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การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของมันส�ำปะหลัง 
โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR

The Study of Genetic Diversity of Cassava (Manihot esculenta) 
Using SSR Markers
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ABSTRACT
Genetic research and development of cassava in Thailand have been limited due to 

insufficient information on genetic diversity of cassava varieties. This research aimed to 

investigate the genetic diversity and to analyze cluster of 18 cassava varieties collected at 

Rayong Field Crops Research Center, Department of Agriculture using SSR markers. It was 

conducted during October 2017 – September 2018. Results showed that 54 of 60 SSR 

markers used in this study were able to amplify DNA fragments from all varieties and  

generated polymorphic allele in total of 265 alleles varying from 1 – 8 allele per locus, with 

an average of 4.82 alleles per locus of which 263 alleles showed the polymorphic bands, 

with the percentage of 97.27%. Sizes of DNA fragments ranged from 85 – 597 base pairs. 

The Polymorphism Information Content (PIC) value ranged from 0.00 – 0.36, with an average 

of 0.24. Cluster analysis based on UPGMA and genetic relationships using NTSYSpc version 

2.10 program showed similarity coefficient value ranging from 0.119 – 0.615, revealed two 

distinct groups, with cophenetic correlation (r) of 0.87, suggesting clear clustering. Therefore, 

SSR markers in this study were appropriate to identify the genetic differences and to select 

cassava varieties for breeding.
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บทคัดย่อ
การวิจัยและพัฒนาด้านพันธุกรรมของ 

มันส�ำปะหลงัในประเทศไทยยงัมข้ีอจ�ำกดั เนือ่งจาก 

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมในระดับ

ดีเอ็นเอของเชื้อพันธุ์มันส�ำปะหลังมีข้อมูลไม่ครบ

ถ้วนเพียงพอต่อการน�ำไปใช้ประโยชน์ การวิจัยนี้

มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความแตกต่างทาง

พันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอและการจัดกลุ่มความ

สัมพันธ์ทางพันธุกรรมของพันธุ ์มันส�ำปะหลัง  

18 ตัวอย่างพันธุ์ ที่ปลูกรวบรวมไว้ ณ ศูนย์วิจัย

พืชไร่ระยอง กรมวชิาการเกษตร ด้วยเครือ่งหมาย

โมเลกุลชนิด SSR โดยด�ำเนินการวิจัยระหว่าง

เดือนตุลาคม 2560 – กันยายน 2561 พบว่า  

มไีพรเมอร์ 55 คู ่จาก 60 คูไ่พรเมอร์ สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยวิธี PCR และจ�ำแนก 

ความแตกต่างทางพันธกุรรมของพันธุม์นัส�ำปะหลงั 

ได้ดี โดยพบอัลลีลที่เกิดขึ้นทั้งหมด 265 อัลลีล  

มีอัลลีลต่อต�ำแหน่ง 1 – 8 อัลลีล มีค่าเฉลี่ย 4.82 

อลัลลีต่อต�ำแหน่ง มอีลัลีลท่ีแสดงความแตกต่างกนั  

(polymorphic) จ�ำนวน 263 อัลลีล คิดเป็น 

97.27% ดีเอน็เอทีไ่ด้มขีนาดตัง้แต่ 85 – 597 คูเ่บส  

มีค่า Polymorphism Information Content  

(PIC) อยู่ระหว่าง 0.00 – 0.36 มีค ่าเฉลี่ย 

เท่ากับ 0.24 เมื่อจัดกลุ ่มความสัมพันธ์ทาง

พันธุกรรมด้วยวิธี Unweighted pair group 

method with arithmetic averages (UPGMA) 

และวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม (genetic  

relationships) ด้วยโปรแกรม NTSYSpc version 

2.10 พบว่า ค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนทาง

พันธุกรรม (similarity coefficient) อยู่ระหว่าง 

0.119 – 0.615 สามารถจัดกลุ่มความสัมพันธ์ 

ทางพันธุกรรมของมันส�ำปะหลังได้เป็น 2 กลุ่ม  

โดยมีค่า cophenetic correlation (r) เท่ากบั 0.87  

ซ่ึงแสดงว่ามีการจัดกลุ่มได้ดี และแสดงความ 

แตกต่างอย่างชัดเจน เครื่องหมายโมเลกุลชนิด 

SSR ที่คัดเลือกได้ในงานวิจัยนี้สามารถน�ำไปใช้

จ�ำแนกความแตกต่างทางพันธุกรรมและคัดเลือก

พันธุ์มันส�ำปะหลังเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ต่อไป

ค�ำส�ำคัญ : มันส�ำปะหลัง, เครื่องหมายโมเลกุล

ชนิด SSR, ความหลากหลายทางพันธุกรรม 

บทน�ำ
มันส�ำปะหลัง (Manihot esculenta 

Crantz.) เป็นพืชอาหารที่ส�ำคัญของโลก และเป็น

พืชเศรษฐกิจที่มีความส�ำคัญในประเทศไทย 

สามารถน�ำไปใช้ประโยชน์ต้ังแต่ส่วนยอดจนถึง

รากสะสมอาหาร แป้งมนัส�ำปะหลงัสามารถน�ำมา

ใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและทางการแพทย ์

นอกจากนี้ยังเป็นวัตถุดิบที่ส�ำคัญในอุตสาหกรรม

อาหารสัตว์และพลังงานทดแทน จากรายงานการ

รวบรวมพนัธุม์นัส�ำปะหลงัในประเทศไทยทีผ่่านมา

ได้มีการน�ำเข้าพันธุมั์นส�ำปะหลงัจากประเทศต่าง ๆ   

ได้แก่ มาเลเซีย ฟิลิปปินส์ อินโดนีเซีย และหมู่

เกาะเวอร์จินไอร์แลนด์ และมีความร่วมมือกัน 

ในด้านการวิจัยและพัฒนาเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ 

มันส�ำปะหลงัระหว่างหน่วยงานภาครฐักบัศนูย์เกษตร 

เขตร้อนนานาชาติ (International Center for 

Tropical Agriculture: CIAT) ขึ้นในปี พ.ศ. 2526 

โดยมีการน�ำเข้าเมลด็พันธุมั์นส�ำปะหลงัลกูผสมจาก 

CIAT และมีการวิจัยปรับปรุงพันธุ์มันส�ำปะหลัง 

โดยการผสมพนัธุร์ะหว่างพนัธุพ์ืน้เมอืงกบัพนัธุน์�ำ

เข้าจากต่างประเทศ ท�ำให้ได้มันส�ำปะหลังพันธุ์

ใหม่ทีใ่ห้ผลผลติสงูแนะน�ำสูเ่กษตรกร ปัจจบุนัพนัธุ์

มันส�ำปะหลังมีเก็บรวบรวมไว้ที่ศูนย์วิจัยพืชไร่

ระยองจ�ำนวนมาก ได้แก่ พนัธุพ์ืน้เมอืงหรอืพนัธุป่์า 

ทีมี่อยูใ่นประเทศ พนัธุท์ีน่�ำเข้ามาจากต่างประเทศ

เดมิ พนัธุท์ีไ่ด้จากปรบัปรงุพนัธุใ์นประเทศ จ�ำนวน 
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260 พันธุ์ และพันธุ์ท่ีได้จากศูนย์เกษตรเขตร้อน

นานาชาติ  (C IAT)  จ�ำ นวน 540 พันธุ  ์ 

ซ่ึงมีการน�ำเชื้อพันธุ ์มันส�ำปะหลังที่มีอยู ่มาใช้

ประโยชน์ในงานด้านการปรับปรุงพันธุ์เพื่อให้ได้

ลักษณะที่ดีตามต้องการ เช่น ผลผลิตสูง ปริมาณ

แป้งสูง ไซยาไนด์ต�่ำ โปรตีนสูง และต้านทานต่อ

โรคและแมลง เป็นต้น

การศึกษาความหลากหลายทางพันธกุรรม

ของพนัธุม์นัส�ำปะหลังโดยท่ัวไปอาศัยลักษณะทาง

สัณฐานวิทยา (morphology) ในการจ�ำแนกพันธุ์ 

ซ่ึงอาจท�ำให้ไม่สามารถจ�ำแนกชนิดของพันธุ์มัน

ส�ำปะหลังออกจากกันได้อย่างชัดเจน ปัจจุบันได้มี

การน�ำเทคนิคทางชีวโมเลกุลเข้ามาช่วยในการ

จ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ ์ โดยอาศัย

ลักษณะทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของมัน

ส�ำปะหลัง ซ่ึงสามารถจ�ำแนกความแตกต่าง

ระหว่างพนัธุไ์ด้อย่างชดัเจน รวดเร็ว มคีวามแม่นย�ำ 

และประสิทธิภาพสูง โดยเทคนิคที่มีการน�ำ

เครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการตรวจสอบพันธุ์ 

เช่น RAPD (Randomly Amplified Polymorphic 

DNA) (Pillai et al., 2004), RFLP (Restriction 

Fragment Length Polymorphisms) (Fregene 

et al., 1997; Jorge et al., 2000), SSR (Simple 

Sequence Repeat) (Fregene et al., 1997), 

AFLP (Amplified Fragment Length Polymophisms)  

(Elais et al., 2000), SSLP (Simple Sequence 

Length Polymorphism) (Vásquez and López, 

2014) และ SNP (Single Nucleotide  

Polymorphisms) (López et al., 2005) เป็นต้น 

เทคนิคต่าง ๆ เหล่านี ้ท�ำให้เกิดความแตกต่างใน

ระดบัดเีอ็นเอ (polymorphism) สามารถน�ำมาใช้

ในการบ่งชี้และจัดจ�ำแนกสิ่งมีชีวิตได้ มีทั้งข้อดี

และข้อจ�ำกัดแตกต่างกัน ส�ำหรับเทคนิคการใช้

เครือ่งหมายโมเลกุลชนดิ SSR (Simple Sequence  

Repeat) หรือ microsatellites เป็นเครือ่งหมาย

ดีเอ็นเอที่สามารถแยกความแตกต่างแบบข่มร่วม 

(co-dominant) โดยแยกความแตกต่างระหว่าง

ลกัษณะทีเ่ป็น homozygous และ heterozygous 

ออกจากกันได้ จึงน�ำมาเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่

ใช้ในการจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ์ เพื่อ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์และวิวัฒนาการของมัน

ส�ำปะหลงัได้เป็นอย่างด ี(Hokanson et al., 1998) 

อกีทัง้ยงัเป็นเทคนคิทีน่ยิมน�ำมาใช้ในการประเมิน

ความหลากหลายทางพันธุกรรมของพืชได้อย่าง

ชดัเจน แม่นย�ำ และมปีระสทิธภิาพสงู ปัจจบุนัการ

วจิยัและพฒันาด้านพนัธกุรรมของมันส�ำปะหลงัใน

ประเทศไทยยงัมีข้อจ�ำกดั เน่ืองจากการศกึษาความ

หลากหลายทางพนัธกุรรมในระดบัดเีอน็เอของเชือ้

พันธุมั์นส�ำปะหลงัยงัมีข้อมูลไม่ครบถ้วนเพียงพอต่อ

การน�ำไปใช้ประโยชน์ ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงได้น�ำ

เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR เข้ามาช่วยในการ

ประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของพันธุ์

มันส�ำปะหลัง จ�ำนวน 18 ตัวอย่างพันธุ์ ที่เก็บ

รวบรวมไว้ ณ ศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง กรมวิชาการ

เกษตร จ.ระยอง และเพื่อคัดเลือกเครื่องหมาย

โมเลกุลชนิด SSR ที่เหมาะสมส�ำหรับใช้จ�ำแนก

ความแตกต่างทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของ 

มันส�ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่พันธุ์ และกลุ่มพันธุ์ที่มี

ลักษณะทางการเกษตรที่ดีต่อไป ซึ่งข้อมูลที่ได้

สามารถน�ำไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการจ�ำแนก

ความแตกต่างระหว่างพันธุ์ เพื่อการบ่งชี้ลักษณะ

ประจ�ำพันธุ์

อุปกรณ์และวิธีการ
1.	การเตรียมตัวอย่างพืชและการสกัดดีเอ็นเอ

จากมันส�ำปะหลัง

น�ำท่อนพันธุ์มันส�ำปะหลังที่ได้รับความ

อนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง จ�ำนวน  
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18 ตัวอย่างพนัธุ ์ได้แก่ Rayong 1 (R1), Rayong 2  

(R2), Rayong 3 (R3), Rayong 5 (R5), Rayong 

7 (R7), Rayong 9 (R9), Rayong 11 (R11), 

Rayong 60 (R60), Rayong 90 (R90), Huai 

Bong 60 (HB60), Kasetsart 50 (KU50),  

Sriracha 1, Hanatee, H.P.1, H.P.8 (VIC), Java 

2, Yellow Root และ Wild 1 มาปลูกในกระถาง

พลาสติกที่ใส่วัสดุปลูก ขนาด 18 นิ้ว และติดป้าย

ชื่อระบุพันธุ์มันส�ำปะหลัง หลังจากแตกใบอ่อน 

ใส่ปุ๋ยสูตร 15-15-15 อัตรา 50 กก./ไร ่เมื่ออายุ 

1 เดือน น�ำใบอ่อนมาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัด

ดีเอ็นเอ Plant Genomic DNA Purification 

(Tiangen Biotech Co, China) ตรวจสอบ

คุณภาพของดีเอ็นเอที่ได้ โดยวัดค่าความเข้มข้น 

(Optical Density:O.D.) ของดีเอ็นเอ ด้วยเครื่อง 

spectrophotometer ทีช่่วงคลืน่ 260 – 280 นาโน

เมตร และน�ำมาเจือจางด้วย TE (Tris-EDTA) 

buffer หรือน�้ำ ให้ได้ความเข้มข้น 60 นาโนกรัม/

ไมโครลติร เพือ่น�ำไปท�ำปฏกิริยิาลกูโซ่พอลเิมอเรส 

(Polymerase Chain Reaction, PCR) ต่อไป

2.	 การคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่ม

ปรมิาณดเีอน็เอของมนัส�ำปะหลงั ด้วยเทคนคิ SSR

ท�ำการสืบค้นข้อมูลล�ำดับเบสไพรเมอร์

ชนดิ SSR ของมนัส�ำปะหลงัจากรายงานวจิยัของ 

Mba et al., (2001) และ Raghu et al., (2007) 

โดยค้นหาต�ำแหน่งของเครื่องหมายดีเอ็นเอจาก

ฐานข้อมูล NCBI (file://H:\Manihot\MapViewer.

htm) และสังเคราะห์ไพรเมอร์ จ�ำนวน 60 คู่ 

ไพรเมอร์ (Table 1) ท�ำการทดสอบหาสภาวะ 

ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ 

มันส�ำปะหลัง จ�ำนวน 18 ตัวอย่างพันธุ์ ด้วย 

ไพรเมอร์ชนิด SSR โดยใช้ชุด GoTaq® Green 

Master Mix (Promega, USA) ในปริมาตร

ทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย สารละลาย

ดีเอ็นเอ 60-100 นาโนกรัม, 1X GoTaq® Green 

Master Mix, 0.4 µM upstream primer, 0.4 µM 

downstream primer ปรบัปรมิาตรให้ครบด้วยน�ำ้ 

โดยตั้งโปรแกรมอุณหภูมิ Pre-Denature 95๐ซ. 2 

นาที จ�ำนวน 1 รอบ และตั้งรอบให้เครื่องท�ำงาน 

3 ขั้นตอน ดังนี้ Denature 94๐ซ. 30 วินาที,  

Annealing 55-64๐ซ. 45 วนิาท,ี Extension 70๐ซ. 

1 นาที จ�ำนวน 35 รอบ ตามด้วยขั้นตอน Final 

extension 72๐ซ. 10 นาที อีก 1 รอบ ตรวจ

วิเคราะห์ผลด้วยเทคนิค electrophoresis โดยใช้ 

2% agarose gel เทยีบขนาดของแถบดเีอน็เอกบั

ดีเอ็นเอมาตรฐาน 50 bp DNA ladder marker 

(Fermentas, USA) พร้อมบันทึกภาพด้วยเครื่อง 

Ge l -Doc Trans lumina to r  (B io-Rad  

Laboratories, CA, USA

3.	การวิเคราะห์ PCR Product ด้วยเครื่อง 

QIAxcel Advanced 

คัดเลือกไพรเมอร์ชนิด SSR และสภาวะ

ของปฏิกิริยา PCR ที่เหมาะสม ที่สามารถเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอของตัวอย่างมันส�ำปะหลังทั้ง 18 

ตัวอย่างพันธุ์ และให้แถบดีเอ็นเอที่มีความแตก

ต่างกัน จากนั้นน�ำผลผลิต PCR ที่เหลือจากข้อ 2 

ไปเข้าเครื่องวิเคราะห์ขนาดแถบดีเอ็นเอและ

วิเคราะห์ผลภาพ (QIAxcel Advanced System) 

โดยใช้ชดุน�ำ้ยาทีม่คีวามละเอยีดสงู QIAxcel DNA 

High Resolution Kit (Qiagen, USA) ซ่ึงสามารถ

บอกความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ในระดับ

ความห่างไม่น้อยกว่า 3 – 5 คู่เบส โดยจะแสดง

ผลในรูปแบบของกราฟ (eletropherograms) 

และแบบภาพขนาดของแถบดเีอน็เอ เพ่ือน�ำข้อมูล

ทีไ่ด้มาใช้ในการวเิคราะห์ความแตกต่างทางพนัธกุรรม 

ในระดบัดเีอน็เอของตวัอย่างมนัส�ำปะหลงั
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Table 1 List of 60 SSR primers used in the study of genetic diversity of 18 cassava varieties

Primer 
name

Sequence
Annealing
tempera-
ture(°C)

Primer 
name

Sequence
Annealing
tempera-
ture(°C)

SSRY4 F: ATAGAGCAGAAGTGCAGGCG 62 SSRY148 F: GGCTTCATCATGGAAAAACC 62

R: CTAACGCACACGACTACGGA R: CAATGCTTTACGGAAGAGCC

SSRY9 F: ACAATTCATCATGAGTCATCAACT 62 SSRY149 F: AGCAGAGCATTTACAGCAAGG 62

R: CCGTTATTGTTCCTGGTCCT R: TGTGGAGTTAAAGGTGTGAATG

SSRY12 F: AACTGTCAAACCATTCTACTTGC 65 SSRY151 F: AGTGGAAATAAGCCATGTGATG 64

R: GCCAGCAAGGTTTGCTACAT R: CCCATAATTGATGCCAGGTT

SSRY19 F: TGTAAGGCATTCCAAGAATTATCA 63 SSRY154 F: ACAATGTCCCAATTGGAGGA 55

R: TCTCCTGTGAAAAGTGCATGA R: ACCATGGATAGAGCTCACCG

SSRY20 F: CATTGGACTTCCTACAAATATGAAT 60 SSRY155 F: CGTTGATAAAGTGGAAAGAGCA 62

R: TGATGGAAAGTGGTTATGTCCTT R: ACTCCACTCCCGATGCTCGC

SSRY21 R: CAACAATTGGACTAAGCAGCA 60 SSRY160 F: CTGGCTCTTCCAGACACCTT 62

F: CCTGCCACAATATTGAAATGG R: GGCAAGAGAAGCCATAAAGC

SSRY32 F: CAAATTTGCAACAATAGAGAACA 60 SSRY161 F: AAGGAACACCTCTCCTAGAATCA 60

R: TCCACAAAGTCGTCCATTACA R: CCAGCTGTATGTTGAGTGAGC

SSRY34 F: TTCCAGACCTGTTCCACCAT 60 SSRY164 F: TCAAACAAGAATTAGCAGAACTGG 60

R: ATTGCAGGGATTATTGCTCG R: TGAGATTTCGTAATATTCATTTCACTT

SSRY38 F: GGCTGTTCGTGATCCTTATTAAC 60 SSRY169 F: ACAGCTCTAAAAACTGCAGCC 57

R: GTAGTTGAGAAAACTTTGCATGAG R: AACGTAGGCCCTAACTAACCC

SSRY49 F: TGAAAATCTCACTGGCATTATTT 60 SSRY171 F: ACTGTGCCAAAATAGCCAAATAGT 64

R: TGCAACCATAGTGCCAAGC R: TCATGAGTGTGGGATGTTTTTATG

SSRY51 F: AGGTTGGATGCTTGAAGGAA 60 SSRY172 F: TCCAACTGGCTTAACTTGAGG 55

R: GGATGCAGGAGTGCTCAACT R: TTTAGTTTTTGAAACAATGATGAAA

SSRY59 F: GCAATGCAGTGAACCATCTTT 63 SSRY177 F: ACCACAAACATAGGCACGAG 63

R: CGTTTGTCCTTTCTGATGTTC R: CACCCAATTCACCAATTACCA

SSRY62 F: CATTCTCCAGGAAAGTCATTTTG 55 SSRY179 F: CAGGCTCAGGTGAAGTAAAGG 64

R: AGCTCATGCCATACAAGCAA R: GCGAAAGTAAGTCTACAACTTTTCTAA

SSRY63 F: TCAGAATCATCTACCTTGGCA 55 SSRY180 F: CCTTGGCAGAGATGAATTAGAG 64

R: AAGACAATCATTTTGTGCTCCA R: GGGGCATTCTACATGATCAATAA

SSRY64 F: GACAAGTCGTATATGTAGTATTCACGC 64 SSRY181 F: GGTAGATCTGGATCGAGGAGG 66

R: GCAGAGGTGGCTAACGAGAC R: CAATCGAAACCGACGATACA

SSRY69 F: CGATCTCAGTCGATACCCAAG 64 SSRY269 F: AATAGTTTCAGGCAAGGGTGA 63

R: CACTCCGTTGCAGGCATTA R: TCAATCACAAGCCAGACACA

SSRY77 F: CAGGAGGTGGCAGATTTTGT 60 SSRY280 F: TGTGCATGGAGAGATTGACAG 55

R: GCATGTTCCACCTGCATAAG R: AAGTCGTTTATTGCCGATGC

SSRY82 F: TGTGACAATTTTCAGATAGCTTCA 60 NS77 F: GGACGCACAGTATTCTCCAC 55

R: CACCATCGGCATTAAACTTTG R: GATAATGGCAAGACCGGA

SSRY100 F: ATCCTTGCCTGACATTTTGC 63 NS78 F: AGCAATGCCTTGATCTTGAG 64

R: TTCGCAGAGTCCAATTGTTG R: AAGATGGCAATTCAAGCAAG

SSRY102 F: TTGGCTGCTTTCACTAATGC 55 NS169 F: GTGCGAAATGGAAATCAATG 65

R: TTGAACACGTTGAACAACCA R: GCCTTCTCAGCATATGGAGC

SSRY103 F: TGAGAAGGAAACTGCTTGCAC 58 NS189 F: TGGGCTGTTCGTGATCCTTA 55

R: CAGCAAGACCATCACCAGTTT R: CATGAGTTTAAAAATTATCACATCCG

SSRY105 F: CAAACATCTGCACTTTTGGC 64 NS890 F: TAAATTGGGGGTTCTTGCTC 63

R: TCGAGTGGCTTCTGGTCTTC R: TGCTTACTCTTTGATTCCACG

SSRY106 F: GGAAACTGCTTGCACAAAGA 60 NS911 F: TGTTGTTCAGACGATGTCCAA 55

R: CAGCAAGACCATCACCAGTTT R: TTGAAGCAGTTATGAACCGT

SSRY108 F: ACGCTATGATGTCCAAAGGC 62 NS912 F: GAGAACTCAACCCCATACC 55

R: CATGCCACATAGTTCGTGCT R: AAGGGACACGACTTGGTCAC

SSRY109 F: TGCTAATTGCAGGAAATAGGAT 62 NS928 F: GATACCCACAAGCCCAAAGA 55

R: GCAGCTTTTTAGCATAACAATCAA R: GACCCACCCATCCACTAGAA

SSRY110 F: TTGAGTGGTGAATGCGAAAG 55 NS945 F: GCAAGGCTCCATTAAAAGTCC 65

R: AGTGCCACCTTGAAAGAGCA R: TGTTTGAAATAGTGTTGCTTCTTGA

SSRY132 F: CTTTTTGCCAGTCTTCCTGC 55 NS1010 F: TAGCGATTGCATTTTACCCC 55

R: TGTCCAATGTCTTCCTTTCCTT R: ACTGCAAAGCCCTTGAGAGA

SSRY135 F: CCAGAAACTGAAATGCATCG 60 NS1012 F: TGTTGATACAATCTAAATGTAGCCTTC 60

R: AACATGTGCGACAGTGATTG R: TGTTGAATCCCACATTGGTG

SSRY141 F: TCCAAAATCTTGGTCATTTTGA 60 NS1016 F: CTGAAAGGGAATTTCATGCC 60

R: TGCTGTGATTAAGGAACCAACTT R: TGGACTTCGTAATTTTCTGCAC

SSRY147 F: GTACATCACCACCAACGGGC 55 NS1018 F: GTGCCATGGCTTTGCTATCT 45

R: AGAGCGGTGGGGCGAAGAGC R: AGAACATTTCCAGCACACCC



Thai Agricultural Research Journal Vol. 37 No. 1  January - April 2019	 7

4.	การบันทึกผลและวิเคราะห์ข้อมูล

4.1	 บันทึกข ้อมูลขนาดแถบดี เอ็นเอของ

ตัวอย่างมันส�ำปะหลังแต่ละพันธุ์ จากการเพ่ิม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์แต่ละคู ่ โดยให้

คะแนนแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏมีค่าเท่ากับ 1 และ

ไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอ มีค่าเท่ากับ 0 

4.2	 วเิคราะห์หาค่า Polymorphic Information  

Content (PIC) จากข้อมูล genotype เป็นการ

วิเคราะห์ประสิทธิภาพของเคร่ืองหมายที่แสดง

ความหลากหลายของอัลลีลที่ ได ้จากแต ่ละ

เครือ่งหมายดเีอน็เอ โดยใช้สตูรในการค�ำนวณ คือ 

PIC = 1 – 

ก�ำหนดให้ค่า pi, pj เป็นความถ่ีของอลัลลี 

i และ j ตามล�ำดับ และ n เป็นจ�ำนวนอัลลีล 

(Botstein et al., 1980)

4.3	 การจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม 

(cluster analysis) ด้วยวิธี Unweighted pair 

group method with arithmetic mean (UPGMA)  

และวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม (genetic  

relationships) ของมันส�ำปะหลัง จ�ำนวน 18 

ตัวอย่างพนัธุ ์ โดยใช้โปรแกรมส�ำเรจ็รปู Numerical  

Taxonomy and Multivariate Analysis System 

(NTSYS-pc) version 2.10 (Rohlf, 2000) 

ผลการทดลองและวิจารณ์
1.	การคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่ม

ปรมิาณดีเอ็นเอของมนัส�ำปะหลงั ด้วยเทคนคิ SSR

ไพรเมอร์ชนิด SSR ที่คัดเลือกมาจ�ำนวน 

60 คู่ไพรเมอร์ (Table 1) เพื่อใช้เพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอของมันส�ำปะหลัง จ�ำนวน 18 ตัวอย่าง

พันธุ ์ พบว่า มีไพรเมอร์ชนิด SSR จ�ำนวน  

55 คู่ไพรเมอร ์หรือคิดเป็น 92% ของเครือ่งหมาย

สามารถเพิม่ปรมิาณได้ด้วยวธิ ีPCR และมไีพรเมอร์ 

ที่ไม่สามารถใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้ จ�ำนวน 5 

คู่ไพรเมอร์ คือ SSRY62, SSRY172, NS77, 

NS912 และ NS1018 ซึ่งการตรวจสอบขนาด

ของดีเอน็เอด้วยวธิ ีagarose gel electrophoresis  

พบว่า การจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ์มัน

ส�ำปะหลงัยงัไม่ชดัเจน เนือ่งจากมันส�ำปะหลงับาง

พันธุ ์มีขนาดของดีเอ็นเอต่างกันเพียงเล็กน้อย 

(Figure 1) จึงได้คัดเลือกไพรเมอร์ที่สามารถเพิ่ม

ปรมิาณดเีอน็เอได้ด้วยวธิี PCR และจ�ำแนกความ

แตกต่างระหว่างพันธุ์ได้ด ีจ�ำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ 

น�ำมาวิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอของมันส�ำปะหลัง 

ทัง้ 18 ตวัอย่างพนัธุ ์ด้วยเครือ่ง QIAxcel Advance  

พบว่า ไพรเมอร์ชนดิ SSR ทกุคู่ไพรเมอร์ สามารถ

จ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ์มันส�ำปะหลัง

ได้ในระดับที่แตกต่างกันเพียง 3 – 5 เบส ซึ่งผล

ที่ได้มีความแม่นย�ำและน่าเชื่อถือ (Figure 2)

การวเิคราะห์ขนาดดเีอน็เอของมนัส�ำปะหลงั  

จ�ำนวน 18 ตัวอย่างพันธุ์ ด้วยไพรเมอร์ชนิด SSR 

จ�ำนวน 55 คู่ไพรเมอร์ พบว่า ไพรเมอร์ชนิด SSR 

ทกุคู่ไพรเมอร์ สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง

พันธุ ์มันส�ำปะหลังได้ดี โดยพบอัลลีลที่เกิดขึ้น

ทั้งหมด จ�ำนวน 265 อัลลีล มีจ�ำนวนอัลลีลต่อ

ต�ำแหน่งตั้งแต ่1–8 อัลลีล มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 4.82 

อัลลีลต่อต�ำแหน่ง มีอัลลีลที่แสดงความแตกต่าง

กัน (polymorphic) จ�ำนวน 263 อัลลีล คิดเป็น 

97.27% โดยไพรเมอร์ทีพ่บอลัลลีมากทีส่ดุ จ�ำนวน  

8 อัลลีล คือ SSRY100 SSRY151 SSRY177 

และ NS78 ส่วนไพรเมอร์ที่พบอัลลีลน้อยที่สุด 

จ�ำนวน 1 อัลลีล คือ SSRY102 ซ่ึงขนาดของ 

แถบดีเอ็นเอที่ได้มีขนาดตั้งแต่ 85 – 597 คู่เบส 

การวิเคราะห์ค่า Polymorphism Information Content  

(PIC) ด้วยโปรแกรมส�ำเร็จรูป PowerMarker 

3.25 พบว่า มีค่าอยู่ระหว่าง 0.00–0.36 โดยค่า

เฉลี่ยเท่ากับ 0.24 โดยไพรเมอร์ที่มีค่า PIC สูงสุด 

คือ SSRY103 และไพรเมอร์ที่มีค่า PIC ต�่ำสุด 

คือ SSRY102 (Table 2)
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Figure 1 PCR amplification profiles of 18 cassava varieties with SSRY21, SSRY51, SSRY100, SSRY151, 

SSRY177 and NS78, Lane M = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = Rayong 1, Lane 2 = Rayong 2, Lane 3 = 

Rayong 3, Lane 4 = Rayong 5, Lane 5 = Rayong 7, Lane 6 = Rayong 9, Lane 7 = Rayong 11, Lane 8 = 

Rayong 60, Lane 9 = Rayong 90, Lane 10 = Huai Bong 60, Lane 11 = Kasetsart 50, Lane 12 = Sriracha 

1, Lane 13 = Hanatee, Lane 14 = H.P.1, Lane 15 = H.P.8 (VIC), Lane 16 = Java 2, Lane 17 = Yellow Root, 

Lane 18 = Wild 1

8 
 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

1. การคัดเลือกไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของมันส าปะหลัง ด้วยเทคนิค SSR 
  ไพรเมอร์ชนิด SSR ท่ีคดัเลือกมา จ านวน 60 คูไ่พรเมอร์ (Table 1) เพ่ือใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของ
มนัส าปะหลงั จ านวน 18 ตวัอย่างพันธุ์  พบว่า มีไพรเมอร์ชนิด SSR จ านวน 55 คู่ไพรเมอร์ หรือคิดเป็น 
92 % ของเคร่ืองหมายสามารถเพ่ิมปริมาณได้ด้วยวิธี PCR และมีไพรเมอร์ท่ีไมส่ามารถใช้เพ่ิมปริมาณดีเอน็
เอได้ จ านวน 5 คูไ่พรเมอร์ คือ SSRY62, SSRY172, NS77, NS912 และ NS1018 ซึ่งการตรวจสอบขนาด
ของดีเอ็นเอด้วยวิธี agarose gel electrophoresis พบว่า การจ าแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ์มัน
ส าปะหลงัยงัไมช่ดัเจน เน่ืองจากมนัส าปะหลงับางพนัธุ์มีขนาดของดีเอน็เอตา่งกนัเพียงเลก็น้อย (Figure 1) 
จึงได้คดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ด้วยวิธี PCR และจ าแนกความแตกต่างระหว่าง
พนัธุ์ได้ดี  จ านวน 55 คูไ่พรเมอร์ น ามาวิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอของมนัส าปะหลงัทัง้ 18 ตวัอย่างพันธุ์ ด้วย
เคร่ือง QIAxcel Advance พบวา่ ไพรเมอร์ชนิด SSR ทกุคูไ่พรเมอร์ สามารถจ าแนกความแตกต่างระหว่าง
พนัธุ์มนัส าปะหลงัได้ในระดบัท่ีแตกตา่งกนัเพียง 3 – 5 เบส ซึ่งผลท่ีได้มีความแมน่ย าและน่าเช่ือถือ  
(Figure 2)  
  

  

  

  
             

Figure 1 PCR amplification profiles of 18 cassava varieties with SSRY21, SSRY51, SSRY100, SSRY151, 
SSRY177 and NS78, Lane M = 50 bp DNA Ladder, Lane 1 = Rayong 1, Lane 2 = Rayong 2, Lane 3 = Rayong 3, 
Lane 4 = Rayong 5, Lane 5 = Rayong 7, Lane 6 = Rayong 9, Lane 7 = Rayong 11,    Lane 8 = Rayong 60, 
Lane 9 = Rayong 90, Lane 10 = Huai Bong 60, Lane 11 = Kasetsart 50,    Lane 12 = Sriracha 1, Lane 13 = 
Hanatee, Lane 14 = H.P.1, Lane 15 = H.P.8 (VIC), Lane 16 = Java 2, Lane 17 = Yellow Root, Lane 18 = Wild 1 
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2.	การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรมของ

มันส�ำปะหลัง

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมในประชากร

มนัส�ำปะหลงั จ�ำนวน 18 ตวัอย่างพนัธุ ์ท่ีประเมิน

โดยเครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR เมื่อน�ำข้อมูล

มาวิเคราะห์ค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือนทาง

พันธุกรรม (similarity coefficient) พบว่า มีค่า

ตั้งแต ่0.119 – 0.615 โดยพันธุ์ที่มีค่า similarity 

coefficient สูงสุด คือ R5 กับ HB60 มค่ีาดชันี

ความเหมอืนสงูสดุ คอื 0.615 (พันธุ ์HB60 ได้จาก 

การผสมข้ามพนัธุร์ะหว่าง R5 X KU50) รองลงมา  

คือ R5 และ R3 มีค่าดัชนีความเหมือนเท่ากับ 

0.612 (พนัธุ์ R5 ได้จากการผสมข้ามพนัธุร์ะหว่าง  

27-77-10 X R3) และพันธุ์ที่มีค่า similarity  

coefficient ต�่ำสุด คือ Sriracha 1 กับ Wild 1 

(Table 3) เมื่อน�ำค่า similarity matrix ทีไ่ด้มา

ท�ำการวิเคราะห์เพื่อจัดกลุ ่มความสัมพันธ์ทาง

พันธกุรรม และวเิคราะห์ความสมัพันธ์ทางพันธกุรรม 

พบว่า สามารถจัดกลุม่ความสมัพนัธ์ทางพนัธกุรรม

ของมันส�ำปะหลังทั้ง 18 ตัวอย่างพันธุ์ ออกเป็น  

2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วย Rayong 1 

(R1), Sriracha 1 และ Hanatee และกลุ่มที่ 2 

ประกอบด้วย Rayong 2 (R2), Rayong 3 (R3), 

Rayong 5 (R5), Huai Bong 60 (HB60),  

Rayong 7 (R7), Rayong 60 (R60), Rayong 

90 (R90), H.P.8 (VIC), JAVA 2, Kasetsart 50 

(KU50), H.P.1, Rayong 9 (R9), Rayong 11 

(R11), Yellow Root และ Wild 1 (Figure 3) 

และเม่ือวเิคราะห์ค่า cophenetic correlation (r) 

พบว่า ค่า r มีค่าเท่ากับ 0.86 แสดงถึงความน่า

เชือ่ถอืของการจดักลุม่มนัส�ำปะหลงั ซึง่เป็นค่าบวก 

หมายความว่า ค่า correlation coefficient  
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Figure 2 PCR amplification profiles of 18 cassava varieties with SSRY21, SSRY51, SSRY100, 

SSRY103, SSRY106 and SSRY151 marker using QIAxcel Advanced System
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Table 2 The number of alleles per locus (primer), size of alleles (bp), % polymorphic and 

polymorphism information content (PIC) of 18 cassava varieties using 55 SSR markers

Primer 
name

Number of 
Alleles

Number of 
Polymorphic

% 
Polymorphic

Size of 
alleles(bp) 

Mean of 
alleles(bp)

Polymorphism 
Information 

Contents(PIC)

SSRY4 7 7 100 264-319 282 0.2114

SSRY9 7 7 100 253-292 272 0.2676

SSRY12 3 3 100 259-292 266 0.2870

SSRY19 7 7 100 206-236 219 0.2753

SSRY20 4 4 100 128-161 150 0.2374

SSRY21 4 4 100 163-197 181 0.3298

SSRY32 3 3 100 289-309 305 0.1732

SSRY34 5 5 100 274-310 288 0.2543

SSRY38 2 1 50 107-125 111 0.1430

SSRY49 7 7 100 269-315 296 0.1693

SSRY51 5 5 100 264-307 293 0.2101

SSRY59 3 3 100 146-164 155 0.3008

SSRY63 4 4 100 284-300 290 0.2918

SSRY64 5 5 100 194-213 201 0.2582

SSRY69 4 4 100 222-257 241 0.2868

SSRY77 4 4 100 269-302 280 0.1335

SSRY82 7 7 100 185-222 208 0.2433

SSRY100 8 8 100 193-256 220 0.2954

SSRY102 1 0 0 179-183 180 0.0000

SSRY103 4 4 100 263-284 272 0.3630

SSRY105 6 6 100 196-237 225 0.2666

SSRY106 6 6 100 256-280 266 0.3029

SSRY108 4 4 100 174-211 190 0.3046

SSRY109 3 3 100 120-148 125 0.2164

SSRY110 5 5 100 248-269 257 0.1711

SSRY132 2 2 100 200-207 202 0.2392

SSRY135 5 5 100 243-267 256 0.2853

SSRY141 4 4 100 248-262 255 0.2695

SSRY147 4 4 100 104-121 109 0.2560

SSRY148 4 4 100 107-122 115 0.2590

SSRY149 4 4 100 161-186 176 0.3212

SSRY151 8 8 100 180-224 198 0.1983

SSRY154 6 6 100 309-339 320 0.2309

SSRY155 4 4 100 152-167 160 0.2622

SSRY160 6 6 100 113-161 138 0.2068

SSRY161 6 6 100 180-245 206 0.2444

SSRY164 6 6 100 157-192 170 0.2135

SSRY169 4 4 100 85-109 103 0.1810

SSRY171 3 3 100 278-302 295 0.2082

SSRY177 8 8 100 242-281 263 0.2048

SSRY179 7 7 100 188-239 213 0.2353

SSRY180 6 6 100 164-196 171 0.1843

SSRY181 4 4 100 191-208 198 0.2804

SSRY269 6 6 100 161-196 177 0.2561

SSRY280 2 2 100 178-187 180 0.2392

NS78 8 8 100 364-427 392 0.2843

NS169 7 7 100 300-342 315 0.2654

NS189 3 3 100 94-110 98 0.2548

NS890 3 3 100 320-331 327 0.1926

NS911 4 4 100 115-137 122 0.2821

NS928 6 6 100 270-298 280 0.2346

NS945 6 6 100 384-415 394 0.2906

NS1010 5 5 100 571-597 580 0.2416

NS1012 2 2 100 356-369 359 0.2392

NS1016 4 4 100 342-396 367 0.2356

Mean 4.82   97.27   235 0.2416



Thai Agricultural Research Journal Vol. 37 No. 1  January - April 2019	 11

Table 3 Genetic similarity coefficient of 18 cassava varieties using 55 SSR markers

12 
 
Table 3 Genetic similarity coefficient of 18 cassava varieties using 55 SSR markers. 
 

 
 
 

 
 

     Figure 3 Dendrogram of 18 cassava varieties generated by UPGMA clustering using  
      55 SSR markers. 

 

 

 

CASE R1 R2 R3 R5 R7 R9 R11 R60 R90 HB60 KU50
SRI

RACHA1
HANATEE H.P.1

H.P.8
(VIC)

JAVA2
YELLOW
ROOT

WILD1

R1 1.000

R2 0.216 1.000

R3 0.278 0.318 1.000

R5 0.256 0.307 0.612 1.000

R7 0.281 0.312 0.458 0.505 1.000

R9 0.151 0.243 0.309 0.331 0.360 1.000

R11 0.157 0.23 0.304 0.383 0.353 0.514 1.000

R60 0.298 0.371 0.514 0.549 0.560 0.342 0.325 1.000

R90 0.268 0.364 0.414 0.404 0.541 0.393 0.306 0.389 1.000

HB60 0.244 0.265 0.486 0.615 0.485 0.328 0.391 0.472 0.525 1.000

KU50 0.333 0.352 0.331 0.319 0.435 0.260 0.266 0.331 0.486 0.398 1.000

SRIRACHA1 0.477 0.321 0.269 0.248 0.205 0.131 0.145 0.260 0.221 0.200 0.252 1.000

HANATEE 0.353 0.223 0.209 0.188 0.182 0.134 0.148 0.209 0.198 0.205 0.278 0.299 1.000

H.P.1 0.432 0.344 0.441 0.393 0.413 0.262 0.258 0.495 0.348 0.342 0.486 0.254 0.176 1.000

H.P.8(VIC) 0.208 0.307 0.362 0.375 0.369 0.287 0.233 0.436 0.391 0.360 0.377 0.211 0.225 0.357 1.000

JAVA2 0.281 0.321 0.375 0.464 0.395 0.242 0.267 0.460 0.368 0.397 0.333 0.235 0.279 0.381 0.425 1.000

YELLOW ROOT 0.231 0.328 0.350 0.361 0.368 0.289 0.305 0.431 0.376 0.381 0.352 0.199 0.212 0.355 0.339 0.408 1.000

WILD1 0.138 0.243 0.258 0.246 0.240 0.364 0.403 0.287 0.278 0.264 0.231 0.119 0.122 0.242 0.237 0.320 0.604 1.00

Figure 3 Dendrogram of 18 cassava varieties generated by UPGMA clustering using 55 SSR 

markers
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และค่า similarity coefficient มีความสัมพันธ์

กันแบบทางเดียวอย่างสมบูรณ์ ค่า cophenetic 

correlation (r) เป็นค่าที่บอกถึงประสิทธิภาพใน

การจัดกลุ่ม โดยค่า cophenetic correlation ที่

ต�่ำกว่าหรืออยู่ระหว่าง 0.7 ถือว่าเป็นการจัดกลุ่ม

ที่ไม่น่าเชื่อถือ ถ้าค่าอยู่ระหว่าง 0.7-0.8 ถือว่า

เป็นการจัดกลุ่มได้น่าเชื่อถือปานกลาง และถ้าค่า

อยู่ระหว่าง 0.8-0.9 ถือว่าเป็นการจัดกลุ่มได้ 

น่าเช่ือถือ และค่าอยูร่ะหว่าง 0.9–1.0 ถือว่าเป็นการ 

จัดกลุ่มได้น่าเชื่อถือ ดีมาก (Sirithunya et al., 

2001) สามารถคัดเลือกเครื่องหมายโมเลกุลที่มี

ความเหมาะสมเหล่านีส้�ำหรบัน�ำไปใช้จ�ำแนกความ

แตกต่างทางพันธกุรรมในมนัส�ำปะหลังกลุ่มพ่อแม่

พนัธุแ์ละกลุม่ทีม่ลีกัษณะทางการเกษตรทีด่ต่ีอไป

สรุปผลการทดลอง

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรม

ในระดับดี เอ็นเอของมันส�ำปะหลัง โดยใช้

เครือ่งหมายโมเลกลุชนดิชนดิ SSR พบว่า เป็นวธิกีาร 

ท่ีสามารถจ�ำแนกความแตกต่างระหว่างพันธุ์มัน

ส�ำปะหลังได้ดีมีความแม่นย�ำสูง สามารถท�ำซ�้ำ

และได้ผลที่เหมือนเดิม ข้อมูลทางพันธุกรรมที่ได้

จากงานวจิยัในครัง้นีส้ามารถน�ำมาใช้ประโยชน์ใน

การจ�ำแนกความแตกต่างทางพันธุกรรมของพันธุ์

มันส�ำปะหลังได้ นอกจากนี้ ยังสามารถคัดเลือก

เครือ่งหมายโมเลกลุชนดิ SSR ทีม่คีวามเหมาะสม

ส�ำหรับน�ำไปใช้จ�ำแนกความแตกต่างทางพนัธกุรรม  

ในมันส�ำปะหลังกลุ ่มพันธุ ์ต่าง ๆ ที่มีลักษณะ

ทางการเกษตรท่ีดีต่อไป สามารถน�ำไปใช้เป็น

ข้อมูลพื้นฐานเพ่ือการบ่งชี้ลักษณะประจ�ำพันธุ์ 

และสร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของพันธุ ์ 

มันส�ำปะหลงั อีกทัง้ยงัสามารถน�ำไปเป็นแนวทาง

ในการพัฒนาการปรับปรุงพันธุ์มันส�ำปะหลังของ

ไทยให้มปีระสทิธภิาพมากยิง่ขึน้ และเป็นประโยชน์ 

ต่อการบริหารจัดการทรัพยากรเชื้อพันธุ์เพื่อการ

อนุรักษ์ต่อไป

ค�ำขอบคุณ
คณะผู ้วิจัยขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไร่

ระยอง กรมวิชาการเกษตร ที่อนุเคราะห์ตัวอย่าง

ใบและท่อนพันธุ์มันส�ำปะหลัง ส�ำหรับใช้ในการ

ทดลองวิจัย ขอขอบคุณ คุณวีรยา ค�ำแก้ว และ 

คุณวัชรินทร์ ศรีประยูร ผู้ช่วยนักวิจัย ส�ำหรับ

ความช่วยเหลืองานวิจัยด้านต่าง ๆ
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