ เกิดจากความแตกต่างของล าดบัเบสท่ี
ต าแหน่งจุดตดัของเอนไซมแ์ละความแตกต่างของเบสท่ีต าแหน่งเกาะของไพรเมอร์ 

เคร่ืองหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพีมีความจ าเพาะและสม ่าเสมอในการท าซ ้ าสูงกว่า
เทคนิคอาร์เอพีดีท่ี มีการใช้อย่างแพร่หลาย เน่ืองจากการท าคร้ังหน่ึงอาจได้แถบดีเอ็นเอท่ีมี               
โพลิมอร์ฟิซึมจ านวนมากเม่ือเทียบกบัเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดอ่ืน ซ่ึงไม่จ  าเป็นตอ้งทราบขอ้มูลล าดบั
เบสในส่ิงมีชีวติท่ีตอ้งการศึกษา นอกจากนั้นแถบดีเอน็เอบนเจลค่อนขา้งชดัเจน จึงนิยมน าเทคนิคน้ีมา
ใชศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม การสร้างแผนท่ีพนัธุกรรม การคน้หาและพฒันาเคร่ืองหมาย
ดีเอน็เอท่ีสัมพนัธ์กบัยนีท่ีสนใจเพื่อน าไปใชป้ระโยชน์ในการปรับปรุงพนัธ์ุ (Vos et al., 1995) 

2.5.4 เอสเอสอาร์ (Simple Sequence Repeat: SSR) หรือเรียก ไมโครแซทเทลไลท์ 
(microsatellite) จดัเป็นไพรเมอร์เจาะจง (specific primer) ท่ีถูกสร้าง หรือออกแบบข้ึนให้จบักบั       
ดีเอน็เอส่วนท่ีขนาบขา้งกบับริเวณไมโครแซทเทลไลท ์ฉะนั้นการออกแบบไพรเมอร์ชนิดน้ีตอ้งทราบ
ล าดบัเบสของบริเวณขนาบข้างส่วนท่ีเป็นไมโครแซทเทลไลท์ก่อนจึงเป็นขอ้จ ากดัของเทคนิคน้ี
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ประการหน่ึง จากผลการศึกษาพืชต่างสายพนัธ์ุกนัพบว่า มีจ  านวนซ ้ าหรือ repeat unit ไม่เท่ากนัจึง
สามารถตรวจความแตกต่างของขนาดช้ินดีเอ็นเอไดจ้ากผลของปฏิกิริยาพีซีอาร์ ไมโครแซทเทลไลท์
หรือเอสเอสอาร์ อาจใช้เป็น multilocus probe เพราะพบกระจายทัว่จีโนมแต่ถา้ออกแบบไพรเมอร์
เจาะจง (specific primer) โดยใชล้ าดบัของส่วนท่ีขนาบขา้งของเอสเอสอาร์ เทคนิคน้ีมีช่ือเรียกต่างๆ 
กนัไดแ้ก่ Sequence Tagged  Microsatellite (STM) หรือ Simple Sequence Length Polymorplism 
(SSLP) หรือ Sequence Tagged SSR  (Morgante and Olivieri, 1993) 

2.5.5 ไอเอสเอสอาร์ (Inter Simple Sequence Repeat: ISSR) เป็นเทคนิคโมเลกุล
เคร่ืองหมายชนิดหน่ึงท่ีใช้วิธีพีซีอาร์ ในการตรวจสอบไพรเมอร์ของไอเอสเอสอาร์จะมีลกัษณะเป็น
ล าดบัเบสซ ้ าเป็นชุด ซ่ึงจะไปจบักบัต าแหน่งเบสคู่สมท่ีมีลกัษณะเป็นล าดบัเบสซ ้ าเช่นกนับนจีโนม
ของส่ิงมีชีวติ (ภาพท่ี 2.1) ท่ีเรียกวา่ Simple Sequnce Repeat (SSR) หรือไมโครแซทเทลไลท์ต าแหน่ง
ของ SSR กระจายตวัอยูท่ ัว่จีโนมของส่ิงมีชีวิต ท าให้ไพรเมอร์จบักบัต าแหน่งต่างๆบนจีโนม ช้ินส่วน
ดีเด็นเอท่ีเพิ่มปริมาณข้ึนมาเป็นบริเวณระหว่าง SSR สองต าแหน่งเทคนิคน้ีจึงช่ือ Inter Simple 
Sequence Repeat ซ่ึงโพลีมอร์ฟิซึมหรือความแตกต่างเกิดข้ึนจากความแปรปรวน (variation) ของ
ล าดบัเบสภายในช้ินส่วนดีเอน็เอเช่น insertion หรือ deletion และการ mutation ของบริเวณท่ีไพรเมอร์
เขา้จบัท าให้ได้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัเทคนิคน้ีคลา้ยกลบัเทคนิคอาร์เอพีดีในส่วนท่ีวา่เป็นการสุ่ม
ต าแหน่งต่างๆของจีโนม แต่ไอเอสเอสอาร์มีความจ าเพาะสูงกว่าเน่ืองจากล าดบัเบสของไพรเมอร์มี
ความจ า เพาะมากกว่าไม่ได้มีล าดับเบสสุ่มเหมือนกับอาร์เอพี ดี จึงเป็นเทคนิคท่ีท าซ ้ าได้สูง      
(Tsumura et al., 1996) 
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ทีม่า: ดดัแปลงจาก National Center for Biotechnology Information (2014) 
ภาพที่  2.1 แผนผังแสดงการท าปฏิกิริยาของเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ แสดงการใช้ล าดับ                  

นิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นเอสเอสอาร์ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจ าเพาะต่างกนั โดยการใช ้      
นิวคลีโอไทด์ตวัท่ีอยูใ่กลเ้อสเอสอาร์เป็นไพรเมอร์ดว้ย 1-2 เบส ผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดเ้ป็น
ความยาวของล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีอยู่ระหว่างเอสเอสอาร์แต่ละชุดจึงเรียกเทคนิคน้ีว่า       
ไอเอสเอสอาร์ 

ข้อดีของเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
(1) ใชร้ะยะเวลาท าท่ีสั้นและมีราคาถูกจึงน าไปใชเ้พื่อการศึกษาเก่ียวกบัดีเอ็นเออยา่ง

แพร่หลาย 
 (2) ไม่จ  าเป็นตอ้งรู้ขอ้มูลล าดบัเบสของพืชนั้นๆมาก่อน 
 (3) โมเลกุลเคร่ืองหมายชนิดไอเอสเอสอาร์มีขนาดท่ียาวกว่าและใชอุ้ณหภูมิการท า

ปฏิกิริยาในช่วงท่ีไพรเมอร์ของไอเอสเอสอาร์จบัคู่กบัเบสเป้าหมาย (annealing temperature) สูงกวา่ท่ี
ใชก้บัอาร์เอพีดี จึงท าใหผ้ลของปฏิกิริยามีความเท่ียงตรงมากกวา่อาร์เอพีดี (Fang and Roose, 1997) 

จากการทดลองของ Bornet and Branchard (2001) พบวา่เทคนิคไอเอสเอสอาร์มีผล
การทดลองท่ีน่าเช่ือถือซ่ึงลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคน้ียงัคงเหมือนเดิมแม้ว่าจะมีการ
เปล่ียนแปลงปริมาณดีเอ็นเอต้นแบบหรือความเข้มข้นของไพรเมอร์ต่อปฏิกิริยา ในขณะท่ีการ
เปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของไพรเมอร์กลบัเป็นปัจจยัหลกัท่ีท าให้รูปแบบของลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีได้
จากเทคนิคอ่ืนเปล่ียนแปลงไปจากเดิม ดังนั้ นเทคนิคไอเอสเอสอาร์จึงเป็นเทคนิคท่ีง่ายแก่การ
ประยกุตใ์ชแ้ละมีความเสถียรสูง 
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ปัจจุบันมีการน าเทคนิคไอเอสเอสอาร์ มาประยุกต์ใช้ในงานวิเคราะห์ความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชต่างๆอยา่งไดผ้ล เช่น หวัหอม (Gang et al., 1994) ถัว่ลิสง (Raina et 
al., 2001) ชา (Lai et al., 2001) มนัฝร่ัง (Prevost and Wilkinson, 1999; Bornet et al., 2002)        
มะเขือเทศ (Kochieva et al., 2002) ตน้สน (Adams et al, 2003) กาแฟ (Ruaset al., 2003) ขา้ว (Prasad 
et al., 2005) และมะกอกน ้ามนั (Gomes et al., 2009) เป็นตน้ 

จากรายงานวิจัยพบว่าได้มีการน าเทคนิคไอเอสเอสอาร์มาใช้ในการศึกษา
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชในสกุลหรือชนิดเดียวกนัอยา่งแพร่หลาย ตวัอยา่งเช่น  

การศึกษาเปรียบเทียบระหว่างเทคนิคอาร์เอพีดี และ ไอเอสเอสอาร์ ในการจ าแนก
ความแตกต่างของขา้วฟ่าง (Yang et al., 1996) และขา้วสาลี (Nagaoka and Ogihara, 1997) พบวา่
เทคนิคไอเอสเอสอาร์บอกความแตกต่างและมีความสามารถในการท าซ ้ าดีกวา่เทคนิคอาร์เอพีดี 

Ge and Sun (1999) ได้ศึกษาความหลากหลายของพนัธุกรรมของ Aegiceras 
corniculatumโดยใชเ้ทคนิค allozyme และ ไอเอสเอสอาร์ พบวา่เทคนิคไอเอสเอสอาร์ เป็นเทคนิคมี
โพลีมอร์ฟิซึมสูง และเป็น fingerprinting method ท่ีดีส าหรับศึกษาสายพนัธ์ุของพืช 

Ruas et al. (2003) ไดศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชสกุล Coffea และ
ลูกผสมขา้มชนิด (interspecific hybrid) ของพืชสกุล Coffea พบวา่พืชสกุล Coffea มีล าดบัเบสท่ีมีซ ้ า
แบบ GA จ านวนมาก และยงัสามารถใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์เพื่อระบุพืชท่ีเป็นพ่อแม่ของพืชลูกผสม
ได ้

Basilio et al. (2009)ไดศึ้กษาเก่ียวกบั highland papaya (Vasconcellea pubescens) ซ่ึง
เป็นมะละกอภูเขาและเป็นพืชในสกุล Carica เช่นเดียวกบัมะละกอ โดยใช้ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์
จ านวน 7 ไพรเมอร์ มาใช้เพื่อการศึกษาความแตกต่างและองค์ประกอบ ของความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของ Vasconcellea pubescens จาก 333 ตวัอยา่ง ไดแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมด 114 แถบ พบแถบท่ี
บอกความแตกต่าง 63 แถบ ผลการศึกษาท่ีได้ในระดบัชนิดของ Vasconcellea pubescens มีความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมค่อนขา้งต ่า สามารถแบ่งกลุ่มท่ีท าศึกษาออกเป็น 8 กลุ่มท่ีแตกต่างกนัทาง
พนัธุกรรมโดยแยกเป็น 5 กลุ่มอยูใ่นเขตภาคเหนือและอีก 3 กลุ่มอยูใ่นเขตภาคใตข้องประเทศชิลี 

Costa et al. (2011) ไดท้  าการศึกษาและการวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรม
พืชในวงศ ์Caricaceae ไดแ้ก่ Vasconcellea monoica, Jacaratia spinosa, vasconcellea goudotiana 
และ Carica papaya โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลไอเอสเอสอาร์จ านวน 9 ไพรเมอร์ สามารถแยกแยะ
ความแตกต่างระหวา่งสกุลของพืชวงศ ์Caricaceae ไดอ้ยา่งชดัเจน โดยสกุล Jacaratia มีความใกลชิ้ด
ทางพนัธุกรรมกบัสกุล Vasconcellea มากกวา่ สกุล Carica 
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รัฐพร (2547) ไดศึ้กษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของเปลา้นอ้ย (Croton sublyratus 
Kurz.) จ  านวน 37 ตวัอยา่งท่ีไดจ้ากแหล่งต่างๆในประเทศไทย วิเคราะห์ดว้ยเทคนิคอาร์เอพีดี พบวา่มี 
3 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถใชส้ร้างเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบอาร์เอพีดีแต่ไม่ให้รูปแบบคงเดิมเม่ือท าซ ้ า แต่
เม่ือวิเคราะห์ด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พบว่ามี 3 ไพรเมอร์ ท่ีสามารถใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ     
ไอเอสเอสอาร์ท่ีใหรู้ปแบบคงเดิมเม่ือท าซ ้ า และเม่ือน ามาวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม พบวา่
ตน้เปลา้นอ้ยประกอบดว้ยกลุ่มยอ่ย 2 กลุ่ม ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแหล่งก าเนิดตน้เปลา้นอ้ย 

ปรียา และคณะ (2549) ท าการวิเคราะห์พนัธุกรรมของแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ ดว้ย
เทคนิคไอเอสเอสอาร์ สามารถจดักลุ่มแก่นตะวนัท่ีให้ผลผลิตหวัสูงออกจากสายพนัธ์ุอ่ืนและสามารถ
แยกแก่นตะวนัท่ีเป็นพนัธ์ุป่าออกจากแก่นตะวนัท่ีเป็นพนัธ์ุปลูกได ้

ศรีสุข และคณะ (2553) ได้ศึกษาการคัดเลือกโมเลกุลเคร่ืองหมายเพื่อตรวจหา
ลกัษณะความตา้นทานท่ีถ่ายทอดจากพนัธ์ุตา้นทานเช้ือรา Phytophthora capcisi สาเหตุโรคล าตน้ไหม้
ของพริก โดยใชส้ัดส่วนพริกลูกผสมท่ีให้ผลตา้นทานและอ่อนแอเป็นเคร่ืองบ่งช้ี ผลการศึกษาพบว่า 
microsatellite primers UBC836 สามารถใชต้รวจสอบลกัษณะตา้นทานและอ่อนแอของพริกลูกผสม
ไดโ้ดย microsatellite primers สามารถใชเ้ป็นโมเลกุลเคร่ืองหมายไดแ้ต่ยงัไม่แม่นย  าจะตอ้งเลือกแถบ
ดีเอน็เอท่ีแสดงความจ าเพาะกบัลกัษณะตา้นทานโรคไปหาล าดบัเบสและออกแบบดีเอ็นเอตวัตรวจจึง
จะใหผ้ลการตรวจสอบและติดตามลกัษณะความตา้นทานโรคล าตน้ไหมท่ี้แม่นย  าได ้

ศุจิรัตน์ และคณะ (2554) ได้จ  าแนกพนัธ์ุมันส าปะหลังโดยใช้เทคนิค  ISSR-
Touchdown PCR พบวา่เป็นวิธีการท่ีไดแ้ถบดีเอ็นเอชดัเจนสามารถคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ี
แสดงความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุไดแ้ละสามารถจ าแนกพนัธ์ุไดอ้ยา่งแม่นย  าสอดคลอ้งกบัประวติัของ
พนัธ์ุและแหล่งกระจายพนัธ์ุนั้นๆ และสามารถน าฐานขอ้มูลน้ีไปใช้เป็นแบบมาตรฐานส าหรับการ
เปรียบเทียบหรือตรวจพิสูจน์ตวัอยา่งพนัธ์ุท่ีสงสัยได ้
 2.5.6 ค่าทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม 

Polymorphic Information Content (PIC) ของ marker locus เป็นการวดัระดบั 
polymorphism และบ่งช้ีวา่ marker locus ท่ีใชว้ิเคราะห์ linkage นั้นมีความน่าเช่ือถือเพียงใด โดยค่า 
PIC ถูกน ามาใชเ้พื่อจ าแนกและก าหนด marker locus ท่ีเหมาะสม ถา้ allele ของ marker locus เป็น  
co-dominant  ค่า PIC คือสัดส่วนรุ่นลูก (informative offspring) ท่ีกระจายตวัไปตามฟีโนไทป์ซ่ึงมี 
index locus เป็นต าแหน่งท่ีใชส้ าหรับตรวจสอบ linkage ดว้ย marker allele โดย index locus จะมี 
wild-type allele และ dominant (mutant) allele ทั้งน้ี marker locus จะมี polymorphic ส าหรับ 
dominant allele ทางพนัธุศาสตร์หรือทางกายภาพ (ล าดบันิวคลีโอไทด์) ขอ้มูลรุ่นลูกเหล่านั้นจะใช้
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ค านวณค่า PIC ไดต่้อเม่ือ index locus ของพ่อแม่ฝ่ายหน่ึงมี marker ในสภาพ homozygous และอีก
ฝ่ายเป็น heterozygous ในกรณีท่ีพ่อแม่เป็น heterozygous ทั้งคู่ขอ้มูลจากรุ่นลูกเพียงคร่ึงเดียวเท่านั้นท่ี
จะใชไ้ด ้กรณีอ่ืนๆ จะไม่สามารถน าขอ้มูลมาใชไ้ด ้ (Redei, 2008) โดยค่า PIC มีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 1 ค่า 
PIC ท่ี 0 หมายถึงเคร่ืองหมายดีเอ็นเอนั้นมีเพียง 1 อลัลีล ค่า PIC ท่ี 1 หมายถึงเคร่ืองหมายดีเอ็นเอนั้นมี
จ านวนอัลลีลไม่จ  ากัด ซ่ึงเป็นวิธีท่ีดีในการประมาณความหลายหลายของเคร่ืองหมายดีเอนเอ       
(Zajc et al., 1997) 

ค่าดชันีความเหมือน (similarity index; S.I.) เป็นการวดัเชิงปริมาณส าหรับเปรียบเทียบ
ระหวา่งสองประชากร โดยค่าดชันีความเหมือนค านวณมาจากแถบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกนัของลายพิมพดี์
เอน็เอแต่ละคู่ซ่ึงสามารถบอกปริมาณของความแปรปรวนระหวา่งคู่ตวัอยา่งไดโ้ดยตรง (Lynch, 1990) 

ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน (similarity coefficient) วดัความเหมือนระหว่างสอง
ตวัอย่าง โดยพิจารณาจากขอ้มูลความแปรปรวน (variable) ท่ีมีอยู่ หรือขอ้มูลของค่าท่ีเก็บไดจ้าก
คุณสมบติัทางคุณภาพและปริมาณของลกัษณะท่ีมีอยู่ หรือทั้งสองอย่าง ซ่ึงขอ้มูลเหล่าน้ีเก่ียวขอ้งกบั
ค่าความแปรปรวน v และยอมส าหรับขอ้มูลท่ีอาจขาดหายไป (Gowe, 1971) 
 2.5.7 SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบ
จ าเพาะท่ีพฒันามาจากเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณโดยเทคนิคแบบสุ่มหลายต าแหน่ง
เช่น อาร์เอพีดี หรือเอเอฟแอลพี ซ่ึงการท าอาร์เอพีดีมีขอ้ดอ้ยในเร่ืองของการคงตวัของแถบดีเอ็นเอท่ี
เกิดข้ึนส่วนเอเอฟแอลพีมีขอ้ดอ้ยท่ีมีหลายขั้นตอนและวิธีการท าซบัซ้อน ดงันั้นเม่ือพบแถบดีเอ็นเอท่ี
แตกต่างกนัท่ีสามารถใชเ้ป็นเคร่ืองหมายได ้นิยมเปล่ียนแถบดีเอ็นเอนั้นให้สามารถตรวจสอบไดด้ว้ย
วธีิพีซีอาร์แบบจ าเพาะ โดยการตดัแถบดีเอน็เอดงักล่าวน ามาหาล าดบัเบสจากนั้นออกแบบไพรเมอร์คู่
ใหม่จากล าดบัเบสท่ีไดซ่ึ้งตอ้งตดัส่วนปลายท่ีเป็นส่วนจ าเพาะของไพรเมอร์เดิมออกก่อน ท าให้ได ้
ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะและสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดเ้พียงต าแหน่งเดียวซ่ึงท าให้แม่นย  าและรวดเร็ว
ข้ึน (สุรินทร์, 2552) 
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ทีม่า: ดดัแปลงจาก National Center for Biotechnology Information (2014) 
ภาพที ่2.2 แผนผงัแสดงขั้นตอนการท างานของเคร่ืองหมาย SCAR  

 การประยุกต์ใช้เทคนิคอาร์เอพีดีและไอเอสเอสอาร์ ร่วมกับเทคนิค SCAR เพื่อใช้
จ าแนกพชื 

 Hiromi et al. (1996) ไดศึ้กษา closely linked ของ nuclear restore gene (RF-1) ของ
ขา้วโดยศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่ง near-isogenic ท่ีมี RF-1 gene คือ  MTC-10R และไม่
มี RF-1 gene คือ MTC-10A โดยใชเ้ทคนิคไอเอสเอสอาร์ โดยใชไ้พรเมอร์จ านวน 76 ไพร์เมอร์ พบวา่
มีไพรเมอร์เดียวคือ (GA)8YC ท่ีสามารถบอกความแตกต่างระหวา่ง MTC-10R และ MTC-10A ได้
แถบดีเอ็นเอท่ีบอกความแตกต่าง 2 แถบ จากนั้นน าไปโคลนเขา้พาหะ (vector) แลว้น าไปหาล าดบั     
นิวคลีโอไทด ์เพื่อสร้างไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับตรวจสอบความแตกต่างระหวา่งยนี 2 ตวัน้ี 

 Urasaki et al. (2002) ไดพ้ฒันาเคร่ืองหมาย SCAR จากเคร่ืองหมายอาร์เอพีดี เพื่อใช้
จ  าแนกเพศมะละกอ โดยสามารถออกแบบ SCAR primer ท่ีมีความจ าเพาะกบัมะละกอเพศผู ้และ
กะเทยได ้
  Ye et al. (2006) ไดศึ้กษาเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์จ านวน 52 ไพรเมอร์ เพื่อใช้
ตรวจสอบความสัมพนัธ์ของ Sinocalycanthus chinensis, Chimonanthus spp. และ Calycanthus 
floridus ท่ีมีความเก่ียวขอ้งใกล้ชิดกนั พบว่ามีแถบดีเอ็นเอขนาด 748 คู่เบสท่ีเกิดจากไพรเมอร์ 
UBC811 ซ่ึงพบใน S. chinensis และเคร่ืองหมาย SCAR ท่ีไดจ้ากเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์สามารถ
จ าแนก S. Chinensis ออกจาก Chimonanthusspp. และ C. floridus ได ้
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  Niroshini et al. (2008) ไดศึ้กษาเคร่ืองหมาย อาร์เอพีดีจ  านวน 100 ไพรเมอร์ เพื่อ
น าไปพฒันาเคร่ืองหมาย SCAR ส าหรับจ าแนกเพศมะละกอ โดยสามารถออกแบบ SCAR primer ท่ี
น าไปใชใ้นการแยกมะละกอเพศเมียและกะเทยออกจากมะละกอเพศผู ้
  Rita et al. (2010) จ าแนก Fine-Leaved Fescue จ านวน 5 พนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย 
ไอเอสเอสอาร์ซ่ึงพบวา่มีช้ินส่วนดีเอน็เอ 2 ช้ินขนาด 600 และ 950 คู่เบสจากช้ินส่วนดีเอ็นทั้งหมด ท่ีมี
ความจ าเพาะกบัพนัธ์ุ Festuca psammophila และพบว่าเคร่ืองหมาย SCAR ท่ีออกแบบจากล าดบั       
นิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอนเอทั้ง 2 ช้ิน ท่ีได้จากเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ สามารถจ าแนก
F.psammophila ออกจาก Fine-Leaved Fescue พนัธ์ุอ่ืนๆท่ีพบในประเทศลิทวัเนียได ้
  Lee et al. (2011) สามารถระบุโสมเกาหลี (Panax ginseng C. A. Meyer) พนัธ์ุ 
Sunwon ไดโ้ดยใช้ไพรเมอร์ SCAR PgI821C650 ท่ีออกแบบจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์   
ไอเอสเอสอาร์ UBC821 

 จากการศึกษารายงานการวิจยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้แสดงให้เห็นวา่เทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
และ SCAR สามารถน ามาใชต้รวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมของสายพนัธ์ุพืช และสามารถใช้
พฒันาเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลส าหรับจ าแนกพนัธ์ุของพืชได้หลายชนิด ดังนั้ นการวิจัยน้ีจึงมี
วตัถุประสงคใ์นการศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุเพื่อน า
ความสัมพนัธ์ท่ีไดม้าประยกุตใ์ชใ้นการคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีแม่นย  า และมีความจ าเพาะในการ
จ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรมของมะละกอขอนแก่น 80 เพื่อประโยชน์ในตรวจสอบสายพนัธ์ุ และ
การคดัเลือกตน้พนัธ์ุใหถู้กตอ้งตรงตามพนัธ์ุ 
 

 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิยั 

 

3.1 อปุกรณ์ 
3.1.1 พชืทดลองและวสัดุปลูก 

(1) เมล็ดพนัธ์ุมะละกอจาก ศูนยว์ิจยัพืชสวนศรีสะเกษจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ดงัน้ี 
Florida, HO, HOSno.1, HOSno.2, HOSno.3, KDDNs, KDLS1, KDLS2, KD-Si, Khon Kaen 80, 
KN(SR), KNLS1, LN, MA, MI, Maradol, MIR, SEW58, SK001, SK002, SK003, SK004, Taiwan, 
Khaek Dum, Khaek Nuan, Khrang, Tha Phra 3, Number 12, Pak Chong, Hybrid Australia, Si Tong 
และ Hawaii  

(2) วสัดุปลูกท่ีใชใ้นการปลูกพืชดงัน้ี 
- ปุ๋ยสูตร 16-16-16 และ 21-0-0 
- ป้ายแสดงพนัธ์ุ 
- ถุงด าขนาด 4×6 น้ิว 
- ดินผสมส าหรับปลูกตน้ไม ้

3.1.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ในกำรศึกษำระดับดีเอน็เอ 
ตูค้วบคุมอุณหภูมิ 4 และ -20 องศาเซลเซียส เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง เคร่ืองคน

สารละลายอตัโนมติั เคร่ืองป่ันเหวีย่งหนีศูนย ์เคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) เคร่ือง
บนัทึกภาพเจล (Gel documentation) ชุดอิเล็กโทรโฟรีซีส เคร่ืองพีซีอาร์ (thermal cycler) หมอ้น่ึง
ความดนัไอ ไมโครเวฟ ไมโครปิเปต Tip และ Tube ขนาดต่างๆ เคร่ืองแกว้ กระบอกตวง และขวด
ขนาดต่างๆ 

3.1.3 สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรสกดัดีเอน็เอ 
(1) ไนโตรเจนเหลว β-Mercaptoethanol Chloroform Isoamyl alcohol Isopropanol   

70%ethanol และ RNase A 
(2) 2X CTAB ประกอบดว้ย 3%CTAB 100mM Tris-HCl 20mM EDTA และ          

1.4M NaCl 
(3) TE buffer ประกอบดว้ย 10mM Tris pH 8.0 และ 0.1mM EDTA 
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3.1.4 สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอโดยเทคนิคพซีีอำร์ 
(1) 25mM MgCl2 2mM dNTP 
(2) 10x PCR buffer ประกอบดว้ย 200mM Tris-HCL pH 8.4 และ 500mM KCl 
(3) Taq DNA polymerase (Fermentas, USA) 

3.1.5 สำรเคมีส ำหรับอเิลก็โทรโฟรีซีสบนเจลอะกำโรส 
(1) 0.5 mg/ml Ethidium Bromide Agarose gel 
(2) Loading dye ประกอบดว้ย 0.15% bromphenol blue ใน 50%glycerol 
(3) 1X TBE buffer ประกอบดว้ย Tris base 10.8 กรัม Boric acid 5.5 กรัม และ    

500mM EDTA pH 8.0 4 มิลลิลิตร 
(4) ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb DNA ladder และ 100 bp DNA ladder plus (Fermentas, 

USA) 
3.1.6 สำรเคมีทีใ่ช้ในกำรโคลน 

(1) อาหารเล้ียงเช้ือ LB (Luria-Bertani) LB agar (Luria-Bertani agar)  
(2) ยาปฏิชีวนะ ampicillin 
(3) ชุดน ้ายาส าเร็จรูป QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, USA) 
(4) pJET1.2/blunt Cloning Vector (Fermentas, USA) 
(5) T4 DNA ligase บริษทั (Fermentas, USA) 
(6) HIT Competent Cells-DH5alpha High 108 (Bioamerica, USA) 
(7) ชุดน ้ายาส าเร็จรูป GenJETTM Plasmid Miniprep Kit (Fermentas, USA) 

 
3.2 วธิีกำรทดลอง 

กำรทดลองที่ 1 จัดกลุ่มควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของมะละกอจ ำนวน 32 พันธ์ุ/สำยพันธ์ุ
จำกศูนย์วจัิยพชืสวนศรีสะเกษ โดยใช้เทคนิคไอเอสเอสอำร์ (inter-simple sequence repeats ) 

1.1 กำรเตรียมพชืทดลอง 
น าเมล็ดมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ลงแช่น ้ า 1 คืน จากนั้นเพาะเมล็ดในถุงท่ี

ใส่วสัดุปลูกขนาด 4×6 น้ิว และติดป้ายช่ือระบุพนัธ์ุมะละกอ หลงัจากตน้อ่อนงอก 15 วนัใส่ปุ๋ยสูตร
21-0-0 หลงัจากนั้น 15 วนั ท าการใส่ปุ๋ยสูตร 16-16-16 ทุก 15 วนั เม่ือครบ 60 วนั ท าการเก็บตวัอยา่ง
ใบอ่อนของตน้มะละกอ (ใบท่ี 2-3 จากยอด) จ านวนตน้ละ 1-2 ใบ เพื่อน ามาสกดัดีเอน็เอ 
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1.2 กำรสกดัดีเอน็เอ 
(1) บดตัวอย่ า ง ใบมะละกอน ้ าหนักประมาณ 0.5 ก รัมให้ละ เ อี ยดใน

ไนโตรเจนเหลวจากนั้นน าตวัอย่างใบมะละกอท่ีบดได้ละเอียดแล้วมาเติม 2x CTAB solution 
(ดดัแปลงจาก Kang et al., 1998) ท่ีอุ่นให้ไดอุ้ณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสจ านวน 700 ไมโครลิตร กบั 
β-Mercaptoethanol 7 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนัโดยการคว  ่าหลอดกลบัไปกลบัมาเบาๆ
ประมาณ 5 คร้ังก่อนท่ีจะน าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส (คว  ่าหลอดกลบัไปกลบัมาทุก 10 
นาที) นาน 30 นาทีถึง 1ชัว่โมง จากนั้นเติมสาร chloroform:isoamyl alcohol อตัราส่วน 24:1 จ านวน 
700 ไมโครลิตรผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัโดยการคว  ่าหลอดกลบัไปกลบัมาประมาณ10 นาทีป่ันเหวี่ยง
ท่ีความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาทีหลงัจากนั้นดูดของเหลวส่วนใสชั้นบน ใส่ในหลอด
พลาสติกจ านวน 500 ไมโครลิตร ใส่หลอดพลาสติกท่ีวางบนน ้ าแข็ง น าไปตกตะกอนดีเอ็นเอดว้ยการ
เติม 3M NaOAC จ านวน 50 ไมโครลิตร Isopropanol จ านวน 300 ไมโครลิตร ท่ีแช่เยน็ คว  ่าหลอด
กลบัไปกลบัมาเบาๆประมาณ 10 คร้ังก่อนท่ีจะน าไปไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสนาน 1 ชัว่โมง
แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็วรอบ 14,000 รอบต่อนาทีนาน 10 นาที เพื่อให้
ดีเอ็นเอตกตะกอน จากนั้นเทส่วนท่ีเป็นของเหลวทิ้งล้างดีเอ็นเอดว้ย 70%ethanol จ านวน 700 
ไมโครลิตรเขยา่เบาๆประมาณ 1 นาทีป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสความเร็วรอบ 14,000 รอบ
ต่อนาทีนาน 5 นาที (ท าซ ้ า 2 รอบ) ผึ่งดีเอ็นเอให้แห้งในอุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาทีละลายตะกอน
ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิดว้ย TE buffer (ประกอบดว้ย 10 mM Tris-HCl pH 8 และ 1 mM EDTA pH 8) 
จ านวน 100 ไมโครลิตร และ เอนไซมอ์าร์เอน็เอสเอ (RNase A) ความเขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
จ านวน 4 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมงเพื่อก าจดัอาร์เอ็นเอ เก็บรักษาดี
เอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ 4 หรือ -20 องศาเซลเซียส 

(2) ตรวจสอบความเขม้ข้นและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอดว้ยเคร่ืองวดัค่าการ
ดูดกลืนแสง (Spectrophotometer: PERKIN ELMER MBA 2000) น าตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากใบ
มะละกอมาตรวจสอบความเขม้ขน้และความบริสุทธ์ิดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง โดยใชป้ริมาณ
สารละลายดีเอ็นเอ 1 ไมโครลิตรต่อตวัอยา่ง โดยท าการวดัท่ีค่าการดูดกลืนแสง (absorbance) ท่ีความ
ยาวช่วงแสง 260 นาโนเมตร (A260) ซ่ึงจะค านวณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีวดัไดเ้ป็นนาโนกรัมต่อ
ไมโครลิตร ส่วนความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จะดูจากสัดส่วนการดูดซับแสงของตวัอย่างท่ี
ความยาวช่วงแสง 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) ถา้ค่าท่ีอ่านไดอ้ยูร่ะหวา่ง   
1.8-1.9 แสดงวา่ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดน้ั้นมีคุณภาพเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ ถา้ค่าอตัราส่วน
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มากกวา่ 1.9 แสดงวา่สารละลายดีเอน็เอท่ีไดป้นเป้ือนดว้ยอาร์เอ็นเอ แต่ถา้ค่าท่ีไดมี้อตัราส่วนนอ้ยกวา่ 
1.8 แสดงวา่สารละลายปนเป้ือนจากโปรตีนฟีนอลหรือสารเคมีอ่ืนๆ (Surzycky, 2000) 
 1.3 กำรตรวจสอบไพรเมอร์ที่เหมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอด้วยเทคนิค            
ไอเอสเอสอำร์ 

(1) การคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอในการศึกษาคร้ังน้ี
จ านวน 60 ไพรเมอร์ ใชว้ิธีการรวมดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุเขา้ดว้ยกนัแลว้น าไป
สังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ โดยท าการเตรียมปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ดงัน้ี ในปริมาตร 25 ไมโครลิตรประกอบดว้ย 1xPCR buffer 0.25mM dNTP 2.5mM MgCl2 1µM 
primer 5unit/µl Taq DNA polymerase และดีเอ็นเอตน้แบบ 50 นาโนกรัมโดยให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ย 
25 ไมโครลิตรโดยแต่ละไพรเมอร์เตรียมตวัอยา่งๆละ 2 ชุด 

(2) ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์ เพื่อทดสอบอุณหภูมิในช่วง 
annealing ท่ีเหมาะสมส าหรับไพรเมอร์แต่ละไพรเมอร์ประกอบดว้ยโปรแกรมพีซีอาร์ดงัน้ี 

โปรแกรมที่ 1 ขั้นท่ี 1 ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 3 นาทีขั้นท่ี 
2 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 30 วนิาทีอุณหภูมิ50 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 30 วินาที
และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 1 นาทีโดยท าซ ้ าในขั้นตอนท่ี 2 จ านวน 35 รอบขั้น
สุดทา้ยท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 7 นาที 

โปรแกรมที ่2 ขั้นท่ี 1 ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 3 นาทีขั้นท่ี 
2 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 30 วนิาทีอุณหภูมิ55 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 30 วินาที
และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 1 นาทีโดยท าซ ้ าในขั้นตอนท่ี 2 จ านวน 35 รอบขั้น
สุดทา้ยท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 7 นาที 

(3) หลงัจากนั้นน าผลผลิตดีเอน็เอท่ีไดม้าตรวจสอบดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีส
ในเจลอะกาโรสความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นตใ์น TBE buffer (tris-borate-edta) ความเขม้ขน้ 1 เท่าแลว้
ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ดว้ยเคร่ืองบนัทึกภาพเจลเปรียบเทียบกบั
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA ladder และ 100bp DNA ladder plus (Fermentas) คดัเลือกไพรเมอร์และ
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม ท่ีสามารถเพิ่มปริมาณและใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างชดัเจน 

1.4 กำรสังเครำะห์ดีเอน็เอของมะละกอโดยใช้เคร่ืองหมำยไอเอสเอสอำร์ 
 หลงัจากท่ีไดต้รวจสอบและคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอรวม
ของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุได้แลว้ จึงน าไพรเมอร์เหล่านั้นมาใช้ในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอจาก
มะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ ในการเตรียมสารละลายเพื่อ
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สังเคราะห์ดีเอ็นเอและการตั้งโปรแกรมเพื่อสังเคราะห์ดีเอ็นเอในเคร่ืองพีซีอาร์จะท าเช่นเดียวกบัใน
ขั้นตอน การตรวจสอบไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยเทคนิคไอเอสเอสอาร์
หลังจากนั้ นน าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟลิซีใน           
เจลอะกาโรส ความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นต ์ในสารละลาย TBE buffer ความเขม้ขน้ 1 เท่า แลว้ยอ้มดว้ย              
เอธิเดียมโบรไมด์ส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต ดว้ยเคร่ืองเคร่ืองบนัทึกภาพเจล เปรียบเทียบกบั   
ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1kb DNA ladder และ 100 bp DNA ladder plus (Fermentas) จากนั้นจึงน าแถบ       
ดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดม้าวเิคราะห์ขนาดของแถบดีเอน็เอท่ีได ้

1.5 กำรบันทกึผลและวเิครำะห์ข้อมูล 
(1) ในการศึกษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของมะละกอแต่ละสายพนัธ์ุ ไดท้  า

การเปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นผลผลิตจากปฏิกิริยา               
ไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์โดยใหแ้ถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏมีค่าเท่ากบั 1 และไม่ปรากฏมีค่าเท่ากบั 0  

(2) ค  านวณหาค่า PIC ตามวธีิของ Botstein et al. (1980) ซ่ึงมีสมการดงัน้ี 

 
เม่ือ Pij คือ ความถ่ีท่ีแถบดีเอ็นเอปรากฏจากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้   

ไพรเมอร์แต่ละชนิด 
(3) ค  านวณหาค่าดชันีความเหมือนจากสูตร S.I. = 2nab/(na+nb) (Lynch, 1991) 

เม่ือ na และ nb แทนจ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดท่ีพบในตวัอย่าง a และ b ตามล าดบั และ nab คือ 
จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีพบเหมือนกนัทั้ง 2 ตวัอยา่ง วิเคราะห์ดว้ยวิธี unweighted pair group method 
with arithmetic mean (UPGMA) ก่อนน ามาจดักลุ่มทางพนัธุกรรม เพื่อวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.1 (Rohlf, 
1998) 
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กำรทดลองที่ 2 ศึกษำพัฒนำเคร่ืองหมำยโมเลกุลที่มีควำมสัมพันธ์ทำงพันธุกรรมของ
มะละกอลูกผสมพนัธ์ุ ขอนแก่น 80 

2.1 กำรคัดเลอืกแถบดีเอน็ต่ำง 
จากขอ้ 1.4 ท าการคดัเลือกแถบดีเอ็นเอของขอนแก่น 80 ท่ีมีแถบแตกต่างจาก

พนัธ์ุอ่ืนๆท่ีน ามาทดลอง 
2.2 กำรสกดัช้ินส่วนดีเอน็เอจำกเจลอะกำโรส 

ตดัแถบดีเอ็นเอท่ีตอ้งการในเจลอะกาโรส 2 เปอร์เซ็นตใ์ส่ลงใน tube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ท าการสกดัช้ินส่วนดีเอ็นเอจากเจลอะกาโรสโดยใชชุ้ดสกดั QIAquick Gel Extraction Kit มี
วธีิการดงัน้ี 

(1) โดยเติมสารละลาย QG buffer ปริมาตร 3 เท่าของน ้ าหนกัเจล น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเชียส เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกระทัง่เจลละลายอยา่งสมบูรณ์ 

(2) เติม isopropanol ปริมาตร 1 เท่าของน ้ าหนกัเจล ผสมให้เขา้กนั จากนั้นจดัชุด 
column โดยน า QIAquick spin column วางบน collection tube ดูดสารละลายผสมใส่ใน ชุด column 
โดยดูดสารละลายปริมาตรไม่เกิน 750 ไมโครลิตร น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
นาน 1 นาที ทิ้งน ้าใสในหลอด collection tube 

(3) ลา้ง QIAquick spin column ด้วยสารละลาย PE buffer ปริมาตร 750 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้3 นาที น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ลา้ง 
QIAquick spin column อีกคร้ังดว้ยสารละลาย PE buffer ปริมาตร 750 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้3 นาที 
น าไปป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 

(4) จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย EB buffer ปริมาตร 20 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว ้1 นาที และป่ันตกตะกอนท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที 
ตรวจสอบขนาดและปริมาณช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดด้ว้ยเทคนิค gel electrophoresis ใน 2 เปอร์เซ็นต์
เจลอะกาโรส 
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2.3 กำรโคลน (Clone) ช้ินส่วนดีเอน็เอ 
ท าการเช่ือมต่อช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดเ้ขา้กบั pJET1.2/blunt Cloning Vector (ภาพ

ท่ี 3.1)โดยการเตรียม ligation mixture ปริมาตร 20 ปฏิกิริยาประกอบดว้ย 2X reactionbuffer ปริมาตร 
10 ไมโครลิตรช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีท าให้บริสุทธ์ิแลว้ 3 ไมโครลิตร เติมน ้ าสะอาด 4 ไมโครลิตร DNA 
blunting enzyme 1 ไมโครลิตรบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาทีแช่น ้ าแข็ง 1 นาทีเติม
pJET1.2/blunt Cloning Vector 1 ไมโครลิตร T4 DNA ligase 1 ไมโครลิตรบ่มท่ีอุณหภูมิ 22        
องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง  

 
ทีม่ำ: Thermo Scientific (2015) Product Information Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit 
ภำพที ่3.1 แผนท่ีของ pJET1.2/blunt Cloning Vector 

2.4 กำรถ่ำยเวคเตอร์เข้ำสู่เซลล์เจ้ำบ้ำน 
น าเวคเตอร์ท่ีเช่ือมต่อกบัช้ินส่วนดีเอ็นเอมาถ่ายเขา้สู่ competent cell คือ E. coli 

สายพนัธ์ุ DH5α (HIT Competent Cells-DH5alpha High 108) โดยผสม ligation mixture ปริมาตร 5 
ไมโครลิตรกบั competent cell ปริมาตร 50 ไมโครลิตรแลว้แช่ในน ้ าแข็ง 30 นาที จากนั้นน าไปแช่ใน
น ้ าท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 45วินาทีและแช่ในน ้ าแข็งทนัทีเป็นเวลา 20 นาที เติมอาหาร 
LB broth 200 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพาะเล้ียงโดยเขยา่ท่ีความเร็ว 250 รอบต่อ
นาทีประมาณ 1 ชัว่โมงดูดแบ่งใส่ plate ท่ีมีอาหาร LB agar ผสม ampicillin (100 µg/ml) ประมาณ 
plate ละ 100 ไมโครลิตร spread บนผวิหนา้อาหารแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสทิ้งไวข้า้มคืน 
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2.5 ตรวจสอบโคโลนีทีไ่ด้รับพลำสมิดทีม่ีช้ินส่วนดีเอน็เอ 
สุ่มเลือกโคโลนีแบคทีเรียตวัอย่างละ 10 โคโลนี มาท าปฏิกิริยา PCR เพื่อ

ตรวจสอบขนาดของช้ินส่วนของดีเอ็นเอ โดยการเตรียมปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอดังน้ี ใน
ปริมาตร 10 ไมโครลิตรประกอบดว้ย 1xPCR buffer 0.25mM dNTP 2.5mM MgCl2 1µM primer 
5unit/µl Taq DNA polymerase โดยให้ไดป้ริมาตรสุดทา้ย 10 ไมโครลิตรน ามาท าปฏิกิริยา PCR โดย
ใช้โปรแกรมพีซีอาร์ตามไพรเมอร์ท่ีได้ท าการคดัเลือกแถบดีเอ็นเอท่ีน ามาศึกษา จากนั้นตรวจสอบ
คุณภาพและขนาดของช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดโ้ดยใช้เทคนิค gel electrophoresis ใน 2 เปอร์เซ็นต ์   
เจลอะกาโรส 

2.6 กำรเลีย้งเช้ือเพือ่สกดัพลำสมิด 
เลือกโคโลนีท่ีมีช้ินยีนเป้าหมายมา 2 โคโลนี น ามาเล้ียงในอาหาร LB เหลว 5 

มิลลิลิตรท่ีมี Ampicillin (100 µg/ml) ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ี 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16-18
ชัว่โมง 

2.7 กำรแยกสกดัพลำสมิดดีเอน็เอด้วยชุดส ำเร็จ GenJETTM Plasmid mini prep kit 
(1) น า cell culture มาป่ันเหวี่ยงท่ี 5,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาทีเพื่อ

ตกตะกอนเซลล์เทอาหารออกให้หมดเติม Resuspensionsolution+RNase A ท่ี 4 องศาเซลเซียส
ปริมาตร 250 ไมโครลิตรผสมให้เขา้กนัโดยการ vortex จากนั้นเติม Lysis solution ปริมาตร 250 
ไมโครลิตรกลบัหลอดไปมา 4-6 คร้ังแลว้เติม Neutralization solution ปริมาตร 350 ไมโครลิตรกลบั
หลอดไปมา ป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นยา้ยของเหลวลง column น าไป
ป่ันตกตะกอน เสร็จแล้วป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาทีเทของเหลวทิ้งเติม          
wash solution (ท่ีเติมethanol 95% แลว้) 500 ไมโครลิตรป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 
นาทีเทของเหลวทิ้ง ป่ันเหวี่ยงหลอดเปล่าอีกคร้ังนาน 1 นาทีเติม wash solution (ท่ีเติม ethanol 95% 
แลว้) 500 ไมโครลิตรป่ันเหวีย่งท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาทีเทของเหลวทิ้ง จากนั้นน าหลอด
เปล่าไปป่ันเหวีย่งท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาทียา้ย column ลง tube 1.5 ขนาดมิลลิลิตรหลอด
ใหม่ เติม Elution buffer 50 ไมโครลิตรตั้งทิ้งไว ้10 นาทีป่ันเหวี่ยงท่ี 11,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2 
นาทีจากนั้นตรวจสอบคุณภาพและขนาดของพลาสมิดโดยใช้เทคนิค gel electrophoresis ใน 1 
เปอร์เซนตเ์จลอะกาโรส 

(2) น าพลาสมิดท่ีได้ส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีบริษัท 1stBASE 
(Malaysia) ผา่นบริษทั Ward Medic, Ltd. ประเทศไทย 
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2.8 กำรวเิครำะห์ล ำดับนิวคลโีอไทด์และออกแบบไพรเมอร์ 
(1) เม่ือทราบล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอแลว้ จากนั้นจึงน าเอาล าดบั 

นิวคลีโอไทด์ท่ีไดม้าท าการวิเคราะห์หาต าแหน่งท่ีเหมาะสมส าหรับออกแบบไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อ
มะละกอพนัธ์ุขอนแก่น 80 ทางดา้นปลาย 5´ และปลาย 3´ ความยาวดา้นละ 25 เบส 

(2) น าไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากการออกแบบมาท าพีซีอาร์กบัดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 
32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ เพื่อตรวจสอบความจ าเพาะของไพรเมอร์ท่ีไดอ้อกแบบและหาสภาวะท่ีเหมาะสม
ในการท าปฏิกิริยาท่ีท าใหเ้กิดผลพีซีอาร์ท่ีจ  าเพาะต่อมะละกอพนัธ์ุขอนแก่น 80 
  2.9 กำรประยุกต์ใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุลจำกไพรเมอร์ทีอ่อกแบบ 

น าไพรเมอร์ท่ีออกแบบสังเคราะห์ข้ึนมาใหม่ไปทดสอบความจ าเพาะต่อพนัธ์ุ
ของมะละกอพนัธ์ุขอนแก่น 80 จากนั้นขยายผลการวจิยัโดยน าคู่ของไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากการศึกษาคร้ังน้ี
ไปทดสอบกบัตวัอย่างมะละกอพนัธ์ุขอนแก่น 80 ท่ีเก็บเพิ่มมาจากศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตร
ขอนแก่นจ านวน 60 ตน้ โดยผา่นขั้นตอนพีซีอาร์ ตรวจสอบผลท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ทุกคร้ังดว้ยวิธี 
gel electrophoresis ใน 2 เปอร์เซนตเ์จลอะกาโรส 
  

3.3 สถำนทีแ่ละระยะเวลำทีท่ ำกำรวจิัย 
3.3.1 สถำนทีท่ ำกำรวจัิย 

ส านกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ อ. ธญับุรี จ. ปทุมธานี 
3.3.2 ระยะเวลำทีท่ ำกำรวจัิย 

เร่ิมท าการวจิยั เดือนเมษายน 2555 ถึง เดือนกุมภาพนัธ์ 2557 
 



บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 

4.1 การเตรียมต้นกล้ามะละกอ 
 เพาะเมล็ดมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุในวสัดุปลูก หลงัจากตน้อ่อนงอกเป็นเวลา 60 วนัได้
ตน้กลา้มะละกอท่ีจะน าใบมาใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 4.1) เพื่อน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดไ้ปใชศึ้กษา
ในการทดลองขั้นต่อไป 

      

      

ภาพที ่4.1 ตน้กลา้มะละกออาย ุ2 เดือนหลงัจากตน้อ่อนงอกจากการเพาะเมล็ด 
ก) ฟลอริดา    ข) แขกด า  
ค) ขอนแก่น 80   ง) ท่าพระ 3 
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4.2 การสกดัดีเอน็เอจากใบมะละกอ 
 สกดัดีเอ็นเอจากใบอ่อนมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณดี
เอ็นเอท่ีสกดัไดด้ว้ยการวดัการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260/280 นาโนเมตร (A260/A280) โดยค่า 
A260/A280 ท่ีวดัไดอ้ยูร่ะหวา่ง 1.77-1.92 ดีเอน็เอท่ีไดมี้ความเขม้ขน้ 950-1,850 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร
(ตารางท่ี 4.1) และจากการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส 
ความเขม้ขน้1.0 เปอร์เซ็นต ์เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (ภาพท่ี 4.2) แสดงให้เห็นแถบดีเอ็นเอ
ท่ีสะอาดไม่มีส่ิงเจือปน เจือจางดีเอ็นเอท่ีไดใ้ห้มีความเขม้ขน้เท่ากบั 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรเพื่อ
ใชใ้นการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อไป  

 

ภาพที่ 4.2 ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากใบมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ช่อง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb 
(Fermentas) ช่อง 1-32 คือ (1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3, 
(6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, (9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80, (11) KN(SR),  
(12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58,       
(20) SK001, (21) SK002, (22) SK003, (23) SK004, (24) Taiwan, (25) Khaek Dum,   
(26) Khaek Nuan, (27) Khrang, Tha Phra 3, (28) Number 12, (29) Pak Chong,            
(30) Hybrid Australia, (31) Si Tong และ (32) Hawaii ตามล าดบั 
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ตารางที่ 4.1 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร (A260 และ A280) และ
ปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากใบมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ 

 
 

ล าดบัท่ี พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ A260 A280 A260/A280 
ความเขม้ขน้ 

(ng/µl) 
1 Florida 0.102 0.065 1.86 1020 
2 HO 0.101 0.054 1.87 1010 
3 HOS no.1 0.097 0.051 1.90 970 
4 HOS no.2 0.096 0.051 1.88 960 
5 HOS no.3 0.124 0.069 1.80 1240 
6 KDDNs 0.115 0.06 1.92 1150 
7 KDLS1 0.111 0.061 1.82 1110 
8 KDLS2 0.146 0.078 1.88 1460 
9 KD-Si 0.135 0.072 1.88 1350 

10 Khon Kaen 80 0.185 0.097 1.91 1850 
11 KN(SR) 0.117 0.064 1.82 1170 
12 KNLS1 0.106 0.058 1.84 1060 
13 LN 0.115 0.062 1.92 1150 
14 MA 0.110 0.062 1.77 1100 
15 Maradal 0.096 0.053 1.80 960 
16 MI 0.127 0.072 1.77 1270 
17 MIR 0.105 0.058 1.81 1050 
18 SEW58 0.132 0.073 1.80 1320 
19 SK001 0.101 0.057 1.78 1010 
20 SK002 0.121 0.069 1.81 1210 
21 SK003 0.105 0.058 1.80 1050 
22 SK004 0.098 0.051 1.92 980 
23 Taiwan 0.133 0.072 1.86 1330 
24 Khaek Dum 0.116 0.062 1.87 1160 
25 Khaek Nuan 0.106 0.058 1.82 1060 
26 Khrang 0.130 0.069 1.88 1300 
27 Tha Phra 3 0.117 0.065 1.80 1170 
28 Number 12 0.169 0.088 1.92 1690 
29 Pak Chong 0.095 0.052 1.84 950 
30 Hybrid Australia 0.124 0.065 1.91 1240 
31 Si Tong 0.099 0.055 1.91 990 
32 Hawaii 0.176 0.092 1.91 1760 
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4.3 การคดัเลอืกไพรเมอร์ทีเ่หมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอน็เอด้วยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
การคดัเลือกไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 60 ไพรเมอร์ จากการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของ

มะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ พบว่ามีไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ จ  านวน 57 ไพร์เมอร์หรือคิดเป็น 95 
เปอร์เซ็นต์ สามารถเพิ่มปริมาณได้ด้วยวิธีพีซีอาร์จึงได้ท าการคดัเลือกไพรเมอร์และอุณหภูมิท่ีใช้
ในช่วง annealing ในปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อน ามาใชใ้นการศึกษาในขั้นต่อไป (ภาพท่ี 4.3 และตารางท่ี 
4.2)  

 

ภาพที่ 4.3 รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 60 ไพรเมอร์ (ตาราง
4.2) จากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัดีเอ็นเอรวมของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดยช่อง 
M2 คือ ดีเอน็เอมาตรฐาน 100 bp ladder plus (Fermentas) 
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 4.4 การสังเคราะห์ดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ 

 น าไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ท่ีผ่านการทดสอบจาก ขอ้ 4.3 มาใช้ในการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอจากมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ พบการให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 612 แถบ มีแถบ     
ดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่าง (polymorphic bands) จ านวน 240 แถบ (39%) แถบ และแถบดีเอ็นเอท่ี
เกิดข้ึนมีขนาดประมาณ 160-3,000 คู่เบส (ตารางท่ี 4.2 ) โดยไพรเมอร์ P17 ใหจ้  านวนแถบดีเอ็นเอมาก
ท่ีสุด คือ 19 แถบ และไพรเมอร์ P54 ให้จ  านวนแถบดีอ็นเอนอ้ยท่ีสุด คือ 4 แถบ โดยแถบดีเอ็นเอท่ีได้
จากการใชไ้พรเมอร์ P21 มีแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่าง (polymorphic bands) มากท่ีสุดคือ 13 แถบ 
มีขนาดประมาณ 310-1,900 คู่เบส (ภาพท่ี 4.4)  

 

ภาพที่ 4.4 ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดยใช้    
ไพรเมอร์ P21 ช่อง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb ladder (Fermentas) ช่อง 1-32 คือ         
(1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, 
(8) KDLS2, (9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80, (11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN,       
(14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58, (19) SK001, (20) SK002,    
(21) SK003, (22) SK004, (23) Taiwan, (24) Khaek Dum, (25) Khaek Nuan, (26) Khrang,  
(27) Tha Phra 3, (28) Number 12, (29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong 
และ (32) Hawaii ตามล าดบั M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus 
(Fermentas) 
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ตารางที ่4.2 แถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 3.2) 
โดยใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ ดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 

B = (C,G,T), D = (A,G,T), Y = (C,T), R = (A,G), V = (A,C,G), H = (A,C,T) 
*Ta = annealing temperatures 
 

Primer Sequence Ta 
( °C) 

Number of DNA bands 
PIC 

Size of 
PCR band 

 (bp) total Monomorphic polymorphic 
P1 (AG)8T 50 12 6 6 0.378 250 - 1,450 
P2 (GA)8T 50 12 9 3 0.152 280 - 1,300 
P3 (CT)8A 55 9 4 5 0.368 400 - 1,600 
P4 (GT)8YT 55 6 2 4 0.500 800 - 2,200 
P5 (AG)8YA 50 6 6 0 0 310 - 1,180 
P6 (CAC)3GC 55 9 9 0 0 160 - 1,600 
P7 (CT)8RC 50 5 1 4 0.342 800 - 2,700 
P8 (AC)8YA 55 15 5 10 0.448 410 - 2,000 
P9 (ACC)6 50 9 7 2 0.042 350 - 2,500 
P10 DBD(AC)7 55 18 13 5 0.252 280 - 1,200 
P11 (CAG)5 55 6 6 0 0 480 - 1,200 
P12 (AGC)5GR 55 8 8 0 0 320 - 1,300 
P13 (AGC)5AY 55 14 9 5 0.258 780 - 2,700 
P14 CA(GA)8 50 11 7 4 0.268 420 - 1,250 
P15 (GAG)3GC 55 9 5 4 0.382 310 - 1,750 
P16 GC(GA)8 55 12 6 6 0.332 550 - 1,700 
P17 (AGC)5Y 55 19 19 0 0 370 - 300 
P18 GGGT(GGGGT)2G 55 9 7 2 0.264 570 - 2,300 
P19 (GA)8YC 55 9 7 2 0.198 160 - 720 
P20 (CAGA)4 50 10 5 5 0.272 420 - 2,600 
P21 (GACA)4 55 14 1 13 0.500 310 - 1,900 
P22 (CAA)5 50 12 9 3 0.182 310 - 2,200 
P23 (GA)8A 50 13 10 3 0.230 390 - 2,500 
P24 (GT)8A 50 11 4 7 0.312 480 - 1,800 
P25 (TC)8A 50 7 6 1 0.212 450 - 2,100 
P26 (TC)8G 50 6 4 2 0 360 - 3,000 
P27 (TG)8C 50 6 6 0 0.226 500 - 1,300 
P28 (GA)8YT 50 6 3 3 0.434 390 - 950 
P29 (CTC)6 55 13 9 4 0.280 580 - 2,600 
P30 (GA)8C 55 15 6 9 0.368 180 - 1,700 
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ตารางที ่4.2 (ต่อ) แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 
3.2) โดยใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพร์เมอร์ ดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร์  

B = (C,G,T), D = (A,G,T), Y = (C,T), R = (A,G), V = (A,C,G), H = (A,C,T) 
*TA = annealing temperatures 
 

Primer Sequence TA* 
( °C) 

Number of DNA bands 
PIC 

Size of  
PCR band 

 (bp) total Monomorphic polymorphic 
P31 (CT)8T 55 8 4 4 0.408 160 - 700 
P32 (CT)8G 50 8 8 0 0 160 - 1,400 
P33 (TC)8C 50 12 9 3 0.178 200 - 1,500 
P34 (AGC)6 55 8 7 1 0.008 210 - 900 
P35 (CCG)6 50 8 7 1 0 350 - 1,050 
P36 (CA)6GT 55 9 2 7 0.502 200 - 2,200 
P37 (GA)6CC 55 5 5 0 0 210 - 1,150 
P38 (CCCT)4 50 11 8 3 0.184 330 - 1,250 
P39 (AG)8C 55 10 2 8 0.412 250 - 1,500 
P40 (AG)8G 55 14 7 7 0.388 220 - 1,250 
P41 (CA)8G 55 11 5 5 0.454 210 - 1,550 
P42 (AC)8G 50 13 5 8 0.488 350 - 1,450 
P43 (CA)8RT 50 9 5 4 0.268 350 - 1,300 
P44 (CA)8RG 55 14 4 10 0.484 260 - 1,100 
P45 (GT)8YC 55 14 9 5 0.330 220 - 1,500 
P46 (AC)8YG 50 16 8 8 0.356 180 - 2,000 
P47 (ATG)6 50 12 9 3 0.242 180 - 1,500 
P48 (GAA)6 50 13 7 6 0.222 210 - 1,700 
P49 (GGAGA)3 50 13 8 5 0.322 210 - 2,000 
P50 DVD(TC)7 55 17 9 8 0.360 220 - 1,400 
P51 BDB(CA)7 55 10 8 2 0.280 280 - 900 
P52 VHV(GT)7 55 17 11 6 0.238 190 - 950 
P53 HVH(TG)7 50 15 7 8 0.390 190 - 1,400 
P54 A(CA)8G 50 4 2 2 0.496 320 - 950 
P55 (ATG)6G 55 17 11 6 0.366 160 - 1,300 
P56 CT(CCT)3CAC 50 9 6 3 0.164 420 - 1,800 
P57 (GT)7AG 55 7 2 5 0.500 170 - 1,250 
P58 (CA)7TC - - - - - - 
P59 (GATA)4 - - - - - - 
P60 (AT)8G - - - - - - 

 Total  614 374 240  160 - 3,000 
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4.5 การบันทกึผลและวเิคราะห์ข้อมูล 
จากการทดลองพบวา่ค่า PIC จากแถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ 

มีค่าอยู่ระหว่าง 0 ถึง 0.502 (ตารางท่ี 4.2 )โดยมีค่าเฉล่ียเท่ากบั 0.263 จากการวิเคราะห์ค่าดชันีความ
เหมือน พบว่าความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธ์ุ Florida กบั HOSno.3 มีค่าต ่าท่ีสุดคือ 
0.47 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธ์ุ Tha Phra 3 กบัสายพนัธ์ุ Khon Kaen 80 มีค่าสูง
ท่ีสุดคือ 0.99 (ภาพท่ี 4.5) เม่ือวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอดว้ยวิธี UPGMA 
โดยใชค้่าดชันีความเหมือน และสร้างแผนภาพ แสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม (dendrogram) ของ
มะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.1 สามารถแยกความแตกต่าง
ทางพนัธุกรรมของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุไดเ้ป็น 2 กลุ่ม โดยแยกมะละกอพนัธ์ุฟลอริดาและ
ลูกผสมท่ีเกิดจากมะละกอพนัธ์ุแขกด า ออกจากมะละกอสายพนัธ์ุอ่ืนโดยท่ีค่าสัมประสิทธ์ิความ
เหมือนท่ีไดจ้ากการจดักลุ่มความสัมพนัธ์มีค่าระหวา่ง 0.63 ถึง 0.99 (ภาพท่ี 4.6) 

 

ภาพที่ 4.5 ค่าดชันีความเหมือนของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดยใช้เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์
จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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ภาพที่ 4.6 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุท่ีไดจ้ากการใช้ไพรเมอร์                
ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ และวเิคราะห์ผลโดยใชว้ธีิ UPGMA 

 
4.6 การคดัเลอืกแถบดีเอน็เอต่างทีไ่ด้จากเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
 การตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากตวัอย่างมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดยใช้ 
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์ จ านวน 57 ไพรเมอร์ และในจ านวนน้ีไดค้ดัเลือกไพรเมอร์ท่ีให้รูปแบบของ
แถบดีเอ็นเอท่ีแสดงความแตกต่างระหว่างมะละกอพนัธ์ุฟลอริดาและลูกผสมจ านวน 2 ไพรเมอร์คือ
ไพรเมอร์ P19 ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่างในมะละกอสายพนัธ์ุ ฟลอริดา (Florida)          
ท่าพระ 3 (Tha Phra 3) และขอนแก่น 80 (Khon Kaen 80) ขนาดของแถบดีเอ็นเอประมาณ 300 คู่เบส 
(ภาพท่ี 4.7) และไพรเมอร์ P16 ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกต่างในมะละกอสายพนัธ์ุท่าพระ 3 
และขอนแก่น 80 ขนาดช้ินส่วนดีเอน็เอประมาณ 820 คู่เบส (ภาพท่ี 4.8) 
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ภาพที ่4.7 แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใชไ้พรเมอร์ 
P19 ช่อง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb ladder (Fermentas) ช่อง 1-32 คือ (1) Florida,     
(2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, 
(9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80, (11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, 
(16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58, (19) SK001, (20) SK002, (21) SK003,              
(22) SK004, (23) Taiwan, (24) Khaek Dum, (25) Khaek Nuan, (26) Khrang,                
(27) Tha Phra 3, (28) Number 12, (29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong 
และ (32) Hawaii ตามล าดบั M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus 
(Fermentas) 
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ภาพที ่4.8 แถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใชไ้พรเมอร์ 
P16 ช่อง M1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb ladder (Fermentas) ช่อง 1-32 คือ (1) Florida,     
(2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, 
(9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80, (11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, 
(16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58, (19) SK001, (20) SK002, (21) SK003,              
(22) SK004, (23) Taiwan, (24) Khaek Dum, (25) Khaek Nuan, (26) Khrang,                
(27) Tha Phra 3, (28) Number 12, (29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong 
และ (32) Hawaii ตามล าดบั M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus 
(Fermentas) 
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4.7 การโคลนและการหาล าดับนิวคลโีอไทด์ของแถบดีเอน็เอทีจ่ าเพาะ 
ท าการสกัดแถบดีเอ็นท่ีได้จากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของดีเอ็นเอของมะละกอ     

ขอนแก่น 80 กบัไพรเมอร์ P19 ขนาดประมาณ 300 คู่เบส และ ไพรเมอร์ P16 ขนาดประมาณ 820 คู่
เบสออกจาก เจลอะกาโรส น าช้ินส่วนของช้ินดีเอ็นเอท่ีไดม้าเช่ือมต่อเขา้กบัพลาสมิด pJET1.2/blunt 
และส่งถ่ายเขา้สู่แบคทีเรีย E. coli สายพนัธ์ุ DH5α และเลือกโคโลนีตวัอย่างละ 10 โคโลนีมา
ตรวจสอบวา่มีช้ินส่วนของช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการศึกษาเช่ือมต่ออยูก่บัพลาสมิด pJET1.2/blunt โดยการ
ท าพีซีอาร์ดว้ยการใชไ้พรเมอร์ P19 กบัโคโลนีเช้ือทีโคลนจากแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 300 คู่เบส
และP16 กบัโคโลนีเช้ือท่ีโคลนจากแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 820 คู่เบสผลปรากฏว่าตวัอยา่งของ
ไพรเมอร์ P19 มีแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีตอ้งการ 7 โคโลนี คือ โคโลนีท่ี 1 4 5 6 7 8 9 จากทั้งหมด 10 
โคโลนี และไพร์เมอร์ P16 มีแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีตอ้งการ 5 โคโลนีคือโคโลนีท่ี 1 2 6 9 10 จาก
ทั้งหมด 10 โคโลนี (ภาพท่ี 4.9) น าโคโลนีท่ีมีช้ินส่วนดีเอ็นเอของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการมาเล้ียงเพิ่ม
ปริมาณและสกดัแยกพลาสมิด จากนั้นส่งตวัอยา่งพลาสมิดท่ีไดไ้ปวเิคราะห์ล าดบัเบส พบวา่ล าดบัเบส
ท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ P19 ไดช้ิ้นส่วนของช้ินดีเอ็นเอขนาด 292 คู่เบส และไพรเมอร์ P16 ไดช้ิ้นส่วนของ
ช้ินดีเอน็เอขนาด 817 คู่เบส (ภาพท่ี 4.10) 

 

ภาพที ่4.9 แถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการท าโคโลนีพีซีอาร์ ช่อง M1 คือดีเอ็นเอมาตรฐานดีเอ็นเอมาตรฐาน 
100 bp DNA ladder plus (Fermentas) ช่องท่ี 1-10 คือ แถบดีเอ็นเอจากโคโลนีท่ี 1-10 
ตามล าดบั 
ก) ไพรเมอร์ P19 กบัช้ินส่วนช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 300 คู่เบส 
ข) ไพรเมอร์ P16 กบัช้ินส่วนช้ินดีเอน็เอขนาดประมาณ 820 คู่เบส 
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ภาพที ่4.10 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอของมะละกอขอนแก่น 80 ท่ีไดจ้ากไพรเมอร์ P19 
และ P16 บริเวณท่ีมีลูกศรแสดงต าแหน่งและทิศทางของ SCAR primer 
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4.8 การออกแบบ SCAR primer และตรวจสอบความจ าเพาะ 
 จากล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ P19 และไพร์เมอร์ P16 (ภาพท่ี 
4.10) ท าใหส้ามารถออกแบบ SCAR primer (Forward primer และ Reverse primer) ไดด้งัน้ี 
  ช้ินส่วนดีเอน็เอขนาดประมาณ 292 คู่เบสท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ P19 
Forward primer : KK80_19F 5’- GAGACCGTGTATGAATGTATACATG -3’ 
Reverse primer  : KK80_19R 5’- GAGATCTTTAATCATATATATATAT -3’ 
  ช้ินส่วนดีเอน็เอขนาดประมาณ 817 คู่เบส ท่ีไดจ้ากไพร์เมอร์ P16 
Forward primer : KK80_16F 5’- GAGAGAGAGTTCCTCTCTCTTTAGA-3’ 
Reverse primer  : KK80_16R 5’- GAGAGAAAAAAGAGGGCTTTATTCC-3’ 

 น าคู่ของ SCAR primer ท่ีไดม้าใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในขั้นตอนการท าพีซีอาร์เพื่อ
จ าแนกมะละกอขอนแก่น 80 และสายพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งโดยใชดี้เอ็นเอมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุท่ี
สกดัไดจ้ากตวัอยา่งในขั้นตอนแรก และท าการเตรียมปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอดงัน้ี ในปริมาตร 
25 ไมโครลิตรประกอบด้วย 1xPCR buffer 0.25mM dNTP 2.5mM MgCl2 1µM primer 
(Forward+Reverse) 5unit/µl Taq DNA polymerase และดีเอ็นเอตน้แบบ 50 นาโนกรัมโดยให้ได้
ปริมาตรสุดทา้ย 25 ไมโครลิตรท าการสังเคราะห์ดีเอน็เอในเคร่ืองพีซีอาร์โดยตั้งโปรแกรมพีซีอาร์ดงัน้ี
ขั้นท่ี 1 ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 3 นาทีขั้นท่ี 2 อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็น
เวลานาน 30 วินาทีอุณหภูมิในช่วง annealing คู่ไพรเมอร์ KK80_19F กบั KK80_19R ใชอุ้ณหภูมิ 55 
องศาเซลเซียส ส่วนคู่ไพรเมอร์KK80_16F กบั KK80_16R ใช้อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียสเป็น
เวลานาน 30 วินาทีและอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 1 นาทีโดยท าซ ้ าในขั้นตอนท่ี 2 
จ านวน 35 รอบขั้นสุดทา้ยท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียสเป็นเวลานาน 7 นาทีโดยพบวา่ผลของรูปแบบ
ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_19F กบั KK80_19R ให้ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่าง
ในสายพนัธ์ุ ฟลอริดาท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 ขนาดประมาณ 280 คู่เบส โดยในสายพนัธ์ุอ่ืนให้
ช้ินส่วนดีเอ็นเอขนาดประมาณ 270 คู่เบส (ภาพท่ี 4.11) และคู่ไพรเมอร์ KK80_19F กบั KK80_19R 
ใหช้ิ้นส่วนดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างในสายพนัธ์ุท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 ขนาดประมาณ 800 คู่เบส 
โดยในสายพนัธ์ุอ่ืนใหช้ิ้นส่วนดีเอน็เอขนาดประมาณ 780 คู่เบส (ภาพท่ี 4.12) 



45 

 

 

ภาพที่ 4.11 แถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช ้       
ไพรเมอร์ KK80_19F กบั KK80_19R ช่อง M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
plus (Fermentas) ช่อง 1-32 คือ (1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2,            
(5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, (9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80,    
(11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR,      
(18) SEW58, (19) SK001, (20) SK002, (21) SK003, (22) SK004, (23) Taiwan,                  
(24) Khaek Dum, (25) Khaek Nuan, (26) Khrang, (27) Tha Phra 3, (28) Number 12,  
(29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong และ (32) Hawaii ตามล าดบั 
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ภาพที่ 4.12 แถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของมะละกอทั้ง 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช ้       
ไพรเมอร์ KK80_16F กบั KK80_16R ช่อง M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder 
plus (Fermentas) ช่อง 1-32 คือ (1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2,            
(5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, (9) KD-Si, (10) Khon Kaen 80,    
(11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR,      
(18) SEW58, (19) SK001, (20) SK002, (21) SK003, (22) SK004, (23) Taiwan,                  
(24) Khaek Dum, (25) Khaek Nuan, (26) Khrang, (27) Tha Phra 3, (28) Number 12,  
(29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong และ (32) Hawaii ตามล าดบั 
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4.9 เปรียบเทยีบล าดับนิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วนดีเอน็เอทีไ่ด้จากไพรเมอร์ทีอ่อกแบบ 
 จากผลการตรวจสอบรูปแบบแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการศึกษาในขา้งตน้ จึงไดท้  าการโคลนและ
หาล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการท าพีซีอาร์ระหวา่งคู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั 
KK80_P19R และ คู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั KK80_P16R กบัฟลอริดา แขกด า (Khaek Dum)      
ท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 จากนั้นน ามาเปรียบเทียบความแตกต่างๆ ของล าดบั นิวคลีโอไทด์ของ
มะละกอแต่ละพนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ (ภาพท่ี 4.13 และภาพท่ี 4.14) 

 

ภาพที ่4.13 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั 
KK80_P19R ของมะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 แขกด า และขอนแก่น 80 
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ภาพที ่4.14 ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั 
KK80_P16R ของมะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 แขกด า และขอนแก่น 80 
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ภาพที ่4.14 (ต่อ) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั 
KK80_P16R ของมะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 แขกด า และขอนแก่น 80  

4.10 การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมาย SCAR ทีพ่ฒันามาจากเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ 
  จากการขยายผลการวิจยั โดยน าคู่ของ SCAR primer คือ คู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั

KK80_P19R และ คู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั KK80_P16R ท่ีได้มาจากการศึกษาในคร้ังน้ีไป
ทดสอบโดยเทคนิคพีซีอาร์ กบัตวัอยา่งมะละกอขอนแก่น 80 ท่ีเก็บตวัอยา่งเพิ่มเติมจากศูนยว์ิจยัและ
พฒันาการเกษตรขอนแก่นจ านวน 60 ตน้ พบวา่ผลของรูปแบบของช้ินส่วนดีเอ็นเอดีเอ็นเอท่ีไดจ้าก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ ตรงกบัการศึกษาในการทดลอง 4.8 (ภาพท่ี 4.15)  
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ภาพที ่4.15 ผลทดสอบการน าคู่ของ SCAR primer ท่ีไดม้าจากการศึกษา ทดสอบกบัตวัอยา่ง มะละกอ
ขอนแก่น 80 จ านวน 60 ตน้ ช่อง M2 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus 
(Fermentas) F คือ ฟลอริดา; KD คือแขกด า และ 1-60 คือขอนแก่น 80 ตน้ท่ี 1 ถึง ตน้ท่ี 60 

 ก) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั KK80_P19R 
 ข) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั KK80_P16R 
 



บทที ่5 
วจิารณ์ผลการทดลอง สรุปผลการวจิยั และข้อเสนอแนะ 

 

5.1 วจิารณ์ผลการทดลอง 
5.1.1 ดีเอน็เอทีส่กดัได้จากใบอ่อนของมะละกอ 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบอ่อนของของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ด้วยวิธีท่ี
ดดัแปลงจาก Kang et al. (1998) วเิคราะห์คุณภาพและปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัไดด้ว้ยการวดัการดูดกลืน
แสง พบว่าวิธีการน้ีไดดี้เอ็นเอท่ีมีคุณภาพค่อนขา้งดี และมีปริมาณมากพอในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ดว้ยเทคนิคไอเอสเอสอาร์พีซีอาร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ี เม่ือน าดีเอ็นเอท่ีสกดัไดม้าตรวจสอบคุณภาพดี
เอน็เอดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรโฟรีซีสในเจลอะกาโรส ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัขอ้มูลดงักล่าว แสดงให้เห็นวา่
วธีิการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธีการท่ีดดัแปลงจาก Kang et al. (1998) มีความเหมาะสมในการเป็นตน้แบบ
ในการสังเคราะห์ดีเอน็เอของมะละกอ 

5.1.2 การวเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของมะละกอ 
ผลท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ขอ้มูลความสัมพนัธ์พนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 พนัธ์ุ/

สายพนัธ์ุโดยใช้เทคนิคไอเอสเอสอาร์ มีค่าใกลเ้คียงกบั การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของ
มะละกอท่ีปลูกในประเทศไทยจ านวน 30 พนัธ์ุของ Janthasri et al., (2007) โดยใชเ้ทคนิคเอเอฟเอลพี 
จากการใชไ้พรเมอร์จ านวน 12 คู่ พบวา่มีค่า PIC ระหวา่ง 0.00-0.50 มีค่า PIC เฉล่ียเท่ากบั 0.202 และ 
ค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน ท่ีไดจ้ากการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ มีค่าอยูร่ะหว่าง 0.726 ถึง 0.92 ส่วน
สาเหตุท่ีค่า PIC และค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือนท่ีไดจ้ากการจดักลุ่มความสัมพนัธ์ มีความแตกต่าง
อนัเน่ืองมาจากสายพนัธ์ุมะละกอท่ีน ามาศึกษา จ านวนไพรเมอร์ท่ีน ามาใช ้รวมถึงเคร่ืองหมายโมเลกุล
ท่ีใชใ้นการหาความสัมพนัธ์มีความแตกต่างกนั  

นอกจากน้ียงัพบวา่มะละกอ ท่าพระ 3 และขอนแก่น 80 มีค่าดชันีความเหมือนเท่ากบั 
0.99 (99%) สอดคลอ้งกบัความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม เน่ืองจากมะละกอขอนแก่น 80 เป็นมะละกอท่ี
พฒันาสายพนัธ์ุมาจากมะละกอท่าพระ 3 (วิไล และคณะ, 2551) เม่ือน ามาหาความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ ด้วยวิธี UPGMA และน ามาสร้างแผนภาพแสดง
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ พบวา่มะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 และ 
ขอนแก่น 80 ถูกแยกออกมาจากกลุ่มอ่ืนอยา่งเห็นไดช้ดั (ภาพท่ี 4.6) สอดคลอ้งกบัขอ้มูลการปรับปรุง
พนัธ์ุมะละกอ โดยฟลอริดาเป็นมะละกอท่ีมีถ่ินก าเนิดอยู่ในเขตอเมริกาเหนือ ส่วนท่าพระ 3 และ 
ขอนแก่น 80 เป็นลูกผสมท่ีเกิดจากการผสมระหวา่ง ฟลอริดากบัแขกด า (วไิล และคณะ, 2551)  
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5.1.3 การคัดเลอืกแถบดีเอ็นเอทีไ่ด้จากเทคนิคไอเอสเอสอาร์ 
แถบดีเอ็นเอท่ีได้จากการศึกษาคร้ังน้ีไม่สามารถให้แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัมะละกอ

ขอนแก่น 80 เน่ืองจากขอนแก่น 80 เป็นพนัธ์ุท่ีปรับปรุงพนัธ์ุมาจากสายพนัธ์ุท่าพระ 3 จึงมีลกัษณะ
ทางพนัธุกรรมท่ีใกลชิ้ดกนัมาก เป็นผลท าให้เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ไม่สามารถแยกความแตกต่าง
ของมะละกอทั้ง 2 สายพนัธ์ุน้ีออกจากกนัได ้

5.1.4 การเปรียบเทยีบล าดับนิวคลโีอไทด์ของช้ินส่วนดีเอ็นเอทีไ่ด้จากไพรเมอร์ทีอ่อกแบบ 
(1) การเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากคู่ไพรเมอร์ 

KK80_P19F กบั KK80_P19R ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัมะละกอฟลอริดาแขกด า ท่าพระ 3 และ
ขอนแก่น 80 (ภาพท่ี 4.13) เห็นไดว้า่มะละกอฟลอริดา ท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 ทั้ง 3 สายพนัธ์ุ มี
ล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์เหมือนกนั แต่สายพนัธ์ุแขกด าท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีแตกต่างออกไป ซ่ึงแสดง
ให้เห็นไดว้่าแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากคู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั KK80_P19R ในมะละกอท่าพระ 3 
และ ขอนแก่น 80 คือ แถบดีเอน็เอท่ีเกิดจากการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมมาจากพนัธ์ุฟลอริดา 

(2) การเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทด์ของแถบดีแถบดีเอ็นเอท่ีได้จากคู่ไพรเมอร์ 
KK80_P16F กบั KK80_P16R ท าปฏิกิริยาพีซีอาร์กบัมะละกอฟลอริดา แขกด า ท่าพระ 3 และ 
ขอนแก่น 80 (ภาพท่ี 4.14) มะละกอท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 ทั้ง 2 สายพนัธ์ุ มีล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ี
เหมือนกนั ซ่ึงแตกต่างจาก มะละกอฟลอริดาและแขกด า ซ่ึงเป็นพนัธ์ุพ่อและแม่ และเม่ือพิจารณา
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของมะละกอท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 เปรียบเทียบกบัฟลอริดา จะเห็นไดว้า่มี
ความแตกต่างของล าดับนิวคลีโอไทด์และขนาดช้ินส่วนดีเอ็นเอ แต่ในมะละกอแขกด ามีล าดับ           
นิวคลีโอไทด์ท่ีเหมือนกนัยกเวน้ล าดบันิวคลีโอไทด์ล าดบัท่ี 365-394 คู่เบส ของมะละกอท่าพระ 3 
และ ขอนแก่น 80 มีล าดบันิวคลีโอไทด์เพิ่มข้ึนมาจ านวน 29 คู่เบส ซ่ึงเกิดจากการเปล่ียนโครงสร้าง
ของโครโมโซม โดยมีช้ินส่วนของดีเอ็นเอเพิ่มเข้ามาภายในโครงสร้าง (duplication) แบบ             
แทนเดมดูพลิเคชนั (tandem duplication) (ภาคผนวก ก) โดยช้ินส่วนของช้ินดีเอ็นเอท่ีเกินมาจะเขา้ไป
แทรกตรงต าแหน่งเดิมและมีล าดบันิวคลีโอไทด์เรียงตามแบบเดิม (ประดิษฐ์, 2550) ท าให้ช้ินส่วน     
ดีเอน็เอท่ีไดมี้ลกัษณะล าดบันิวคลีโอไทดท่ี์ยาวข้ึนแตกต่างออกไปจากตน้พ่อและตน้แม่ 

ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแถบดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่มีความจ าเพาะใน
ระดับหน่ึงซ่ึงสามารถน าเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีได้ไปประยุกต์ใช้ในการหาลูกผสมของสายพนัธ์ุ
ฟลอริดา และใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลในการแยกความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมท่ีเก่ียวข้องกับ
มะละกอขอนแก่น 80 
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5.1.5 การประยุกต์ใช้เคร่ืองหมาย SCAR ทีพ่ฒันามาจากเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ 
จากการจากการประยุกตใ์ชเ้คร่ืองหมาย SCAR ท่ีออกแบบไดจ้ากไพรเมอร์ทั้ง 2 คู่ กบั

มะละกอขอนแก่น 80 ท่ีเก็บเพิ่มมาจากศูนยว์ิจยัและพฒันาการเกษตรขอนแก่นจ านวน 60 ตวัอย่าง 
พบวา่ผลท่ีไดมี้ความถูกตอ้งและแม่นย  ากบัตวัอยา่งทั้งหมด จึงสามารถยืนยนัไดว้า่เคร่ืองหมาย SCAR 
ท่ีไดจ้ากการวจิยัในคร้ังน้ีมีความจ าเพาะ 
 

5.2 สรุปผลการวจิัย 
การจดักลุ่มความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 สายพนัธ์ุ โดยใช้เทคนิค    

ไอเอสเอสอาร์ และพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความจ าเพาะในการแยกความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมของมะละกอขอนแก่น 80 โดยสรุปไดด้งัน้ี 

1. เคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีความสามารถในการจ าแนก
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของมะละกอในระดับหน่ึง โดยสามารถจ าแนกความสัมพันธ์ทาง
พนัธุกรรมของมะละกอจ านวน 32 สายพนัธ์ุออกเป็น 2 กลุ่ม สอดคลอ้งกบัแหล่งก าเนิดของมะละกอ 
และมีค่าดชันีความเหมือนอยูร่ะหวา่ง 0.47 ถึง 0.98  

2. เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีพฒันาจากเคร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ในการศึกษาในคร้ังน้ี 
คู่ไพรเมอร์ KK80_P19F กบั KK80_P19R สามารถจ าแนกมะละกอ ฟลอริดา ท่าพระ 3 และ    
ขอนแก่น 80 ออกจากมะละกอสายพนัธ์ุอ่ืน และคู่ไพรเมอร์ KK80_P16F กบั KK80_P16R สามารถ
จ าแนกมะละกอ ท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 ออกจากมะละกอสายพนัธ์ุอ่ืน  

3. เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีไดจ้ากการศึกษาในคร้ังน้ีไม่สามารถแยกมะละกอ ท่าพระ 3 
และ ขอนแก่น 80 ออกจากกนัได ้แต่สามารถน าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาไปใช้เป็นแนวทางในการ
จ าแนกลกัษณะทางพนัธุกรรมของมะละกอขอนแก่น 80 ได ้
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5.3 ข้อเสนอแนะ 
(1) ขอ้จ ากดับางประการจากการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อสังเคราะห์ดีเอ็นเอซ ้ าอาจได้ผล

การศึกษาไม่เหมือนเดิม ซ่ึงสาเหตุบางอย่างอาจเกิดจาก การเปล่ียนเคร่ืองพีซีอาร์ การเปล่ียน
บริษทัผูผ้ลิตเอนไซม ์Taq DNA polymerase (Meunier and Grimont, 1993) ซ่ึงการทดลองท่ีควบคุม
ปัจจยัต่างๆ ดงักล่าวจะช่วยใหผ้ลการทดลองมีความเช่ือถือ โดยการใชดี้เอ็นเอ ไพรเมอร์ สารละลายท่ี
ใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ และเคร่ืองพีซีอาร์ ชุดเดียวกนัตลอดการทดลองเพื่อให้ผลการศึกษามี
ความแม่นย  าและน่าเช่ือถือมากยิง่ข้ึน 

(2) ขอ้จ ากดัในการให้คะแนนแถบดีเอ็นเอเกิดปัญหาไดบ้่อยๆ เช่น แถบดีเอ็นเอในบางแถว
จางหรือไม่ชดัเจนหรือต าแหน่งอาจคลาดเคล่ือนจากกนั เน่ืองจากสาเหตุจากแถบดีเอ็นเอแถวท่ีอยูด่า้น
นอกเคล่ือนท่ีไปชา้กวา่แถบดีเอน็เอท่ีอยูแ่ถวกลาง เป็นตน้ ในกรณีดงักล่าวน้ี ถา้แถบดีเอ็นเอในแถวใด
ไม่ชดัเจนไม่อาจบอกไดแ้น่ชดั ใหต้ดัแถบดีเอน็เอดงักล่าวออกไปไม่ตอ้งน ามาคิดในการให้คะแนน 
 (3) ควรมีการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิดอ่ืนๆ เขา้มาช่วยจ าแนกมะละกอท่าพระ 3 และ 
ขอนแก่น 80 เพื่อให้ไดเ้คร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสามารถแยกมะละกอท่าพระ 3 และ ขอนแก่น 80 ออก
จากกนัได ้
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ภาคผนวก ก 
การเปลีย่นแปลงโครงสร้างภายในโครโมโซมประเภทดูพลเิคชัน (duplication) 
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ภาคผนวก ก 

 การเปลี่ยนแปลงโครงสร้างภายในโครโมโซมประเภทดูพลิเคชัน (duplication) คือการท่ีมี
ส่วนใดส่วนหน่ึงของโครโมโซมเพิ่มข้ึนมาจ าแนกตามต าแหน่งท่ีมีช้ินส่วนของโครโมโซมเพิ่มข้ึนมา
ได ้5 แบบดงัน้ี 
 1. แทนเดมดูพลิเคชนั (tandem duplication) เกิดจาก ช้ินส่วนของโครโมโซมท่ีเกินมาจะจะ
เขา้ไปแทรกตรงต าแหน่งเดิมและมีล าดบัยนีเรียงตามแบบเดิม เช่น AB • CDEDEFG 
 2. รีเวอร์สแทนเดมดูพลิเคชนั (reverse tandem duplication) เกิดจาก ช้ินส่วนของโครโมโซม
ท่ีเกินมาจะจะเขา้ไปแทรกตรงต าแหน่งเดิมแต่ล าดบัของยนีจะกลบักบัยนีเดิมเช่น AB • CDEEDFG 
 3. ดีสเพลสดูพลิเคชนั (displace duplication) เกิดจากช้ินส่วนของโครโมโซมท่ีเกินมาจะเขา้
ไปแทรกอยูผ่ดิต าแหน่ง มี 2 แบบ คือ 

อยูบ่นแขนโครโมโซมขา้งเดียวกนั (homobrichial displacement) เช่น AB • CEDEFGDE 
อยูบ่นแขนโครโมโซมคนละขา้งกนั (heterobrichial displacement) เช่น ABDE • CEDEFG 

 4. ทรานส์โพซิชนัดูพลิเคชนั (transposition duplication) หมายถึง ช้ินส่วนของโครโมโซมท่ี
เกินมา มาจากโครโมโซมอ่ืนท่ีไม่ใช่คู่กนั AB • CDEMNFG (ประดิษฐ,์ 2550) 

 

ทีม่า: Genetics Home Reference (2015) 

ภาพผนวกที ่1 การเปล่ียนแปลงโครงสร้างภายในโครโมโซมประเภทดูพลิเคชนั (duplication) 



 

 

 

 

 

 

 

ภาคผนวก ข 

รูปแสดงแถบแถบดเีอน็เอและค่าสัญลกัษณ์ตวัเลขจากการวเิคราะห์แถบดเีอน็เอ 
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ภาคผนวก ข 

 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA molecular weight standard) คือชุดของ DNA ขนาดต่างๆ ซ่ึง
ทราบขนาดท่ีแน่นอนของดีเอ็นเอแต่ละช้ินและเม่ือน าดีเอ็นเอมาตรฐานมาแยกในแผ่นเจล โดยใช้
กระแสไฟฟ้า (electrophoresis) ดีเอ็นเอจะเกิดการเคล่ือนท่ีในแผ่นเจล โดยท่ีดีเอ็นเอขนาดเล็กจะ
เคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าดีเอ็นเอขนาดใหญ่ จึงปรากฏเป็นแถบขั้นบนัไดของดีเอ็นเอขนาดต่างๆ ซ่ึงแถบ
ขั้นบนัไดของดีเอ็นเอมาตรฐานน้ีสามารถน ามาใช้ในการเปรียบเทียบเพื่อประมาณค่าขนาดของ          
ดีเอน็เอในตวัอยา่งท่ีตอ้งการศึกษา (ภาพผนวกท่ี ข.1) (บุญญานาถ และ สุภารัตน์, 2550) 

 

 

ที่มา: ดดัแปลงจาก Thermo Scientific (2015) Product Information Thermo Scientific GeneRuler 1 
kb DNA Ladder; Thermo Scientifi (2015) Product Information Thermo Scientific GeneRuler 
100 bpPlus DNA Ladder. 

ภาพผนวกที ่2 แสดงขนาดของแถบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากดีเอ็นเอมาตรฐาน  
ก) 1 kb ladder (Fermentas) 
ข) 100 bp DNA ladder plus (Fermentas) 



67 
 

Primer P1 

 
Primer P2 

 

ภาพผนวกที่ 3 ช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได้จากดีเอ็นเอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช ้ 
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ โดยช่อง M1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 kb 
ladder (Fermentas), M2 คือเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA ladder plus (Fermentas) 
ช่อง 1-32 คือ (1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3,           
(6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, (9) KD-Si, (10) KhonKaen 80, (11) KN(SR), 
(12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58, 
(19) SK001,    (20) SK002, (21) SK003, (22) SK004, (23) Taiwan, (24) Khaek Dum, 
(25) Khaek Nuan, (26) Khrang, (27) ThaPhra 3, (28) Number 12, (29) Pak Chong, 
(30) Hybrid Australia, (31) Si Tong และ (32) Hawaii ตามล าดบั 
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Primer P3 

 
Primer P4 

 
Primer P5 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P6 

 
Primer P7 

 
Primer P8 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P9 

 
Primer P10 

 
Primer P11 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P12 

Primer P13 

 
Primer P14 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P15 

 
Primer P16 

 
Primer P17 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P18 

 
Primer P19 

 
Primer P20 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P21 

 
Primer P22 

 
Primer P23 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P24 

 
Primer P25 

 
Primer P26 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P27 

 
Primer P28 

 
Primer P29 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P30 

 
Primer P31 

 
Primer P32 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 



78 
 

Primer P33 

 
Primer P34 

 
Primer P35 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P36 

 
Primer P37 

 
Primer P38 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P39 

 
Primer P40 

 
Primer P41 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P42 

 
Primer P43 

 
Primer P44 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P45 

 
Primer P46 

 
Primer P47 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P48 

 
Primer P49 

 
Primer P50 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P51 

 
Primer P52 

 
Primer P53 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P54 

 
Primer P55 

 
Primer P506 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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Primer P57 

 

ภาพผนวกที ่3 (ต่อ) ช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากดีเอน็เอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุโดยใช้
ไพรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
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ตารางผนวกที่ 1 ค่าสัญลกัษณ์ตวัเลขจากการวิเคราะห์แถบดีเอ็นเอของมะละกอ 32 พนัธ์ุ/สายพนัธ์ุ โดยใชไ้พรเมอร์ไอเอสเอสอาร์จ านวน 57 ไพรเมอร์ 
ช่อง 1-32 คือ (1) Florida, (2) HO, (3) HOSno.1, (4) HOSno.2, (5) HOSno.3, (6) KDDNs, (7) KDLS1, (8) KDLS2, (9) KD-Si,          
(10) KhonKaen 80, (11) KN(SR), (12) KNLS1, (13) LN, (14) MA, (15) MI, (16) Maradol, (17) MIR, (18) SEW58, (19) SK001,      
(20) SK002, (21) SK003, (22) SK004, (23) Taiwan, (24) Khaek Dum, (25) KhaekNuan, (26) Khrang, (27) ThaPhra 3, (28) Number 12, 
(29) Pak Chong, (30) Hybrid Australia, (31) Si Tong และ (32) Hawaii ตามล าดบั 

Primer P1 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,300 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
900 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 
630 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
620 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
410 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
250 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 

Primer P2 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 
480 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
380 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

 

 

 

87 

 



88 
 

ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P3 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,100 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 
1,050 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
650 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 
590 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 
400 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 

Primer P4 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
1,250 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
890 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
810 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Primer P7 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,700 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
1,600 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
1,050 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
800 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P8 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
1,900 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
1,800 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 
1,700 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
1,300 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 
730 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
700 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
570 1 0 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
540 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
400 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 

Primer P9 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
910 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Primer P10 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,150 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
1,100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 
900 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 

 
0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0 1 

670 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
550 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P13 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
1,300 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
900 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
800 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 
780 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 

Primer P14 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,250 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
530 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 
450 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P16 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,750 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 
1,650 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
1,600 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
1,550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
1,380 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 
1,200 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
750 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
610 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
540 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 

Primer P18 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,800 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 
810 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 

Primer P219 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
390 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P20 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,550 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
1,100 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
950 1 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 
690 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
660 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 

Primer P21 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,900 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 
1,330 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 
1,300 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
1,250 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
950 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 
890 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
880 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 
800 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 
780 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
470 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 
430 0 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P22 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,200 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
1,900 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
950 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 

Primer P23 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

900 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 
480 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 
440 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 

Primer P24 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,150 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
1,100 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
1,050 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
1,000 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
800 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 
480 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

Primer P25 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,000 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P26 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 
1,500 0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 

Primer P28 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

900 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
420 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 1 
380 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 

Primer P29 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1,250 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
1,200 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
600 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P30 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,250 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 
650 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
640 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
450 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
290 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 
270 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
250 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
240 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
180 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

Primer P31 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

450 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
400 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
350 0 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0 0 
320 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 

Primer P33 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,350 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
1,050 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
1,000 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P34 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

700 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

Primer P36 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,200 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
1,550 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
1,150 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1,050 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
850 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
780 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
200 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 

Primer P38 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

850 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
600 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
500 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 

 

 

 

96 

 



97 
 

ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P39 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,500 0 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 
680 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
650 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
430 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
410 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
390 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
340 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
330 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 

Primer P40 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,250 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
1,200 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
1,150 0 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
800 0 0 1 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
260 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
255 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
230 0 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P41 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

750 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
530 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
510 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
450 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 
310 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
290 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 

Primer P42 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,450 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
1,200 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
700 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 1 1 1 
680 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
480 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 
450 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 
330 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P43 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,100 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
540 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
410 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
390 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 

Primer P44 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

750 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
 

0 0 0 0 
700 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 
680 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 
610 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
600 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
480 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 
460 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
440 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 
260 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P45 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,200 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
1,350 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1,100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 
1,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 
900 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Primer P46 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

2,000 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 
1,500 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
1,400 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 
1,250 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
1,200 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 
1,100 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
750 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 
700 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Primer P47 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

560 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 
540 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 0 1 
520 1 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 1 0 

100 

 



101 
 

ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P48 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,700 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 
1,600 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 
1,350 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
1,200 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 
800 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 
550 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 

Primer P49 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

490 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 
485 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
250 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
200 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P50 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,400 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 1 0 
1,350 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 
1,000 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 
980 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
780 1 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1 1 1 
600 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
240 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 
220 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 

Primer P51 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

770 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 
760 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 

Primer P52 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

800 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 1 
750 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
720 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
490 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
480 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
450 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P53 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

800 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
520 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 0 
500 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
460 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 
430 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 
380 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
300 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
280 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 

Primer P54 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

680 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
320 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 

Primer P55 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

700 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 
600 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
540 0 1 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 1 0 0 1 
530 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 
280 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 
270 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 0 
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ตารางผนวกที ่1 (ต่อ) 

Primer P56 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,650 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0 
1,150 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 
520 0 0 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 0 0 0 

Primer P57 

Papaya No. 
Size of band 

1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 

1,250 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 1 1 
910 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 
840 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 
460 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 
170 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 
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ภาคผนวก ค 

ผลงานที่ตพีมิพ์เผยแพร่ 
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ประวตัผิู้วจิยั 
 

ช่ือ-สกุล       นายสุทวฒัน์ สินธีรโรจน์ 
วนั เดือน ปีเกดิ     30 สิงหาคม 2527 
ทีอ่ยู่        439 หมู่ท่ี 4 ต าบลเมืองแหง อ าเภอเวยีงแหง จงัหวดัเชียงใหม่ 50350 
การศึกษา ส าเร็จการศึกษาวทิยาศาสตรบณัฑิต วชิาเอกชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ 

มหาวทิยาลยันเรศวร ปี พ.ศ. 2550 
ประสบการณ์ท างาน   ผูช่้วยนกัวจิยัในหอ้งปฏิบติัการ ต าแหน่ง นกัวชิาการเกษตร ส านกัวจิยัพฒันา

เทคโนโลยชีีวภาพ คลอง 6 อ าเภอธญับุรี จงัหวดัปทุมธานี กรมวชิาการเกษตร 
พ.ศ. 2551 ถึงปัจจุบนั  

ผลงานทางวชิาการ น าเสนอผลงานทางวชิาการ ในหวัขอ้ การใชเ้คร่ืองหมายไอเอสเอสอาร์ส าหรับ
ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของมะละกอ ในการประชุมวชิาการ พืชสวน
แห่งชาติ คร่ังท่ี 13 “ นวตักรรมพืชสวนเพื่อชีวิตท่ียนืยาวอยา่งเป็นสุข” 
ณ โรงแรมเซ็นทาราแอนดค์อนเวนชัน่เซ็นเตอร์ จงัหวดัขอนแก่น  
29-31 กรกฎาคม 2557 

เบอร์โทรศัพท์ 081-0300011 
อเีมล์ aojung_naja@hotmail.com 
 


	01_cov
	02_tit
	03_apv
	04_abs
	05_ack
	06_tbc
	07_ch1
	07_ch2
	07_ch3
	07_ch4
	07_ch5
	08_bib
	09_app1
	09_app2
	09_app3
	10_bio

