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ชื่อโครงการวิจัย (ภาษาไทย)       การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช จุลินทรีย์  และผลิตภัณฑ์   
                    (ภาษาอังกฤษ)   The utilization of Biotechnology to develop plant varieties     

   microorganism and products. 
ชื่อแผนงานวิจัย (ภาษาไทย)       เทคโนโลยีชีวภาพ  
                    (ภาษาอังกฤษ)   Biotechnology 
 

ผู้อ านวยการแผนงานวิจัย 
   นายกษิดิศ  ดิษฐบรรจง          นักวิชาการเกษตรเชี่ยวชาญ       ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ       

     รักษาการผู้เชี่ยวชาญด้านเทคโนโลยีชีวภาพ 
 ผู้จัดการโครงการวิจัย 
 นางสาวรุ่งนภา พิทักษ์ตันสกุล  นักวิชาการเกษตรช านาญการพิเศษ  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ
   
 

กิจกรรมภายใต้โครงการวิจัย   มี 4 กิจกรรม 
กิจกรรมที่ 1  รวบรวม พัฒนาสายพันธุ์  สารส าคัญ และผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์ท่ีมีประโยชน์ทาง 
 การเกษตร ประกอบด้วยการทดลอง 11 การทดลอง  ดังนี้ 
การทดลองที่ 1.1   การพัฒนาสายพันธุ์จุลินทรีย์ดัดแปลงพันธุกรรมเพื่อการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสส าหรับ 

   ผลิตเอทานอลจากชีวมวล 
หัวหน้าการทดลอง  นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ  สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ   
ผู้ร่วมงาน    นายกรกช    จันทร                              สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                                     
   นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์   สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                  
 
การทดลองที่  1.2   การศึกษาไลเปสของราและแบคทีเรียและการใช้ประโยชน์ในการผลิตไบโอดีเซล 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวมัทนา  ศรีหัตถกรรม       สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ            
ผู้ร่วมงาน นางวิภา    หงษ์ตระกูล                      สังกัดมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์                                  
   นางสาวกิ่งกาญจน์    พิชญกุล            สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ          
 
การทดลองที่  1.3   การศึกษาไคติเนสของแบคทีเรีย รา  และ Streptomyces  และการใช้ประโยชน์ 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวมัทนา  ศรีหัตถกรรม         สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ             
ผู้ร่วมงาน นางวิภา หงษ์ตระกูล                        สังกัดมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์      
การทดลองที่  1.4   การศึกษาสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพจากเห็ดเพื่อใช้ในการควบคุมเชื้อราสาเหตุโรคพืช 
หัวหน้าการทดลอง  นายกรกช จันทร      สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ           
ผู้ร่วมงาน  นางสาวภรณี สว่างศรี                      สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                   
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   นางสาวอัจฉราพรรณ ใจเจริญ         สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                   
   นางหทัยรัตน์ อุไรรงค์                      สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

การทดลองที่  1.5   คัดเลือกชนิดสาหร่ายขนาดเล็ก (microalgae)  ที่เหมาะสมกับการผลิตเอทานอล 
 โดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวรุ่งนภา   พิทักษ์ตันสกุล   สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ      
         
ผู้ร่วมงาน   นางสาวภรณี   สว่างศรี                สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ        
   นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ   สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ       
     นางหทัยรัตน์  อุไรรงค์                  สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ    
       
การทดลองที่ 1.6   การศึกษาแบคทีเรียและเชื้อราที่มีศักยภาพในการผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายชีวมวล 
 เพื่อการผลิตเอทานอลโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ 
การทดลองย่อยที่ 1.6.1  การศึกษาแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตเอ็นไซม์ย่อยสลายเยื่อใยจาก 
    ชีวมวลโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวภรณี  สว่างศรี         ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ          
ผู้ร่วมงาน       นางสาวรุ่งนภา    พิทักษ์ตันสกุล            ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ                          
                  นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ                    ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                          
                  นางสาวมัทนา      ศรีหัตถกรรม             ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ                          
                  นางหทัยรัตน์       อุไรรงค์                       ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 

การทดลองย่อยที่ 1.6.2  การศึกษาเชื้อราที่มีศักยภาพในการผลิตเอ็นไซม์ไซลาเนสและการโคลนยีน 
    ไซลาเนสเพื่อการย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ 
หัวหน้าการทดลอง  นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ       ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ         
ผู้ร่วมงาน     นางสาวภรณี    สว่างศรี                            ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                        
                 นางสุภาวดี      ง้อเหรียญ               ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ                        
                 นางหทัยรัตน์    อุไรรงค์                       ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ      
    
การทดลองที่  1.7  การศึกษาการโคลนยีน การแสดงออกของยีน และการผลิตโปรตีนต้านการเกิดผลึก 
  น้ าแข็งจากแบคทีเรีย 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวมัทนา  ศรีหัตถกรรม      ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ         
ผู้ร่วมงาน     นางสาวอรุโณทัย  ซาววา                          ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                        
                 นายศรีเมฆ   ชาวโพงพาง                      มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์   
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การทดลองที่  1.8  การศึกษาเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทานอลจากสาหร่ายขนาดเล็ก 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวรุ่งนภา   พิทักษ์ตันสกุล      ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ         
ผู้ร่วมงาน     นางสาวภรณี   สว่างศรี                            ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                        
                 นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ              ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ                        
                 นางหทัยรัตน์    อุไรรงค์                       ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
 

การทดลองที่ 1.9 การดัดแปลงพันธุกรรมของ ยีน YAP1 ในยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae)  
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการหมักเอทานอล 

หัวหน้าการทดลอง   นายพงศกร สรรค์วิทยากุล   สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน      1. นางบุญเรือนรัตน์     เรืองวิเศษ 
                  2. นางหทัยรัตน์         อุไรรงค์ 

สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 

 

การทดลอง 1.10  การจ าแนกเชื้อราเขียว Metarhizium spp.  จากยีนไคติเนสด้วยเทคนิคชีวโมเลกุล 
หัวหน้าการทดลอง   นางสาวมัลลิกา   แก้ววิเศษ.  สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน    นางสาวอัจฉราพรรณ  ใจเจริญ 
                     นางเสาวนิตย์  โพธิ์พูนศักดิ์ 
                     นางสาวจีรภา  ปัญญศิริ 

สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
สังกัดส านักวิจัยพัฒนาการอารักขาพืช. 
สังกัดศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพ 
แห่งชาติ 

 

 
กิจกรรมที่ 2  การศึกษาและพัฒนาพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม 
  ประกอบด้วยการทดลอง 1 การทดลอง  ดังนี้ 
การทดลองที่ 2  การควบคุมการแสดงออกของยีน dihydroflavonol  4-reductase (DFR) ในรูป 

antisene เพื่อสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัว 
หัวหน้าการทดลอง    นางสาวกุหลาบ  คงทอง         สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ               
ผู้ร่วมงาน นายประสาน       สืบสุข              สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                      
   นางกัลยา          เกาะกากลาง          สังกัดศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรล าปาง      
   นางสาวจีราพร    แก่นทรัพย์     สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
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กิจกรรมที่ 3  การใช้เทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุลเพื่อการปรับปรุงพันธุ์พืช 
                     ประกอบด้วยการทดลอง 2 การทดลอง  ดังนี้  
การทดลองที่ 3.1  การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP เพื่อการปรับปรุงพันธุ์ยางพารา 
หัวหน้าการทดลอง   นายประสาน  สืบสุข                       สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ       
ผู้ร่วมงาน  นางสาวกุหลาบ  คงทอง           สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ      
   นางสาวกรรณิการ์ ธีระวัฒนสุข        สังกัดศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา       
   นางสาวรัชนี รัตนวงศ์                                สังกัดศูนย์วิจัยยางหนองคาย 
   นางสาวจีราพร    แก่นทรัพย์                       สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
การทดลองที่ 3.2  การใช้เครื่องหมายโมเลกุลประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวโพด 
 ข้าวเหนียวเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ 
หัวหน้าการทดลอง   นายประสาน  สืบสุข                       สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ       
ผู้ร่วมงาน  นางสาวกุหลาบ  คงทอง           สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ      
   นางขนิษฐา  วงศ์วัฒนารัตน์         สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
      
   นายกิตติภพ  วายุภาพ                              ศูนย์วิจัยพชืไร่ชัยนาท 
   นางสาวจีราพร    แก่นทรัพย์                       สังกัดส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
กิจกรรมที่ 4   การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 
      ประกอบด้วยการทดลอง 4 การทดลอง  ดังนี้ 
การทดลองที่ 4.1  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเห็ดเรืองแสง 
หัวหน้าการทดลอง  นางสาวมัลลิกา  แก้ววิเศษ  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ         
ผู้ร่วมงาน     นางสาววราพร  ไชยมา                             ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                        
                นางบุญเรือนรัตน์  เรืองวิเศษ                     ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
การทดลองที่ 4.2  การประเมินลักษณะทางพันธุกรรมองุ่นโดยใช้เทคนิค DNA Fingerprint และการ 
 จัดท าฐานข้อมูล (Database) 
หัวหน้าการทดลอง  นางหทัยรัตน์    อุไรรงค์  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ         
ผู้ร่วมงาน     นางสาวภรณี    สว่างศรี                            ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ                        
                 นางสุภาวดี      ง้อเหรียญ               ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  
                 นางสาวรุ่งนภา  พิทักษ์ตันสกุล                   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 นางอัครชาพรรณ กวางแก้ว   ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร 
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การทดลองที่ 4.3  การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการประเมินลักษณะ และตรวจวิเคราะห์เอกลักษณ์ 
 ของกล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย 

การทดลองย่อยที่ 4.3.1 การรวบรวม อนุรักษ์ และตรวจวิเคราะห์เอกลักษณ์ของกล้วยไม้รองเท้านารี 
 ในประเทศไทย 
หัวหน้าการทดลอง  นายนุกูล อ่อนนิ่ม   ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก 
ผู้ร่วมงาน    นางสาวอรุโณทัย  ซาววา  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ  

     นางกุลธิดา  ดอนอยู่ไพร  ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก  
 นางเยาวภา เต้าชัยภูมิ  ศูนย์วิจัยและพัฒนาการเกษตรที่สูงเพชรบูรณ์  

   นางวิลาวรรณ  ไชยบุตร                  ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก 
 

การทดลองย่อยที่ 4.3.2 การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอและการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุลในการตรวจ 
  เอกลักษณ์ของกล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย 

หัวหน้าการทดลอง   นางสาวอรุโณทัย  ซาววา         ส านกัวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
ผู้ร่วมงาน     นางสาวศิริลักษณ์  อินทะวงศ์             ส านกัวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
    นายนุกูล     อ่อนนิ่ม                       ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก 
    นางบุญเรือนรัตน์  แก้ววิเศษ              ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
    นายประสาน  สืบสุข                        ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ 
 
หน่วยงานที่รับผิดชอบ 
-    ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ  กรมวิชาการเกษตร  กระทรวงเกษตรและสหกรณ์  ถนนรังสิต-

นครนายก  อ.ธัญบุรี  จ.ปทุมธานี 12110  โทร (02)9046885-95 โทรสาร (02)-9046885-95 ต่อ 555 
-    ส านักวิจัยและพัฒนาการเกษตรเขตที่ 2 พิษณุโลก  กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ์ 

กรุงเทพฯ  
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ค าส าคัญ (keywords) ของโครงการวิจัย 
 

           การถ่ายยีน,    หน้าวัว, องุ่น,  ข้าวโพดข้าวเหนียว, สาหร่าย, ยีนควบคุมสีดอก,   เซลลูเลส,  ชีว
มวล, เห็ด, สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ,  เชื้อแบคทีเรีย, ราเขียว,    สัณฐานวิทยา, ไลเปส,      การแสดงออก
ของยีน,  การแยกและการสกัดไลเปส,  คุณลักษณะของไลเปส,  ไบโอดีเซล,  ไคติเนส, ไบโอเอทานอล, พืช
พลังงาน, พลังงานทดแทน, ยางพารา,  องุ่น,   ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  , ไซลาเนส,  ชีวมวล,   ไซแลน, เฮมิ
เซลลูโลส,   เครื่องหมายโมเลกุล, ความหลากหลายทางพันธุกรรม, กล้วยไม้รองเท้านารี 

cellulases,  cellulosic ethanol,  biomass, lignocellulose, bioactive compounds, 
antifungal, edible mushrooms, purification, phytopathogenic fungi, plant disease control,  
straw mushroom, Valvariella valvacea,  microalgae,  ethanol,  biomass, biofuel,  SNP,  
CAPS, SSR,  SSCP, HRB, xylanase,  xylan, hemicelluloses, cellulosic ethanol,  biomass, 
lignocellulose, Cellulose, Hemicellulose, Cellululolytic-Xylanolytic enzyme, antifreeze 
protein, gene cloning, over expression, antifreeze protein production,  Metharhizium, 
Paphiopedilum sp., Morphology, Genetic diversity, Molecular markers, Cellulose, Cellulosic 
ethanol, Lignocellulosic biomass, Sugar, Ethanol, YAP, 5-(hydroxythyl)-2-furancarbaldehyde; 
5-(hydroxymethyl)-2-furfural; HMF, HMF, Arming yeast . Cell surface display, Lignocellulase, 
DNA Fingerprint  Microsatellite, Genetic diversity, Molecular markers 
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บทน า 
 

ปัจจุบันงานด้านเทคโนโลยีชีวภาพสมัยใหม่มีบทบาทส าคัญต่อการวิจัยและพัฒนาทางด้านการ
ปรับปรุงพันธุ์พืช จุลินทรีย์ และผลิตภัณฑ์ที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตร  เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถลด
ระยะเวลาได้ เร็วกว่าวิธีปกติ (conventional breeding) ดังนั้นจึงมีการน าเอาเทคนิคทางด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพ  เช่น  การจ าแนกชนิดของจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุล ซึ่งให้ผลแม่นย า และเป็น
ที่ยอมรับในระดับสากล  เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม (genetic engineering) เพ่ือการปรับปรุงโครงสร้าง
ภายในเซลล์ให้ ได้จุลินทรีย์ที่มีประโยชน์สายพันธุ์ ใหม่ หรือที่ เรียกว่า เทคโนโลยีดี เ อ็นเอสายผสม 
(recombinant DNA)  นอกจากนี้ เทคโนโลยีโมเลกุลเครื่องหมาย (molecular markers) สามารถเข้ามา
ช่วยในการปรับปรุงพันธุ์พืชซึ่งจะช่วยให้ปรับปรุงพันธุ์ใหม่ได้ตามต้องการของนักปรับปรุงพันธุ์     

การรวบรวม พัฒนาสายพันธุ์  สารส าคัญ และผลิตภัณฑ์ของจุลินทรีย์โดยการน าเทคโนโลยีชีวภาพ 
เข้ามาช่วย เนื่องจากปัจจุบันนี้พืชเป็นโรคซึ่งมีสาเหตุจากการเข้าท าลายโดยเชื้อสาเหตุโรคพืช (ไวรัส, 
แบคทีเรีย และรา) ส่งผลกระทบต่อการเพาะปลูก ตลอดจนเกิดความเสียหายหรือการลดลงของคุณภาพของ
ผลผลิตทางการเกษตร การจัดการและควบคุมปัญหาที่เกิดขึ้นอาศัยการใช้สารเคมีก าจัดศัตรูพืชเป็นหลัก 
(Agrios, 2005)  สาร antifungal เป็นสารที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันตัว ที่ผลิตในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด สามารถ
พบทั้งในพืช สัตว์ และรา ซึ่งมีบทบาทในการป้องกันหรือต่อต้านการเข้าท าลายจากเชื้อราสาเหตุของโรค 
(Ngai and Ng, 2003) ปัจจุบันมีรายงานมากมายถึงการศึกษาเก่ียวกับสาร antifungal ที่ได้มาจากพืช 
ในขณะที่พบรายงานการศึกษาถึงสารเหล่านี้น้อยมากในเห็ด (Wang and Ng, 2004) ดังนั้นการศึกษาและ
ค้นหาสาร antifungal จากเห็ดกินได้ (edible mushrooms) ที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อ
ราสาเหตุโรคพืช เป็นสิ่งที่ควรให้ความสนใจเพ่ือน าสารที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการจัดการเชื้อราสาเหตุของโรค
พืช ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งในการป้องกัน ก าจัดหรือลดความเสียหายของพืชจากการเข้าท าลายของเชื้อรา
สาเหตุโรค อีกทั้งยังลดผลกระทบต่อมนุษย์และสิ่งแวดล้อม เนื่องจากการใช้สารเคมีในการควบคุมเชื้อรา
สาเหตุโรคพืช  นอกจากนี้ ไคติเนสในสิ่งมีชีวิตหลากหลายชนิด ได้แก่ แบคทีเรีย เชื้อรา เห็ด เอคติโนมายซีส 
แมลง พืช และสัตว์ (Tsujibo et. al,1998) ไคติเนสแต่ละชนิดมี catalytic activity แตกต่างกัน ไม่เท่ากัน 
(Wiseman, 1995; มัทนา และคณะ, 2548) ซึ่งถ้าได้ไคติเนสที่ย่อยสลายไคตินในผนังเซลล์ของราได้ดี จะเป็น
ประโยชน์ต่องานทางด้านการป้องกันก าจัดโรคพืช จะช่วยลดการใช้สารเคมีก าจัดโรคพืชลงได้ท าให้สินค้า
เกษตรปลอดภัยต่อผู้บริโภค มีคุณค่าทางโภชนาการสูง และต้นทุนต่ า สามารถแข่งขันได้ในเวทีการค้า
ต่างประเทศ  ลดการพึ่งพาจากต่างประเทศ โครงการนี้จึงมวีัตถุประสงค์เพ่ือศึกษากรรมวิธีการผลิตไคติเน
สจากแบคทีเรีย รา และ Streptomyces spp.  โดยเทคโนโลยีชวีภาพ เพ่ือศึกษาคุณลักษณะของไคติเนสที่
ผลิตโดยแบคทีเรีย รา และ Streptomyces  และเพ่ือศึกษาการใช้ไคติเนสในการก าจัดราโรคพืช  ปัญหาอีก
เรื่องท่ีส าคัญในประเทศไทย คือ ภาวะโลกร้อนได้ส่งผลกระทบอย่างต่อเนื่องในทุกประเทศทั่วโลก มีการ
คาดการณ์ว่า อุณหภูมิโลกที่สูงขึ้นจะเป็นเหตุให้ปริมาณผลผลิตเพื่อการบริโภคโดยรวมลดลง มีผลต่ออายุการ
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เก็บรักษาผลผลิต ท าให้เสื่อมคุณภาพ เสียรสชาติ เน่าเสีย มีโรคและแมลงเข้าท าลายได้ง่าย นอกจากนี้  
ผลิตผลทางการเกษตรหลายชนิด ไม่สามารถเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิต่ าได้  เช่น  มะเขือเทศ   สตอเบอรี่ เป็นต้น 
(Thenmozhi, 2005-2006)  แนวทางแก้ไขอาจจะด าเนินการ โดยการเติมโปรตีนต้านการเกิดผลึกน้ าแข็ง 
(antifreeze protein) ลงไป  ซ่ึงแบคทีเรียที่เก็บไว้ในตู้เย็น -20°ซ เป็นเวลา 1-2 ปี ในสภาพที่มีอาหารน้อย
มากในหลอดทดลอง ยังคงมีชีวิตอยู่ และสามารถเจริญได้ปกติเมื่อน ามาเลี้ยงบนอาหาร จึงเป็นไปได้ที่
แบคทีเรียเหล่านี้ จะสร้างโปรตีนต้านการเกิดผลึกน้ าแข็ง เพ่ือคงความมีชีวิต หากได้ท าการศึกษาวิจัยเรื่องนี้ 
จะเป็นประโยชน์ต่อการยืดอายุการเก็บรักษาผลผลิตทางการเกษตรทั้งในและนอกฤดูปลูก อุตสาหกรรม
อาหาร เทคโนโลยีชีวภาพของประเทศไทยในอนาคตได้    นอกจากนี้ จุลินทรีย์ที่สามารถควบคุมแมลงได้ เช่น
เชื้อ Metarhizium spp. หรือเชื้อราเขียว (green muscardine fungus) เป็นเชื้อที่ท าให้เกิดโรคกับแมลง
หลายชนิด (Tangthirasunun et al., 2010) อีกท้ังเป็นเชื้อที่เพาะเลี้ยงได้ง่ายและพบทั่วไปในดิน จึงได้รับ
ความนิยมน าไปใช้ในควบคุมแมลงแบบชีววิธี (Biological Control) (Zimmermann, 1993) ทั้งนีเ้ชื้อราเขียว
ที่ทางกลุ่มงานปราบศัตรูทางชีวภาพน ามาศึกษาด้วงแรดมะพร้าว  ยังขาดข้อมูลพื้นฐานทางด้านชีวโมกุล  หาก
มีข้อมูลลายพิมพ์ดีเอนเอและล าดับเบส ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ที่ยีนนี้จะมีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพ
ของเชื้อราเขียว  การศึกษาความ แตกต่างของสายพันธ์เชื้อราเขียวโดยวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของล าดับเบส
ของยีนไคติเนสอาจจะน ามาใช้เป็นโมเลกุลเครื่องหมายในหาตรวจสอบสายพันธุ์เชื้อราเขียวที่มีประสิทธิภาพได้ 

พลังงานจัดเป็นปัจจัยส าคัญและมีความจ าเป็นต่อการด ารงชีวิตของมนุษย์  ปัจจุบันมีปริมาณการใช้
พลังงานที่เพ่ิมมากข้ึนตามความต้องการของมนุษย์ ทั้งภาคเกษตรกรรม อุตสาหกรรม และการคมนาคมขนส่ง 
ซึ่งแหล่งพลังงานเหล่านี้ล้วนได้มาจากเชื้อเพลิงปิโตรเลียมซึ่งมีอยู่อย่างจ ากัด หลายประเทศจึงมีความพยายาม
อย่างยิ่งที่จะหาพลังงานทางเลือกอ่ืน ในรูปแบบต่างๆ เช่น ก๊าซธรรมชาติ ไบโอดีเซล พลังงานลม น้ า 
แสงอาทิตย์ เพ่ือที่จะน ามาทดแทนน้ ามันปิโตรเลียม โดยเฉพาะอย่างยิ่งพลังงานจากชีวมวล ซึ่งนับว่าเป็น
ทางเลือกหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจมาก ในส่วนของประเทศไทยสัญญาณที่เห็นได้ชัดเจน คือ บริษัทการ
ปิโตรเลียมแห่งประเทศไทย จ ากัด (มหาชน) (ปตท.) ซึ่งเป็นบริษัทน้ ามันแห่งชาติ ได้ทุ่มเงินไม่น้อยกว่าปีละ 
1,000 ล้านบาท ท าการวิจัยพลังงานทดแทนโดยใช้วัตถุดิบที่ไม่ใช่พืชอาหาร การเพราะไม่ต้องการสร้างปัญหา
การแย่งชิงทรัพยากร ซึ่งจะเกิดปัญหาต่างๆตามมามากมาย โดยเฉพาะจะท าให้เกิดปัญหาขาดแคลนพืชอาหาร 
ส่งผลให้ราคาผันผวนมาก  การวิจัยพลังงานทดแทนโดยใช้วัตถุดิบที่ไม่ใช่พืชอาหาร พบว่าสาหร่ายมีศักยภาพ
สูงกว่า เนื่องจากไม่ใช่พืชอาหาร ตลอดจนกระบวนการผลิตมีความบริสุทธิ์ สามารถย่อยสลายได้  เป็น
เทคโนโลยีที่สะอาดอย่างแท้จริง แต่ปัญหาส าคัญของการผลิตพลังงานทดแทนจากสาหร่ายให้มีคุณภาพดีและ
ปริมาณมาก คือ สายพันธุ์สาหร่ายที่เหมาะสมต่อการผลิต  การเพาะเลี้ยง และปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโต
ของสาหร่าย (Patrick et al., 2015)  ดังนั้นการคัดเลือกสายพันธุ์สาหร่ายให้มีแป้งสูงโดยใช้เทคโนโลยีชีวภาพ
เพ่ือน ามาผลิตเอทานอล  การเก็บเกี่ยว และวิธีการย่อยสลายเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กที่มีแป้งสูงตลอดจน
วิธีการหมักเพ่ือน ามาผลิตเอทานอลและใช้เป็นพลังงานทดแทน  เป็นเทคโนโลยีเบื้องต้นในการผลิตไบโอเอทา
นอลจาสาหร่ายขนาดเล็ก ซึ่งเป็นอีกทางเลือกหนึ่งของพืชพลังงานทดแทนที่เตรียมพร้อมไว้ใช้ในอนาคตต่อไป  
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นอกจากนี้ชีวมวลจากแหล่งต่างๆ สามารถน ามาใช้เป็นวัตถุดิบในกระบวนการผลิตเป็นพลังงานเอทานอล หรือ
ก๊าซชีวภาพ อาทิเช่น วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร และอุตสาหกรรม อาทิเช่น เปลือกหรือแกนสับปะรด ทลาย
ปาล์ม น้ ากากส่าจากโรงงานสุรา เศษไม้ขี้เลื่อยจากโรงงานท าไม้ ของเสียจากโรงงานท ากระดาษ ของเหลือใช้
หลังจากการเก็บเกี่ยว เช่น กากถั่วเหลือง ฟางข้าว ร าข้าว ชานอ้อย ซังและเปลือกข้าวโพด ขี้เลื่อย เป็นต้น ชีว
มวลพืชทางการเกษตรมีองค์ประกอบหลักเป็นเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน โดยเฉพาะเซลลูโลส และเฮ
มิเซลลูโลสเป็นโพลิเซคคาไรด์ที่มีมากในผนังเซลล์ของพืชทุกชนิด การย่อยสลายวัสดุชีวมวลจึงจ าเป็นต้อง
อาศัยเอนไซม์ในการเร่งปฏิกิริยา จุลินทรีย์ที่สร้างเอนไซม์เซลลูเลส เช่น เชื้อรา แอคติโนมัยซีส โปรโตซัว และ
แบคทีเรีย นอกจากนี้มีรายงานการศึกษาแบคทีเรียที่สามารถย่อยสลายองค์ประกอบที่เป็นไซแลน ซึ่งข้อดีของ
การใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารเหล่านี้เมื่อเทียบกับวิธีทางเคมี  คือ การเร่งปฏิกิริยาโดยใช้
เอนไซม์มีความจ าเพาะกับสับสเตรทมากกว่า เอนไซม์ท างานในสภาวะแวดล้อมที่ไม่รุนแรง และไม่มีการ
สูญเสียสับสเตรทในช่วงที่มีการเปลี่ยนแปลงทางเคมี ดังนั้นในด้านอุตสาหกรรมจึงได้มีการน าเอนไซม์เซลลูเลส 
(Cellulase) และไซแลนเนส (Xylanase) มาใช้อย่างกว้างขวาง ในเซลพืชประกอบด้วยเซลลูโลส 40 - 60 
เปอร์เซ็นต์  เฮมิเซลลูโลสหรือไซแลน 30 - 40 เปอร์เซ็นต์ ในการย่อยสลายมวลชีวภาพให้สมบูรณ์จะต้องย่อย
ทั้งสองส่วนคือเซลลูโลสและไซแลนจึงจะสามารถใช้ประโยชน์สูงสุดจากมวลชีวภาพได้ ในการย่อยจะต้องใช้
เอนไซม์ 2 กลุ่มคือ กลุ่มเอนไซม์ย่อยเซลลูโลส ประกอบด้วย เอนไซม์ 3 ชนิด ได้แก่ cellobiohydrolases, 
Endoglucanases และ beta-glucosidases  ส่วนเอนไซม์กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยเอนไซม์ 3 ชนิดได้แก่  
Endo-beta-xylanase, beta-D-xylosidase และ alpha-I-Arabinofuranosidase ซึ่งเอนไซม์แต่ละชนิดจะ
ถูกควบคุมด้วยยีนต่างชนิดกัน ในโครงการนี้จะเน้นการศึกษาเอนไซม์กลุ่มที่ 2 เป็นหลัก เนื่องจากได้
ด าเนินการศึกษาเอนไซม์กลุ่มแรกแล้ว โดยหวังว่าจะสามารถผลิตน้ าตาลจากลิกโนเซลลูโลสได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ คุ้มค่าต่อการลงทุนในการผลิตเอทานอลและการผลิตเอนไซม์ได้ในระดับอุตสาหกรรมได้ในที่สุด  
กระบวนการย่อยสลายวัสดุทางการเกษตรจ าพวก Lignocellulose โดยใช้ Enzyme อุณภูมิสูง และกรด
เข้มข้น สามารถก่อให้เกิดรงควัตถุและสารต่างๆที่ยับยั้งการเจริญเติบโตและขัดขวางกระบวนการหมักเอทา
นอลของยีสต์ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งที่ท าให้ต้นทุนในการผลิต พลังงานชีวมวลจากวัสดุทางการเกษตรเหล่านี้มีมูลค่า
สูง นอกจากนี้กระบวนการก าจัดสารพิษเหล่านี้ทั้งด้วยวิธีทางกายภาพ เคมี เป็นกระบวนการที่มีต้นทุนสูง
เกินไป (Liu and Blaschek 2010) มีความเป็นไปได้ในการดัดแปรพันธุกรรมยีสต์เพ่ือใช้ในการย่อยสลาย 
Cellulose และ Lignocellulose มีรายงานว่า ยีสต์ซึ่งมีการดัดแปลงพ้ืนผิวของเซลล์สามารถเปลี่ยน 
Amorphous cellulose เป็นเอทานอลได้ (F. Yasuya et al. 2013) โปรตีน Esterase ซึ่งเป็น 
carboxylesterase ในแบคทีเรีย Burkholderia gladioli สามารถแสดงออกได้บนผนังเซลล์ยีสต์และ
สามารถท าให้ยีสต์เจริญเติบโตบน Carbon source คือ glycerol triacetate (Triacetin) ได้ (B. Frank et 
al. 2006) นอกจากนี้ยีสต์ที่ดัดแปลงพ้ืนผิวเซลล์ยังสามารถใช้ย่อยแป้งมันสัมปะหลังได้อีกด้วย โดยดัดแปร
พันธุกรรมให้ยีสต์แสดงออกเอนไซม์ amylases cellulasesและ β -glucosidase (Waraporn A. et al. 
2011)การน า Enzyme ซึ่งสามารถย่อย Lignocellulose มาใช้ในการดัดแปลงพ้ืนผิวเซลล์ยีสต์อาจะช่วยให้
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ยีสต์มีความสามารถในการย่อยสลาย วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรซึ่งเป็น Biomass และมีส่วนผสมของ 
Lignocellulose เป็นส่วนใหญ่ได้ซึ่งจะเป็นงานวิจัยในการทดลองนี้ร่วมกับการปรับปรุงพันธุ์ยีสต์ด้วยยีน 
YAP1   นอกจากเรื่องการผลิตไบโอเอทานอลแล้ว  เอนไซม์ที่ช่วยในเรื่องการผลิตไบโอดีเซล ได้แก่ เอนไซม์ไล
เปส ท าให้โมเลกุลไขมันขนาดใหญ่ถูกย่อยเป็นโมเลกุลเล็กลง อย่างเฉพาะเจาะจง และแบบไม่เฉพาะเจาะจง 
อย่างสมบูรณ์ ในระยะเวลาสั้น ไลเปสที่เหมาะสมต่อการใช้เพ่ือผลิตไบโอดีเซล และในอุตสาหกรรมแปรรู ป
ต่างๆ จ าเป็นต้องเร่งศึกษาเพ่ือสนองต่อความต้องการใช้ในปัจจุบันและอนาคต โดยการศึกษากรรมวิธีการผลิต
ไลเปสจากแบคทีเรียและราโดยเทคโนโลยีชีวภาพ และเพ่ือศึกษาการใช้ไลเปสในการผลิตไบโอดีเซล   

การศึกษาและพัฒนาพันธุ์พืชโดยใช้เทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม ในโครงการนี้ได้มีการปรับปรุงหน้าวัวซึ่ง
เป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ในอนาคตหน้าวัวจะมี
ศักยภาพในการพัฒนาไปสู่อุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ เพ่ือสร้างหน้าวัวพันธุ์ใหม่ให้มี
สีสรรโดดเด่น สวยงาม และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิม
ศักยภาพการส่งออกไม้ดอกในอนาคต โดยการใช้ ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  เป็นยีนยีน
หนึ่งที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่
ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลายตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน(ปิยะศักดิ์ 2542, Brugliera 
et al.1999, Eric et al.2001)  การควบคุมการแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) 
ในรูป antiseneเพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัวจึงเป็นสิ่งที่มีความส าคัญและมีความจ าเป็น เพ่ือ
ปรับปรุงพันธุ์หน้าวัว ให้มีสีสรรหลากหลาย ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกใน
อนาคต 

การใช้เทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุลเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืช ได้แก่ ยางพาราซึ่งเป็นพืชเศรษฐกิจ
ส าคัญของประเทศไทย สามารถสร้างรายได้ให้เกษตรกรทั้งในรูปของน้ ายางและไม้ยาง  การปรับปรุงพันธุ์
ยางพาราต้องใช้เวลานาน การน าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการคัดเลือกพันธุ์เป็นการช่วยย่นระยะเวลา
การปรับปรุงพันธุ์ให้สั้นลง โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล SNP ซึ่งสามารถเริ่มต้นพัฒนาจากล าดับเบส EST ของ
ยางพารา ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI  โดยวิธีการตรวจสอบการเกิด SNP สามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการ
หาล าดับเบส นอกจากนี้ การปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลประเมินความ
หลากหลาย ซึ่งข้าวโพดข้าวเหนียว (Zea mays ceratina) จัดเป็นข้าวโพดฝักสดที่ได้รับความนิยมบริโภคใน
หลายประเทศของภาคพ้ืนเอเชีย  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็น
เอของข้าวโพดข้าวเหนียวโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่สามารถระบุความใกล้ชิดทาง
พันธุกรรม ส าหรับใช้ประกอบการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียว และ
สร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของแต่ละพันธุ์ 

การจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ได้แก่ เห็ดเรืองแสง  เป็นเห็ดที่สามารถพบได้ในประเทศไทย แต่ยังมี
การศึกษากันน้อยมาก  เนื่องจากเป็นเห็ดที่ไม่สามารถน ามากินได้และหายาก  มีรายงานการน าสารพิษจาก
เห็ดเรืองแสงมาใช้ควบคุมไส้เดือนฝอยรากปมในมะเขือเทศ (สุรีย์พร และวีระศักดิ์, 2552)   ในทางการแพทย์
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พบว่ามีสาร illudine S และ illudine M  ที่เป็นสารต่อต้านการเกิดมะเร็ง (Van, 2006) ดังนั้นจึงควรมี
การศึกษาถึงความหลากหลายของสายพันธุ์เห็ดเรืองแสงที่พบในประเทศไทย  โดยมีการศึกษาทั้งลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  เนื่องจากลายพิมพ์ดีเอ็นเอเป็นเอกลักษณ์เฉพาะตัว  จึงสามารถใช้จ าแนก
เห็ดเรืองแสงออกจากเห็ดชนิดอ่ืนที่มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาที่คล้ายคลึงกัน นอกจากนี้พืชบางชนิดซึ่ง
ประเทศไทยน าเข้าเป็นมูลค่าถึง 1,242.47 ล้านบาทต่อปี คือองุ่น ได้แก่ พันธุ์ไวน์มาละกาและพันธุ์คาร์ดินัล มี
คุณภาพผลด้อยกว่าองุ่นจากต่างประเทศซึ่งเป็นพันธุ์ที่ได้รับการผสมพันธุ์ขึ้นมาใหม่ เช่น องุ่นไม่มีเมล็ด หรือ
องุ่นมีเมล็ดแต่ผลโต รสชาติหวานกรอบ เป็นต้น เนื่องจากองุ่นไม่ใช่พืชพ้ืนเมืองของไทย มีการน าเข้ามาปลูก
ขยายพันธุ์จากส่วนของล าต้น (Vegetative Propagation) ท าให้ฐานพันธุกรรมขององุ่นเชิงการค้าในประเทศ
ไทยค่อนข้างจ ากัด หรืออาจน าเข้าพันธุ์องุ่นมาปลูกแล้วเรียกชื่อต่างกันไป  ดังนั้นเพ่ือให้มีการผลิตองุ่น
อุตสาหกรรมเป็นไปอย่างมีระบบและอย่างยั่งยืนโครงการนี้ จึงมีวัตถุประสงค์ที่จะจัดท าลายพิมพ์ ดีเอ็นเอ 
ของพันธุ์องุ่นเพ่ือประเมินลักษณะทางพันธุ์กรรมโดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล และจัดท าฐานข้อมูลท าลายพิมพ์ 
ดีเอ็นเอ ของพันธุ์องุ่นเพ่ือการสืบค้น ในการจ าแนกพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์อย่างเป็นระบบ และไม้ดอกอีกหนึ่ง
ชนิดของไทยที่ควรอนุรักษ์ ได้แก่ กล้วยไม้รองเท้านารี ซึ่งมีจ านวนประชากรในธรรมชาติลดลงอย่างรวดเร็ว 
จัดเป็นพืชที่มีสถานภาพที่ใกล้สูญพันธุ์อีกชนิดของโลก ความรู้พ้ืนฐานทางพันธุกรรมและเครื่องหมายโมเลกุล
ในแต่ละสายพันธุ์มีความจ าเป็นมากในการบ่งชี้สายพันธุ์และความหลากหลาย งานวิจัยนี้จึงได้ศึกษาการใช้
เครื่องหมายโมเลกุลและจัดท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ของกล้วยไม้รองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ โดยการประยุกต์ใช้
เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้ากับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี และน าดีเอ็นบาร์โค้ด 
มาศึกษาความสัมพันธ์ของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีในประเทศไทย 

จากข้อมูลดังกล่าวในเรื่องของจุลินทรีย์และพืชที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย ซึ่งการ
รวบรวม การพัฒนาสายพันธุ์  การค้นหาสารส าคัญที่มีประโยชน์ทางการเกษตร  การศึกษาและพัฒนาพันธุ์พืช
โดยใช้เทคโนโลยีพันธุวิศวกรรม   การใช้เทคโนโลยีเครื่องหมายโมเลกุลเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์พืช และการจัด
ท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ปัจจุบันมีเทคนิคทางชีวโมเลกุลใหม่ๆเข้ามาอย่างต่อเนื่อง ท าให้การศึกษาและค้นคว้าได้
ง่าย เร็วขึ้น  ชื่อถือได้  และสามารถปรับปรุงให้ได้ผลิตภัณฑ์ใหม่ๆที่เป็นประโยชน์ทางการเกษตรต่อไปใน
อนาคต 
 
วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย  

1. เพ่ือรวบรวม  พัฒนา และค้นหาสารส าคัญของจุลินทรีย์เพื่อไปใช้ประโยชน์ทางการเกษตร    
ได้แก่  แบคทีเรีย รา ยีสต์ และสาหร่ายขนาดเล็ก นอกจากนี้ค้นหาสารยับยั้งการเจริญเติบโตของ
จุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช และจุลินทรีย์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อพืช 

2.  เพ่ือผลิตและทดสอบเอนไซม์ที่ใช้ในขบวนการผลิตเอทานอล และไบโอดีเซล    
3.   เพ่ือการถ่ายยีนและการแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป 

antisense เพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัว 
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4.   เพ่ือค้นหาต าแหน่งการเกิดเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ในจีโนมยางพารา โดยการหาล าดับของสาร
พันธุกรรม  เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ในยางพาราจากต าแหน่งการเกิด SNP ที่มีจุตัด
ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะโดยใช้เทคนิค CAPS  เพ่ือพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ในยางพารา
จากต าแหน่งการเกิด SNP ที่ไม่มีจุดตัดของเอนไซม์ตัดจ าเพาะโดยใช้เทคนิค SSCP และ HRM  
และเพ่ือระบุต าแหน่งของเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP บนโครโมโซมยางพารา  และเพ่ือให้ได้
ข้อมูลที่สามารถระบุความใกล้ชิดทางพันธุกรรม ส าหรับใช้ประกอบการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่
เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียว และสร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของแต่ละ
พันธุ์ 

5.  เพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและความสัมพันธ์ที่ได้จากการท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอเห็ด 
องุ่น  และกล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย               
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บทคัดย่อ 
 

 การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช จุลินทรีย์  และผลิตภัณฑ์ เป็นโครงการที่เริ่มด าเนินการ
ตั้งแต่ ปี 2554-2558  โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือ รวบรวม  พัฒนา และค้นหาสารส าคัญของจุลินทรีย์เพ่ือไปใช้
ประโยชน์ทางการเกษตร  ได้แก่  แบคทีเรีย รา ยีสต์ และสาหร่ายขนาดเล็ก นอกจากนี้ค้นหาสารยับยั้งการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย์สาเหตุโรคพืช และจุลินทรีย์ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตต่อพืช  เพ่ือการถ่ายยีนและ
การแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป antisense เพ่ือสร้างความหลากหลาย
ของสีดอกหน้าวัว  เพ่ือค้นหาต าแหน่งการเกิดเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ในจีโนมยางพารา และใช้เครื่องหมาย
โมเลกุลเพ่ือให้ได้ข้อมูลที่สามารถระบุความใกล้ชิดทางพันธุกรรม ส าหรับใช้ประกอบการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่
เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียว  และเพ่ือศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธ์ที่ได้จากการท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอเห็ด องุ่น  และกล้วยไม้รองเท้านารีในประเทศไทย  ซึ่งเป็น
จุลินทรีย์และพืชที่น ามาศึกษาที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย  วิธีการศึกษาโดยใช้
เทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วยปรับปรุงและพัฒนาให้ได้สายพันธุ์ใหม่ ซึ่งเทคนิคทางชีวโมเลกุลที่น ามาใช้ได้แก่  
การจ าแนกชนิดของเชื้อจุลินทรีย์ ได้แก่ แบคทีเรีย  เชื้อรา และสาหร่ายขนาดเล็ก โดยวิเคราะห์ความแตกต่าง
ทางพันธุกรรมในส่วนของ rDNA sequence   การโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์เซลลูโลส  ไซแลน  ไลเปส  
waxy gene เข้าสู่เวคเตอร์ และศึกษาการแสดงออกของยีนที่ถ่ายเข้าสู่แบคทีเรีย  ยีสต์  สาหร่าย และ ยีน 
dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป antisense ในดอกหน้าวัว  นอกจากนี้การปรับปรุงพันธุ์
ยางพาราโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP  และการประเมินลักษณะทางพันธุกรรมข้าวโพด  องุ่นและกล้วยไม้
รองเท้านารี โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR หรือ Microsatellite และจัดกลุ่มเพ่ือแยกความแตกต่างของแต่
ละสายพันธุ์ เพ่ือน าไปใช้ปรับปรุงพันธุ์ต่อไป ซึ่งผลการทดลอง พบว่า  สามารถโคลนยีนที่เกี่ยวข้องกับการย่อย
สลายชีวมวลจ านวน 3 ยีนได้แก่ endo glucanase,  cellobiohydrolase  และ beta-D- glucosidase ใส่
ในเวคเตอร์ pPICZA  pPICZB  และ pPICZC  ซึ่งเป็นเวคเตอร์ที่มีคุณสมบัติ เหมาะสมในการถ่ายลงเซลล์
แบคทีเรียได้แก่ E .coli และยีสต์ Pichia pastoris น ายีสต์ที่มียีนนั้นไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหาร YPD + 
Zeocin และเลี้ยงกระตุ้นการแสดงออกของยีนในอาหาร MGYH และกระตุ้นโดยการเติมเมทานอล พบว่ายีสต์
ที่ได้สามารถผลิตโปรตีนได้มีขนาด 45 , 25 และ 15 กิโลดาลตันตามล าดับ  สามารถถ่ายฝากยีนไลเปส 4 ยีน 
ได้แก่ lip ของ P. aeruginosa, lip A ของ S. marcescens, lip A  ของ B. subtilis และ alkaline lip ของ 
B. cepacia เข้าใน pET TOPO เวคเตอร์ และเหนี่ยวน าให้มีการแสดงออกของยีนใน BL21 ได้ไลเปสของ B. 
subtilis มีประสิทธิภาพในการย่อยน้ ามันปาล์มอย่างสมบูรณ์  น้ ามันที่ได้ใสสะอาด  เมื่อน าไปผลิตไบโอดีเซล  
ได้ไบโอดีเซล B100   สามารถโคลนยีนและถ่ายฝากยีนไคติเนสของแบคทีเรียเข้าใน pET 100/D-TOPO 
vector ได้ 6 ยีน และโคลนยีนราได้ 1 ยีน และพบว่ามีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของราโรคพืช 3 
เชื้อ ได้แก่   Botryodiplodia theobromae,  Pyricularia  oryzae  และ Fusarium  oxysporum  และ
สามารถยับยั้งการงอกของสปอร์ราโรคพืชได้อย่างสมบูรณ์  การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเห็ด 6 ชนิด 10 
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ตัวอย่าง ทดสอบด้วยวิธี Dual cultures พบว่าเห็ดแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญของเชื้อรา
โรคพืชในแต่ละชนิดที่แตกต่างกัน  นอกจากนี้ จ าแนกชนิดสาหร่ายขนาดเล็กโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลใน
ส่วนของ rDNA โดยใช้ไพรเมอร์ 11 คู่ พบว่า สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) มีการเจริญเติบโต
ได้รวดเร็วที่สุด ที่ pH 7-8  สามารถขยายและเลี้ยงในสภาพกลางแจ้งได้ในอ่างพลาสติกขนาด 600 ลิตร เก็บ
เกี่ยวเซลล์ได้ในวันที่ 4-8  ได้น้ าหนักเฉลี่ย 1.65 กก.น้ าหนักแห้ง/ลบ.ม. และสามารถคัดเลือกสาหร่ายขนาด
เล็กที่มีปริมาณแป้งสูงจากการโคลนยีน waxy (Wx gene) เข้าสู่ pChlamy_3 vector และถ่ายยีนเข้าสู่เซลล์
สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii ได้จึงเป็นชนิดที่เหมาะสมในการคัดเลือกไปเพ่ิมปริมาณและศึกษา
เทคโนโลยีการผลิตเป็นไบโอเอทานอลต่อไป  สามารถรวบรวมและคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพใน
การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและไซลาเนส บนอาหาร screening medium ซึ่งมี CMC-Na และ Xylan เป็น
องค์ประกอบ จ านวนทั้งสิ้น 488 ไอโซเลท เชื้อแบคทีเรียที่สามารถย่อยเซลลูโลสได้ดี คือ ไอโซเลท AC-10 ให้
ค่า reducing sugar สูงที่สุด เท่ากับ 1,350 ug/ml ส่วนเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเฮมิ
เซลลูโลสได้ดี คือ ไอโซเลท PV4-15x ให้ค่า reducing sugar สูงที่สุด เท่ากับ 3,360 ug/ml จ าแนกชนิด
แบคทีเรียโดยวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces sp.  และ Bacillus 
amyloliquefaciens  การโคลนยีนไซลาเนส (endo-1,4-beta-xylanase gene) ท าการเชื่อมต่อชิ้นยีนไซ
ลาเนสเข้ากับ Expression Vector (aLICator LIC Cloning and Expression system) แล้วถ่ายฝากพ
ลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของยีนไซลาเนส เข้าสู่เซลล์ E. coli สายพันธุ์ BL21 (DE3) พบว่า รีคอมบิแนนท์
เอนไซม์มีกิจกรรมที่ดีเมื่อเทียบกับชุดควบคุม E. coli BL21 (DE3) ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน  ส าหรับการศึกษา
เอนไซม์เซลลูเลส ได้เก็บรวบรวมเชื้อราทั้งหมด 32 สายพันธุ์น ามาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเฮมิ
เซลลูเลส พบว่ามี 10 สายพันธุ์ที่สามารถย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้ดีบนอาหารทั้ง 4 ชนิดได้แก่ CMC เปลือก
ข้าวโพด เปลือกมัน และอากาเว่ ด้านการโคลนยีน เมื่อมีการเลี้ยง E. coli BL21 (DES 3) ที่พลาสมิดสายผสม 
pET160/GW/D-TOPO  มียีน B-D – xylosidase ได้แก่ XldC1, Xld2C1 และXldC4ที่กระตุ้นให้มีการ
แสดงออกของโปรตีนที่ 4 ชั่วโมงในอาหารเลี้ยงเชื้อ แบบเติมและแบบไม่เติม IPTG พบว่า มีการย่อยบนอาหาร
ไซเลน ข้าวโพดและอากาเว่ได้ดี ในขณะที่มีการย่อยได้น้อยมากบนอาหารที่ผสมเปลือกมัน และไม่เกิดการย่อย
บนอาหาร CMC เลย ซึ่งผลจากการเลี้ยงเชื้อ แบบเติมและแบบไม่เติม IPTG พบว่า ให้ผลการย่อยเคลียร์โซน
บนอาหารที่มีส่วนผสมของไซเลน อากาเว่และข้าวโพดที่ไม่แตกต่างกัน  ในเรื่องของกระบวนการหมักไบโอเอ
ทานอล สามารคัดเลือกยีสต์ที่ได้รับการถ่ายยีน yap1 ซึ่งเป็นยีนที่มีส่วนส าคัญในการก าจัดสารพิษของยีสต์เข้า
สู่จีโนมของยีสต์และได้ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมที่มีอัตตราการเจริญเติบโตสูงและเร็วกว่ายีสต์ WT นอกจากนี้
ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้สามารถทนทานต่อสารปฏิชีวนะ Cycloheximide และทนทานต่อสารมีพิษ HMF 
และสร้างชุดการสังเคราะห์ Over expression vector ส าหรับ Cellulase Enzymes พร้อมใช้เพ่ือถ่ายเข้าสู่
ยีสต์ในการน าไปใช้ย่อยสลายวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรได้ นอกจากนี้ได้คัดเลือกและเก็บรักษาแบคทีเรียทน
เย็นได้ 5 สกุล สามารถโคลนยีนแบคทีเรียได้ 3 ยีน คือ Neub family protein with antifreeze-like 
domains จาก  Bacillus cereus  ขนาด 984 nucleotides และ antifreeze glycopeptide AFGP 

file:///D:/โครงการ/เรื่องเต็มสิ้นสุดทั้งหมดโครงการปี%2054-58/seq/PV4-15.htm%23alnHdr_596371574
file:///D:/โครงการ/เรื่องเต็มสิ้นสุดทั้งหมดโครงการปี%2054-58/seq/PV4-15.htm%23alnHdr_596371574
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related protein จาก Xanthomonas campestris pv. Campestris ขนาด 1887 nucleotides และ 
afpIII จากปลาน้ าลึก  Macrozoarces americanus clone15typeIII 1 ยีน ขนาด 267 nucleotides และ 
X. campestris ขนาด  8, 30.4 และ 58.3 KDa ตามล าดับ โปรตีนต้านการเกิดผลึกน้ าแข็งที่ผลิตได้จากการ
ทดลองนี้ สามารถลดความเสียหายเนื่องจากการแช่แข็งได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ    ส าหรับเชื้อราเขียวที่
ป้องกันแมลง สามารถจ าแนกเชื้อราเขียวที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีทั้งหมด 14 ตัวอย่าง  ซึ่งจากการจ าแนก
เบื้องต้นพบว่าเป็น Metarhizium anisopliae 11 ตัวอย่าง M. flavoride 1 ตัวอย่าง  และ Metarhizium 
spp. 2 ตัวอย่าง   สามารถจ าแนกและวิเคราะห์ข้อมูลเห็ดเรืองแสงโดยวิธีหาล าดับเบสบริเวณ ITS  ของเห็ด
เรืองแสง 4 ชนิด พบว่าเป็นชนิด Mycena  chlorophos  และ Neonothopanus nimbi  อีก 2 ชนิด
สามารถจ าแนกได้เพียง genus คือ  Favolaschia spp. และ   Mycena spp.   สามารถน าไปถ่ายฝากสู่
หน้าวัวพันธุ์โซเนตและพันธุ์ราปิโด จากการคัดเลือกต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารที่เติม hygromycin 
และน าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบว่าการถ่ายฝากยีน DFRAS เข้าสู่หน้าวัว
ประสบผลส าเร็จ  ได้ท าการค้นหาต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีนในยางพารา 12 พันธุ์ 
เพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน 9 ยีน น าไปวิเคราะห์ล าดับเบส พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเบสแบบสนิปรวม 90 
ต าแหน่ง สามารถวิเคราะห์การจัดกลุ่มความเชื่อมโยงได้ทั้งหมด  18 กลุ่ม ซึ่งตรงกับจ านวนชุดจีโนมของ
ยางพารา การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปที่พบจัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับ
การปรับปรุงพันธุ์ยางพารา และน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือระบุความเป็นเอกลักษณะของยางพาราแต่
ละพันธุ์ได้ การใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับ  
ดีเอ็นเอของข้าวโพดข้าวเหนียว 186 สายพันธุ์ ท าให้การจัดแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้เป็น 5 กลุ่ม 
ความแตกต่างทางพันธุกรรมของข้าวโพดด้วยผลของการใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR จึงเป็นประโยชน์ส าหรับ
การปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด และเป็นเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์ข้าวโพด 
ท าประเมินลักษณะพันธุกรรมขององุ่น 63 พันธุ์ การท าลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยเครื่องหมายโมเลกุลชนิด 
Microsatellite primer 28 คู ่พบว่าสามารถแบ่งพันธุ์องุ่นออกเป็น  2 กลุ่มที่แตกต่างกันอย่างชัดเจนคือ กลุ่ม 
A เป็นองุ่นรับปะทานสดทั้งหมด กลุ่ม  B เป็นองุ่นท าไวน์และองุ่นป่ารวมถึงองุ่นรับประมานสดอีก 6 พันธุ์ 
นอกจากนั้น การศึกษาครั้งนี้ได้มีการเขียนโปรแกรมจัดท าฐานข้อมูลพันธุ์ดีเอ็นเอของพันธุ์องุ่นขึ้น เครื่องมือที่
ใช้ในการพัฒนาระบบหรือเขียนโปรแกรมใช้ Miorosulf Visual Studio 2005 และโปรแกรมฐานข้อมูล MS-
SQL Serer Express ASP.Net 2.0 ติดตั้งบน Internet ค าน า Insormation Serviec ภาษาที่ใช้ในโปรแกรม
นี้ คือ  ASP.Net 2.0  ส่วนกล้วยไม้รองเท้านารีที่เก็บรวบรวมไว้ โดยการประยุกต์ใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR 
ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้ากับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี เพ่ือลดค่าใช้จ่าย ศึกษาไพรเมอร์ทั้งหมดจ านวน 
101 คู่สาย กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ พบว่ามี 61 คู่สายไพรเมอร์ ที่สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้ แบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ได้เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารี
ขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารีเกรยี่ และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มที่ 2 ได้แก่ รองเท้านารี
เหลืองกระบี ่และไม้ป่าเกาะพนัก  นอกจากนี้ได้มีการท าฐานข้อมูลของกล้วยไม้รองเท้านารี จัดเก็บในรูปแบบ
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สื่ออิเลคทรอนิคส์ออนไลน์เพ่ือให้ง่ายต่อการใช้งานของบุคคลทั่วไป และมีการออกแบบไว้เพ่ือให้ผู้น าไปใช้
ส า ม า ร ถป รั บ ป รุ ง ข้ อ มู ล ใ ห้ เ ป็ นปั จ จุ บั น ไ ด้ อ ย่ า ง ง่ า ย  โ ด ย มี ก า ร เ ปิ ด ให้ ท ดล อ ง ใ ช้ ผ่ า นท า ง  
http://www.plc.rmutl.ac.th/Database/result.php 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



กิจกรรมที่ 2 วิจัยชีวโมเลกุล(Molecular Biology)ในการปรับปรุงพันธุ์ 
 
การทดลองที่ 2.1   การควบคุมการแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ใน  

รูปantisene เพื่อสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัว 
Gene Regulation of Dihydroflavonol  4-reductase (DFR) Antisene on 
Flower color control in Anthurium. 

 
ชื่อผู้วิจัย 
หัวหน้าการทดลอง: กุหลาบ คงทอง  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
 ผู้ร่วมงาน: ประสาน  สืบสุข  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 กัลยา เกาะกากลาง ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
 จีราพร แก่นทรัพย์  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 

 
ค าส าคัญ (keywords) 
 ดอกหน้วัว  ยีน   dihydroflavonol 4-reductase   gene 
 
บทคัดย่อ  (Abstracts) 
 
 ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสีในวัฎจักรการ
สังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้หลากหลาย
ตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน ในงานวิจัยนี้ได้ท าการสร้างชุดยีน pMDC32-DFRAS จากยีน
DFR ทีโ่คลนไดจ้าก cDNAของดอกหน้าวัวให้อยู่ในรูปควบคุมการแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ (DFRAS)  
โดยการน ายีน DFR ที่โคลนได้เข้าสู่ระบบการตัดต่อยีนแบบ Gateway โดยใช้เวคเตอร์ pDONR 221 เป็น
ตัวรับยีนและย้ายยีนต่อไปยัง ไบนารีเวกเตอร์ pMDC32 และสามารถน าไบนารีเวกเตอร์ที่มียีน DFR เข้าสู่ 
Agrobacterium  tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ท าให้ได้ชุดยีน pMDC32-DFRAS ที่อยู่ ใน 
Agrobacterium  tumefaciens ที่สามารถน าไปถ่ายฝากสู่หน้าวัวพันธุ์โซเนตและพันธุ์ราปิโด จากการ
คัดเลือกต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารที่เติม hygromycin และน าไปตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบว่าการถ่ายฝากยีน DFRAS เข้าสู่หน้าวัวประสบผลส าเร็จ ต้นที่ได้รับการถ่าย
ยีน DFRAS จะปรากฎแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ด้วยเทคนิค PCR ส่วนต้นที่ไม่ได้รับการถ่ายฝากจะไม่
ปรากฎแถบดีเอ็นเอ ซึ่งต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนนี้สามารถน าออกปลูกเพ่ือตรวจสอบผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงสีของดอกหน้าวัวในโอกาสต่อไป  
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 dihydroflavonol 4-reductase (DFR) gene is involved in flavonoid pathway leading 
to the production of the orange , red , blue or purple-colored anthocyanins. In this 
study, antisense DFR (DFRAS.) was cloned from Anthurium into binary vector, pMDC32, 
generating pMDC32- DFRAS. The pMDC32- DFRAS. was introduced into the 
Agrobacterium tumefaciens strain EHA105. Anthurium spp. cv. Sonate and cv. Rahpido 
transformation were performed using the A. tumefaciens. The transformed Anthurium 
spp. were selected on media containing hygromycin. The transgenic Anthurium plants 
were subjected to PCR analysis using specific primers. The results showed that the 
transformation of DFRAS into Anthurium spp was successful 
 
บทน า (Introduction) 
 

ในแต่ละปีประเทศไทยได้ผลิตไม้ดอกส าหรับใช้ทั้งภายในประเทศ และส่งออก  แม้การผลิตเพ่ือ
ป้อนตลาดภายในประเทศจะมีอยู่มาก แต่การผลิตเพ่ือส่งออกให้มูลค่าที่สูงกว่า ท ารายได้เข้าประเทศเป็น
จ านวนมาก และมีแนวโน้มจะขยายตัวเพ่ิมข้ึน  เนื่องจากตลาดไม้ดอกเป็นตลาดที่มีผู้ค้าจ านวนมาก มีการ
แข่งขันสูง  ดังนั้นการพัฒนาศักยภาพเพ่ือการผลิตไม้ดอกเพ่ือส่งออกเป็นความจ าเป็นที่ผู้ผลิตต้องเอาใจใส่ 
และตอบสนองความต้องการของลูกค้าในทุกรูปแบบ ปัจจุบันลูกค้าให้ความส าคัญกับสีสันของดอกไม้เป็น
อันดับแรก ผู้ผลิตจึงต้องสร้างความแปลกใหม่ในตัวสินค้า เพ่ือรักษาและเพ่ิมส่วนแบ่งการตลาดให้ได้มาก
ที่สุด ซึ่งวิธีสร้างความหลากหลายด้านสีดอกเป็นแนวทางหนึ่งที่สามารถตอบสนองความต้องการของ
ผู้บริโภคได้  เป็นการเพ่ิมศักยภาพการผลิต และการส่งออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

ในฐานะที่ประเทศไทยเป็นผู้ผลิตและส่งออกไม้ดอกท่ีมีความส าคัญทางเศรษฐกิจหลากหลายชนิด 
การเร่งรัดศึกษาพัฒนาเทคนิคและวิธีการเพ่ิมความหลากหลายของดอกโดยเฉพาะเรื่องสี ด้วยการ
ปรับปรุงพันธุ์โดยอาศัยความก้าวหน้าทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพเข้ามาช่วย  เป็นปัจจัยส าคัญในการเพ่ิม
ศักยภาพให้กับไม้ดอกส่งออก ในธรรมชาติไม้ดอกบางชนิดจะมีโทนสีจ ากัด ไม่สามารถผสมพันธุ์ให้เกิด
สีสรรที่นอกเหนือจากโทนสีเดิมที่มีอยู่ได้ แต่การน าเอาเทคโนโลยีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อมาประยุกต์
ร่วมกับเทคนิคการถ่ายยีนสู่พืช โดยถ่ายยีนควบคุมการเกิดสีจากไม้ดอกชนิดหนึ่งไปสู่ไม้ดอกอีกชนิดหนึ่ง
จึงเป็นการพัฒนาให้เกิดความแปลกใหม่ด้านสีของดอกไม้  

หน้าวัวเป็นไม้ดอกชนิดหนึ่งที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจ ได้รับความนิยมเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ประเทศ
ไทยมีสภาพแวดล้อมที่เหมาะสมในการผลิตดอกหน้าวัว ปัจจุบันมีพ้ืนที่การปลูกประมาณ  120 ไร่ 
กระจายไปทั่วประเทศ ได้แก่ กรุงเทพฯ  นนทบุรี  ปทุมธานี เลย กระบี่ ภูเก็ต  ล าปาง เชียงใหม่ เชียงราย  
มีผลผลิตทั่วประเทศ ประมาณ  4,800,000 ดอกต่อปี และเพ่ิมปริมาณขึ้นทุกปี แต่ประเทศไทยมี
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เทคโนโลยีการขยายพันธุ์หน้าวัวต่ า  จึงมีการสั่งต้นพันธุ์หน้าวัวเข้ามาจากต่างประเทศ โดยเฉพาะประเทศ
เนเธอร์แลนด์ เมื่อปี 2544 สั่งเข้ามา  ประมาณ 140,000  ต้น 

ในอนาคตหน้าวัวจะมีศักยภาพในการพัฒนาไปสู่อุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกต่างประเทศ 
ปัจจุบันภาคธุรกิจให้ความส าคัญกับการผลิตหน้าวัว ซึ่งได้พัฒนาสายพันธุ์ใหม่ๆเพ่ือตอบสนองความ
ต้องการของลูกค้าที่ต้องการความแปลกใหม่ของสีดอกอยู่ตลอดเวลา แนวทางการสร้างหน้าวัวสายพันธุ์
ใหม่ให้มีดอกสีสรรโดดเด่น แปลกใหม่ สวยงาม มีความหลากหลายของสีดอก และมีโทนสีที่ไม่เคยปรากฏ
ในธรรมชาตินั้น สามารถกระท าได้โดยใช้เทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรม ซึ่งเป็นวิธีการปรับปรุงพันธุ์พืช
สมัยใหม่ ที่สามารถน ายีนควบคุมการเกิดสีดอกจากไม้ดอกชนิดอ่ืนที่มีโทนสีตามต้องการ ส่งถ่ายเข้าไปสู่
หน้าวัว หรือยับยั้งการแสดงออกของยีนที่มีอยู่แล้ว เพ่ือสร้างหน้าวัวพันธุ์ใหม่ให้มีสีสรรโดดเด่น สวยงาม 
และเกิดความแปลกใหม่ของโทนสีที่ไม่เคยมีอยู่ในธรรมชาติ ซึ่งจะน าไปสู่การเพ่ิมศักยภาพการส่งออกไม้
ดอกในอนาคต ยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  เป็นยีนยีนหนึ่งที่เก่ียวข้องกับการเกิดสีในวัฎ
จักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ซึ่งจัดเป็นฟลาโวนอยชนิดหนึ่งที่ประกอบเป็นสีของดอกไม้
หลากหลายตั้งแต่สีส้ม สีแดงจนถึงสีม่วง และสีน้ าเงิน(ปิยะศักดิ์ 2542, Brugliera et al.1999, Eric et 
al.2001) 

ดังนั้นการการควบคุมการแสดงออกของยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR) ในรูป 
antiseneเพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอกหน้าวัวจึงเป็นสิ่งที่มีความส าคัญและมีความจ าเป็น เพ่ือ
ปรับปรุงพันธุ์หน้าวัว ให้มีสีสรรหลากหลาย ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาอุตสาหกรรมไม้ดอกเพ่ือการส่งออกใน
อนาคต 
 

ระเบียบวิธีการวิจัย  (Research Methodology) 

อุปกรณ์ 
1. หน้าวัวพันธุ์ราปิโด้ และพันธุ์โซเนต (ดอกชมพู) 
2. QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 
3. QIAprep Spin Miniprep Kit  (QIAGEN) 

4. BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Appliedbiosystems) 
5. สารปฏิชีวนะ เช่น ampicillin  cefotaxime  hygromycin 
6. อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
7. เชื้อแบคทีเรีย Escherichia coli สายพันธุ์ JM109 
8. เวคเตอร์ pDONR 221 (invitrogen) 
9. pMDC32 binary vector 
10. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอนความเร็วสูงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (SORVALL RC28C) 
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11. เครื่องมือวัดค่าการดูดกลืนแสง (O.D.) เครื่อง spectrophotometer 
12. ชุดถ่ายภาพเจลและประมวลผล  Gel documentation (BIORAD) 
13. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
14. เครื่องวิเคราะห์ล าดับการเรียงตัวของสารพันธุกรรม (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer) 
15. เครื่องมือส าหรับงานถ่ายยีน BTX Electroporation System รุ่น ELECTRO CELL 

MANIPULATOR 600   ,Electroporation  cuvette ขนาด 0.2 มิลลิลิตร 
16. เครื่องมือ และสารเคมีอ่ืน ๆ ส าหรับงานชีวโมเลกุล 
 

วิธีการทดลอง 
การสร้างชุดยีน DFR .ในรูป antisence (pMDC32-DFRAS).   
  
 โดยการน ายีน DFR ที่โคลนโดย กุหลาบและคณะ (2553) มาสร้างชุดยีน มีข้ันตอนดังนี้ 

 
1. น ายีน DFRAS เข้าสู่ Plant Expression Vector โดยใช้เทคโนโลยี Gateway 

เทคโนโลยี Gateway ที่ใช้ในการโคลนยีน เป็นการเคลื่อนย้ายชิ้นส่วนของยีนจากเวคเตอร์
หนึ่ง ไปสู่อีกเวคเตอร์หนึ่ง โดยการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของยีนซึ่งกันและกัน ซึ่งไม่ต้องใช้เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ ขั้นตอนการด าเนินงานประกอบด้วย 2 ขั้นตอน ดังนี้ 

1.1 การน ายีน DFR เข้าสู่ Entry Clones  
1.1.1 น ายีน DFR ที่อยู่ในเวคเตอร์ pGEM T easy และได้ตรวจสอบความถูกต้องแล้ว 

(ภาพที่1) มาเตรียมให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสมกับเทคโนโลยี Gateway โดยการเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน 
DFRด้วยเทคนิคพีซีอาร์ ที่ก าหนดให้มีการเติมล าดับเบสของไพรเมอร์ด้านปลาย5’ให้มีล าดับที่เหมาะสม
ส าหรับการเคลื่อนย้ายชิ้นยีนซึ่งกันและกัน เรียกว่า attB-PCR product โดยออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน
DFRASโ ด ย ที่ ด้ า น Forward เ ติ ม ล า ดั บ เ บ ส ที่ ป ล า ย ด้ า น  5 ’ด้ ว ย
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT ส่วนไพรเมอร์ Reverse ให้เติมล าดับเบสที่ปลายด้าน 5’ 
ด้วย GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 

1.1.2 เพ่ิมปริมาณยีน DFR ด้วยเทคนิคพีซีอาร์โดยใช้ Pfu DNA polymerase (RBC 
Bioscience) โดยเตรียมปฏิกิริยาของพีซีอาร์บนน้ าแข็งที่ประกอบด้วย 10X Reaction Buffer 5 
ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.5 ไมโครลิตร, 50 mM MgCl2 0.6 ไมโครลิตร, 5 uM Forward Primer 2 
ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer 2 ไมโครลิตร, Plasmid pGEM easy- DFR 1 ไมโครลิตร, 5 U/ul 
RBC Pfu DNA Polymerase 0.5 ไมโครลิตร,น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 38.4 ไมโครลิตร รวมปริมาตร 50 
ไมโครลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่องเพ่ิม
ปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 
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  94 oC  1 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  68 oC  2 นาที  
  68 oC 7 นาที 1 รอบ 
 
จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้ว

ย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ 

 
1.1.3 การเตรียมชิ้น attB-PCR product ให้บริสุทธิ์ 

น าชิ้นยีน attB-PCR product ปริมาตร 25 ไมโครลิตร มาท าให้บริสุทธิ์ โดยเติม
สารละลาย 1X TBE, pH8.0 ปริมาตร 75 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วเติมสารละลาย 30% 
PEG8000/30 mM MgCl2 ผสมสารละลายให้เข้ากัน แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที 
เวลา 15 นาที จากนั้นดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง และละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยสารละลาย 1X TBE, pH 
8.0 ปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยให้ดีเอ็นเอมีความเข้มข้นมากกว่า 10 ng/ul ตรวจสอบผลโดยใช้ 1.5 % 
Agarose gel electrophoresis น าสารละลายดีเอ็นเอ attB-PCR product ไปใช้งานในชั้นตอนต่อไป 

 
1.1.4 การน ายีน DFRAS attB-PCR product เข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 221  

น าสารละลายดีเอ็นเอที่มียีน DFR attB-PCR product ปริมาตร 7 ไมโครลิตร ดูดใส่
ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมเวคเตอร์ pDONR (150 ng/ul) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติม BP 
Clonase II enzyme mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน โดยการ vortex นาน 2 
วินาที  แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 25 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติม Proteinase K solution ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 oC นาน 10 นาที ได้สารละลายดีเอ็นเอ ส าหรับใช้งานในชั้นตอนต่อไป 

 
1.1.5 การน าเวคเตอร์เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย 

การน ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย One 
Shot Mach1 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) โดยดูดสารละลายในข้อ 1.1.4 ปริมาตร 
2 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร ที่มี Competent Cell 50 ไมโครลิตร น าไปแช่ในน้ าแข็งนาน 
30 นาที จากนั้นน าเซลล์ไป Heat-shock โดยการน าไปแช่น้ าที่อุณหภูมิ 42 oC นาน 30 วินาที แล้วรีบ
น าไปแช่ในน้ าแข็งทันที นาน 2 นาที เติม S.O.C. medium ปริมาตร 250 ไมโครลิตร ปิดฝ่าหลอด และ
น าไปบ่มในตู้เลี้ยงเชื้อที่เขย่าด้วยความเร็ว 225 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง น าเชื้อ
ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ไป spread บนอาหารแข็ง LB ที่เติม 50 ug/ml kanamycin และน าไปเลี้ยงที่
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อุณภูมิ 37 oC เป็นเวลา 16 ชั่วโมง น าโคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมาย
ด้วยวิธี Single colony PCR และเลี้ยงเชื้อโคลนที่มียีนเป้าหมาย น าไปสกัดพลาสมิด ท าให้ได้พลาสมิด
สายผสมที่มียีน DFR เชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 เพ่ือใช้ในขั้นตอนต่อไป 

 
1.2 การส่งถ่ายยีน DFRAS ทีเ่ชื่อมต่อ pDONR 221 เข้าสู่ Plant Expression Vector 

การน ายีน DFR ทีเ่ชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 เข้าสู่ Plant Expression Vector 
หรือ Binary vector (เวคเตอร์ pMDC32) โดยท าปฏิกิริยาในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลตร ที่ประกอบด้วย 
ยีน DFRAS ทีเ่ชื่อมต่อกับเวคเตอร์ pDONR 221 (10 fmoles) จากข้อ 1.1.5 ปริมาตร 7 ไมโครลิตร และ
เติมเวคเตอร์ pMDC32 (20 fmoles) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วเติม LR Clonase II 
Plus enzyme mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เข้ากัน น าหลอดไปบ่มที่อุณหภูมิ 25 oC 
นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นเติม Proteinase K solution ปริมาตร 1 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 oC 
นาน 10 นาที   

การน ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่นในเวคเตอร์ pMDC32 เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย One 
Shot Mach1 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) โดยปฏิบัติเช่นเดียวกันข้อ 1.1.5 น า
โคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจหาชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมายด้วยวิธี Single colony PCR และ
เลี้ยงเชื้อโคลนที่มียีนเป้าหมาย น าไปสกัดพลาสมิด ท าให้ได้พลาสมิดสายผสมที่มียีน DFRAS เชื่อมต่อกับ
เวคเตอร์ pMDC32 เพ่ือน าเข้าสู่ Agrobacterium  tumefaciens ต่อไป 

 
 
 

 
 

ภาพที ่1 แสดงชิ้นส่วนของยีน DFR จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pGEM-T easy 
  (กุหลาบและคณะ, 2553)  

 

pAnthu

4210 bp

DFR Anthurium (1,177 bp.)

pGEM-T easy

KpnI (1253)

NotI (44)

NotI (65)

NotI (1273)
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2. การน าพลาสมิด pMDC32-DFRAS ถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens  
การน าเวคเตอร์ pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Agrobacterium  

tumefaciens  สายพันธุ์ EHA105 โดยวิธ ีelectroporation มีข้ันตอนดังนี้  
 
2.1 การเตรียม competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens 

  2.1.1 น าโคโลนีเดี่ยวของเชื้อ A. tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 เลี้ยงในอาหารเหลว 
YEP ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ที่ผสมสารปฏิชีวนะ Rifampicin ความเข้มข้น 50 ug/ml น าไปเขย่าที่ 28 

C เขย่าด้วยเครื่องเขย่าเป็นเวลา 16 ชั่วโมง ใช้เป็นเซลล์เริ่มต้น (starter) เพ่ือเตรียม competent 
cell ต่อไป   
  2.1.2 น าเซลล์เริ่มต้น 2 มิลลิลิตร เติมลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเช่นเดียวกับข้อ 2.1.1 
ปริมาตร 200 ml น าไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 28 C เขย่าด้วยความเร็ว 250 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 2-3 
ชั่วโมง จนได้ค่า OD. ที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตรประมาณ 0.2-0.3 

2.1.3 แช่เชื้อในน้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที ต่อจากนั้นน าไปตกตะกอนเซลโดยน าไปปั่นที่
ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง   
  2.1.4 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แช่ใน
น้ าแข็งต่อเป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง   
  2.1.5 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แช่ใน
น้ าแข็งต่อเป็นเวลา 10 นาที ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นที่ความเร็ว 3500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4  

C เป็นเวลา 15 นาที แล้วสารละลายส่วนบนทิ้ง    
  2.1.6 ละลายตะกอนเซลล์ด้วย 10% glycerol ที่แช่เย็น ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แบ่ง 
competent cell ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร หลอดละ 50 ไมโครลิตร เก็บเซลล์ที่ได้ที่ อุณหภูมิ -80 C 
หรือน าไปใช้ในขั้นตอนการเคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วยวิธี electroporation 
ต่อไป 
 

2.2 การเคลื่อนย้ายพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS เข้าสู่เซลล์ A. tumefaciens ด้วย
วิธี electroporation 
  2.2.1 น า competent cell ของเชื้อ A. tumefaciens จาก -80 C มาละลายใน
น้ าแข็งเป็นเวลา 5 นาที   
  2.2.2 น าพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาใส่ในหลอด 
competent cell ผสมเบาๆ ให้เข้ากัน แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 15-30 นาที ต่อจากนั้น น าส่วนผสมมาใส
ลงใน cuvette แช่ในน้ าแข็งเป็นเวลา 15-30 นาที   
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  2.2.3 ท าการเคลื่อนย้ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ ด้วยวิธี electroporation โดยใช้เครื่อง  
BTX Electroporation System รุ่น ELECTRO CELL MANIPULATOR 600  โดยก าหนดสภาวะตาม
ค าแนะน าของบริษัทผู้ผลิตดังนี้    
   cuvette  Gap           0.1 cm 
  Voltage  2.0 Kv 
  Capacitor  25 F      
  Resistor  200 Ω 
 

 2.2.4 เช็ด cuvette ให้แห้งก่อน pulse หลังจาก pulse ให้เติมอาหารเหลว YEP 1 
มิลลิลิตรทันที   

2.2.5 ย้ายส่วนผสมไปเลี้ยงในหลอดขนาด 2 มิลลิลิตร เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28 C เขย่าที่
ความเร็ว 225 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

2.2.5 ตกตะกอนเซลล์โดยน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เทอาหาร
ออกแล้วเติมอาหารเหลวใหม่ลงไป 100 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน ดูดสารละลาย 50 ไมโครลิตร ไปเลี้ยง
บนอาหารแข็ง YEP ที่เติม kanamycin 50 ug/ml เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28 C เป็นเวลา 2-3 วัน น า
โคโลนีที่เจริญได้บนอาหารเลี้ยงเชื้อไปตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ด้วย
เทคนิค PCR ต่อไป  

 
2.3 การตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS ในเซลล์ 

Agrobecterium tumefaciens  
ตรวจสอบการปรากฏของพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFR ใน Agrobacterium  

tumefaciens ด้วยวิธีพีซีอาร์ โดยการน าโคโลนีที่เจริญได้บนอาหารไปคัดเลือกด้วยเทคนิคพีซีอาร์ มีการ
เตรียมปฏิกิริยาที่ประกอบด้วย 10X PCR Buffer 2 ไมโครลิตร, 10 mM dNTP 0.4 ไมโครลิตร, 50 mM 
MgCl2  0.6 ไมโครลิตร, 5 uM Forward Primer (…F) 2 ไมโครลิตร, 5 uM Reverse Primer (…R) 2
ไมโครลิตร, 5 U/ul Platinum Taq DNA Polymerase 0.2 ไมโครลิตร, น้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อ 12.8
ไมโครลิตร รวมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน ใช้ไม้จิ้มฟันจิ้มเชื้อที่เป็นโคโลนี
เดี่ยวๆ แล้วน าเชื้อจุ่มลงในปฏิกิริยาพีซีอาร์ แล้วน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณ
สารพันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดสภาวะการท าปฏิกิริยา PCR ดังนี้ 

 
  94 oC  2 นาที 1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
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  72 oC 10 นาที 1 รอบ 
 

จากนั้นน าตัวอย่างไปวิเคราะห์ผลโดยใช้ 1.5 % Agarose gel electrophoresis แล้ว
ย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel documentation พร้อมบันทึกภาพ  
  น าโคลนที่ตรวจพบพลาสมิด pMDC32 ที่ได้รับยีน DFRAS มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณใน
อาหารเหลว YEP ที่เติม 50 ug/ml Kanamycin เลี้ยงเชื้อที่อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมงเพ่ือ
ใช้ในขั้นตอนการถ่ายยีนต่อไป 

 
  

การถ่ายยีน AaDFRAS เข้าสู่หน้าวัว  

 1. การถ่ายยีนโดยอะโกรแบคทีเรียม 

 เตรียมแคลลัสหน้าวัวส าหรับใช้ในการถ่ายยีน โดยท าการเลี้ยงใบอ่อนหน้าวัวพันธุ์ราปิโด้ และ 
พันธุ์โซเนต ในอาหารสังเคราะห์ MS ท าการตัดใบหน้าวัวเป็นรูป สี่เหลี่ยมขนาด  0.5-1 เซนติเมตร เลี้ยง
ในอาหารสูตร MS วาง 5 ชิ้น/plate เลี้ยงจนกระทั่งเกิดเป็นแคลลัส และเพ่ิมแคลลัสให้ได้ปริมาณมาก
เพียงพอส าหรับน าไปใฃ้ในการถ่ายยีนต่อไป 
 เตรียมเชื้ออะโกรแบคทีเรียม โดยเลี้ยงเชื้ออะโกรแบคทีเรียม EHA 105  ที่มีพลาสมิด pMDC32 
ที่บรรจุยีน AaDFRAS ที่โคลนได้จากดอกหน้าวัว (ที่ได้จากข้อ2.) มาเลี้ยงเพ่ิมปริมาณในอาหารเหลว YEP ( 
peptone 10 g/l +Yeast extract 10 g/l , NaCL 5 g/l pH7.0)ที่เติม Kanamycin 50 ug/ml เลี้ยง
เชื้อที่อุณหภูมิ 28ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  spindown และละลาย pellet bacteria ด้วย co- 
culture media ให้ได ้OD.600 ประมาณ0.6-1.0   
 ละลาย Agrobacterium EHA 105 ในอาหารเหลว สูตรMS ที่เติม NAA 0.1 mg/l ร่วมกับ BA 2 
mg/l sucrose 3 %  pH 5.7 น าแคลลัสหน้าวัวเตรียมไว้ มาเลี้ยงเขย่าร่วมกับ Agrobacterium 15 นาที 
ล้างด้วยน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อ แล้วซับเนื้อเยื่อให้แห้งด้วยกระดาษกรอง เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตรMS ที่
อุณหภูมิห้องในสภาพมืดเป็นเวลา 3 วัน ล้างใบด้วย cefotaxime 500 mg/lg เลี้ยงในอาหารแข็ง สูตร
MS ที่เติม cefotaxime 200 mg/l เปลี่ยนอาหารใหม่ทุก 10 วัน เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จากนั้นน าไปเลี้ยง
ในอาหาร MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l เป็นเวลา 4 สัปดาห์ ย้ายไปเลี้ยงในอาหารที่ไม่มี antibiotic

จนกระทั่งแคลลัสพัฒนาเป็นยอด ตัดยอดไปเลี้ยงในอาหารแข็ง MS ที่เติม sucrose 3 %  pH 5.7 น าไป
ตรวจสอบการได้รับยีนด้วยเทคนิค PCR 
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 2. การตรวจสอบต้นหน้าวัวทีไ่ด้รับยีนด้วยเทคนิค PCR  

 น าใบของต้นหน้าวัวที่ผ่านการคัดเลือกให้ต้านทานต่อ hygromycin มาสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัด 
NucleoSpin® Plant II Kit ตามวิธีของบริษัท MACHEREY-NAGEL ตรวจสอบดีเอ็นเอที่ได้โดยใช้ agarose 
gel electrophoresis ย้อมเจลด้วย  Ethidium Bromide ตรวจสอบและบันทึกภาพด้วยเครื่อง Gel 
Doc จากนั้นวัดปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดได้ด้วยเครื่อง BioDrop และปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้ได้ 50 
นาโนกรัมต่อไมโครลิตร น าสารละลายดีเอ็นเอที่ได้ไปการตรวจสอบการปรากฏของยีน  AaDFRAS ใน
หน้าวัวที่ได้จากการถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ คือ NOSter204.F, NOSter204.R  
(204bp) เป็นไพรเมอร์ที่ออกแบบให้มีความจ าเพาะกับต าแหน่งของ Nos terminater และยีน AaDFR-
AS จากนั้นตรวจสอบผลผลิตของ PCR ด้วยเทคนิค Agarose gel electrophoresis 
 

 ระยะเวลา (เริ่มต้น - สิ้นสุด) 2554- 2558 
 

 สถานทีด่ าเนินการ ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ    กรมวิชาการเกษตร  
      

 
ผลการวิจัย (Results) 

 
การสร้างชุดยีน  
 การสร้างชุดยีน pMDC32-DFRAS   

 
1.การน ายีน DFRAS เข้าสู่ Expression Vector โดยใช้เทคโนโลยี Gateway 

1.1 การน ายีน DFRASเข้าสู่ Entry Clones 
การน ายีนเข้าสู่ Entry Clones เป็นการเตรียมชิ้นดีเอ็นเอของ DFR ให้อยู่ในรูปของ

Antisense และให้เหมาะสมส าหรับการโคลนยีนโดยใช้เทคโนโลยี Gateway จากการน าล าดับเบสของ
ยีน DFR ที่โคลนได้ (กุหลาบและคณะ,2553) มาออกแบบไพรเมอร์ใหม่ และดัดแปลงล าดับเบสของไพร
เมอร์ Forward และ Reverse โดยเติมล าดับเบสที่ปลายด้าน 5’ จากการออกแบบไพรเมอร์ พบว่าได้ไพร
เมอร์ด้าน Forwardคือ AaDFRattB2AS มีล าดับเบส  

GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGTCCCCGTGCTAT CACTGTTC และได้
ไพรเมอร์ด้าน Reverse คือ AaDFRattB1AS มีล าดับเบส 

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATCAGTTTCTGCCTCTATA โดยไพร
เมอร์ดังกล่าวจะไปจับบริเวณภายในของยีน DFR ที่โคลนได้ (ภาพที่2) จากนั้นท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ
ของยีน DFRAS ได้ชิ้นดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส และมีชิ้นดีเอ็นเอเพียงแถบเดียวเท่านั้น (ภาพที่ 3) 
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แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้นั้นสามารถเพ่ิมปริมาณชิ้นดี เอ็นเอได้อย่างมีความจ าเพาะกับยีน 
DFR เพียงอย่างเดียว อีกทั้งในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครั้งนี้ได้ใช้ Pfu DNA polymerase ซึ่งเป็นเอนไซม์
ที่มีกิจกรรม 3′-5′ exonuclease ด้วยเหตุนี้จึงท าให้เอนไซม์มี fidelity ที่สูง เหมาะส าหรับการเพ่ิม
ปริมาณชิ้นของยีน DFR ที่ใช้ในงานวิจัยนี้เนื่องจากผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้มีต้องการความถูกต้องของล าดับ
เบสสูง (วีระพงศ,์ 2012) 

 
 

 
 
ภาพที ่2 ต าแหน่งไพรเมอร์ที่ต่อด้วย attB1 (ตัวอักษรสีเขียว) (บน) และ attB2 (ตัวอักษรสีแดง) (ล่าง) ที่
 ใช้เพิ่มปริมาณยีน DFRAS 
 

 Antisense เป็นล าดับ oligonucliotides สายสั้นๆ ของ DNA หรือ RNA ที่ออกแบบมาให้เป็นคู่
สมและมีความจ าเพาะกับล าดับเบสของยีนที่สนใจ  เพ่ือเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนนั้นให้มีความ
แตกต่างไปจากเดิม  ซึ่งเป็นผลมาจากการจับคู่กันของ  Antisense oligonucliotides กับยีน  โดยอาศัย
หลักการ คือการป้องกันหรือขัดขวางไม่ให้มีการสังเคราะห์โปรตีนจากยีนเป้าหมาย  แต่ยังไม่ทราบกลไกที่
แน่ชัด(Christine Antler.2003.),(http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata.) antisense strand หรือ 
DNA template คือ ดีเอ็นเอสายเดี่ยว (ssDNA) หรือสายโพลีนิวคลีโอไทด์ (polynucleotide) ที่ท า
หน้าที่เป็นแม่แบบส าหรับกระบวนการการลอกรหัสโดยให้ RNA polymerase เข้าเกาะแล้วเริ่มต้นการ

ลอกรหัสในทิศทาง 5’→3’ ดังนั้น ssDNA template คือสายดีเอ็นเอท่ีมีทิศทาง 3’→5’ ซึ่งสายใดสาย
หนึ่งของ DNA อาจเป็นทั้ง antisense strand ของยีนหนึ่ง แต่เป็น sense strand ของอีกยีนหนึ่งก็ได้ 
ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับต าแหน่ง promoter gene ซึ่งเป็นตัวก าหนดทิศทางการลอกรหัส 
(http://cpe.rsu.ac.th/ut/courses) ได้มีการน าเทคโนโลยีantisense ไปใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวาง 
ส าหรับในพืชได้ประสบผลส าเร็จใน การสร้างมะเขือเทศ :The Flavr Savr tomato โดยใช้ antisense 
RNA ไปควบคุม การ สุก ของ มะเขือเทศ โดยไปจับกับ mRNA ที่เกี่ยวกับการสร้างเอธิลีน จึงส่งผลให้
มะเขือสุกช้าลง นอกจากนี้  เทคนิค antisense ของยีนACC oxidase ได้ถูกน ามาใช้ในการชลอความสุก
ของ ผลไม้ ใน กลุ่ม แตง ( melon ) มะละกอ และอ่ืนๆ ส่วนในไม้ดอกมีใช้เทคโนโลยี antisense ในการ
ควบคุมสีดอก เช่นการยับยั้งและ     เปลี่ยนแปลงการเกิดสีดอกในพิทูเนียท าให้ได้ดอกที่มีสีเปลี่ยนไป
(Christine Antler.2003.) (http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata.)  

http://cmbi.bjmu.edu.cn/cmbidata
http://cpe.rsu.ac.th/ut/courses
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ชิ้นดีเอ็นเอของยีน DFRAS ที่เพ่ิมปริมาณได้ จะมีชิ้นส่วนของดีเอ็นเอ attB1 และ attB2 
เชื่อมติดอยู่ เมื่อน ามาท าให้บริสุทธิ์โดยใช้ PEG8000 พบว่าชิ้นดีเอ็นที่ได้มีความเข้มข้นมากกว่า 10 ng/ul 
และมีปริมาณเพียงพอในการน ายีนเข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 221 ได้ประสบผลส าเร็จ ซึ่งจากการตรวจสอบ
โดยการน าโคโลนีของแบคทีเรียที่ได้รับโคลนเป้าหมายด้วยเทคนิค Single colony PCR พบว่าทุกโคโลนี
ที่ท าการตรวจสอบ สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 4) จึงสรุปได้ว่าชิ้นยีน 
DFRAS ที่อยู่ในต าแหน่งกลับทิศได้ถูกน าเข้าไปอยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 แล้ว (ภาพที่5) และเมื่อน า
โคโลนีเป้าหมายดังกล่าวไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ และสกัดพลาสมิด พบว่าได้  พลาสมิดที่มีปริมาณมาก (ภาพ
ที่ 6) และสามารถใช้ชิ้นยีน DFRAS ที่อยู่ในเวคเตอร์ pDONR 221 น าเข้าสู่ Plant Expression Vector 
ต่อไป 

ในขั้นตอนการน าชิ้นยีน DFRAS ที่มีส่วนของ attB1 และ attB2 เข้าสู่เวคเตอร์ pDONR 
221 เป็นการใช้เทคโนโลยี Gateway ซึ่งเป็นระบบที่ออกแบบมาให้มีความง่ายในการ cloning และ 
subcloning ชิ้นดีเอ็นเอที่สนใจเข้าเวคเตอร์ได้ โดยรวมอยู่ในขั้นตอนเพียงไม่กี่ขั้นตอน คือเราสามารถที่
จะท าการ clone ดีเอ็นเอที่สนใจเข้าเวคเตอร์ที่เรียกว่า Gateway entry vector และท าการย้ายชิ้นดี
เอ็นเอจากเวคเตอร์นี้ ไปสู่ เวคเตอร์ตัว อ่ืนๆ ที่ เป็นระบบ Gateway เหมือนกันได้ โดยอาศัย 
bacteriophage lamda-based site-specific recombinant ที่เรียกว่า att site ดังนั้นในกระบวนการ
ท า cloning จึงไม่ต้องการขั้นตอนการใช้ restriction enzyme และ ligase enzyme ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้
น าชิ้นยีน DFR ที่มีส่วนของ attB1 และ attB2 เชื่อมต่ออยู่ทางด้านปลาย 5’และปลาย 3’ นั้น จะมีการ
แลกเปลี่ยนชิ้นดีเอ็นเอซึ่งกันและกัน โดยเกิดที่ต าแหน่ง attB1, attB2 ของชิ้นยีน DFRAS กับต าแหน่ง 
attP1, attP2 ที่อยู่บนเวคเตอร์ pDONR 221 จึงท าให้ได้ Entry Clones คือ pDONR 221 ที่มีชิ้นดีเอ็น
เอ DFRAS (ภาพที่ 5) ส าหรับใช้งานในขั้นตอนต่อไป 
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ภาพที่ 3 แถบดีเอ็นเอที่ได้จากการเพ่ิมปริมาณยีน DFR ทีอยู่ในเวคเตอร์ pGEM easy (Pfu DNA 
polymerase) ด้วยไพรเมอร์ AaDFRASB1B2  M = 100 bp DNA Ladder (Invitrogen)  

 
 
 

 
 
ภาพที่ 4 แถบดีเอ็นเอที่ได้จาการตรวจสอบชิ้นยีน DFR จากโคลนแบคทีเรียที่ได้รับเวคเตอร์ pDONR 221 

โดยวิธี colony PCR  M = 100 bp DNA Ladder (Fermentus) 
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ภาพที่ 5 แสดงชิ้นส่วนของยีน  DFR_AS จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pDORN 221 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 6 พลาสมิดที่สกัดจาก pDONR221 ที่ได้รับยีน DFRAS M = 100 bp DNA Ladder  
 
 

1.2 การน ายีน DFRAS เข้าสู่ Plant Expression Vector 
 จากการใช้เทคโนโลยี Gateway น ายีน DFRAS ที่เชื่อมต่ออยู่กับเวคเตอร์ pDONR 221 

เข้าสู่ Plant Expression Vector ผลการทดลองพบว่าสามารถน ายีน DFRAS เข้าสู่เวคเตอร์ pMDC32 
ซึ่งเป็น Plant Expression Vector ได้ส าเร็จ โดยผลจากการน าโคโลนีของแบคทีเรียที่ขึ้นบนอาหารเลี้ยง
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คัดเลือก ไปตรวจสอบด้วยเทคนิค Single colony PCR พบว่าโคโลนีที่ได้รับชิ้นยีน DFRAS สามารถตรวจ
พบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส ซึ่งเป็นขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมายท่ีก าหนดไว้ แต่โคโลนีที่ไม่ได้รับชิ้น
ยีน DFRAS จะไม่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 7) จึงสรุปได้ว่าชิ้นยีน DFRAS ได้ถูก
น าเข้าไปอยู่ในเวคเตอร์ pMDC 32 แล้ว และเมื่อน าโคลนเป้าหมายดังกล่าวไปเลี้ยงเพ่ิมปริมาณ และ
สกัดพลาสมิด พบว่าได้พลาสมิดที่มีปริมาณมาก (ภาพที่ 8,9) สามารถใช้ในขั้นตอนการน าชิ้นยีน DFRAS 
ที่อยู่ในเวคเตอร์ pMDC 32 ไปถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens ต่อไปได้  

 
 
 

 
 

ภาพที่ 7  แสดงผลการตรวจสอบโคลนที่ได้รับยีน AaDFRAS ซึ่งอยู่ใน binary vector pMDC32 ด้วยไพร
เมอร์ AaDFRAS ช่อง 1-2 = โคลนที่ได้รับยีน AaDFRAS ช่อง 3-4 = โคลนที่ไม่ได้รับ AaDFRAS  

M = 1 Kb DNA Ladder   
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ภ าพที่ 8  แ ถบดี เ อ็ น เ อของพลาสมิ ดที่ ส กั ด ไ ด้ จ า ก โ คลนของแบคที เ รี ยที่ ไ ด้ รั บพล าสมิ ด    

AaDFRAS.pMDC32 ที่ผ่านการตรวจสอบพลาสมิดด้วยเทคนิค PCR ตามภาพที่7 (ช่องที่ 1-2) 
M= 1Kb DNA Ladder  

 

 
 
ภาพที่ 9 แสดงชิ้นส่วนของยีน  DFR AS จากดอกหน้าวัวที่อยู่ใน เวคเตอร์ pMDC32 
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เวคเตอร์ pMDC 32 ซึ่งเป็น Plant expression vector หรือ Binary vector ซึ่งมีขนาด 
11,752 คู่เบส  ที่ประกอบด้วยโครงสร้างที่ส าคัญ 2 ชุด คือ ชุดโครงสร้างยีนที่เกี่ยวกับการท างานของยีน
เป้าหมายตลอดจนยีนประกอบอื่นๆ ที่ใช้ในการคัดเลือก และการตรวจสอบพืชที่ได้รับการถ่ายยีน ซึ่งต้อง
จัดท าให้เป็นโครงสร้างที่เหมาะสมในการแสดงออกในพืช โดยจะต้องประกอบด้วย 2X35S Promoter ที่
ควบคุมการลอกรหัสจากยีนเป็น mRNA  และ nos terminator เป็นที่ควบคุมการหยุดการลอกรหัส 
Left border (LB) และ Right border (RB) เป็นต าแหน่งที่ใช้ในการน ายีนเป้าหมายเป้าไปในพืช มีความ
ต้านทานต่อสารปฏิชีวนะ Kanamycin เพ่ือช่วยคัดเลือกในอารหารเลี้ยงเชื้อ และมีความต้านทานต่อสาร
ปฏิชีวนะ Hygromycin เพ่ือใช้ในการคัดเลือกเฉาะเซลล์ของต้นพืชที่ได้รับยีนเป้าหมาย  
 
2. การน าพลาสมิด pMDC32-DFRAS ถ่ายเข้าสู่ Agrobecterium tumefaciens  

การเคลื่อนย้าย pMDC32-DFRAS ซึ่งเป็น Binary vector เข้าสู่เซลล์ Agrobacterium 
tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 พบว่า competent cell ที่เตรียมได้นั้น สามารถน าไปใช้ในการส่ง
ถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์โดยวิธี electroporation ได้ส าเร็จ ผลที่ได้จากการน าเซลล์ไปคัดเลือกในอาหารที่
เติมสารปฏิชีวนะ Kanamycin พบโคโลนีที่สามารถเจริญเติบโตบนอาหารคัดเลือกได้ (ภาพที่ 10) ซึ่งต้อง
ใช้เวลาในการเลี้ยงนาน 2-3 วัน จึงจะสังเกตเห็นเซลล์ Agrobecterium tumefaciens เจริญเป็นโคโลนี   

การเตรียม competent cell ของแบคทีเรีย Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ 
EHA105 เพ่ือใช้ในการส่งถ่ายพลาสมิดเข้าสู่เซลล์ electroporation นั้น พบว่าวิธีการน าเชื้อที่เก็บไว้เป็น
เวลานานมาเลี้ยงในอาหารเหลว เพ่ือใช้เป็นเซลล์เริ่มต้น (starter) ก่อนที่จะน าไปเลี้ยงในอาหารเพ่ือ
ปริมาณมากๆ นั้น เป็นการกระตุ้นให้เซลล์ที่เก็บไว้นานมีการแบ่งตัว ให้ได้เซลล์ใหม่ๆ เมื่อน าไปเลี้ยงเพ่ิม
ปริมาณในอาหารจ านวนมาก ก็จะมีการแบ่งตัวได้อย่างรวดเร็ว ในขั้นตอนการท าความสะอาดเซลล์และ
ท าให้เซลล์เข้มข้นนั้น การล้างเซลล์โดยใช้ 10% glycerol และปั่นตกตะกอนในเครื่องปั่นเหวี่ยงที่มี
อุณหภูมิ 4 oC เป็นการรักษาเซลล์ให้สูญเสียสภาพน้อยที่สุด เพื่อท าให้การส่งถ่าย พลาสมิดเข้าสู่เซลล์ได้มี
ประสิทธิภาพ   
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ภาพที่ 10 แสดงโคโลนีของแบคทีเรีย Agrobacterium  tumefaciens สายพันธุ์ EHA105  ที่ได้รับ 
พลาสมิด pMDC32-DFRAS  

 
 

การตรวจสอบ Agrobacterium  tumefaciens ที่ได้รับพลาสมิด pMDC32-DFRAS พบว่าการ
ตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ AaDFRASp32F (GGACTTCGAATCCAAGGACC) และ AaDFRASp32R 
(AGCAGATGTACCTTCCCTTG) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสอยู่ภายในยีน AaDFRAS สามารถตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 500 คู่เบส (ภาพที่ 11,12)  ซึ่งเป็นขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมายนอกจากนี้ได้ตรวจสอบ
โดยใช้ไพรเมอร์ AaDFRASF (GGTACTAGTGTCCCCGTGCTATCACTGTTC) และ AaDFRASR 
(GGTGGTCACCTATCAGTTTCTGCCTCTATA) ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่มีล าดับเบสอยู่ที่จุดเริ่มต้นและ
จุดสิ้นสุดของยีน AaDFRAS สามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอขนาด 1,120 คู่เบส (ภาพที่ 11,12)   ซึ่งเป็น
ขนาดที่ตรงกับค่าคาดหมาย และเป็นชิ้นดีเอ็นเอทั้งหมดของยีนที่อยู่ในพลาสมิด pMDC32 จึงสรุปได้ว่า
โคโลนีของเชื้อ Agrobacterium tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ที่เจริญได้บนอาหารคัดเลือกที่เติม 
Kanamycin นั้น ได้รับพลาสมิด pMDC32-DFRAS ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายที่ได้ถูกถ่ายเข้าไปแทรกอยู่ 
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ภาพที่ 11 แสดงต าแหน่งไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบยีนใน pMDC32  
  สีด า : ไพรเมอร์ AaDFRASp32F , AaDFRASp32R ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 500คู่เบส      
  สีฟ้า : ไพรเมอร์ AaDFRASF , AaDFRASR ให้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 1120 คู่เบส 
 
 

  
 

ภาพที่ 12 แสดงแถบดีเอ็นเอของการตรวจสอบเชื้อ A. tumefaciens EHA105 ที่ได้รับเวคเตอร์ 
pMDC32-AaDFRAS (ช่องท่ี 1 คือแถบดีเอ็นเอ ขนาด 500 bp จากการตรวจสอบด้วยไพร
เมอร์AaDFRASp32F+ AaDFRASp32R , ช่องที่ 3 คือแถบดีเอ็นเอ ขนาด 1120 bp จากการ
ตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ AaDFRASF+AaDFRASR) และ (ช่องที่ 2,4 คือ A. tumefaciens 
EHA105 ที่ไม่ได้รับ pMDC32-AaDFRAS จากการตรวจสอบด้วยไพรเมอร์AaDFRASp32F+ 
AaDFRASp32R และ AaDFRASF+AaDFRASR ตามล าดับโดยมี 100 bp. DNA Ladder เป็น
ตัวเปรียบเทียบขนาดชิ้นดีเอ็นเอ  

 
2. การถ่ายยีน AaDFR-AS เข้าสู่หน้าวัว 
 

2.1 การเตรียมพืชส าหรับใช้ถ่ายยีนและทดสอบวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 
 จากการน าใบอ่อนมาฟอกฆ่าเชื้อที่ผิว แล้วน ามาเลี้ยงในอาหารสูตร MS ท าให้ได้ชิ้นส่วนของ
หน้าวัวในสภาพปลอดเชื้อ สามารถน ามาชักน าให้เกิดแคลลัส  และเพ่ิมปริมาณแคลลัสให้ได้ปริมาณเพ่ิม
มากขึ้น (ภาพที่ 13) สามารถทดสอบระดับ cefotaxime ที่เหมาะสมในการเจริญเติบโต และระดับ
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Hygromycinที่เหมาะสมในการคัดเลือกหน้าวัว สามารถชักน าให้แคลลัสพัฒนาเป็นต้นที่สมบูรณ์ได้
(ภาพที่ 14) 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพที ่13. การเกิดแคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนของหน้าวัว ในอาหารสูตร MS (บนซ้าย=แคลลัสจากการ
   เลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 4 เดือน บนขวา=แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 6 เดือน ล่าง    
   ซ้าย= แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อนเป็นเวลา 8 เดือน ล่างขวา= แคลลัสจากการเลี้ยงใบอ่อน
   เป็นเวลา 12 เดือน   

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที1่4. การพัฒนาของต้นจากแคลลัสที่ได้จากการเลี้ยงใบอ่อนของหน้าวัวพันธุ์โซเนต ในอาหารสูตร 
   MS (ซ้าย = ยอดอ่อน อายุ 6 เดือน  กลาง= ต้นที่สมบูรณ์พร้อมออกปลูก  ขวา = ต้นที่ย้าย
   ออกปลูก 1  เดือน 

 
 
 



 21 

2.2 การถ่ายยีนโดยใช้อะโกรแบคทีเรียม  
 จากการถ่ายยีน DFR ในรูป antisense อยู่ในพลาสมิด pMDC32 (pMDC32-DFRAS) เข้าสู่
แคลลัสของหน้าวัว โดยใช้ Agrobacterium พบว่าสามารถส่งถ่ายยีน  DFRAS เข้าสู่หน้าวัวได้ส าเร็จ เมื่อ
ท าการตรวจสอบชิ้นแคลลลัสที่ได้รับการถ่ายยีนในอาหารคัดเลือก โดยน าแคลลัสไปเลี้ยงบนอาหาร
คัดเลือก MS ที่เติม hygromycin 50 mg/l  หลังจากเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 เดือน พบว่าแคลลัสหน้าวัวที่
ได้รับการถ่ายยีนจะเจริญเติบโตและพัฒนาต่อไปได้ ส่วนแคลลัสหน้าวัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีนจะกลายเป็น
สีน้ าตาลและตายในที่สุด    เมื่อชักน าแคลลัสที่ได้รับการถ่ายยีนให้พัฒนาเป็นยอด สามารถน าไป
ตรวจสอบการได้รับการถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR  เมื่อเพาะเลี้ยงต้นที่ผ่านการตรวจสอบต่อเป็นระยะเวลา 
12 เดือนก็สามารถจะเจริญเป็นต้นที่สมบูรณ์พร้อมที่จะออกปลูกได้ (ภาพที่ 15) 

 
 
 
 
                          
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15. การพัฒนาของแคลลัสหน้าวัวพันธุ์ราปิโด ที่ได้จากการถ่ายยีน DFRในรูป antisene (บนซ้าย=
   แคลลัส หลังได้รับการถ่ายยีน 7 วัน บนขวา=แคลลัสที่เลี้ยงในอาหารคัดเลือกที่เติม
 hygromycin  50 mg/l เป็นเวลา 30 วัน   ล่างซ้าย= แคลลัสที่ผ่านการคัดเลือก หลังจากน ามา
 เลี้ยงเป็นเวลา 60 วัน  ล่างขวา = ต้นที่เกิดจากการพัฒนาของแคลลัสที่ผ่านการคัดเลือก เมื่อ
 น ามาเลี้ยงต่อเป็นเวลา 12 เดือน   

 

3.การตรวจสอบต้นหน้าวัวที่ได้รับยีนด้วยเทคนิค PCR  

 ผลการตรวจสอบการปรากฏของยีน DFR ในรูป antisense (DFRAS)ในต้นหน้าวัวที่ได้จากการ
ถ่ายยีนด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ NOSter204.F และ NOSter204.R  พบว่าสามารถตรวจพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 204 คู่เบส เพียงแถบเดียวเท่านั้น (ภาพท่ี16) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ที่ออกแบบได้
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มีความจ าเพาะกับต าแหน่งของยีน DFR และ Nos terminater ซึ่งเป็นชุดยีนที่ถ่ายเข้าสู่หน้าวัว จะเห็นได้
ว่าไพรเมอร์ ที่ใช้ตรวจสอบนั้นจะเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอได้เฉพาะต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนเท่านั้น ไม่
สามารถเพ่ิมปริมาณจากดีเอ็นเอของต้นหน้าวัวที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน (ภาพท่ี16)  

 
 

 

 
 

ภาพที่16. ผลการตรวจสอบต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีน DFR ในรูป antisene ด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
 ไพรเมอร์  NOSter204.F, NOSter204.R  (204bp) (1-4 = ต้นที่ได้รับการถ่ายยีน ,5 = ต้นที่
 ไม่ได้รับการถ่ายยีน , 6 = AaDFRAS_PMDC32, 7=control,  M=100bp marker ) 

 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 
  
 การสร้างชุดยีน dihydroflavonol 4-reductase (DFR)  ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดสี
ในวัฎจักรการสังเคราะห์รงควัตถุ anthocyanin ที่โคลนได้จาก cDNA ของดอกหน้าวัวให้อยู่ในรูปควบคุม
การแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ  ได้เป็น pMDC32-DFRAS. และน าเข้าสู่  Agrobacterium  
tumefaciens สายพันธุ์ EHA105 ท าให้ได้ชุดยีน pMDC32- DFRAS ที่อยู่ ใน Agrobacterium  
tumefaciens สามารถถ่ายฝากสู่หน้าวัวประสบผลส าเร็จ เมื่อน าต้นมาตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้
ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีน จะปรากฎแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ ส่วนต้นที่ไม่ได้รับ
การถ่ายฝากจะไม่ปรากฎแถบดีเอ็นเอ ซึ่ งต้นหน้าวัวที่ได้รับการถ่ายยีนนี้สามารถน าออกปลูกเพ่ือ
ตรวจสอบผลต่อการเปลี่ยนแปลงสีของดอกหน้าวัวในโอกาสต่อไป 
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การน าไปใช้ประโยชน์ 
 

 ได้ชุดยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกหน้าวัวที่
อยู่ในรูปควบคุมการแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ ที่เป็นของกรมวิชาการเกษตรส าหรับน าไปใช้
ประโยชน์ในการปรับแต่งสีหน้าวัวโดยวิธีการถ่ายยีน เพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอก ได้วิธีการถ่าย
ยีนสู่หน้าวัว ได้หน้าวัวที่มีสีดอกเปลี่ยนไป นอกจากนี้สามารถน าไปเผยแพร่ในวารสารทางวิชาการได้ 

      หนว่ยงานที่น าผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ นักปรับปรุงพันธุ์ กรมวิชาการเกษตร สถาบันการศึกษา 
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บทคัดย่อ  (Abstracts) 

 
ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญของประเทศไทย สามารถสร้างรายได้ให้เกษตรกรทั้งในรูปของน้ ายาง

และไม้ยาง  การปรับปรุงพันธุ์ยางพาราต้องใช้เวลานาน การน าเอาเครื่องหมายดีเอ็นเอมาใช้ในการคัดเลือกพันธุ์
เป็นการช่วยย่นระยะเวลาการปรับปรุงพันธุ์ให้สั้นลง การวิจัยนี้ได้ค้นหาต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดับเบส
แบบสนิปของยีนในยางพารา 12 พันธุ์ ได้แก่ RRIM600 PB217 ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 
RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 และ PB235 โดยการเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน 9 ยีน 
น าไปวิเคราะห์ล าดับเบส พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเบสแบบสนิปรวม 90 ต าแหน่ง และได้พัฒนาวิธีการตรวจสอบ
ต าแหน่งสนิปอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค ASA พบว่าสามารถออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
ASA จ านวน 56 ต าแหน่ง ที่สามารถตรวจสอบผลการเกิดแถบดีเอ็นเอของยางพาราแต่ละพันธุ์ ได้ และได้สร้าง
แผนที่พันธุกรรมของยางพาราโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอสนิป 13 ต าแหน่ง ร่วมกับเครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR 
19 ต าแหน่ง และเครื่องหมาย g-SSR 62 ต าแหน่ง วิเคราะห์ความเชื่อมโยงและต าแหน่งการวางตัวของ
เครื่องหมายดีเอ็นเอ โดยใช้ประชากรลูกผสม 96 พบว่าสามารถวิเคราะห์การจัดกลุ่มความเชื่อมโยงได้ทั้งหมด  18 
กลุ่ม ซึ่งตรงกับจ านวนชุดจีโนมของยางพารา การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปที่พบจัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็น
เอที่สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพารา และน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือระบุความเป็น
เอกลักษณะของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ 
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The Para rubber tree (Hevea brasiliensis Muell. Arg) is an economically important plant 

of Thailand for its latex and wood. Breeding of this species takes time. Using molecular marker 
condenses timelines in the breeding. This study was to discover genetic variation by using single 
nucleotide polymorphism (SNP) in 12 rubber tree clones, RRIM600, PB217, Chachoengsao 50 
(CH50), RRIT251, PB260, RRIC110, RRII118, RII105, RRIT226, BPM24, PB255 and PB235. DNA 
fragment of 9 genes were amplified and sequencing analyzed. Found that there are total 90 
different SNPs. We have developed the simple method to detect SNP by using Allele Specific 
Amplification (ASA) technique, that we could design 56 PCR primers for ASA technique to 
determine these clones. We have created genetic map of rubber tree by using 13 SNPs, 19 EST-
SSR markers and 62 g-SSR markers to analyze the linkage of DNA marker in 96 hybrid lines. 
Mapping analysis showed that there are 18 linkage groups in rubber tree genome. The SNPs 
discovered in this study were able to discriminate among these clones. Furthermore, they are 
useful in creating DNA fingerprint of the rubber tree and efficient for rubber tree breeding. 
 
บทน า (Introduction) 
 

ยางพาราเป็นพืชเศรษฐกิจที่ให้ผลตอบแทนสูงทั้งในรูปของน้ ายาง และเนื้อไม้ ซึ่งมีการปลูกมากในภาคใต้ 
และภาคตะวันออก ปัจจุบันพ้ืนที่ปลูกยางพาราได้ขยายไปในภาคอีสาน และภาคเหนือ ซึ่งเป็นพ้ืนที่ที่มีความ
เหมาะสมในการปลูกยางพาราน้อยกว่าภาคใต้ของประเทศ ซึ่งจะส่งผลถึงปริมาณผลผลิตน้ ายางที่น้อยลงตามมา 
การปรับปรุงพันธุ์ยางเพ่ือให้ได้ยางพันธุ์ดีที่มีผลผลิตสูง ทนทานต่อโรค และการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อม 
เป็นสิ่งที่จ าเป็นมากที่ต้องด าเนินการ ซึ่งกว่าจะได้พันธุ์ยางแต่ละพันธุ์นั้นต้องผ่านกระบวนการผสมพันธุ์และ
ทดสอบพันธุ์ โดยต้องใช้เวลานานถึง 20 ปี วิธีการช่วยลดระยะเวลาการปรับปรุงพันธุ์ให้น้อยลงนั้นสามารถน าเอา
เทคนิคทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพทางด้านการใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอช่วยในการคัดเลือกพันธุ์ (Marker-assisted 
selection, MAS) เพ่ือช่วยคัดเลือกต้นพืชที่มีลักษณะที่ตรงกับความต้องการ โดยไม่จ าเป็นต้องดูฟีโนไทป์ของต้น
นั้น  แต่ที่ส าคัญคือเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ใช้ส าหรับคัดเลือกนั้น ต้องอยู่ใกล้กับยีนที่สนใจ ยิ่งอยู่ใกล้กับมากเท่าใด
ประสิทธิภาพในการใช้เพ่ือคัดเลือกลักษณะที่ต้องการก็ยิ่งสูง และมีความแม่นย ามากขึ้น หรือเครื่องหมายดีเอ็นเอ
ที่เป็นส่วนหนึ่งของยีนที่ควบคุมลักษณะนั้นโดยตรง ถือได้ว่าเป็นเครื่องหมายที่มีประสิทธิภาพมากที่สุด การเลือก
เครื่องหมายดีเอ็นเอเพ่ือใช้คัดเลือกพันธุ์นั้น มักจะเลือกจากเครื่องหมายดีเอ็นเอที่อยู่บนแผนที่จีโนมที่มีความ
ละเอียดมาก (สุรินทร์, 2552) ส าหรับในยางพารานั้นได้มี รายงานแผนที่จีโนมแล้ว แต่ข้อมูลของเครื่องหมายดีเอ็น
เอที่ปรากฎบนโครโมโซมแต่ละแท่งนั้นยังมีความละเอียดน้อย  ซึ่งจะส่งผลให้บางลักษณะของยีนที่แสดงออกมี
ความสัมพันธ์น้อยกับเครื่องหมายดีเอ็นเอ หรือไม่มีความสัมพันธ์กันเลย ดังนั้นเครื่องหมายดีเอ็นเอในยางพาราจึง
จ าเป็นต้องมีการพัฒนาเพ่ิมเติม เพ่ือให้ได้แผนที่จีโนมที่มีความละเอียดสูง ที่สามารถน าเครื่องหมายดีเอ็นเอไปใช้
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วิเคราะห์ต าแหน่งของยีนที่ควบคุมลักษณะทางปริมาณที่ส าคัญในยางพารา ได้แก่ ผลผลิต การเจริญเติบโต การ
ทนทานต่อโรค การทนต่อความแห้งแล้ง และอ่ืน ๆ เป็นต้น เครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP (Single Nucleotide 
Polymorphism) เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่เป็นความแตกต่างของล าดับเบสเพียงหนึ่งต าแหน่ง ที่สามารถใช้
จัดท าแผนที่จีโนมให้มีความละเอียดได้สูง เนื่องจากมีกระจายอยู่ทั่วจีโนม จากการศึกษา SNP ในจีโนมมนุษย์ ที่มี
รายงานในฐานข้อมูล dbSNPs สามารถพบ SNP ได้ทุก ๆ 300-500 เบสตลอด (สุรินทร์, 2552) ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นในล าดับเบสเพียงหนึ่งต าแหน่งบนส่วนที่เป็นยีนหรือส่วนที่ควบคุมการแสดงออกของยีนที่มี
ความส าคัญต่อการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนในการสร้างโปรตีนให้มากขึ้นหรือน้อยลง เครื่องหมายดีเอ็น
เอ SNP สามารถเริ่มต้นพัฒนาจากล าดับเบส EST ของยางพารา ที่รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI  โดยวิธีการ
ตรวจสอบการเกิด SNP สามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการหาล าดับเบส ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เพ่ือให้ได้เครื่องหมายดี
เอ็นเอ SNP ของยางพารา 

 
ระเบียบวิธีการวิจัย  (Research Methodology) 

อุปกรณ์ 
1.  ยางพารา 12 พันธุ์พันธุ์ ได้แก่ RRIM600  PB217 ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 RRIC110 

RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 PB235 และประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมระหว่างพันธุ์ 
RRIM600 และ PB217 จ านวน 96 สายพันธุ์ (ได้รับการสนับสนุนจาก คุณกรรณิการ์ ธีระวัฒนสุข ศูนย์วิจัย
ยางฉะเชิงเทรา จ.ฉะเชิงเทรา)  

2. เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
3. เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (BioDrop)  
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน  
5. ชุดถ่ายภาพเจลและประมวลผล Gel documentation 
6. ชุดน้ ายาสารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ส าหรับงานวิจัยเครื่องหมายโมเลกุล 
7. ปรแกรมส าหรับจัดท าแผนที่พันธุกรรม OneMap  

  8. ไพรเมอร์ที่ใช้ประกอบการท าแผนที่ยีนได้แก่ EST-SSR และ g-SSR ที่พัฒนาจากยางพารา (ประสาน และ
คณะ 2553) และเครื่องหมายสนิปที่พัฒนาได้จาการทดลองนี้ 

9. สารเคมี และเครื่องมือพ้ืนฐานต่าง ๆ ที่ใช้ส าหรับงานวิจัยเครื่องหมายโมเลกุล 
 
วิธีการ 

1. การค้นหาต าแหน่งการเกิดสนิป (SNP) ในยางพารา 
1.1 การสืบค้นข้อมูลยีนของยางพารา และวิเคราะห์ข้อมูลเพื่อหาตัวแทนล าดับเบส  

สืบค้นข้อมูลยีนและล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล NCBI ของยีนยางพารา โดยการวิเคราะห์ Contig 
Assembly แล้วตัดส่วนของล าดับเบสที่เป็นของ Vector ออก โดยใช้ VecScreen (http://www.ncbi.nlm.nih. 

http://www.ncbi.nlm.nih/
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gov/tools/vecscreen) และน าตัวแทนล าดับเบสที่ต้องการไปออกแบบไพรเมอร์ โดยโปรแกรม Vector NTI 
(ชนิดระบุระยะเวลาการใช้งาน) และสังเคราะห์ไพรเมอร์ เพ่ือน าไปใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยีนดังกล่าว 

1.2 การสกัดดีเอ็นเอจากใบยางพาราพันธุ์ 
น าใบยางพารา 12 พันธุ์พันธุ์ ได้แก่ RRIM600  PB217 ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 

RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 PB235 โดยน าใบมาบดด้วยไนโตรเจนเหลวจนเป็นผง
ละเอียด น าไปสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป NucleoSpin Plant II (MACHEREY-NAGEL) จากนั้น
ตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยแยกด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis แล้วย้อมเจลด้วย
สารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
UV Transilluminators พร้อมบันทึกภาพ และวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เครื่อง BioDrop แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้มี
ความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับน าไปใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 

1.3 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของยางพาราด้วยเทคนิค PCR  
น าดีเอ็นเอของยางพาราพันธุ์ RRIM 600 และ PB 217 ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ภายใต้สภาวะที่

เหมาะสมกับไพรเมอร์แต่ละชนิด ท าการเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ ขนาด 0.2 มิลลิลิตร โดยมี
ส่วนประกอบด้วยดังต่อไปนี้ 

1. 10X  PCR Buffer     2  ไมโครลิตร 
2. 10 mM dNTP      0.4   ไมโครลิตร 
3. 50 mM MgCl2     0.6   ไมโครลิตร 
4. 10 M Forward Primer    1  ไมโครลิตร 
5. 10 M Reverse Primer    1  ไมโครลิตร 
6. ดีเอ็นเอต้นแบบ (10 ng/ul)   5 ไมโครลิตร 
7. 5 U/l Platinum Taq DNA Polymerase 0.2  ไมโครลิตร 
8. เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบ    20  ไมโครลิตร  

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมใน
หลอดทดลอง ที่ก าหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเป็น  

  94 oC  2 นาท ี1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55-60 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาท ี1 รอบ 

1.4 การตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณ 
ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ตรวจสอบ

โดยการย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transilluminators พร้อมบันทึกภาพ 
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1.5 การท าชิ้นดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ให้บริสุทธิ์ 
น าดีเอ็นเอที่เหลือจากข้อ 1.4 ไปท าให้บริสุทธ์ โดยใช้ชุด PCR Purification Kit ส าหรับที่ดีเอ็นเอมี

เพียงชิ้นเดียว แต่กรณีที่ปรากฏดีเอ็นเอหลายชิ้นจะใช้ชุด Gel Extraction Kit หลังจากตรวสอบดีเอ็นเอที่ได้อีก
ครั้งตามข้อ 1.4 และวัดปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง BioDrop เพ่ือใช้เป็นข้อมูลในการวิเคราะห์หาล าดับเบส 

1.6 น าชิ้นดีเอ็นเอที่ผ่านการท าให้บริสุทธิ์ส่งหาล าดับเบส (DNA Sequencing Services; http://base-
asia.com) 

1.7 น าล าดับเบสที่ได้มาเปรียบเทียบกัน โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ เพ่ือค้นหารูปแบบการมีล าดับเบสที่
แตกต่างกันแบบ SNP ระหว่างยางพาราพันธุ์ RRIM 600 และ PB 217 เพ่ือหาต าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับ
เบส SNP  

1.8 เมื่อพบต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบ SNP ระหว่างยางพารา 2 พันธุ์ในข้อ 1.7 ให้หาล าดับ
เบสกับยางพารา 10 พันธุ์ ได้แก่ ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 
BPM24 PB255 และ PB235 โดยขั้นตอนการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 1.4-1.7 
 

2. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบต าแหน่งสนิปอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค ASA (Allele Specific 
Amplification) 

2.1 คัดเลือกต าแหน่งการเกิดสนิปทีม่ีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอแตกต่างกัน โดยอาศัยข้อมูลข้อ 1.8   
2.2 ออกแบบไพรเมอร์ให้สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอครอบคลุมต าแหน่งการเกิดสนิปที่จะตรวจสอบด้วย

เทคนิค ASA โดยใช้โปรแกรม BatchPrimer3 และสังเคราะห์ไพรเมอร์ จ านวน 2 คู่ต่อการตรวจสอบ 1 ต าแหน่ง  
2.3 สกัดดีเอ็นเอจากยางพารา 12 พันธุ์พันธุ์ ได้แก่ RRIM600 PB217 ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 

PB260 RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 PB235 โดยใช้ชุดส าเร็จรูปส าหรับสกัดดีเอ็นเอจาก
พืช ตรวจสอบปริมาณดีเอ็นเอที่ได้ โดยใช้ agarose gel electrophoresis และวัดค่าการดูดกลืนแสง ปฏิบัติ
เช่นเดียวกับข้อ 1.4 

2.4 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากยางพาราพันธุ์ต่าง ๆ ด้วยเทคนิค PCR ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมกับไพรเมอร์
แต่ละชนิด ปฏิบัติเช่นเดียวกับข้อ 1.5  

2.5 เปรียบเทียบรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอ ที่ไดจ้ากการตรวจสอบสนิปโดยใช้เทคนิค ASA ในยางพารา
พันธุ์ RRIM600 PB217 ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 
PB255 PB235 

 
3. การสร้างแผนที่พันธุกรรม 

3.1 น าใบยางพาราของประชากรลูกผสมที่เกิดจากการผสมระหว่างพันธุ์ RRIM600 และ PB217 จ านวน 
96 สายพันธุ์ มาสกัดดีเอ็นเอและตรวจสอบดีเอ็นเอ ปฏิบัติเช่นเดียวกับข้อ 1.2  

3.2 เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดีเอ็นเอของยางพาราลูกผสม จ านวน 96 พันธุ์  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมกับไพร
เมอร์แต่ละชนิดที่คัดเลือกได้จากข้อ 2.5  
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3.3 ตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ agarose gel electrophoresis ตรวจสอบ
โดยการย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบ
ดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transilluminators พร้อมบันทึกภาพ  

3.4 น ารูปแบบการเกิดแบบดีเอ็นเอของประชากรลูกผสมทั้งหมด 96 สายพันธุ์กับเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP 
ที่ได้จากการตรวจสอบ มาก าหนดรูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอชนิดต่าง ๆ ตามตามข้อก าหนดของโปรแกรม 
OneMap (Wu et al., 2002, Margarido et al., 2007)  

2.5 สร้างแผนที่พันธุกรรมของเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ร่วมกับเครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR และ g-SSR 
ที่ด าเนินการไปแล้ว (ประสาน และคณะ 2553) น ามาวิเคราะห์ร่วมกันโดยใช้โปรแกรม OneMap (Margarido et 
al., 2007) ซึ่งท างานอยู่บนโปรแกรม R โดยก าหนดค่า LOD score เท่ากับ 5 ค่า recombination fraction ที่ 
0.35 ระยะห่างระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลใช้แบบ Kosambi function และเขียนแผนที่โดยใช้โปรแกรม 
MapChart 2.2  
 
เวลาและสถานที่ 

- ระยะเวลาด าเนินการทดลอง ตุลาคม พ.ศ. 2553 – กันยายน พ.ศ.2558) 
    - สถานที่ด าเนินงาน ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพ กรมวิชาการเกษตร 
 
ผลการวิจัย (Results) 
 

1. การค้นหาต าแหน่งการเกิดสนิป (SNP) ในยางพารา 
จากการค้นหาข้อมูล EST ของยางพาราที่ รายงานไว้ในฐานข้อมูล NCBI น ามาจัดเก็บไว้ในรูปแบบไฟล์ 

FASTA และจากการน าข้อมูลไปเปรียบเทียบด้วยโปรแกรม Blastn และท าการวิเคราะห์ Contig Assembly 
พบว่าได้กลุ่มของข้อมูล EST ที่มีล าดับเบสเหมือนกันทั้งเส้น หรือเหมือนกันบางส่วน ที่สามาถใช้เป็นตัวแทนของ
กลุ่มข้อมูลแต่ละกลุ่มยีน และได้ตัดส่วนของ Vector ที่ปะปนอยู่ทางด้านปลาย 5’ และ ปลาย 3’ ออก และได้น า
ข้อมูลล าดับเบสไปออกแบบไพรเมอร์ จ านวน 455 คู่ ส าหรับใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอส่วนของดีเอ็นเอในยางพารา
พันธุ์ RRIM 600 และ PB217 เมื่อน าผลผลิตพีซีอาร์ไปท าให้บริสุทธิ์ (purify) โดยการแยกชิ้นดีเอ็นเอจากเจล และ
ส่งหาล าดับเบส พบว่าผลการวิเคราะห์ล าดับเบสระหว่างยางพาราพันธุ์ RRIM600 และ PB217  มีการปรากฏ
แหน่งของการเกิดการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิป (SNP) ระหว่างยางพาราทั้งสองพันธุ์ ซึ่งการเปลี่ยนแปลง
ต าแหน่งล าดับเบสเหล่านี้จะใช้ส าหรับการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือการตรวจสอบรูปแบบการเกิดการเปลี่ยนแปลงดี
เอ็นเอชนิด SNP ในยางพาราพันธุ์อื่น ๆ เช่นในพันธุ์ฉะเชิงเทรา 50 พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสเพ่ิมเติมจาก
ที่พบอยู่ในพันธุ์ RRIM600 และ PB217 นอกจากนี้พบว่าล าดับเบสของยีนเดียวกันในแต่ละพันธุ์ จะมีล าดับเบสที่
แตกต่างกัน ในบางยีนพบการเปลี่ยนแปลงหลายต าแหน่ง แต่บางยีนก็ยังไม่พบต าแหน่งที่มีการเปลี่ยนแปลง 
อย่างไรก็ตามหากใช้พันธุ์ยางเพ่ิมมากขึ้น อาจจะพบต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงเบสได้ ซึ่งรูปแบบการเปลี่ยนแปลง
ล าดับเบสแบบสนิปพบทั้งในรูปแบบของ homozygous และ heterozygous จากผลของล าดับเบสที่ได้วิเคราะห์ 
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พบว่าบางยีน หรือบางไพร์เมอร์นั้นการหาล าดับเบสสามารถท าได้ยาก เนื่องจากยีนนั้นมีล าดับเบสที่ประกอบ
ล าดับของดีเอ็นเอชนิดเบสซ้ าจ านวนหลายๆ เบส ติดต่อกัน จึงท าให้บางยีนไม่ได้ข้อมูลล าดับเบส หรือได้ข้อมูลยัง
ไม่ครบถ้วน จึงได้คัดเลือกบางยีนส าหรับศึกษาในขั้นตอนต่อไป  

จากการค้นหาและวิเคราะห์ต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยางพารา ได้
ไพรเมอร์ที่ผ่านการออกแบบให้ครอบคลุมต าแหน่งการเกิดสนิป พบว่าต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสของ
แต่ละยีนดังนี้  

1.1 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน DnaJ (chaperone DnaJ; Hsp40 (heat shock protein 40 kD)) ที่เพ่ิม
ปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ 
NCBI โดยวิธีการ nucleotide blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน Accession AF085275 ที่ความเหมือน 96 
เปอร์เซนต์ ซึ่งเป็น DnaJ protein mRNA ที่แสดงออกในน้ ายางของยางพารา clone pHvDnaJ-3 ที่ถูกกระตุ้น
ด้วย ethylene และเม่ือน าล าดับเบสของยางพาราพันธุ์อ่ืน ๆ ไปวิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับ
เบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน DnaJ ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 10 ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 1  
 
ตารางที่ 1 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน DnaJ (chaperone DnaJ; Hsp40) ในพันธุ์ยางพารา 

Clones 
SNP position 

C174T G189C G198T A303T A392G A423G A444T G502C A628G A752G 

RRIM600 C/C G/G G/G T/T G/A A/A T/T G/C G/G G/A 
PB217 C/C G/G G/G T/T A/A A/A T/T C/C G/G A/A 
RRIT251 T/T C/C T/T T/T A/A G/G A/A C/C A/A G/G 
PB260 C/T G/C G/T T/A A/A G/A T/A G/C G/G G/A 
RRIC110 C/T G/C G/T T/A G/A G/A T/A G/C A/A - 
RRII118 C/T G/C G/T T/A G/A G/A T/A G/C A/A G/A 
RRII105 - - - - A/A G/A - C/C - - 
RRIT226 C/T G/C G/T T/A A/A G/A T/A G/C G/G G/A 
BPM24 C/T G/C G/T T/A A/A G/A T/A G/C G/G - 
PB225 T/T - - T/T A/A G/A - C/C A/A - 
CH50 - - - - A/A G/G - C/C - - 
PB235 C/C - - T/T A/A - - C/C A/A - 

 
 1.2 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน Cyclophilin ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับ

เบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide blast พบว่ามีล าดับเบส
เหมือนกับยีน Accession HQ268021 ที่ความเหมือน 99 เปอร์เซนต์ ซึ่งเป็น cyclophilin mRNA ที่แสดงออกใน
น้ ายางของยางพารา clone RY7-33-97 และเมื่อน าล าดับเบสของยางพาราทั้ง 12 พันธุ์ไปวิเคราะห์หาต าแหน่ง
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ของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน Cyclophilin ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 2 
ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 2  
 
ตารางที่ 2 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน Cyclophilin) ในพันธุ์ยางพารา 

Clones 
SNP position 

C184T A187G 
RRIM600 C/T G/A 
PB217 C/C G/G 
RRIT251 C/C G/A 
PB260 C/T G/A 
RRIC110 C/C G/G 
RRII118 C/C G/G 
RRII105 C/C G/G 
RRIT226 C/C G/G 
BPM24 C/T G/A 
PB225 T/T A/A 
CH50 C/C G/G 
PB235 C/C G/G 

 
 

 
1.3 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน CuZnSOD (Cu/Zn superoxide dismutase) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์

จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide 
blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน Accession AF457209 ที่ความเหมือน 97 เปอร์เซนต์ ซึ่งเป็นยีน Cu/Zn 
superoxide dismutase (Cu/Zn-SOD) mRNA ที่สัมพันธ์กับผลผลิตและสภาวะเครียสในยางพารา และเมื่อน า
ล าดับเบสของยางพาราทั้ง 12 พันธุ์ไปวิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอ
ของยีน CuZnSOD ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 8 ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 3  

 
ตารางที่ 3 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน Cu/Zn superoxide dismutase ในพันธุ์ยางพารา 

Clones 
SNP position 

C220T A384T A745T A1006T G1170T A1171T G1199C A1274C 
RRIM600 C/C T/T T/T A/A G/G T/T G/G A/A 
PB217 T/T T/T A/A A/A G/G T/T G/T A/A 
RRIT251 C/T T/A T/T A/A G/T T/A G/C C/C 
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PB260 C/C T/T T/T A/A G/G T/T G/G A/A 
RRIC110 C/C T/A T/T A/A G/T T/A G/C C/A 
RRII118 C/T T/T A/T A/A G/G T/T G/G A/A 
RRII105 C/T T/T T/T A/A G/G T/T G/G C/A 
RRIT226 C/C T/T T/T A/A G/G T/T G/G A/A 
BPM24 C/T T/T A/T A/A G/G T/T G/G A/A 
PB255 C/T T/T A/T A/A G/G T/T G/G A/A 
CH50 C/T T/A T/T A/T G/T T/A G/C C/C 
PB235 C/T T/T T/T A/A G/G T/T G/G C/A 

 
1.4 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน CCR (cinnamoyl-CoA reductase) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์จาก

ยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide 
blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน cinnamoyl-CoA reductase mRNA และเม่ือน าล าดับเบสของยางพารา  
12 พันธุ์ ไปวิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน CCR ได้ค้นพบ
ต าแหน่งการเกิดสนิป 16 ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 4 
 
ตารางที่ 4 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน cinnamoyl-CoA reductase ในพันธุ์ยางพารา  

Clones 
SNP position 

C132T A231G A275T A1780G A1750T A1745T G1710C A1703G 
RRIM600 T/T G/G C/C A/A T/T A/A G/G G/G 

PB217 T/T G/G C/C A/A T/T A/T C/G A/G 

RRIT251 C/T G/A C/C A/G A/T A/T C/G A/A 

PB260 - G/G C/C A/- - - C/G A/G 

RRIC110 - G/G C/C A/- - - C/G A/A 

RRII118 T/T G/G A/T A/G A/T A/T G/G A/A 

RRII105 - G/G C/C A/- - - C/G A/A 

RRIT226 T/T G/G T/T A/A T/T A/T C/G A/G 

BPM24 - G/G C/C A/- - - G/G - 

PB225 - G/G C/C A/- - - C/G A/A 

CH50 - G/G C/C A/- - - C/G A/G 

PB235 - G/G C/C A/- - - C/G A/G 
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ตารางที่ 4 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน cinnamoyl-CoA reductase ในพันธุ์ยางพารา 

Clones SNP position  
C1639T A1637G A1609G G1604T A1600T C1596T A1581G A1537T 

RRIM600 C/C A/A A/A G/G G/G T/T A/A T/T 
PB217 C/C A/A A/G G/T A/G C/T A/A A/T 
RRIT251 C/C A/A G/G G/T A/G C/T A/A A/A 
PB260 C/C - A/- G/T A/G - - - 
RRIC110 C/T - G/G T/T A/A - - - 
RRII118 C/T A/G G/G G/G A/A T/T A/G A/A 
RRII105 C/C - G/G T/T A/A - - - 
RRIT226 C/C A/A A/G G/T A/G C/T A/A A/T 
BPM24 C/C - A/- G/G - - - - 
PB225 C/T - G/G T/T A/A - - - 
CH50 C/C - A/- G/T - - - - 
PB235 C/C - A/- G/T - - - - 

 
 

1.5 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน HMGR (hydroxymethylglutaryl coenzyme A) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค
พีซีอาร์จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ 
nucleotide blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน hydroxymethylglutaryl coenzyme A mRNA และเม่ือ
น าล าดับเบสของยางพารา 12 พันธุ์ ไปวิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอ
ของยีน HMGR ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 11 ต าแหน่ง  ดังแสดงในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน hydroxymethylglutaryl coenzyme A ในพันธุ์

ยางพารา 

Clones 
SNP position  

A96G A292G G349C A384C C425T C842G A1325T C1289T 

RRIM600 A/G A/G C/G A/C C/T C/G A/T C/T 
PB217 A/A G/G C/C A/A T/T C/G A/A C/C 
RRIT251 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/T 
PB260 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
RRIC110 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
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RRII118 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
RRII105 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
RRIT226 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
BPM24 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
PB225 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
CH50 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/C 
PB235 A/A G/G C/C A/A T/T - - C/T 

 
1.6 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน FDP (farnesyl diphosphate synthase isoform) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค

พีซีอาร์จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ 
nucleotide blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน farnesyl diphosphate synthase isoform mRNA และ
เมื่อน าล าดับเบสของยางพารา 12 พันธุ์ ไปวิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็น
เอของยีน FDP ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 13 ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 6 
 
ตารางที่ 6 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน farnesyl diphosphate synthase isoform ในพันธุ์

ยางพารา 

Clones 
SNP position  

G997C C1348T A1474G A1596G A3344G A3321T A3323G C3547T 

RRIM600 C/C C/C A/G A/A A/A A/A G/G T/T 
PB217 C/G C/T A/A A/G A/G A/A G/G T/T 
RRIT251 C/G C/C A/A A/G A/G A/A A/G C/T 
PB260 C/C C/C A/A A/G - - - - 
RRIC110 C/G C/T A/A A/G - - - - 
RRII118 C/G C/T A/A A/G G/G A/T G/G T/T 
RRII105 C/C C/C A/A A/A A/A - - - 
RRIT226 C/C C/C A/G A/A A/A A/A G/G T/T 
BPM24 C/G C/T A/A A/G - - - - 
PB225 C/C C/C A/A A/G - - - - 
CH50 C/G C/C A/A A/A A/A A/A G/G T/T 
PB235 C/G C/C A/A A/A A/A - - - 
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ตารางที่ 6 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน farnesyl diphosphate synthase isoform ใน
พันธุ์ยางพารา  

Clones 
SNP position  

G3731T A3752T C4229T A4415T A4655G 

RRIM600 G/T T/T T/T A/A G/G 
PB217 G/G A/T C/T A/T A/G 
RRIT251 G/G A/T C/T A/A A/G 
PB260 G/G - T/T A/A A/G 
RRIC110 G/T - C/T A/T A/G 
RRII118 G/G A/A C/C T/T A/A 
RRII105 G/G - C/T A/A G/G 
RRIT226 G/T T/T T/T A/A A/G 
BPM24 G/G - C/C T/T A/A 
PB225 G/T - T/T A/A G/G 
CH50 G/T T/T T/T A/A A/G 
PB235 G/G - T/T A/A G/G 
 

1.7 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน COMT (caffeic acid O-methyltransferase) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์
จากยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide 
blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับยีน caffeic acid O-methyltransferase mRNA และเมื่อน าล าดับเบส ไป
วิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน COMT ได้ค้นพบ การ
เปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน COMT ที่เกิดกับยางพารา 12 พันธุ์ คือ RRIM600 PB217 ฉะเชิงเทรา 
50 (CH50) RRIT251 PB260 RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 และ PB235 เมื่อพิจารณา
จากการเปรียบเทียบล าดับเบสโดยใช้ไพรเมอร์ COMT3-707 ในต าแหน่งที่ A302T จะพบการเปลี่ยนแปลงล าดับ
เบสที่มีลักษณะของเส้น chromatogram ปรากฏอยู่ 2 peaks ในต าแหน่งเดียวกัน แสดงว่าต าแหน่งนั้นมี 
genotype เป็น heterozygous แบบ A/T ที่พบได้ในยางพาราพันธุ์  RRIM600 RRIC110 RRII118 RRIT226 
และ ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) ส่วนลักษณะของเส้น chromatogram ที่มี 1 peaks ในต าแหน่งเดียวกัน แสดงว่ามี 
genotype ที่เป็น homozygous แบบ A/A พบได้ในยางพาราพันธุ์  PB217 RRIT251 PB260 RII105 BPM24 
PB255 และ PB235 จะเห็นว่าในต าแหน่งที่ A302T ไม่ปรากฏสนิป genotype ที่เป็น homozygous แบบ TT 
กับยางพาราทั้ง 12 พันธุ์ (ภาพที่ 1)  

การเปรียบเทียบต าแหน่งการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน COMT กับยางพารา 12 พันธุ์ จาก
การใช้ไพรเมอร์ COMT3-707 COMT680-1297 และ COMT1296-1902 พบต าแหน่งที่เกิดสนิป จ านวน 15 
ต าแหน่ง คือ C116T A239G A251G G272T A302T C340T C572T G590T A854T A856T C866T C1101T 
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C1062G A1158G และ G1179C พบต าแหน่งที่มีล าดับเบสแตกต่างกันในยางพาราแต่ละพันธุ์ มี genotype แบบ 
heterozygous คือ A/G A/T C/T และ G/C มี genotype แบบ homozygous คือ A/A C/C G/G และ T/T ดัง
แสดงในตารางที่ 7  

          

                                                                       

                A                               B                                C                               D 

ภาพที่ 1   แสดงตัวอย่างการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน COMT ในพันธุ์ยางพาราที่ต าแหน่ง A302T 
(A: RRIM600, PB217, RRIT251, B: RRII105, RRIT226, BPM24, C: PB260, RRIC110, RRII118, D: 
PB255, CH50, PB235)  

 
ตารางที่ 7 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน caffeate O-methyl-transferase ในพันธุ์ยางพารา 

Varieties 
SNP position  

C136T A264G A276G G297T A327T C366T C601T G619T 
RRIM600 C/T G/A A/A G/T T/A T/T C/T T/T 
PB217 C/T G/G A/G T/T A/A T/C T/T T/G 
RRIT251 C/T G/G A/G T/T A/A T/C T/T T/G 
PB260 C/C G/G G/G T/T A/A C/C T/T G/G 
RRIC110 C/C G/A A/G G/T T/A T/C C/T T/G 
RRII118 C/C G/A A/G G/T T/A T/C C/T T/G 
RRII105 C/C G/G G/G T/T A/A C/C T/T G/G 
RRIT226 C/T G/A A/A G/T T/A T/T C/T T/T 
BPM24 C/T G/G A/G T/T A/A T/C T/T T/G 
PB225 C/C G/G A/A T/T A/A C/C T/T G/G 
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CH50 C/C G/A A/G G/T T/A T/C C/T T/G 
PB235 C/C G/G G/G T/T A/A C/C T/T G/G 

 
ตารางที่ 7 (ต่อ) การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน caffeate O-methyl-transferase ในพันธุ์

ยางพารา 

Varieties 
SNP position  

A905T A907T C917T C1062T G1113G A1209G G1233C  
RRIM600 A/A A/A C/C C/C C/G A/A G/G  
PB217 A/T A/T C/T C/T C/C A/G G/C  
RRIT251 A/T A/T C/T C/T C/C A/G G/C  
PB260 T/T T/T T/T T/T C/C G/G C/C  
RRIC110 A/A A/A C/T C/T C/G A/A C/C  
RRII118 A/T A/T C/T C/T C/G A/G G/C  
RRII105 T/T T/T T/T T/T C/C - C/C  
RRIT226 A/A A/A C/C C/C C/G A/A G/G  
BPM24 A/T A/T C/T C/T C/C A/G G/C  
PB225 T/T T/T T/T T/T C/C G/G C/C  
CH50 A/T A/T C/C C/T C/G A/G G/G  
PB235 T/T T/T T/T T/T C/C G/G C/C  

 
1.8 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน ETR1 (ethylene receptor) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์จากยางพารา เมื่อ

น าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide blast พบว่ามี
ล าดับเบสเหมือนกับ ethylene receptor และเมื่อน าล าดับเบสของยางพารา 12 พันธุ์ ไปวิเคราะห์หาต าแหน่ง
ของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน ETR1 ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 8 ต าแหน่ง ดัง
แสดงในตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 8 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน caffeate O-methyl-transferase ในพันธุ์ยางพารา  

Clones SNP position 

C287T A553G C699T A719G C754T G833C C976T A1193T 

RRIM600 C/T A/A C/T A/A C/T G/C C/T A/T 
PB217 C/C A/G C/C A/G T/T G/G T/T A/A 
RRIT251 C/C A/A C/C A/G T/T G/G T/T A/A 
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PB260 C/C A/G C/C A/A T/T G/G T/T A/A 
RRIC110 C/T A/G C/T A/A C/T G/C C/T A/T 
RRII118 C/T A/A C/T A/G C/T G/C C/T A/T 
RRII105 C/T A/A C/T A/A C/T G/C C/T A/T 
RRIT226 C/C A/G C/C A/A T/T G/G T/T A/A 
BPM24 C/T A/A C/T A/G C/T G/C C/T A/T 
PB225 C/C A/G C/C A/G T/T G/G T/T A/A 
CH50 C/T A/A C/T A/A C/T G/C C/T A/T 
PB235 C/C A/G C/C A/A T/T G/G T/T A/A 

 
1.9 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน REF (rubber elongation factor) ที่เพ่ิมปริมาณโดยเทคนิคพีซีอาร์จาก

ยางพารา เมื่อน าไปหาล าดับเบส และท าการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูลดีเอ็นเอ NCBI โดยวิธีการ nucleotide 
blast พบว่ามีล าดับเบสเหมือนกับ rubber elongation factor และเมื่อน าล าดับเบสของยางพารา 12 พันธุ์ ไป
วิเคราะห์หาต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยีน REF ได้ค้นพบต าแหน่งการเกิดส
นิป 15 ต าแหน่ง ดังแสดงในตารางที่ 9  
 
ตารางที่ 9 การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน rubber elongation factor ในพันธุ์ยางพารา 

Clones 
SNP position  

C503T G509T A547G C615T A916T C944T C991T C1072T A1221T 

RRIM600 T/T T/T G/G C/T T/T T/T C/T C/T A/T 
PB217 C/T G/T A/G C/T A/T C/T T/T C/C A/A 
RRIT251 T/T G/T G/G C/T T/T T/T C/T C/T A/T 
PB260 T/T G/T G/G C/T T/T T/T C/T C/T A/T 
RRIC110 C/T T/T A/G C/T A/T C/T T/T C/C A/A 
RRII118 T/T T/T G/G C/T T/T T/T T/T C/C A/A 
RRII105 T/T T/T G/G C/T T/T T/T T/T C/C A/A 
RRIT226 T/T G/T G/G C/T T/T T/T C/T C/T A/T 
BPM24 C/T T/T A/G C/T A/T C/T T/T C/C A/A 
PB225 T/T G/T G/G C/T T/T T/T C/T C/T A/T 
CH50 C/T T/T A/G C/C A/T C/T T/T C/C A/A 
PB235 C/T G/T A/G C/T A/T C/T C/T C/T A/T 
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จะเห็นได้ว่าจ านวนอัลลีลของเครื่องหมายดีเอ็นเอสนิปจะมีเพียง 1 ถึง 2 อัลลีลเท่านั้น เมื่อเปรียบเทียบ
กับเครื่องหมายดีเอ็นเอไมโครแซทเทิลไลท์ที่มีจ านวนอัลลีลตั้งแต่ 1-16 อัลลีล (Mateescu et al., 2005) 
เนื่องจากสนิปเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่มีความแตกต่างของล าดับเบสเพียงหนึ่งเบสเท่านั้น genotype ที่เกิดขึ้น
ในแต่ละเครื่องหมายดีเอ็นเอจึงมีเพียง 2 รูปแบบ คือ homozygous (A/A C/C G/G T/T) และ heterozygous 
(A/G C/T G/C A/T G/T A/C) การน าเครื่องหมายดีเอ็นเอสนิปมาใช้จึงต้องการเครื่องหมายดีเอ็นเอที่ให้ 
heterozygous genotype สูงสุด เพื่อเป็นประโยชน์ในการน ามาใช้แยกความแตกต่างของดีเอ็นเอเป้าหมายให้ได้
ประสิทธิภาพดียิ่งขึ้น  

การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีนในยางพาราที่พบจัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถน าไป
ประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพารา โดยการน าไปทดสอบหาความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่งการเกิดสนิปที่
เกี่ยวข้องกับคุณสมบัติของไม้ในยางพาราพันธุ์ต่าง ๆ ต่อไป และสามารถน ารูปแบบการเกิดต าแหน่งสนิปของยีน ที่
ตรวจพบในยางพารา จ านวน 12 พันธุ์ น าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของยางพารา เพื่อระบุความเป็นเอกลักษณะ
ของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ จากผลการทดลองของ Yameun and Boonphakdee (2013) ซึ่งได้จัดท าลายพิมพ์ดี
เอ็นเอของยางพารา 10 พันธุ์ โดยใช้ล าดับเบสนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน  caffeate O-methyl-transferase 
น ามาเพ่ิมปริมาณส่วนของยีน COMT ด้วยเทคนิค PCR และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 4 ชนิด สามารถระบุความ
เป็นเอกลักษณ์ของยางพาราได้จ านวน 7 พันธุ์ แต่ไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างระหว่างยางพาราพันธุ์ PB235 
PB255 และ PB260 ออกจากกันได้ ในขณะที่งานวิจัยครั้งนี้ได้พบต าแหน่งสนิปที่ A251G สามารถจ าแนกความ
แตกต่างระหว่างยางพันธุ์ PB255 ที่ให้สนิปแบบ A/G ออกจากพันธุ์ PB235 และ PB260 ที่ให้สนิปแบบ G/G 
แม้ว่ายางพาราพันธุ์ PB235 และ PB260 ยังไม่สามารถจ าแนกความแตกต่างออกจากกันได้ด้วยต าแหน่งสนิปของ
ยีน COMT ถ้าหากน าต าแหน่งของยีนอ่ืนมาตรวจสอบร่วมด้วยก็จะสามารถจ าแนกความแตกต่างของพันธุ์ทั้งสอง
ออกจากกันได้ เช่น ผู้วิจัยได้ท าการทดลองการตรวจสนิปของยีน cyclophilin ที่ในต าแหน่ง C91T สามารถแยก
ความแตกต่างระหว่างพันธุ์ PB235 ที่มีสนิปแบบ C/C และ PB260 ที่มีสนิปแบบ C/T ดังนั้นการน าเครื่องหมายดี
เอ็นเอสนิปมาประยุกต์ใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของยางพารานั้นควรเลือกใช้ต าแหน่งสนิปที่ให้ความแตกต่าง
ระหว่างพันธุ์ และได้มาจากยีนหลาย ๆ ต าแหน่ง 

 
2. การพัฒนาวิธีการตรวจสอบต าแหน่งสนิปอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค ASA (Allele Specific 

Amplification) 
จากการค้นหาและวิเคราะห์ต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยางพารา ได้

ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค ASA เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์ของเทคนิค ASA และตรวจสอบผลการ
เกิดแถบดีเอ็นเอของยางพาราแต่ละพันธุ์ ได้ผลการทดลองดังนี้ 

2.1 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน DnaJ (chaperone DnaJ; Hsp40 (heat shock protein 40 kD))  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 10 ต าแหน่ง ของชิ้นดีเอ็นเอของยีน DnaJ และได้ออกแบบ

ไพรเมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 10 ต าแหน่ง เพ่ือใช้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิป พบว่ามีไพรเมอร์ 
จ านวน 6 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ได้แก่  
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2.1.1 ต าแหน่งที่ 70 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_ASP70_T_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ T และ DnaJ_ASP70_C_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C และมี
รูปแบบการเกิดสนิป ดังแสดงเป็นตัวอย่างส าหรับการตรวจสอบโดยใช้เทคนิค ASA ในภาพที่ 2 

2.1.2 ต าแหน่งที่ 94 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_ASP94_G_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ G และ DnaJ_ASP94_T_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T 

2.1.3 ต าแหน่งที่ 288 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_F กับ DnaJ_ASP288_G_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ G และ DnaJ_F กับ DnaJ_ASP288_A_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A  

2.1.4 ต าแหน่งที่ 319 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_ASP319_G_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ G และ DnaJ_ASP319_A_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A 

2.1.5 ต าแหน่งที่ 404 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_ASP404_G_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ G และ DnaJ_ASP404_C_F กับ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C  

2.1.6 ต าแหน่งที่ 520 ใช้ไพรเมอร์ DnaJ_F กับ DnaJ_ASP520_G_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มี
ล าดับเบสแบบ G และ DnaJ_F กับ DnaJ_ASP520_A_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A 

 
 

 
 
ภาพที่ 2 แสดงการตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในพันธุ์ยางพาราโดยใช้เทคนิค ASA ด้วยไพรเมอร์ 

DnaJ_ASP70_T_F และ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับ เบสแบบ T และ 
DnaJ_ASP70_C_F และ DnaJ_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C โดยช่องที่ 1-
2=RRIM600, 3-4= PB217, 5-6= RRIT251, 7-8= PB260, 9-10= RRIC110, 11-12= RRII118, 13-
14= RRII105, 15-16= RRIT226, 17-18= BPM24, 19-20= PB225, 21-22= CH50, 23-24= 
PB235 และ M=100 bp. DNA Ladder 
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2.2 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน Cyclophilin  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 2 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน Cyclophilin และได้

ออกแบบไพรเมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 2 ต าแหน่ง ไม่พบไพรเมอร์ที่สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วย
เทคนิค ASA ในยางพารา 

 
2.3 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน CuZnSOD (Cu/Zn superoxide dismutase)  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 8 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน CuZnSOD และได้ออกแบบ

ไพรเมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 8 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 1 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่  

2.3.1 ต าแหน่งที่ 582 ใช้ไพรเมอร์ CuZnSOD_ASP582_A_R กับ CuZnSOD_2F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 498 คู่เบส และไพรเมอร์ CuZnSOD_ASP582_T_F กับ 
CuZnSOD_2R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 230 คู่เบส  

 
2.4 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน CCR (cinnamoyl-CoA reductase)  

ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 16 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน CCR และได้ออกแบบไพร
เมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 11 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 6 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่ 

2.4.1 ต าแหน่งที่ 189 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP189_G_F กับ CCR_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 176 คู่เบส และไพรเมอร์  CCR_ASP189_A_R กับ 
CCR_ASP(1)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 155 คู่เบส 

2.4.2 ต าแหน่งที่ 233 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP233_A_F กับ CCR_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 135 คู่เบส และไพรเมอร์  CCR_ASP233_C_F กับ 
CCR_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 135 คู่เบส 

2.4.3 ต าแหน่งที่ 110 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP110_G_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 259 คู่เบส และไพรเมอร์  CCR_ASP110_T_R กับ 
CCR_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 114 คู่เบส 

2.4.4 ต าแหน่งที่ 145 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP145_T_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 225 คู่เบส และไพรเมอร์  CCR_ASP145_C_F กับ 
CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 225 คู่เบส 

2.4.5 ต าแหน่งที่ 209 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP209_G_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 161 คู่เบส และไพรเมอร์  CCR_ASP209_A_R กับ 
CCR_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 205 คู่เบส 
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2.4.6 ต าแหน่งที่ 216 ใช้ไพรเมอร์ CCR_ASP216_G_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 156 คู่เบส และไพรเมอร์ CCR_ASP216_C_F กับ 
CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 156 คู่เบส  

 
2.5 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน HMGR (hydroxymethylglutaryl coenzyme A)  

ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 11 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน HMGR และได้ออกแบบ
ไพรเมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 9 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ที่สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค 
ASA ในยางพารา จ านวน 9 ต าแหน่ง ได้แก่  

2.5.1 ต าแหน่งที่ 96 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP96_G_F กับ HMGR_ASP(1)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 438 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP96_A_F กับ 
HMGR_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 434 คู่เบส  

2.5.2 ต าแหน่งที่ 292 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP292_G_F กับ HMGR_ASP(2)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 484 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP292_A_F กับ 
HMGR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 488 คู่เบส  

2.5.3 ต าแหน่งที่ 349 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP349_G_F กับ HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 471 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP349_C_F กับ 
HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 471 คู่เบส   

2.5.4 ต าแหน่งที่ 384 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP384_A_F กับ HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 445 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP384_C_F กับ 
HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 445 คู่เบส 

2.5.5ต าแหน่งที่ 425 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP425_T_F กับ HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 398 คู่เบส และไพรเมอร์  HMGR_ASP425_C_F กับ 
HMGR_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 397 คู่เบส 

2.5.6 ต าแหน่งที่ 1289 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP1298_T_R กับ HMGR_ASP(6)_F ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 233 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP1289_C_R กับ 
HMGR_ASP(6)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 233 คู่เบส  

2.5.7 ต าแหน่งที่ 1549 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP1549_T_R กับ HMGR_ASP(7)_F ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 277 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP1549_C_R กับ 
HMGR_ASP(7)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 276 คู่เบส 

2.5.8 ต าแหน่งที่ 1720 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP1720_A_F กับ HMGR_ASP(7)_R ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 91 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP1720_C_F กับ 
HMGR_ASP(7)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 96 คู่เบส 
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2.5.9 ต าแหน่งที่ 2461 ใช้ไพรเมอร์ HMGR_ASP2461_T_R กับ HMGR_ASP(8)_F ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 336 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP2461_C_R กับ 
HMGR_ASP(8)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 336 คู่เบส 

 
2.6 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน FDP (farnesyl diphosphate synthase isoform)  

ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 13 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน FDP และได้ออกแบบไพร
เมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 15 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 8 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่ 

2.6.1 ต าแหน่งที่ 872 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP872_G_F กับ FDP_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิป
ที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 465 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP872_C_F กับ FDP_ASP_R 
ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 465 คู่เบส 

2.6.2 ต าแหน่งที่ 1220 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP1220_T_F กับ FDP_ASP_R ตรวจสอบการเกิดส
นิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 109 คู่เบส และไพรเมอร์  FDP_ASP1220_C_F กับ 
FDP_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 109 คู่เบส 

2.6.3 ต าแหน่งที่ 1346 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP1346_G_F กับ FDP_ASP(7)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 100 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP1346_A_F กับ 
FDP_ASP(7)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 100 คู่เบส  

2.6.4 ต าแหน่งที่ 1468 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP1468_G_R กับ FDP_ASP(7)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 265 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP1468_A_F กับ 
FDP_ASP(7)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 265 คู่เบส 

2.6.5 ต าแหน่งที่ 3584 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP3584_G_R กับ FDP_ASP(4)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 500 คู่เบส และไพรเมอร์  FDP_ASP3584_T_R กับ 
FDP_ASP(4)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 499 คู่เบส 

2.6.6 ต าแหน่งที่ 4075 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP4075_T_R กับ FDP_ASP(5)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 112 คู่เบส และไพรเมอร์  FDP_ASP4075_C_R กับ 
FDP_ASP(5)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มลี าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 110 คู่เบส  

2.6.7 ต าแหน่งที่ 4261 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP4261_A_R กับ FDP_ASP(5)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 309 คู่เบส และไพรเมอร์  FDP_ASP4261_T_R กับ 
FDP_ASP(5)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 296 คู่เบส  

2.6.8 ต าแหน่งที่ 4500 ใช้ไพรเมอร์ FDP_ASP4500_G_F กับ FDP_ASP(5)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 199 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP4500_A_F กับ 
FDP_ASP(5)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปทีม่ีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 203 คู่เบส 
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2.7 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน COMT (caffeic acid O-methyltransferase)  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 15 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน COMT และได้ออกแบบไพร

เมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 13 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 9 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่ 

2.7.1 ต าแหน่งที่ 116 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP116_T_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 675 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP116_C_F กับ 
COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 675 คู่เบส 

2.7.2 ต าแหน่งที่ 251 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP251_G_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 540 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP251_A_F กับ 
COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 540 คู่เบส 

2.7.3 ต าแหน่งที่ 272 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP272_G_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 520 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP272_T_F กับ 
COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 520 คู่เบส 

2.7.4 ต าแหน่งที่ 302 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP302_A_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 493 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP302_T_F กับ 
COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 493 คู่เบส 

2.7.5 ต าแหน่งที่ 340 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP340_T_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 451 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP340_C_F กับ 
COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 451 คู่เบส  

2.7.6 ต าแหน่งที่ 572 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP572_T_R กับ COMT_ASP_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 542 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP572_C_R กับ 
COMT_ASP_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 542 คู่เบส 

2.7.7 ต าแหน่งที่ 1011 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP1011_T_F กับ COMT_ASP(2)_R ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 348 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP1011_C_F กับ 
COMT_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 347 คู่เบส 

2.7.8 ต าแหน่งที่ 1062 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP1062_G_F กับ COMT_ASP(2)_R ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 300 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP1062_C_F กับ 
COMT_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 300 คู่เบส 

2.7.9 ต าแหน่งที่ 1179 ใช้ไพรเมอร์ COMT_ASP1179_G_R กับ COMT_ASP(2)_F ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 562 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP1179_C_F กับ 
COMT_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 562 คู่เบส 
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2.8 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน ETR1 (ethylene receptor)  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 8 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน ETR1 และได้ออกแบบไพร

เมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 8 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 8 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่ 

2.8.1 ต าแหน่งที่ C287T ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP287_T_R กับ ETR1_ASP(1)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 301 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP287_C_R กับ 
ETR1_ASP(1)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 301 คู่เบส 

2.8.2 ต าแหน่งที่ A553G ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP553_G_R กับ ETR1_ASP(2)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 454 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP553_A_R กับ 
ETR1_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 448 คู่เบส 

2.8.3 ต าแหน่งที่ C699T ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP699_C_R กับ ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 352 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP699_T_R กับ 
ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 352 คู่เบส 

2.8.4 ต าแหน่งที่ A719G ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP719_G_R กับ ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 373 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP719_A_R กับ 
ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 373 คู่เบส 

2.8.5 ต าแหน่งที่ C754T ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP754_T_R กับ ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 409 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP754_C_R กับ 
ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 407 คู่เบส 

2.8.6 ต าแหน่งที่ G833C ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP833_G_R กับ ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 491 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP833_C_R กับ 
ETR1_ASP(3)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 489 คู่เบส 

2.8.7 ต าแหน่งที่ C976T ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP976_T_R กับ ETR1_ASP(4)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 405 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP976_C_R กับ 
ETR1_ASP(4)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 401 คู่เบส 

2.8.8 ต าแหน่งที่ A1193T ใช้ไพรเมอร์ ETR1_ASP1193_A_R กับ ETR1_ASP(5)_F ตรวจสอบ
การเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 463 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP1193_T_R กับ 
ETR1_ASP(5)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 461 คู่เบส 

 
2.9 ชิ้นดีเอ็นเอของยีน REF (rubber elongation factor)  
ผลจากการค้นพบต าแหน่งการเกิดสนิป 9 ต าแหน่งของชิ้นดีเอ็นเอของยีน REF สามารถออกแบบไพร

เมอร์ โดยใช้เทคนิค ASA ได้ จ านวน 9 ต าแหน่ง และพบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 9 ต าแหน่ง ที่สามารถใช้ตรวจสอบ
การเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพารา ได้แก่  
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2.9.1 ต าแหน่งที่ C397T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP397_T_F กับ REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 269 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP397_C_F กับ 
REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 269 คู่เบส 

2.9.2 ต าแหน่งที่ G403T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP403_G_F กับ REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 263 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP403_T_F กับ 
REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 263 คู่เบส  

2.9.3 ต าแหน่งที่ A441G ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP441_G_R กับ REF_ASP(1)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 329 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP441_A_R กับ 
REF_ASP(1)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 329 คู่เบส 

2.9.4 ต าแหน่งที่ C504T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP504_T_R กับ REF_ASP(1)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 392 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP504_C_R กับ 
REF_ASP(1)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 392 คู่เบส 

2.9.5 ต าแหน่งที่ A790T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP790_A_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 500 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP790_T_F กับ 
REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 501 คู่เบส 

2.9.6 ต าแหน่งที่ C871T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP817_T_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 484 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP817_C_F กับ 
REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 484 คู่เบส 

2.9.7 ต าแหน่งที่ C863T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP863_T_R กับ REF_ASP(2)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 128 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP863_C_R กับ 
REF_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 127 คู่เบส 

2.9.8 ต าแหน่งที่ C941T ใช้ไพรเมอร์ REF_ASP941_T_F กับ REF_ASP(3)_R ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 460 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP941_C_F กับ 
REF_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 458 คู่เบส 

2.9.9 ต าแหน่งที่ A1086T ใชไ้พรเมอร์ REF_ASP1086_A_R กับ REF_ASP(3)_F ตรวจสอบการ
เกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 463 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP1086_T_R กับ 
REF_ASP(3)_F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 461 คู่เบส 

 
3. การสร้างแผนที่พันธุกรรม 

3.1 จากการสกัดดีเอ็นเอจากยางพาราลูกผสม ที่เกิดจากการผสมระหว่างพันธุ์ RRIM600 x PB217 
จ านวน 96 พันธุ์ พบว่าได้ดีเอ็นเอปริมาณความเข้มข้นมากกว่า 10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ซึ่งเป็นปริมาณที่
เพียงพอต่อการใช้ในการทดลองต่อไป 
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3.2 ผลการตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบว่าดีเอ็นเอของทุกพันธุ์สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยวิธี PCR ได้ จึงน าไปใช้ในการตรวจสอบต าแหน่งสนิปด้วยเทคนิค ASA ต่อไป 

3.3 ผลจากการวิเคราะห์ต าแหน่งของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปในดีเอ็นเอของยางพารา
ลูกผสม 96 พันธุ์ โดยใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยเทคนิค ASA น าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ และ
ตรวจสอบผลการเกิดแถบดีเอ็นเอของยางพาราแต่ละพันธุ์ ได้ผลการทดลองดังนี้ 

3.3.1 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน FDP (farnesyl diphosphate synthase isoform) จากไพรเมอร์ที่
ออกแบบโดยใช้เทคนิค ASA จ านวน 15 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 8 ต าแหน่ง สามารถใช้ตรวจสอบการ
เกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปใน
ยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ A1346G มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/G สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
FDP_ASP1346_G_F กับ FDP_ASP(7)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
100 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP1346_A_F กับ FDP_ASP(7)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ A 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 100 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ A/G จ านวน 64 พันธุ์ และสนิปแบบ A/A จ านวน 32 พันธุ์  

- ต าแหน่งที่ G3584T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ G/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
FDP_ASP3584_G_R กับ FDP_ASP(4)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
500 คู่เบส และไพรเมอร์ FDP_ASP3584_T_R กับ FDP_ASP(4)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 499 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/G จ านวน 41 พันธุ์ และสนิปแบบ G/T จ านวน 51 พันธุ์    

3.3.2 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน CCR (cinnamoyl-CoA reductase) จากไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยใช้
เทคนิค ASA จ านวน 11 ต าแหน่ง พบว่ามีไพรเมอร์ จ านวน 6 ต าแหน่ง สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วย
เทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพารา
ลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ G110T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ G/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
CCR_ASP110_G_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
259 คู่เบส และไพรเมอร์ CCR_ASP110_T_R กับ CCR_ASP(2)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 114 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/G จ านวน 37 พันธุ์ และสนิปแบบ G/T จ านวน 59 พันธุ์  

- ต าแหน่งที่ G216C มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ G/C สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
CCR_ASP216_G_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
156 คู่เบส และไพรเมอร์ CCR_ASP216_C_F กับ CCR_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ C 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 156 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/G จ านวน 38 พันธุ์ และสนิปแบบ G/C จ านวน 58 พันธุ์  
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3.3.3 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน DnaJ (chaperone DnaJ; Hsp40 (heat shock protein 40 kD)) 
จากไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยใช้เทคนิค ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์
พ่อ-แม่ RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ A288G มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/G สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
DnaJ_F กับ DnaJ_ASP288_G_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 309 คู่
เบส และไพรเมอร์ DnaJ_F กับ DnaJ_ASP288_A_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซี
อาร์ขนาด 309 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการปรากฏสนิปแบบ 
A/G จ านวน 88 พันธุ์ และสนิปแบบ A/A จ านวน 8 พันธุ์ 

3.3.4 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน HMGR (hydroxymethylglutaryl coenzyme A) จากไพรเมอร์ที่
ออกแบบโดยใช้เทคนิค ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ 
RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ C1289T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
HMGR_ASP1298_T_R กับ HMGR_ASP(6)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์
ขนาด 233 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP1289_C_R กับ HMGR_ASP(6)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับ
เบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 233 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ 
พบการปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 53 พันธุ์ สนิปแบบ C/T จ านวน 13 พันธุ์ และสนิปแบบ C/C จ านวน 30 
พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ C2461T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
HMGR_ASP2461_T_R กับ HMGR_ASP(8) ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
336 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP2461_C_R กับ HMGR_ASP(8)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบส
แบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 336 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบ
การปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 46 พันธุ์ สนิปแบบ C/T จ านวน 49 พันธุ์ และสนิปแบบ C/C จ านวน 1 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ C1549T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
HMGR_ASP1549_T_R กับ HMGR_ASP(7)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์
ขนาด 277 คู่เบส และไพรเมอร์ HMGR_ASP1549_C_R กับ HMGR_ASP(7)_F ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับ
เบสแบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 276 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ 
พบการปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 1 พันธุ์ สนิปแบบ C/T จ านวน 70 พันธุ์ และสนิปแบบ C/C จ านวน 25 
พันธุ์  

3.3.5 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน COMT (caffeic acid O-methyltransferase) จากไพรเมอร์ที่
ออกแบบโดยใช้เทคนิค ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ 
RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ C340T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
COMT_ASP340_T_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
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451 คู่เบส และไพรเมอร์ COMT_ASP340_C_F กับ COMT_ASP_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ 
C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 451 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 96 พันธุ์  

3.3.6 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน CuZnSOD (Cu/Zn superoxide dismutase) จากไพรเมอร์ที่
ออกแบบโดยใช้เทคนิค ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ 
RRIM600 x PB217 และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ A528T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
CuZnSOD_ASP582_A_R กับ CuZnSOD_2F ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์
ขนาด 498 คู่เบส และไพรเมอร์ CuZnSOD_ASP582_T_F กับ CuZnSOD_2R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับ
เบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 230 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ 
พบการปรากฏสนิปแบบ A/T จ านวน 79 พันธุ์ และสนิปแบบ T/T จ านวน 17 พันธุ์ 

3.3.7 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน ETR1 (ethylene receptor) จากไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยใช้เทคนิค 
ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ RRIM600 x PB217 และได้
ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ A719G มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/G สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP719_G_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
372 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP719_A_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ 
A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 372 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ A/A จ านวน 31 พันธุ์ และสนิปแบบ A/G จ านวน 65 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ C754T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP754_T_R R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์
ขนาด 408 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP754_C_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบส
แบบ C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 406 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบ
การปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 2 พันธุ์ และสนิปแบบ C/T จ านวน 94 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ G833C มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ G/C สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP833_G_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
490 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP(3)_F กับ ETR1_ASP833_C_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ 
C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 488 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/G จ านวน 43 พันธุ์ และสนิปแบบ G/C จ านวน 53 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ C976T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
ETR1_ASP(4)_F กับ ETR1_ASP976_T_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
404 คู่เบส และไพรเมอร์ ETR1_ASP(4)_F กับ ETR1_ASP976_C_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ 



 27 

C ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 400 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 1 พันธุ์ และสนิปแบบ C/T จ านวน 95 พันธุ์ 

3.3.8 ชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน REF (rubber elongation factor) จากไพรเมอร์ที่ออกแบบโดยใช้
เทคนิค ASA สามารถใช้ตรวจสอบการเกิดสนิปด้วยเทคนิค ASA ในยางพาราพันธุ์พ่อ-แม่ RRIM600 x PB217 
และได้ตรวจสอบต าแหน่งการเกิดสนิปในยาพาราลูกผสม 96 พันธุ์ ดังนี้ 

- ต าแหน่งที่ G403T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ G/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP403_G_F กับ REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
262 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP403_T_F กับ REF_ASP(1)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 262 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/T จ านวน 76 พันธุ์ และสนิปแบบ T/T จ านวน 20 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ A441T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/G สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP(1)_F กับ REF_ASP441_G_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ G ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 
328 คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP(1)_F กับ REF_ASP441_A_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ A 
ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 328 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ G/G จ านวน 91 พันธุ์ และสนิปแบบ G/A จ านวน 4 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ A790T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ A/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP790_A_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ A ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 499 
คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP790_T_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้
ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 500 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 95 พันธุ์ และสนิปแบบ A/T จ านวน 1 พันธุ์ 

- ต าแหน่งที่ C817T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP817_T_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 483 
คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP817_C_F กับ REF_ASP(2)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้
ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 483 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 44 พันธุ์ และสนิปแบบ C/T จ านวน 52 พันธุ์  

- ต าแหน่งที่ C863T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP(2)_F กับ REF_ASP863_T_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 127 
คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP(2)_F กับ REF_ASP863_C_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้
ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 126 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ T/T จ านวน 3 พันธุ์ และสนิปแบบ C/T จ านวน 93 พันธุ์  

- ต าแหน่งที่ C941T มีรูปแบบการเกิดสนิปแบบ C/T สามารถตรวจสอบโดยใช้ไพรเมอร์ 
REF_ASP941_T_F กับ REF_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิดสนิปที่มีล าดับเบสแบบ T ได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 459 
คู่เบส และไพรเมอร์ REF_ASP941_C_F กับ REF_ASP(3)_R ตรวจสอบการเกิด สนิปที่มีล าดับเบสแบบ C ได้
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ผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 457 คู่เบส เมื่อน าไปตรวจรูปแบบการเกิดสนิปในยางพาราลูกผสม 96 พันธุ์ พบการ
ปรากฏสนิปแบบ C/C จ านวน 20 พันธุ์ และสนิปแบบ C/T จ านวน 76 พันธุ์  

 
3.4 การสร้างแผนที่พันธุกรรมโดยใช้เครื่องหมายสนิป จ านวน 13 ต าแหน่ง ร่วมกับเครื่องหมายโมเลกุล 

EST-SSR  (emHbDOA) จ านวน 19 ต าแหน่ง และเครื่องหมาย g-SSR (gmHb) จ านวน 62 ต าแหน่ง รวมทั้งหมด 
94 ต าแหน่ง ได้น ามาวิเคราะห์ความเชื่อมโยง (linkage) ระหว่างเครื่องหมายดีเอ็นเอ โดยใช้ประชากรลูกผสม 96 
สายพันธุ์ และท าการวิเคราะห์ความเชื่อมโยงระหว่างเครื่องหมายครั้งละ 2 เครื่องหมาย และวิเคราะห์ต าแหน่ง
การวางตัวของแต่ละเครื่องหมาย โดยใช้โปรแกรม OneMap (Margarido et al., 2007)  ซึ่งท างานอยู่บน
โปรแกรม R โดยก าหนดค่า LOD score เท่ากับ 5 ค่า recombination fraction ที่ 0.35 ระยะห่างระหว่าง
เครื่องหมายโมเลกุลใช้แบบ Kosambi function การวิเคราะห์อาศัยหลักการที่ว่า ถ้าเครื่องหมายโมเลกุลอยู่ต่าง
โครโมโซมกัน การแยกตัวจะเป็นอิสระต่อกัน (independent assortment) แต่ถ้าเครื่องหมายโมเกลุลเหล่านั้นอยู่
ใกล้ชิดกันบนโครโมโซมเดียวกัน การแยกตัวจะไม่เป็นอิสระ ซึ่งข้ึนอยู่กับระยะทางระหว่างเครื่องหมายโมเลกุลของ
ทั้งสองต าแหน่งนั้น ถ้าอยู่ใกล้กันมากโอกาสจะเกิดรีคอมบิเนชั่นก็น้อย จึงมักไปด้วยกัน 

จากการวิเคราะห์เครื่องหมายดีเอ็นเอทั้งหมด 94 ต าแหน่ง พบว่าเครื่องหมายที่วิเคราะห์ความเชื่อมโยง
ได้ จ านวน 67 เครื่องหมาย จ าแนกเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด สนิป จ านวน 7 ต าแหน่ง เครื่องหมายชนิด EST-
SSR จ านวน 16 เครื่องหมาย และเครื่องหมายโมเลกุลชนิด g-SSR จ านวน 44 เครื่องหมาย ส่วนเครื่องหมาย
โมเลกุลที่ไม่สามารถวิเคราะห์ความเชื่อมโยงได้มีจ านวน 27 เครื่องหมาย จ าแนกเป็นเครื่องหมายโมเลกุลชนิด 
สนิป จ านวน 6 ต าแหน่ง เครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR จ านวน 3 ต าแหน่ง และเครื่องหมายโมเลกุล g-SSR 
จ านวน 18 ต าแหน่ง โดยเครื่องหมายโมเลกุลทั้ง 67 ต าแหน่ง สามารถวิเคราะห์การจัดกลุ่มความเชื่อมโยงได้
ทั้งหมด  18 กลุ่ม ซึ่งตรงกับจ านวน haploid genome ของยางพารา ดังแสดงในภาพที่ 3 แสดงว่าเครื่องหมาย
โมเลกุลที่อยู่ในกลุ่มเดียวกัน หรือโครโมโซมเดียวกันนั้น จะมีแนวโน้มที่จะแยกตัวไปด้วยกัน (co-segregation) แต่
ถ้าเครื่องหมายโมเลกุลอยู่ห่างกันมาก หรือต่างกลุ่มกัน จะมีการแยกตัวเป็นอิสระต่อกัน 
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ภาพที่ 3 แสดงแผนที่พันธุกรรมของยางพาราที่สร้างจากประชากรลูกผสม ที่เกิดจากการผสมระหว่างยางพันธุ์ 

RRIM600 และ PB217 จ านวน 96 สายพันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลสนิป EST-SSR และ g-
SSR  
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ภาพที่ 2 (ต่อ) แสดงแผนที่พันธุกรรมของยางพาราที่สร้างจากประชากรลูกผสม ที่เกิดจากการผสมระหว่าง

ยางพันธุ์ RRIM600 และ PB217 จ านวน 96 สายพันธุ์ โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุลสนิป EST-SSR 
และ g-SSR  
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีน 9 ยีน ในยางพารา 12 พันธุ์ ได้แก่ RRIM600 PB217 
ฉะเชิงเทรา 50 (CH50) RRIT251 PB260 RRIC110 RRII118 RII105 RRIT226 BPM24 PB255 และ PB235 เมื่อ
ผ่านการน าเพ่ิมปริมาณชิ้นดีเอ็นเอของยีน และวิเคราะห์ล าดับเบส พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเบสแบบสนิปรวม 90 
ต าแหน่ง และได้พัฒนาวิธีการตรวจสอบต าแหน่งสนิปอย่างง่ายโดยใช้เทคนิค ASA พบว่าสามารถออกแบบไพร
เมอร์ที่ใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค ASA จ านวน 56 ต าแหน่ง ที่สามารถตรวจสอบผลการเกิดแถบดีเอ็นเอ
ของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ และได้สร้างแผนที่พันธุกรรมของยางพาราโดยใช้เครื่องหมายดีเอ็นเอสนิป 13 ต าแหน่ง 
ร่วมกับเครื่องหมายโมเลกุล EST-SSR 19 ต าแหน่ง และเครื่องหมาย g-SSR 62 ต าแหน่ง วิเคราะห์ความเชื่อมโยง
และต าแหน่งการวางตัวของเครื่องหมายดีเอ็นเอ สามารถจัดกลุ่มความเชื่อมโยงได้ทั้งหมด 18 กลุ่ม ซึ่งตรงกับ
จ านวน haploid genome ของยางพารา การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปที่พบจัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพารา และน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือระบุความเป็นเอก
ลักษณะของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1. การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีนในยางพาราพันธุ์ต่าง ๆ จัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่
สามารถน าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพาราเพ่ือทดสอบความเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีนที่
ควบคุมคุณสมบัติของยางพารา  

2. การเปลี่ยนแปลงล าดับเบสแบบสนิปของยีนในยางพาราพันธุ์ต่าง ๆ สามารถน าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดี
เอ็นเอเพ่ือระบุความเป็นเอกลักษณ์ของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์
ยางพาราต่อไป 

 
ค าขอบคุณ  

ขอขอบคุณศูนย์วิจัยยางฉะเชิงเทรา ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างใบยางพาราที่ใช้ในการทดลอง 
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การทดลองที่ 3.2 การใช้เครื่องหมายโมเลกุลประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวโพดข้าว
 เหนียวเพื่อการปรับปรุงพันธุ์ 
 The Use of Molecular Markers to Assess the Genetic Diversity of Waxy 
 Corn for Plants Breeding. 

 
ชื่อผู้วิจัย 
หัวหน้าการทดลอง: นายประสาน สืบสุข  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
 ผู้ร่วมงาน: กุหลาบ คงทอง   ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
   ขนิษฐา วงศ์วัฒนารัตน์  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
   จีราพร แก่นทรัพย์  ส านักวิจัยพัฒนาเทคโนโลยีชวีภาพ 
   กิตติภพ วายุภาพ   สถาบันวิจัยพืชไร่และพืชทดแทนพลังงาน 
 
ค าส าคัญ (keywords) 
 เครื่องหมายโมเลกุล   ข้าวโพด   การปรับปรุงพันธุ์  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ  fringerprint  DNA 
 
บทคัดย่อ  (Abstracts) 

 
การใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับ  

ดีเอ็นเอของข้าวโพดข้าวเหนียว 186 สายพันธุ์ พบว่าไพรเมอร์ที่เลือกใช้ทั้งหมด 24 คู่ ให้รูปแบบการเกิดแถบดี
เอ็นเอท่ีแตกต่างกัน จ านวน 228 ต าแหน่ง ไพรเมอร์ต่างชนิดกันท าให้เกิดแบถดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในข้าวโพดแต่
ละสายพันธุ์ ซึ่งอาจมีความเหมือนกันหรือคล้ายคลึงกันของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ แต่ละไพรเมอร์มีโอกาสที่จะพบ
ค่าความหลากหลาย (PIC) ตั้งแต่ 0.52-0.91 ผลการวิเคราะห์ค่าความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมของข้าวโพด
ทั้งหมด มีค่าอยู่ระหว่าง 0.70 ถึง 1.00 ผลของการวิเคราะห์จัดกลุ่มด้วยวิธี UPGMA แล้วเขียนแผนภูมิ 
Dendrogram ด้วยวิธีการของ SAHN ท าให้การจัดแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้เป็น 5 กลุ่ม ความ
แตกต่างทางพันธุกรรมของข้าวโพดด้วยผลของการใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR จึงเป็นประโยชน์ส าหรับการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด และเป็นเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์ข้าวโพด 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.doa.go.th/th/index.php?view=weblink&catid=61%3Afcri&id=25%3Afcri&option=com_weblinks
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The use of molecular markers to assess the genetic diversity of 186 waxy corn 
accessions. A total of 24 SSR primer pairs were applied in this study can detected a total of 228  
polymorphic alleles. The polymorphism information contents (PIC) for SSR primer varied from 
0.52-0.91. In this study showed a genetic similarity coefficient in the range of 0.70 to 1.00 
among all accessions. By SM similarity coefficient method and UPGMA cluster analysis, the 
dendrogram generated from the SAHN clustering could be separated into five groups. The 
different genotype based on SSR markers could be advantaged to the waxy corn breeding 
programs and genetic identity of the variety for reference variety checking.  

 
บทน า (Introduction) 

ข้าวโพดข้าวเหนียว (Zea mays ceratina) จัดเป็นข้าวโพดฝักสดที่ได้รับความนิยมบริโภคในหลาย
ประเทศของภาคพ้ืนเอเชีย ลักษณะเมล็ดมีสีขุ่นทึบแสง แป้งในเมล็ดข้าวโพดข้าวเหนียวจัดเป็นแป้งอ่อน (soft 
starch) มีลักษณะเมล็ดที่เหนียวนุ่ม (Nuffer et.al., 1968 and Crookston, 1979) เนื่องจากมีปริมาณ 
amylopectin สูง นอกจากนี้ยังมี water soluble polysaccharides สูงท าให้น่ารับประทาน  ในประเทศไทย
ข้าวโพดข้าวเหนียว รวมถึงข้าวโพดเทียน ส่วนใหญ่ปลูกเพ่ือการบริโภคฝักสดภายในประเทศเท่านั้น  มีการปลูก
ทั่วไปทุกภาคของประเทศ นอกจากนี้ประเทศไทยได้เริ่มส่งออกเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวที่ปรับปรุงพันธุ์ใน
ประเทศไปจ าหน่ายที่ประเทศเวียดนาม และมีการทดสอบพันธุ์ใหม่ๆ ในประเทศจีน (http://pikul.lib.ku.ac.th) 
ความส าเร็จในการปรับปรุงพันธุ์พืชอยู่ที่การมีเชื้อพันธุกรรมที่หลากหลาย เชื้อพันธุกรรมข้าวโพด ในปัจจุบันมี 2 
กลุ่มคือ 1) เชื้อพันธุกรรมที่เป็นพันธุ์พ้ืนเมือง โดยประเทศจีน พม่า ไทย และเวียดนาม เป็นแหล่งเชื้อพันธุ์ที่ส าคัญ
ของข้าวโพดฝักสด โดยเฉพาะข้าวโพดเทียน และข้าวโพดข้าวเหนียว ที่มีความหลากหลายทั้งขนาดฝัก รูปทรงฝัก 
สีเมล็ด และจ านวนแถวของเมล็ดในฝัก เช่น ข้าวโพดเทียนฝักเล็ก สีขาว สีเหลือง สีด า ข้าวโพดข้าวเหนียวแปด
แถว ข้าวโพดข้าวเหนียวรูปทรงดอกบัว เป็นต้น และ 2)เชื้อพันธุกรรมกลุ่มพันธุ์การค้าของประเทศต่างๆ ที่พัฒนา
จากพันธุ์พ้ืนเมืองให้มีลักษณะดีตามความต้องการของผู้บริโภคและผู้ปลูก จากความหลากหลายของเชื้ อพันธุ์
ดังกล่าว หากน ามาสร้างพันธุ์ใหม่จะได้พันธุ์ดีตามลักษณะที่ต้องการ ช่วยสร้างทางเลือกใหม่ส าหรับผู้ปลูก โรงงาน
แปรรูป และผู้บริโภค รวมทั้งเป็นการสร้างโอกาสด้านการตลาดเพ่ิมขึ้น เชื้อพันธุกรรมเป็นหัวใจส าคัญในการ
ปรับปรุงพันธุ์ให้มีลักษณะต่าง ๆ ตามต้องการ จึงต้องมีการจัดการเชื้อพันธุกรรม ได้แก่ การจัดหาและเก็บรวบรวม
เชื้อพันธุกรรม การประเมินลักษณะต่าง ๆ ของเชื้อพันธุกรรมที่เก็บรวบรวม เช่น ความต้านทานต่อโรคต่าง ๆ 
ข้อมูลเหล่านี้ช่วยให้นักปรับปรุงพันธุ์คัดเลือกเชื้อพันธุกรรม เพ่ือน าไปปรับปรุงหรือผสมกับสายพันธุ์อ่ืนๆ เพ่ือ
ถ่ายทอดลักษณะที่ดีต่อไป (http://library.stks.or.th) 

การจ าแนกลักษณะประจ าพันธุ์ของเชื้อพันธุกรรมของข้าวโพดข้าวเหนียวที่รวบรวมไว้ ส่วนใหญเป็นการ
ประเมินจากลักษณะทางฟีโนไทป์ รวมถึงลักษณะทางการเกษตรต่าง ๆ ซึ่งต้องใช้ระยะเวลาและพ้ืนที่ในการศึกษา แต่
ยังไม่มีการศึกษาถึงความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวโพดข้าวเหนียวในระดับดีเอ็นเอ ท าให้การใช้ประโยชน์

http://pikul.lib.ku.ac.th/
http://library.stks.or.th/
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จากเชื้อพันธุกรรมได้ไม่เต็มที่มากนัก นอกจากนี้การจ าแนกด้วยลักษณะภายนอกเพียงอย่างเดียวอาจให้ข้อมูลที่อาจ
ไม่ถูกต้อง เพราะลักษณะบางอย่างแยกจากกันได้ยาก บางลักษณะอาจจะเป็นผลจากสภาพแวดล้อมภายนอกที่
แตกต่างกัน การประเมินลักษณะประจ าพันธุ์ที่ถูกต้องจะส่งผลดีโดยเฉพาะอย่างยิ่งงานปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งนอกจากต้อง
มีการบ่งบอกพันธุ์และลักษณะประจ าพันธุ์ที่ถูกต้องแม่นย าแล้ว ยังต้องมีข้อมูลที่สามารถระบุความใกล้ชิดทาง
พันธุกรรมอีกด้วย เพ่ือการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่เหมาะสม การน าความแตกต่างในระดับดีเอ็นเอมาใช้เป็นข้อมูล
ประกอบหรือสนับสนุนข้อมูลลักษณะภายนอก จึงท าให้การจ าแนกพันธุ์มีความแม่นย า รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ
มากยิ่งขึ้น สามารถระบุความใกล้ชิดทงพันธุกรรมได้อย่างจ าเพาะ ซึ่งลักษณะภายนอกไม่สามารถแยกได้ทั้งหมด การ
หาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอ จึงเป็นวิธีที่ตอบสนองความต้องการดังกล่าวได้เป็นอย่างดี 
สามารถใช้เป็นหลักฐานยืนยันลักษณะจ าเพาะของพันธุ์ต่าง ๆ ได้ รวมทั้งเป็นฐานข้อมูลส าหรับการปรับปรุงพันธุ์พืช 
ในปัจจุบันได้มีการใช้ข้อมูลในระดับดีเอ็นเอเพ่ือสร้างเอกลักษณ์เฉพาะประจ าพันธุ์พืชหลายชนิด ส าหรับใช้ตรวจสอบ
ข้อมูลพันธุกรรม และสร้างเอกลักษณ์พันธุกรรมส าหรับพันธุ์ของตนไว้เพ่ือเป็นฐานข้อมูลอ้างอิง และจดทะเบียนพันธุ์
เพ่ือเป็นตัวยืนยันเมื่อมีการตรวจสายพันธุ์ (ศุจิรัตน์ และคณะ 2552) 

SSR (Simple Sequence Repeta) หรือ Microsatellite เป็นเบสชิ้นสั้นจ านวน1-6 เบส  ที่กระจาย
อยู่จ านวนมากในสายดีเอ็นเอ จากการศึกษาในสิ่งมีชีวิตชั้นสูงพบส่วนที่เป็น  microsatellite  มีทั้งส่วนของล าดับดี
เอ็นเอที่มีการถอดรหัส  และไม่มีการถอดรหัส  โดยความถี่ของการเกิด  microsatellite  ที่มีรูปแบบต่างๆ  สามารถ
น าไปใช้เป็นพื้นฐานส าหรับการพัฒนาเครื่องหมายโมเลกุล ที่น าไปใช้กันอย่างกว้างขวางในการวิจัยทางพันธุศาสตร์ 
รวมไปถึงการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม  การสร้างแผนที่ยีน  การติดตามยีน  และการศึกษาวิวัฒนาการของ
สิ่งมีชีวิต ในข้าวโพดจะพบล าดับซ้ าของเบส (GT)n และ (AG)n ในปริมาณท่ีมาก (104-105 ชุดซ้ า) Microsatellite 
ได้มีการพัฒนาและน ามาใช้สร้างแผนที่ยีนในธัญพืชหลายชนิด  เช่น  ข้าวบาร์เลย์ (Hordeum vulgare) (Liu et 
al., 1996) ข้าวโพด   (Zea mays L.) (Senior et al., 1996) ข้าว (Oryza sativa L.) (McCouch et al., 
1997; Temnykh et al., 1999), ข้าวสาลีที่มีโครโมโซม 6 ชุด (Triticum aestivum L.) (Roder et al., 1998) 
ซึ่งแผนที่ยีนเหล่านี้ถูกน ามาใช้กันอย่างกว้างขวางส าหรับการติดตามยีนที่ควบคุมลักษณะส าคัญทางการเกษตร 
นอกจากนี้  microsatellite  ได้น าไปใช้ตรวจสอบระดับความแปรปรวนทางพันธุกรรม  ซึ่งสามารถเพ่ิมความ
น่าเชื่อถือในการบ่งชี้ถึงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของเชื้อพันธุ์ได้  ตัวอย่างการศึกษาความหลายหลายทาง
พันธุกรรมในพืช  เช่น  ข้าว  (Cho et al., 2000) ข้าวโพด  (Kantety et al., 1995, Chin et al., 1996, วันชัย 
และคณะ 2554, ประสาน และคณะ 2554) ข้าวบาร์เลย์ (Russell et al., 1997) ข้าวสาลี (Eujayl et al., 2001) 
งา (ปูชากร, 2549) ไผ่ป่า (รังสัน และสุจิตรา 2548)  

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับดีเอ็นเอของข้าวโพดข้าวเหนียว
โดยใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่สามารถระบุความใกล้ชิดทางพันธุกรรม ส าหรับใช้ประกอบการ
คัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่เหมาะสมในการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียว และสร้างเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมของแต่
ละพันธุ์ 
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ระเบียบวิธีการวิจัย  (Research Methodology) 

อุปกรณ์ 
1. ตัวอย่างใบและเมล็ดของพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียวที่ใช้ในการทดลองได้รับความอนุเคราะห์จาจากศูนย์วิจัย

พืชไร่ชัยนาท จ.ชัยนาท ดังแสดงในตารางที่ 1  
 

ตารางท่ี 1 เชื้อพันธุกรรมข้าวโพดจ านวน 186 พันธุ์ ที่ใช้ในการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม   
 

ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

1 ซันคาไลน์ อยุธยา DOACN01 

2 ข้าวเหนียวอยุธยา DOACN02 

3 ข้าวเหนียว 8 แถว  สิงห์บุรี DOACN03 

4 ซันคาไลน์ สิงห์หบุรี DOACN04 

5 ข้าวเหนียวนครปฐม DOACN05 

6 ตะไล้ก้านยาวอ่างทอง DOACN06 

7 ตะไล้อ่างทอง DOACN07 

8 ข้าวเหนียวอ่างทอง DOACN08 

9 ข้าวเหนียวสวน DOACN09 

10 ตะไล้ก้านยาว ลพบุรี DOACN10 

11 ข้าวเหนียวลพบุรี DOACN11 

12 ข้าวเหนียวลพบุรี DOACN12 

13 ข้าวเหนียวลพบุรี DOACN13 

14 ข้าวเหนียวนครสวรรค์ DOACN14 

15 ข้าวเหนียวนครสวรรค์ DOACN15 

16 คราบงูนครสวรรค์ DOACN16 

17 อีโล้น อุทัยเธานี DOACN17 

18 กสิกรหลัก 6ปธุมธานี DOACN18 

19 ตะไล้#26 DOACN19 

20 เกษตรขาว DOACN20 

21 PHILIPPINES GLUTIMOUS SYN #20 DOACN21 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

22 GLUTINOUS DMR COMP. DOACN22 

23 GLUTINOUS DMR COMP.POP #41B DOACN23 

24 GLUTINOUS DMR COMP.POP #41C DOACN24 

25 GLUTINOUS  SYN #22 DOACN25 

26 GLUTINOUS SYN #(ฟิลิปปินส์) DOACN26 

27 LOS BANOS DOACN27 

28 MACAPUNO ฟิลิปปินส์ DOACN28 

29 NO-33 DOACN29 

30 NO-34 DOACN30 

31 NO-35 DOACN31 

32 NO-36 DOACN32 

33 NO-37 DOACN33 

34 NO-38 DOACN34 

35 NO-39 DOACN35 

36 NO-41 DOACN36 

37 NO-42 DOACN37 

38 NO-43 DOACN38 

39 NO-44 DOACN39 

40 NO-45 DOACN40 

41 NO-46 DOACN41 

42 NO-47 DOACN42 

43 NO-48 DOACN43 

44 NO-49 DOACN44 

45 NO-50 DOACN45 

46 NO-51 DOACN46 

47 NO-52 DOACN47 

48 NO-53 DOACN48 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

49 NO-56 DOACN49 

50 ข้าวเหนียวหัวจุก อ. ท่าบ่อ จ. หนองคาย DOACN50 

51 ข้าวโพดเหนียวหัวจุก อ. ท่าบ่อ จ. หนองคาย DOACN51 

52 ข้าวโพดเหนียวบ้านท่าแพง  จ.อุดรธานี DOACN52 

53 ข้าวโพดเทียน(ข้าวโพดน้อย) จ.ขอนแก่น DOACN53 

54 ข้าวเหนียวขาว จ. พิษนุโลก DOACN54 

55 ข้าวเหนียว จ. ชัยนาท DOACN55 

56 ข้าวเหนียวพระราชทาน DOACN56 

57 ข้าวเหนียว จ. เชียงราย DOACN57 

58 ส าลี 8 แถว DOACN58 

59 ส าลี อ.สวรรคบุรี จ. ชัยนาท DOACN59 

60 เทียนเหลือง  จ.นครสวรรค ์ DOACN60 

61 NO -1 DOACN61 

62 NO -2 DOACN62 

63 NO -3 DOACN63 

64 NO -4 DOACN64 

65 NO -5 (ขาว) DOACN65 

66 NO -5 (เหลือง) DOACN66 

67 NO -5 (ม่วง) DOACN67 

68 NO - 6 DOACN68 

69 NO - 7 DOACN69 

70 NO - 8 DOACN70 

71 NO - 9 DOACN71 

72 NO - 11 DOACN72 

73 NO - 12 DOACN73 

74 NO - 14 DOACN74 

75 NO -15 DOACN75 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

76 NO -16 DOACN76 

77 NO -17 DOACN77 

78 NO -19 DOACN78 

79 NO -21 DOACN79 

80 NO -22 DOACN80 

81 NO -23 DOACN81 

82 NO -24 DOACN82 

83 NO -25 DOACN83 

84 NO -27 DOACN84 

85 NO -29 DOACN85 

86 NO - 30 DOACN86 

87 NO -31 DOACN87 

88 ข้าวโพดเทียน พันธุ์นิปิคบางกล้า จ. ฉะเชิงเทรา DOACN88 

89 NO NAME DOACN89 

90 ข้าวโพดเทียนเชียงตุง DOACN90 

91 CNTY DMR DOACN92 

92 ST)-1-1-1-30-B-B-B 4001 

93 ST)-2-B-2-42-B-B-B 4003 

94 ST)-8-1-B-22-1-B-B 4007 

95 ST(g))-1-1-1-30-B-1-B 4019 

96 ST(g))-2-B-1-2-47-1-1-B-B 4023 

97 ST(g))-4-1-50-B-B-B 4025 

98 M80-1(tg)-B 4036 

99 STM)-1-3-18-1-1-B 4037 

100 STM)-2-4-19-1-B 4038 

101 STM)-4-2-21-1-B 4039 

102 SJ)-1-4-39-B-B-B 4042 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

103 SJ)-4-1-42-B-B-B 4043 

104 SJ)-4-2-42-B-1-B 4044 

105 SL)-1-44-B-1 4054 

106 SL)-1-44-B-2 4055 

107 SL)-1-44-B-B(y) 4060 

108 CNK(s)-2-1-16-B-B-B 4061 

109 CNK(s)-3-1-1-1-1-B-B 4062 

110 CNK(s)-5-1-B-1-B-B 4063 

111 CNW80-4-1-3-B-B 4118 

112 CNW09(s)-2-1-B-B 4124 

113 CNW09(s)-10-B-1-B 4130 

114 M80-1-B-B-B 4185 

115 M80-2-B-1-B 4186 

116 M80-3-B-B-B 4191 

117 LB50(s)-1-B-B(w) 4197 

118 WALB(s)-1-5-1-1-B(v) 4201 

119 WALB (s)-2-3-B-B 4207 

120 WALB(s)-2-14-B-B(w) 4216 

121 WALB(s)-2-22-B-B-4(V) 4234 

122 WALB(s)-2-31-1-B-1(y) 4246 

123 LBWX09(s)-50-1-B-1-B(w) 4250 

124 LBWX09(s)-50-1-B-2-B-B(w) 4254 

125 LBWX09(s)-50-1-B-3-B-B(v) 4256 

126 LBWX09(s)-50-1-B-4-B-B(v) 4259 

127 LBWX09(s)-50-1-B-B-B(Y) 4265 

128 EWS4780-4-B-B-B(v) 4266 

129 EWS4780-5-B-B-B(w) 4267 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

130 EWS4780-6-B-1(v) 4268 

131 EWS4780-9-B-1-B(v) 4275 

132 EWS4780-9-B-1-B(w) 4276 

133 KRWI045(s)-B-43-B-B-B 4281 

134 KRWI047(s)-B-1-B 4282 

135 KRWI007721-2(s)-B-37-1 4283 

136 TK8)-B-50-B-1-B 4284 

137 TK8)-B-50-B-2-B 4285 

138 MP)-1-B-B-B 4288 

139 MP)-1-B-2-B 4289 

140 TNG/H3)-1-B-1(b) 4310 

141 TNG/H3)-1-B-4(y) 4315 

142 TNG/H3)-6-1-B(b) 4318 

143 TNG/H3)-B-B-B(w) 4323 

144 TNG/H3)-25-B-B(b) 4336 

145 NGL)-B-B-B(v) 4353 

146 NGL)-B-B-B(w) 4355 

147 NGL)-B-1-B-B 4357 

148 TTCN)-3-B-B 4363 

149 TTCN)-4-B-1(v) 4364 

150 TTCN)-4-B-B(w) 4366 

151 KJ)-B-B-B(b) 4386 

152 KB)-4-8-B-35-B-B 4388 

153 KA54)-1-B(w) 4389 

154 KA54)-1-B(y) 4390 

155 KA54)-1-B(v) 4391 

156 KA54)-B-B(Y) 4399 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

157 KCM)-B-B-B 4400 

158 KCM)-B-B-B 4401 

159 KL54)-B-1(V) 4402 

160 KL54)-B-B(W) 4406 

161 KL54)-B-B(v)(W) 4410 

162 KL54)-B-B(v) 4412 

163 KL54)-B(V)(w) 4413 

164 KL54)-B-B(V)(v) 4414 

165 PK(v))-1(V) 4420 

166 PK(v))-2(w) 4422 

167 PK(v))-3(w) 4424 

168 tT)-1-1-B(v) 4454 

169 tT)-1-1-B(y) 4455 

170 tG54)-1-1-B(y) 4456 

171 tG54)-1-2-B(y) 4457 

172 tG54)-1-3-B(y) 4458 

173 tG54)-1-4-B(y) 4459 

174 tG54)-1-6-B-B(y) 4460 

175 tAY54)-1-B(y) 4461 

176 tAY54)-2-B(y) 4462 

177 tAY54)-2-B(w) 4463 

178 tAY54)-3-B(w) 4464 

179 tAY54)-3-B(y) 4465 

180 tSU) P'เบียร์ 4466 

181 Agwx20(w))-B-44-B 4467 

182 ST)-36-1-B-2-101-1-38-B-B 4470 

183 WPB)-80-5-1-1-53-B-1-B 4471 
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ล าดับที่ ชื่อเชื้อพันธุ์ข้าวโพด สัญลักษณ์ 

184 tAT 4472 

185 LB50)-1 4475 

186 M80)-1 4479 
 

2.  เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในหลอดทดลอง (GeneAmp PCR System 9700) 
3. เครื่องวัดปริมาณดีเอ็นเอ (BioDrop)  
4. เครื่องหมุนเหวี่ยงตกตะกอน 
5. ชุดถ่ายภาพเจลและประมวลผล Gel documentation 
6. ชุดน้ ายาสารเคมีและเครื่องมือที่ใช้ส าหรับงานวิจัยเครื่องหมายโมเลกุล 
7. ชุดโปรแกรมส าหรับจัดวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรม NTSYSpc 2.2  

  8. ไพรเมอร์ SSR ที่พัฒนาจากข้าวโพด (http://www.maizegdb.org/) 
9. สารเคมี และเครื่องมือพ้ืนฐานต่าง ๆ ที่ใช้ส าหรับงานวิจัยเครื่องหมายโมเลกุล 

 
วิธีการ 

1. การสกัดดีเอ็นเอจากใบข้าวโพด 
     น าใบข้าวโพดพันธุ์ต่างๆ จ านวน 186 พันธุ์ ตามที่แสดงในตารางที่ 1 พันธุ์ละ 10 ต้น มาบดรวม

กันด้วยไนโตรเจนเหลวจนเป็นผงละเอียด น าไปสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดน้ ายาส าเร็จรูป NucleoSpin® Plant II 
(MACHEREY-NAGEL) จากนั้นตรวจสอบดีเอ็นเอที่สกัดได้โดยแยกด้วย 1 เปอร์เซ็นต์ agarose gel 
electrophoresis แล้วย้อมเจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง UV Transilluminators พร้อมบันทึกภาพ และวัดปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้
น้ ายา BioDrop แล้วเจือจางดีเอ็นเอให้มีความเข้มข้น 10 นาโนกรัม/ไมโครลิตร ส าหรับน าไปใช้เพ่ิมปริมาณดีเอ็น
เอ 

2. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 น าดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์ (ตารางที่ 1) ไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ไพรเมอร์ SSR จ านวน 24 คู่ 

(รายละเอียดชื่อและล าดับเบสดังแสดงในตารางที่ 2) ท าการเตรียมส่วนผสมของปฏิกิริยาในหลอดพีซีอาร์ ขนาด 
0.2 มิลลิลิตร โดยมีส่วนประกอบด้วยดังต่อไปนี้ 

1. 10X  PCR Buffer     2  ไมโครลิตร 
2. 10 mM dNTP      0.4   ไมโครลิตร 
3. 50 mM MgCl2     0.6   ไมโครลิตร 
4. 2 M Forward Primer    1  ไมโครลิตร 
5. 5 M Reverse Primer    1  ไมโครลิตร 

http://www.maizegdb.org/
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6. 5 M Flourescent Label Primer   1  ไมโครลิตร 
7. ดีเอ็นเอต้นแบบ     2 ไมโครลิตร 
8. 5 U/l Platinum Taq DNA Polymerase 0.2  ไมโครลิตร 
9. เติมน้ ากลั่นนึ่งฆ่าเชื้อจนครบ    20  ไมโครลิตร 

(Forward Primer ใช้ไพรเมอร์ชนิดที่เติมเบสทางด้านปลาย 5’ จ านวน 20 เบส เพ่ือการ
ตรวจสอบดด้วยสารเรืองแสง FAM, HEX, TAMRA, ROX) 

ผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากัน แล้วจึงน าไปเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในเครื่องด้วยเครื่องเพ่ิมปริมาณสาร
พันธุกรรมในหลอดทดลอง ที่ก าหนดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเป็น  

 
  94 oC  2 นาท ี1 รอบ 
  94 oC  1 นาท ี
  55 oC  1 นาที       35 รอบ 
  72 oC  2 นาที  
  72 oC 10 นาท ี1 รอบ 
 

ตรวจสอบผลการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดยใช้ 2 เปอร์เซ็นต์ Agarose gel electrophoresis แล้วย้อม
เจลด้วยสารละลาย Ethidium bromide ความเข้มข้น 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร น าไปตรวจดูแถบดีเอ็นเอด้วย
เครื่อง UV Transilluminators พร้อมบันทึกภาพ  
 

3. การตรวจหาความแตกต่างขนาดชิ้นดีเอ็นเอแบบละเอียด 
น าส่งตัวอย่างผลผลิตพีซีอาร์ของข้าวโพดแต่ละพันธุ์ที่เพ่ิมปริมาณได้ในข้อ 2 ไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

อัตโนมัติ ซึ่งเป็นการแยกขนาดชิ้นดีเอ็นเอแบบละเอียดโดยวิธี electrophoresis แบบ  capillary จากนั้นน า
รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอของแต่ละไพรเมอร์ในแต่ละพันธุ์  ไปแปลงข้อมมูลให้เป็นตัวเลข โดยเลย 1 (มีแถบดี
เอ็นเอปรากฏ) และเลข 0 (ไม่มีแถบดีเอ็นเอปรากฏ) จากนั้นวิเคราะห์หาจ านวนอัลลีล และค านวณค่าความถี่ของ

แต่ละรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ และหาค่า Polymorphic Information Contents (PICs=1-p2) ซึ่งเป็นค่าที่
บอกถึงโอกาสที่จะพบความหลากหลาย (Polymorphism) ว่ามีมากเท่าไร โดย p คือค่าความถี่ของแต่ละรูปแบบ
ของแถบดีเอ็นเอ (นฤมล และคณะ, 2547)  
 

4. การวิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวโพดข้าวเหนียว 
น ารูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอของพันธุ์ข้าวโพด จ านวน 186 สายพันธุ์ ที่ได้จากการตรวจสอบโดย

ใช้ไพรเมอร์ SSR จ านวน 24 คู่ ที่ได้แปลงข้อมมูลให้เป็นเลข 1 และ 0 ไปวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรม โดยใช้ชุดโปรแกรม NTSYSpc 2.2 เพ่ือหาสัมประสิทธิ์ความคล้ายคลึงทางพันธุกรรม (similarity 



 13 

coefficient) แล้วสร้างแผนภูมิเดนโดรแกรม (dendrogram) โดยใช้ Unweighted Pair Group Method 
Arithmetic Average (UPGMA) เพ่ือจัดแบ่งกลุ่มพันธุ์ข้าวโพดที่แตกต่างกันทางพันธุกรรม  
 
ตารางที่ 2 แสดงเครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่ใช้เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในข้าวโพด 

No. Name Forward primer Reverse primer 

1 bnlg161 GCTTTCGTCATACACACACATTCA ATGGAGCATGAGCTTGCATATTT 
2 bnlg125 GGGACAAAAGAAGAAGCAGAG GAAATGGGACAGAGACAGACAAT 
3 bnlg572 ACTGGACTGTCCTCGTGCCTA CAAAAAAAGATTCGTTCGGAGTAA 
4 bmc1655 ATTAAAATCTTGCTGATGGCG TTCTGTTCCCGCCTGTACTT 
5 bnlg238 TATTGCTTTCGTCATACACACACATTCAT GAGCATGAGCTTGCATATTTCTTGTGG 
6 nc004 TGCGAAGAAGCAGTAGCAAA TGGAGGTAGAAGACGCACG 
7 umc1726 GATGAGGAAGAAAAGGGAAAAGGA AGACTCAACCCTAACCCTAATGGG 
8 phi027 CACAGCACGTTGCGGATTTCTCT GCGTACGTACGACGAAGACAC 
9 umc2028 ACGAGTCACGAATCCGGATAGA GATTGTCGTCATGCTTCCTTCTCT 
10 umc1776 AAGGCTCGTGGCATACCTGTAGT GCTGTACGTACGGGTGCAATG 
11 umc1535 GGCAGAGAGATGAAAAAGAATGGA CAAGGCACCCACACACATACATA 
12 phi034 TAGCGACAGGATGGCCTCTTCT GGGGAGCACGCCTTCGTTCT 
13 umc1207 GGTGAAGGAGAAGGCGGAGTAT CACTGGATCACCACACCAACAT 
14 umc1185 AGTAAAAGAGGCAAGGACTACGGC GCGGCGATATATACGAGGTTGT 
15 umc1065 ACAAGGCCATCATGAAGAGCAGTA CACGGTCTGGCACACTAACCTTAT 
16 phi041 TTGGCTCCCAGCGCCGCAAA GATCCAGAGCGATTTGACGGCA 
17 umc1003 AATAGATTGAATAAGACGTTGCCC TGTTCCAATGCTTTTGTACCTCTA 
18 umc2101 CCCGGCTAGAGCTATAAAGCAAGT CTAGCTAGTTTGGTGCGTGGTGAT 
19 umc2106 TTAGTTCTTGCGAATGCCAACATA CTTGCTTGGGTTGTACGTTGTTC 
20 phi053 CTGCCTCTCAGATTCAGAGATTGAC AACCCAACGTACTCCGGCAG 
21 umc1088 TCATCCTCCTAGCTCCTCTACTCG AAAACAGTCAGCAGAACCCACTTT 
22 umc1008 TCTAGCTTGTGGTGGTGGTTGA ACATGAGCACAAAGACTGACGC 
23 umc1389 AAAACACAACGCTGGACATCAAC GGTCGTTTTGCTTAGCCCATTTTA 
24 phi057 CTCATCAGTGCCGTCGTCCAT CAGTCGCAAGAAACCGTTGCC 
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ผลการวิจัย (Results) 

ผลของการใช้เครื่องหมายโมเลกุลชนิด SSR จ านวน 24 คู่ไพรเมอร์ พบว่าไพรเมอร์ทั้ง 24 คู่ สามารถ
เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพด การใช้ไพรเมอร์ต่างชนิดกันท าให้เกิดแบถดีเอ็นเอที่แตกต่างกันในข้าวโพด 186 
พันธุ์ บางพันธุ์อาจมีความเหมือนกันหรือคล้ายคลึงกันของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ และท าให้เกิดแถบดีเอ็นเอ 
(polymorphism) ไดแ้ถบดีเอ็นเอที่ท าให้เกิดความแตกต่างขึ้นทั้งหมด 228 ต าแหน่ง (polymorphism alleles) 
ของข้าวโพดจ านวน 186 พันธุ์ มีจ านวนแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นต่อไพรเมอร์มีตั้งแต่ 3 ถึง 21 แถบ (alleles) ไพร
เมอร์แต่ละชนิดให้แถบดีเอ็นเอจ านวนต่าง ๆ คือ  

1. ปรากฏดีเอ็นเอ 21  แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ bnlg161   
2. ปรากฏดีเอ็นเอ 17 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ phi053  
3. ปรากฏดีเอ็นเอ 16 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ umc1065  
4. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 15 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ umc1088  
5. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 14 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ bnlg125  
6. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 13 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ bnlg238, umc1207, umc1003, umc2101  
7. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 9 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ nc004, umc2028, phi041 
8. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 8 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ phi027, umc2106 
9. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 7 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ bnlg572, umc1008 
10. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 6 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ umc1776, phi034, umc1185 
11. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 5 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ bmc1655 
12. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 4 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ umc 1726 
13. ปรากฏดีเอ็นเอจ านวน 3 แถบ ได้แก่ไพรเมอร์ umc1535, umc1389, phi057 

 

การปรากฏจ านวนอัลลีลหรือแถบดีเอ็นเอในการทดลองครั้งนี้ได้ทดสอบกับสายพันธุ์ข้าวโพด 186 
ตัวอย่าง เมื่อใช้ไพรเมอร์ bnlg161 ท าให้มีโอกาสในการตรวจพบจ านวนอัลลีลสูงสุด 21 อัลลีล และการใช้ไพร
เมอร์ umc1535 มีโอกาสในการตรวจพบจ านวนอัลลีลเพียง 3 อัลลีล แต่ผลจาการทดลองของ ประสาน และคณะ 
2554 ได้เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของข้าวโพดเลี้ยงสัตว์ 26 พันธุ์ เมื่อใช้ไพรเมอร์ bnlg161 และ umc1535 มีโอกาส
ในการตรวจพบจ านวนอัลลีลเพียง 6 อัลลีล และ 2 อัลลีล ตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าการปรากฏจ านวนอัลลีลของ
แต่ละไพรเมอร์นั้นขึ้นอยู่กับจ านวนตัวอย่าง และความหลากหลายทางพันธุกรรมของประชากรที่ท าการศึกษา ถ้า
หากใช้จ านวนตัวอย่างมาก โอกาสที่จะตรวจพบอัลลีลทั้งหมดของประชากรก็จะเป็นไปได้สูงด้วย  

จากการค านวณค่าความถี่ของการเกิดรูปแบบแถบดีเอ็นเอ และวิเคราะห์หาค่า PIC ในแต่ละไพร
เมอร์ ซึ่งค านวณจากจ านวนของแถบดีเอ็นเอ (alleles) ที่พบในข้าวโพดจ านวน 186 สายพันธุ์ พบว่าค่า PIC มี
ตั้งแต่ต่ าสุดคือ 0.52 และสูงสุดคือ 0.91 โดยค่า PIC นี้เป็นค่าที่บ่งบอกถึงโอกาสที่จะพบความหลากหลาย 
(Polymorphism) ว่ามีมากเท่าไร ซึ่งค่า PIC จะมีค่าสูงสุดได้ เท่ากับ 1 จากไพรเมอร์ที่ได้ศึกษาทั้งหมด 24 คู่ 
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พบว่าไพรเมอร์ bnlg161 และ umc1065 ให้ค่า PIC สูงที่สุดคือ เท่ากับ 0.91 รองลงมาคือ bnlg125, bnlg238 
และ umc1088 มีค่า PICs เท่ากับ 0.87, 0.86 และ 0.85 ตามล าดับ ส าหรับไพรเมอร์ที่ให้ค่า PIC น้อยกว่านี้ ได้
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 3  โดยไพรเมอร์ที่ให้ค่า PIC สูงนั้นถือว่าเป็นไพรเมอร์ให้ความหลากหลายของ
รูปแบบการเกิดแถบดีเอ็นเอท่ีสูงในประชากรที่ศึกษา ซึ่งเป็นไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรับน าไปใช้ในการจัดท าลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอของข้าวโพดพันธุ์อ่ืนๆ  

จากการน ารูปแบบการปรากฏแถบดีเอ็นเอของไพรเมอร์ชนิดต่าง ๆ จ านวน 24 คู่ ที่เกิดขึ้นใน
ข้าวโพดพันธุ์ต่างๆ จ านวน 186 สายพันธุ์ ไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม โดยใช้โปรแกรม NTSYSpc 
2.2 ด้วยวิธี UPGMA พบว่าสามารถสร้างเดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข้าวโพดได้ ดังแสดง
ในภาพที่ 1 โดยมีค่าความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมของข้าวโพดทั้ง 186 สายพันธุ์ ดูได้จากค่า Similarity 
coefficient ซึ่งมีค่าอยู่ระหว่าง 0.70 ถึง 1.00 แสดงให้เห็นว่าการใช้เครื่องหมายโมเลกุล SSR สามารถบ่งบอก
ความหลากหลายทางพันธุกรรมของข้าวโพดข้าวเหนียวได้ดี พบว่าข้าวโพดบางพันธุ์มีความคล้ายคลึงกันมาก เช่น 
4454 [tT)-1-1-B-V] กับ 4455 [tT)-1-1-B-Y] เป็นต้น ส่วนพันธุ์ที่มีความแตกต่างกันทางพันธุกรรมค่อนข้างมาก
ได้แก่ 4001 [ST)-1-1-1-30-B-B-B] กับ DOACN89[NO NAME] มีความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรม 0.70 

การจัดกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมโดยใช้ค่า Similarity coefficient ที่ระดับ 0.76 นั้นพบว่า
สามารถแยกได้เป็น 5 กลุ่ม ได้แก่ (ภาพที่ 1)  

1. กลุ่มที่ 1 ประกอบด้วยข้าวโพดจ านวน 91 สายพันธุ์ ส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์ของข้าวโพดที่อยู่ใน
ขั้นตอนการปรับปรุงพันธุ์  

2. กลุ่มที่ 2 ประกอบด้วยข้าวโพดจ านวน 61 สายพันธุ์ ส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์ของข้าวโพดที่เก็บ
รวบรวมมาจากแหล่งปลูกต่างๆ  

3. กลุ่มที่ 3 ประกอบด้วยข้าวโพดจ านวน 27 สายพันธุ์ ส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์ของข้าวโพดที่เก็บ
รวบรวมมาจากแหล่งปลูกต่างๆ  

4. กลุ่มท่ี 4 ประกอบด้วยข้าวโพดจ านวน 1 สายพันธุ์ เป็นสายพันธุ์ของข้าวโพดที่อยู่ในขั้นตอนการ
ปรับปรุงพันธุ์  

5. กลุ่มที่ 5 ประกอบด้วยข้าวโพดจ านวน 4 สายพันธุ์ ส่วนใหญ่เป็นสายพันธุ์ของข้าวโพดที่เก็บ
รวบรวมมาจากแหล่งปลูกต่างๆจ านวน 4 สายพันธุ์ และข้าวโพดที่อยู่ในขั้นตอนการปรับปรุงพันธุ์ จ านวน 2 สาย
พันธุ์ 
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ภาพที่ 1 เดนโดรแกรมแสดงความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของข้าวโพด 186 สายพันธุ์ 
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สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ (Conclusion and Suggestion) 

การใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลท์เพ่ือประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับ  
ดีเอ็นเอของข้าวโพดข้าวเหนียว 186 สายพันธุ์ พบว่าไพรเมอร์ที่เลือกใช้ทั้งหมด 24 คู่ ให้รูปแบบการเกิดแถบดี
เอ็นเอท่ีแตกต่างกัน จ านวน 228 ต าแหน่ง แต่ละไพรเมอร์มีโอกาสที่จะพบค่าความหลากหลาย (PIC) ตั้งแต่ 0.52-
0.91 มีค่าความคล้ายคลึงกันทางพันธุกรรมอยู่ระหว่าง 0.70 ถึง 1.00 สามารถจัดแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ทาง
พันธุกรรมได้เป็น 5 กลุ่ม ซ่ึงความแตกต่างทางพันธุกรรมที่ได้เป็นประโยชน์ส าหรับการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด และ
เป็นเอกลักษณ์ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์ข้าวโพดในโอกาสต่อไป 

 
การน าผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

ความแตกต่างทางพันธุกรรมของข้าวโพดแต่ละพันธุ์ที่ได้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ส าหรับการ
ปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพดเพ่ือคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่เหมาะสมในกระบวนการปรับปรุงพันธุ์ และใช้เป็นข้อมูลเอกลักษณ์
ประจ าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส าหรับตรวจสอบพันธุ์ข้าวโพด 

 

ค าขอบคุณ 
     ขอขอบคุณศูนย์วิจัยพืชไร่ชัยนาท ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างใบ และเมล็ดพันธุ์ข้าวโพดที่ใช้ในการทดลอง 
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ภาคผนวก (Appendix) 
 

ตารางที่ 3 แสดงค่า PIC จ านวนอัลลีล ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอและความถี่ของแต่ละอัลลีล ของแต่ละไพรเมอร์ ที่
ตรวจสอบกับข้าวโพด 186 สายพันธุ์ 

 

ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
bnlg161 0.91 1 140 2.12 
   2 149 11.25 
   3 154 6.58 
   4 157 0.64 
   5 160 13.38 
   6 169 0.64 
   7 172 0.85 
   8 178 16.56 
   9 180 2.34 
   10 184 0.64 
   11 186 3.82 
   12 188 2.97 
   13 190 5.52 
   14 192 10.83 
   15 194 5.52 
   16 196 5.10 
   17 198 0.64 
   18 200 0.64 
   19 206 0.21 
   20 241 7.22 
   21 243 2.55 
bnlg125 0.87 1 333 1.26 
   2 339 2.02 
   3 341 13.10 
   4 343 8.56 
   5 345 3.78 
   6 373 1.26 
   7 377 6.30 
   8 393 24.94 
   9 397 1.26 
   10 405 3.27 
   11 409 3.53 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
   12 413 15.87 
   13 423 3.27 
   14 430 11.59 
bnlg572 0.78 1 112 25.56 
   2 120 2.56 
   3 122 6.71 
   4 124 27.48 
   5 126 23.64 
   6 128 2.88 
   7 130 11.18 
bmc1655  0.700 1 131 5.56 
   2 132 43.33 
  3 140 5.19 
   4 160 20.37 
   5 162 25.56 
bnlg238 0.86 1 141 2.20 
  2 150 12.31 
  3 155 6.59 
  4 161 15.60 
  5 170 1.10 
  6 174 0.66 
  7 179-180 17.36 
  8 181.9 2.20 
  9 187 8.57 
  10 193 19.56 
  11 197 12.09 
  12 200 0.88 
  13 242 0.88 
nc004 0.74 1 159 22.12 
  2 161 19.63 
  3 165 2.18 
  4 167 40.50 
  5 174 5.30 
  6 178 3.74 
  7 187 0.31 
  8 191 1.56 
  9 198 4.67 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
umc1726 0.10 1 128 0.53 
  2 129 2.13 
  3 131 96.28 
  4 133 1.06 
phi027 0.71 1 159 2.19 
  2 161 1.88 
  3 164 42.50 
  4 167 5.63 
  5 169 20.00 
  6 174 0.31 
  7 178 26.25 
  8 184 1.25 
umc2028 0.61 1 105 7.14 
   2 106 26.40 
   3 108 0.62 
   4 128 55.90 
   5 130 0.62 
   6 135 1.86 
   7 137 1.86 
   8 142 4.66 
   9 145 0.93 
umc1776 0.66 1 154 47.45 
   2 156 3.82 
   3 159 14.33 
   4 160 30.89 
   5 162 2.87 
   6 164 0.64 
umc1535 0.52 1 180 33.46 
   2 184 5.95 
   3 192 60.59 
phi034 0.70 1 143 19.07 
   2 153 2.45 
   3 156 1.36 
   4 158 4.63 
   5 161 35.15 
   6 164 37.33 
umc1207 0.81 1 140 2.85 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
  2 149 30.20 
  3 153 0.85 
  4 156 22.79 
  5 158 17.09 
  6 160 5.98 
  7 166 1.99 
  8 172 2.28 
  9 175 1.14 
  10 177 7.98 
  11 179 2.56 
  12 181 1.42 
  13 184 2.85 
umc1185 0.74 1 129 33.33 
  2 134 0.29 
  3 141 27.73 
  4 142 23.60 
  5 144 4.72 
  6 147 10.32 
umc1065 
 

0.91 1 150 16.77 
  2 153 4.55 
  3 154 0.16 
  4 156 6.27 
  5 158 2.04 
  6 161 4.55 
  7 164 1.41 
  8 167 4.86 
  9 170 6.58 
  10 173 4.23 
  11 176 8.62 
  12 178 10.34 
  13 181 7.21 
  14 184 14.42 
  15 187 5.17 
  16 189 2.82 
phi041 0.70 1 217 5.54 
  2 220 50.16 
  3 221 6.51 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
  4 222 12.38 
  5 224 11.07 
  6 225 2.93 
  7 226 0.65 
  8 230 1.30 
  9 236 9.45 
umc1003 0.820 1 129 0.97 
   2 131 0.97 
   3 133 16.18 
   4 135 0.24 
   5 137 6.04 
   6 139 0.97 
   7 142 26.09 
   8 146 10.39 
   9 148 0.48 
   10 150 21.50 
   11 152 0.24 
   12 154 15.70 
   13 155 0.24 
umc2101 0.821 1 156 0.92 
   2 158 27.42 
   3 159 2.07 
   4 162 0.46 
   5 163 19.82 
   6 164 0.46 
   7 165 2.53 
   8 167 12.67 
   9 169 1.38 
   10 171 20.28 
   11 172 5.99 
   12 182 4.84 
   13 183 1.15 
umc2106 0.66 1 87 1.33 
   2 89 53.16 
   3 95 4.32 
   4 97 10.30 
   5 99 14.62 



 24 

ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
   6 101 15.61 
   7 103 0.33 
   8 149 0.33 
phi053 0.81 1 158 9.02 
   2 163 1.50 
   3 165 0.25 
   4 167 1.00 
   5 168 0.75 
   6 171 1.50 
   7 172 0.50 
   8 189 29.82 
   9 191 0.50 
   10 194 1.00 
   11 196 10.03 
   12 202 13.03 
   13 206 0.50 
   14 210 4.26 
   15 213 24.31 
   16 230 1.50 
   17 302 0.50 
umc1088 
 

0.85 1 184 0.63 
  2 190 9.49 
  3 194 10.44 
  4 200 12.34 
  5 204 30.38 
  6 210 1.27 
  7 218 4.11 
  8 224 4.43 
  9 234 6.65 
  10 240 3.48 
  11 250 12.97 
  12 256 1.58 
  13 260 1.27 
  14 270 0.63 
  15 274 0.32 
umc1008 0.71 1 173 10.05 
  2 175 39.95 
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ชื่อไพรเมอร์ ค่า PIC อัลลีล ขนาดชิ้นดีเอ็นเอ (คู่เบส) ความถี่ของอัลลีล (%) 
  3 176 7.47 
  4 178 2.58 
  5 187 33.76 
  6 189 4.38 
  7 196 1.80 
umc1389 
 

0.60 1 163.7-164 31.56 
  2 167 52.82 
  3 168.04-169 15.61 
phi057 
 

0.45 1 175 70.72 
  2 178 19.77 
   3 184 9.51 
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บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 จากผลงานวิจัย การใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือพัฒนาพันธุ์พืช จุลินทรีย์  และผลิตภัณฑ์ พบว่า เป็นไป
ตามตามวัตถุประสงค์และเป้าหมาย ดังนี้ 
1. โคลนยีนและถ่ายฝากยีน 3 ชนิดได้แก่ endoglucanase,  cellobiohydrolase  และ beta-D- 

glucosidase เข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย E. coli และ เซลล์ยีสต์ Pichia pastoris  สามารถผลิตโปรตีนได้ 
2.  สามารถถ่ายฝากยีนไลเปส 4  ยีน ได้แก่ lip ของ P. aeruginosa, lip A ของ  S. marcescens, lip A  

ของ B. subtilis และ alkaline lip ของ B. cepacia เข้าใน pET TOPO เวคเตอร์ ได้ไลเปสที่มี
ประสิทธิภาพในการย่อยน้้ามันปาล์มอย่างสมบูรณ์ ได้ไบโอดีเซล B100 

3. สามารถโคลนยีนและถ่ายฝากยีนไคติเนสของแบคทีเรียเข้าใน pET 100/D-TOPO vector ได้ 6 ยีน และ
โคลนยีนราได้ 1 ยีน เมื่อท้าการเชื่อมต่อโปรตีนกับ polyethylene glycol เพ่ือท้าให้โปรตีนเสถียรมากขึ้น 
สามารถยับยั้งโรคแอนแทรคโนสบนผลพริกและผลมะม่วงได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

4. การทดสอบประสิทธิภาพของเชื้อเห็ด 6 ชนิด 10 ตัวอย่าง เห็ดแต่ละชนิดมีประสิทธิภาพในการยับยั้งการ
เจริญของเชื้อราโรคพืชในแต่ละชนิดที่แตกต่างกัน 

5. สามารถคัดเลือกสาหร่ายให้บริสุทธิ์ได้จ้านวน 13 ไอโซเลท  จ้าแนกโดยใช้เทคนิคทางชีวโมเลกุลในส่วนของ 
rDNA โดยใช้ไพรเมอร์  จ้านวน 11 คู่ พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) 
สามารถน้าไปใช้เป็นวัตถุดิบเพ่ือน้าไปเพ่ิมปริมาณและศึกษาเทคโนโลยีการผลิตเป็นไบโอเอทานอลจาก
สาหร่าย 

6. คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเยื่อใยจากชีวมวล จ้านวน 144 ไอโซ
เลท ไอโซเลท AC-10 มีความคล้ายคลึงกับเชื้อ Streptomyces sp ส่วนไอโซเลท PV4-15x มีความ
คล้ายคลึงกับเชื้อ Bacillus amyloliquefaciensพบว่าเอนไซม์อย่างหยาบที่ได้จากการชักน้าโดยใช้ร้าข้าว
นั้น มีกิจกรรมของเอนไซม์ที่ด ีสามารถย่อยอาหารแข็งที่มี เซลลูโลส (CMC-Na) และ ไซแลน และสามารถ 
เชื่อมต่อชิ้นยีนไซลาเนสเข้ากับ Protein Expression Vector แล้วถ่ายฝากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสมของ
ยีน พบว่า เอนไซม์มีกิจกรรมที่ดีเมื่อเทียบกับชุดควบคุม E. coli BL21 (DE3) ที่ไม่ได้รับการถ่ายยีน 

7. เชื้อราทั้งหมด 32 สายพันธุ์น้ามาทดสอบความสามารถในการย่อยสลายเฮมิเซลลูเลส พบว่ามี 10 สายพันธุ์
ที่สามารถย่อยสลายเฮมิเซลลูโลสได้ดีบนอาหารทั้ง 4 ชนิด การโคลนยีนพบว่าว่าเมื่อมีการเลี้ยง E. coli BL21 

(DES 3) ที่พลาสมิดสายผสม pET160/GW/D-TOPO  มียีน β-D – xylosidase ได้แก่ XldC1, Xld2C1 และXldC4ที่
กระตุ้นให้มีการแสดงออกของโปรตีน พบว่า มีการย่อยบนอาหารไซเลน ข้าวโพดและอากาเว่ได้ดี 

8. คัดเลือกแบคทีเรียทนเย็นได ้5 สกุล สามารถโคลนยีนแบคทีเรียได้ 3 ยีน โปรตีนต้านการเกิดผลึกน้้าแข็ง ที่
ผลิตได้จากการทดลองนี้ สามารถลดความเสียหาย เนื่องจากการแช่แข็ง ได้อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 

file:///F:/seq/PV4-15.htm%23alnHdr_596371574
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9. ได้เทคโนโลยีกระบวนการหมักสาหร่ายสาหร่ายขนาดเล็ก Chlorella pyrenoidosa (ADOA4) ที่คัดเลือก
ไดจ้ากธรรมชาติกับตัวอย่างพืชจ้านวน 3 ชนิด ได้แก่ หญ้าคิงเนเปีย  ต้นเลา  และ อ้อยพลังงาน (ลูกผสม 
KJ) ในระดับห้องปฏิบัติการ พบว่า  สาหร่ายมีการย่อยสลายเป็นน้้าตาลได้เร็วที่สุด 

10. สามารถถ่ายยีน yap1 เข้าสู่จีโนมของยีสต์และได้ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมที่มีอัตตราการเจริญเติบโตสูง
และเร็วกว่ายีสต์ WT นอกจากนี้ยีสต์ดัดแปลงพันธุกรรมที่ได้สามารถทนทานต่อสารปฏิชีวนะ 
Cycloheximide ทนทานต่อสารมีพิษ HMF ได้ ซึ่งเกิดขึ้นในขั้นตอนกระบวนการกลั่นเอทานอลการ 
และสามารถสังเคราะห์ Over expression vector ส้าหรับ Cellulase Enzymes พร้อมใช้เพ่ือถ่ายเข้า
สู่ยีสต์ในการน้าไปใช้ย่อยสลายวัสดุเหลือใช้ทางการเกษตรได้ 

11. การจ้าแนกเชื้อราเขียว Metarhizium ด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล  โดยใช้ยีนไคติเนส  สามารถจ้าแนกเชื้อรา
เขียว 9 ตัวอย่างเป็นชนิด M. majus ทั้งหมด ในขณะที่การจ้าแนกด้วยส่วนของ ITS จะสามารถจ้าแนก
เชื้อได้ทั้ง 14 ตัวอย่าง แยกได้เป็น M. anisopliae, M. majus และ M. flavoviride 

12.  สามารถถ่ายฝากสู่หน้าวัวประสบผลส้าเร็จ เมื่อน้าต้นมาตรวจสอบด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่
จ้าเพาะ พบว่าต้นที่ได้รับการถ่ายยีน จะปรากฏแถบดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณได้ 

13. การเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบสนิปของยีน 9 ยีน ในยางพารา 12 พันธุ์ พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงเบส
แบบสนิปรวม 90 ต้าแหน่ง สามารถจัดกลุ่มความเชื่อมโยงได้ทั้งหมด 18 กลุ่ม ซึ่งตรงกับจ้านวน haploid 
genome ของยางพารา การเปลี่ยนแปลงล้าดับเบสแบบสนิปที่พบจัดเป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอที่สามารถ
น้าไปประยุกต์ใช้กับการปรับปรุงพันธุ์ยางพารา และน้าไปใช้สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอเพ่ือระบุความเป็นเอก
ลักษณะของยางพาราแต่ละพันธุ์ได้ 

14. การใช้เครื่องหมายโมเลกุลไมโครแซทเทลไลทเ์พ่ือประเมินความหลากหลายทางพันธุกรรมในระดับ  ดีเอ็น
เอของข้าวโพดข้าวเหนียว 186 สายพันธุ์ สามารถจัดแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมได้เป็น 5 กลุ่ม 
ซึ่งความแตกต่างทางพันธุกรรมที่ได้เป็นประโยชน์ส้าหรับการปรับปรุงพันธุ์ข้าวโพด และเป็นเอกลักษณ์
ประจ้าพันธุ์เพ่ือเป็นข้อมูลอ้างอิงส้าหรับตรวจสอบพันธุ์ข้าวโพดในโอกาสต่อไป 

15. การศึกษาครั้งนี้พบเห็ดเรืองแสง 4 ชนิด จากผลการวิเคราะห์ข้อมูลเห็ดเรืองแสงที่สามารถจ้าแนกได้ทั้ง 
genus และ species คือ พบคือ Mycena  chlorophos  และ Neonothopanus nimbi  อีก 2 ชนิด
สามารถจ้าแนกได้เพียง genus คือ  Favolaschia spp. และ   Mycena spp.   

16. ได้ไพรเมอร์จ้านวน 28 คู่ ที่เหมาะสมในการท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่น 63 พันธุ์  สามารถแบ่งองุ่น
ออกเป็น 2 กลุ่ม อย่างชัดเจนโดย กลุ่ม A คือ องุ่นรับประทานสด กลุ่ม B คือ องุ่นท้าไวน์และองุ่นที่ใช้เป็น
ต้นตอ นอกจากนั้นยังพบว่าพันธุกรรมขององุ่นท้าไวน์ มีความหลากหลายมากกว่าองุ่นรับประทานสดมาก 
และได้จัดท้าและพัฒนาระบบฐานข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่นจ้านวน 7 โปรแกรม 

17.  การประยุกต์เครื่องหมายโมเลกุล SSR ที่พัฒนาจากกล้วยไม้สกุลแวนด้า ใช้กับกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี 
25 ตัวอย่าง จาก 12 สายพันธุ์ พบว่า สามารถท้าปฏิกิริยาพีซีอาร์ได้ 61 คู่สาย การท้าดีเอ็นบาร์โค๊ดของ
กล้วยไม้รองเท้านารีสามารถใช้ยีน matK ในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของกล้วยไม้สกุล
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รองเท้านารี 13 ตัวอย่าง จากตัวแทนชนิดจ้านวน 7 ชนิด พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มความสัมพันธ์ได้เป็น 2 
กลุ่ม กลุ่มที่ 1 ได้แก่ รองเท้านารีขาวพังงา รองเท้านารีขาวสตูล รองเท้านารีเหลืองปราจีน รองเท้านารีเกร
ยี่ และรองเท้านารีฝาหอย กลุ่มท่ี 2 ได้แก่ รองเท้านารีเหลืองกระบี่ และไม้ป่าเกาะพนัก 

 
ข้อเสนอแนะในการน าไปใช้ประโยชน์ 
1.  สามารถน้าจุลินทรีย์ที่พัฒนาการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลสไปใช้ในขบวนการผลิตเอทานอล 
2. ไคติเนสที่ผลิตได้มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายไคโดซาน และไคตินดีมาก สามารถน้าไปใช้ในการผลิตไค

โตซานสายสั้น เพื่อใช้ประโยชน์ในทางการเกษตรและอุตสาหกรรม 
3.  สามารถน้าสาหร่ายขนาดเล็กที่คัดเลือกได้ไปใช้เป็นชีวมวลเพ่ือผลิตไบโอเอทนอล 
4.  เชื้อ Bacillus amyloliquefaciens ไอโซเลท PV4-15x สามารถน้าไปใช้ในการย่อยสลายวัสดุจ้าพวกเฮมิ

เซลลูโลสได้ดี เชื้อ Streptomyces sp. ไอโซเลท AC-10 สามารถน้าไปใช้ในการย่อยสลายวัสดุจ้าพวก
เซลลูโลสได้ดี การกระตุ้นการผลิตเอนไซม์ไซลาเนสและเซลลูเลส ในเชื้อแบคทีเรีย สามารถใช้ร้าข้าว 1 
เปอร์เซ็นต์ทดแทนการใช้ไซแลนและ CMC-Na ได้  รีคอมบิแนนท์โปรตีน (เอนไซม์ไซลาเนส) ที่ผลิตได้
จากพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม มีศักยภาพในการย่อยไซแลนหรือเฮมิเซลลูโลสได้ดี สามารถน้าไปพัฒนา
กระบวนการผลิตในปริมาณมากเพ่ือใช้ในอุตสาหกรรมได้ 

5. สามารถน้าสายพันธุ์ยีสต์ที่ได้รับการควบคุมการแสดงออกของ ยีน YAP1 และตัดต่อยีนดัดแปลง ส้าหรับ
ย่อย Lignocellulase ในยีสต์ S.cerevisiae ไปใช้เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการ หมักเอทานอล 

6.  สามารถน้าชุดยีนที่ควบคุมการสร้างเอนไซม์ dihydroflavonol 4-reductase (DFR) จากดอกหน้าวัวที่
อยู่ในรูปควบคุมการแสดงออกของยีนแบบกลับทิศ ที่เป็นของกรมวิชาการเกษตรส้าหรับน้าไปใช้ประโยชน์
ในการปรับแต่งสีหน้าวัวโดยวิธีการถ่ายยีน เพ่ือสร้างความหลากหลายของสีดอก 

7. สามารถน้าต้าแหน่งการเกิดเครื่องหมายดีเอ็นเอ SNP ยางพาราไปใช้ในการท้า marker เพ่ือจ้าแนกสาย
พันธุ์ยางพารา  

8. สามารถน้าข้อมูลเอกลักษณ์ทางพันธุกรรมไปใช้บ่งบอกลักษณะประจ้าพันธุ์ข้าวโพดข้าวเหนียว 
9. สามารถน้าข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอของเห็ด  องุ่น และกล้วยไม้รองเท้านารี ไปใช้ในการจ้าแนกพันธุ์ได้  
10. ได้เทคนิคและฐานข้อมูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอขององุ่นส้าหรับใช้ในการจ้าแนกพันธุ์และตรวจสอบพันธุ์องุ่นท่ี

ใช้ผลิตไวน์ตรงตามที่ระบุในฉลากหรือไม่ 
11.  ได้ทราบความหลากหลายทางพันธุกรรมขององุ่นที่ปลุกในประเทศไทย ทั้งองุ่นท้าไวน์และองุ่น

รับประทานสด นักวิจัยท่านอ่ืนสามารถน้าไปใช้อ้างอิงและต่อยอดได้ และ น้าระบบฐานข้อมูลขององุ่นที่
ได้มาใช้เป็นเพ่ือปรับปรุงพันธุ์องุ่นในประเทศไทย 

12. สามารถน้าไพรเมอร์ที่ได้จากการทดลองนี้ รวมถึงเทคนิค SSR ISSR และดีเอ็นเอบาร์โค้ด ไปประยุกต์ใช้
ในการศึกษาความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมและจัดท้าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกล้วยไม้รองเท้านารีที่เก็บ
รวบรวมไว้ตามหน่วยงานต่างๆ ได้ และล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน matK จากกล้วยไม้สกุลรองเท้านารี

file:///F:/งานวิจัยปี55/seq/PV4-15.htm%23alnHdr_596371574
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สามารถน้าไปลงในฐานข้อมูล BLAST เพ่ือเป็นฐานข้อมูลของกล้วยไม้สกุลรองเท้านารีของประเทศไทย
ต่อไป 

13. สามารถน้าระบบฐานข้อมูลทางสัณฐานวิทยาของกล้วยไม้รองเท้านารีที่ได้ไปใช้ปรับปรุงพันธุ์กล้วยไม้ใน
ประเทศไทย 
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