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บทคดัย่อ 
 

จากการศึกษาในคร้ังน้ีไดน้ าเคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์มาใชต้รวจสอบความแตกต่างทาง
พนัธุกรรมขององุ่นท าไวน์ จ านวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ จากการท าลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้microsatellite primer 
18 คู่ พบวา่ ใหแ้ถบดีเอน็เอท่ีมีความแตกต่างกนั 133 แถบ ซ่ึงมีค่าตั้งแต่ 3 ถึง 12 แถบ เฉล่ียใหค้วามแตกต่าง
ของอลัลีล 7.4 แบบต่อไพรเมอร์ ไดข้อ้มูลทางพนัธุกรรมทั้งหมด 522 ขอ้มูล เม่ือน าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี 
UPGMA โดยใชค้่าดชันีความเหมือน พบวา่ สามารถแบ่งพนัธ์ุองุ่นท าไวน์ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ท่ีมีความ
แตกต่างกนัอย่างชดัเจน โดยระยะห่างทางพนัธุกรรมของทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม
มากกวา่  0.9  

ผลการศึกษาความหลากหลายพนัธุกรรมขององุ่นท าไวน์ท่ีปลูกในประเทศไทยกบัต่างประเทศ 
พบว่า องุ่นท่ีนิยมน ามาท าไวน์ทั้ง 5 พนัธ์ุ คือพนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon, Chenin Blanc, 
Colombard และ Tempranillo มีพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนัทั้งพนัธ์ุท่ีปลูกในประเทศและต่างประเทศ โดยใช ้        
microsatellite primer 18 คู่ น้ี  

จากการศึกษาความหลากหลายพนัธุกรรมขององุ่นในไวน์ โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล 
พบวา่ วธีิการสกดัดีเอน็เอจากน ้ าไวน์ดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูปและการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี CTAB 
ไม่มีความแตกต่างกนั จากการวเิคราะห์ความหลากหลายและความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมขององุ่นจาก
ไวน์ 9 ตวัอยา่ง โดยใช ้microsatellite primer 18 คู่ พบวา่ สามารถตรวจสอบและจ าแนกพนัธ์ุองุ่นท่ี
น ามาใชท้  าไวน์ได ้ดงันั้นวธีิน้ีจึงสามารถน ามาใชใ้นการควบคุมคุณภาพไวน์ได ้ 

 
ค าส าคัญ: ไวน์ องุ่น ลายพิมพดี์เอน็เอ เคร่ืองหมายไมโครแซทเทลไลท ์
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ABSTRACT 
 

This study examined microsatellite markers to determine genetic polymorphism in wine 
grape varieties. DNA fingerprinting of leaf samples from 29 grape varieties using 18 primer pairs 
gave 133 polymorphic alleles ranging in sizes between 3-12 bands. The average polymorphic  allele 
size was 7.4 bands per primer. A total of 522 genetic data were obtained. Twenty nine samples of 
wine grape varieties were clustered into two major groups using UPGMA method based on genetic 
similarity matrix with genetic difference of more than 0.9.  

The resulting genetic diversity data of wine grape varieties grown in Thailand were 
compared with those reported overseas. Five wine grape cultivars typically grown for winemaking 
in Thailand, namely Shiraz, Cabernet Sauvignon, Chenin Blanc, Colombard and Tempranillo 
showed identical genetic fingerprints as those reported in the literature by the 18 primer pairs used 
in this work.  

There were no differences in the results from genomic DNA extraction from wine by 
DNA extraction kit and DNA extraction method by CTAB. The genetic diversity of grape varieties 
from 9 wine samples using 18 primer pairs could identify grape cultivars and could be used in 
quality control of wine. 
 
Keywords: wine, grape, DNA fingerprint, microsatellite marker 
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บทที ่1 

บทนํา                                                          

 

1.1 ความเป็นมาและความสําคญัของปัญหา 

องุ่นเป็นไมผ้ลชนิดหน่ึงท่ีมีความสําคญัทางเศรษฐกิจของโลก สามารถปรับตวัไดดี้ทั้งใน

เขตหนาว เขตก่ึงร้อน และเขตร้อน สําหรับประเทศไทยองุ่นท่ีปลูกส่วนใหญ่เพื่อบริโภคผลสด และ

องุ่นทาํไวน์ได้รับความสนใจอย่างกวา้งขวาง เน่ืองจากมีสภาพภูมิอากาศของประเทศไทยสามารถ

ปลุกองุ่นไดดี้ มีการเจริญเติบโตดี และมีศกัยภาพในการใหผ้ลผลิตสูง โดยมีพื้นท่ีปลูกกระจายอยูเ่กือบ

ทัว่ทุกภาคของประเทศไทย สําหรับพื้นท่ีท่ีมีการปลูกองุ่นทางภาคเหนือ ได้แก่ จงัหวดัเชียงใหม่ 

เชียงราย และอุตรดิตถ์ ภาคตะวนัออกเฉียงเหนือ ไดแ้ก่ จงัหวดันครราชสีมา เลย และบุรีรัมย ์           

ภาคกลาง ไดแ้ก่ จงัหวดันครปฐม สมุทรสาคร และสระบุรี ภาคตะวนัตก ไดแ้ก่ จงัหวดัราชบุรี และ

กาญจนบุรี ส่วนทางภาคตะวนัออกและภาคใตก้็มีพื้นท่ีปลูกองุ่นเช่นกนั ซ่ึงไดแ้ก่ จงัหวดัจนัทบุรี 

ระยอง ระนอง และประจวบคีรีขนัธ์ โดยพื้นท่ีปลูกองุ่นทัว่ประเทศมีมากถึง 28,742 ไร่ และกาํลงัมีการ

ขยายพื้นท่ีปลูกเพิ่มมากข้ึนเร่ือยๆ (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2546 และ 2548) องุ่นมีมากมายหลายพนัธ์ุ

ซ่ึงมีลกัษณะแตกต่างกนัออกไป นอกจากมีรสชาติดีสาํหรับบริโภคผลสดแลว้ นอกน้ียงัสามารถนาํไป

แปรรูปเป็นผลิตภณัฑ์ต่างๆไดม้ากมาย เช่น ลูกเกด นํ้ าองุ่น ทาํแยม องุ่นบรรจุกระป๋อง และทาํเหลา้

องุ่น โดยเฉพาะไวน์ซ่ึงเป็นเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอล์ประเภทหน่ึงท่ีนิยมบริโภคกนัทัว่โลก รวมทั้ง

ประเทศไทยดว้ย (สุรศกัด์ิ, 2547) จากสถิติ พบวา่ ประเทศไทยสั่งนาํเขา้เคร่ืองด่ืมประเภทไวน์องุ่น 

(wine) ในปี พ.ศ. 2548 มูลค่า 459 ลา้นบาท และมีแนวโน้มจะเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ ทุกปี (สํานกังาน

เศรษฐกิจการเกษตร, 2549) ทาํให้นกัลงทุนชาวไทยและต่างประเทศมีความสนใจเขา้มาลงทุนผลิต

ไวน์องุ่นในประเทศไทยเพิ่มมากข้ึน (สุรศกัด์ิ, 2531) ปัจจุบนัมีแนวโน้มว่าโรงงานอุตสาหกรรม     

ใหม่ๆ ท่ีดาํเนินธุรกิจเก่ียวกบัการแปรรูปผลิตผล และการทาํไวน์องุ่นมีเพิ่มมากข้ึน เพื่อรองรับผลผลิต

องุ่นท่ีจะเพิ่มมากข้ึนในอนาคตได ้ 

สาเหตุสําคญัอีกประการหน่ึงท่ีประเทศไทยตอ้งนาํเขา้ผลผลิตองุ่นจากต่างประเทศ นั้นก็

เน่ืองมาจากองุ่นท่ีปลูกในเชิงการคา้ของไทยนั้นยงัไม่ค่อยมีความหลากหลายในเร่ืองของพนัธ์ุ ดงันั้น

จึงหลายหน่วยงานพยายามหาพนัธ์ุใหม่ๆ ท่ีมีคุณภาพดี สามารถเจริญเติบโตไดดี้ให้ผลผลผลิตสูง และ

ทนทานต่อโรคแมลง เขา้มาทดลองปลูก จนกระทัง่ปัจจุบนัไดพ้นัธ์ุองุ่นท่ีมีคุณภาพและศกัยภาพดี

พอท่ีจะใช้ปลูกเป็นการคา้ไดห้ลายพนัธ์ุดว้ยกนั เช่นพนัธ์ุ Marroo Seedless และ Perlette เป็นตน้ 
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ประเทศไทยไดเ้ร่ิมมีการคน้ควา้เก่ียวกบัเร่ืององุ่นอย่างจริงจงัในปีพุทธศกัราช 2499 (กลุ่มเกษตร

สัญจร, 2542) จนถึงปัจจุบนัมีการนาํองุ่นพนัธ์ุใหม่ๆ เขา้มาปลูกมากมายหลายพนัธ์ุ ประกอบกบั

ภาคเอกชนท่ีมีการนาํเขา้พนัธ์ุองุ่นมาจากต่างประเทศเช่นกนั โดยเฉพาะพนัธ์ุองุ่นท่ีใช้ทาํไวน์ของ

ภาคเอกชน จนบางคร้ังไม่ทราบว่าพนัธ์ุใดมาจากแหล่งใด และท่ีสําคญับางพนัธ์ุก็มีการตั้งช่ือข้ึนมา

ใหม่ และบางพนัธ์ุมีช่ือเดียวกนั จึงทาํให้เกิดความสับสนในเร่ืองของช่ือพนัธ์ุองุ่น ดว้ยเหตุน้ีจึงทาํให้

เกิดขอ้สงสัยวา่พนัธ์ุองุ่นภายในประเทศกบัพนัธ์ุต่างประเทศ ซ่ึงภาคเอกชนใชท้าํไวน์ในประเทศไทย 

ซ่ึงพบว่ามีหลายพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีมีความคลา้ยคลึงกนัมาก วา่มีความแตกต่างกนั

ทางพันธุกรรมหรือไม่  สําหรับวิ ธี ท่ีใช้ในการตรวจสอบพันธ์ุพืชนั้ น ท่ีทําได้ง่ าย ท่ี สุดก็ คือ                 

การตรวจสอบลกัษณะทางดา้นสัณฐานวิทยา (morphological characteristics) เช่น สี ขนาด รูปร่าง 

และรูปทรงของใบ ช่อดอก ช่อผล และผล เป็นตน้ แต่บางสายพนัธ์ุก็มีความคลา้ยคลึงกนัมาก ไม่อาจ

ใชว้ธีิน้ีระบุสายพนัธ์ุและจาํแนกความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุได ้(รัฐพล, 2551)  

ปัจจุบันได้มีการนําเทคนิคทางชีวโมเลกุลเข้ามาใช้ในการจาํแนกความแตกต่างของ

ส่ิงมีชีวิตต่างๆ สําหรับเทคนิคท่ีนิยมนาํมาใชใ้นปัจจุบนั เช่น เทคนิค Restriction Fragment Length 

Polymorphism (RFLP) เป็นการวิเคราะห์ความแตกต่างของขนาดความยาวดีเอ็นเอท่ีถูกตดัด้วย

เอ็นไซมต์ดัจาํเพาะ (Restriction enzymes) และ Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) ซ่ึง

เป็นเทคนิคท่ีประยุกต์มาจากเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) และ เทคนิค Amplified 

Fragment Length Polymorphism (AFLP) อีกเทคนิคหน่ึงท่ีนิยมใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนัคือ Microsatellite 

หรือ Simple Sequence Repeats (SSRs) จดัเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีมีการข่มร่วม และสามารถใช้

จาํแนกแตกต่างระหว่างเฮเทอโรไซโกต (Hexterozygous) และ ฮอโมไซโกต (Homozygote) ได้ดี

ให้ผลแน่นอนและแม่นยาํสูง ดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อใชเ้ทคนิค Microsatellite 

ในการตรวจสอบพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในประเทศไทย และวิธีตรวจสอบพนัธ์ุองุ่นเพื่อใชค้วบคุมคุณภาพ

ของการผลิตไวน์ต่อไป 

 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 

1.2.1 จดัทาํลายพิมพดี์เอ็นเอของพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในประเทศไทย เพื่อการจาํแนกพนัธ์ุและ

ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม 

1.2.2 เพื่อสืบคน้ขอ้มูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ท่ีสําคญั ซ่ึงปลูกในต่างประเทศ

เปรียบเทียบกบัลายพิมพดี์เอน็เอขององุ่นพนัธ์ุท่ีมีช่ือเดียวกนัท่ีปลูกในประเทศไทย 
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1.2.3 พฒันาเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอของพนัธ์ุองุ่นในนํ้ าไวน์ เพื่อยืนยนัสายพนัธ์ุ

องุ่นท่ีใชผ้ลิตไวน์ เปรียบเทียบกบัท่ีระบุในฉลาก 

 

1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้จากงานวจิยั 

 1.3.1 ไดล้ายพิมพดี์เอน็เอและความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ท่ีปลูกใน

ประเทศไทยสําหรับใช้เป็นขอ้มูลในการตรวจสอบความตรงตามพนัธ์ุและใช้ในโครงการปรับปรุง

พนัธ์ุต่อไป 

1.3.2 ได ้Biomarker ในการจาํแนกพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ในประเทศไทย 

1.3.3 สามารถตรวจระบุสายพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ เพื่อการควบคุมคุณภาพของการผลิตไวน์ใน

อุตสาหกรรมไวน์ในประเทศไทย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที ่2 

งานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 

2.1 ข้อมูลทัว่ไปขององุ่น 

องุ่นมีช่ือสามญัวา่ Grape จดัอยูใ่นวงค ์Vitacea สกุล Vitis ช่ือพฤกษศาสตร์ Vitis vinifera L. ซ่ึงมี

อยูป่ระมาณ 11 สกุล รวม 600 ชนิด Vitis ทัว่โลกมีอยูป่ระมาณ 10,000 สายพนัธ์ุ (Chadha and Shikhamany, 

1999) แต่ชนิดท่ีมีปลูกกนัมากท่ีสุดในโลกอยูใ่นกลุ่ม Vitis vinifera ซ่ึงมีมากวา่ 7,000 สายพนัธ์ุ (Cuisset et al., 

1995) องุ่นเป็นไมเ้ล้ือยประเภทไมย้นืตน้เกิดในแถบอากาศอบอุ่น สามารถเจริญไดดี้ในเขตอากาศก่ึงร้อนถึง

ร้อน องุ่นมีถ่ินกาํเนิดแถบอยูแ่ถบ Asia minor และ Caspian sea basin (ปวิณ, 2504; นนัทกร, 2546) 

สามารถเจริญเติบโตไดดี้ตั้งแต่เส้นละติจูดท่ี 20๐ ถึง 51๐ เหนือ และ 20๐ ถึง 40๐ ใต ้ อุณหภูมิท่ี

เหมาะสมอยูใ่นช่วง 10-20 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นภูมิอากาศแบบคอเคซสั (Caucasus) เป็นถ่ินกาํเนิด

องุ่นท่ีใชท้าํไวน์ชนิด Vitis vinifera (นนัทกร, 2546) โดยส่วนใหญ่แลว้นิยมปลูกองุ่นสายพนัธ์ุยุโรป

ประมาณ 90 % ทัว่โลก เพราะส่วนใหญ่มีคุณภาพดี และมีหลายชนิดให้เลือก เพื่อความเหมาะสมใน

การใชรั้บประทานสด หรือใชผ้ลิตไวน์ (ประดิษฐ์, 2543) สําหรับพื้นท่ีปลูกองุ่นของประเทศไทยจะมี

อยูห่นาแน่นในแถบตอนกลางของประเทศ ซ่ึงมีอุณหภูมิเฉล่ียประมาณ 25-30 องศาเซลเซียส ปริมาณ

นํ้าฝนเฉล่ียต่อปี 1,300-1,450 มิลลิเมตร ความช้ืนสัมพทัธ์ 60-90 เปอร์เซ็นต ์(สุรศกัด์ิ, 2540) พนัธ์ุองุ่น

ท่ีปลูกเป็นการคา้ในประเทศไทยส่วนใหญ่เป็น พนัธ์ุท่ีใชรั้บประทานผลสด ท่ีนิยมปลูกมาก คือพนัธ์ุ 

White Malaga และ พนัธ์ุ Cardinal (กรมส่งเสริมการเกษตร, 2548) นอกจากองุ่น 2 พนัธ์ุท่ีไดก้ล่าว

มาแลว้ยงัมีพนัธ์ุอ่ืนๆ ท่ีนิยมปลูก ไดแ้ก่พนัธ์ุ   Beauty Seedless, Carolina Black Rose, Early Muscat, 

Flame Seedless, Kyoho, Loose Perlette และ Ruby Seedless เป็นตน้ ซ่ึงใชรั้บประทานผลสด และ

นอกจากน้ียงัมีพนัธ์ุท่ีใชท้าํไวน์แดงท่ีนิยมปลูก คือ พนัธ์ุ Shiraz ส่วนอีกพนัธ์ุท่ีใชท้าํไวน์ขาว คือพนัธ์ุ 

Chenin Blanc (สุรศกัด์ิ และจรัล, 2548; Nilnond, 2001)  

 

2.2 ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ทัว่ไปขององุ่น 

ปวิณ (2504); นนัทกร (2546); รัฐพล (2549) ไดอ้ธิบายลกัษณะทัว่ๆ ไปขององุ่นโดยแบ่ง

ออกเป็นส่วนต่างๆ ดงัน้ี 
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ราก (Root) ระบบรากองุ่นส่วนใหญ่เป็นรากแขนง (lateral root) ทั้งน้ีเน่ืองจากนิยมขยายพนัธ์ุ

โดยวิธีการตอนหรือปักชาํตน้ตอ จากนั้นจึงนาํตาหรือก่ิงพนัธ์ุดีมาติดบนตน้ตอ รากส่วนใหญ่จะแผ่

ออกทางด้านขา้ง รากขององุ่นจะหยัง่ลึกลงไปในดิน แต่ในกรณีท่ีโครงสร้างดินดีอาจหยัง่ลึกได้

มากกวา่นั้น 

ลําต้น (Trunk) องุ่นเป็นพืชเถาเล้ือยจะพยุงโดยใชมื้อเกาะ (tendril) จบัตน้ไมห้รือส่ิงต่างๆ ท่ี

อยูข่า้งๆ ลาํตน้ขององุ่นถา้ปล่อยใหเ้จริญเติบโตตามธรรมชาติจะสามารถเจริญไดย้าวมาก เพราะฉะนั้นจึง

ตอ้งมีการตดัแต่งก่ิงเพื่อให้เกิดก่ิงสาขาและก่ิงแขนง ดงันั้นลาํตน้องุ่นจึงหมายถึง ส่วนท่ีอยูเ่หนือระดบั

พื้นดินข้ึนไปจนถึงบริเวณท่ีแยกเป็นก่ิงสาขา 

กิ่งแขนง หรือ กิ่งสาขา (Branch) ก่ิงขององุ่นสามารถแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ แขน (arm) 

เป็นก่ิงท่ีแยกออกจากลาํตน้ ส่วนท่ีสองคือ ตอก่ิง (spur) และ ก่ิงแก่ (cane) เป็นก่ิงท่ีแยกออกจากก่ิง

แขน ทาํหนา้ท่ีออกดอกและออกผล ส่วนใหญ่จะมีสีนํ้ าตาลและเปลือกจะแตก และส่วนท่ีสามคือ ก่ิง

อ่อน (shoot) จะมีลกัษณะเป็นสีเขียวหรือนํ้ าตาลอ่อน ๆ เปลือกเรียบไม่ค่อยมีรอยแตก ในระยะน้ีควร

ตดัแต่งก่ิงใหเ้หลือตาไวเ้พียง 3-4 ตา  

ใบ (Leaf) ใบองุ่นมีลกัษณะเป็นใบเด่ียว (simple leaf) เป็นส่วนท่ีติดกบัยอดอ่อนโดยมีกา้น

ใบอยูร่ะหวา่งกลางลกัษณะแบนคลา้ยฝ่ามือ แต่ละใบจะมีเส้นใบ จาํนวน 5 เส้น แยกออกจากกา้นใบ 

ขอบใบมีลกัษณะเป็นหยกัคล้ายฟันเล่ือย (secration) มีรูปร่างแตกต่างกนั ผิวใบมีลกัษณะต่างๆ คือ 

เรียบ (smooth) ขรุขระ (rogose) ลกัษณะเวา้ (pineched closed concave) ลกัษณะโคง้นูน (rolled over or 

conver) ข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุองุ่น 

มือเกาะ (Tendril) เป็นส่วนท่ีแยกออกมาจากขอ้ตรงขา้มกบัใบ เป็นช่อท่ีไม่พฒันาเป็นดอก 

ทาํหนา้ท่ีคลา้ยมือ เพื่อจบัลาํตน้หรือเถาเกาะกบัวสัดุ เพื่อให้เถาองุ่นเล่ือยไปได ้อาจมี 2 แฉก หรือ 3 

แฉก ไดเ้ส้นกลมเรียวเล็กและเหนียว จะอยูบ่ริเวณตอนปลายของก่ิงบางชนิดจะอยูต่รง และมีสีต่างๆ 

กนัข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุองุ่น 

ตา (Bud) เป็นส่วนท่ีอยูโ่คนใบท่ีพร้อมจะแตกออกมาเป็นยอดอ่อนเรียกว่าตาขา้ง (lateral 

or axillary) ตาท่ีอยู่ส่วนยอดอ่อนเรียกว่าตายอด (terminal bud) ตาขา้งเป็นตารวม (compound bud) 

ประกอยดว้ยตาเอก จะมีลกัษณะขนานใหญ่อยูต่รงกลาง และตารอง (secondary bud) 2 ตา มีขนาดเล็ก

ทาํหนา้ท่ีเป็นตาสาํรอง และจะเจริญเติบโตเป็นก่ิงเม่ือตาเอกถูกทาํลาย หรืออาจเกิดควบคู่กนัไปกบัตา

เอก  
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ช่อดอกและดอกย่อย (Inflorescence and Floret) ช่อดอกจะเกิดจากก่ิงใหม่ท่ีเพิ่งแตก

ออกมา ลกัษณะของดอกจะแตกต่างกนัไปตามสายพนัธ์ุ ก่ิงหน่ึง จะมีช่อดอกได ้1-3 ช่อ ดอกขององุ่น

แบ่งออกเป็น 3 ชนิด คือ ดอกเพศผู ้(staminate flower) ดอกสมบูรณ์เพศ (hermaphrodite flower) และ

ดอกเพศเมีย (pistilate flower) ตาํแหน่งของช่อดอก ท่ีเกิดนั้นจะอยูต่รงขา้มกบัใบเช่นเดียวกบัมือเกาะ 

รูปร่างของช่อดอกก็จะแตกต่างกนัไปตามสายพนัธ์ุ ส่วนมากมกัเป็นดอกสมบูรณ์เพศ (perfect flower) 

และส่วนใหญ่มีการผสมเกสรภายในดอกเดียวกนั (self-fruitful)  

ผล (Fruit) ลกัษณะผลองุ่นเป็นแบบ berry มีรูปร่างตั้งแต่กลมถึงยาว การเจริญเติบโตของ

ผลนั้นเป็นแบบ double sigmoid curve โดยในระยะแรกนั้นจะเจริญเติบโตเร็วมากจนถึงผลใกลเ้ปล่ียน

สี ซ่ึงในระยะน้ีผลจะมีสีเขียวเหมือนกนัหมดทุกพนัธ์ุ อาจแตกต่างกนัท่ีความแก่อ่อนของสี เม่ือเขา้สู่

ระยะท่ีสองนั้นเปลือกของผลจะเปล่ียนจากสีเขียวไปเป็นสีเหลือง ชมพู แดง ม่วง ดาํ หรือสีอ่ืนๆ 

เปลือกผลขององุ่นในแต่ละพนัธ์ุจะมีความหนาและเหนียวแตกต่างกนัไป ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุองุ่น  

เมล็ด (Seed) โดยทัว่ๆ ไปเมล็ดขององุ่น จะมีรูปร่างแบบ pyriform หรือรูปผลแพร์ บริเวณ

ตรงกลางทางดา้นหนา้ (ventral หรือ front site) ของเมล็ดจะมีลกัษณะนูนเป็นสันข้ึนมา ส่วนดา้นหลงั 

(dorsal หรือ back site) ของเมล็ดมีลกัษณะบวมข้ึนมาเป็นขอบรอบเมล็ด ถดัเขา้มาจะมีลกัษณะเป็น

ร่อง 2 ร่องท่ีอยูท่างดา้นซา้ยและขวาขนาบส่วนตรงกลางซ่ึงมีลกัษณะนูนเป็นวงกลม ความลึกของร่อง

ทั้งสองน้ีจะมากหรือนอ้ยนั้นข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุองุ่น  

พวงองุ่น (Clusters) คือกลุ่มของช่อผลท่ียึดอยูก่บัก่ิงโดยท่ีกา้นช่อ (peduncle) ไดพ้ฒันาไป

เป็นแกนกลางของพวงองุ่นเรียกวา่ ราคีส (rachis) ซ่ึงเป็นส่วนของช่อขั้วบนจนถึงปลายสุดของกา้นผล 

(pedicel) ช่อมีลกัษณะแตกต่างกนั เช่น ช่วงบนกวา้งคลา้ยไหล (shoulder) หรือลกัษณะกา้นช่อดอก

แตกออกเป็น 2 กา้น เรียกวา่ ปี (wing) ข้ึนอยูก่บัความยาวของกา้นช่อยอ่ยๆ ในพวงองุ่น และปริมาณ

ผลต่อพวงองุ่น ซ่ึงทาํใหเ้กิดเป็นลกัษณะแน่นมากหรือหลวมๆ  

 

2.3 ชนิดของพนัธ์ุองุ่น  

พนัธ์ุองุ่นสามารถแบ่งตามแหล่งกาํเนิดออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ องุ่นสายพนัธ์ุยุโรป (European 

species) และ สายพนัธ์ุพื้นเมืองอเมริกา (Native America species) นอกจากน้ียงัแบ่งพนัธ์ุองุ่นออกเป็น องุ่น

พนัธ์ุทาํไวน์ องุ่นพนัธ์ุรับประทานสด องุ่นพนัธ์ุใชเ้ป็นตน้ตอ และ องุ่นลูกผสม ดงัต่อไปน้ี 
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2.3.1 องุ่นสายพนัธ์ุยโุรป (European species) 

องุ่นสายพนัธ์ุยุโรป (European species) เกือบทั้งหมดเป็นชนิด Vitis vinifera ท่ีปลูก

ทัว่ๆ ไป เพื่อการรับประทานผลสด ทาํไวน์ ลูกเกด และ นํ้ าผลไม ้ส่วนใหญ่เป็นองุ่นชนิดน้ี ทัว่โลกมี

องุ่นชนิดน้ีประมาณ 5,000 สายพนัธ์ุ ตวัอยา่งเช่น พนัธ์ุ Thompson Seedless, Muscat of Alexandria, 

Italia, White Malaga และ Cardinal  

2.3.2 สายพนัธ์ุพื้นเมืองอเมริกา (Native America species) 

องุ่นสายพนัธ์ุพื้นเมืองอเมริกา (Native America species) เป็นองุ่นชนิด Vitis vinifera จะ

ปลูกทัว่ไปในอเมริกา นอกจากน้ียงัมีพนัธ์ุพื้นเมืองประมาณ 30 สกุล ท่ีมีความสําคญัในอุตสาหกรรมองุ่น

ของอเมริกาและยุโรปเช่นกัน เพราะทนต่อศตัรูพืช และส่ิงแวดล้อมต่างๆ จึงถูกนาํไปทาํการผสมกับ         

V. vinifera ใหไ้ดล้กัษณะพนัธ์ุท่ีดี และบางพนัธ์ุมีลกัษณะท่ีดีเพื่อใชท้าํตน้ตอ นอกจากน้ีองุ่นพนัธ์ุพื้นเมือง

อเมริกายงัแบ่งออกเป็น 

(1) Vitis larusca (fox grape) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Concord, Niagara และ Isabella 

(2) Vitis riparia (river bank grape) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Beta, Clinton, Bacco Noir,  Marechal 

Foch, C3309, 5BB และ SO4 

(3) Vitis aestivaris (sumer, pigeon or winter grape) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Norton และ Cynthiana 

(4) Vitis rupestis (mountain grape) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ St.George, 99R, 140Ru และ AXR1 

(5) Vitis lincecumii (fox grape) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Bailey, Beacon, Ellen Scott และ Mrague Rite 

(6) Vitis champini ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Champanel, Lomanto และ Nitodul 

สําหรับพนัธ์ุท่ีใช้เป็นตน้ตอ (Rootstocks) ได้แก่ Vitis berandieri, V. cordifordieri,             

V. doaniana, V. longii, V. cinerea, V. monicola, V.riparia และ V. rupestis  

นอกจากน้ียงัมีอีก 2 สกุล ซ่ึงเป็นพนัธ์ุพื้นเมืองของอเมริกาท่ีมีลกัษณะพิเศษแตกต่าง

จากกลุ่มอ่ืนๆ คือ V.rotundiforia และ V. munsoniana มีลกัษณะทางพฤกษศาสตร์แตกต่างจากพนัธ์ุ

อ่ืนๆ ลกัษณะผลไม่รวมกนัเป็นกลุ่มติดกนั (bunch-grape) ใน 1 ช่อ จะติดผลช่อเดียวช่อละประมาณ 6-24 ผล 

และผลจะไม่แก่พร้อมกนั ทั้ง 2 พนัธ์ุไม่สามารถผสมกบัองุ่นชนิด bunch-grape และการทาบก่ิงองุ่น

อ่ืนๆ ก็ยากมาก มีความทนทานต่อโรคในแถบภาคใตข้องอเมริกา พนัธ์ุน้ีรู้จกักนัดี ไดแ้ก่ 

(7) Vitis rotundiforia (muscadine) ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Scuppernong, Magnolia, Carlos  

(8) Vitis munsoniana (brid, everbearing grape) ไม่มีช่ือพนัธ์ุแต่จดัอยูใ่นกลุ่ม Muscadine 

Grape  
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ส่วนองุ่นพนัธ์ุมสัคาดีน (Muscadine Grape) จดัเป็นองุ่นท่ีมีลกัษณะพิเศษดงักล่าว

ขา้งตน้แลว้ นอกจาก 2 สกุล แลว้ยงัมีอีกชนิดหน่ึง คือ Vitis popenoei แต่การผลิตเป็นการคา้ส่วนใหญ่

ใชช้นิด V. rotundifolia องุ่นพนัธ์ุมสัคาดีน จะมีลกัษณะกล่ินหอมเป็นพิเศษ จึงนิยมใชใ้นอุสาหกรรม

เหลา้ไวน์ นํ้ าผลไม ้แยม ในอเมริกาไวน์ขาวหลายชนิดจะมีช่ือว่า มสัคาดีน หรือ สคุปเปอร์นองแชม

เปญ และบร่ันดีก็ผลิตจากองุ่นชนิดน้ี (นนัทกร, 2546) นอกจากน้ียงัสามารถแบ่งพนัธ์ุองุ่นออกเป็น       

4 กลุ่ม 

2.3.3 องุ่นสาํหรับผลิตไวน์ สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มยอ่ย คือ 

(1) องุ่นสําหรับทาํไวน์แดง ได้แก่ Shiraz หรือ Syrah, Merlot, Cabernet Sauvignon, 

Greenache Noir, Rubired, Zinfandel, Cabernet Franc, Pinot Noir, Merichal Foch, Barbera, Cinsaut  

และ Tempranillo 

(2) องุ่นสําหรับทาํไวน์ขาว ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Chardonnay, Chenin Blanc, Sauvignon Blance, 

Semilon, Macabeu Blanc และ Riesling  

2.3.4 องุ่นสาํหรับรับประทานสด สามารถแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มยอ่ย คือ 

(1) องุ่นสําหรับประทานสดชนิดไม่มีเมล็ดผลสีเขียวหรือเหลือง ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Perlette, 

Loose Perlette, Delight, Emeral Seedless, Thomuscat, Dawn Seedless และ Centennial Seedless 

(2) องุ่นสําหรับประทานสดชนิดไม่มีเมล็ดผลสีแดง แดงอมม่วง หรือดาํ ไดแ้ก่ พนัธ์ุ 

Beauty Seedlees, Marroo Seedless, Flame Seedlees, Ruby Seedlees และ Fantasy Seedless  

(3) องุ่นสําหรับประทานผลชนิดมีเมล็ด ผลสีเขียวหรือเหลือง ได้แก่ พนัธ์ุ White 

Malaga, Italia, Muscat of Alexandria และ Early Muscat 

(4) องุ่นสําหรับประทานสดชนิดมีเมล็ดผลสีแดง แดงอมม่วง หรือดํา ได้แก่ พนัธ์ุ   

Black Ribier, Rachinee Dum, Black Rose, Black Queen, Exotic,  Kyoho, Muscat Hamberg และ 

Carolinal เป็นตน้ (นนัทกร, 2546; รัฐพล, 2551)  

2.3.5 องุ่นสาํหรับเป็นตน้ตอ (Rootstocks)  

ในสหรัฐอเมริกาจะใช้พนัธ์ุพื้นเมืองของอเมริกา และลูกผสมใหม่ๆ เพื่อให้มีความ

ตา้นทานต่อโรคแมลง ทนต่อสภาพดิน ทนต่อความแห้งแลง้ และสภาพแวดลอ้มต่างๆ ท่ีองุ่นพนัธ์ุดี

มกัจะไม่สามารถข้ึนไดพ้นัธ์ุดงักล่าวไดแ้ก่ พนัธ์ุ Ruggeri ทนทานต่อสภาพดิน กรด ด่าง เกลือ และ

แหง้แลง้ดี พนัธ์ุ Ramsey ทนต่อไส้เดือนฝอยและดินเกลือ และยงัมีพนัธ์ุอ่ืนๆ อีกมากหมาย เพื่อให้ได้

พนัธ์ุใหม่ท่ีมีลกัษณะท่ีดี สามารถแบ่งตามพนัธ์ุไดด้งัน้ี  
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พันธ์ุ Couderc1613 มีลกัษณะเด่น คือ สามารถปรับตวักบัสภาพแวดลอ้มของประเทศ

ไทยไดดี้ ตา้นทานต่อไส้เดือน ทนต่อสภาพนํ้ าขงั แต่ไม่ทนต่อสภาพแห้งแลง้ ไม่ชอบดินท่ีมีหินปูนสูง 

แต่ทนต่อสภาพดินเกลือไดดี้ 

พันธ์ุ Ruggery ลกัษณะเด่น คือ มีความทนทานต่อสภาพแห้งแลง้และมีหินปูนสูง 

ตา้นทานต่อแมลงกินราก (phylloxera) และไส้เดือนฝอยไดดี้มาก 

พันธ์ุ Ramsey มีลกัษณะเด่น คือ เจริญไดดี้ในดินท่ีมีความอุดมสมบูรณ์ตํ่า เช่น ดิน

ทรายหรือดินร่วนปนทรายตา้นทานต่อไส้เดือนฝอย สําหรับพนัธ์ุองุ่นท่ีติดตากบัตน้ตอพนัธ์ุ Ramsey 

สามารถเจริญเติบโตไดดี้มาก 

พันธ์ุ Kober 5 BB หรือ 5 BB มีลกัษณะเด่น คือ สามารถทนทานต่อความแห้แลง้ได้

ดีตา้น ทานไส้เดือนฝอยและแมลงกินราก (phylloxera) อ่อนแอต่อโรครากเน่า เกิดจากเช้ือราไฟท๊อป

ทอร่า (Phytophthora) 

พันธ์ุ 101-14 มีลกัษณะเด่น คือ มีความตา้นทานต่อแมลงกินราก (phylloxera) และ

ต้านทานต่อไส้เดือนฝอยปานกลาง ยงัสามารควบคุมการเจริญเติบโตของพนัธ์ุท่ีนํามาติดตา ไม่ให้

เจริญเติบโตมากเกินไป 

พันธ์ุ Harmony มีลกัษณะเด่น คือ สามารถเจริญเติบโตได้ดี แข็งแรง ทนทานต่อ

ไส้เดือนฝอย แต่มีความทนทานต่อแมลงกินรากน้อย ชอบดินทรายหรือดินร่วนปนทราย และทนต่อ

สภาพแหง้แลง้ไดดี้ 

พันธ์ุ Ritcher มีลกัษณะเด่น คือ สามารถทนต่อสภาพแห้งแล้ง เจริญเติบโตได้ดีใน

สภาพพื้นท่ีลาดชนัในสภาพดินท่ีอุดมสมบูรณ์ และส่งเสริมการเจริญเติบโตของพนัธ์ุท่ีนาํมาติดตาไดดี้

มาก ทาํใหมี้การเจริญเติบโตทางลาํตน้มากไปติดผลนอ้ย ตา้นทานต่อแมลงกินราก แต่อ่อนแอต่อไส้เดือน

ฝอย 

พันธ์ุ Fercal มีลกัษณะเด่น คือ สามารถทนต่อสภาพดินด่างท่ีมีแคลเซียมสูง ทนต่อ

สภาพแหง้แลง้ และตา้นทานต่อแมลงกินรากไดดี้พอสมควร 

พนัธ์ุ Paulsen มีลกัษณะเด่น คือ ทนทานต่อสภาพแหง้แลง้ดีมาก เจริญเติบโตไดดี้ใน

สภาพดินท่ีมีหินปูนสูง ทนทานต่อแมลงกินรากสูง แต่อ่อนแอต่อไส้เดือนฝอยบางชนิด 

พนัธ์ุ SO4 มีลกัษณะเด่น คือ ไม่ทนทานต่อสภาพแวดลอ้มแห้งแลง้ มีการเจริญเติบไดดี้

ปานกลาง ทนต่อแมลงกินรากและไส้เดือนฝอยไดดี้ เจริญเติบโตในดินด่างท่ีมีหินปูนไดดี้ ชอบสภาพดิน

ท่ีมีความช้ืนสูง      
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2.3.6 องุ่นลูกผสม  

เน่ืองจากองุ่นจะมีลกัษณะแตกต่างกนัเป็นจาํนวนมากทั้งดา้น กล่ิน รส ผลผลิต ความ

ตา้นทานโรค ความต้านทานศตัรูพืช และการปรับตวัเข้ากับสภาพแวดล้อม องุ่นแต่ละพนัธ์ุอาจจะมี

ลกัษณะท่ีแตกต่างกนัไป เพื่อใหไ้ดล้กัษณะพนัธ์ุตามท่ีตอ้งการดงักล่าว ส่วนใหญ่แลว้ลูกผสมจะเป็นการ

ผสมระหวา่งองุ่นยุโรป (V. vinifera) กบัองุ่นพื้นเมืองอเมริกา เพราะองุ่นยุโรปส่วนใหญ่จะมีคุณภาพดี 

แต่ไม่มีความตา้นทานโรคและสภาพแวดลอ้ม เช่น องุ่นอเมริกา ในญ่ีปุ่นมีการผสมพนัธ์ุให้ไดพ้นัธ์ุใหม่

ท่ีเหมาะสมกบัสภาพแวดล้อมของญ่ีปุ่น และได้ผลผลิตท่ีดีมีคุณภาพ เช่น พนัธ์ุเกียวโฮ (Kyoho) เป็น

ลูกผสมระหวา่ง Ishihara Wase x Cabernet Sauvignon หรือ พนัธ์ุ Kai Noir เป็นลูกผสมระหวา่ง Black 

Queen x Cabernet Sauvignon (นนัทกร, 2546) พนัธ์ุ Rotgipfler เป็นลูกผสมระหวา่ง Traminer x Veltliner 

Roter เป็นตน้ (Sefc et al., 1998) 

 

2.4 การปลูกองุ่นในประเทศไทย 

ในประเทศไทยจากการรายงานของกรมวิชาการเกษตร เช่ือว่ามีการนาํเขา้มาปลูกในสมยั

รัชกาลท่ี 5 และพบวา่เร่ิมมีการปลูกองุ่นในสมยัรัชการท่ี 7 แต่ยงัไม่แพร่หลาย จนกระทั้งประมาณปี 

พ.ศ. 2493 หลวงสมานวนกิจ ไดน้าํเอาองุ่นจากแคลิฟอร์เนียมาปลูกท่ีมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์

ประมาณปี 2506 อาจารยป์วิณ ปุณณศรี และคณะไดน้าํเอาองุ่นสายพนัธ์ุยุโรป ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Carolinal, 

Muscat Hamberg, Early Muscat และ Emeral ให้ผลดีเป็นท่ีพอใจมาก จึงนาํไปขยายผลทดลองใน

แปลงของเกษตรกร เพื่อผลิตองุ่นในทางการคา้ออกไป ในระยะแรกทาํการปลูกท่ีจงัหวดัราชบุรี 

นครปฐม และสมุทรสาคร ปัจจุบนัไดมี้การขยายพื้นท่ีปลูกองุ่นเพิ่มมากข้ึนทัว่ประเทศ และมีแนวโนม้

จะเพิ่มข้ึนเร่ือยๆ นอกจากน้ียงัมีบริษทัเอกชนและชาวสวนขนานใหญ่ให้มีความสนใจปลูกองุ่นทาํ

ไวน์ จึงไดมี้การนาํพนัธ์ุท่ีผลิตไวน์ขาวไวน์แดง และพนัธ์ุรับประทานผลสด เขา้มาปลูกเพิ่มมากข้ึน 

 

2.5 พนัธ์ุองุ่นทีป่ลูกในประเทศไทย 

ปัจจุบนัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในประเทศไทยมีหลากหลายสายพนัธ์ุ ท่ีเกษตรกรให้ความสนใจการ

ปลูกองุ่นจึงไดน้าํพนัธ์ุองุ่นพนัธ์ุต่างๆ เขา้มาปลูก สามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มหลกัๆ คือองุ่นสําหรับ

รับประทานสดและองุ่นสําหรับผลิตไวน์ ดงักล่าวมาขา้งตน้แลว้ สําหรับในประเทศไทยตน้ตอองุ่นท่ี

นิยมกันมากท่ีสุด คือ ลูกผสมระหว่างพนัธ์ุ Solonish x Othello 1613 เรียกอีกช่ือหน่ึงว่าพนัธ์ุ 

Couderc1613C ลกัษณะเด่นของพนัธ์ุน้ี คือ สามารถปรับตวัและเจริญเติบโตในสภาพแวดล้อม สภาพ

พื้นท่ีของประเทศไทยไดดี้  
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2.6 พนัธ์ุองุ่นทาํไวน์บางสายพนัธ์ุทีใ่ช้ในการศึกษา 

พันธ์ุ Shiraz หรือ Syrah เป็นองุ่นทาํไวน์แดง มีตน้กาํเนิดจากจากแควน้ Cotes-du-Rhone 

ประเทศฝร่ังเศส ให้ผลผลิตท่ีมีคุณภาพ มีสีเปลือกเขม้ ผลมีลกัษณะกลมเล็กถึงปานกลางสีดาํ ช่อยาว

ปานกลาง และการเจริญเติบโตของลาํตน้ไดดี้มาก มีการตดัแต่งก่ิงแบบ spur prune คือ ให้มีตาก่ิงละ 

2-3 ตา  

พนัธ์ุ Carbernet Sauvignon เป็นองุ่นทาํไวน์แดง มีตน้กาํเนิดจากแควน้ Bordeux ประเทศ

ฝร่ังเศส มีสีแดงไม่ค่อยเขม้นกั ยอดและใบมีขนาดเล็ก โดยทัว่ไปการเจริญเติบโตไม่ดีนกั ผลมีลกัษณะ

กลมขนาดเล็กสีดาํ ช่อผลเล็ก มีกล่ินหอมคลา้ยพริกสด การสุกแก่ของผลช้ากว่าพนัธ์ุอ่ืนๆ มีการตดั

แต่งก่ิงแบบ spur prune คือ ใหมี้ตาก่ิงละ 2-3 ตา  

พนัธ์ุ Tempranillo เป็นองุ่นทาํไวน์แดง มีตน้กาํเนิดจากจากแควน้ Rioja ประเทศสเปน ผล

มีลักษณะขนาดเล็กสีแดงเข้ม ช่อใหญ่ มีกล่ินคล้ายกล่ินนํ้ าผึ้ ง แต่ให้จาํนวนช่อต่อต้นค่อนขา้งตํ่า 

อ่อนแอต่อโรค คือจะเกิดโรคก่อนพนัธ์ุอ่ืนๆ ถา้สภาพอากาศเหมาะสมกบัการเกิดโรค เช่น มีฝนตก 

หรือความช้ืนสูงๆ องุ่นพนัธ์ุท่ีปลูกสาํหรับผลิตไวน์แดง  

พันธ์ุ Chenin Blanc เป็นองุ่นทาํไวน์ขาว มีตน้กาํเนิดจากแควน้ Loire ประเทศฝร่ังเศส ให้

ผลผลิตสูง ไม่ค่อยเกิดโรครบกวน มีช่อต่อก่ิง 2-3 ช่อ ผลมีลกัษะกลมขนาดเล็กสีเขียวให้ช่อผลปาน

กลาง และการเจริญเติบโตของลาํตน้ไดดี้มาก มีการตดัแต่งก่ิงแบบ spur prune คือ ใหมี้ตาก่ิงละ 2-3 ตา  

พันธ์ุ Colombard เป็นองุ่นทาํไวน์ขาว ตน้กาํเนิดจากแควน้ Charentes และ Gascony 

ประเทศฝร่ังเศส ผลมีลกัษณะกลมขนาดเล็กสีเขียวใหช่้อขนาดใหญ่ ลกัษณะทัว่ไปการเจริญเติบโตดี มี

จาํนวนใบมากใหผ้ลผลิตดี ใหผ้ลผลิตสูงใกลเ้คียงพนัธ์ุ Chenin Blanc (นนัทกร, 2546; รัฐพล, 2551)   

 

2.7 ไวน์  

ไวน์ เป็นเคร่ืองด่ืมแอลกอฮอลป์ระเภทหน่ึง ซ่ึงผลิตจากการหมกันํ้ าองุ่นดว้ยเช้ือยีสตท่ี์ผา่น

การคดัเลือกแลว้วา่มีความเหมาะสมต่อการผลิตไวน์ มีการควบคุมการหมกัและควบคุมการผลิตเป็น

อยา่งดี ไวน์ท่ีผลิตจากผลไมช้นิดอ่ืนๆ เรียกว่าไวน์ผลไม ้หรือ Fruit wines ตอ้งระบุช่ือผลไมไ้วบ้น

ฉลาก เช่น ไวน์สับประรด ไวน์ล้ินจ่ี ไวน์มะเม่า ไวน์มะเก๋ียง เป็นตน้ ไวน์นอกจากจะผลิตจากองุ่น 
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และผลไมแ้ลว้ ยงัผลิตจากวตัถุชนิดอ่ืนๆ เช่น ใบไม ้ดอกไม ้พืชผกัสมุนไพร เคร่ืองเทศ ขา้ว นํ้ าตาล

สด นํ้ าผลไม้เข้มข้น นํ้ าผึ่ ง เป็นต้น ไวน์ท่ีไม่ผ่านการกระบวนการกลั่นจะมีปริมาณแอลกอฮอล ์          

8-14 เปอร์เซ็นต ์โดยปริมาตร ปัจจุบนัพบวา่องุ่นท่ีผลิตไวน์ขาวพนัธ์ุ Chenin Blanc และองุ่นแดงพนัธ์ุ 

Shiraz เพียง 2 พนัธ์ุ ท่ีเหมาะสมในการผลิตไวน์เพื่อการคา้ในประเทศไทย (ประดิษฐ์, 2543) สําหรับ

ไวน์ท่ีผลิตในประเทศไทย ยงัไม่เป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภคอย่างแพร่หลายมากนกั เน่ืองจากยงัอยู่ใน

ระยะเร่ิมตน้การผลิต ยงัตอ้งมีการปรับปรุงคุณภาพ กล่ินรส และปริมาณการผลิตให้เพียงพอต่อการ

จาํหน่ายทัว่ไป คุณภาพของไวน์องุ่น ข้ึนอยู่กบัปัจจยัต่างๆ ไดแ้ก่ คุณภาพของนํ้ าองุ่น ซ่ึงมีคุณภาพ

แตกต่างกนัไป ข้ึนกบัสภาพแวดลอ้มของไร่องุ่น ดินฟ้าอากาศ ปริมาณนํ้ าฝน ความสูงของพื้นท่ีปลูก 

แ ล ะ ส า ย พัน ธ์ุ ข อ ง ยี ส ต์ ท่ี ใ ช้ ใ น ก า ร ห มัก  ท่ี มี ส่ ว น สํ า คัญ กับ คุ ณ ภ า พ ข อ ง ไ ว น์ ท่ี ผ ลิ ต ไ ด ้                

(Amerine et al., 1980) ในการผลิตไวน์ตอ้งเลือกใชพ้นัธ์ุองุ่นให้เหมาะสมกบัพื้นท่ี  เพราะวา่คุณภาพ

ของไวน์ข้ึนอยู่กับคุณภาพขององุ่นโดยตรง เพื่อให้ได้องุ่นท่ีมีคุณภาพเหมาะสมต่อการผลิตไวน์

เพิ่มข้ึน  

2.7.1 ประเภทของไวน์ อาจแบ่งประเภทหรือชนิดของไวน์หลายแบบ โดยอาศยัลกัษณะ    

ต่าง ๆ ดงัน้ี 

การจาํแนกไวน์ตามปริมาณของแอลกอฮอลท่ี์มีอยู ่แบ่งเป็น 2 พวก 

(1) ไวน์ธรรมดา (natural wine) มีแอลกอฮอลป์ระมาณร้อยละ 9 - 14 ทาํจากการหมกั

นํ้าตาลท่ีมีในองุ่นจนสมบูรณ์ 

(2) ไวน์อยา่งแรง (dessert หรือ appetizer wine) มีแอลกอฮอล์สูงถึงร้อยละ 14 - 21 

โดยการเติมแอลกอฮอลก์ลัน่ลงไป 

การจาํแนกไวน์ตามลกัษณะสี แบ่งไดเ้ป็น 

(3) ไวน์แดง ทาํจากองุ่นแดง หรือสีม่วงจนถึงม่วงดาํ 

(4) ไวน์ขาว ทาํจากองุ่นขาว หรือองุ่นสีเหลืองทอง สีของไวน์ อาจมีสีเหลืองจนถึง

เหลืองทอง บางทีอาจมีสีนํ้าตาล 

(5) ไวน์สีชมพทูาํจากการใชอ้งุ่นแดงท่ีสกดัจากเปลือกเพียงบางส่วน เม่ือไวน์สีชมพู

แลว้จึงแยกเปลือกออกจากท่ีหมกั 

การจาํแนกไวน์ตามปริมาณความหวาน แบ่งไดเ้ป็น 

(6) ไวน์ไม่หวาน (dry wine) เป็นไวน์ท่ีไม่มีความหวานเลย มีปริมาณนํ้ าตาลในไวน์

นอ้ยกวา่ร้อยละ 0 - 2  

(7) ไวน์หวาน (sweet wine) เป็นไวน์ท่ีอาจมีนํ้าตาลประมาณร้อยละ 14 จึงมีรสหวาน 
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การจาํแนกไวน์ตามโอกาสอ่ืน ทัว่ๆ ไป   แบ่งไดด้งัน้ี 

(8) ไวน์สําหรับกระตุน้นํ้ ายอ่ย ใช้ด่ืมก่อนรับประทานอาหาร เพื่อเรียกนํ้ ายอ่ย มกัจะ

เป็นไวน์ท่ีมีรสหวาน และมีแอลกอฮอลสู์ง 

(9) ไวน์สําหรับด่ืมขณะรับประทานอาหาร (table wine) นิยมใชไ้วน์ท่ีไม่มีรสหวาน

โดยทัว่ไปมีแอลกอฮอล ์ร้อยละ 9 – 14 

(10) ไวน์ด่ืมหลงัอาหาร ไดแ้ก่ พอท (port), ครีมเชอร่ี (cream sherry), โทเค (tokay), 

มาละกา (malaga) เป็นตน้ 

นอกจากน้ียงัมีชนิดไวน์ท่ีไดรั้บการปรุงแต่งให้มีลกัษณะเน้ือสัมผสั  กล่ิน รส เปล่ียนไป

จากเดิม  ไดแ้ก่  ไวน์ชนิดท่ีมีแก๊สอดัอยู ่ เรียกวา่ sparkling wine  เช่น แชมเปญ (champagne) และไวน์

ชนิดเติมเคร่ืองสมุนไพร เช่น เวอร์มุธ (vermouth)  (สืบศกัด์ิ, 2534) 

 

2.8 ขั้นตอนการผลติไวน์ 

การทาํไวน์ทั้งไวน์แดงและไวน์ขาว ต่างมีการพฒันาท่ีแตกต่างกนัไป เพื่อปรับปรุงคุณภาพ

ของไวน์ เช่น พฒันาลกัษณะของสีไวน์แดงดว้ยการให้มีการหมกัองุ่นแดงพร้อมทั้งเปลือก  (skin contact) 

หรือไวน์ขาวใช้การแช่เน้ือองุ่นเขียวในนํ้ าองุ่นก่อนหมกั (pomace contact) เพื่อเพิ่มสารให้กล่ินรสใน

ไวน์ให้เขม้ขน้ กระบวนการผลิตไวน์ สามารถแบ่งไดเ้ป็น 3 ขั้นตอนหลกั ไดแ้ก่ วตัถุดิบและการเตรียม

วตัถุดิบ ขั้นตอนการหมกัและขั้นตอนการพฒันาผลิตภณัฑ์หลงัการหมกั ซ่ึงแต่ละขั้นตอนจะมีผลต่อ

คุณภาพของไวน์ท่ีผลิตได ้(ลูกจนัทร์, 2551)  

ขั้นตอนการผลิตไวน์ขาวจากองุ่นและการผลิตไวน์แดงจากองุ่น ไดแ้สดงในภาพท่ี 2.1 และ     

ภาพท่ี 2.2 มีดงัต่อไปน้ี 
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ข้ันตอนการผลติไวน์ขาวจากองุ่น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กาํจดักา้นและบีบใหผ้วิองุ่นแตก 

บีบเพื่อคั้นนํ้าองุ่น 

นํ้าองุ่น 

กลา้เช้ือยสีต ์ ถงัหมกั 15-180 ซ. 3-4 สัปดาห์ 

วเิคราะห์นํ้าองุ่น ปรับความหวานและปริมาณกรด 

ฆ่าเช้ือปนเป้ือนดว้ย SO2 หรือ KMS 

กาํจดัตะกอนและทาํใหไ้วน์ใส 

SO2 หรือ KMS เก็บบ่มและผสมปรุงแต่ง 

ทาํใหไ้วน์อยูต่วัดว้ยความเยน็ 

กรองดว้ยเคร่ืองกรอง 
SO2 หรือ KMS 

บรรจุขวด 

ไวน์องุ่นขาว 

ภาพที ่2.1 ขั้นตอนการผลิตไวน์ขาวจากองุ่น (ประดิษฐ,์ 2543) 
 
 

องุ่นขาว 
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ข้ันตอนการผลติไวน์แดงจากองุ่น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

อาจลดกรดโดยก่อใหเ้กิด Malo-lactic fermentation 

ภาพที ่2.2 ขั้นตอนการผลิตไวน์แดงจากองุ่น (ประดิษฐ,์ 2543) 
 

 

ไวน์องุ่นแดง 

บรรจุขวด 

กรองดว้ยเคร่ืองกรอง 

ทาํใหไ้วน์อยูต่วัดว้ยความเยน็ 

เก็บบ่มและผสมปรุงแต่ง 

หมกัต่อจนไม่มีนํ้าตาลเหลือ 

กาํจดัตะกอนและทาํใหไ้วน์ใส 

ถงัหมกั 22-240 ซ. 1-2 สัปดาห์ 

นํ้าองุ่นรวมทั้งเปลือก เน้ือและเมล็ดองุ่นฆ่าเช้ือปนเป้ือนดว้ย 

 SO2 หรือ KMS 

แยกเปลือก 

ไวน์แดงท่ีหมกัยงัไม่เสร็จ 

กาํจดักา้นและบีบใหผ้วิองุ่นแตก 

องุ่นแดง 

SO2 หรือ KMS 

SO2 หรือ KMS 

กลา้เช้ือยสีต ์
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2.9 เคร่ืองหมายดีเอน็เอ (DNA marker) 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบ่งช้ีความจาํเพาะของ

ส่ิงมีชีวิต สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง หรือในระดบัต่างสปีชีส์ โดยอาจมีดีเอ็นเออยูท่ี่ตาํแหน่ง หน่ึงๆ บน

โครโมโซม ท่ีอยู่ภายในนิวเคลียร์จีโนม (nuclear genome) คลอโรพลาสต์จีโนม (chloroplast genome;        

cp genome) และ ไมโตคอนเดรียจีโนม (mitochondria genome; mt genome ) และสามารถถ่ายทอดไปยงัรุ่น

ลูกได้ (หทยัรัตน์ และณัฐหทยั, 2548) การท่ีสามารถใช้ดีเอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายได้เน่ืองจากเกิดความ

แปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอหรือเกิดโพลีมอร์ฟิซึม (polymorphism) 

ของลาํดบัเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีทาํใหส่ิ้งมีชีวิตมีความแตกต่างกนั 

วิธีตรวจสอบโพลีมอร์ฟิซึมของดีเอ็นเอ (DNA polymorphism) ทาํไดโ้ดยการหาลาํดบัเบสใน

โมเลกุลของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) หรือ ตรวจสอบโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ วิธีการตรวจสอบอาจ

ทําได้โดยใช้วิ ธีไฮบริไดเซชันหรือวิธี เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) เป็นหลัก        

(ปรารถนา, 2550)  

 

2.10 ประเภทของเคร่ืองหมายดีเอน็เอ  

เคร่ืองหมาย คือ ส่ิงท่ีใชบ้อกความแตกต่างระหวา่งส่ิง 2 ส่ิง ซ่ึงสามารถนาํมาใชก้บัส่ิงมีชีวิตได้

เช่นกัน สําหรับเคร่ืองหมายโมเลกุลเป็นส่ิงท่ีบอกความแตกต่างในส่ิงมีชีวิต ซ่ึงสามารถถ่ายทอดทาง

พนัธุกรรมได ้

ความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) หรือความแปรปรวนทางพนัธุกรรม 

(genetic variation) เป็นท่ีมาของเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม (genetic marker) ซ่ึงสามารถตรวจสอบได้

ท่ีเคร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยา (morphological marker) เคร่ืองหมายชีวเคมี (biochemical marker) 

และเคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker หรือ DNA marker) ดงันั้นเคร่ืองหมายทางพนัธุกรรม จึง

มี 3 ประเภท ตามระดบัการแสดงออก 

2.10.1 ระดับทางสัณฐานวทิยา (morphological marker) 

 เป็นเคร่ืองหมายท่ีสามารถมองเห็นไดท้นัที ซ่ึงก็คือลกัษณะภายนอกท่ีแตกต่างกนั

ของส่ิงมีชีวติ เช่น ลกัษณะสีตา หรือสีผมในมนุษย ์ ลกัษณะสีกลีบดอกของกุหลาบ หรือดอกกลว้ยไม ้

เป็นต้น ซ่ึงลักษณะสัณฐานวิทยามีความสําคัญในการปรับปรุงพันธ์ุพืช หากเป็นลักษณะท่ีมี

ความสาํคญัทางเศรษฐกิจ เช่น ผลผลิตสูง หรือตา้นทานต่อโรคและแมลง สามารถนาํมาใชป้ระโยชน์

ในการคดัเลือกได ้ขอ้ได้เปรียบของเคร่ืองหมายชนิดน้ีคือ ไม่จาํเป็นตอ้งใช้วิธีการใดมาตรวจสอบ 

เพราะสามารถมองเห็นไดด้ว้ยตา แต่ก็มีขอ้จาํกดัมากเช่นกนั เน่ืองจากมีอยูจ่าํนวนจาํกดั และท่ีสําคญั
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คือ การแสดงออกของลกัษณะทางสัณฐานวทิยามกัไดรั้บผลกระทบจากสภาพแวดลอ้มท่ีเปล่ียนแปลง 

เช่น ความสูงตน้ ผลผลิต หรือสีดอก ซ่ึงไดรั้บผลกระทบโดยตรงจากความอุดมสมบูรณ์ของดินหรือ

ปุ๋ย รวมทั้งลกัษณะบางลกัษณะมีการแสดงออกท่ีบางระยะการเจริญเติบโตเท่านั้น เช่น ลกัษณะสีดอก 

มีการแสดงออกท่ีระยะตน้พืชมีดอกเท่านั้น 

2.10.2 ระดับชีวเคมี (biochemical marker)  

เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างข้ึนจากการศึกษาวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีใน

ส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่ เอนไซม์ต่างๆ วิธีการศึกษาเอนไซม์ ค่อนขา้งง่าย และจดัว่าไม่แพง แต่เคร่ืองหมาย

ชนิดน้ี มีข้อจาํกัดท่ีการแสดงออกของเอนไซม์ได้รับผลกระทบโดยตรงจากสภาพแวดล้อมท่ี

เปล่ียนแปลง และระยะการเจริญเติบโตของพืช เช่นเดียวกบัลกัษณะทางสัณฐานวิทยา นอกจากน้ียงัมี

ขอ้จาํกดัในเร่ืองความจาํเพาะเจาะจงตํ่า คือ ถา้ยีนท่ีควบคุมการสร้างเอนไซม์นั้นมีการเปล่ียนแปลง

ลาํดับเบสไปเล็กน้อย อาจมีผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงของชนิดกรดอะมิโน หรือไม่มีก็ตาม การ

เปล่ียนแปลงของลาํดบัเบสเพียงเล็กนอ้ยน้ีไม่สามารถตรวจสอบได ้

2.10.3 ระดับโมเลกุล (molecular marker) 

 เป็นเคร่ืองหมายท่ีสร้างมาจากช้ินส่วนดีเอ็นเอจึงถูกเรียกว่า DNA marker ด้วย

เคร่ืองหมายชนิดน้ีมีขอ้ไดเ้ปรียบตรงท่ีมีจาํนวนมากมายมหาศาล เน่ืองจากขนาดจีโนมของพืชมีประมาณ 

108-109 นิวคลีโอไทด์ ในบางจีโนมพืชพบว่ามีการเกิด single nucleotide mutation ทุก 1 กิโลเบส 

สภาพแวดลอ้มและระยะการเจริญเติบโตของพืชไม่มีอิทธิพลต่อการแสดงออกของเคร่ืองหมายชนิดน้ี 

 จุดเด่นของเคร่ืองหมายโมเลกุลน้ี จึงถูกนาํมาใช้ประโยชน์มากมายในการศึกษา       

จีโนม และในวงการเกษตร ไดแ้ก่ การจดัจาํแนกส่ิงมีชีวติและการศึกษาความหลากหลายของส่ิงมีชีวิต 

การสร้างโพรบ (probe) เพื่อใชต้รวจสอบโรค หรือตรวจหาส่ิงท่ีตอ้งการ การสร้างแผนท่ีโครโมโซม 

การหาตําแหน่งยีนท่ีต้องการบนโครโมโซมและการแยกสกัดยีนโดยอาศัยแผนท่ี และการใช้

เคร่ืองหมายเพื่อช่วยคดัเลือกลกัษณะท่ีสําคญั และลกัษณะท่ีมีความยุ่งยากในการคดัเลือก (อรรัตน์, 

2548) 

 

2.11 ความสําคญัการทาํลายพมิพ์ดีเอน็เอและการตรวจสอบสายพนัธ์ุองุ่น 

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprint) เป็นการนาํเอาคาํภาษาองักฤษ คือคาํว่า DNA และ 

fingerprint มาประกอบกนั คาํวา่ DNA นั้นเป็นคาํยอ่ของ Deoxy ribonucleic acid ซ่ึงเป็นสายพนัธุกรรม

ของส่ิงมีชีวติ เป็นตวักาํหนดลกัษณะต่างๆ ส่วนคาํวา่ fingerprint หมายถึง ลายพิมพ ์เม่ือนาํทั้งสองคาํมา 
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รวมกนัจึงเป็น DNA fingerprint ซ่ึงมีความหมายวา่ ลายพิมพดี์เอ็นเอของส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดท่ีมีลกัษณะ

จาํเพาะการทาํลายพิมพดี์เอ็นเอไดถู้กพฒันาข้ึนและใชเ้ป็นคร้ังแรกโดย Alec Jeffreys ในปี ค.ศ. 1985 

เป็นวิธีการท่ีใชบ้่งช้ีบอกลกัษณะจาํเฉพาะของแต่ละส่ิงมีชีวิตดว้ยดีเอ็นเอ ลายพิมพดี์เอ็นเอของแต่ละ

ส่ิงมีชีวิตมีโอกาสซํ้ ากนัมีนอ้ยมากๆ เท่ากบั 1 ใน 9,340 นอกจากน้ีดีเอ็นเอยงัทาํหนา้ท่ีเก็บรหสัขอ้มูล

ของพอ่แม่และถ่ายทอดสู่รุ่นลูก ดงันั้นลูกจึงมีลกัษณะของพอ่และแม่อยูใ่นเซลลทุ์กเซลล ์ 

การตรวจสอบลายพิมพดี์เอน็เอในพืช (DNA fingerprint) คือ รูปแบบของแถบช้ินดีเอ็นเอท่ี

ถูกสร้างข้ึนและเป็นเอกลกัษณ์เฉพาะตามโครงสร้างของดีเอ็นเอในพืช ยกเวน้จากพืชโคลนเดียวกนั 

สายพนัธ์ุบริสุทธ์ิ หรือลูกผสมเดียวกนั ซ่ึงลายพิมพ ์DNA ดงักล่าวในพืชแต่ละตน้จะสามารถตรวจสอบซํ้ า

และให้ผลท่ีเหมือนกนัตลอด ดงันั้นขอ้ดีของการตรวจลายพิมพ ์ DNA คือ สามารถตรวจสอบหาลาย

พิมพ ์ DNA ท่ีเป็นเอกลกัษณ์ของพืชแต่ละตน้ได ้ สามารถทาํซํ้ าๆ กนั และไดผ้ลเหมือนเดิมทุกคร้ัง 

(หทยัรัตน์ และณฐัหทยั, 2548) ในปัจจุบนัท่ีนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลายมีหลายเทคนิค ไดแ้ก่ 

2.11.1 Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

RFLP เป็นขั้นตอนท่ีเร่ิมจากการตดั จีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) ดว้ยเอนไซม์

ตดัจาํเพาะ (restriction enzyme) แลว้แยกขนาดของช้ินดีเอ็นเอโดยใชอ้ะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

(agarose gel electrophoresis) ช้ินดีเอน็เอท่ีถูกตดัจะถูกเรียงตามขนาดความยาว โดยช้ินเล็กสุดหรือสั้น

สุดจะเคล่ือนไปไกลสุดจากจุดเร่ิมตน้  จากนั้นยา้ยดีเอน็เอจากแผน่เจลไปยงัแผน่ไนล่อนเมมเบรน แลว้

นาํดีเอ็นเอติดตามท่ีเรียกวา่ดีเอ็นเอโพรบ (DNA probe) ท่ีเป็นจีโนมิกดีเอ็นเอ หรือ complementary  DNA 

(cDNA) ท่ีติดฉลากดว้ยสารรังสี (radioisotope) ไปจบั (hybridized) กบัดีเอ็นเอคู่สม จากนั้นใช้ฟิล์ม

เอก็ซ์เรยท์าบกบัแผน่เมมเบรนเพื่อใหเ้กิดแถบดีเอน็เอในตาํแหน่งท่ีมีรังสีบนแผน่ฟิล์มเอ็กซ์เรยเ์ทคนิค

น้ีเรียก autoradiography รูปแบบของจีโนไทป์หรือแถบดีเอ็นเอเป็นแบบข่มสมบูรณ์ท่ีปรากฏ หรือไม่

ปรากฏแถบดีเอน็เอ  เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงนิวคลีไทด์  (nucleotide)  บริเวณจุดจดจาํท่ีเอ็นไซมต์ดั

ทาํให้พืชแต่ละพนัธ์ุมีความแตกต่างกนั  เทคนิค RFLP เป็นเทคนิคแรกท่ีไดรั้บความนิยมสูงในอดีต 

แต่เน่ืองจากขั้นตอนมีความสลบัซบัซ้อนและเสียเวลามาก ทาํให้ความนิยมค่อยๆ ลดลง ซ่ึงปัจจุบนัมี

การพฒันาเทคนิคใหม่ๆ ข้ึนมา มีความสะดวกรวดเร็วและให้ผลดี  จึงทาํให้เทคนิค RFLP ไม่ไดรั้บ

ความนิยมในเวลาต่อมา (อรรัตน์, 2548) 

2.11.2 Polymerase Chain Reaction (PCR) 

PCR เป็นวธีิการเพิ่มปริมาณช้ินส่วนดีเอน็จาํเพาะโดยใชป้ฏิกิริยาลูกโซ่พอลีเมอเรส       

(polymerase chain reaction) นกัวิทยาศาสตร์ชาวอเมริกนัช่ือ Kary Mullis ไดคิ้ดคน้ PCR เม่ือปี       

พ.ศ. 2527 หลกัการ PCR คือ การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง โดยเร่ิมตน้จากดีเอ็นเอตน้แบบ 
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(template DNA) ในปริมาณเล็กนอ้ย เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสายใหม่มากข้ึน ตอ้งอาศยัส่วนประกอบ

สําคญั 3 ส่วนไดแ้ก่ ไพร์เมอร์ (primers) เป็นนิวคลีโอไทด์สายสั้นๆจบัไดอ้ยา่งจาํเพาะกบัปลาย 3’ 

ของดีเอ็นเอต้นแบบท่ีเป็นคู่ไพร์เมอร์จะเป็นตวักาํหนดความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีถูกเพิ่มปริมาณ 

เอนไซม ์ DNA polymerase เป็นเอนไซมท่ี์ช่วยในการนาํเบสต่างๆมาต่อกนัทาํให้สายดีเอ็นเอยาวข้ึน 

และ นิวคลีโอไทด์ มี 4 ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP ซ่ึงใชส้ร้างดีเอ็นเอสายใหม่ นอกจากน้ี

ยงัตอ้งมี เกลือ MgCl2
 
และ บฟัเฟอร์ประกอบในปฏิกิริยาอีกดว้ย (สุรีพร, 2546 และ รัฐพล, 2549) การ

สร้างลายพิมพดี์เอน็เอโดยวธีิการใชป้ฏิกิริยา PCR สาํหรับวธีิท่ีนิยมใชก้นัอยูใ่นปัจจุบนัไดแ้ก่ 

(1) Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) เป็นการนาํเอาดีเอ็นเอเร่ิมตน้ท่ี

เป็นสายเด่ียวขนาด 8-10 นิวคลีโอไทด์ เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่ม (random amplification)
 

จากนั้นจึงแยก

ช้ินส่วนของดีเอ็นเอโดยใชก้ระแสไฟฟ้า (electrophoresis) ผา่นอะกาโรสเจล (agarose gel) ช้ินส่วนของ       

ดีเอน็เอจะปรากฏเป็นแถบ ศึกษาตาํแหน่งและจาํนวนแถบเพื่อดูความแตกต่างในพืชแต่ละชนิดได ้  

(2) Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) เป็นเทคนิคท่ีรวมเอา

เทคนิค RFLP และ RAPD เขา้ดว้ยกนั โดยใชเ้อ็นไซมต์ดัจาํเพาะ 2 ชนิด ตามดว้ยการเช่ือมต่อดว้ย 

adapter ท่ีเป็นนิวคลีโอไทด์สายสั้นไม่เกิน 20 เบส แลว้จึงเพิ่มปริมาณดว้ย PCR โดยไพร์เมอร์จะจบั

เฉพาะเจาะจงกบั adapter นั้นๆ ถือเป็นการเลือกช้ินส่วนของดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มปริมาณ จากนั้นจึงแยก

ช้ินส่วนของดีเอ็นเอโดยใชพ้อลิอะคิลาไมด์เจล จะปรากฏช้ินส่วนของดีเอ็นเอเป็นแถบ วิธีน้ีสามารถ

ใชแ้ยกความแตกต่างไดโ้ดยพิจารณาจากขนาดและจาํนวนของช้ินดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนั (รัฐพล, 2551; 

สุรีพร, 2546)  

(3) Simple Sequence Repeat; SSR หรือ Microsatellites เป็นเทคนิคการทาํลาย

พิมพดี์เอน็เอแบบ SSR ถูกสร้างโดยอาศยัคุณสมบติัหน่ึงของดีเอ็นเอเองท่ีมีการซํ้ าของเบส (repetitive 

sequence) ชุดสั้นๆ เรียงต่อกนั (tandem repeat) กระจายอยูท่ ัว่ไปในจีโนม (genome) ถา้เป็นการซํ้ า

ของเบสชุดละ 10-60 เบส เรียก minisatellites ถา้เป็นการซํ้ าของชุด 1-6 เบส เรียก microsatellites
  

ตวัอยา่งของชุดซํ้ า SSR เช่น CACACACACACACACACA หรือ (CA)9, ACCTGA ACCTGA  ACCTGA 

ACCTGA ACCTGA หรือ (ACCTGA)5 เราสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอช่วงน้ีไดโ้ดยใชป้ฏิกิริยาลูกโซ่

พอลีเมอเรส ซ่ึงตอ้งใช้ไพร์เมอร์ท่ีจบักบัลาํดบัเบสขนานขา้งของช่วงซํ้ าๆ น้ีพืชท่ีมีจาํนวนชุดซํ้ า

ต่างกนั เช่นมีซํ้ า 10 หรือ 20 ชุด หลงัจากผา่น PCR แลว้ จะแสดงแถบดีเอน็เอท่ีมีขนาดต่างกนั (สุชาดา

, 2548) จึงสามารถใช้เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุล ในการแยกความแตกต่างของส่ิงมีชีวิต และยงัเป็น      
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Co-dominant marker หรือเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสามารถแยก homozygous และ heterozygous 

ออกจากกนัไดต้ลอดจนสามารถทาํซํ้ า (reproducibility) ไดดี้อีกดว้ย 

 

2.12 การตรวจสอบพนัธ์ุองุ่นโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอน็เอ 

ในปัจจุบนัการพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อใชจ้าํแนกและระบุสายพนัธ์ุองุ่น มีการทาํกนั

อยา่งแพร่หลาย ทั้งทางดา้นพนัธ์ุขององุ่น และชนิดของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใช ้ อาทิเช่น ใชเ้ทคนิค 

RFLP จดัทาํลายพิมพดี์เอน็เอในการตรวจสอบองุ่นพนัธ์ุ Pinot Noir 19 และ Pinot Noir 1 ซ่ึงมีลกัษณะ

เหมือนกนั โดยการศึกษาน้ีทาํข้ึนเพื่อสนบัสนุนผลการศึกษาลกัษณะทางดา้นสัณฐานวิทยา ซ่ึงเขา

สันนิษฐานว่า องุ่นทั้งสองพนัธ์ุน้ีน่าจะเป็นพนัธ์ุเดียวกนัผล จากการศึกษาโดยใช้เทคนิค RFLP 

ตรวจสอบ พบวา่ ทั้งสองพนัธ์ุมีรูปแบบของลายพิมพดี์เอน็เอท่ีเหมือนกนั (Bowers et al., 1993)  

Barysheva et al. (1995) ไดใ้ชเ้ทคนิค RAPD และ RFLP ตรวจสอบสายพนัธ์ุองุ่นใน

ประเทศตุรกี ซ่ึงมีหลากหลายชนิดและสายพนัธ์ุ หรือชนิดเดียวกนัแต่ต่างสายพนัธ์ุกนั จากการศึกษา

พบวา่ เทคนิค RAPD สามารถจาํแนกสายพนัธ์ุองุ่นท่ีอยูต่่างชนิดและต่างสายพนัธ์ุกนัไดห้มดทุกพนัธ์ุ 

แต่ในขณะท่ีเทคนิค RFLP สามารถแยกความแตกต่างไดแ้ค่ระดบัชนิดเท่านั้น ส่วนในระดบัสายพนัธ์ุ

นั้นจาํแนกไดเ้ฉพาะบางพนัธ์ุ โดยพนัธ์ุท่ีมีจีโนไทป์ใกลเ้คียงกนัมากอยา่งเช่น พนัธ์ุ  Muskat Gamburgskiy 

กบัพนัธ์ุ Muskat Tairovskiy เทคนิคน้ีไม่สามารถใชจ้าํแนกได ้อยา่งไรก็ดีถา้เป็นการตรวจสอบพนัธ์ุพืชท่ีไม่

ละเอียดมากนกั เทคนิค RFLP ก็สามารถท่ีจะใชต้รวจสอบได ้ อยา่งเช่นในรายงานของ Bowers and 

Meredith (1996) ไดใ้ชเ้ทคนิค RFLP ในการหาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม และใชใ้นการจดักลุ่มของ

องุ่นพนัธ์ุทาํไวน์บางพนัธ์ุในรัฐแคลิฟอร์เนียประเทศสหรัฐอเมริกา ในรายงานของ Wang et al. (1999) ได้

นาํเอาเทคนิค RAPD มาใชใ้นการจดักลุ่มขององุ่นสุกล Vitis จาํนวน 42 พนัธ์ุ จาก 13 ชนิด ซ่ึงไดม้า

จากศูนยเ์ก็บรวบรวมเช้ือพนัธ์ุองุ่นของมหาวิทยาลยั Florida ในประเทศสหรัฐอเมริกา จากการศึกษา

สามารถแบ่งองุ่นออกไดเ้ป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ คือ กลุ่มของ North American, East Asian และ V. vinifera 

นอกจากน้ีแลว้เทคนิค RFLP ยงัมีความละเอียดพอท่ีจะใชจ้าํแนกพนัธ์ุองุ่นท่ีมาจากรัฐฟลอริดาไดด้ว้ย 

เทคนิค RAPD สามารถใชต้รวจสอบพนัธ์ุองุ่นท่ีมีระดบัทางพนัธุกรรมใกลชิ้ดกนั มากๆได ้อยา่งเช่น 

ในรายงานของ Moreno et al. (1995) ท่ีใชใ้นการจดัจาํแนกความแตกต่างในระดบัพนัธ์ุ หรือรายงาน

ของ Ye et al. (1998) ซ่ึงใชจ้ดัจาํแนกความแตกต่างในระดบัโคลน นอกจากน้ียงัใชใ้นการตรวจสอบ

เพื่อยืนยนัสายพนัธ์ุ ในกรณีท่ีพนัธ์ุดงักล่าวมีช่ือเดียวกนัและมีลกัษณะทางสัณฐานวิทยาท่ีเหมือนกนั 

(Ulanovsky et al., 2002) เป็นตน้ 
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สาํหรับองุ่นนั้นเทคนิค AFLP ถูกนาํมาใชใ้นการจาํแนกความแตกต่างในทุกระดบั ตั้งแต่ใน

ระดบัวงศ ์สกุล และสายพนัธ์ุ จนถึงในระดบัโคลนดว้ย ในกรณีท่ีการตรวจสอบลายพิมพดี์เอ็นเอดว้ย

วิธีอ่ืนๆ ไม่สามารถท่ีจะใชต้รวจสอบความแตกต่างระหวา่งพนัธ์ุได ้ ซ่ึงมีสาเหตุอนัเน่ืองมาจากพนัธ์ุ

เหล่านั้นมีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมมาก เช่น เป็นพนัธ์ุท่ีเกิดจากพ่อแม่เดียวกนั หรือขยายพนัธ์ุจาก

ช้ินส่วนขยายพนัธ์ุท่ีไม่อาศยัเพศแล้วเกิดความผนัแปรทางพนัธุกรรมข้ึน วิธีการตรวจสอบท่ีจะ

นาํมาใช้จึงจาํเป็นตอ้งมีความละเอียดมาก (Sefc et al., 2001) เทคนิคแรกท่ีมีรายงานวา่สามารถใช้

แกปั้ญหาน้ีในองุ่นไดส้ําเร็จ คือ เทคนิค AFLP โดย Cervera et al. (1998) ไดท้าํการศึกษาพนัธ์ุของ

องุ่นในกลุ่ม V. vinifera ท่ีมาจากพอ่แม่เดียวกนั ท่ีมีการปลูกอยูใ่นเขต Rioja ของประเทศสเปน โดยใช้

เทคนิค AFLP ในการตรวจสอบเพื่อคดัเลือกพนัธ์ุ จากนั้นอีกไม่นาน Scott et al. (2000a) ไดใ้ชเ้ทคนิค

น้ีในการจาํแนกองุ่นท่ีเป็น somatic mutant ของพนัธ์ุ Flame Seedless (มีลกัษณะท่ีแตกต่างไปจากพนัธ์ุ

เดิมตรงท่ีตาจะแตกก่อน) ออกจากพนัธ์ุดั้งเดิมไดเ้ป็นผลสําเร็จ โดยใช้ไพรเมอร์ในการตรวจสอบ

ทั้งหมด 64 คู่ สอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Narvaez et al. (2000) และ Zulini et al. (2003) ท่ีสามารถ

จาํแนกโคลนขององุ่นพนัธ์ุ Carbernet Sauvignon จาํนวน 48 โคลน และ Picolit จาํนวน 39 โคลนออก

จากกนัโดยใชเ้ทคนิค AFLP จากผลงานเหล่าน้ีน่าจะยืนยนัไดว้า่เทคนิค AFLP เป็นเทคนิคหน่ึงท่ีมี

ประสิทธิภาพในการใชแ้ยกความแตกต่างของพนัธ์ุพืชท่ีมีความใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมกนัมากๆ ได ้

 

2.13 การใช้เคร่ืองหมาย Microsatellite ในการตรวจสอบสายพนัธ์ุองุ่น  

Microsatellites หรือ SSR คือ ลาํดบัเบสท่ีมีลกัษณะเรียงต่อซํ้ าๆ กนั อยา่งต่อเน่ือง กระจาย

อยูท่ ัว่ทั้งจีโนม (Morgante and Olivieri, 1993; Paetkau et al., 1995) เคร่ืองหมาย Microsatellites ยงั

สามารถนํามาประยุกต์ใช้ในการจาํแนกและระบุสายพนัธ์ุองุ่น เคร่ืองหมาย Microsatellite ได้ถูก

พฒันาข้ึนจากนกัวิจยั 3 กลุ่ม คือ (Thomas and Scott, 1993; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999) 

เน่ืองจากมีการแลกเปล่ียนพนัธ์ุองุ่นระหวา่งแหล่งปลูกต่างๆ ทาํให้ไม่ทราบแหล่งกาํเนิดขององุ่นพนัธ์ุ

นั้นๆ (Paetkau et al., 1995) เช่น 

Lamboy et al. (1998) ไดศึ้กษาพนัธุกรรมของพนัธ์ุองุ่นท่ีเก็บรวบรวมไวใ้น USDA-ARS 

Plant Genetic Resources Unit (PGRU) เมือง Geneva, N.Y., และ  USDA-ARS National Germplasm 

Repository (NGR) จาํนวน 3,600 ตวัอยา่ง โดยใชไ้พรเมอร์ SSR จาํนวน 5 คู่ (VVS2, VVS4, VVMD6 และ 

VVMD7) (Botta et al., 1995; Bowers et al, 1996; Thomas and Scott, 1993; Thomas et al., 1993,1994) สามารถ

ให้แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 550 แถบ โดยแต่ละไพรเมอร์หรือแต่ละตาํแหน่งพบอลัลีล (alleles) ท่ีมีความ
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แตกต่างกนัตั้งแต่ 16 ถึง 38 อลัลีล ค่า heterozygosity อยูร่ะหวา่ง 0.464 ถึง 0.818 มีค่าความหลากหลาย 

อยูร่ะหวา่ง  0.875  ถึง  0.955 และในแต่ละไพรเมอร์สามารถแยกความแตกต่าง (Discrimination Power) 

ระหวา่ง 0.947 ถึง 0.987 พบวา่ ถา้ใชไ้พรเมอร์ 5 คู่ ร่วมกนั สามารถในการจาํแนกพนัธ์ุไดเ้ท่ากบั 1.00 

ซ่ึงหมายความว่ามีโอกาสเพียง 2 ใน 100,000,000 ท่ีพนัธ์ุองุ่นทั้ง 2 พนัธ์ุ ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทาง

พนัธุกรรมเก่ียวขอ้งกนั จะไม่สามารถจาํแนกไดโ้ดยใชไ้พรเมอร์ 5 คู่ น้ีได ้

Sefc et al. (1999) ไดท้าํการศึกษาและคน้หาลาํดบัเบส microsatellite ขององุ่น เพื่อใชใ้น

การจาํแนกพนัธ์ุขององุ่นต่างสกุล โดยทาํการคดัเลือกลาํดบัเบส (GA)n  ท่ีซํ้ ากนัหลาย  ๆคร้ังจากห้องสมุด

จีโนมิก (genomic library) ขององุ่น (Vitis riparia) พบวา่ มีไพรเมอร์ 18 คู่ ท่ีสามารถระบุความ

แตกต่างขององุ่นต่างสกุล ท่ีมีความใกลชิ้ดกนั (V. rupestris, V. berlandieri, V. labrusca, V. cinerea,                  

V. aestivalis, V. vinifera และ องุ่นลูกผสมขา้มสายพนัธ์ุ) ตลอดจนไดท้าํการศึกษาประสิทธิภาพของไพร์

เมอร์กบัองุ่น V. vinifera จาํนวน 120 สายพนัธ์ุ พบวา่ แต่ละตาํแหน่งหรือแต่ละคู่ของไพรเมอร์ให ้     

อลัลีล (allele) ท่ีมีความแตกต่างกนั 4 ถึง 15 อลัลีล และไดท้าํการคดัเลือกเคร่ืองหมาย Microsatellite 

จาํนวน 13 คู่ ท่ีมีความสามารถแยกความแตกต่างของพนัธุกรรมองุ่นได ้ 

Sefc et al. (2000) ไดค้ดัเลือกเคร่ืองหมาย Microsatellite จาํนวน 9 คู่ (VVMD5, VVMD7,VVS2, 

ssrVrZAG21, ssrVrZAG47, ssrVrZAG62, ssrVrZAG64, ssrVrZAG79 และ ssrVrZAG83) สําหรับวิเคราะห์

โครงสร้างทางพนัธุกรรมขององุ่นและศึกษาความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่งปลูก 8 ประเทศ ใน

ยุโรป ไดแ้ก่ กรีซ, โครเอเชีย, ทางเหนืออิตาลี, ออสเตรีย, เยอรมนี, ฝร่ังเศส, สเปน และโปรตุเกส

พบวา่ เคร่ืองหมายโมเลกุลน้ีสามารถแยกความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่นเหล่าน้ีไดดี้ ทั้งพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะ

เหมือนกนัหรือต่างกนั เช่น องุ่นพนัธ์ุ Blauburger, Blaufrankisch , Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc,  

Shiraz, Semillon, Tempranillo และ Akominato นอกจากน้ียงัสามารถแบ่งกลุ่มพนัธ์ุองุ่นท่ีมีความใกลชิ้ด

กนัทางพนัธุกรรมจากสเปนและโปรตุเกสได ้ซ่ึงไพร์เมอร์ชุดน้ียงัสามารใชใ้นการจาํแนกพนัธ์ุองุ่นใน

ยโุรปไดอี้กดว้ย 

This et al. (2004) ไดมี้การพฒันาชุดมาตรฐานของเคร่ืองหมาย microsatellite จาํนวน 6 คู่ 

(VVMD5, VVMD7, VVMD27, VVS2, VrZAG62, และ VrZAG79) ในการวิเคราะห์องุ่นจาํนวน       

46 สายพนัธ์ุ ซ่ึงไดร้วบรวมลกัษณะท่ีมีความแตกต่างกนัในห้องปฏิบติัการ และศึกษาความแตกต่าง

ของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่งปลูก 7 ประเทศ และบางสายพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัหรือต่างกนั เช่น ความ

แตกต่างของขนาดอลัลีล (alleles) และความแตกต่างระหว่างความถ่ีของอลัลีล ซ่ึงสามารถใช้เป็น

ฐานขอ้มูลในการอา้งอิงของอลัลีล พบว่า ใน 33 สายพนัธ์ุ ยงัพบความแตกต่างของอลัลีล 13 ถึง 23         

อลัลีล ท่ีถูกคดัเลือกดว้ยเคร่ืองหมาย microsatellite ในการจาํแนกและแยกความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่น

ได ้
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Ghetea et al. (2010) ไดศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมขององุ่น เพื่อใชใ้นการประเมิน

ลกัษณะทางพนัธ์ุกรรม การระบุสายพนัธ์ุ และแยกความหลากหลายทางพนัธุกรรมระหวา่งสายพนัธ์ุ

องุ่นท่ีถูกเก็บรวบรวมยีนไวใ้น National Institute for Biotechnologies in Horticulture จาํนวน 9 พนัธ์ุ 

ได้แก่พนัธ์ุ Muscat Ottonel, Italian Riesling, Cabernet Sauvignon, Sauvignon, Tamaioasa 

Romaneasca, Negru Aromat, Feteasca Alba, Feteasca Regala, Feteasca Neagra ดว้ยเคร่ืองหมาย 

microsatellite จาํนวน 15 คู่ พบวา่ ไพรเมอร์ทั้ง 15 คู่ สามารถแยกความแตกต่างทางพนัธุกรรมและ

สามารถแยกความแตกต่างของขนาดอลัลีล (alleles) ในองุ่นของโรมาเนียได ้

Huang et al. (2010) ไดศึ้กษายีนท่ีมีการแสดงออก (expressed sequence tags ESTs) เพื่อออกแบบ

ไพรเมอร์ชนิด SSR หรือ EST-SSR จากยีนขององุ่นท่ีถูกรวบรวมไวใ้นฐานขอ้มูล The National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) สามารถดาวน์โหลดขอ้มูลทั้งหมดได ้จาํนวน 215,609 ยนี พบวา่ มีเพียง

ยีน จาํนวน 6,447 ยีน และนาํขอ้มูล 6,447 ยีน ไปทาํการวิเคราะห์แบบจดักลุ่ม (clustering analysis) 

เหลือเพียง จาํนวน 1,037 ยีน ท่ีสามารถนาํไปออกแบบไพรเมอร์ SSR ได ้และสามารถออกแบบไพร

เมอร์ได ้150 คู่ เพื่อนาํมาวเิคราะห์ความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่นได ้  

 

2.14 การใช้เคร่ืองหมาย Microsatellite ในการตรวจสอบสายพนัธ์ุองุ่นทีใ่ช้ทาํไวน์ 

เทคนิค Microsatellite สามารถใช้ในการจาํแนกและระบุสายพนัธ์ุองุ่นในไวน์ได้ ซ่ึงมี

รายงานโดย Siret et al. (2000) ไดใ้ชเ้คร่ืองหมาย Microsatellite จาํนวน 4 คู่ (VVMD5, VVMD27, 

VVMD32 และ VVMD36) (Bowers et al., 1996, 1999) ในการวิเคราะห์ความหลากหลายในองุ่น 

(Vitis vinifera) เพื่อใชก้ารระบุสายพนัธ์ุองุ่นท่ีใชผ้ลิตไวน์ในเชิงการคา้ จากการทดลองสกดัดีเอ็นเอใน

ส่วนท่ีเหลือจากมสั (must) และไวน์ จากกระบวนการหมกัองุ่นจาํนวน 6 สายพนัธ์ุ (Chardonnay, Clairette 

Blanche, Grenache Noir, Merlot, Muscat blanc a petits grains และ Syrah) พบวา่ สามารถวิเคราะห์

และสกดัดีเอ็นเอจากกระบวนการหมกัไวน์จากส่วนท่ีเหลือในกระบวนการหมกัไดแ้ต่ดีเอ็นเอท่ีสกดั

ไดย้งัไม่เพียงพอและปริมาณความเขม้ดีเอ็นท่ีไดย้งัไม่เหมาะสมสําหรับในการวิเคราะห์เพื่อระบุสาย

พนัธ์ุ 

Baleiras-Couto et al. (2006) ไดค้ดัเลือกและระบุสายพนัธ์ุองุ่น เพื่อใช้ควบคุมคุณภาพของ

องุ่นท่ีใชผ้ลิตมสั (Must) และไวน์ จากองุ่นท่ีมีความแตกต่างกนั 5 พนัธ์ุ (Touriga Franca,  Fernao Pires,       

Tinta Barroca, Tinto Cao และ Marselan) โดยใช้เคร่ืองหมาย microsatellite จาํนวน 6 คู่ (VVMD5, 

VVMD7, VVMD27, VrZAG62, VrZAG79 และ VVS2) (Bowers et al., 1996, 1999; Thomas and Scott 

et al., 1993; Thomas et al., 1993) และบนคลอโรพลาส จาํนวน 2 คู่ (cpSSR3 และ cpSSR5)         
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(Weising and Gardner, 1999) ทาํการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Automatic sequencer จากองุ่นท่ีใชผ้ลิตมสั 

พบวา่ มีความหลากหลายของสายพนัธ์ุองุ่นท่ีใชใ้นการผลิตมสั แสดงใหเ้ห็นถึงความสัมพนัธ์ท่ีเป็นไป

ไดร้ะหวา่งอตัราส่วนในการผสม และความหลากหลายของความถ่ีอลัลิล (alleles) ของส่วนผสมท่ีใช้

ในการผลิตมสั อาจนาํเทคนิคน้ีมาประยุกต์ใช้ในการตรวจสอบแหล่งท่ีมา ควบคุมคุณภาพของไวน์ 

และตรวจสอบไวน์ปลอมปนได ้

ในขณะท่ี  Savazzini et al. (2006) ไดพ้ฒันาเทคนิค real-time PCR (time polymerase chain 

reaction quantification) ในการตรวจสอบดีเอ็นเอองุ่นท่ีใชผ้ลิตไวน์ เพื่อใชใ้นการยืนยนัสายพนัธ์ุองุ่น 

ตรวจสอบแหล่งท่ีมา และพื้นท่ีปลูก เพื่อใชค้ดัเลือกพนัธ์ุองุ่นท่ีใชผ้ลิตไวน์ ดว้ยไพรเมอร์ VvNCED2 

และ ScRRS3 พบวา่ ประสบความสาํเร็จในการตรวจสอบดีเอน็เอท่ีไดจ้ากส่วนท่ีเหลือจากมสัและไวน์ 

นอกจากน้ียงัใชเ้คร่ืองหมาย microsatellite จาํนวน 6 คู่ (VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG 62 และ 

VrZAG 79) (Thomas et al., 1993; Bowers et al., 1996, 1999; Thomas and Scott et al., 1993) มาใชใ้นการ

ตรวจสอบไวน์หลงักระบวนการหมกัมาแลว้ 1 ปี พบวา่ ยงัสามารถตรวจสอบและระบุสายพนัธ์ุองุ่นท่ี

ใชผ้ลิตไวน์ได ้แต่อยา่งไรก็ตามการวเิคราะห์ดีเอ็นเอองุ่นท่ีใชผ้ลิตมสัและไวน์ ข้ึนอยูก่บัวิธีการสกดัดี

เอ็นเอและการเพิ่มปฏิกิริยาด้วยเทคนิค PCR และเทคนิค real-time PCR เป็นอีกเทคนิคหน่ึงท่ีมี

ประสิทธิภาพในการจาํแนกพืช จุลินทรีย ์และใช้ในการตรวจสอบพืชท่ีมีการตดัต่อทางพนัธุกรรม  

นอกจากน้ียงัใชต้รวจสอบเช้ือยีสต ์Saccharomyces cerevisiae ท่ียงัคงเหลือของกระบวนการผลิตไวน์

ได ้ 

Harta et al. (2011) ไดศึ้กษาและทาํลายพิมพดี์เอ็นเอองุ่นดว้ยเคร่ืองหมาย Microsatellite 

จาํนวน 4 คู่ (VVS2, VVMD27, VVMD5 และ VVMD7) เพื่อใชใ้นการตรวจสอบไวน์ในเชิงการคา้ 

และแยกความแตกต่างขององุ่นทาํไวน์ในโรมาเนีย (Tamaioasa Romanesca, Galbena de Odobeşti,       

Feteasca Neagra Busuioaca de Bohotin) โดยวิเคราะห์ไวน์อายุ 12 เดือน และ 18 เดือน พบวา่ เคร่ืองหมาย 

VVS2 และ VVMD7 สามารถตรวจสอบและจาํแนกพนัธ์ุองุ่นหลงักระบวนการหมกัไวน์ได ้นอกจากน้ี

จากการสกดัดีเอ็นเอ ยงัพบว่าไวน์อายุ 12 เดือน คุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ยงัดีกว่าไวน์อาย ุ          

18 เดือน และใหผ้ลเป็นท่ีน่าพอใจในการตรวจสอบและจาํแนกสายพนัธ์ุองุ่นท่ีใชผ้ลิตไวน์ 

 

2.15 การใช้เคร่ืองหมาย Microsatellite ในคลอโรพลาสดีเอน็เอเพื่อตรวจสอบสายพันธ์ุ

องุ่น  

นอกจากน้ียงัมีการตรวจสอบองุ่นโดยใช้เทคนิค Microsatellite ในการศึกษาบนคลอโรพลาส 

(chloroplast) ซ่ึงมีรายงานโดย  Arroyo-Garca et al. (2002) โดยใชไ้พรเมอร์ Microsatellite เพื่อศึกษาความ
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หลากหลาย  (polymorphisms) ในตวัอยา่งองุ่น Vitis vinifera, Vitis berlandieri, Vitis riparia และ Vitis rupestris 

จากไพรเมอร์ทั้งหมดจาํนวน 10 คู่ พบวา่ มีเพียงจาํนวน 3 คู่ (cpSSR3, cpSSR5 และ cpSSR10) เท่านั้น

ท่ีสามารถแยกความแตกต่างของจาํนวนมอโนนิวคลีโอไทด์ (mononucleotide) ท่ีมีความหลากหลาย

ภายในคลอโรพลาสต ์(chloroplast) และลกัษณะรูปแบบทางพนัธุกรรม (haplotypes) ถูกแสดงออกใน

องุ่นพนัธ์ุ V. vinifera ท่ีใชผ้ลิตไวน์ในสเปนและกรีซได ้

Imazio et al. (2006) ไดศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมขององุ่น โดยใชเ้คร่ืองหมาย 

Microsatellite บนคลอโรพลาส จาํนวน 8 คู่ ไดแ้ก่ ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp5, ccmp6, ccmp7, 

ccmp8 และ ccmp10 (Weising and Gardner., 1999) จากองุ่นแถบ Middle-East ถึง Western European 

ในกลุ่มตวัอยา่ง 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มท่ี 1 สหรัฐอเมริกา, ยเูครน, รัสเซีย, อิหร่าน, เลบานอน  กลุ่มท่ี 2   

โรเมเนีย, เชโกสโลวะเกีย, ฮงัการี, ยโูกสลลาเวีย, บอสเนีย กลุ่มท่ี 3 อิตาลี, กรีซ และ กลุ่มท่ี 4 สเปน

โปรตุเกส, ฝร่ังเศส พบว่า ในจาํนวน 142 สายพนัธ์ุ ท่ีมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมขององุ่นสูงถึง      

90 เปอร์เซ็นต ์เน่ืองจากมีการแลกเปล่ียนสายพนัธ์ุองุ่นระหวา่งแหล่งปลูกต่างๆ ในกลุ่ม Middle-East 

และ Western European  

 Doulaty et al. (2007) ไดศึ้กษาความแตกต่างทางพนัธุกรรมขององุ่น ในยุโรปจาํนวน          

6 สายพนัธ์ุ และ องุ่นป่า (Vitis labrusca) จาํนวน 63 สายพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย Microsatellite บน

คลอโรพลาส จาํนวน 8 คู่ ไดแ้ก่ ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp5, ccmp6, ccmp7, ccmp8 และ ccmp10) 

(Weising and Gardner., 1999) พบวา่ จากไพรเมอร์ทั้งหมด 8 คู่ มีเพียงไพรเมอร์ 2 คู่ คือ ccmp3 และ 

ccmp10 ท่ีสามารถแยกความหลากหลายและจาํแนกองุ่นสายพนัธ์ุปลูกได ้นอกน้ีไพรเมอร์ ccmp3 ยงั

สามารถแยกความแตกต่างทางพนัธ์ุกรรมขององุ่นป่าไดดี้  

Dzhambazova et al. (2009) ไดศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมขององุ่น จากการเก็บ

รวบรวมองุ่นป่า จาํนวน 51 สายพนัธ์ุ และองุ่นสายพนัธ์ุปลูก จาํนวน 19 สายพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมาย 

Microsatellite จาํนวน 7 คู่  ไดแ้ก่ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, ssrVrZAG21, ssrVrZAG62, 

ssrVrZAG79 (Thomas and Scott., 1993; Bowers et al., 1996; Bowers and Meredith., 1996;          

Sefc et al., 1999) และบนคลอโรพลาสต ์จาํนวน 5 คู่ ไดแ้ก่ ccmpSSR3, cpSSR5,cpSSR10, ccSSR5, 

ccSSR9 (Weising and Gardner, 1999; Chung et al., 2003) จากองุ่นป่าทั้งหมดจาํนวน 51 สายพนัธ์ุ 

และองุ่นสายพนัธ์ุปลูก จาํนวน 19 พนัธ์ุ พบวา่ มีเพียงองุ่นป่าจาํนวน 6 สายพนัธ์ุ เท่านั้น ท่ีมีลกัษณะ

ทางพนัธุกรรมแตกต่างจากองุ่นสายพนัธ์ุปลูกท่ีเก็บรวบรวมไว ้ จากการวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองหมาย 

Microsatellite ในการแบ่งกลุ่มและจําแนกความแตกต่างระหว่างองุ่นป่าและองุ่นสายพนัธ์ุปลูก 

นอกจากน้ียงัสามารถใช้ตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหวา่งองุ่นในบลัแกเรีย องุ่นยุโรป 

และเอเชียได ้ 



 
 

 
 

บทที ่3 

วธีิดาํเนินการวจิยั 
 

3.1 อปุกรณ์ 

3.1.1 อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

          (1) เคร่ืองพีซีอาร์ (PCR หรือ Thermal cycler) ของ APPLIED BIOSYSTEMS 

          (2) เคร่ืองเซนตริฟิวจ ์(centrifuge) ของ HERAEUS   

          (3) เคร่ืองเซนตริฟิวจแ์บบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated Centrifuge) ของ    

      HERAEUS  

          (4) เคร่ืองเจลอิเลคโตรโฟรีซีส (electrophoresis) ของ LIFE TECHNOLOGIES  

          (5) อ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ของ SHELLAB 

(6) เคร่ืองวดัปริมาณ DNA และ RNA (Spectrophotometer) ของ PERKIN ELMER   

(7) เคร่ืองดูดสารปริมาณนอ้ย (Pipetman) ของ GILSON  

(8) เคร่ืองผสม (Vortex mixer) ของ SCIENTIFIC INDUSTRIES 

(9) ตูดู้ดควนัพิษ (Frame Hood) ของ TRANE  

(10) เคร่ืองชัง่ ของ SARTORIUS  

(11) ชุดถ่ายภาพพร้อมเคร่ืองมือวเิคราะห์สารพนัธุกรรม (Gel Documentation) ของ         

         BIO- RAD 

(12) เคร่ืองหาลาํดบัสารพนัธุกรรมแบบก่ึงอตัโนมติั (DNA Sequencer) ABI 377 

(13) ตูเ้ยน็ -20O องศาเซลเซียส ของ PUFFER HUBBARD  

(14) ตูเ้ยน็ 4O องศาเซลเซียส ของ CHILLED  

3.1.2 สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 

(1) ชุดสกดั DNA extraction kit (DNeasy Plant Mini Kit, Germany) 

(2) Extraction Buffer [(CTAB: hexadecyltrimetyl ammonium bromide) 10 กรัม,    

      NaCl 81.82 กรัม, 0.5 M EDTA pH 8.0 40 มิลลิลิตร, 1 M Tris-HCl pH 8.0           

      50 มิลลิลิตร)] 

(3) Washing solution (NH4OAc 0.077 กรัม, Absolute ethanol 70 มิลลิลิตร) 

(4) TE buffer (2 M Tris-HCl pH 8.0 500 ไมโคลิตร, 0.5 M EDTA pH 8.0                 

       200 ไมโคลิตร) 
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(5) chloroform  

(6) isoamyl alcohol  

(7) 2-mercaptoethanol 

(8) Ethidium bromide 

(9) Isopropanol 

(10) RNase A  

(11) 3M NaOAc 

(12) 70% Ethanol 

(13) Agarose gel 

(14) 10X TBE buffer (Tris base 108 กรัม, Boric acid 55 กรัม, EDTA 93 กรัม)  

(15) เอนไซมดี์เอน็เอเทคโพลิเมอเรส (DNA Taq polymerase); Bioline, USA 

(16) ไมโครแซทเทลไลทไ์พรเมอร์ (microsatellite) ท่ีติดฉลากดว้ยสีฟูออเรสเซนต ์ 

         แสดงในตารางท่ี 4.1 

(17) ดีออกซีนิวคลีโอไทดไ์ตรฟอสเฟต (dNTPs); Bioline, USA 
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3.2 วธีิการทดลอง 

การทดลองที่ 1 การจัดทําลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพันธ์ุองุ่นทําไวน์ที่ปลูกในประเทศไทย โดย

ใช้เทคนิค Microsatellite primer 

การจดัทาํลายพิมพดี์เอ็นเอประกอบดว้ย 3 ขั้นตอนหลกัๆ คือ 

  - การสกดัดีเอน็เอและปรับความเขม้ขน้ของดีเอน็เอ 

  - การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง 

  - การวเิคราะห์ขนาดของช้ินดีเอ็นเอจากการทาํ PCR 

1.1 ตัวอย่างองุ่นทาํไวน์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

                 ตวัอยา่งพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ท่ีใช้ในการศึกษาลายพิมพเ์อ็นเอ จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ 

ได้รับความอนุเคราะห์จาก ไร่องุ่นหัวหินฮิลส์ วินยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์         

เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา และมหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จงัหวดันครราชสีมา โดยเก็บ

ตวัอย่างใบองุ่นท่ีมีลกัษณะใบก่ึงอ่อนก่ึงแก่ ท่ีอยู่รองจากยอด 3-4 ใบ เก็บใส่ถุงพลาสติกใส่กล่องท่ีมี

นํ้าแขง็ เพื่อใชใ้นขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ รายช่ือพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ท่ีใชใ้นการทดลองแสดงในตารางท่ี 3.1 
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ตารางที่ 3.1 รายช่ือพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ท่ีใชใ้นการทดลองและสถานท่ีเก็บรวบรวม 

 

พนัธ์ุองุ่น แหล่ง/สถานท่ีเก็บ 

1. Shiraz  ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี  จงัหวดันครราชสีมา 

2. Shiraz 174 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

3. Shiraz  ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

4. Cabernet Sauvignon  ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา 

5. Cabernet Sauvignon ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

6. Chenin Blanc ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา 

7. Chenin Blanc 220 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

8. Chenin Blanc 880 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

9. Colombard  ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา 

10. Colombard 607B ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

11. Colombard 607 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

12. Colombard 625 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

13. Tempranillo  ไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา 

14. Tempranillo 776 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

15. Tempranillo RJ51 ไร่องุ่นหวัหินฮิลล ์ วนิยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ 

16. Chardonay มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

17. Riesling มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

18. Guetramimer มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

19. Zintandel มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

20. Niagara มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

21. Carbernet  Franc มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

22. Rubired มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

23. Babera มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

24. Macabau Blanc มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

25. Faustino มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

26. Delaware มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

27. Merlot มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

2.8 Pinot Noir มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 

29. Marechal Foch มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี   จงัหวดันครราชสีมา 
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 1.2 การสกดัดีเอน็เอจากใบองุ่น  

                       สกดัดีเอน็เอจากใบองุ่นดว้ยวธีิท่ีดดัแปลงจากวธีิการของ Agrawal et al. (1992) โดย

นําตวัอย่างใบองุ่น 0.1 กรัม ใส่ในโกร่งพร้อมกับไนโตรเจนเหลวแล้วบดให้เป็นผงละเอียดเติม 

Extraction Buffer [(เตรียม 500 มิลลิลิตร: CTAB (hexadecyltrimetyl ammonium bromide) 10 กรัม, 

NaCl 81.82 กรัม, 0.5 M EDTA pH 8.0 40 มิลลิลิตร, 1 M Tris-HCl pH 8.0 50 มิลลิลิตร)] จาํนวน    

700 ไมโครลิตร แลว้เติม 2-mercaptoethanol จาํนวน 3 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นเทส่วนผสม

ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที ผสมตวัอยา่งในหลอด

โดยการกลบัหลอดไปมาทุกๆ 10 นาที เม่ือครบกาํหนดเวลาเติม chloroform:iso-amyl alcohol อตัรา 

24:1 จาํนวน 700 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในหลอดให้เขา้กนัโดยวิธีกลบัหลอดไปมา 5-10 นาที 

แล้วนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ดูดนํ้ าใสส่วนบน จาํนวน              

500 ไมโครลิตร ใส่หลอดใหม่ เติม 3 M sodium acetate จาํนวน 50 ไมโครลิตร และ Isopropanol 

จาํนวน 300 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัเบาๆ แลว้นาํไปแช่ในตูล้บ -20 องศาเซลเซียส หรือนํ้ าแข็ง เป็น

เวลา  30 นาที นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ค่อยๆ เทนํ้ าใสทิ้ง ลา้ง

ตะกอนดว้ย Washing solution (เตรียม 100 มิลลิลิตร: NH4OAc 0.077 กรัม, Absolute ethanol           

70 มิลลิลิตร) จาํนวน 300 ไมโครลิตร โดยการกลบัหลอดเบาๆ นาน 2-3 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5นาที เทส่วนนํ้ าใสทิ้ง จากนั้นลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์

เอธิลแอลกอฮอล์ จาํนวน 500 ไมโครลิตร จาํนวน 1 คร้ัง นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 12,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 5 นาที เทนํ้ าใสทิ้ง ปล่อยดีเอ็นเอให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง จากนั้นกาํจดั RNA และละลายตะกอน   

ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิดว้ย TE buffer (เตรียม 100 มิลลิลิตร: 2 M Tris-HCl pH 8.0 500  ไมโครลิตร,                                

0.5 M EDTA  pH 8.0 200 ไมโครลิตร) จาํนวน 100 ไมโครลิตร และ RNase A เขม้ขน้ 10 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร จาํนวน 2 ไมโครลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเก็บ         

ดีเอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้นการศึกษาขั้นตอนต่อไป 

 1.3 การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของสารละลายดีเอน็เอ 

                     การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอโดยวิธีวดัการดูดกลืนแสงดว้ย

เคร่ือง spectrophotometer อาศยัหลกัการท่ีเบสเป็นองค์ประกอบของกรดนิวคลีอิก สามารถดูดกลืน

แสงไดสู้งสุดท่ีความยาวช่วงคล่ืนประมาณ 260 นาโนเมตร ส่วนโปรตีนจะดูดกล่ืนแสงไดดี้ท่ีสุดท่ี

ประมาณ 280 นาโนเมตร และสารละลายดีเอน็เอท่ีเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร สามารถดูดกลืน
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แสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร (A260 หรือ OD260) เท่ากบั 1 (สุรินทร์, 2540) ขั้นตอนของ

วธีิการวดัปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอมีต่อไปน้ี  

                  (1) ผสมสารละลายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการหาความเขม้ขน้ จาํนวน 2 ไมโครลิตร กบั 

TE buffer จาํนวน 198 ไมโครลิตร (dilution factor = 200) แลว้ใส่ลงใน cuvette จากนั้นนาํไปวดัค่า

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) (A260 และ A280) โดยใช ้TE buffer 

เป็น blank 

                  (2) คาํนวณความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอจากค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง                   

260 นาโนเมตร ดงัน้ี 

ความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอ = A260 x 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร x dilution factor 

    (หมายเหตุ: A260 มีค่าเท่ากบั 1 เม่ือสารละลายดีเอ็นเอมีความเขม้ขน้เป็น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

        (3) ความบริสุทธ์ิของสารละลายดีเอ็นเอ สามารถคาํนวณได้จาก ค่าสัดส่วน

ระหวา่ง A260/A280 สารละลายดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิควรมีค่า A260 / A280 อยู่ในช่วงระหวา่ง 1.85-2.00 ใน

กรณีท่ีตํ่ากวา่ 1.85 แสดงวา่ดีเอ็นเอนั้นไม่บริสุทธ์ิ มีสารท่ีใชใ้นกระบวนการสกดัปนเป้ือนอยู ่และใน

กรณีท่ีมีค่ามากกวา่ 2.00 แสดงวา่มีอาร์เอน็เอ (RNA) หรือโปรตีนปนเป้ือนอยู ่

                  การตรวจสอบปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอโดยการแยกดว้ยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิส 

แลว้ยอ้มดีเอน็เอดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์ โมเลกุลของเอธิเดียมโบรไมด์จะแทรกเขา้ไปอยูใ่นเกลียวคู่ของสาย        

ดีเอน็เอ และเม่ือนาํไปส่องภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตก็จะเกิดการเรืองแสงข้ึน ขั้นตอนการตรวจมีดงัน้ี 

             (1) เตรียมอะกาโรส 1.0% โดยชัง่ผงอะกาโรส 1.0 กรัม ใส่ลงใน 1X TBE buffer   

(เตรียม 1.000 มิลลิลิตร: Tris-base 108 กรัม, Boric acid 55 กรัม, M EDTA 93 กรัม) จาํนวน            

100 มิลลิลิตร จากนั้นนาํไปใหค้วามร้อนดว้ยเคร่ืองไมโครเวฟท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา       

5-10 นาที เพื่อละลายผงอะกาโรส 

             (2) ตั้งไวใ้ห้เยน็ลงท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 60 องศาเซลเซียส แลว้เทลงในถาด 

(electrophoresis tray) ใหเ้จลหนา 3-4 มิลลิเมตร จากนั้นท่ีเสียบหวีลงไปให้ตรงตาํแหน่งเพื่อทาํให้มี

ช่องเล็ก ๆ สาํหรับหยอดตวัอยา่งสารละลายดีเอน็เอ  

             (3) ปล่อยให้เจลเยน็ลงและแข็งตวัท่ีอุณหภูมิห้อง ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 45 นาที               

เท 1X TBE buffer ใหท้่วม แลว้ดึงหวอีอกอยา่งระมดัระวงั ไม่ใหห้ลุมท่ีเกิดจากการดึงหวอีอกฉีกขาด 

             (4) นาํถาดท่ีมีแผน่เจลใส่ลงไปในเคร่ืองอิเล็กโทรโฟรีซิส ท่ีมีสารละลาย 1X 

TBE buffer อยู ่โดยใหว้างดา้นท่ีมีหลุมอยูท่างดา้นขั้วลบ 
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 (5) ผสมดีเอน็เอกบัสี (loading dye) โดยใชดี้เอน็เอ จาํนวน 2 ไมโครลิตร และสี 

จาํนวน 2 ไมโครลิตร แล้วหยอดสารละลายดีเอ็นเอกบัสีลงในหลุมของเจลท่ีเตรียมไว ้โดยใช้

สารละลายดีเอน็เอมาตรฐาน DNA marker ชนิด 1 kb เป็นดีเอน็เอเปรียบเทียบใส่ในหลุมแรก 

(6) ต่อกระแสไฟฟ้าเขา้กบัเคร่ืองอิเล็กโตรโฟริซิลแลว้เปิดกระแสไฟฟ้าให้มีแรง

ไฟฟ้า 100 โวลต ์ปล่อยให้ดีเอ็นเอเคล่ือนไปพอประมาณ โดยดูจากสีท่ีเคล่ือนท่ีในอะกาโรสเจล หรือ

หลงัจากเร่ิมตน้ต่อกระแสไฟฟ้าเป็นเวลา 30 นาที แลว้จึงปิดเคร่ือง 

(7) นาํแผน่เจลไปยอ้มสีในสารละลายเอธิเดียมโบรไมด์ 10 นาที แลว้นาํแผน่เจลออก

จากสารละลายเอธิเดียมโบรไมด ์นาํไปแช่ในถาดท่ีมีนํ้าไหลประมาณ 10 นาที เพื่อลา้งเอธิเดียมโบรไมด์ท่ีคา้ง

อยูบ่นแผน่เจล 

(8) นาํแผน่เจลไปส่องดูภายใตเ้คร่ือง Gel Documentation บนัทึกภาพของแผน่

เจล เพื่อใชใ้นการวเิคราะห์คุณภาพและตรวจสอบปริมาณของจีโนมิกส์ดีเอ็นเอ และการแตกหกัของดี

เอน็เอจากลกัษณะของแถบดีเอน็เอท่ีสกดัได ้

จากนั้นทาํการปรับความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอ โดยการเจือจางดว้ย TE ให้ทุกตวัอยา่ง

มีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แลว้เก็บใส่ในตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส เพื่อเก็บ

รักษาสภาพของดีเอ็นเอสาํหรับใชศึ้กษาต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 แสดงจีโนมิกดีเอ็นเอของตวัอย่างพนัธ์ุองุ่น 5 พนัธ์ุท่ีสกดัได้ (แถวท่ี 2-6) และ (1) 

Molecular weight maker (1kb Gene Ruler) (2) พนัธ์ุ Shiraz (3) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon 

(4) พนัธ์ุ Chenin Blanc (5) พนัธ์ุ Colombard (6) พนัธ์ุ Tempranillo 
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1.4 การคัดเลือก Microsatellite primer ที่เหมาะสมสําหรับทําลายพิมพ์ดีเอ็นเอองุ่น

ทาํไวน์ 

                (1) การเพิ่มประมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง (PCR) โดยใช ้microsatellite primer  

                      นาํ microsatellite primer จาํนวน 35 คู่ ไปทดลองกบัตวัแทนองุ่นทาํไวน์ท่ีสุ่ม

คดัเลือกไว ้จาํนวน 5 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ Shiraz, Cabernet Sauvignon, Chenin Blanc, Tempranillo และ 

Colombard ไปเพิ่มปริมาณดีเอน็เอ ส่วนท่ีตอ้งการในหลอดทดลอง โดยมีองคป์ระกอบและสภาวะการ

ทาํปฏิกิริยามีดงัน้ี ดีเอ็นเอตน้แบบเขม้ขน้ 40 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จาํนวน 2 ไมโครลิตร, 100mM 

dNTPs (Bioline, USA) จาํนวน 2 ไมโครลิตร, 5 unit/µl เอนไซม ์DNA polymerase (IMMOLASETM 

DNA Polymerase; Bioline, USA) จาํนวน 0.2 ไมโครลิตร, 10X ImmoBuffer จาํนวน 2 ไมโครลิตร,      

50mM MgCl2 จาํนวน 0.8 ไมโครลิตร และ 10 µM ไพรเมอร์ forward และ reverse อย่างละ                

1 ไมโครลิตร ปรับให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 20 ไมโครลิตร ดว้ย deionized H2O ดงัแสดงใน       

ตารางท่ี 3.2 ในกรณีน้ี Forward primer ท่ีใส่ในปฏิกิริยาติดฉลากดว้ยสีฟูออเรสเซนตท่ี์ปลาย 5’ แลว้

นาํไปเขา้เคร่ือง PCR โดยตั้งโปรแกรม PCR ให้ทาํงานดงัน้ี initial denaturation 95 องศาเซลเซียส        

7 นาที จาํนวน 1 รอบ, ช่วง denaturation  95 องศาเซลเซียส 40 วินาที, annealing 55 องศาเซลเซียส    

40 วินาที, extention 72 องศาเซลเซียส 40 วินาที  จาํนวน 40 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 

จาํนวน 1 รอบ ดงัแสดงในตารางท่ี 3.3 

                (2) การวเิคราะห์ขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้ากผลผลิต PCR 

    การเตรียมกระจกสําหรับเคร่ืองอ่านลาํดบัสารพนัธุกรรมแบบก่ึงอตัโนมติั                     

(ABI PrismTM 377 DNA Sequencer) มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี ทาํการลา้งกระจกขนาด 36 X 48 เซนติเมตร 

ดว้ยนํ้ าเปล่าให้ทัว่ทั้งแผ่นให้สะอาดตั้งทิ้งไวใ้ห้แห้ง จากนั้นนาํกระจกมาประกอบเขา้กบัชุดอุปกรณ์ 

Cassette โดยใช้ spacer หนา 0.2 มิลลิเมตร อยู่ระหว่างขอบของกระจก 2 แผ่น แล้วเตรียมเจล                  

โพลิอะคริลาไมด์ ความเขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์โดยชัง่ Urea มา 10.8 กรัม มาละลายในนํ้ ากลัน่ จาํนวน 

13.91 มิลลิลิตร เติม 29:1 Polyacrylamide gel จาํนวน 3 มิลลิลิตร, 10X TBE จาํนวน 3 มิลลิลิตร และ 

10% APS (Ammonium persulphate) จาํนวน 150 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้จึงเติม TEMED 

จาํนวน 18 ไมโครลิตร จากนั้นนาํกระบอกฉีดยาฉีดเจลจากดา้นล่างกระจก พร้อมเคาะกระจกไล่

ฟองอากาศท่ีอาจมีข้ึน แลว้ใส่หวีเขา้ท่ีด้านบนของกระจก จากนั้นปล่อยเจลให้แข็งตวัไม่น้อยกว่า        
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2 ชัว่โมง แล้วประกอบกระจกท่ีเตรียมเจลเรียบร้อยแลว้เขา้กบัเคร่ือง ABI PrismTM 377 DNA 

Sequencer เพื่อเตรียมพร้อมสาํหรับโหลดตวัอยา่งในการวเิคราะห์ 

  (3) การเตรียมหลอดตวัอยา่งเขา้เคร่ือง ABI PrismTM 377 DNA Sequencer แต่ละ

หลอดใส่ 

- Hidi formamide   1.35  ไมโครลิตร 

- Loading buffer   0.5  ไมโครลิตร 

- DNA size standard GS-500 (ROX)  0.15  ไมโครลิตร 

- PCR Product    1  ไมโครลิตร 

จากนั้นนาํไปใหค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที แลว้แช่ลงใน

นํ้ าแข็งทันที เพื่อเตรียมไว้สําหรับนํา เข้า เค ร่ืองอ่านลําดับสารพันธุกรรมแบบก่ึงอัตโนมัติ                            

ABI PrismTM 377 DNA Sequencer แลว้โหลด (load) ตวัอยา่ง เคร่ืองจะทาํงานตามโปรมแกรมท่ีตั้งค่า

ไว ้เคร่ืองจะวิเคราะห์ขนาดของช้ินดีเอ็นเอได้จากผลผลิต PCR โดยวิธี electrophoresis โดยใช้

โปรแกรม Genescan เทียบกบัค่าดีเอ็นเอขนาดมาตรฐานโดยใช ้ DNA size standard และวิเคราะห์

ขนาดของลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม Genotyper ซ่ึงทุกขั้นตอนเคร่ืองจะทาํงานโดยอตัโนมติั 

(หทยัรัตน์ และณฐัหทยั, 2548)  
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ตารางที ่3.2 ความเขม้ขน้และปริมาณสารท่ีใชใ้นการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง เพื่อคดัเลือก  

   Microsatellite primer 

 

Reagents Final concentration Volume/µl 

DNA template (40ng/µl) 4ng/µl 2 

10X PCR buffer            1 X 2 

100mM dNTPs  10 mM 2 

50mM MgCl2              4 mM   0.8 

10mM Forward primer label with fluorescent             0.5 µl 1 

10mM Reverse primer             0.5 µl 1 

5 Unit/ml Tag DNA polymerase       0.05 u/µl   0.2 

ddH2O  

 

11 

Total       20 µl 

 

ตารางที ่3.3 ขั้นตอนการตั้งโปรแกรมทาํปฏิกิริยา PCR ดว้ย Microsatellite primer 

 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (0C) เวลา  นาที 

Pre denaturation 95 7 1 รอบ 

Denaturation 95 40 

 Annealing 55 40 40 รอบ 

Extention 72 40 

 Final Extention 72 7 1 รอบ 

Holding 4 α   
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  1.5 หลกัการคัดเลอืกไพรเมอร์ทีเ่หมาะสมสําหรับทาํลายพมิพ์ดีเอน็เอองุ่น 

ทาํการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอหรืออลัลีล ในกรณีท่ีเห็นเป็นกราฟ

ชดัเจนและสามารถแยกความแตกต่าง (Polymorphic) ของดีเอ็นเอองุ่นแต่ละพนัธ์ุได ้ส่วนไพรเมอร์ท่ี

ให้แถบดีเอ็นเอไม่ชัดเจนหรือให้แถบดีเอ็นเอเหมือนกันทุกพนัธ์ุ (monomorphic) จะถูกคดัทิ้ง ภาค

ละเอียดของ microsatellite primer ท่ีไดน้าํมาศึกษาคดัเลือกทั้งหมด 35 คู่ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 

1.6 การทาํลายพมิพ์ดีเอน็เอขององุ่นทาํไวน์ด้วยไพรเมอร์ Microsatellite primer 

 นําดีเอ็นเอขององุ่นจํานวน 29 ตัวอย่างพนัธ์ุ ท่ีปรับความเข้มข้นให้ได้ 40                 

นาโนกรัมต่อไมโครลิตร แลว้นาํ microsatellite primer ท่ีคดัเลือกไว ้ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง 

แล้วนาํไปวิเคราะห์ขนาดของผลิตผลจาก PCR ดว้ยเคร่ือง ABI PrismTM 377 DNA Sequencer 

เช่นเดียวกบัการดาํเนินงานขั้นตน้การคดัเลือก microsatellite primer 

การบนัทึกขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอ หรืออลัลีล (alleles) มีหน่วยเป็นคู่เบส  (base 

pair) ท่ีไดจ้ากการแยกขนาดดว้ยเคร่ือง ABI PrismTM 377 DNA Sequencer โดยท่ี microsatellite 

primer แต่ละคู่จะให้แถบดีเอ็นเอกบัพนัธ์ุองุ่นเพียง 2 แถบ หรือ 2 อลัลีล ถา้อลัลีลทั้งสองมีขนาด

เท่ากนัจะเรียกเป็น homozygous หากอลัลีลทั้งสองมีขนาดความยาวต่างกนัจะพบแถบดีเอน็เอ 2 แถบ

หรือ 2 peak เรียกตาํแหน่งวา่เป็น heterozygous 

การวเิคราะห์ขอ้มูลนาํค่าอลัลีลบนัทึกลงในตาราง alleles ในการวิเคราะห์ลาย

พิมพดี์เอ็นเอท่ีปรากฏจะใชเ้ฉพาะแถบท่ีเป็น Polymorphic คือ เป็นแถบท่ีมีความแตกต่างกนัขององุ่น

แต่ละพนัธ์ุท่ีศึกษา โดยพนัธ์ุใดมีแถบหรือปรากฏแถบดีเอ็นเอ (Present) ให้เป็น 1 พนัธ์ุใดไม่มีแถบ 

(Absent) ให้เป็น 0 สําหรับแถบดีเอ็นเอท่ีพบในทุกพนัธ์ุท่ีไม่มีความแตกต่างกนั จะไม่มีการนาํมา

วิเคราะห์ระยะหางทางพนัธุกรรม จากนั้นนาํค่าดชันีความเหมือนท่ีไดไ้ปจดักลุ่ม (cluster analysis) 

โดยใชโ้ปรแกรม UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Average) และสร้าง 

Dendrogram ท่ีแสดงความสัมพนัธ์ขององุ่นทาํไวน์ท่ีทาํการศึกษาแต่ละพนัธ์ุ  

 

การทดลองที ่2 ศึกษาเปรียบเทียบพันธุกรรมขององุ่นทําไวน์ที่นิยมปลูกในประเทศไทยกับ

ต่างประเทศ  

 ในการทดลองตอ้งการเปรียบเทียบลายพิมพดี์เอ็นเอของพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมนาํมาทาํ

ไวน์ จาํนวน 5 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ พนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon, Chenin Blanc, Tempranillo และ 

Colombard โดยใช ้microsatellite primer เพื่อเป็นการยืนยนัสายพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ 5 พนัธ์ุ ดงักล่าวขา้งตน้
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ท่ีมีช่ือเดียวกนั ท่ีปลูกในประเทศไทยกบัต่างประเทศ วา่มีพนัธุกรรมเหมือนกนัหรือไม่ ในการดาํเนินการ

มีขั้นดงัต่อไปน้ี  

  2.1 สืบค้นข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ ดังกล่าวมาข้างต้นท่ีใช้วิธี 

microsatellite primer จากฐานขอ้มูลต่างประเทศหรือเอกสารวิชาการต่างๆ บนัทึกแถบหรือรูปแบบลาย

พิมพดี์เอ็นเอ ขององุ่นทั้ง 5 พนัธ์ุ จากฐานขอ้มูลของต่างประเทศ ในรูปแบบของความยาวของช้ินส่วนดี

เอน็เอหรือเรียกวา่ อลัลีล (alleles) มีหน่วยเป็นคู่เบส (bp) 

2.2 นาํอลัลีลขององุ่นทั้ง 5 พนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากต่างประเทศ ในขอ้ 2.1 เปรียบเทียบกบั         

อลัลีลขององุ่นซ่ึงมีช่ือเดียวกนั ท่ีปลูกในประเทศไทยจาก 2 แหล่งปลูก คือ ไร่องุ่นหวัหินฮิลส์ วินยาร์ด 

จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา ซ่ึงไดท้าํลายพิมพ ์

ดีเอน็เอ โดยวธีิการเดียวกนัจากการทดลองน้ี กรณีท่ีองุ่นท่ีมีช่ือเดียวกนัท่ีมาจากต่างสถานท่ีหาก  พบวา่ มี 

microsatellite primer เพียง 1 ตาํแหน่ง ท่ีใหอ้ลัลีลต่างกนัจะถือวา่มีพนัธุกรรมต่างกนั 

 

การทดลองที ่3 พฒันาเทคนิคการตรวจสอบวเิคราะห์ดีเอน็เอเพือ่ระบุพนัธ์ุองุ่นในนํา้ไวน์  

การสกดัดีเอ็นเอองุ่นจากนํ้ าไวน์ เพื่อนาํมาตรวจสอบวิเคราะห์เป็นขั้นตอน

สําคญั เพราะในนํ้ าไวน์มีดีเอ็นเอปริมาณน้อย ตลอดจนมีการเสียหายหรือแตกหักของดีเอ็นเอจาก

กระบวนการผลิต อาทิเช่น การหมกั การบ่ม การกรอง เป็นตน้ ในการศึกษาคร้ังน้ีจะแบ่งวิธีการสกดัดีเอ็นเอ

ในนํ้าไวน์ออกเป็น 2 ขั้นตอน คือ (1) การตกตะกอนไวน์ (2) การสกดัดีเอน็เอ สาํหรับขั้นตอนการสกดัดีเอ็นเอ

ไดท้าํการทดสอบ   2 วิธี คือ วิธีแรกเป็นการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดั DNA extraction kit (Qiagen, Germany) 

และ วธีิท่ีสอง เป็นการสกดั ดีเอน็เอดว้ยวธีิ CTAB เพื่อเปรียบเทียบ 

3.1 การสกดัดีเอน็เอขององุ่นจากนํา้ไวน์ 

       (1)  การตกตะกอนนํา้ไวน์ เตรียมตวัอยา่งไวน์ปริมาณ 60 มิลลิลิตร แลว้ทาํ

การตกตะกอนไวน์ดว้ยวิธีดดัแปลงจาก Savazzini et al. (2006) โดยการเติม 2-propanal ปริมาณ 36 

มิลลิลิตร หรือ 0.6 เท่า ของปริมาณไวน์ ผสมให้เขา้กนั แลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันตะกอนท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ค่อยๆ       

เทนํ้ าใสทิ้ง นาํตะกอนท่ีไดป้ล่อยให้แห้งเก็บตะกอนท่ีไดไ้วท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพื่อใชใ้น

การสกดัดีเอน็เอขั้นตอนต่อไป 

 (2) การสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด DNA extraction kit ประกอบดว้ย 

สารละลายบพัเฟอร์ AP1, สารละลายบพัเฟอร์ AP2, สารละลายบพัเฟอร์ AP3/E, สารละลายบพัเฟอร์ 

AW, สารละลายบพัเฟอร์ AE, QIAshredder Mini spin column และ Dneasy Mini spin column โดยมี
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ขั้นตอนวิธีการสกดัดงัน้ี นาํตะกอนท่ีตกไว ้(ขั้นตอนท่ี 1) เติมสารละลายบพัเฟอร์ AP1 จาํนวน 400 

ไมโครลิตร และ RNase A จาํนวน 4 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั นาํไป

บ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยทาํการกลบัหลอดไปมาทุก 2-3 นาที เติม

สารละลายบพัเฟอร์ AP2 จาํนวน 130 ไมโครลิตร นาํไปแช่ในนํ้ าแข็ง นาน 5 นาที แลว้ไปป่ันเหวี่ยงท่ี 

14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ดูดนํ้ าใสใส่ในหลอด QIAshredder Mini spin column นาํไปป่ัน

เหวีย่งท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที เก็บนํ้าใส จากนั้นใส่สารละลายบพัเฟอร์ AP3/E ปริมาณ 

1.5 เท่าของนํ้ าใสท่ีได ้ผสมให้เขา้กนั ดูดนํ้ าใส จาํนวน 650 ไมโครลิตร ใส่ในหลอด DNeasy Mini 

spin column ท่ีประกอบไวก้บัหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา          

1 นาที ทิ้งนํ้ าใสท่ีผา่น Column ออกมา (ทาํซํ้ า 2 คร้ัง) จากนั้นประกอบ DNeasy Mini spin column ใส่

หลอดใหม่ขนาน 2 มิลลิลิตร ลา้งตะกอนดว้ยสารละลายบพัเฟอร์ AW จาํนวน 500 ไมโครลิตร นาํไป

ป่ันเหวี่ยงท่ี 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทิ้งนํ้ าใส แลว้ลา้งตะกอนอีกคร้ังดว้ยสารละลาย

บพัเฟอร์ AW จาํนวน 500 ไมโครลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที ทิ้งนํ้ า

ใส ประกอบ spin column ใส่หลอดใหม่ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลาย บพัเฟอร์ AE จาํนวน 

50 ไมโครลิตรแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นป่ันเหวีย่งท่ี 5,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

1 นาที เก็บดีเอน็ไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส สาํหรับเพิ่มปริมาณดีเอน็ต่อไป 

   (3) การสกัดดีเอ็นเอแบบวิธี CTAB นาํตะกอนของนํ้ าไวน์ท่ีเตรียมไว้

(ขั้นตอนท่ี 1) มาทาํการสกดัดีเอ็นเอองุ่นในนํ้ าไวน์ดว้ยวิธีดดัแปลงจาก Savazzini  et al. (2006) เติม

สารละลาย Extraction Buffer [(เตรียม 500 มิลลิลิตร: CTAB (hexadecyltrimetyl ammonium 

bromide) 10 กรัม, 5 M NaCl 140 มิลลิลิตร, 0.5 M EDTA pH 8.0 40 มิลลิลิตร, 1 M Tris-HCl pH 8.0       

50 มิลลิลิตร)] จาํนวน 700 ไมโครลิตร แลว้เติม 2-mercaptoethanol จาํนวน 3 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั 

จากนั้นเทส่วนผสมใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 

โดยการกลบัหลอดไปมาทุก ๆ 10 นาที เม่ือครบกาํหนดเวลาเติม chloroform:iso-amyl alcohol อตัรา 

24:1 จาํนวน 700 ไมโครลิตร ผสมสารละลายในหลอดให้เขา้กนัโดยการกลบัหลอดไปมาประมาณ    

5-10 นาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 เป็นเวลา 10 นาที ดูดนํ้ าใสส่วนบน จาํนวน 500 

ไมโครลิตร เติม 3 M sodium acetate จาํนวน 50 ไมโครลิตร และ Isopropanol จาํนวน 300 ไมโครลิตร 

ผสมให้เขา้กนัเบาๆ แลว้นาํไปแช่ในตูล้บ -20 องศาเซลเซียส หรือแช่ในนํ้ าแข็ง เป็นเวลา 30 นาที 

นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ค่อยๆ เทนํ้ าใสทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย 
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Washing solution (เตรียม 100 มิลลิลิตร: NH4OAc 0.077 กรัม, Absolute ethanol 70 มิลลิลิตร) 

จาํนวน 300 ไมโครลิตร โดยการกลบัหลอดไปมาเบาๆ เป็นเวลา 2-3 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เทส่วนนํ้าใสทิ้ง ลา้งตะกอนดว้ย 70 เปอร์เซ็นต ์เอธิลแอลกอฮอล ์

จาํนวน 500 ไมโครลิตร จาํนวน 1 คร้ัง นาํไปป่ันเหวียงท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา          

5 นาที เทนํ้าใสทิ้ง ปล่อยดีเอน็เอใหแ้หง้ท่ีอุณหภูมิหอ้ง จากนั้นกาํจดั RNA และละลายตะกอนดีเอ็นเอ

บริสุทธ์ิดว้ย TE buffer (เตรียม 100 มิลลิลิตร: 2 M Tris-HCl pH 8.0 500 ไมโคลิตร, 0.5 M EDTA pH 

8.0 200 ไมโครลิตร) จาํนวน 100 ไมโครลิตร และ RNase A เขม้ขน้10 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จาํนวน       

2 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที และเก็บดีเอ็นเอไวท่ี้อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส  

3.2 การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอที่สกดัได้จากนํา้ไวน์  

ก่อนทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองด้วยเทคนิค microsatellite 

ทาํการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกดัไดว้า่มีดีเอ็นเอเพียงพอและมีสารยบัย ั้งการทาํปฏิกิริยา  PCR 

หรือไม่ โดยทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยใชไ้พรเมอร์บริเวณ ribosomal DNA ในช่อง  

18S rDNA ของส่ิงมีชีวิต คือ NS1 (GTAGTCATATGCTTGTCTC) Forward primer และ NS4 

(CTTCCGTCAATTCCTTTAAG) Reverse primer (Kuzoff et al., 1998) โดยมีปฏิกิริยา PCR  

ประกอบดว้ย ดีเอ็นเอตน้แบบเขม้ขน้ 60 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จาํนวน 3 ไมโครลิตร, 100mM dNTPs 

(Bioline, USA) จาํนวน 2 ไมโครลิตร, 5 unit/µl เอนไซม ์DNA polymerase (IMMOLASETM DNA 

Polymerase; Bioline, USA) จาํนวน 0.2 ไมโครลิตร, 10X ImmoBuffer จาํนวน 2 ไมโครลิตร, 50mM 

MgCl2 จาํนวน 0.8 ไมโครลิตร และ 10mM NS1 Forward และ NS4 Reverse อยา่งละ 1 ไมโครลิตร ปรับ

ให้มีปริมาตรสุดทา้ยเท่ากบั 20 ไมโครลิตร ด้วย deionized H2O แล้วนาํไปเขา้เคร่ือง PCR โดยตั้ง

โปรแกรม PCR ให้ทาํงานดงัน้ี Pre denaturation 95 องศาเซลเซียส 7 นาที จาํนวน 1 รอบ, ช่วง 

denaturation 95 องศาเซลเซียส 40 วินาที, annealing 55 องศาเซลเซียส 40 วินาที, extention 72 องศา

เซลเซียส 40 วินาที จาํนวน 40 รอบ และ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที จาํนวน 1 รอบ ตวัอยา่งท่ีให้ผลผลิต 

PCR ดว้ยไพรเมอร์ 18S เท่านั้นท่ีจะนาํไปวเิคราะห์พนัธ์ุองุ่นนํ้าไวน์ต่อไป 

ในการทดลองน้ีใชไ้วน์แดงยี่ห้อ Monsoon Valley ท่ีใชอ้งุ่นพนัธ์ุ Shiraz ใน

การผลิตทาํการทดลอง 9 ตวัอยา่ง ตั้งแต่ขั้นตอนการตกตะกอนไวน์ การสกดัดีเอ็นเอ ทั้งสองวิธีการ

ทดสอบคุณภาพดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากไวน์โดยการใชไ้พรเมอร์ 18S rDNA  
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การทดลองที ่4 การตรวจวเิคราะห์ดีเอน็เอของพนัธ์ุองุ่นทีร่ะบุในฉลากไวน์ 

การทดลองต้องการวิเคราะห์ดีเอ็นเอองุ่นในไวน์ท่ีระบุในฉลาก โดยใช ้

microsatellite primer เพื่อตรวจสอบและระบุพนัธ์ุองุ่นในนํ้าไวน์ ดงักล่าววา่เหมือนกบัท่ีระบุในฉลาก

หรือไม่ ในการดาํเนินการมีขั้นดงัต่อไปน้ี  

  4.1 ตวัอย่างไวน์ทาํการช้ือไวน์จากทอ้งตลาด จาํนวน 9 ขวด และได้รับความ

อนุเคราะห์ไวน์จากบริษทั สยาม ไวเนอร่ี จาํกดั จาํนวน 2 ขวด และบริษทั กราน-มอนเต ้จาํกดั จาํนวน 1 ขวด 

รายละเอียดดงัแสดงในตารางท่ี 3.4  

 

ตารางที ่3.4 แสดงตวัอยา่งไวน์พนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ ชนิดของไวน์ และปีท่ีผลิตไวน์ท่ีใชใ้นการศึกษา

ทดลองดงัน้ี 

    

พนัธ์ุองุ่น  ชนิดไวน์ ยีห่อ้ไวน์ ปีไวน์ 

1. Shiraz  ไวน์แดง Monsoon Valley 2013(2556) 

2. Shiraz  ไวน์แดง Vineyards  2013(2556) 

3. Shiraz  ไวน์แดง Taras 2013(2556) 

4. Cabernet Sauvignon ไวน์แดง Vineyards 2013(2556) 

5. Cabernet Sauvignon ไวน์แดง Hardys 2013(2556) 

6. Shiraz Cabernet  Sauvignon ไวน์แดง Hardys 2013(2556) 

7. Chenin Blanc  ไวน์ขาว Monsoon Valley 2013(2556) 

8. Chenin Blanc ไวน์ขาว Spring 2013(2556) 

9. Colombard ไวน์ขาว Vineyards 2013(2556) 

 

4.2 นาํไวน์แต่ละขวด จาํนวน 60 มิลลิลิตร มาทาํการตกตะกอน และสกดัดีเอ็นเอ

ตามขอ้ 3.1 โดยใช้ microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ ได้แก่ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, 

VrZAG62 และ VrZAG79 ลาํดบัเบสแสดงในตารางท่ี 4.1 (Thomas et al., 1993; Bowers et al., 

1996,1999; Sefc et al., 1999 ) เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีสามารถแยกความแตกต่างทางพนัธุกรรม

ขององุ่นไดดี้ ทั้งพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัหรือต่างกนั (Sefc et al., 2000) มาใชต้รวจสอบดีเอ็นเอ

ขององุ่นในนํ้ าไวน์ นาํดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากทั้ง 2 วิธีตามขอ้ 3.1 ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอด

https://www.google.com/url?q=http://www.siamwinery.com/&sa=U&ei=ZjmtVNzdIoatogS72IGwBQ&ved=0CAoQFjAF&client=internal-uds-cse&usg=AFQjCNESvU5btOYaoHunzq6F-ItEBv6nXw
http://www.google.co.th/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCUQFjAB&url=http%3A%2F%2Fprofile.yellowpages.co.th%2F520429772427001&ei=DjutVLyoJ8ezuATH24HwCg&usg=AFQjCNEqc8VXEKgcWNszhg8SSEBU5vN4vg&bvm=bv.83134100,d.c2E


51 
 

ทดลองใช้ไพรเมอร์ ดงักล่าวมาขา้งตน้ท่ีติดฉลากด้วยสีฟลูออเรสเซนท่ีปลาย 5’ โดยใช้ดีเอ็นเอ

ตน้แบบเขม้ขน้ จาํนวน 3 ไมโครลิตร มีองคป์ระกอบและสภาวะการทาํปฏิกิริยา PCR และวิเคราะห์

ขนาดของช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้ากผลผลิต PCR ตามขอ้ 1.4 

4.3 ทาํการบนัทึกแถบหรือรูปแบบลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นในนํ้ าไวน์ทั้ง 9 

ตวัอยา่ง ในรูปแบบของความยาวอลัลีล กรณีท่ีองุ่นมีช่ือเดียวกนัท่ีระบุในฉลากขา้งขวดไวน์หา พบวา่ 

มี microsatellite primer เพียง 1 ตาํแหน่ง ท่ีใหอ้ลัลีลต่างกนัจะถือวา่มีพนัธุกรรมต่างกนั 

 

3.3 สถานทีแ่ละระยะเวลาทีท่าํการวจิัย 

3.3.1 สถานทีท่าํการวจัิย 

สาํนกัวจิยัพฒันาเทคโนโลยชีีวภาพ อ. ธญับุรี จ. ปทุมธานี 

3.3.2 ระยะเวลาทีท่าํการวจัิย 

เร่ิมทาํการวจิยั เดือนมิถุนายน 2555 ถึง เดือนมีนาคม 2557  



 
 

บทที ่4 

ผลการทดลองและการวจิารณ์ 

 

4.1 การจัดทําลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพันธ์ุองุ่นทําไวน์ที่ปลูกในประเทศไทย โดยใช้เทคนิค 

Microsatellite primer 

 4.1.1 การสกดัแยกดีเอน็เอจากใบองุ่น 

 สกดัดีเอน็เอจากใบองุ่น จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ วิเคราะห์คุณภาพและปริมาณดีเอ็น

เอท่ีสกดัไดด้ว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจลอะกาโรสเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน และทาํการวดั

ความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีสกดัไดโ้ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโน

เมตร (A260/A280) พบวา่ ดีเอ็นเอท่ีไดส่้วนใหญ่จะมีค่าอตัราส่วนระหวา่ง 260 ต่อ 280 นาโนเมตร อยู่

ระหวา่ง 1.85-2.00 ซ่ึงถือวา่เป็นดีเอ็นเอท่ีบริสุทธ์ิ สําหรับการตรวจสอบคุณภาพของจีโนมิกดีเอ็นเอ

โดยการแยกดว้ยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิสบนอะกาโรสเจล 1 เปอร์เซ็นต ์แสดงดงัภาพท่ี 3.1 

 4.1.2 การคัดเลือก Microsatellite primer ที่เหมาะสมสําหรับทําลายพิมพ์ดีเอ็นเอองุ่นทํา

ไวน์ 

 จากการคดัเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด microsatellite primer สําหรับการจาํแนก

และการวิเคราะห์ความหลากหลายของพนัธ์ุองุ่นทาํการสุ่มเลือกองุ่นทาํไวน์ 5 ตวัอย่างพนัธ์ุ จาก

ประชากรขององุ่นทาํไวน์ทั้งหมด 29 ตวัอย่างพนัธ์ุ มาใช้ในการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการใช้

ทาํลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ พบว่า มีไพรเมอร์ท่ีให้แถบคมชัด และให้แถบท่ีมีความแตกต่าง 

(Polymorphic band) ในแต่ละพนัธ์ุอยา่งชดัเจนในกลุ่มต่างๆ จึงทาํการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีดีท่ีสุดไว ้18 คู่ 

ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 ไดแ้ก่ FAM 02, FAM32, FAM 44, FAM 46, FAM 57, FAM 59, FAM 60, FAM 75, 

FAM 79, FAM 126, FAM 129, FAM 138 (Huang et al., 2010) VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, 

VRZAG62 และ VRZAG79 (Thomas and Scott, 1993; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999) เกณฑ์

การคดัเลือกโดยดูจากจาํนวนอลัลีล (alleles) หรือแถบดีเอ็นเอท่ีพบมากและให้แถบชดัเจนในการ

ทาํลายพิมพดี์เอ็นเอโดย พบวา่  microsatellite primer ชนิดซํ้ ากนัชนิด 2 เบส (dinuclcetide repeat) จาํนวน 11

ไพรเมอร์  เป็นเบสซํ้ า 3 เบส (trinucleotide repeat) 6 ไพรเมอร์ และท่ีเหลือเป็นชนิดเบสซํ้ า 5 เบส 

(pentanucleotide repeat) ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ FAM46 กบั FAM129  
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ตารางที ่4.1 แสดงช่ือลาํดบัเบสจาก Microsatellite primer ท่ีใชค้ดัเลือกสาํหรับการทาํลายพิมพดี์เอน็เอองุ่นทาํไวน์ จาํนวน 35 คู่ รวมทั้งชนิดของ 

 ลาํดบัเบส ขนาดของผลผลิต PCR ท่ีคาดวา่จะไดข้องไพรเมอร์แต่ละคู่ 

ช่ือ 
จํานวนของลาํดบัเบสซ้ํา 

 sequences of primer annealing  

microsatellite primer  5’→3’forward 5’→3’-reverse temperatures (°C) 

     VVS2 (GA)22 F-CAGCCCGTAAATGTATCCATC R-AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG 54 

VVMD5 (CT)3AT(CT)11 ATAG(AT)3 F-CTAGAGCTACGCCAATCCAA R-TATACCAAAAATCATATTCCTAAA 56 

VVMD7 (CT)14.5 F-AGAGTTGCGGAGAACAGGAT R-CGAACCTTCACACGCTTGAT 54 

VVMD27 (CT)× F-GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT R-ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT 54 

VrZAG62 (GA)19 F-GGTGAAATGGGCACCGAACACCACGC R-CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC 54 

VrZAG79 (GA)19 F-AGATTGTGGAGGAGGGAACCAAACCG R-TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC 54 

FAM02  (TC)10  F-GCCTTGGACCGAACTATC  R-CTAAGAAACACCATTCATCAG  56 

FAM04  (CT)10  F-GTGACTTACAATCCTTCCAAA  R-AGGGAGAGAGAGAGAGAGAGA  58 

FAM10  (AAT)13  F-TGAAGCACTGATGCTTATTG  R-ACAATGTCACACACAAGGTG  56 

FAM13  (CAG)6  F-CTCTTCAGGAAACACTGGAG  R-CCTGGAGTTCCTGGTAGATT  60 

FAM14  (CTT)8  F-AGACCACCATGGATCACTT  R-CTTGATATTCTTAATGGGCG  56 

FAM18  (AGA)7  F-AGAGAGCAAAGGAACATGAA  R-ACAAACCCTAACCCTAGCTC  56 

FAM32  (CAC)7 F-AAACTGGACTCCACTGTCTG R-GTGGAGATGGCACTAATAGC 60 

FAM35  (CAG)7  F-CACTCTCCAACTCCAGATGT  R-ATGTTTCCCATATTCACAGC  60 

FAM41  (AGC)6  F-CAGAAGTTGAGAAGTCAGGG  R-ACTTTGGCATTCCTAACTGA  68 

FAM44  (AAG)6  F-GAGGAGGTGGAAGGAGAA  R-TTTGATAAGGTTGATGGTCC  52 

FAM46  (AAAGG)4  F-TAACCTCACATCACATCCCT  R-TATTAGGGTCTGCTGCAAAT  56 

FAM50  (AG)14  F-CACAAAGCATGTCCATAAAC  R-GGCTTATGCATTACTGGACT  56 

FAM57  (CT)16  F-CCATCTACCATCACCTTTGT  R-GGAGAAGTGGTATTTGGTGA  58 

FAM59  (GCA)7  F-GATGGTATACGACGGAGAAA  R-AGAGTACGACCCTTCGATCT  58 

53 
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ตารางที ่4.1 (ต่อ) แสดงช่ือลาํดบัเบสจาก Microsatellite primer ท่ีใชค้ดัเลือกสาํหรับการทาํลายพิมพดี์เอน็เอองุ่นทาํไวน์ จาํนวน 35 คู่ รวมทั้งชนิดของลาํดบั  

                             เบส ขนาดของผลผลิต PCR ท่ีคาดวา่จะไดข้องไพรเมอร์แต่ละคู่  

 
 

ช่ือ 
จํานวนของลาํดบัเบสซ้ํา 

 sequences of primer annealing  

microsatellite primer 5’→3’forward 5’→3’-reverse temperatures (°C) 

     FAM60  (CAA)6  F-CCTCATCTGGCTTTCATAAC  R-CTGGACAGAACTTGGATCAT  58 

FAM71  (AT)9  F-AGTCTCTTCAAGTGCCTCAG  R-CTGCATAGACTGACGAAACA  60 

FAM72  (CT)14  F-TCAGTCCAGATTTACCTTGC  R-TCATGTGGTTCTGCAATAGA  58 

FAM75  (CTT)11  F-CCTGTAAACGCTTCAAATCT  R-ATGGCTGAGTCATAGAGAGG  52 

FAM79  (AG)12  F-GCAGAAGCAAGAAGTGAAGT  R-AGATTCAAAGCCACTGAAGA  58 

FAM81  (GCC)8  F-TTCTCTCAACATACATGGCA  R-GCACTGAATACACTTGGGTT  56 

FAM102  (TATG)5  F-ACCCATGTTCTCTTCAACAC  R-CGAGAGATTGGAGAGTATCG  54 

FAM106  (TCG)6  F-TCATCAACATCATCATCCAC  R-GCACTCTTCTCACCTTTGTT  58 

FAM126 (AG)10 F-CGACCTAAGAAACACCATTC R-CCTTGGACCGAACTATCTG 58 

FAM129 (AAAGG)4 F-ACATCCCTTTGTTGTCTTCTT R-ATTTGTGCTGTTGTCTGTTGT 58 

FAM137  (TC)9  F-CAAACTGTCCAATCCTCATAGT  R-AGTAGAGCCAAGTGTCAAACC  36 

FAM138  (GCA)9  F-CGAGTGGTAGAGAGGAGAGAG  R-GTTGAGGGTGATGGTAAGG  64 

FAM144  (ACC)9  F-CACCACTATCACCACTACCAC  R-AGGAGGCGAATGAAGGTC  56 

FAM145  (CAA)7  F-TCCAACAACAACAACTACTAC  R-AGGAATCTCGTGTCGCTC  52 

FAM146  (TC)9  F-CAAACTGTCCAATCCTCATAGT R-AGTAGAGCCAAGTGTCAAACC 62 
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4.1.3 การทาํลายพมิพ์ดีเอน็เอขององุ่นทาํไวน์ด้วยไพรเมอร์ Microsatellite primer 

การจดัทาํลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีคดัเลือกไว ้18 คู่ ซ่ึงมี

รายละเอียดดงัตารางท่ี 4.1 จดัทาํลายพิมพดี์เอ็นเอของประชากรองุ่นทาํไวน์ 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ พบวา่     

ใหจ้าํนวนอลัลีล (alleles) หรือแถบดีเอ็นเอทั้งหมดท่ีมีความแตกต่างกนัถึง 133 อลัลีล ท่ีมีขนาดตั้งแต่ 

112-262 คู่เบส โดยท่ีไพรเมอร์ทั้งหมดให้อลัลีลท่ีมีความแตกต่างกนัหรือมีความผนัแปรตั้งแต่ 3 ถึง    

12 อลัลีล หรืออาจกล่าวโดยเฉล่ียแต่ละไพรเมอร์ให้อลัลีลท่ีมีความแตกต่างกนัเฉล่ียถึง 7.4 อลัลีลต่อ   

ไพรเมอร์ โดยท่ีไพรเมอร์ FAM02 ให้อลัลีลดีเอ็นเอท่ีมีความแตกต่างกนัมากท่ีสุดถึง 12 อลัลีล ท่ีมี

ขนาดดงัน้ี 188, 190, 198, 200, 204, 208, 216, 218, 220, 226, 232 และ 234 คู่เบส รองลงมาคือ       

ไพรเมอร์ VrZAG79 กบั FAM126 ใหอ้ลัลีลต่างกนั 11 แบบ VVS2, VVMD27, FAM79, VVMD7 กบั 

FAM75 ให้อลัลีลต่างกนั 9 แบบ VVMD5, VrZAG62, FAM57 ให้อลัลีลต่างกนั 8 แบบ, FAM32, 

FAM60 ให้อลัลีลต่างกนั 5 แบบ FAM59 และ FAM138 ให้อลัลีลต่างกนั 4 แบบ ขณะท่ีไพรเมอร์ 

FAM44, FAM46 และ FAM129 ให้แถบดีเอ็นเอท่ีมีต่างกนันอ้ยท่ีสุดเพียง 3 แบบ คือแบบท่ี 1 มีขนาด

ตั้งแต่ 112, 115, 118 แบบท่ี 2 มีขนาด 141,146,151 และ แบบท่ี 3 มีขนาด 112, 117, 122 คู่เบส 

ตามลาํดบั รายละเอียดแสดงในตารางท่ี 4.2  

สําหรับการทาํลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ทั้ง 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ โดยใช ้microsatellite 

primer 18 คู่ ท่ีคดัเลือกไว ้ผลการดาํเนินการ ไดข้อ้มูลของลายพิมพดี์เอ็นเออยา่งนอ้ย 522 ขอ้มูล โดยท่ี

ขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอทั้งหมดสรุปไวใ้นตารางท่ี 4.3 ซ่ึงประกอบดว้ย ขนาดและจาํนวนอลัลีลทั้งหมด 

โดยใชส้ัญญาลกัษณ์บวก (+) หมายถึงมีหรือปรากฏของอลัลีลนั้น และสัญญาลกัษณ์บวก (-) หมายถึง

ไม่มีหรือไม่ปรากฏของอลัลีลนั้น แต่ในไพรเมอร์ VrZAG79 จะพบอลัลีล 11 แบบ คือ 230, 232, 236, 

238, 242, 244, 246, 248, 250, 252 และ 262 คู่เบส (bp) จะเห็นวา่อลัลีลขนาด 230 คู่เบส พบเฉพาะใน        

2 พนัธ์ุเท่านั้นคือ พนัธ์ุ Zintandel และ Niagara สําหรับอลัลีลขนาด 232 คู่เบส พบเฉพาะพนัธ์ุ 

Riesling ซ่ึงอาจใชเ้ป็นไพรเมอร์ในการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของพนัธ์ุ Riesling ไดใ้นทาํนองเดียวกนัจาก

ตารางท่ี 4.3 จะเห็นวา่ในไพรเมอร์ VVS2 พบอลัลีล 10 แบบ มีขาด 123, 125, 127, 133, 135, 137, 139, 

143, 145 และ 151 คู่เบส จะเห็นวา่อลัลีลขนาด 123, 127, และ 135 คู่เบส พบเฉพาะในพนัธ์ุ Niagara 

และ Faustino เท่านั้นตามลาํดบั ซ่ึงอาจเป็นไดว้า่เอกลกัษณ์สามารถนาํไปใชใ้นการจาํแนกพนัธ์ุเหล่าน้ี

ได ้ 
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ตารางที ่4.2 แสดงขนาดและจาํนวน alleles ของพนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ท่ีปลูกในประเทศไทย จาํนวน        

 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ จากการทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 18 คู่ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ลาํดบัท่ี ไพรเมอร์ ขนาดของอลัลีล (Base pair) 
จาํนวน 

 อลัลีลท่ีพบ 

       1 VVS2 123, 125, 127, 133, 135, 137, 139, 143, 145 และ 151 10 

2 VVMD5 226, 228, 232, 236, 238, 240, 244 และ262 8 

3 VVMD7 235, 237, 243, 247, 249, 251, 255, 257 และ 261 9 

4 VVMD27 175, 179, 181, 183,185, 189, 191, 195, 199 และ207 10 

5 VrZAG62 182, 186, 188, 190, 194, 196, 198 และ200 8 

6 VrZAG79 230, 232, 236, 238, 242, 244, 246, 248, 250, 252 และ 262 11 

7 FAM02 188, 190, 198, 200, 204, 208, 216, 218, 220, 226, 232 และ 234 12 

8 FAM32 191, 194, 197, 203 และ 209 5 

9 FAM44 112, 115 และ 118 3 

10 FAM46 141, 146 และ 151 3 

11 FAM57 132, 134, 136, 138, 140, 142, 154 และ 156 8 

12 FAM59 168, 171, 174 และ 180 4 

13 FAM60 114, 132, 135, 141 และ 144 5 

14 FAM75 142, 145, 148, 151, 157, 160, 163, 166 และ 169 9 

15 FAM79 143, 145, 147, 149, 153, 155, 159, 163,165 และ 173 10 

16 FAM126 189, 193, 201, 203, 209, 213 219, 221, 223, 227 และ 235 11 

17 FAM129 112, 117 และ 122 3 

18 FAM138 203, 206, 209 และ 212 4 

    รวมทั้งส้ิน 133 
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สาํหรับไพรเมอร์อ่ืนๆ ก็พบอลัลีลหรือลายพิมพดี์เอ็นเอท่ีเป็นแถบเอกลกัษณ์ คือไม่พบ

แถบน้ีในองุ่นพนัธ์ุอ่ืนๆ ทั้ง 29 พนัธ์ุ ดงักล่าวสําหรับในตารางท่ี 4.3 อลัลีลเหล่านั้นจะใส่สัญลกัษณ์บวก 

(+)  และพบวา่ไพรเมอร์ท่ีให้อลัลีลเอกลกัษณ์เพียงแถบเดียว หมายถึงตาํแหน่งนั้นอลัลีลท่ีเขา้คู่กนัมี

ความยาวของอลัลีลเท่ากนัเรียกอลัลีลท่ีอยูใ่นสภาพนั้นวา่เป็น homozygous สําหรับตาํแหน่งท่ี  อลัลีล

ท่ีเขา้คู่กนัมีขนาดความยาวไม่เท่ากนัเม่ือแยกโดยวิธี electropholesis จะพบแถบ 2 แถบ ท่ีเคล่ือนท่ีไม่

เท่ากนัเน่ืองจากความยาวของอลัลีลต่างกนัเรียกสภาพอลัลีลในตาํแหน่งน้ีวา่เป็น heterozygous เช่นใน

ตารางท่ี 4.3 ไพรเมอร์ VVS2 ในพนัธ์ุ Shiraz ให้อลัลีลท่ีมีขนาดเท่ากนั 1 แถบ เป็น homozygous alleles ขนาด

133 คู่เบส ขณะท่ีไพรเมอร์ VVMD5 พนัธ์ุ Shiraz ให้อลัลีลท่ีมีความยาวต่างกนัเป็น heterozygous alleles 

คือ 260 กบั 232 คู่เบส เป็นตน้ เม่ือนาํขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่น 29 ตวัอย่างพนัธ์ุ ท่ีไดจ้าก

เทคนิค microsatellite 18 คู่ ทาํการแปลงขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอดงัน้ี ตาํแหน่งท่ีพบหรือมีแถบดีเอ็นเอ

จากบวก (+) เป็น 1 ในตาํแหน่งท่ีไม่พบแถบดีเอน็เอ (-) เป็น 0  

นาํขอ้มูลท่ีแปลงแลว้ไปวิเคราะห์เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมขององุ่นแต่

ละพนัธ์ุ โดยใช้โปรแกรม UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Average) 

เลือกวิธีการจดักลุ่มแบบ clustered analysis โดยคาํนวณค่าดชันีความเหมือน similarity matrix และ

แสดงผลในกราฟแผนภูมิความสัมพนัธ์ (Dendrogarm) โดยใช้ ward method ดงัภาพท่ี 4.1 และ

ระยะห่างหรือความเหมือนทางพนัธุกรรมดงัตารางท่ี 4.4 พบวา่สามารถแบ่งพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ ออกเป็น 

2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ กลุ่ม A และ B ตามระยะห่างทางพนัธุกรรม โดยทั้งหมดสองกลุ่มมีความแตกต่างกนั

ทางพนัธุกรรมมากกว่า 0.9 โดยทั้งสองกลุ่มมีทั้งองุ่นแดงและองุ่นขาวอยู่ในกลุ่มเดียวกนั สําหรับ

ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมทั้ง 4 กลุ่ม พบวา่ สามารถแบ่งกลุ่มยอ่ยๆ ไดอี้ก 2 กลุ่ม คือ a1และ a2 โดย

ท่ี a1 ประกอบดว้ย องุ่นท่ีมีช่ือคลายคลึงกนั 3 ตวัอยา่งพนัธ์ุ Tempranillo RJ51 กบั Tempranillo 776 

เก็บรวบรวมจากไร่องุ่นหวัหิน ฮิลล์ วินยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์และ พนัธ์ุ Tempranillo ท่ีเก็บมา

จากไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา ทั้ง 3 ตวัอยา่งพนัธ์ุไม่พบว่ามีความ

แตกต่างทางพนัธุกรรม โดยใช้ microsatellite primer 18 คู่ (ตารางท่ี 4.1) หรือมีค่าระยะห่างทาง

พนัธุกรรมเป็น 0.00 จึงสรุปไดว้า่น่าจะเป็นพนัธ์ุเดียวกนัซ่ึงมีพนัธุกรรมท่ีแตกต่างกนัจากพนัธ์ุอ่ืนๆ 

ในกลุ่ม a2 มากเฉล่ียถึง 0.6  
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ตารางที ่4.3 จาํนวนแถบดีเอน็เอ (alleles) ท่ีพบในพนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ จาก 

       การทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 18 คู่ 

 
หมายเหตุ:  + = มีแถบ (present) 

 -  = ไม่มีแถบ (absent) 
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ตารางที ่4.3 (ต่อ) จาํนวนแถบดีเอน็เอ (alleles) ท่ีพบในพนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  

             จากการทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 18 คู่  

 
หมายเหตุ:  + = มีแถบ (present) 

 -  = ไม่มีแถบ (absent) 
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ตารางที ่4.3 (ต่อ) จาํนวนแถบดีเอน็เอ (alleles) ท่ีพบในพนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ  

                           จากการทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 18 คู่ 

 
หมายเหตุ:  + = มีแถบ (present) 

 -  = ไม่มีแถบ (absent) 
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ตารางที ่4.4 ค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมของพนัธ์ุองุ่น 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ ท่ีไดจ้าการวเิคราะห์ลายพิมพดี์เอน็เอ โดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 18 คู่   

                     ทาํการประเมินโดยวธีิ UPGMA 
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ภาพที ่4.1 การจดักลุ่ม (Dendrogarm) และแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพนัองุ่นทาํไวน์                  

                 จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากการทาํลายพิมพดี์เอน็เอโดยใช ้Microsatellite primer   

                 จาํนวน 18 คู่ 
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สําหรับความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพนัองุ่นในกลุ่ม a2 จาํนวน 14 ตวัอยา่งพนัธ์ุ มีค่าความห่าง

หรือแตกต่างทางพนัธุกรรมประมาณ 0.4 สามารถแบ่งเป็นกลุ่มยอ่ยๆ ไดอี้ก 5 กลุ่มยอ่ยดงัน้ี 

กลุ่มยอ่ยท่ี 1 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Chardonay, Riesling และ Guetramimer โดยท่ี

พนัธ์ุ Chardonay กบัพนัธ์ุ Riesling มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.29 พนัธ์ุ 

Chardonay กบัพนัธ์ุ Guetramimer มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.41 พนัธ์ุ 

Riesling กบัพนัธ์ุ Guetramimer มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.43 ดงัแสดง

ตารางท่ี 4.4 

กลุ่มยอ่ยท่ี 2 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Carbernet Franc และ Rubired องุ่นสองพนัธ์ุน้ีมี

ค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.43 ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

กลุ่มยอ่ยท่ี 3 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Marechal Foch, Zintandel, Babera และ Niagara 

โดยท่ีพนัธ์ุ Marechal Foch กบัพนัธ์ุ Zintandel มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 

0.52 พนัธ์ุ Marechal Foch กบัพนัธ์ุ Babera มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 

0.50 พนัธ์ุ Marechal Foch กบัพนัธ์ุ Niagara มีค่าความเหมือนทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.57 พนัธ์ุ 

Zintandel กบัพนัธ์ุ Babera มีค่ามีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.49 พนัธ์ุ 

Zintandel กบัพนัธ์ุ Niagara มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.64 ดงัแสดง

ตารางท่ี 4.4 

กลุ่มยอ่ยท่ี 4 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Merlot และ Pinot Noir องุ่นสองพนัธ์ุน้ีมีค่ามีค่า

ระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.54 ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

กลุ่มยอ่ยท่ี 5 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Macabau Blanc, Faustino และ Deraware โดยท่ี

พนัธ์ุ Macabau Blanc กบัพนัธ์ุ Faustino มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.58 

ในขณะท่ีพนัธ์ุ Macabau Blanc กบัพนัธ์ุ Deraware มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรม

เท่ากบั 0.68 พนัธ์ุ Faustino กบัพนัธ์ุ Deraware มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 

0.64 ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

สาํหรับกลุ่ม B ยงัสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ b1 และ b2 อยา่งชดัเจนดงัน้ี 

กลุ่มท่ี b1 ประกอบด้วยองุ่นพนัธ์ุ Colombard 625, Colombard และ Colombard 

607B Colombard 607C องุ่นสามตวัอยา่งพนัธ์ุน้ีมีช่ือคลา้ยกนัแต่เก็บรวบรวมจากแหล่งปลูกต่างกนั มี

ค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.00 แสดงวา่ทั้งสามตวัอยา่งพนัธ์ุน้ีมีพนัธุกรรม

ท่ีเหมือนกนัหรืออาจเป็นพนัธ์ุเดียวกนัดงัแสดงตารางท่ี 4.4 และมีความแตกต่างจากพนัธ์ุในกลุ่มท่ี b2 

ประมาณ 0.5 ดงัภาพท่ี 4.1 
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กลุ่มท่ี b2 ยงัสามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มยอ่ยไดอี้ก 3 กลุ่มยอ่ยดงัน้ี 

กลุ่มยอ่ยท่ี 1 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Shiraz, Shiraz และ Shiraz 174 องุ่นสามพนัธ์ุน้ี

มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.00 แสดงวา่ทั้งสามตวัอย่างพนัธ์ุน้ีมีพนัธุกรรมท่ี

เหมือนกนัแมแ้หล่งปลูกต่างกนั ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

 กลุ่มยอ่ยท่ี 2 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Chenin Blanc 880, Chenin Blanc และ Chenin Blanc 

220 องุ่นสามตวัอยา่งพนัธ์ุน้ี มีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.00 แสดงวา่ทั้ง

สามตวัอยา่งพนัธ์ุน้ีมีพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนัแมแ้หล่งปลูกต่างกนั ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

กลุ่มยอ่ยท่ี 3 ประกอบดว้ยองุ่นพนัธ์ุ Cabernet Sauvignon และ Cabernet Sauvignon 

องุ่นสองพนัธ์ุน้ีมีค่าระยะห่างหรือความแตกต่างทางพนัธุกรรมเท่ากบั 0.00 แสดงวา่ทั้งสามตวัอยา่ง

พนัธ์ุน้ีมีพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนัแมแ้หล่งปลูกต่างกนั ดงัแสดงตารางท่ี 4.4 

จากผลการศึกษาลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นทาํไวน์จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ โดยใช ้        

microsatellite primer 18 คู่ พบวา่ สามารถจาํแนกและแบ่งกลุ่มพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ ท่ีมี

ความแตกต่างกนัอยา่งชดัเจน จากการวิเคราะห์ตามระยะห่างทางพนัธุกรรม ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ 

Dzhambazova et al. (2009) โดยใชโ้ดยใช ้microsatellite primer  จาํนวน 7 คู่ ในการศึกษาลกัษณะ

โครงสร้างทางพนัธุกรรม สามารถแบ่งกลุ่มและจาํแนกความแตกต่างระหว่างองุ่นป่าและองุ่นสาย

พนัธ์ุปลูก นอกจากน้ียงัสามารถใช้ตรวจสอบความแตกต่างทางพนัธุกรรมระหว่างองุ่นในบลัแกเรีย 

องุ่นยุโรป และเอเชีย เช่นเดียวกบั Huang et al. (2010) ไดใ้ช ้microsatellite primer จาํนวน 150 คู่ 

นาํมาใช้ในการทาํแผนท่ียีนหรือจีโนมในจาํแนกความแตกต่างขององุ่น และยงัถูกนาํใช้ศึกษาความ

หลากหลายทางพนัธุกรรมในองุ่นชนิดอ่ืนๆ ไดเ้ป็นผลสาํเร็จ  

นอกจากน้ี (Thomas and Scott, 1993; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999) 

เคร่ืองหมายmicrosatellite ยงัสามารถนาํมาประยุกตใ์ช้ในการจาํแนกและระบุสายพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ 

และองุ่นสําหรับเป็นตน้ตอ (Paetkau et al., 1995) เน่ืองจากมีการแลกเปล่ียนพนัธ์ุองุ่นระหวา่งแหล่ง

ปลูกต่างๆ ทาํให้ไม่ทราบแหล่งกาํเนิดขององุ่นพนัธ์ุนั้นๆ เช่นเดียวกบั Sefc et al. (2000) ไดใ้ช ้

microsatellite primer จาํนวน 9 คู่ ในการวิเคราะห์โครงสร้างทางพนัธุกรรมขององุ่นและศึกษาความ

แตกต่างของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่งปลูก 8 ประเทศ ในยุโรป ไดแ้ก่ กรีซ, โครเอเชีย, ทางเหนืออิตาลี, 

ออสเตรีย, เยอรมนี, ฝร่ังเศส, สเปน และโปรตุเกส ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ This et al. (2004) 

โดยใช ้microsatellite primer  จาํนวน 6 คู่ ในการวิเคราะห์องุ่นจาํนวน 46 สายพนัธ์ุ และศึกษาความ

แตกต่างของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่งปลูก 7 ประเทศบางสายพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะเหมือนกนั ดว้ยเคร่ืองหมาย
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โมเลกุลน้ีสามารถแยกความแตกต่างของพนัธุกรรมองุ่นเหล่าน้ีได้ดี ทั้งพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะเหมือนกนั

หรือต่างกนั   

 

4.2 ศึกษาพนัธุกรรมขององุ่นทาํไวน์ทีป่ลูกในประเทศไทยกบัต่างประเทศ  

จากการศึกษาและสืบคน้ขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอ จากฐานขอ้มูลต่างประเทศหรือเอกสาร

วิชาการต่างๆ ของพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมนาํมาทาํไวน์ จาํนวน 5 พนัธ์ุ ไดแ้ก่ องุ่นแดงพนัธ์ุ Shiraz,  Cabernet 

Sauvignon องุ่นขาวพนัธ์ุ Chenin Blanc, Colombard และ Tempranillo พบว่า  microsatellite  primer  

จาํนวน 6 คู่ ไดแ้ก่ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 และ VrZAG79 (Thomas and Scott, 

1993; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999) มีรายละเอียดของอลัลีลท่ีไดจ้าํแนกพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกใน

ประเทศกับต่างประเทศ ได้ข้อมูลอลัลีลหรือความยาวของแถบดีเอ็นเอขององุ่นทั้ง 5 พนัธ์ุ และ

สามารถแยกออกจากพนัธ์ุองุ่นท่ีใชท้าํไวน์กลุ่มอ่ืนๆ ไดอ้ยา่งชดัเจน ดงัแสดงตารางท่ี 4.3 เป็นการสรุป

ขนาดและจาํนวนแถบดีเอ็นเอของแต่ละไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากการทาํลายพิมพดี์เอ็นเอจึงนาํมาศึกษาใน

คร้ังน้ี จากการวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมแบบก่ึงอตัโนมติั (ABI PrismTM 377 DNA 

Sequencer) ตามวธีิการของ Anonymous (1997) เม่ือนาํลายพิมพดี์เอ็นเอหรือขนาดของอลัลีลของพนัธ์ุ

องุ่นท่ีนิยมทาํไวน์ในประเทศไทย มาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นจากต่างประเทศ 

พบว่า องุ่นทั้ง 5 พนัธ์ุ ท่ีมีช่ือเดียวและปลูกต่างสถานท่ีนั้นมีลกัษณะทางพนัธุกรรมเหมือนกนัดงัท่ี

แสดงในตารางท่ี 4.5 ซ่ึงมีลายละเอียดดงัน้ี 

ไพรเมอร์ VVS2 พบว่า แถบดีเอ็นเอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz อลัลีล 1 และ 2 มีขนาด

เท่ากนัจึงพบเพียง 1 แถบ คือขนาด 133 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Vouillamoz et al. (2006) และ 

Topfer et al. (2007) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon เพียง 2 แถบ คือขนาด 139 และ 151 คู่เบส ตรงกบัการ

อา้งอิงโดย Botta et al. (1995) และ Lamboy et al. (1998) พนัธ์ุ Chenin Blanc เพียง 2 แถบ คือขนาด 

133 และ 151 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Sefer et al. (2000) และ Topfer et al. (2007) ท่ีปลูกใน

ประเทศไทยตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในต่างประเทศท่ีใชเ้ป็นฐานขอ้อา้งอิง ส่วนพนัธ์ุ Tempranillo ท่ี

ปลูกในประเทศกบัต่างประเทศมีเพียง 1 แถบ คือขนาด 143 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Leao et al. 

(2008) ส่วนพนัธ์ุ Tempranillo ถูกอา้งอิงโดย  Sefer et al. (2000) ท่ีมีลาํดบัเบสแตกต่างกนัเพียง 1 คู่

เบส ระหวา่ง A และ T ซ่ึงสอดคลอ้งกบัทางบริษทัผูผ้ลิตเคร่ืองมือแจง้วา่มีค่าผิดพลาดไดไ้ม่เกิน ±1 

ในขณะท่ีพนัธ์ุ Colombard ท่ีปลูกในประเทศกบัต่างประเทศมีเพียง 2 แถบคือ ขนาด 143 และ 151 คู่

เบส ตรงกนัจากการอา้งอิงโดย Topfer et al. (2007) ส่วนพนัธ์ุ Colombard อา้งอิงโดย  Veloso et al. 

(2010) มีเพียง  2 แถบ คือ ขนาด 145 และ 153 คู่เบส  
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ตารางที่ 4.5 เปรียบเทียบขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอของพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์จากฐานขอ้มูลต่างประเทศกนั

ของไทยโดยใช้ Microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ เพื่อระบุความเหมือนหรือความ

แตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 
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ตารางที ่4.5 (ต่อ) เปรียบเทียบขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอของพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์จากฐานขอ้มูลต่างประเทศ  

                   กบัของไทยโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ เพื่อระบุความเหมือนหรือ   

                   ความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 
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ตารางที ่4.5 (ต่อ) เปรียบเทียบขอ้มูลลายพิมพดี์เอน็เอของพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์จากฐานขอ้มูลต่างประเทศ  

                   กบัของไทยโดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ เพื่อระบุความเหมือนหรือ  

                   ความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 
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ไพรเมอร์ VVMD5 พบวา่ มีแถบดีเอ็นเอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz มี 2 แถบ คือขนาด 226 และ 

232 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย  Siret  et al. (2000) และ Vouillamoz et al. (2006) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon มี 

2 แถบคือ ขนาด 232 และ 240 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Bowers et al. (1996) และ Stover et al. 

(2009) พนัธ์ุ Chenin Blanc มี 2 แถบ คือขนาด 228 และ 232 คู่เบส เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Bowers 

et al. (1996) และ Vouillamoz et al. (2006) พนัธ์ุ Colombard มี 2 แถบ คือขนาด 232 และ 240 คู่เบส 

ตรงกบัการอา้งอิงโดย Bowers et al. (1996) และ Veloso et al. (2010) องุ่นพนัธ์ุท่ีปลูกในประเทศไทย

มีแถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในต่างประเทศท่ีใช้เป็นฐานขอ้มูลอา้งอิง ส่วนพนัธ์ุ 

Tempranillo ท่ีปลูกในประเทศกบัต่างประเทศมีแถบลายพิมพดี์เอน็เอเพียง 1 แถบ คือขนาด 243 คู่เบส 

ตรงกบัการอา้งอิงพนัธ์ุโดย Martin et al. (2011) ส่วนพนัธ์ุ Tempranillo อา้งอิงโดย Sefer et al. (2000) 

มีเพียง 1 แถบ คือขนาด 234 คู่ 

 ไพรเมอร์ VVMD7 พบวา่ มีแถบดีเอ็นเอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz จาํนวน 2 แถบ คือขนาด 239 

และ 239 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Vouillamoz et al. (2006) และ Topfer et al. (2007) พนัธ์ุ Cabernet 

Sauvignon จาํนวน 2 แถบ คือขนาด 232 และ 240 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Bowers et al. (1996) และ 

Lamboy et al. (1998) พนัธ์ุ Chenin Blanc จาํนวน 2 แถบ คือขนาด 237 และ 257 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย 

Bowers et al. (1996) และ Vouillamoz et al. (2006) พนัธ์ุ Colombard จาํนวน 2 แถบ คือขนาด 239 และ 239 คู่ 

เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Bowers et al. (1996) และ Laucou et al. (2008) และพนัธ์ุ Tempranillo เพียง 2 แถบ 

คือขนาด 237 และ 251 คู่ เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Gonzalez-Andres et al. (2007) และ Martin et al. (2011) ท่ี

ปลูกในประเทศตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในต่างประเทศท่ีใชเ้ป็นฐานขอ้มูลอา้งอิง  

ไพรเมอร์ VVMD27 พบวา่ มีแถบดีเอ็นเอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz มี 2 แถบ คือขนาด 189 และ 

191 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Siret et al. (2000) และ Veloso et al. (2010) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon มี 2 

แถบ คือขนาด 179 และ 189 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Vouillamoz et al. (2006) และ Stover et al. (2009) 

พนัธ์ุ Chenin Blanc มี 2 แถบคือ ขนาด 175 และ 189 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Vouillamoz et al. 

(2006) และ Leao et al. (2008) พนัธ์ุ Tempranillo มี 2 แถบ คือ ขนาด 181 และ 183 คู่ เบส ตรงกบัการ

อา้งอิงโดย Leao et al. (2008) และ Stover et al. (2009) ท่ีปลูกในประเทศไทยตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูก

ในต่างประเทศท่ีใชเ้ป็นฐานขอ้มูลอา้งอิง ในขณะท่ีพนัธ์ุ Colombard ท่ีปลูกในประเทศกบัต่างประเทศ

มีเพียง 2 แถบคือ ขนาด 175 และ 181 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Veloso et al. (2010) ส่วนพนัธ์ุ 

Colombard  อา้งอิงโดย  Topfer et al. (2007) มีเพียง 2 แถบคือขนาด 176 และ 182 คู่เบส ท่ีมีลาํดบัเบส

แตกต่างกนัเพียง 1 คู่เบส อาจเป็นอลัลีลเดียวกนัแต่อาจใชเ้คร่ืองวิเคราะห์ต่างกนัผลจึงผดิ 1 คู่เบส  
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 ไพรเมอร์ VrZAG62 พบวา่ มีแถบดีเอน็เอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz มี 2 แถบ คือขนาด 188 และ 

194     คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Veloso et al. (2010) และ Topfer et al. (2007) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon มี 2 

แถบ คือขนาด 188 และ 194 คู่เบส อา้งอิงโดย Veloso et al. (2010) และ Frei et al. (2006) ท่ีปลูกในประเทศ

ไทยตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในต่างประเทศท่ีใชเ้ป็นฐานขอ้อา้งอิง ในขณะท่ีพนัธ์ุ Chenin Blanc มี 2 

แถบ คือขนาด 188 และ 194 คู่เบส พนัธ์ุ Colombard มี 2 แถบ คือขนาด 188 และ 195 คู่ เบส และพนัธ์ุ 

Tempranillo มี 2 แถบ คือขนาด 194 และ 198 คู่ ท่ีปลูกในประเทศกบัต่างประเทศนั้นมีลาํดบัเบส

แตกต่างกนัเพียง 1 คู่เบส อาจเป็นการตรวจวเิคราะห์เคร่ืองต่างกนัซ่ึงอาจผิดพลาดได ้1 คู่เบส ซ่ึงถือวา่

ยงัเป็นอลัลีลเดียวกนั 

ไพรเมอร์ VrZAG79 พบวา่ มีแถบดีเอ็นเอเป็นองุ่นพนัธ์ุ Shiraz มี 2 แถบ คือขนาด 

188 และ 194 คู่เบส ตรงกบัการอา้งอิงโดย Sefer et al. (2000) และ Vouillamoz et al. (2006) ท่ีปลูกใน

ประเทศไทยตรงกบัพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกในต่างประเทศท่ีใช้เป็นฐานขอ้อา้งอิง ในขณะท่ีพนัธ์ุ Cabernet 

Sauvignon มี 2 แถบคือ ขนาด 246 และ 246 คู่เบส ตรงกบักรอา้งอิงโดย Sefer et al. (2000) พนัธ์ุ 

Chenin Blanc มี 2 พนัธ์ุ Colombard มี 2 แถบ คือขนาด 242 และ 246 คู่ เบส เบส และพนัธ์ุ 

Tempranillo มี 2 แถบ คือ ขนาด 246 และ 250 คู่ เบส ตรงกบักรอา้งอิงโดย Sefer et al. (2000) ท่ีปลูก

ในประเทศกบัต่างประเทศนั้นมีลาํดบัเบสแตกต่างกนัเพียง 1 คู่เบส อาจเป็นการใช้เคร่ืองวิเคราะห์

ต่างกนัในการทาํลายพิมพซ่ึ์งอาจผดิพลาดได ้±1 คู่เบส แต่อยา่งไรก็ตามถือยงัเป็นอลัลีลเดียวกนั 

สําหรับพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมนาํมาใช้ทาํไวน์ท่ีปลูกและมีช่ือเดียวกันในประเทศจาก 2 

แหล่งปลูกคือ ไร่องุ่นหัวหินฮิลส์ วินยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่

ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 จากการประเมินลกัษณะพนัธุกรรมหรือการ

ทาํลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่น เม่ือนาํลายพิมพดี์เอ็นเอหรืออลัลีล (alleles) มาเปรียบเทียบซ่ึงสรุปไวใ้น

ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 โดยใช ้microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ ดงักล่าวมาขา้งตน้ท่ีไดน้าํมาศึกษา

ในคร้ังน้ี พบวา่ไพรเมอร์ 6 คู่ สามารถแยกความแตกต่างออกจากพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมใชท้าํไวน์กลุ่มอ่ืนๆ

ไดอ้ย่างชดัเจน เป็นการสรุปขนาดและจาํนวนแถบดีเอ็นเอของแต่ละไพรเมอร์ท่ีไดจ้ากการทาํลาย

พิมพ์ดีเอ็นเอ เม่ือนําอลัลีลหรือแถบดีเอ็นเอมาเปรียบ พบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 

ถึงแมพ้นัธ์ุองุ่นนั้นจะ มาจากสถานท่ีปลูกหรือสภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่างกนัก็ไม่ผลต่อลกัษณะทาง

พนัธุกรรมของพนัธ์ุองุ่น จึงสรุปไดว้่าองุ่นท่ีนิยมนาํมาทาํไวน์ 5 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุ Shiraz, Cabernet 

Sauvignon,  Chenin Blanc, Colombard และ Tempranillo มีพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนัทั้งพนัธ์ุท่ีปลูกใน

ประเทศและต่างประเทศ โดยใช ้microsatellite primer 18 คู่ สามารถนาํมาใชต้รวจสอบไวน์ได ้  
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เน่ืองจากมีการแลกเปล่ียนพันธ์ุองุ่นระหว่างแหล่งปลูกต่างๆ ทําให้ไม่ทราบ

แหล่งกาํเนิดขององุ่นพนัธ์ุนั้นๆ Paetkau et al. (1995) และสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Sefc et al. (2000) 

ไดใ้ช ้microsatellite primer จาํนวน จาํนวน 9 คู่ ในการวิเคราะห์โครงสร้างทางพนัธุกรรมขององุ่นและ

ศึกษาความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่งปลูก 8 ประเทศ ในยุโรป เช่นเดียวกบั This et al. (2004) โดย

ใช้ microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ ในการวิเคราะห์และศึกษาความแตกต่างของพนัธ์ุองุ่นจากแหล่ง

ปลูก 7 ประเทศ บางสายพนัธ์ุท่ีมีลกัษณะเหมือนกนัหรือต่างกนั ในการจาํแนกและแยกความแตกต่างของ

พนัธ์ุองุ่น ถึงแมพ้นัธ์ุองุ่นนั้นจะมีช่ือเดียวกนั มาจากสถานท่ีปลูกท่ีต่างกนัได ้

 

4.3 พฒันาเทคนิคการตรวจสอบวเิคราะห์ดีเอน็เอเพือ่ระบุพนัธ์ุองุ่นในนํา้ไวน์  

จากการสกัดดีเอ็นเอและเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอของไวน์ สามารถแบ่ง

ออกเป็น 2 ประเภท คือ ประเภทแรกไวน์แดง และประเภทสองไวน์ขาว จากการเก็บผลผลิตในปี 2013 

ท่ีใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีทั้ งหมด 9 ตวัอย่าง ดังแสดงในตารางท่ี 3.4 จากการตกตะกอนไวน์ด้วย                

2-propanal  โดยเปรียบเทียบวธีิการสกดั ดีเอน็เอ 2 วิธี คือ วิธีแรกเป็นการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัสําเร็จรูป 

DNeasy Plant Mini Kit (ตามคาํแนะนาํของบริษทั) และวิธีท่ีสองเป็นการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี CTAB  ท่ี

ถูกพฒันาข้ึนจากวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากใบ ถูกนาํมาประยุกตใ์ชใ้นการทดสอบสกดัดีเอ็นเอจากไวน์ 

เพื่อใชใ้นการตรวจสอบและจาํแนกองุ่นท่ีใชท้าํไวน์ (Garcia-Beneytez et al., 2002; Savazzini et al., 

2006; Baleiras-Couto และ Eiras-Dias., 2006)   

การสกดัดีเอ็นเอจากนํ้ าไวน์ดว้ยชุดสกดัสําเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit พบวา่ มี

ขอ้ดีคือดีเอน็เอท่ีมีคุณภาพ ไดส้ารละลาย ดีเอน็เอท่ีใสและไม่มีสี ดงันั้นการใชชุ้ดสกดัสําเร็จรูปจึงเป็น

วิธีท่ีเหมาะสมหากตอ้งการดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพดี เน่ืองจากสามารถกาํจดัสารปนเป้ือนจาํพวกโปรตีน 

สารทุติยภูมิ (secondary metabolite) และสารพวกโพลีแซคคาไรด์ (polysaccharide) ท่ีมีอยูม่ากในนํ้ า

ไวน์ออกไปได ้ ในขณะเดียวกนัดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการสกดัดีเอ็นเอแบบวิธี CTAB ดว้ยวิธีดดัแปลงจาก 

Savazzini et al. (2006) ไดส้ารละลายดีเอ็นเอท่ีใสและไม่มีสี รวมทั้งสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดภ้ายหลงั

พบวา่มีตะกอนสีขาวขุ่นปนเป้ือนกบัสารละลายดีเอน็เอ  

นาํดีเอน็เอท่ีสกดัไดใ้นตวัอยา่งไวน์ทั้งหมด 9 ตวัอยา่ง จาก 2 วธีิมาตรวจสอบคุณภาพ

ดว้ยดว้ยวธีิ electrophoresis ไม่พบแถบดีเอน็เอเป็นไปไดว้า่ปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัไดอ้าจมีปริมาณนอ้ย 

เน่ืองจากการเสียหายหรือแตกหักของดีเอ็นเอจากกระบวนการผลิต อาทิเช่น การหมกั การบ่ม การ

กรอง เป็นตน้ (Garcia-Beneytez et al., 2002; Savazzini et al., 2006) ในขณะท่ีการตรวจสอบดีเอ็นเอดว้ย



72 
 

วิธีวดัการดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (OD260) พบว่า   

ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดใ้นตวัอยา่งไวน์ทั้งหมด 9 ตวัอย่าง มีความเขม้ขน้เฉล่ียประมาณ 60 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร มีปริมาณและคุณภาพสูงเม่ือนาํมาเพิ่มปริมาณดีเอน็เอในหลอดทดลอง  

ดงันั้นการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ว่ามีดีเอ็นเอเพียงพอและมีสาร

ยบัย ั้งการทาํปฏิกิริยา PCR หรือไม่จาก 2 วิธีโดยทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยใช้

ไพรเมอร์ บริเวณ ribosomal DNA ในช่อง 18S rDNA ของส่ิงมีชีวิต (Kuzoff et al., 1998) ในการ

คดัเลือกดีเอ็นเอท่ีสกดัได ้พบ วา่เม่ือนาํผลผลิต PCR มาตรวจสอบดว้ยวิธี electrophoresis สามารถ

ตรวจสอบและคดัเลือกดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 2 วิธี ก่อนทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง

ดว้ยเทคนิค microsatellite พบว่า ทั้งสองวิธีน้ีไม่มีความแตกต่างกนั เม่ือนาํมาเปรียบเทียบระหว่าง

วิธีการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit และการสกดัดีเอ็นเอดว้ยวิธี

แบบ CTAB ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Baleiras-Couto และ Eiras-Dias  (2006)  ท่ีพบวา่ การสกดั

ดีเอ็นเอจากทั้งสองวิธีน้ีก็ไม่พบมีความแตกต่างกนั เม่ือนาํสารละลายดีเอ็นเอขา้งตน้มาศึกษาต่อดว้ย

เทคนิค microsatellite พบว่า สามารถเกิดปฏิกิริยาแสดงว่าสารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัไดน้ั้นสามารถ

นาํมาใชง้านต่อได ้ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2 

 

4.4 การตรวจวเิคราะห์ดีเอน็เอของพนัธ์ุองุ่นทีร่ะบุในฉลากไวน์ 

จากการวิเคราะห์ดีเอ็นเอองุ่นในไวน์ท่ีระบุในฉลากจากแหล่งผลิตต่างๆ จาํนวน 9 

ตวัอยา่งโดยใช ้microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ คือ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 

และ VrZAG79 (Thomas and Scott, 1993; Bowers et al., 1996; Sefc et al., 1999) รายละเอียดแสดงใน

ตารางท่ี 7 ได้จากการทาํลายพิมพ์ดีเอ็นเอจึงนาํมาศึกษาในคร้ังน้ี รวมกบัการใช้เคร่ืองวิเคราะห์ทาง

พนัธุกรรมแบบก่ึงอตัโนมติั      (ABI PrismTM 377 DNA Sequencer) ตามวิธีการของ Anonymous (1997) 

วเิคราะห์ขนาดของช้ินส่วนดีเอน็เอท่ีไดจ้ากไพรเมอร์ทั้ง 6 คู่ ซ่ึงจะมีขนาดของความยาวอลัลีล (alleles) ท่ี

ต่างกนัในองุ่นแต่ละพนัธ์ุ จึงสามารถแยกความแตกต่างขององุ่นแต่ละพนัธ์ุได ้ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2  
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ภาพที ่4.2 แสดงผลการตรวจพนัธ์ุองุ่นในนํ้าไวน์ โดยใช ้Microsatellite primer VVS2 (A) ไวน์ท่ีทาํ  

                  จากพนัธ์ุ Shiraz ยีห่อ้ Taras (B) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon ยีห่อ้ Hardy (C) พนัธ์ุ Shiraz    

                  กบั Cabernet Sauvignon ยีห่อ้ Hardy (D) DNA size standard (ROX 500)  
 
 

โดยใช้ไพรเมอร์ VVS2 ท่ีติดฉลากด้วยสีฟูออเรสเซนต์ดว้ยสีฟ้า (Blue) ในการวิเคราะห์           

ดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากนํ้ าไวน์ของแต่ละยี่ห้อท่ีระบุในฉลาก จะเห็นภาพ electropherograms บนสุดเป็น

ผลผลิต PCR ของ (A) ไวน์ท่ีทาํจากพนัธ์ุ Shiraz ยี่ห้อ Taras ให้อลัลีล 1 แถบ คือขนาด 133 คู่เบส 

รองลงมาเป็น (B ) พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon ยี่ห้อ Hardy ให้อลัลีล 2 แถบ คือขนาด 139 และ 151 คู่เบส 

(C) พนัธ์ุ Shiraz กบั Cabernet Sauvignon ยี่ห้อ Hardy ให้อลัลีล 3 แถบ คือขนาด 133, 139 คู่เบส  และ 
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151 คู่เบส (D) ดา้นล่างสุดเป็นขนาดของอลัลีลของ DNA size standard ท่ีใส่ไวใ้นหลอดทดลองท่ีจะ

ตรวจสอบขนาดของอลัลีลทุกคร้ัง เพื่อความถูกตอ้งและแม่นยาํของขนาดอลัลีลท่ีใชใ้นการศึกษา และ

ขนาดของอลัลีลหรือแถบดีเอน็เอท่ีตรวจพบยงัสรุปไวใ้นตารางท่ี 4.6 ซ่ึงมีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

ไพรเมอร์ VVS2 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Shiraz เพียง 1 แถบ คือ

ขนาด 133 คู่เบส พนัธ์ุ Chenin Blanc เพียง 2 แถบ คือขนาด 133 และ 151 คู่เบส พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon เพียง  

2 แถบ คือขนาด 139 และ 151 คู่เบส และ พนัธ์ุ Colombard เพียง 2 แถบ คือขนาด 143 และ 151 คู่เบส 

นอกจากน้ียงัสามารถแยกความแตกต่างอลัลีลของไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 พนัธ์ุ คือองุ่นแดง

พนัธ์ุ Shiraz และ Cabernet Sauvignon ไดอ้ยา่งชดัเจน ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีใชจ้าํแนกความ

แตกต่างขององุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 4 แถบโดยพนัธ์ุ Shiraz ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีรูปแบบแตกต่าง

จากพนัธ์ุ Chenin Blanc, Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง  1 แถบคือขนาด 133 คู่เบส พนัธ์ุ 

Chenin Blanc มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง 

1 แถบ คือขนาด 151 คู่เบส พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ Shiraz,  Chenin 

Blanc และ Colombard เพียง 1 แถบ คือขนาด 139 คู่เบส ส่วนพนัธ์ุ Colombard มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจาก

พนัธ์ุ Shiraz, Chenin Blanc  และ Cabernet Sauvignon เพียง 1 แถบ คือขนาด 143 คู่เบส   

ไพรเมอร์ VVMD5 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Shiraz เพียง 1 

แถบ คือขนาด 226 และ 232 คู่เบส พนัธ์ุ Chenin Blanc เพียง 1 แถบ คือขนาด 228 และ 232 คู่เบส และ

สามารถแยกความแตกต่างอลัลีลของไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 พนัธ์ุ คือองุ่นแดงพนัธ์ุ Shiraz 

และ Cabernet Sauvignon ไดอ้ยา่งชดัเจน ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างของ

องุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 4 แถบโดยพนัธ์ุ Shiraz ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีรูปแบบแตกต่างจากพนัธ์ุ Chenin 

Blanc, Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง 1 แถบ คือขนาด 226 คู่เบส พนัธ์ุ Chenin Blanc มีรูปแบบดี

เอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon และ Colombard  เพียง 1 แถบ คือขนาด 228 คู่

เบส ในขณะท่ีองุ่นพนัธ์ุ Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง  2 แถบ คือขนาด 232 และ 240 คู่

เบส ในจาํนวนน้ีไม่พบแถบดีเอน็เอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างขององุ่นทั้งสองพนัธ์ุน้ีได ้ 

ไพรเมอร์ VVMD7 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Chenin Blanc 

เพียง 2 แถบ คือขนาด 237 และ 257 คู่เบส ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างของ

องุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 2 แถบโดยพนัธ์ุ Chenin Blanc ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมีรูปแบบแตกต่างจาก

พนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon และ Colombard  เพียง 1 แถบ คือขนาด 257 คู่เบส ในขณะท่ีพนัธ์ุ 



75 
 

Shiraz, Cabernet Sauvignon และ Colombard และไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 พนัธ์ุ คือองุ่นแดง

พนัธ์ุ Shiraz และ Cabernet Sauvignon เพียง 1 แถบ ซ่ึงมีขนาด 237 คู่เบส ในจาํนวนน้ีไม่พบแถบดี

เอน็เอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างขององุ่นทั้งสามพนัธ์ุน้ีได ้ 

ไพรเมอร์ VVMD27 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Shiraz เพียง 2 

แถบ คือขนาด 189 และ 191 คู่เบส และพนัธ์ุ Colombard เพียง 2 แถบ คือขนาด 175 และ 181 คู่เบส 

และสามารถแยกความแตกต่างอลัลีลของไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 พนัธ์ุ คือองุ่นแดงพนัธ์ุ 

Shiraz และ Cabernet Sauvignon ได้อย่างชัดเจน ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีใช้จาํแนกความ

แตกต่างขององุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 4 แถบโดยพนัธ์ุ Shiraz มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ 

Chenin Blanc, Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง 1 แถบ คือขนาด 191 คู่เบส พนัธ์ุ 

Colombard มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ Shiraz, Chenin Blanc และ Cabernet Sauvignon เพียง 

1 แถบ คือขนาด 181 คู่เบส ในขณะท่ีพนัธ์ุ Chenin Blanc และ Cabernet Sauvignon เพียง 2 แถบ คือ

ขนาด 175 และ 189 คู่เบส ในจาํนวนน้ีไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างขององุ่นทั้งสอง

พนัธ์ุน้ีได ้ 

ไพรเมอร์ VrZAG62 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Colombard 

เพียง 2 แถบ คือขนาด ขนาด 188 และ 196 คู่เบส ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ีใช้จาํแนกความ

แตกต่างขององุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 3 แถบโดยพนัธ์ุ Colombard มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ 

Shiraz, Chenin Blanc และ Cabernet Sauvignon เพียง 1 แถบ คือขนาด 196 คู่เบส ในขณะท่ีพนัธ์ุ 

Shiraz, Chenin Blanc และ Cabernet Sauvignon และไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 พนัธ์ุ คือองุ่น

แดงพนัธ์ุ Shiraz และ Cabernet Sauvignon เพียง 2 แถบ คือขนาด 188 และ 194 คู่เบส ในจาํนวนน้ีไม่

พบแถบดีเอน็เอท่ีใชจ้าํแนกความแตกต่างขององุ่นทั้งสามพนัธ์ุน้ีได ้

ไพรเมอร์ VrZAG79 จากการตรวจสอบพบแถบดีเอ็นเอขององุ่นพนัธ์ุ Shiraz เพียง 2 

แถบ คือขนาด 244 และ 250 คู่เบส พนัธ์ุ Chenin Blanc เพียง 2 แถบ คือขนาด 246 และ 250 คู่เบส 

พนัธ์ุ     Cabernet Sauvignon เพียง 1 แถบ คือขนาด 246 คู่เบส และ พนัธ์ุ Colombard เพียง 2 แถบ คือ

ขนาด 242 และ 246 คู่เบส และสามารถแยกความแตกต่างอลัลีลของไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง 2 

พนัธ์ุ คือองุ่นแดงพนัธ์ุ Shiraz และ Cabernet Sauvignon ไดอ้ยา่งชดัเจน ในจาํนวนน้ีพบแถบดีเอ็นเอท่ี

ใชจ้าํแนกความแตกต่างขององุ่น 4 พนัธ์ุน้ีได ้จาํนวน 4 แถบโดยพนัธ์ุ Shiraz ปรากฏแถบดีเอ็นเอท่ีมี

รูปแบบแตกต่างจากพนัธ์ุ Chenin Blanc, Cabernet Sauvignon และ Colombard เพียง 1 แถบ คือขนาด 

244 คู่เบส พนัธ์ุ Cabernet Sauvignon มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจากพนัธ์ุ Shiraz, Chenin Blanc และ 
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Colombard เพียง 1 แถบ คือขนาด 246 คู่เบส ส่วนพนัธ์ุ Colombard มีรูปแบบดีเอ็นเอแตกต่างจาก

พนัธ์ุ Shiraz, Chenin Blanc  และ Cabernet Sauvignon เพียง 1 แถบ คือขนาด 242 คู่เบส เป็นท่ีน่า

สังเกตวา่ไพรเมอร์ VrZAG79 ให้แถบดีเอ็นเอของพนัธ์ุ Chenin Blanc ท่ีมีรูปแบบดีเอ็นเอท่ีเหมือนกบั

พนัธ์ุ Colombard เพียง 1 แถบ คือ 246 คู่เบส ดงันั้นถา้นาํเอาแถบดีเอ็นเอทั้งสองแถบมารวมกนัก็

สามารถแยกความแตกต่างจากองุ่นพนัธ์ุอ่ืนๆได ้เม่ือนาํขนาดอลัลีลขององุ่นแต่ละพนัธ์ุท่ีตรวจพบใน

นํ้ าไวน์ แสดงตารางท่ี 4.6 มาเปรียบเทียบกบัขนาดของอลัลีลจากใบท่ีแสดงในตารางท่ี 4.3 พบว่า 

ขนาดอลัลีลขององุ่นแต่ละพนัธ์ุท่ีตรวจพบในนํ้ าไวน์ตรงกบัท่ีระบุในฉลาก ตรงกบัขนาดของอลัลี

ลจากใบท่ีใชเ้ป็นฐานขอ้มูลอา้งอิง 

จากการวเิคราะห์ดีเอน็เอขององุ่นในไวน์ท่ีระบุในฉลาก โดยใช ้microsatellite primer 

จาํนวน 6 คู่ มาใชใ้นการตรวจสอบและระบุพนัธ์ุองุ่นในนํ้ าไวน์ พบว่า สามารถตรวจสอบและระบุ

สายพนัธ์ุองุ่นแต่พนัธ์ุท่ีนาํมาใชผ้ลิตไวน์ในเชิงการคา้จากแหล่งผลิตต่างๆ จาํนวน 9 ตวัอยา่ง ในไวน์

ได ้ ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Siret et al. (2000) ท่ีใช ้microsatellite primer จาํนวน 4 คู่ ในการ

วิเคราะห์ความหลากหลายขององุ่น เพื่อใช้การระบุสายพนัธ์ุองุ่นท่ีใช้ผลิตไวน์ในเชิงการคา้ พบว่า 

สามารถวิเคราะห์และตรวจสอบดีเอ็นเอจากกระบวนการหมกัไวน์จากส่วนท่ีเหลือในกระบวนการ

หมกัได ้และสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Harta et al. (2011) ท่ีใช ้microsatellite primer  จาํนวน 4 คู่ 

เพื่อใช้ในการตรวจสอบไวน์ในเชิงการคา้ โดยวิเคราะห์ไวน์อายุ 12 เดือน และ 18 เดือน พบว่า

สามารถตรวจสอบและจาํแนกพนัธ์ุองุ่นหลงักระบวนการหมกัไวน์ได้ นอกจากน้ียงัสอดคล้องกบั

งานวิจยัของ Savazzini et al. (2006) ท่ีใช ้microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ มาใชใ้นการตรวจสอบ

ไวน์หลงักระบวนการหมกัมาแลว้ 1 ปี พบว่า ยงัสามารถตรวจสอบและระบุสายพนัธ์ุองุ่นท่ีใชผ้ลิต

ไวน์ได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Faria et al., (2000); Baleiras-Couto และ Eiras-Dias (2006); 

Savazzini และ Martinelli (2006)  ท่ีไดน้าํ microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ มาประยุกตใ์ชใ้นการ

ตรวจสอบและระบุสายพนัธ์ุองุ่น เพื่อควบคุมคุณภาพขององุ่นท่ีนาํมาใชท้าํไวน์ 
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ตารางที ่4.6 สรุปขนาดของแถบดีเอน็เอ (alleles) ท่ีตรวจพบในนํ้าไวน์จากแหล่งผลิตต่างๆ จาํนวน 9 ตวัอยา่ง โดยใช ้Microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ:  + = มีแถบ (present)  

                    - = ไม่มีแถบ (absent) 
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บทที ่5  

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

5.1.1 การจัดทาํลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพันธ์ุองุ่นทาํไวน์ที่ปลูกในประเทศไทย โดยใช้เทคนิค 

Microsatellite primer 

จากการคดัเลือก microsatellite primer ทั้งหมด 35 คู่ มีไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมสําหรับใช้

จาํแนกและศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมขององุ่นทาํไวน์ ไดจ้าํนวน 18 คู่ ท่ีเหมาะสมในการ

ทาํลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ เม่ือนาํไพรเมอร์ทั้ง 18 คู่ ไปทาํลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ 

29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ พบวา่ ใหแ้ถบดีเอน็เอหรืออลัลีล ท่ีมีความแตกต่างกนัทั้งหมดถึง 133 แถบ โดยแต่ละ

ไพรเมอร์ให้อลัลีลแตกต่างกนัตั้งแต่ 3-12 แถบ หรืออลัลีลเฉล่ีย 7.4 อลัลีลต่อไพรเมอร์ ไดข้อ้มูล

พนัธุกรรมจาการประเมินคร้ังน้ี 522 ขอ้มูล  

            เม่ือนาํไปวิเคราะห์เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมขององุ่นแต่ละพนัธ์ุ โดยใช้

โปรแกรม UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmatic Average) โดยคาํนวณค่าดชันี

ความเหมือน similarity matrix และแสดงผลในกราฟแผนภูมิความสัมพนัธ์ (Dendrogram) พบว่า

สามารถแบ่งพนัธ์ุองุ่นทาํไวน์ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ ท่ีแตกต่างกนัอยา่งชดัเจนคือ กลุ่ม A และ B ตาม

ระยะห่างทางพนัธุกรรมโดยทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรมมากกว่า 0.9 โดยทั้งสอง

กลุ่มมีทั้งองุ่นแดงและองุ่นขาวอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั 

5.1.2 ศึกษาพนัธุกรรมขององุ่นทาํไวน์ทีป่ลูกในประเทศไทยกบัต่างประเทศ  

จากการศึกษาและสืบคน้ขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอ จากฐานขอ้มูลต่างประเทศหรือเอกสาร

วิชาการต่างๆ ของพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมนาํมาทาํไวน์ จาํนวน 5 พนัธ์ุ ได้แก่ องุ่นแดงพนัธ์ุ Shiraz, Cabernet 

Sauvignon องุ่นขาวพนัธ์ุ Chenin Blanc, Colombard และ Tempranillo พบวา่ microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ 

(VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 และ VrZAG79) สามารถจาํแนกพนัธ์ุองุ่นท่ีปลูกใน

ประเทศกบัต่างประเทศ ไดข้อ้มูลอลัลีลหรือแถบดีเอ็นเอขององุ่นทาํไวน์ทั้ง 5 พนัธ์ุ ท่ีสามารถแยก

ออกจากพนัธ์ุองุ่นท่ีใช้ทาํไวน์กลุ่มอ่ืนๆ ไดอ้ย่างชดัเจน เม่ือนาํลายพิมพดี์เอ็นเอหรือขนาดของอลัลี

ลของพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมทาํไวน์ในประเทศไทย มาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอขององุ่นจาก

ต่างประเทศ พบว่า องุ่นทั้ง 5 พนัธ์ุ ท่ีมีช่ือเดียวและปลูกต่างสถานท่ีนั้นมีลกัษณะทางพนัธุกรรม

เหมือนกนั 
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สําหรับพนัธ์ุองุ่นท่ีนิยมนํามาใช้ทาํไวน์ท่ีปลูกและมีช่ือเดียวกันในประเทศจาก 2 

แหล่งปลูกคือ ไร่องุ่นหัวหินฮิลส์ วินยาร์ด จงัหวดัประจวบคีรีขนัธ์ และไร่องุ่นพีบี วลัเล่ย ์เขาใหญ่

ไวน์เนอร่ี จงัหวดันครราชสีมา จากการประเมินลกัษณะพนัธุกรรมหรือการทาํลายพิมพดี์เอ็นเอของ

องุ่น เม่ือนาํอลัลีลหรือแถบดีเอ็นเอมาเปรียบเทียบโดยใช ้microsatellite primer จาํนวน 6 คู่ พบวา่ ไม่

มีความแตกต่างกนัทางพนัธุกรรม ถึงแมพ้นัธ์ุองุ่นนั้นจะมาจากสถานท่ีปลูกหรือสภาพแวดล้อมท่ี

แตกต่างกนัก็ไม่ผลต่อลกัษณะทางพนัธุกรรมของพนัธ์ุองุ่น 

 จึงสรุปได้ว่าองุ่นท่ีนิยมนาํมาทาํไวน์ 5 พนัธ์ุ คือ พนัธ์ุ Shiraz, Cabernet Sauvignon,    

Chenin Blanc. Colombard และ Tempranillo มีพนัธุกรรมท่ีเหมือนกนัทั้งพนัธ์ุท่ีปลูกในประเทศ และ

ต่างประเทศโดยใช ้microsatellite primer 18 คู่ สามารถนาํมาใชต้รวจสอบและระบุพนัธ์ุองุ่นไวน์ได ้

5.1.3 พฒันาเทคนิคการตรวจสอบวเิคราะห์ดีเอน็เอเพือ่ระบุพนัธ์ุองุ่นในนํา้ไวน์  

จากการสกดัดีเอ็นเอและเปรียบเทียบวิธีการสกดัดีเอ็นเอของไวน์ทั้งหมด 9 ตวัอยา่ง 

ในการศึกษาคร้ังน้ี ใชไ้วน์จากการเก็บผลผลิตในปี 2013 โดยเปรียบเทียบวิธีการสกดัดีเอ็นเอ 2 วิธี คือ 

วิธีแรกเป็นการสกดัดีเอ็นเอดว้ยชุดสกดัสําเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit และวิธีท่ีสองเป็นการสกดั      

ดีเอ็นเอดว้ยวิธี CTAB ท่ีถูกพฒันาข้ึนจากวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากใบ และนาํดีเอ็นเอท่ีไดม้าทาํการ

ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกดัไดโ้ดยใชไ้พรเมอร์บริเวณ ribosomal DNA ในช่อง 18S ในการ

คดัเลือกดีเอ็นเอ พบวา่ เม่ือนาํผลผลิต PCR มาตรวจสอบดว้ยวิธี electrophoresis สามารถตรวจสอบ

และคดัเลือกดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากทั้ง 2 วธีิ ก่อนทาํการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองดว้ยเทคนิค 

microsatellite พบว่า ทั้งสองวิธีน้ีไม่มีความแตกต่างกัน เม่ือนาํมาเปรียบเทียบระหว่างวิธีการสกัด        

ดีเอน็เอดว้ยชุดสกดัดีเอน็เอสาํเร็จรูป DNeasy Plant Mini Kit และการสกดัดีเอน็เอดว้ยวธีิ CTAB  

ดงันั้นดีเอน็เอท่ีสกดัไดจึ้งเหมาะสําหรับนาํมาใชเ้ป็นดีเอ็นเอแม่แบบ โดยงานวิจยัน้ีได้

ใชดี้เอ็นเอท่ีสกดัดว้ยชุดสกดัดีเอ็นเอสําเร็จรูป มาศึกษาวิเคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของ

องุ่นทาํไวน์ดว้ยเทคนิค Microsatellite พบวา่ สามารถเกิดปฏิกิริยาแสดงวา่สารละลายดีเอ็นเอท่ีสกดัได้

นั้นสามารถนาํมาใชง้านต่อได ้ 

5.1.4 การตรวจวเิคราะห์ดีเอน็เอของพนัธ์ุองุ่นทีร่ะบุในฉลากไวน์ 

จากการวิเคราะห์ดีเอ็นเอองุ่นในไวน์ท่ีระบุในฉลากโดยใช ้ microsatellite primer 

จาํนวน 6 คู่ ไดแ้ก่ ไพรเมอร์ VVS2, VVMD5, VVMD7, VVMD27, VrZAG62 และ VrZAG79 มาใช้

ในการตรวจสอบและระบุพนัธ์ุองุ่นในนํ้ าไวน์ ร่วมกบัการใชด้ว้ยเคร่ืองวิเคราะห์ทางพนัธุกรรมแบบ

ก่ึงอตัโนมติั (ABI PrismTM 377 DNA Sequencer) จากการวเิคราะห์ พบวา่ สามารถตรวจสอบและระบุ

พนัธ์ุองุ่นท่ีมีขนาดของความยาวอลัลีล (alleles) หรือแถบดีเอ็นเอท่ีต่างกนัในองุ่นแต่ละพนัธ์ุ จึง



80 
 

สามารถแยกความแตกต่างขององุ่นแต่ละพันธ์ุท่ีนํามาใช้ทําไวน์จากแหล่งผลิตต่างๆ จํานวน               

9 ตวัอยา่ง ได ้

จากตวัอย่างไวน์ทั้ง 9 ตวัอย่าง พบว่า มีหน่ึงตวัอย่างไวน์ท่ีมีส่วนผสมขององุ่นแดง        

2 พนัธ์ุ คือพนัธ์ุ Shiraz กบั Cabernet Sauvignon ในการศึกษาคร้ังน้ี ก็ยงัสามารถตรวจสอบความ

แตกต่างขนาดของอลัลีลหรือแถบดีเอ็นเอขององุ่นทั้งสองพนัธ์ุท่ีอยูใ่นนํ้ าไวน์ โดยใช ้ microsatellite 

primer จาํนวน 6 คู่ พบวา่ สามารถตรวจสอบและจาํแนกพนัธ์ุองุ่นท่ีนาํมาใชท้าํไวน์ได ้ดงันั้นวิธีน้ีจึง

สามารถนาํมาใชใ้นการควบคุมคุณภาพไวน์ได ้

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

(1) จากการวจิยัลายพิมพดี์เอน็เอขององุ่นโดยใชเ้ทคนิค microsatellite โดยใชไ้พรเมอร์ 

18 คู่ ไดล้ายพิมพดี์เอน็เอของพนัธ์ุองุ่น จาํนวน 29 ตวัอยา่งพนัธ์ุ แสดงในรูปแบบของความยาวของอลั

ลีล จาํนวน 522 ขอ้มูล ท่ีใชศึ้กษาคร้ังน้ี อาจมีลายพิมพดี์เอน็เอขององุ่นมีรูปแบบ (pattern) ท่ีคลา้ยคลึง

กันแต่ถ้าดูประกอบกันหลาย ๆ ไพรเมอร์ร่วมกันก็สามารถแยกและจาํแนกความแตกต่างทาง

พนัธุกรรมขององุ่นแต่ละพนัธ์ุไดม้าใชเ้ป็น พอ่ แม่พนัธ์ุ ในการปรับปรุงพนัธ์ุ 

(2) รวบรวมและสร้างฐานขอ้มูลลายพิมพดี์เอ็นเอของพนัธ์ุองุ่นทั้งในประเทศและ

ต่างประเทศ ท่ีจดัเก็บขอ้มูลลกัษณะเฉพาะของพนัธ์ุองุ่นต่างๆ เพื่อใชใ้นการสืบคน้ เปรียบเทียบความ

เหมือน หรือความต่างของพนัธ์ุองุ่นแต่ละสายพนัธ์ุ ได้อย่างรวดเร็ว มีประสิทธิภาพ และนาํไปใช้

ประโยชน์สาํหรับงานวจิยัในดา้นต่างๆ ต่อไป 

(3) การสกดัดีเอน็เอโดยใชชุ้ดสกดัดีเอ็นเอสาํเร็จรูปของ DNeasy Plant Mini Kit เป็น

วธีิท่ีง่าย สะดวก และใชเ้วลาสกดัไม่มากนกั ส่วนวธีิสกดัดีเอ็นเอแบบวธีิ CTAB อาจไม่เหมาะสมใน

การสกดัดีเอ็นเอ จึงควรปรับหาวธีิท่ีเหมาะสมในการสกดัดีเอ็นเอจากองุ่นในนํ้าไวน์  
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ภาคผนวก ก 

วธีิเตรียมสารเคม ี

 

1. TE buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM EDTA) 

2M Tris-HCl (pH 8.0)  500 ไมโคลิตร 

0.5M EDTA (pH 8.0)  200 ไมโคลิตร 

เตรียมโดยผสมสารต่างๆ ในหลอดท่ีผ่านการน่ึงฆ่าเช้ือแล้ว แล้วปรับปริมาตรให้เป็น         

100 มิลลิลิตร  

 

2. 1X TBE buffer  

บฟัเฟอร์ท่ีเตรียมไวใ้นรูปท่ีมีความเขม้ขน้ 10 เท่า (10X) เพื่อเตรียม 1X TBE buffer โดยเติม

นํ้ากลัน่ 900 มิลลิลิตร ลงใน 10X TBE buffer จาํนวน 100 มิลลิลิตร 

การเตรียม 10X TBE buffer (89 mM Tris-OH, 89 mM boric acid, 2.5 mM EDTA)  

Tris base    108  กรัม 

Boric acid    55  กรัม  

Na2EDTA    93  กรัม  

ละลายในนํ้ากลัน่ 800 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหเ้ป็น 1,000 มิลลิลิตร  

 

3. Washing solution  

NH4OAc    0.077  กรัม 

Absolute ethanol   70  มิลลิลิตร 

ละลายในนํ้ากลัน่ 30 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรใหเ้ป็น 100 มิลลิลิตร  

 

4. Chloroform : Isoamyl alcohol อตัราส่วน 24 : 1 

Chloroform      240  มิลลิลิตร  

Isoamyl alcohol    10  มิลลิลิตร  

หมายเหตุ : เก็บไวใ้นขวดสีชาและเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง ขั้นการเตรียมจะตอ้งสวมถุงมือ และ

เตรียมในตูดู้ดอากาศ เน่ืองจาก Chloroform เป็นสารท่ีมีกล่ิน และเป็นอนัตราย 
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5. 2X CTAB 

NaCl        81.82  กรัม 

CTAB (hexadecyltrimetyl ammonium bromide)   10  กรัม 

0.5M EDTA pH 8.0      40  มิลลิลิตร 

 1M Tris-HCl pH 8.0      50  มิลลิลิตร 

ละลายในนํ้ากลัน่ 300 มิลลิลิตร และปรับปริมาตรดว้ยนํ้าใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร 
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ประวตัผิู้เขยีน 
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