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บทคัดยอ 

ความบริสุทธิ์ทางพันธุกรรมเปนสิ่งหนึ่งที่ใชในการกําหนดคุณภาพเมล็ดพันธุ เนื่องจากในการผลิตเมล็ด

พันธุลูกผสมของขาวโพดหวานมีโอกาสที่จะเกิดการปนเปอนจากการผสมขามของสายพันธุอ่ืนหรือเกิดการผสม

ตัวเอง ดังนั้นจึงศึกษาการใชเครื่องหมายโมเลกุลมาตรวจสอบความบริสุทธิ์และความเปนลูกผสมของขาวโพด

หวานพันธุชัยนาท 2 ของกรมวิชาการเกษตร โดยใชเครื่องหมายโมเลกุล SSRs จํานวน 30 คูเพื่อแยกความ

แตกตางระหวางพอและแมของขาวโพดหวานลูกผสมโดยรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เปนคูสมกันระหวางแถบดีเอ็น

เอของพอและแมจะสามารถจําแนกความเปนลูกผสมได จากการศึกษาพบวาเครื่องหมายที่สามารถบอกความ

แตกตางระหวางพอและแมขาวโพดหวานลูกผสมพันธุชัยนาท 2 ซึ่งมีสายพันธุแม CNS 75 และสายพันธุพอ 

CNS 66 ไดแกเครื่องหมาย Umc 1506 และเม่ือนําเครื่องหมายที่ไดไปตรวจสอบตนที่ไดจากการเพาะเมล็ดพันธุ

ลูกผสมพันธุชัยนาท 2 จํานวน 50 ตน พบวาเมล็ดพันธุขาวโพดหวานลูกผสม มีความบริสุทธิ์เปน 100 เปอรเซ็นต 

ซึ่งอยูในเกณฑมาตรฐานในการผลิตเมล็ดพันธุลูกผสม 

 

ABSTRACT 

Genetic purity is one of the quality criteria. In producing sweet corn hybrid seeds, it is 

frequently contaminated by crossed pollen from another variety or the occurrence of selfing. The 

molecular markers were examined for genetic purity of sweet corn hybrid Chai Nat 2 obtained from 

Department of Agriculture using thirty SSRs markers based on the complementary banding pattern of 

the male and female parent made a way to identify the hybrid. The markers could be clearly identified 

of the sweet corn hybrid Chai Nat 2 form parental lines of inbred No.75 and No. 66 namely Umc 1506. 

The marker was used in genotyping of 50 hybrid seedlings and found that Chai Nat 2 had purity level 

of 100% which is in the standard for hybrid seed production. 
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ค าน า  
ข้าวโพดหวานเป็นพืชเศรษฐกิจชนิดหนึง่ท่ีมีความส าคญัของประเทศ สามารถปลกูได้ตลอดทัง้ปี เป็นพืช

อายุสัน้ สามารถปลกูในระบบการปลูกพืชได้ดี ผลผลิตส่วนใหญ่ร้อยละ 75  จะถูกน าไปแปรรูปเป็นผลิตภัณฑ์
ข้าวโพดหวานกระป๋องและแช่แข็ง สง่ออกไปยงัประเทศตา่งๆ ทัว่โลก โดยปี 2558 มีปริมาณการส่งออก 186,060 
ตนั มลูค่า 6,150 ล้านบาท (สมาคมผู้ผลิตอาหารส าเร็จรูป, 2559) ร้อยละ 25 ใช้บริโภคฝักสดภายในประเทศ 
พนัธุ์ท่ีเกษตรกรใช้ส่วนใหญ่เป็นพันธุ์ลกูผสมเดี่ยว (single-cross hybrid) จากทัง้ภาครัฐ และเอกชน เน่ืองจาก
ข้าวโพดหวานลูกผสมมีการพัฒนาพันธุ์ให้ผลผลิตสูง คุณภาพบริโภคดี มีความแข็งแรงและการเจริญเติบโตดี 
รวมถงึผลผลิตได้มาตรฐานของตลาดและโรงงานอตุสาหกรรมสงู อีกทัง้ความสม ่าเสมอของพนัธุ์ท าให้การปฏิบตัิ
ดแูลรักษา และการเก็บเก่ียวผลผลิตกระท าได้ง่ายขึน้ โดยมีการปรับปรุงพนัธุ์ข้าวโพดหวานลกูผสมจากหน่วยงาน
ราชการและเอกชนเพ่ือให้มีคณุภาพท่ีดีย่ิงขึน้ จึงมีหลากหลายสายพันธุ์ท่ีมีจ าหน่ายในท้องตลาดปัจจุบัน ธุรกิจ
เมล็ดพันธุ์ ข้าวโพดหวานของไทยยังมีโอกาสเพ่ิมการเติบ โตได้อย่างมาก เน่ืองจากนักลงทุนทัง้ไทยและ
ตา่งประเทศเลง็เห็นถงึศกัยภาพในการท่ีจะผลกัดนัให้ไทยกลายเป็นศนูย์กลางการผลิตและกระจายเมล็ดพนัธุ์ใน
ภมูิภาคเอเชียตะวนัออกเฉียงใต้สง่ผลให้มีการน าเข้าและส่งออกเมล็ดพนัธุ์เพ่ิมขึน้ ในการผลิตเมล็ดพนัธุ์ลกูผสม
ส าหรับจ าหน่ายได้มีการก าหนดคณุภาพเมล็ดพนัธุ์ให้มีความเป็นลูกผสมมากกว่า 98 เปอร์เซ็นต์ ประกอบกับ
ราคาเมล็ดพันธุ์ลกูผสมค่อนข้างสงู เพราะมีขัน้ตอนในการผลิตท่ียุ่งยากจึงต้องมีขัน้ตอนในการตรวจสอบความ
บริสทุธ์ิของเมล็ดพนัธุ์ นอกจากนีก้ารตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางสายพนัธุ์จะเป็นข้อมลูท่ีใช้ยืนยนัสายพนัธุ์ เมื่อ
เกิดปัญหาการขโมยพนัธุ์พ่อแม่จากแปลงปลกูเพ่ือน าไปจ าหน่ายภายใต้เคร่ืองหมายการค้าของตนเองจะส่งผล
ท าให้ผู้ ค้าทัง้ไทยและต่างประเทศเกิดความมัน่ใจเก่ียวกบัมาตรการคุ้มครองเมล็ดพนัธุ์ของไทย เกิดการพัฒนา
ทางธุรกิจเมลด็พนัธุ์ย่ิงขึน้ตอ่ไป  

การตรวจสอบความบริสุทธ์ิของเมล็ดพันธุ์ โดยทั่วไปนัน้เป็นการตรวจดูจากสัณฐานวิทยาท่ีปรากฏ
ออกมาทัง้จากเมล็ด ต้นกล้า ตลอดจนต้นพืชท่ีเจริญเต็มท่ี ซึ่งต้องใช้ระยะเวลานาน อีกทัง้ยังขึน้อยู่กับ
สภาพแวดล้อมในการปลูกทดสอบแต่ละครัง้ซึ่งไม่สามารถควบคุมให้สภาพแวดล้อมเหมือนกันทุกครัง้ได้ 
เน่ืองจากสภาพแวดล้อมรวมทัง้การถูกกระตุ้นด้วยสภาวะบางอย่างในระหว่างการพัฒนาของเมล็ดนัน้จะมี
อิทธิพลต่อการแสดงออกของบางลักษณะ การตรวจสอบความแตกต่างของสิ่งมีชีวิตในระดบัดีเอ็นเอนับว่ามี
ประสิทธิภาพกวา่การตรวจสอบในระดบัอื่นๆ สามารถวิเคราะห์จากสว่นใดของพืชก็ได้โดยไม่ขึน้กบัเนือ้เย่ือ ระยะ
การเจริญเติบโต และสภาพแวดล้อม การตรวจสอบสามารถตรวจสอบได้ทัง้ส่วนของยีนและส่วนท่ีไม่ใช่ยีน 
(สริุนทร์, 2539) โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker) สามารถน ามาใช้ในการจ าแนกและตรวจสอบ
ความตรงต่อสายพันธุ์ได้เป็นอย่างดี เคร่ืองหมายโมเลกุลได้เข้ามามีบทบาทในงานด้านพันธุศาสตร์และการ
ปรับปรุงพนัธุ์พืชอย่างมาก เน่ืองจากการจัดกลุ่มหรือการจ าแนกสิ่งมีชีวิตโดยอาศยัลกัษณะสณัฐานวิทยาท าได้
ยากโดยเฉพาะพืชซึง่เป็นสิ่งมีชีวิตท่ีมีลกัษณะคล้ายคลงึกนั (สรพงศ์, 2554) จึงท าให้เกิดความผิดพลาดในการ
แยกความแตกต่างของสายพนัธุ์ได้ โดยเฉพาะอย่างย่ิงสายพนัธุ์พืชบางชนิดท่ีมีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรม การ
ใช้เคร่ืองหมายโมเลกลุช่วยในการบ่งชีค้วามแตกตา่งของสายพนัธุ์พืช (varietal identification) ช่วยให้การจ าแนก
ความแตกต่างของสายพันธุ์มีความถูกต้องแม่นย ามากย่ิงขึน้ นอกจากนัน้ยังได้รับความนิยมอย่างมากในการ
ประเมินความหลากหลายทางพนัธุกรรม (genetic diversity) ของสิ่งมีชีวิตอีกด้วย (Mondini et al., 2009) 
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เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีน ามาใช้ในการตรวจสอบความตรงต่อสายพันธุ์ ได้แก่ เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด RFLP 
(restriction fragment length polymorphism), RAPD (random amplified polymorphic DNA) และ
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด microsatellite หรือ simple sequence repeats (SSRs) เคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีนิยม
น ามาใช้และให้ผลการตรวจสอบท่ีแมน่ย า คือเคร่ืองหมายโมเลกลุชนิด microsatellite หรือ SSRs ซึง่เป็นดีเอ็นเอ
ท่ีมีล าดับเบสท่ีมีลกัษณะซ า้กันเรียงอยู่ต่อเน่ืองกันท่ีต าแหน่งหนึ่งๆ ในจีโนม ตัง้แต่ขนาด 1-6 เบส เช่น (C)n 
(CT)n (CTT)n เม่ือ n คือจ านวนซ า้ พบวา่ SSRs มีความถ่ีและกระจายตวัอยู่ทัว่ไปในจีโนมของสิ่งมีชีวิตชนิดยูคา
ริโอต (สริุนทร์, 2552) ความแปรปรวนของ SSRs เกิดขึน้เน่ืองจากความผิดพลาดระหว่างการจ าลองตวัของดีเอ็น
เอ (DNA replication) SSRs เป็นบริเวณท่ีมีความแปรปรวนสงู ท าให้สามารถตรวจพบความแตกต่างได้ง่ายใน
แต่ละต าแหน่งของ SSRs จึงมีการน าเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs มาใช้อย่างแพร่หลายในการจ าแนกสาย
พนัธุ์พืชที่มีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมโดยเฉพาะพืชที่มีฐานพนัธุกรรมแคบซึง่ SSRs ท่ีมีกระจดักระจายอยู่ทัว่ไป
ในจีโนมของพืช และถกูน ามาใช้เพ่ือการพฒันาวิธีการตรวจสอบความบริสทุธ์ิของพนัธุ์ได้เป็นอย่างดีการวิเคราะห์
แถบดีเอน็เอมาตรฐานด้วยเคร่ืองตรวจสอบล าดบัเบสอตัโนมตัิจะให้รูปแบบอลัลีลที่หลากหลายเน่ืองจากสามารถ
หาความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดแตกต่างกันเพียง 1 เบสได้ (สุรีพร, 2546) การพฒันาเคร่ืองหมาย
โมเลกุลชนิด microsatellite หรือ SSRs ท าโดยการสร้างห้องสมดุดีเอ็นเอ (DNA library) และคดัเลือกโคลนท่ีมี 
microsatellite น ามาหาล าดบัเบสเพ่ือใช้ออกแบบไพรเมอร์ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณส่วน microsatellite ท่ีต าแหน่ง
นัน้ๆ แต่โอกาสท่ีจะพบโคลนท่ีมีล าดับเบส microsatellite ค่อนข้างต ่า จึงมีการพัฒนาวิธี microsatellite 
enrichment ขึน้โดยตดัจีโนมิกดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ น ามาเช่ือมต่อกบั adapter แล้วคดัเลือกชิน้ดีเอ็น
เอท่ีมี microsatellite การพฒันาเคร่ืองหมาย microsatellite นอกจากสร้างห้องสมดุดีเอ็นเอและคดัเลือกโคลน
โดยตรง ในสิ่งมีชีวิตท่ีมีการศกึษาล าดบัเบสในจีโนมแล้ว สามารถพฒันาเคร่ืองหมาย microsatellite ได้โดยค้น
จากฐานข้อมูลล าดับเบสท่ีมีอยู่ น ามาออกแบบไพรเมอร์และทดลองใช้ (สุรินทร์, 2552) การใช้เคร่ืองหมาย 
microsatellite หรือ SSRs ในการตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของเมลด็พนัธุ์พืชลกูผสมหลายชนิดไม่ว่า
จะเป็นเมลด็พนัธุ์ข้าว ผกั พืชไร่ ไม้ยืนต้น รวมทัง้ข้าวโพดหวานซึง่มีงานวิจยัจ านวนมากท่ีใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล
ชนิด SSRs เพ่ือบอกความแตกต่างในระดบัจีโนไทป์ระหว่างพ่อและแม่ได้ (Amorim et al., 2003; Bered et al., 
2005; Srdic et al., 2008; Rupp et al., 2009) นอกจากนีม้ีการใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล SSRs ส าหรับศกึษา
ความสมัพนัธ์กบัผลผลิตและความต้านทานโรคของข้าวโพด (Phumichai et al., 2008)  

ดงันัน้งานวิจยันีม้ีวตัถุประสงค์เพ่ือหาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs ท่ีสามารถใช้ในการตรวจสอบ
ความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของข้าวโพดหวานลูกผสมซึ่งจะใช้ส าหรับการควบคุมคุณภาพของเมล็ดพันธุ์ให้
เป็นไปตามมาตรฐานสากลตอ่ไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ  
การคัดเลือกเคร่ืองหมายโมเลกุล SSRs ที่แยกความแตกต่างทางจีโนไทป์ระหว่างพ่อและแม่ 

การสกัดดีเอน็เอ 
ท าการสกดัดีเอ็นเอโดยเก็บตวัอย่างใบข้าวโพดท่ีมาล้างใบด้วยน า้เพ่ือก าจดัสิ่งปนเปือ้น ซบัน า้ให้แห้ง 

ตดัใบข้าวโพดเป็นชิน้เล็ก (50 มิลลิกรัม)  ใส่ลงในโกร่งขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 150   มิลลิเมตร ท่ีมีสารละลาย 
CTAB ซึง่อุ่น 65 องศาเซลเซียสก่อนใช้ จ านวน 2  มิลลิลิตร บดตวัอย่างให้ละเอียด ดูดสารละลายท่ีมีเนือ้เย่ือ
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ข้าวโพด 700 ไมโครลิตร ใสล่งในหลอดทดลองขนาด 1.5  มิลลิลิตร บ่มตวัอย่างไว้ท่ี 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
30 นาที, เขย่าตวัอย่างไปมาทุกๆ 1 นาที และเติม chloroform: isoamyl (24:1) 700 ไมโครลิตร ปิดฝาหลอดให้
แน่น เขย่าอย่างแรงประมาณ 2-3  นาที ป่ันตกตะกอนท่ี 14,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5  นาที, ดูดส่วนใส 
(ด้านบน) ใส่หลอดทดลองใหม่ เติม isopropanol 700 ไมโครลิตร ลงในส่วนใส เขย่าเบาๆ ประมาณ 30 วินาที 
ป่ันตกตะกอน 14,000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 1 นาที, เทสารละลายทิง้ )ดีเอน็เอจะตกตะกอนอยู่ท่ีก้นหลอด (  ตาก
ตะกอนดีเอ็นเอไว้ให้แห้งเติมสารละลาย 80% ethanol 1 มิลลิลิตร เขย่าเบาๆ เพ่ือให้ตะกอนดีเอ็นเอหลดุออก
จากก้นหลอด ตัง้ทิง้ไว้ 30 นาที ป่ันตกตะกอนท่ี 14,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที เทสารละลายทิง้ ตาก
ตะกอนให้แห้งประมาณ 3 ชัว่โมงหรือข้ามคืน เติมสารละลายบฟัเฟอร์ TE buffer 50 ไมโครลิตร, รอจนดีเอ็นเอ
ละลายหมด เก็บสารละลายดีเอน็เอไว้ท่ีอณุหภมูิ 4°C หรือ -20°C เม่ือต้องการเก็บรักษาไว้นาน 

การตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอ  
น าตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาตรวจสอบความเข้มข้นและความบริสุทธ์ิด้วยเคร่ืองวดัปริมาณความ

เข้มข้นสารปริมาณน้อยโดยแรงตงึผิว (nanodrop) ท่ีใช้ปริมาณสารละลายดีเอ็นเอ 2 ไมโครลิตรโดยท าการวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวช่วงแสง 260 นาโนเมตร ซึ่งหน่วยความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีวดัได้ คือ นาโนกรัม/
ไมโครลิตร ส่วนความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จะดูจากสดัส่วนการดดูกลืนแสงของตวัอย่างท่ีความยาวช่วง
แสง 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตร ซึง่หากดีเอ็นเอมีความบริสทุธ์ิสงู ควรมีค่าเท่ากบั 1.8 (A260/A280 = 
1.8) หากค่าสดัส่วนท่ีได้มีค่าน้อยกว่า 1.8 แสดงว่าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้มีการปนเปื้อนจากโปรตีน หรือสารเคมี
อื่นๆ 

การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอด้วย PCR (polymerase chain reaction) 
น าดีเอน็เอท่ีได้จากข้างต้นมาเพ่ิมปริมาณด้วย PCR โดยใช้ SSR primer หรือเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR 

จากบริษัท SIGMA Aldrich Inc. ส าหรับทดสอบ 30 คู ่โดยในปฎิกิริยา PCR ประกอบด้วย DNA ท่ีผ่านการท าให้
เจือจางให้ได้ความเข้มข้นเร่ิมต้น 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร , Master Mix 2X 
(GeneDirex) 25 ไมโครลิตร, forward primer  (25 µM/µl) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, reverse primer  (25 µM/µl) 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วย ddH2O ให้ได้ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร น าส่วนผสมท่ีได้มาท าการ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยตัง้โปรแกรมการเพ่ิมปริมาณ  (PCR Profile) ท่ีเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพนัธุกรรม ดงันี ้ :
Preheat 49 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที จ านวน 1 รอบ ตามด้วย 35 รอบของ 94 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
54 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 2 นาที และ 1 รอบของ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที   

การตรวจสอบผลด้วยวิธีอเิล็กโทรโฟริซิส 
น าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็กโทรโฟริซีสโดยใช้ 3.5% Metaphore Agarose ใน 

1X TBE buffer ท่ี 70 Volt เป็นเวลา 3 ชัว่โมง ย้อมสีดีเอ็นเอด้วยสีย้อม SYBRsafe ดแูถบดีเอ็นเอ (ขนาดอลั
ลีล) ท่ีปรากฏ โดยเปรียบเทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน (molecular weight marker) บนัทึกผลด้วยเคร่ือง
ถ่ายรูปภายใต้แสง UV  

การบันทกึผล 
คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีให้ความแตกต่างในการเกิดแถบดีเอ็นเอระหว่างพันธุ์พ่อและแม่ของข้าวโพดหวาน

อย่างชดัเจน เพ่ือใช้ในการตรวจสอบลกูผสม F1 
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การตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของข้าวโพดหวานลูกผสมโดยเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด 
SSRs  
 สุ่มเมล็ดพนัธุ์ข้าวโพดหวานพนัธุ์ชยันาท 2 ตามมาตรฐาน ISTA มา 50 เมล็ดและท าการปลกูทดสอบ
จากนัน้น าใบอ่อนแต่ละต้นมาสกัดดีเอ็นเอและทดสอบโดยใช้เคร่ืองหมายท่ีคดัเลือกได้  ค านวณค่าเปอร์เซ็นต์
ความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมจากรูปแบบดีเอ็นเอท่ีปรากฏของตวัอย่างข้าวโพดหวานแต่ละต้นโดยใช้สตูร (Hipi et 
al., 2013)  

Purity hybrid (%) = {1-[
  

  
]} X 100% 

TS (total sample) = จ านวนตวัอย่าง/จ านวนต้นพืชที่น ามาทดสอบทัง้หมด; NH (non-hybrid) = จ านวน
ตวัอย่าง/จ านวนต้นพืชที่ให้รูปแบบแถบดีเอน็เอเหมือนแมห่รือพ่อและตวัอย่างท่ีไมป่รากฏแถบดีเอน็เอ  

 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

จากการสืบค้นเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ของฐานข้อมลู www.maizegdb.org ท่ีทราบต าแหน่งบนทัง้ 
10 โครโมโซมของข้าวโพด เพ่ือให้มีการกระจายตวัทัง้จีโนม ได้คดัเลือก 30 เคร่ืองหมาย เพ่ือใช้ในการทดสอบ
ความสามารถในการแยกหรือบ่งความแตกต่างระหว่างพนัธุ์ข้าวโพดหวานลูกผสมและสายพนัธุ์พ่อแม่ต่างๆ ดงั
ใน Table 1 โดยในการตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมจ าเป็นต้องตรวจหาความแตกต่างระหว่างพ่อและ
แม่ก่อนเพ่ือเลือกต าแหน่งท่ีพบความแตกต่างในพ่อและแม่นัน้ไปใช้ตรวจสอบความบริสุทธ์ิทางพันธุกรรมของ
เมลด็พนัธุ์ลกูผสมตอ่ไป เมื่อท าการตรวจสอบความแตกตา่งทางจีโนไทป์ระหว่างพ่อและแม่ในบริเวณดีเอ็นเอท่ีมี
ลกัษณะเป็น Microsatellite ของข้าวโพดหวานลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 2 ซึง่มีสายพนัธุ์แม ่CNS 75 และสายพนัธุ์พ่อ 
CNS  66  เคร่ืองหมาย Umc 1506  สามารถบอกความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่จะมีขนาดอลัลีลท่ีจ าเพาะ
เท่ากบั 111 bp ในสายพนัธุ์แม ่CNS 75 และ 132 bp ในสายพนัธุ์พ่อ CNS  66 ซึง่แถบดีเอ็นเอท่ีได้ทัง้สองขนาด 
111  bp และ 132  bp พบในลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 2 (Figure 1) ขณะท่ีเคร่ืองหมาย Umc 2071 สามารถบอก
ความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่ได้เช่นกันแต่ไม่สามารถน าไปใช้ในการตรวจสอบความบริสุทธ์ิข้าวโพดหวาน
ลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 2 ได้ เน่ืองจากให้ขนาดอลัลีลจ าเพาะตรงกับข้าวโพดหวานลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 86-1  ส่วน
เคร่ืองหมายท่ีเหลือไมส่ามารถตรวจพบความแตกตา่งระหวา่งพ่อและแมไ่ด้โดยพบแถบดีเอน็เอเพียงแถบเดียว  

เม่ือท าการตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพันธุกรรมของข้าวโพดหวานลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 2 โดยการสุ่ม
เมล็ดพนัธุ์ตามมาตรฐาน ISTA มา 50 เมล็ดและท าการปลกูทดสอบจากนัน้น าใบอ่อนแต่ละต้นมาสกดัดีเอ็นเอ
และทดสอบโดยใช้เคร่ืองหมายท่ีคดัเลือกได้ พบว่าเมล็ดพนัธุ์ข้าวโพดหวานมีความบริสทุธ์ิเป็น 100 เปอร์เซ็นต์ 
(Figure 2) ซึง่ผลการตรวจสอบความบริสทุธ์ิทางพนัธุกรรมของข้าวโพดหวานอยู่ในเกณฑ์มาตรฐานในการผลิต
เมล็ดพันธุ์ลูกผสม คือมีความบริสุทธ์ิมากกว่า 98% ซึ่งแสดงว่าต้นแม่หรือต้นพ่อท่ีใช้ในการผลิตเมล็ดพันธุ์
ข้าวโพดหวานลกูผสมเป็นสายพนัธุ์แท้ท่ีมีลกัษณะจีโนไทป์แบบ homozygous ดงันัน้เมื่อน ามาเป็นแม่พนัธุ์และ
พ่อพนัธุ์ในการผลิตเมลด็พนัธุ์ลกูผสมจงึมีการกระจายตวัสม ่าเสมอคือได้ลกูผสมท่ีมีจีโนไทป์แบบ heterozygous 
ความบริสุทธ์ิของสายพันธุ์แม่และพ่อท่ีน ามาใช้สร้างลูกผสมมีผลต่อความถูกต้องของการตรวจสอบด้วย
เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs เป็นอย่างมาก เพราะถ้าต้นแม่และพ่อไม่ใช่สายพนัธุ์แท้ก็จะส่งผลกระทบท าให้
เกิดการกระจายตวัของล าดบัเบสบางต าแหน่งในรุ่นลกูได้ซึง่เป็นสาเหตใุห้การตรวจสอบไม่มีความสม ่าเสมอทาง
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พนัธุกรรม หากในการตรวจสอบลูกผสมเกิดแถบดีเอ็นเอแถบเดียวท่ีเหมือนต้นพ่อ แสดงว่ามีการปนเปือ้นของ
เมลด็พนัธุ์เกิดขึน้ในระหวา่งกระบวนการเก็บเก่ียวหรือกระบวนการปรับปรุงสภาพเมลด็พนัธุ์ อย่างไรก็ตามควรจะ
มีการปลกูทดสอบในแปลงร่วมด้วยเพ่ือสงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวิทยา แต่ต้องควบคมุสิ่งแวดล้อม เช่น พืน้ท่ี
ปลกู ฤดกูาลให้ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงลกัษณะทางสณัฐานวิทยาต่างๆ เช่น ความสงูของต้น น า้หนักเมล็ด 
เน่ืองจากสิ่งแวดล้อมจะมีผลอย่างย่ิงต่อความแปรปรวนของลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของพืช (Hipi et al., 
2013) ดังนัน้การสังเกตลักษณะทางสัณฐานวิทยาอย่างเดียวไม่สามารถน ามาประเมินความบริสุทธ์ิทาง
พนัธุกรรมของพนัธุ์ข้าวโพดได้ 

 
Table 1 List of SSRs markers for genetic purity testing of hybrid sweet corn 
Primer Sequence 5’-3’  Repeat Type Chromosome 
Umc 2129 F: ACGTGGTCATCACTCACCGC  R: AAGGAGGAGCGTTCTCGTGG (CGC)5 2 
Bnlg 1443 F: TACCGGAATCCTCTTTGGTG R: TTTGACAACCTCTTCCAGGG (AG)25 6 
Umc 1040 F: CATTCACTCTCTTGCCAACTTGA R:AGTAAGAGTGGGATATTCTGGGAGTT (CT)11 9 
Umc 1109 F: GCAACACAGGACCAAATCATCTCT R: GTTCGGTCCGTAGAAGAACTCTCA (ACG)4 4 
Bnlg 1350 F: TGCTTCAGCGCATTAAACTG R: TGCTCGTGTGAGTTCCTACG (AG)13 3 
Umc 1506 F: AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG R: ATAAAGGTTGGCAAAACGTAGCCT (AACA)4 10 
Phi112  F: TGCCCTGCAGGTTCACATTGAGT  R: AGGAGTACGCTTGGATGCTCTTC AG 7 
Bnlg 1633 F: GTACCTCCAGGTTTACGCCA  R: TCAACTTCTCATGCACCCAT (AG)16 2 
Umc 2128 F: ACGTGGTCATCACTCACCGC  R: AAGGAGGAGCGTTCTCGTGG (TCGTCC)4 9 
Umc 1620 F: CCTTTCAATGTTCATGTTCTCTTCC R: CCACCGAGTGACTAGTTGTGAGAG (TTC)4 4 
Umc 1023 F: CAGTTTGGAACAGGGAAAAGTACG R: CTTGTGCCACCACATGCAGTA (AT)11 6 
Umc 1097 F: CTGTTAGATGTGCGACAACAGAGC R: CTCGTCAACGTCAACCCAAGTAAG (CA)8 5 
Umc 1034 F: TCATCCATGTGACAGAGACGACTT R: GTGTTTCCGTTTCGCTGATTTTAC (GA)12 8 
Umc 1331 F: ATATCTGTCCCTCTCCCACCATC R: TTATGAACGTGGTCGTGACTATGG (GGT)10 1 
Umc 1648 F: GCTTGAGCTGTGAGGAAGTTTTG R: CTGCAGTACGTGAGCCTGTACG (TC)8 10 
Umc 2071 F: ACTGATGGTGTTCTTGGGTGTTTT R: ATACACGCAGTTACCCGAAGGTT (ATGT)5 3 
Umc 1636 F: GTACTGGTACAGGTCGTCGCTCTT R: ATATCAGTCGTTCGTCCAGCTAA (ACTGC)9 9 
Umc 1241 F: TGAAGCAAGTCACTGGTAAGAGCA R: TGACACACCCATACTTCCAACAAG (GTCTTTG)4 7 
Umc 2293 F: ATGTTCCGTTTATTATTTGCCCG R: AAAGAACAGACGGGATCCAATC (TCTCTCTC)4 5 
Umc 2350 F: CGAATCGAGGATGGTTTGTTTTT R: AGTAGCGACTCCTCTGCGTGAG (GGCCGT)4 10 
Umc 2383 F:CTCGCAACTGCGCTTCTAGATACT R: CATAGACGTGCCCCTTGTCATC (AGC)6 1 
Umc 1363 F:TGTTTAAGTGTTGGCAGAAAGCAA R: TCTCCCTCCCCTGTACATGAATTA (AGG)4 1 
Umc 1590 F:CAGAGTCTGATAGTCCGAACCCAG R: GTAAAGCTCACAGCTTCCGACAG (AAGGAG)5 1 
Umc 1383 F:CACACACATCGATCATGAGCATAC R: GTGTACTACCATCAGACCCATCCA (GACG)6 1 
Bnlg 1083 F: ACAGTCTGTTGGGGAACAGG R: CAACGCTGGTTTGTCGTTTA (AG)29 1 
Umc 1506 F:AAAAGAAACATGTTCAGTCGAGCG R: ATAAAGGTTGGAAAACGTAGCCT (AACA)4 10 
Umc 1077 F: CAGCCACAGTGAGGCACATC R:CAGAGACTCTCCATTATCCCTCCA (CA)15(CCCA)12 10 
Umc 1292 F:GAAGTGGGGAACATGGTTAATGTC R:TCACGGTTCAGACAGATACAGCTC (TGG)6 1 
Umc 1736 F:CCATCCACCACTAGAAAGAGAGGA R:TTAATCGATCGAGAGGGTGCTTTTC (CCAT)6 2 
Bnlg 1063 F: GGAGACAACCCCGACGAC R: GGTACCAGAGCCACAGATCC (AG)42 3 
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Figure 1 Visualization of specific marker for parental of hybrid sweet corn Chai Nat 2 (M = DNA 
ladder, P1= female parent, P2= male parent, F1= hybrid)  
 
 

 
Figure 2 Visualization of DNA banding pattern using SSRs markers Umc 1506  through vertical 
electrophoresis 3.5% Metaphore Agarose. M = DNA ladder, P1 = female parent, P2 = male parent. 
No. 1, 2, 3, ... 17 is hybrid sweet corn Chai Nat 2 
 

จากการทดลองพบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุลแต่ละคู่สามารถตรวจพบความแตกต่างระหว่างพ่อและแม่
ได้มากน้อยตา่งกนั ซึง่อาจเน่ืองมาจากต าแหน่งของ SSRs ท่ีเพ่ิมปริมาณ มีขนาดและชนิดของเบสซ า้ท่ีแตกต่าง
กนั ซึง่โดยทัว่ไปแล้วในจีโนมของพืชจะพบ SSRs ท่ีมีขนาด 2  เบส กระจายอยู่ทัว่ไปในจีโนมและสามารถตรวจ
พบความแตกต่างได้มากกว่าพวกท่ีมีล าดบัเบสซ า้ขนาด 3 หรือ 4 เบส (Areshchenkova and Ganal, 2002) 
และบางเคร่ืองหมายก็ไม่สามารถน ามาใช้เพ่ิมปริมาณบริเวณ SSRs ท่ีต้องการได้อย่างชัดเจน เป็นเพราะ
กระบวนการในการสร้างไพรเมอร์ส าหรับดีเอ็นเอเคร่ืองหมายชนิดนีข้ึน้อยู่กับเทคนิคในการสร้างท่ียังมีความ
ซบัซ้อนในการท่ีจะให้ได้ไพรเมอร์ท่ีขนาบข้างในต าแหน่งของ Microsatellite ในแตล่ะตวัอย่างอย่างเฉพาะเจาะจง 
ซึง่ต้องเลือกต าแหน่งท่ีไม่ห่างกนัมากนกั โดยผลผลิตพีซีอาร์ท่ีคาดหมายควรมีขนาดไม่เกิน  300 คู่เบส เพ่ือให้
การแยกขนาดของดีเอน็เอท่ีมีความยาวต่างกนัน้อยๆ มีประสิทธิภาพ นอกจากนีก้ารตรวจสอบความบริสทุธ์ิทาง
พันธุกรรมแต่ละพันธุ์ข้าวโพดหวานจ านวนเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีใช้บอกความแตกต่างทางจี โนไทป์ มีจ านวน
แตกต่างกนัอาจเน่ืองมาจาก ความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมระหว่างสายพนัธุ์พ่อและแม่ท่ีน ามาใช้สร้างลกูผสมใน
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แต่ละคู่นัน้มีความใกล้ชิดกนัทางพันธุกรรมมากน้อยเพียงใด วิธีการท่ีใช้ในการสร้างลกูผสม เช่น ลูกผสมเดี่ยว 
ลกูผสมสามทาง และลกูผสมคู ่ท าให้ความแตกตา่งทางพนัธุกรรมระหวา่งพ่อและแมม่ีความแตกตา่งกนัมากน้อย
ไม่เท่ากัน ซึ่งจะเห็นได้ว่าการพัฒนาเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs มีวิธีการท่ียุ่งยากพอสมควร แต่เมื่อได้
เคร่ืองหมายแล้ว สามารถน าไปใช้ได้ง่าย เน่ืองจากเป็นเคร่ืองหมายดีเอน็เอท่ีใช้วิธีการเพ่ิมปริมาณด้วยพีซีอาร์ จึง
ต้องการดีเอ็นเอต้นแบบปริมาณน้อยและชิน้ส่วนดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบก็มีขนาดเล็ก จึงไม่ต้องใช้ดีเอ็นเอ
ตวัอย่างท่ีมีคณุภาพดีมากนกั ผลการตรวจสอบยงัมีความแม่นย า สามารถส่งข้อมลูล าดบัเบสของไพรเมอร์เพ่ือ
น าไปใช้ท่ีห้องปฏิบตัิการใดก็ได้ ดงันัน้จากการทดลอง จากการตรวจสอบความแตกต่างทางจีโนไทป์ของพ่อและ
แม่ท่ีใช้ในการผลิตข้าวโพดหวานลูกผสมพบเคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs ท่ีสามารถตรวจสอบความบริสุทธ์ิ
ของผลิตเมลด็พนัธุ์และความเป็นลกูผสมได้อย่างรวดเร็วซึง่มีความเหมาะสมท่ีจะน าไปใช้ในระบบการตรวจสอบ
คณุภาพเมลด็พนัธุ์ลกูผสมตอ่ไป  

 
สรุป  

  เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs สามารถใช้ตรวจสอบความแตกต่างทางจีโนไทป์ของพ่อและแม่ท่ีใช้ใน
การผลิตข้าวโพดหวานลกูผสมพนัธุ์ชยันาท 2 ได้แก่เคร่ืองหมาย Umc 1506 ดงันัน้เคร่ืองหมายโมเลกุลชนิด SSRs 
สามารถตรวจสอบความบริสทุธ์ิของผลิตเมล็ดพนัธุ์และความเป็นลกูผสมได้อย่างรวดเร็วซึง่มีความเหมาะสมท่ีจะ
น าไปใช้ในระบบการตรวจสอบคณุภาพเมลด็พนัธุ์ลกูผสมตอ่ไป  
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