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บทคัดย่อ 

มันสำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz.) เป็นพืชอาหารที่สำคัญอันดับ 5 ของโลกรองจาก
ข้าวสาลี ข้าวโพด ข้าว มันฝรั่ง และเป็นพืชเศรษฐกิจสำคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย ซึ่งเป็นผู้ส่งออก
ผลิตภัณฑ์มันสำปะหลังรายใหญ่ที่สุดของโลก ปัจจุบันเกิดปัญหาการระบาดของโรคใบด่างมันสำปะหลัง    
ทำให้สูญเสียผลผลิตปริมาณมาก งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื ่อพัฒนาเครื ่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับ
ลักษณะปริมาณไซยาไนด์ต่ำ ความต้านทานโรครากปม โรคใบด่างมันสำปะหลัง และนำมาใช้ในคัดเลือกพันธ์ุ
มันสำปะหลัง ดำเนินการปี 2560-2564 ที่สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ โดยวิเคราะห์ลักษณะทาง
พันธุกรรมด้วย Genotyping By Sequencing (GBS) ศึกษารูปแบบความเชื่อมโยงจีโนมด้วย Genome-
Wide Association Study (GWAS) พบ เ คร ื ่ อ ง ห ม าย โ ม เ ล ก ุ ล  ชน ิ ด ส น ิ ป ส์  ( Single nucleotide 
polymorphisms; SNPs) ที่สัมพันธ์กับปริมาณไซยาไนด์ต่ำ ต้านทานโรครากปม และต้านทานโรคใบด่างมัน
สำปะหลัง ทำการออกแบบไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์แต่ละตำแหน่งใหม่ด้วยเทคนิค tetra-primer 
ARMS-PCR  พบว่าเครื่องหมายสนิปส์ S16_735381 บนโครโมโซมที่ 16 สัมพันธ์กับปริมาณไซยาไนด์ต่ำ 
เครื ่องหมาย S2_5300154 บนโครโมโซมที่ 2 สัมพันธ์กับความต้านทานโรครากปม และเครื ่องหมาย 
S12_7926132 บนโครโมโซมที่ 12 สัมพันธ์กับความต้านทานโรคใบด่าง โดยเครื่องหมายสนิปส์ใหม่  
ผู้มีส่วมร่วมในผลงานเท่าเทียมกัน (Equal contribution) 
1 สำนักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร อ.ธัญบรุี จ.ปทุมธานี 12110 (Biotechnology Research and Development Office, Department of 
Agriculture, A.Thanyaburi, Pathumthani, 12110) 
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มีความถูกต้องในการตรวจคัดเลือกพันธ์ุมันสำปะหลังที่มีความสัมพันธ์กับลักษณะไซยาไนด์ต่ำ ต้านทานโรค
รากปม และต้านทานโรคใบด่าง ร้อยละ 76.64, 70.42 และ 77 ตามลำดับ นำเครื่องหมายสนิปส์มาใช้ตรวจ
คัดเลือกพันธ์ุมันสำปะหลงัจำนวน 250 พันธ์ุ พบพันธ์ุที่มีลักษณะทางพันธุกรรมสมัพันธ์กับความต้านทานโรคใบ
ด่างและปริมาณไซยาไนด์ต่ำ จำนวน 9 พันธุ ์ ได้แก่ C33, พิรุณ 1, พิรุณ 2,  ห้านาที, เกษตรลพบุรี, 
MMAL63, CR79, MPER325 และ OMRE 62-03-27 และพันธุ์ที่มีลักษณะทางพันธุกรรมสัมพันธ์กับความ
ต้านทานโรคใบด่างและโรครากปม จำนวน 4 พันธุ ์ ได้แก่ TMS-972205, TMS-980505, TMS-980581 
และ TME B419 การใช้เครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับลักษณะทางการเกษตร   มีประโยชน์อย่างยิ่งต่อ
การปรับปรุงพันธ์ุพืช เนื่องจากลดจำนวนพืชที่จะปลูกเพื่อคัดเลือก สามารถตรวจคัดเลือกได้หลายลักษณะ
พร้อมกันโดยมีความแม่นยำในการคัดเลือก ลดระยะเวลาการปรับปรุงพันธ์ุ และ  ได้พันธ์ุที่มีคุณลักษณะทาง
พันธุกรรมตรงตามที่ต้องการ 

คำสำคัญ เครื ่องหมายโมเลกุล , การปรับปรุงพันธุ ์มันสำปะหลัง , ไซยาไนด์ต่ำ, ต้านทานโรครากปม,  
ต้านทานโรคใบด่าง 

ABSTACT 
 Cassava (Manihot esculenta Crantz.) is the fifth most important food crop in the world after 
wheat, maize, rice and potato, as well as one of the important economic crops of Thailand, which is 
the world's largest exporter of cassava products. Currently, there is an outbreak of cassava mosaic 
disease (CMD) causing severe yield loss. The objectives of this research were to develop molecular 
markers associated with low cyanide, root knot and CMD resistance, and to use these markers in the 
selection of cassava varieties. This research was conducted in 2017-2021  at the Biotechnology 
Research and Development Office, using Genotyping By Sequencing (GBS) technique and Genome-
Wide Association Study (GWAS). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) markers associated with low 
cyanide, resistance to root knot and CMD were found. The novel primers of each SNPs marker were 
designed using tetra-primer ARMS-PCR technique. It was found that SNPs S16_735381 on chromosome 
16 was associated with cyanide content, S2_5300154 on chromosome 2 was associated with root knot 
disease resistance and S12_7926132 on chromosome 12 was associated with CMD resistance. The 
novel SNPs markers were accurate in the selection of cassava varieties with the traits of low cyanide, 
resistance to root knot disease and CMD at 76.64, 70.42 and 77 percent, respectively. The three SNPs 
markers were used for screening of 250 cassava varieties and found that 9 varieties were genetically 
related to CMD resistance and low cyanide, namely C33 Pirun1, Pirun2, HANATEE, Kaset-Lopburi, 
MMAL63, CR79, MPER325 and OMRE 62-03-27. And 4 varieties genetically related to both CMD and 
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root knot disease resistance were TMS-972205, TMS-980505, TMS-980581 and TME B419. The use of 
molecular markers related to agricultural traits is particularly useful in plant breeding. It can reduce the 
number of plants planted for phenotype selection, select multiple traits at the same time with 
accuracy, reduce the breeding time and provide plant varieties having desired genetic characteristics. 
Key words Molecular marker, Cassava breeding, Low cyanide, Root knot disease resistance,          
Cassava mosaic disease resistance 

คำนำ 
มันสำปะหลัง (Manihot esculenta Crantz.) เป็นพืชอาหารที ่สำคัญอันดับ 5 ของโลก และเป็นพืช

เศรษฐกิจสำคัญของประเทศไทย ซึ่งเป็นผู้ส่งออกผลิตภัณฑ์มันสำปะหลงั (มันเส้น มันอัดเม็ด และแป้งมัน) รายใหญ่

ที่สุดของโลก (สำนักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2563)  มูลค่าการส่งออกมันสำปะหลงัและผลติภัณฑ์ปี 2563 เป็นเงิน 

82,312 ล้านบาท (ศูนย์สารสนเทศการเกษตร สำนักงานเศรษฐกิจการเกษตร, 2564) มันสำปะหลังที่ปลูกในประเทศ

ไทยส่วนใหญ่เป็นชนิดขม ที่มีสารไซยาโนเจนิคกลูโคไซด์ที่สะสมในรูปกรดไฮโดรไซยานิกและสะสมอยู่ในรากของมัน

สำปะหลัง เมื่อรับประทานเข้าไปแล้วจะถูกเปลี่ยนเป็นไซยาไนด์ที่เป็นสารพิษร้ายแรงได้ สารพิษชนิดนี้จะทำให้เกิด

อาการผิดปกติทางระบบประสาทโดยมีอาการชา ความรู้สึกผิดปกติ ตาพร่ามัว สูญเสียการมองเห็น เสียการทรงตัว  

หูหนวก และอาการอัมพาต องค์การอาหารและเกษตรแห่งสหประชาชาติ และองค์การอนามัยโลกได้กำหนดระดับ

มาตรฐานความปลอดภัยของผลิตภัณฑ์ต่างๆ ให้มีปริมาณไซยาไนด์อยู่ในผลิตภัณฑ์ไม่เกิน 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม

น้ำหนักแห้ง (FAO/WHO, 1991) 

ปัญหาการลดลงของผลผลติมันสำปะหลงัมีสาเหตุสำคัญมาจากโรคพืช เช่น โรคใบด่างมันสำปะหลงั 

และโรครากปม โรคใบด่างมันสำปะหลังเกิดจากเชื้อไวรัส Cassava mosaic virus (CMV) มีแมลงหวี่ขาว 

(Bemisia tabaci) เป็นพาหะนำโรค ปัจจุบันน้ีปัญหาการแพร่ระบาดของโรคใบด่างมันสำปะหลังเกิดข้ึนใน

หลายประเทศรวมถึงประเทศไทย มันสำปะหลังที่เป็นโรคนี้จะแสดงอาการคือใบด่างจนถึงเหลือง ใบเสีย

รูปทรง ต้นเตี้ย ลำต้นแคระแกร็นและทำให้ผลผลิตลดลงมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ สำหรับโรครากปมของ        

มันสำปะหลังเกิดจากไส้เดือนฝอย Meloidogyne incognita จากการสำรวจและประเมินความเสียหายใน     

ปี พ.ศ. 2554 ที่ จ.ชัยภูมิ พบว่าไส้เดือนฝอยเข้าทำลายมันสำปะหลังพันธ์ุห้วยบง 80 ทำให้ผลผลิตลดลงถึง                 

70 เปอร์เซ็นต์ (อุดมศักดิ ์และบัญชา, 2555) และในปี พ.ศ. 2557 พบการระบาดใน จ.กาญจนบุรี กาฬสินธ์ุ 

กำแพงเพชร นครสวรรค์ นครราชสีมา และระยอง    ทำให้ผลผลิตเสียหายได้ตั้งแต่ 20-100 เปอร์เซ็นต์ 

(nettathai.org) มันสำปะหลังที่เป็นโรครากปมจะไม่แสดงอาการผิดปกติใดๆ บนส่วนเหนือดิน ที่จะทำให้

ทราบว่ามันสำปะหลังถูกไส้เดือนฝอยทำลาย ดังนั้นเกษตรกรจึงไม่ทราบว่าผลผลิตหัวมันสำปะหลังมีปริมาณ

และคุณภาพเป็นอย่างไร หลังจากที่ต้องใช้เวลาในการปลูกจนถึงเก็บเกี่ยวนาน 10-12 เดือน 
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ปัจจุบันเทคนิคด้านเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามามีบทบาทด้านการเกษตรเป็นอย่างมาก โดยเฉพาะในงาน

ปรับปรุงพันธ์ุพืชให้มีลักษณะที่ดี ตรงตามความต้องการ ได้แก่ เทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular marker) 

ที่ใช้เป็นเครื่องหมายบ่งชี้ความเป็นเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต สามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ และมีประโยชน์ใน

การศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและการจำแนกพันธ์ุ นอกจากนี้บางเครื่องหมายโมเลกุลยังมีความสัมพันธ์

กับลักษณะทางการเกษตร เช่น ผลผลิตสูง ไซยาไนด์ต่ำ และความต้านทานโรค การนำเครื่องหมายโมเลกุลที่สมัพันธ์

กับลักษณะทางการเกษตรเหล่านี ้มาใช้เป็นเครื ่องมือในการคัดเลือกพันธุ ์เพื ่อการปรับปรุงพันธุ ์จะช่วยเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการปรับปรุงพันธุ์ได้ ดังนั้นงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลที่สัมพันธ์กับ

ลักษณะปริมาณไซยาไนดต์่ำ ความต้านทานโรครากปม ความต้านทานต่อโรคใบด่างมันสำปะหลัง และนำมาใช้ในคัดเลือก

มันสำปะหลังเพื่อการปรับปรุงพันธ์ุให้มีลักษณะดังกล่าว เป็นการเพิ่มความแม่นยำในการคัดเลือกร่นระยะเวลาใน

กระบวนการปรับปรุงพันธ์ุ อีกทั้งการปรับปรุงพันธ์ุให้มีความต้านทานโรคเป็นการส่งเสริมความมั่นคงทางอาหารอีกด้วย 

อุปกรณ์และวิธีการ 
1. การพัฒนาเครื่องหมายสนิปส์ท่ีสมัพันธ์กบัลักษณะไซยาไนด์ต่ำ ความตา้นทานโรครากปมและโรคใบดา่ง           

มันสำปะหลัง 
1.1 การศึกษาจีโนไทป์ด้วยเทคโนโลยี GBS 

เตรียมตัวอย่างดีเอ็นเอสำหรับวิเคราะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS โดยคัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลังที่มี
ปริมาณไซยาไนด์ที่ระดับต่างๆ ตามรายงานของ จิณณจาร์ และคณะ (2558) สำหรับลักษณะต้านทานโรครากปม 
คัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลังที่มีความต้านทานระดับต่างๆ ตามรายงานของ นุชนารถ และคณะ (2558) จากนั้นสกัด  
ดีเอ็นมันสำปะหลังด้วยวิธี CTAB และวิเคราะห์จีโนมด้วยเทคโนโลยี GBS สำหรับลักษณะความต้านทานต่อโรค             
ใบด่างมันสำปะหลังมีการศึกษารูปแบบความเชื่อมโยงจีโนม (GWAS) เพื่อค้นหาเครื่องหมายสนิปส์ที่สัมพันธ์กับ
ลักษณะดังกล่าวแล้ว (Rabbi et al., 2020) 

1.2 การศึกษาฟีโนไทป์ของลกัษณะไซยาไนด์ต่ำ และความต้านทานโรครากปม 
วิเคราะห์ปริมาณไซยาไนด์ด้วยวิธี picrate paper ดัดแปลงจาก Haque และ Bradbury (1999) โดยช่ัง 

picric acid 1.4 กรัม ละลายใน 100 มิลลิลิตร  2.5% (w/v) sodium carbonate จากนั้นจุ่มกระดาษ Whatman #1 
ลงในสารละลาย picric acid ปล่อยให้แห้ง ตัด picric acid paper ขนาด 1 x 3  ซม2. ติดบนฝาของหลอดทดลอง
ขนาด 15 มิลลิลิตร เก็บที ่ -20 องศาเซลเซียส นำมันสำปะหลัง 100 มิลลิกรัม ใส่ในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร       
เติม 0.1 M phosphate buffer  (pH 8.0) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บดให้ละเอียด  ปิดฝาที ่มี picric acid paper     
บ่มไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 12 ช่ัวโมง นำ picric acid paper  จุ่มในน้ำปริมาตร 5 มิลลิลิตร นำไปวัดค่าการดูดกลืน
แสงที ่ความยาวคลื ่น 510 นาโนเมตร เทียบกับค่ามาตราฐานของปริมาณไซยาไนด์ที ่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
สำหรับฟีโนไทป์ของลักษณะต้านทานโรครากปมใช้ข้อมูลจากรายงานของ นุชนารถ และคณะ (2558)  
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1.3 การศึกษารูปแบบความเชื่อมโยงจีโนมเพ่ือค้นหาเครื่องหมายสนิปส ์
นำข้อมูลจีโนไทป์จากการวิเคราะห์ด้วยเทคโนโลยี GBS มาคัดกรองคุณภาพ (Filter) ที่ call rate > 0.8 และ 

Polymorphic Information Content (PIC) > 0.1 จากนั้นนำสนิปส์ที่ผ่านการคัดกรองคุณภาพ ไปวิเคราะห์รูปแบบ

ความเช่ือมโยงจีโนม (GWAS) โดยค้นหาตำแหน่งสนิปส์ที่เกี่ยวข้องกับแต่ละลักษณะของฟีโนไทป์ (ปริมาณไซยาไนด์

ในหัวมันสำปะหลัง และความต้านทานโรครากปม) โดยวิเคราะห์แบบ Mixed linear model (MLM) (Kang et al., 

2008) ด้วยโปรแกรม TASSEL 5.0 (Bradbury et al., 2007) 

2. การออกแบบไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนปิส์ ด้วยวิธี tetra-primer amplification refractory 
mutation system polymerase chain reaction (tetra-primer ARMS-PCR) 

นำข้อมูลสนิปส์ที ่เกี ่ยวข้องกับลักษณะปริมาณไซยาไนด์ ความต้านทานโรครากปมและโรคใบด่าง               
มันสำปะหลัง ไปใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ของเครื ่องหมายสนิปส์แต่ละตำแหน่ง โดยใช้ซอฟต์แวร์ Primer1 
(http://primer1.soton.ac.uk/primer1.html) เทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR ณ 1 ตำแหน่งของเครื่องหมาย 
สนิปส์จะใช้ไพรเมอร์จำนวน 4 เส้นในการตรวจสอบ ประกอบด้วย Forward inner primer (FI) Reverse inner 
primer (RI) Forward outer primer (FO) และ Reverse outer primer (RO) จากนั้นทำการหาสภาวะที่เหมาะสม 
(condition) ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้ GoTaq® Master Mix (Promega, USA) ซึ่งลำดับนิวคลีโอไทด์ของ
ชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์แต่ละลักษณะ แสดงรายละเอียดใน Table 1 บันทึกข้อมูลรูปแบบแถบดเีอน็เอ               
ที่ได้จากชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์ 
 
Table 1 Sequence of primers of SNPs markers associated with low cyanide, root knot     
            disease resistance and CMD resistance used in Tetra-Primer ARMS–PCR technique 

SNPs position Trait Sequence 
Annealing 

temperature (°C) 
Expected allele size 

(bp) 
S16_735381 Low 

cyanide 
FI :GTGGACTCACAGAATCACAAGTCATTGTAC 
RI: GAAGGGGAGGAATTATTTCTCACCCA 
FO: CTTGGCAAATTCTGAGGCTTATTTATGG 
RO: TGGTGGTTCTTGAAATCATAGGAACAAA 

60 T allele: 246 
 C allele: 207 

S2_5300154 Root knot 
disease 

resistance 

FI : GAGCAAGCCGAGCCGATGTTC 
RI: CAACTGCTGCACCACCGCACTA 
FO: TGCCGATGCTGGTCATGCTACTACT 
RO: TGCAAAACAGGGACCAAATGAACCT 

58 T allele: 276 
C allele: 188 

S12_7926132 CMD 
resistance 

FI :XXXTTTCCATGTTTCXXXXXXXXXXXXX 
RI: XXXGTACAAGAATCTTGXXXXXXXXXXXXX 
FO: XXXAGTTTTATGGACXXXXXXXXXXXXX 
RO: XXXATGGACTAAAATXXXXXXXXXXXXX 

58 T allele: 204 
G allele: 145 
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3. การทดสอบความถูกต้องของเครื่องหมายสนปิส์ในการคัดเลอืกพันธุ์มันสำปะหลัง 
นำชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์ที่ออกแบบได้ ทดสอบกับตัวอย่างดีเอ็นเอของมนัสำปะหลังจาก

แปลงรวบรวมของศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง กรมวิชาการเกษตร จำนวน 71 และ 137 พันธ์ุ สำหรับลักษณะต้านทาน
โรครากปมและปริมาณไซยาไนด์ ตามลำดับ โดยทำปฏิกิริยา PCR ด้วย GoTaq® Master Mix (Promega, USA) 
และใช้อุณหภูมิในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอตาม Table 1 ตรวจวิเคราะห์ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยทำอเิล็ก
โทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 2.5 เปอร์เซ็นต์ ย้อมด้วยเอธิเดียมโบร์ไมด์ และนำไปส่องดูแถบดีเอ็นเอพร้อม
บันทึกภาพด้วยเคร ื ่อง Gel-Doc UV Transilluminator (Bio-Rad Laboratories, USA) บ ันทึกข้อมูลแถบ                 
ดีเอ็นเอของเครื่องหมายสนิปส์แต่ละลักษณะ 

วิธีวิเคราะห์ความถูกต้องของเครื่องหมายสนิปส์ โดยใช้สมการจากรายงานของ Ige et al. (2021) ดังนี ้
 

ความถูกต้อง = (TP + TN) /(TP + FN + FP + TN) 
 

TP = true positive, จีโนไทป์และฟีโนไทป์สอดคล้องกันในลักษณะที่ต้องการทางบวก (เช่น ความต้านทาน) 
TN = true negative, จีโนไทป์และฟีโนไทป์สอดคล้องกันในลักษณะที่ต้องการทางลบ (เช่น ความอ่อนแอ) 
FP = false positive, จีโนไทป์และฟีโนไทป์ไม่สอดคล้องกันในลักษณะที่ต้องการทางบวก  
FN = false negative, จีโนไทป์และฟีโนไทป์ไม่สอดคล้องกันในลักษณะที่ต้องการทางลบ 

บันทึกข้อมูลความถูกต้องของเครื่องหมายสนิปส์แต่ละลักษณะ 
4. การคดัเลือกพันธุ์มนัสำปะหลังโดยใช้เครื่องหมายสนปิส ์3 ลกัษณะ 

นำชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์ทั้ง 3 ลักษณะ ประกอบด้วย S16_735381 S2_5300154 และ 
S12_7926132 ไปคัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลังจากแปลงรวบรวมของศูนย์วิจัยพืชไร่ระยอง กรมวิชาการเกษตร 
จำนวน 250 พันธ์ุ โดยใช้ S12_7926132 เครื่องหมายสนิปส์ต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง คัดเลือกพันธ์ุ             
ในลำดับแรก จากนั้นทำการคัดเลือกลักษณะไซยาไนด์ต่ำและต้านทานโรครากปม ด้วยเครื่องหมายสนิปส์ 
S16_735381 และ S2_5300154 ตามลำดับ 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
1. การพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลสนิปส์ท่ีสัมพันธ์กบัลักษณะไซยาไนด์ต่ำ ความตา้นทานโรครากปมและโรคใบ

ด่างมันสำปะหลัง 
ลักษณะปริมาณไซยาไนด์ มันสำปะหลังที่ใช้ในการทดลองจำนวน 100 พันธ์ุ มีปริมาณไซยาไนด์ ระหว่าง 

8.26 - 815 mg Hydrogen cyanide (HCN)/kg น้ำหนักสด ทำการศึกษาจีโนไทป์ของเครือ่งหมายสนิปส์ในจโีนมด้วย
เทคโนโลยี GBS จากนั้นวิเคราะห์ GWAS พบเครื่องหมายสนิปส์จำนวน 40 ตำแหน่ง ที่สัมพันธ์กับปริมาณไซยาไนด์
อย่างมีนัยสำคัญ โดยพิจารณาจากค่า logarithm of significant level  [-log10 (P)] ไม่น้อยกว่า 5 ซึ ่งพบอยู่บน
โครโมโซมที่ 13 และ 16 (Figure 1) 
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Figure 1 The Manhattan plot for GWAS of HCN in cassava 100 varieties. X-axis shows 
chromosomal positions. Y-axis shows –log 10 (P-value). 
 

ลักษณะต้านทานโรครากปม มันสำปะหลังที่ใช้ในการทดลองจำนวน 71 พันธ์ุ ที่มีข้อมูลดัชนีการเกิดปม              
ที่แสดงถึงความต้านทานโรครากปม ผลการวิเคราะห์ GWAS พบเครื่องหมายสนิปส์จำนวน 6 ตำแหน่ง ที่สัมพันธ์กับ
ความต้านทานโรครากปมอย่างมีนัยสำคัญโดย ค่า -log10 (P) ไม่น้อยกว่า 5 ซึ่งพบอยู่บนโครโมโซมที่ 2 และ 14 
(Figure 2) 

 
Figure 2 The Manhattan plot for GWAS of root knot disease resistance in cassava 71 
varieties. X-axis shows chromosomal positions. Y-axis shows –log 10 (P-value).  
 

ลักษณะต้านทานโรคใบด่าง Rabbi et al. (2020) ทำการศึกษา GWAS โดยใช้กลุ่มประชากรมันสำปะหลงั 
จำนวน 5,130 โคลนที่พัฒนาขึ ้นที่สถาบัน International Institute of Tropical Agriculture (IITA) ประเทศไนจีเรีย 
ข้อมูลจีโนไทป์ของประชากรมันสำปะหลังศึกษาโดยเทคโนโลยี GBS พบเครื่องหมายสนิปส์ที่สัมพันธ์กับความต้านทาน
โรคใบด่างมันสำปะหลัง ณ ตำแหน่ง S12_7926132 มีค่า -log10 (P) เท่ากับ 112 จึงนำตำแหน่งสนิปส์ดังกล่าว                   
ไปออกแบบชุดไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมเกี่ยวกับความต้านทานต่อโรคใบด่างมันสำปะหลัง 
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2. การออกแบบไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนปิส์ ด้วยวิธี tetra-primer ARMS-PCR 
นำข้อมูลตำแหน่งเครื่องหมายสนิปส์ ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทด์ 1 ตำแหน่ง รวมถึงข้อมูลลำดับของ

จีโนมบริเวณใกล้เคียง ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะปริมาณไซยาไนด์ ความต้านทานต่อโรครากปมและโรคใบด่างมันสำปะหลัง 
ไปใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer1 จากผลการหาสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของ
ตำแหน่งสนิปส์ จำนวน 40 และ 6 ตำแหน่ง ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะปริมาณไซยาไนด์และความต้านทานต่อโรครากปม 
ตามลำดับ พบชุดไพรเมอร์ลักษณะละ 1 ชุด ให้แถบดีเอ็นเอที่มีความจำเพาะและเสถียร ได้แก่ S16_735381 (โครโมโซม
ที่ 16 ตำแหน่ง 735381) สำหรับลักษณะปริมาณไซยาไนด์ S2_5300154 สำหรับลักษณะความต้านทานต่อโรครากปม 
และ S12_7926132 สำหรับลักษณะต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง (Table 1 และ Figure 3) 
 

 
 

Figure 3 Position of SNPs markers associated with cyanide content, resistance to root knot 
disease and CMD. Related genes are described in boxes. 
 
 

ผลการทำปฏิกิริยาพีซีอารก์ับตัวอย่างดีเอ็นเอของมันสำปะหลงั พบว่า ลักษณะปริมาณไซยาไนด์ สามารถ
แยกจีโนไทป์ของแต่ละอัลลีลของมันสำปะหลังได้ชัดเจน โดยพันธุ์ที่มีจีโนไทป์ชนิดเฮเทอโรไซกัส (heterozygous) 
CT จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 397 246 และ 207 คู่เบสโดยแถบดีเอ็นเอ 397 คู่เบสเป็นชุดดีเอ็นเอควบคุม จีโนไทป์
ชนิดโฮโมไซกัส (homozygous) TT เกิดแถบดีเอ็นขนาด 397 และ 246 คู่เบส ส่วนจีโนไทป์ชนิดโฮโมไซกัส CC                     
จะเกิดแถบดีเอ็นขนาด 397 และ 207 คู ่เบส (Figure 4A) ซึ ่งจากผลการวิเคราะห์ GWAS พบว่า ณ ตำแหน่ง 
S16_735381 พันธ์ุที่มีจีโนไทป์ CC จะแสดงฟีโนไทป์ที่มีปริมาณไซยาไนด์ต่ำ 

ลักษณะต้านทานโรครากปม ตำแหน่งสนิปส์ S2_5300154 จีโนไทป์ TT จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 421 
และ 276 คู่เบส ในขณะที่จีโนไทป์เฮเทอโรไซกัส CT จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 421 276 และ 188 คู่เบส โดยแถบ               
ดีเอ็นเอ 421 คู่เบสเป็นชุดดีเอ็นเอควบคุม (Figure 4B) พันธุ์ที่มีจีโนไทป์ TT จะแสดงฟีโนไทป์ที่มีความต้านทานต่อ                
โรครากปม 
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ลักษณะต้านทานโรคใบด่าง ตำแหน่งสนิปส์ S12_7926132 จีโนไทป์ TT จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 291 
240 และ 204 คู่เบส จีโนไทป์เฮเทอโรไซกัส TG จะเกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 291 240 204 และ 145 คู่เบส และจโีน
ไทป์ GG แถบดีเอ็นเอขนาด 291 240 และ 145 คู่เบส โดยมีแถบดีเอ็นเอ 291 และ 240 คู่เบสเป็นชุดดีเอ็นเอควบคุม 
(Figure 4C) พันธ์ุที่มีจีโนไทป์ TT  และ TG จะแสดงฟีโนไทป์ที่มีความต้านทานต่อโรคใบด่างมันสำปะหลัง 

 

Figure 4 DNA amplification with primers of SNPs markers using Tetra-Primer ARMS–PCR 
technique in cassava. SNPs S16_735381(A), SNPs S2_5300154 (B) and SNPs S12_7926132 (C) 
were associated to cyanide content, root knot disease resistance and CMD resistance, 
respectively. The genotype of nucleotide allele is described above each lane. Arrows show 
the size of DNA bands. Lane M = Marker/DNA ladder.  

ตำแหน่งสนิปส์ S16_735381 เคร ื ่องหมายโมเลกุลไซยาไนด์ต่ำ อยู ่ในส่วนอินทรอน (intron) ของยีน 
manes.16G007500 ซึ ่งเป ็นยีน calcium-dependent protein kinase 29 โดยมีความสอดคล้องกับรายงานของ 
Maduh et al. (1995) ซึ่งระบุว่า potent protein kinase C (PKC) เกี่ยวข้องกับความเป็นพิษของไซยาไนด์ และ Zhang 
(2012) รายงานว่า MAP kinase กระตุ้นไซยาไนดท์ี่เป็นองค์ประกอบในกระบวนการผลิตอนุมูลว่องไวปฏิกิริยาออกซิเจน 
(reactive oxygen species; ROS) และการตายอย่างเฉียบพลันของเซลล์พืช (hypersensitive cell death) 

ตำแหน่งสนิปส์ S2_5300154 เครื่องหมายโมเลกุลต้านทานโรครากปม อยู่ในส่วนเอกซอน (exon) ของยีน 
manes.02G059900 ซึ ่งเป็นยีน E3 ubiquitin ligase มีบทบาทสำคัญในการส่งสัญญาณของเซลล์ที ่ควบคุม
กระบวนการต่างๆ ได้แก่ การย่อยสลายโปรตีนและการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน โดยการเติมโปรตีนยูบิควิติน 
(ubiquitination) ให้แก่โมเลกุลเป้าหมาย หน้าที่หลักของยูบิควิตินคือการกำหนดเป้าหมายโปรตีนเพื่อการทำลาย 
นอกจากนี้ทำให้การจับตัวกันระหว่างโปรตีนทำได้สะดวกขึ้นในกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล์ กระตุ้นให้พืช
ตอบสนองในการป้องกันตนเอง เช่น การหลั่งฮอร์โมน การตายของเซลล์เพื่อหยุดยั้งเช้ือโรค และการขนส่งสารภายใน
เซลล์ (Duplan and Rivas, 2014) 

ตำแหน่งสนิปส์ S12_7926132 เครื ่องหมายโมเลกุลต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง อยู ่ระหว่างยีน
manes.12G076200 และ manes.12G076300 (Rabbi et al. 2020) โดยทั ้งสองยีนนี ้ เป ็นยีน peroxidase           
ทำหน้าที่ในระบบป้องกันของพืช (plant defense) และเมตาบอลิซึมต่างๆ เช่น การก่อตัวของลิกนินและซับเบริน 
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(lignin and suberin formation) การเช ื ่ อมขวางของส ่วนประกอบผน ังเซลล ์  (cross-linking of cell wall 
components) การสังเคราะห์ไฟโตอเล็กซินซึ่งมีฤทธ์ิต่อต้านการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช เมตาบอลืซึม
ของออกซินและ ROS (Almagro et al. 2009) 

3. การทดสอบความถูกต้องของเครื่องหมายสนปิส์ในการคัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลัง 
ลักษณะปริมาณไซยาไนด์ นำชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์ S16_735381 ทดสอบกับตัวอย่างดีเอ็นเอ

ของมันสำปะหลัง จำนวน 137 พันธุ์ เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของเครื่องหมายโมเลกุล โดยเปรียบเทียบระหว่าง
รูปแบบของแถบดีเอ็นเอกับปริมาณไซยาไนด์ที่วิเคราะห์จากมันสำปะหลังที่เก็บเกี่ยวจากพื้นที่ปลูกเดียวกันในปี 2564 
ที่มีปริมาณไซยาไนด์ที่อยู่ในช่วง 87.40 - 911.60 mg HCN/kg น้ำหนักสด พบว่าเครื่องหมายสนิปส์ที่พัฒนาขึ้นนี้                   
ให้ความถูกต้องในการคัดเลือกพันธ์ุมันสำปะหลังที่มีไซยาไนด์ต่ำกว่า 250 mg HCN/kg น้ำหนักสด  ร้อยละ 76.64  

ลักษณะต้านทานโรครากปมนำชุดไพรเมอร์ของเครื่องหมายสนิปส์ S2_5300154 ทดสอบกับตัวอย่าง      
ดีเอ็นเอของมันสำปะหลัง จำนวน 71 พันธ์ุ ซึ่งมีข้อมูลฟีโนไทป์ความต้านทานโรครากปม ตามรายงานของ นุชนารถ 
และคณะ (2558) พบว่าเครื่องหมายสนิปส์ที่พัฒนาข้ึนนี้ ให้ความถูกต้องในการคัดเลือกพันธ์ุมันสำปะหลังที่มีความ
ต้านทานโรครากปม ร้อยละ 70.42  

ล ักษณะต ้านทานโรคใบด ่าง จากรายงานของ Ige et al. (2021) และ Codjia et al. (2022) พบว่า 
เครื่องหมายสนิปส์ S12_7926132 ให้ความถูกต้องในการคัดเลือกพันธ์ุมันสำปะหลังต้านทานโรคใบด่าง ร้อยละ 77-80  
4. การคัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลังโดยใช้เครื่องหมายสนิปส์ 3 ลักษณะ  

ผลการคัดเลือกพันธุ ์มันสำปะหลังจำนวน 250 พันธ์ุโดยใช้เครื ่องหมายสนิปส์ต้านทานโรคใบด่าง 
S12_7926132 คัดเลือกได้พันธุ์ที่มีแถบดีเอ็นต้านทานโรคใบด่าง จำนวน 17 พันธุ์ จากนั้นนำมาคัดเลือกเพิ่มเติม
ด้วยเครื่องหมายสนิปสอ์ีก 2 ลักษณะ ได้แก่ S16_735381 (ปริมาณไซยาไนด์ต่ำ) และ S2_5300154 (ความต้านทาน
ต่อโรครากปม) พบว่า กลุ่มพันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอความต้านทานโรคใบด่างและปริมาณไซยาไนด์ต่ำ มีจำนวน 9 พันธ์ุ 
ได้แก่ C33, พิรุณ1, พิรุณ2, ห้านาที, เกษตรลพบุรี, MMAL63, CR79, MPER325 และ OMRE 62-03-27 (Figure 5 
และ Table 2) สำหรับกลุ่มพันธ์ุที่มีแถบดีเอ็นเอความต้านทานทั้งโรคใบด่างและโรครากปม มีจำนวน 4 พันธ์ุ ได้แก่ 
TMS-972205, TMS-980505, TMS-980581 และ TME B419 (Figure 5 และ Table 2) โดยพันธ์ุ C33 TMS-972205, 
TMS-980505, TMS-980581 และ TME B419 เป ็นพันธุ ์ต ้านทานที่ได้ร ับมาจาก IITA (International Institute                   
of Tropical Agriculture) และ CIAT (International Center for Tropical Agriculture) 

ผลการคัดเลือกดังกล่าว ทำให้ได้พันธุ์ที่มีแนวโน้มที่จะมีลักษณะทางการเกษตรที่ดีรวมกันหรือเรียกว่า 
พีระมิดยีน (gene pyramiding) การคัดเลือกด้วยเครื่องหมายโมเลกุลมีประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์อย่างมาก 
เนื่องจากช่วยลดจำนวนพืชที่จะปลูกเพื่อคัดเลือก โดยนักปรับปรุงพันธ์ุสามารถเลือกเฉพาะต้นที่มีแถบดีเอ็นเอที่มี
ลักษณะที่ต้องการไว้ ทำให้สามารถลดพื้นที่ปลูก แรงงาน และค่าใช้จ่ายได้ (Table 3) และเป็นการเพิ่มความแม่นยำ
ในการคัดเลือกลักษณะทางการเกษตรที่ต้องการอีกด้วย 
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Figure 5 Marker-assisted selection using SNPs markers associated to cyanide content 
(S16_735381), root knot (RN) disease resistance (S2_5300154) and CMD resistance (S12_7926132) 
in cassava varieties from foreign country (A) and from Rayong Field Crops Research Center (B). 
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Table 2 Summary of genotype of cassava varieties examined with SNPs markers associated 

to cyanide content, root knot disease resistance and CMD resistance 

Variety S16_735381 S2_5300154 S12_7926132 
 Low cyanide Root knot  

disease resistance 
CMD resistance 

TME3 × × √ 
C33 √ × √ 
TMS-920057 × × √ 
TMS-972205 × √ √ 
TMS-980505 × √ √ 
TMS-980581 × √ √ 
TME B419 × √ √ 
Pirun1 √ × √ 
Pirun2 √ × √ 
HANATEE √ × √ 
Kaset-Lopburi √ × √ 
MMAL63 √ × √ 
MBRA18 × × √ 
CM323-375 × × √ 
CR79 √ × √ 
MPER325 √ × √ 
OMRE 62-03-27 √ ×  √  

√: favorable genotype, which are low cyanide, root knot and CMD resistance 
×: unfavorable genotype, which are high cyanide, root knot and CMD susceptibility 
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Table 3 Comparison of conventional selection and marker-assisted selection for cassava breeding. 
 

 

สรุปผลการทดลอง 

 1. ผลการวิเคราะห์จีโนไทป์ด้วยเทคโนโลยี GBS และการศึกษารูปแบบความเชื ่อมโยงจีโนม (GWAS)        
ได้ค้นพบเครื่องหมายสนิปส์ใหม่ จำนวน 2 เครื่องหมาย ได้แก่ สนิปส์ S16_735381 สัมพันธ์กับปริมาณไซยาไนด์ 
และ สนิปส์ S2_5300154 สัมพันธ์กับความต้านทานโรครากปม 
 2. พัฒนาไพรเมอร์เพื่อตรวจสอบเครื่องหมายสนิปส์ด้วยเทคนิค tetra-primer ARMS-PCR จำนวน 3 ชุดไพร
เมอร์ สำหรับ 3 ลักษณะ ได้แก่ ปริมาณไซยาไนด์ต่ำ ความต้านทานโรครากปมและความต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง  
 3. ความถูกต้องของเครื ่องหมายสนิปส์ในการคัดเลือกพันธ์ุ S16_735381 (ปร ิมาณไซยาไนด์ต่ำ) 
S2_5300154 (ความต้านทานโรครากปม) และ S12_7926132 (ความต้านทานโรคใบด่างม ันสำปะหลัง)                                
มีความถูกต้อง ร้อยละ 76.64 70.42 และ 77 ตามลำดับ 
 4. ผลการคัดเลือกพันธุ์มันสำปะหลังจำนวน 250 พันธ์ุโดยใช้เครื่องหมายสนิปส์ทั้ง 3 ลักษณะ คัดเลือก                      
ได้กลุ่มพันธุ์ที่มีแนวโน้มต้านทานโรคใบด่างและไซยาไนด์ต่ำ จำนวน 9 พันธุ์ และกลุ่มพันธุ์ที่มีแนวโน้มต้านทาน                
ทั้งโรคใบด่างและโรครากปม จำนวน 4 พันธ์ุ 

การนำผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน ์

1.  นำเครื ่องหมายสนิปส์ทั ้ง 3 ชุดไพรเมอร์ที ่พัฒนาขึ ้นจากงานวิจัยนี้  มาใช้ในการคัดเลือกพันธ์ุ              
มันสำปะหลังเพื่อให้ได้ลักษณะที่ต้องการ ประกอบด้วย ปริมาณไซยาไนด์ต่ำ ต้านทานโรครากปมและต้านทานโรค      
ใบด่างมันสำปะหลัง เครื่องหมายทั้งสามนี้มีความถูกต้องมากกว่า ร้อยละ 70 ซึ่งถือว่ามีประสิทธิภาพสูง  
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2.  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกพันธ์ุช่วยลดจำนวนประชากรของพืชที่จะทำการปลูกคัดเลือก
ลักษณะที่ต้องการ ทำให้ลดขนาดพื้นที่ จำนวนแรงงาน ค่าใช้จ่าย และระยะเวลาในการปรับปรุงพันธ์ุ การคัดเลือกลักษณะ
ทางฟีโนไทป์บางลักษณะมีความยากในการตรวจสอบ มีค่าใช้จ่ายสูง และได้รับผลกระทบจากสิ่งแวดล้อม ดังนั้นการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลจะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการตรวจสอบฟีโนไทป์และมีความแม่นยำในการคัดเลือกมากกว่าวิธีคัดเลือก
จากฟีโนไทป์ อีกทั้งเป็นการช่วยลดการแพร่กระจายของเช้ือโรคจากการตรวจสอบฟีโนไทป์กับเช้ือโรคจริง 

3.  เครื่องหมายสนิปส์ด้วยเทคนิค Tetra-Primer ARMS–PCR นี้ มีความสะดวก ใช้งานได้ง่าย ไม่ต้องใช้
บุคลากรที่มีความชำนาญเฉพาะด้าน สามารถดำเนินการในห้องปฏิบัติการชีวโมเลกุลที่มีเครื่องมือพื้นฐานได้ เช่น 
เครื ่องพีซีอาร์ เครื ่องแยกแถบดีเอ็นเอ และยังมีต้นทุนการตรวจสอบเพียง 10 บาทต่อการตรวจสอบสนิปส์                         
1 ตำแหน่ง เมื่อเทียบกับเทคนิคอื่นๆ ซึ่งมีราคาประมาณ 100 บาทต่อตำแหน่งสำหรับเทคนิค real time PCR และ  
310  บาทต่อตำแหน่งสำหรับเทคนิค Pyrosequencing 

4.  หน่วยงานต่างๆ สามารถนำเครื่องหมายสนิปส์ทั้ง 3 ชุดไพรเมอร์ ไปใช้คัดเลือกพันธ์ุได้ทันที 
5.  เครื ่องหมายสนิปส์ของลักษณะปริมาณไซยาไนด์ต่ำ S16_735381 ขอจดอนุสิทธิบัตรในนามของ      

กรมวิชาการเกษตร ช่ือการประดิษฐ์ เครื่องหมายโมเลกุลสนิปสท์ี่สัมพันธ์กับปริมาณไซยาไนด์ในหัวมันสำปะหลงัของ
ยีน  manes.16G007500 เลขที่คำขอ 2203000058 วันที่ยื่นคำขอและรับคำขอ 10 มกราคม 2565 

6. เครื่องหมายสนิปส์ของลักษณะความต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง S12_7926132 นำไปใช้ต่อยอด                       
ในงานวิจัย เรื่อง การใช้เครื่องหมายโมเลกุลในการคัดเลือกลักษณะต้านทานโรคใบด่างมันสำปะหลัง ดำเนินงาน                      
ปี 2565-2567 
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