
 
 

บทที ่1 บทน ำ (Introduction) 
 
1.1 ทีม่ำและควำมส ำคัญ 
 แก่นตะวนั หรือ Jerusalem aitichoke (Helianthus tuberosus L.) เป็นพืชลม้ลุก อยูใ่นวงศ์
ทานตะวนั (Asteraceae) ดอกสีเหลืองคลา้ยกบัทานตะวนัแต่มีขนาดเล็กกว่า มีถ่ินก าเนิดในทวีป
อเมริกาเหนือ เน่ืองจากมีความส าคญัในอุตสาหกรรมน ้ าตาล อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอล 
อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์และการผลิตอาหารเพื่อสุขภาพ ซ่ึงใชส่้วนของล าตน้ใตดิ้นท่ีสะสมอาหาร
ไว ้เป็นวตัถุดิบในการผลิต นอกจากน้ีในล าตน้ของแก่นตะวนัยงัมีสารอินนูลิน (inulin) ซ่ึงน ามาใช้
ในการรักษาผูป่้วยโรคเบาหวาน และมะเร็งล าไส้ใหญ่ ท่ีผ่านมาไดมี้การวิจยัเพื่อคดัแยกยีน lectin 
(Van Damme et al., 1999) ซ่ึงเป็นยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสังเคราะห์ฟรุคแตน (fructan) (var der Meer 
et al., 1998) และไดมี้การศึกษาบทบาทของเอนไซม ์Polyphenol oxidase ในแก่นตะวนั (Ziyan and 
Pekyardimci, 2001) จากความเป็นพืชท่ีมีคุณประโยชน์นานปัการทั้งยงัเป็นพืชท่ีมีความสามารถอยู่
รอดสูงกว่าพืชเศรษฐกิจทัว่ไป สามารถเติบโตไดดี้ในเกือบทุกภูมิภาคตั้งแต่เขตหนาว เขตอบอุ่น
จนถึงเขตร้อน ช่วงสองถึงสามปีท่ีผา่นมายงัไม่พบอุปสรรคในการปลูกแก่นตะวนัในประเทศไทย
มากนกั เน่ืองจากความทนทานต่อสภาพแวดลอ้มของพืชและเป็นการปลูกในพื้นท่ีเปิดใหม่ท าให้มี
ศัตรูพืชเพียงเล็กน้อย  อย่างไรก็ตามในกรณีพื้นท่ี ท่ี มีการปลูกแก่นตะวันมาต่อเน่ือง เช่น 
สหรัฐอเมริกา ยุโรปและญ่ีปุ่น ก็เร่ิมมีรายงานการคุกคามจากศตัรูพืชมากข้ึนตามล าดบั จากรายงาน
ศตัรูแก่นตะวนัท่ีมีการส ารวจพบถึงปัจจุบนัในประเทศท่ีเพาะปลูกมาแลว้ก่อนหนา้น้ีนั้น มีโรคติด
เช้ืออยูไ่ม่นอ้ยกวา่ 50 โรค (พรทิพย,์ 2549) เช่น เช้ือราสาเหตุโรคหลายชนิด เป็นตน้วา่ Sclerotium, 
Sclerotinia, Sclerotiorum, Phymatotrichum ซ่ึงก่อให้เกิดความเสียหายต่อผลผลิตแก่นตะวนัอยา่ง
มากในประเทศ ส าหรับในประเทศไทยพบวา่ S. rolfsii เป็นเช้ือท่ีท าใหเ้กิดโรคโคนเน่ารากเน่าซ่ึงท า
ให้ผลผลิตของแก่นตะวนัลดลง เช้ือราชนิดน้ีสามารถเขา้ท าลายแก่นตะวนัไดท้ั้งส่วนหวัและล าตน้ 
และยงัติดไปกบัส่วนขยายพนัธ์ุท าให้ผลผลิตเสียหายและท าให้มีการแพร่ระบาดในฤดูปลูกถดัไป 
โดย Maccarter (1983) ไดร้ายงานวา่ความเสียหายเน่ืองจากเช้ือ S. rolfsii ท  าให้ผลผลิตแก่นตะวนั
ลดลง 60% 
 การเพิ่มศกัยภาพในการตา้นทานหรือทนทานต่อศตัรูพืชอาจท าไดห้ลายวิธี ซ่ึงลว้นแต่เป็น
การน ายีนซ่ึงตา้นทานต่อโรคไดจ้ากพืชหน่ึงไปสู่อีกพืชหน่ึง ความหลากหลายของเช้ือพนัธุกรรม
ของพืชเป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัยิ่ง เน่ืองจากพบวา่ ทานตะวนัซ่ึงเป็นพืชท่ีอยูใ่นสกุลเดียวกบั
แก่นตะวนัก็ไม่มีสายพนัธ์ุใดท่ีตา้นทานต่อเช้ือ Sclerotina ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ การทดลองของ Gulya 
(1985) ไดท้ดสอบทานตะวนัจ านวน 750 หมายเลข รวมทั้งพนัธ์ุการคา้จาก 35 ประเทศทัว่โลก 

 
1 



 
 

พบว่า ไม่มีจีโนไทป์ใดท่ีตา้นทานต่อโรคได ้มีเพียงแค่ inbred lines และ wild species ของ 
Helianthus annuus เท่านั้นท่ีสามารถตา้นทานโรคไดใ้นระดบัหน่ึง wild species ของ Helianthus 
เป็นฐานพนัธุกรรมท่ีดีส าหรับยนีท่ีสามารถตา้นทานโรคไดใ้นระดบัต่างๆ (Skoric et al., 1995) การ
คดัเลือกและปรับปรุงพนัธ์ุแก่นตะวนัใหเ้หมาะสมกบัการปลูกและการผลิตในประเทศไทย จึงควรมี
การน าเทคโนโลยีท่ีเหมาะสมมาใชป้ระโยชน์ร่วมกบัการศึกษาเช้ือพนัธุกรรมจ านวนมาก ซ่ึงน่าจะ
ช่วยใหเ้กษตรกรและประเทศโดยรวมไดรั้บประโยชน์สูงสุดในอนาคต 
 
1.2      วตัถุประสงค์ของโครงการวจิยั 

2.1.1 เพื่อหาความแตกต่างทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัในแหล่งเช้ือพนัธุกรรมท่ี
รวบรวมไว ้

2.1.2 หาเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีจ  าเพาะต่อพอ่และแม่พนัธ์ุแก่นตะวนัท่ีมีความสามารถใน
การตา้นทานโรคโคนเน่าต่างกนั  

2.1.3 เพื่อหาศกัยภาพของเคร่ืองหมายช่วยคดัเลือกในการเพิ่มความสามารถในการ
ตา้นทานโรคโคนเน่า 

 
1.3      ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 
           1.3.1 ทราบขอ้มูลความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยนีตา้นทานโรคของแก่นตะวนัในแหล่ง
เช้ือพนัธุกรรม 
      1.3.2 เป็นองคค์วามรู้ท่ีจะสามารถน ามาประยกุตใ์นการปรับปรุงพนัธ์ุแก่นตะวนัให้ตา้นทาน
โรคไดอ้ยา่งมี ประสิทธิภาพต่อไปไดใ้นอนาคต 
 
1.4      ขอบเขตและข้อจ ำกดัของกำรวจัิย 
           งานวิจยัน้ีจะใชแ้ก่นตะวนัท่ีมีแหล่งท่ีมาจากประเทศรัสเซีย ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ CN052867 กบั 
HEL65 ประเทศแคนาดา ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ JA6 กบั JA37 ประเทศสหรัฐอเมริกา ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ 
HEL278 กบั HEL280 ประเทศฝร่ังเศส ไดแ้ก่ สายพนัธ์ุ JA89 กบั JA98 สหพนัธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
ได้แก่ สายพนัธ์ุ JA102 ประเทศโปแลนด์ ได้แก่ สายพนัธ์ุ HEL293 และสายพนัธ์ุ HEL246, 
HEL257 และ HEL286 เป็นสายพนัธ์ุท่ีไม่ทราบแหล่งท่ีมาซ่ึงไดจ้ากแหล่งเก็บรวบรวมพนัธุกรรม
ประเทศสหพนัธ์สาธารณรัฐเยอรมนี 
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1.5      สถำนที่ท ำกำรวจัิย 
      หอ้งปฏิบติัการกลาง 2 ภาควชิาชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น
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บทที ่2 กำรทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 
 

 แก่นตะวนั หรือ Jerusalem artichoke มีช่ือวิทยาศาสตร์วา่ Helianthus tuberosus L. 
เป็นพืชในสกุล Helianthus เช่นเดียวกบัทานตะวนั อยู่ในวงศ์ Asteraceae มีถ่ินก าเนิดจากทวีป
อเมริกาเหนือ สามารถปรับตวัไดดี้กบัสภาพอากาศเขตร้อน มีความแข็งแรงทนทาน แก่นตะวนัใน
ประเทศไทยยงัมีช่ือเรียกอ่ืนๆ อีก เช่น แห้วบวัตองหรือมนัทานตะวนั เป็นตน้ ปัจจุบนัมีการปลูก
ทั่วไปในประเทศสหรัฐอเมริกา แคนาดา ฝร่ังเศส รัสเซีย จีนตอนเหนือ ประเทศในแถบ
แอฟริกากลางและทางตอนใตข้องทวีปออสเตรเลีย (Vervelde, 1996) แก่นตะวนัเป็นพืชลม้ลุก อายุ
สั้นประมาณ 90 ถึง 120 วนั มีล าตน้สะสมอาหารใตดิ้น ตน้สูงประมาณ 1.5 ถึง 3 เมตร มีขนคลา้ย
หนามกระจายทัว่ล าตน้และใบ ลกัษณะของดอกคลา้ยดอกบวัตอง (Tithonia diversifolia (Hemsl.) 
A. Gray)  แก่นตะวนัเป็นพืชหวัซ่ึงสะสมคาร์โบไฮเดรตในรูปของอินนูลิน ประมาณ 15-18% สาร
อินนูลินเป็นน ้ าตาลฟรุตโตสต่อกนัเป็นโมเลกุลยาว (Suzuki, 1993) มีโมเลกุลขนาดใหญ่จึงถูกยอ่ย
ในระบบทางเดินอาหารได้ยาก ส่งผลให้ไม่รู้สึกหิว รับประทานอาหารได้ไม่มาก ท าให้ระดับ
น ้ าตาลในเลือดไม่สูงเกินไป จึงเป็นการช่วยลดไขมันในเลือดและความเส่ียงต่อการเกิด
โรคเบาหวานและโรคหัวใจ (Coussement, 1992) มีการน าส่วนของล าต้นสะสมอาหารของ        
แก่นตะวนัไปใช้ประโยชน์ไดห้ลายดา้น เช่น อุตสาหกรรมการผลิตน ้ าตาลท่ีมีความหวานสูง (high 
fructose syrup) อุตสาหกรรมอาหารและยา การผลิตอาหารเพื่อสุขภาพ ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว ์
ใชเ้ป็นอาหารเสริมชีวนะช่วยลดการใชส้ารปฏิชีวนะในอาหารสัตว ์โดยเฉพาะลูกสัตวซ่ึ์งจะกระตุน้
การเจริญเติบโต และเสริมประสิทธิภาพในการผลิตสัตว ์(Gibson et al., 1995) นอกจากน้ียงัใชใ้น
อุตสาหกรรมการผลิตเอทานอลอีกดว้ย (Cosgrove et al., 1991)   
 
2.1 กำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ทำงพนัธุกรรมของพชืโดยใช้เคร่ืองหมำยโมเลกุล 
 การศึกษาความแตกต่างหรือความหลากหลายทางพนัธุกรรม (Genetic diversity) ของพืช
อาจใชเ้คร่ืองหมายทางสัณฐานวิทยา (Morphological marker) เคร่ืองหมายทางชีวเคมี (Biochemical 
marker) และเคร่ืองหมายระดบัโมเลกุล (Molecular marker) ซ่ึงเคร่ืองหมายระดบัโมเลกุลท่ีจ าเพาะ
ต่อลกัษณะท่ีส าคญัทางเศรษฐกิจมีความส าคญัในการคดัเลือกสายพนัธ์ุพอ่แม่เพื่อใชใ้นการปรับปรุง
พนัธ์ุให้มีลกัษณะตามท่ีตอ้งการเคร่ืองหมายโมเลกุลท่ีอาศยัปฏิกิริยาพีซีอาร์ (Polymerase chain 
reaction) มีหลายเทคนิค อาทิเช่น random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Wangsomnuk et 
al., 2011) amplified fragment length polymorphism (AFLP) (Panguluri et al., 2006) simple 
sequence repeat (SSR) (Liu et al., 2007) inter simple sequence repeat (ISSR) (Okun et al., 2008) 
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และ (SRAP) (Li and Qurios, 2001; ดลรัชต ์ สุดหลา้, 2554) โดยแต่ละเทคนิคมีขอ้ดีและขอ้เสีย
แตกต่างกนัไป การเลือกใชเ้ทคนิคใดก็ข้ึนอยูก่บัวตัถุประสงคท่ี์ตอ้งการศึกษา  
 เคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP พฒันาข้ึนในปี 2003 โดย Hu และ Vick โดยใชไ้พรเมอร์ 2 
ชนิด ชนิดแรกออกแบบจากขอ้มูลล าดบัเบสของยีนในฐานขอ้มูลกบัไพรเมอร์ชนิดท่ีสองเป็นล าดบั
เบสแบบสุ่ม ซ่ึงออกแบบโดยวิธีเดียวกบัไพรเมอร์ท่ีใชก้บัเคร่ืองหมายโมเลกุล SRAP ของ Li และ 
Quiros (2001) เคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดห้ลายต าแหน่งพร้อมกนั
โดยดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ะเป็นผลผลิตจากไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยีนทั้งสองไพรเมอร์ หรือไพร
เมอร์ท่ีจ  าเพาะกบัยีนและอีกไพรเมอร์หน่ึงเป็นแบบสุ่ม หรือเป็นไพรเมอร์แบบสุ่มทั้งสองชนิด ท่ี
ผ่านมาได้มีการน าเคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP มาใช้ในการศึกษาพืชต่างๆ เช่น ผกักาดหอม 
(Lactuca sativa L.), ถัว่ (Phaseolus vulgaris L.), ออ้ย (Saccharum species), ขา้วสาลี (Triticum 
aestivum L. and Triticum turgidum L.), ทานตะวนั (Helianthus annuus L.), และฝ้ายลูกผสม 
(Gossyplum hirsutum L. × G. barbadense L.) Hu et al. (2005) ท าการจ าแนกสายพนัธ์ุผกักาดหอม 
53 สายพนัธ์ุ โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล TRAP พบวา่ปฎิกิริยา TRAP จ านวน 10 ปฏิกิริยาสามารถ
ให้แถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัจ านวน 107 แถบ และยงัพบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP เป็น
เคร่ืองหมายท่ีมีความเท่ียงตรงค่อนขา้งสูงในการจดักลุ่มผกักาดหอมสายพนัธ์ุปลูก Miklas et al. 
(2006) ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล TRAP เพื่อระบุเคร่ืองหมายชนิดใหม่ท่ีเช่ือมโยงกบัยีนตา้นทานโรค
ในถัว่ Liu et al. (2005) ศึกษาขา้วสาลีโดยเปรียบเทียบระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP และ SSR 
พบว่าเคร่ืองหมายโมเลกุลทั้งสองสามารถใช้ในการสร้างแผนท่ีพนัธุกรรมเพื่อบ่งช้ีลกัษณะทาง
พนัธุกรรมและผลจากใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP สามารถให้ขอ้มูลไดม้ากกว่าเคร่ืองหมาย
โมเลกุล SSR ในหน่ึงปฏิกิริยา    Palumbo et al. (2007) ท าการวิเคราะห์พืชสกุล Pelargonium 
จ านวน 46 หมายเลข รวม 9 ชนิด 22 สายพนัธ์ุ โดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่มสองชนิด ไดแ้ก่ Sa12-700 
(5’TTCTAGGTAATCCAACAACATTCTAGGTAATCCAACAACA3’) แล ะ  Ga5-800 
(5’GGAACCAAACACATGAAGAGGAACCAAACACATGAAG3’) กับไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะกับ
ยีนสามชนิด ได้แก่ QHA21B09a (5’TGTCATTCAATTCGGTGC3’) และ QHF6H21L 
(5’ACAGGAAAGCCTGTCAC3’) BEL1-like homeobox 1 protein ของ Arabidopsis thailiana 
พบวา่ คู่ไพรเมอร์ w3a-700 (QHF6H21L / Sa12-700) สามารถผลิตแถบดีเอ็นเอไดท้ั้งหมดจ านวน 
148 แถบ ในขณะท่ีคู่ไพรเมอร์ wl-700 (QHA21B09a / Sa12-700) และ wl-800 (QHA21B09a / 
Ga5-800) ผลิตแถบดีเอ็นเอได้จ  านวน 160 แถบ เดนโดรแกรมท่ีสร้างได้จากการวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม NTSYS 2.11S โดยใชว้ิธี unweighted pair group method arithmetic averages (UPGMA) 
มีค่าสัมประสิทธ์ิความเหมือน เท่ากบั ร้อยละ 92 สามารถจดักลุ่ม Pelargonium ออกเป็น 2 กลุ่ม  
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2.2 ยนีต้ำนทำนโรค 
 ความสามารถในการตา้นทานโรคพืชเป็นปฏิสัมพนัธ์ระหว่างยีน Avirulence (Avr) 
กบัอลัลีลของพืชที่ตา้นทานโรคดงักล่าว ซ่ึงก็คือ R locus (Dangl and Jones, 2001) ซ่ึงเป็น
สมมติฐาน gene-for-gene (Flor, 1971) มีรายงานการคดัแยกและวิเคราะห์กลุ่มยีนที่เก่ียวขอ้งกบั
ความสามารถตา้นทานโรคในพืชหลายชนิด เช่น Rubus idaeus L. และพืชในวงศ์ Rosaceae 
(Samuelian et al., 2008) กาแฟ (McFadden et al., 2006)     Prunus armeniaca L. (Soriano et al., 
2005) สตรอเบอร่ี (Martinez Zamora et al., 2004) แอปเปิล (Lee et al., 2003) Pinus monticola 
Dougl. ex. D. Don. (Liu and  Ekramoddoullah, 2003) ทานตะวนั (Bouzidi, 2002) กาแฟ (Noir, 
2001) ขา้วบาเลย ์(Collins et al., 2001; Mammadov et al., 2005) และขา้วสาลี (Dilbirligi and Gill, 
2003) เป็นตน้ ซ่ึงการแสดงออกของยีนในกลุ่มดงักล่าวในระดบัทรานสเลชัน่ท าให้ไดโ้ปรตีนท่ีมี
โครงสร้างคล้ายคลึงกันซ่ึงท าให้เกิดสมมติฐานว่า มีกลไกท่ีพบในพืชทุกชนิดร่วมกันในการ
ตา้นทานต่อเช้ือสาเหตุโรค (Baker et al., 1997) ยีนตา้นทานโรคส่วนมากเป็นรหสัของโปรตีนซ่ึงมี
โดเมน (domain) ท่ีอนุรักษไ์ว ้ ไดแ้ก่ Nucleotide-Binding-Site-Repeat (NBS) และ leucine rich 
repeat (LRR) ในบริเวณปลายดา้นอะมิโนและดา้นคาร์บอกซิล ตามล าดบั (Cannon and Young, 
2003) โดยมีโปรตีนท่ีจดัเป็นกลุ่มย่อยของโปรตีน NBS-LRR ซ่ึงมีโดเมนท่ีคล้ายกบั Toll and 
interleukin 1 receptor (TIF; Hammond-Kosack and Jones, 1997) ของแมลงหวี่ ส าหรับในพืช
เรียกวา่ TIR คาดวา่โมทีฟ (motif) น้ีเก่ียวขอ้งกบัการส่งสัญญาณระหวา่งเซลล์ โปรตีนในกลุ่ม TIR-
NBS-LRR พบเฉพาะในพืชใบเล้ียงคู่ ทั้งน้ีมีรายงานวา่ พบโดเมนท่ีหลายหลายท่ีมีขนาดเล็ก เช่น P-
loop (kinaes-1a) kinase-2 (Saraste et al., 1990) kinase-3a และ Gly-Leu-Pro-Leu (GLPL) ภายใน
โดเมน NBS ของโปรตีนท่ีตา้นทานโรค 
 จากการคดัแยกยีนโดยอาศยัล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีพบในโดเมนต่างๆของยีนตา้นทานโรค 
ท าให้สามารถคดัแยกยีนในกลุ่มต่างๆออกมาจากจีโนมของพืชชนิดต่างๆได ้ช่วยให้การวิเคราะห์
การแสดงออกของยีนและการวางยีนบนต าแหน่งต่างๆของโครโมโซมเป็นไปได้ ในปัจจุบนัน้ีมี
รายงานวา่ยีนตา้นทานโรคมกัจะอยูเ่ป็นกลุ่มบนโครโมโซมของพืชชนิดต่างๆ ส าหรับในพืชท่ีไม่มี
ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทด์ของจีโนมรวมถึงจีโนมพืชท่ีมีขนาดใหญ่มาก เช่น ทานตะวนัซ่ึงจีโนมมี
ขนาดประมาณ 3,500 Mbp ก็มีตวัอยา่งงานวจิยัในกลุ่มยนีดงักล่าว เช่น การศึกษาของ Radwan et al. 
(2008) ซ่ึงวิเคราะห์ Expressed Sequence Taqs (ESTs) ของทานตะวนัจาก Compositae Genome 
Database (CGPdb; http://compgenomics.ucdavis.edu/) ท าการวิเคราะห์และจดักลุ่มของยีน NBS-
LRR ออกเป็นสองกลุ่มใหญ่ไดแ้ก่ TIR-NBS-LRR และ non-TIR-NBS-LRR โดยพบวา่ประมาณ 1 
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ใน 4 ของยนีดงักล่าวมีโพลีมอร์ฟิซึมเม่ือศึกษาดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกุล insertion–deletion (INDEL) 
หรือ single-strand conformational polymorphism (SSCP) จากล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีคลา้ยกบัยีน 
NBS-LRR จ านวน 758 หมายเลข ซ่ึงเม่ือน าล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีซ ้ ากนัออกไปและน ายีนเพียง 69 
หมายเลขมาจดักลุ่มร่วมกบัยีนจาก lettuce พบว่าสามารถแยกยีนของทานตะวนัออกได ้14 กลุ่ม 
การศึกษาของ Samuelian et al. (2008) ไดค้ดัแยกจีโนมิกโคลน (genomic clone) ของยีนตา้นทาน
โรค NBS-LRR จาก Rubus idaeus L. โดยใชไ้พรเมอร์จ านวน 12 คู่ ท่ีออกแบบจาก P-loop ของ 
Rubus idaeus L และไพรเมอร์จาก lettuce  (Shen et al., 1998; Baldi et al., 2004; Lee and Lee, 
2003) พบวา่ โคลนท่ีคดัแยกไดจ้ากไพรเมอร์จ านวน 7 คู่ มีความคลา้ยคลึงกบัล าดบันิวคลีโอไทด์ใน 
NBS-LRR และสามารถแยกยีนท่ีเป็น NBS-LRR ซ่ึงมีขนาด 197 ถึง 702 คู่เบส ซ่ึงพบวา่เม่ือน ายีน
ดงักล่าวมาวเิคราะห์หาโพลิมอร์ฟิซึมพ่อแม่พนัธ์ุรุ่น F1 ของประชากรท่ีใชใ้นการสร้างแผนท่ียีนใน
การคดัเลือกหา QTL ท่ีสัมพนัธ์กบัการตา้นทานต่อเช้ือ P. fragariae var rubi พบแถบดีเอ็นเอเพียง 1 
แถบ เม่ือน าดีเอน็เอดงักล่าวมาตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะท าให้ไดโ้พลิมอร์ฟิซึมในยีนตา้นทานโรค
ท่ีมี NBS-LRR จ านวน 7 ยีน ไดน้ าเคร่ืองหมายโมเลกุล CAPS ดงักล่าวไปใช้ในการวางแผนท่ียีน 
นอกจากนั้น Samuelian et al. (2008) ยงัไดน้ าโปรตีน  NBS-LRR จากพืชอ่ืนในวงศ ์Rosaceae ท่ีได้
มีการตีพิมพแ์ลว้จาก GenBank มาวเิคราะห์ร่วม 75 ยนีของ Rubus idaeus L. ดว้ย 
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บทที ่3 วธิีด ำเนินกำรวจิัย 
 
3.1 พชืทีใ่ช้ในกำรศึกษำ 
 แก่นตะวนัท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีมีจ  านวน 13 สายพนัธ์ุ ดงัตารางท่ี 3.1 
  
ตำรำงที ่3.1 สายพนัธ์ุของแก่นตะวนัท่ีใชใ้นงานวจิยั 

 
Line Germplasm collection Country origin 

CN052867 Plant Gene Resource of  Canada Russian Federation 

JA-6 Plant Gene Resource of  Canada Canada 

JA-37 Plant Gene Resource of  Canada Canada 

JA-89 Plant Gene Resource of  Canada France 

JA-98 Plant Gene Resource of  Canada France 
 JA-102 Plant Gene Resource of  Canada Germany 

HEL65 Gatersleben Genebank, Germany Russian Federation 

HEL246 Gatersleben Genebank, Germany Unknown 

HEL257 Gatersleben Genebank, Germany Unknown 

HEL278 Gatersleben Genebank, Germany USA 

HEL280 Gatersleben Genebank, Germany USA 

HEL286 Gatersleben Genebank, Germany Unknown 

HEL293 Gatersleben Genebank, Germany Poland 

  

3.2 กำรสกดัจีโนมิกดีเอน็เอของเนือ้เยือ่แก่นตะวนั 

 ท าการเปรียบเทียบวิธีการสกดัดีเอ็นเอจากใบและเมล็ดแก่นตะวนั จ านวน  5  วิธี ไดแ้ก่   (1) 
วิธีดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) (2) Doyle and Doyle (1990) (3) Porebski et al. (1997) 
(4) วิธีดดัแปลงจาก Štorchová et al. (2000) และ  (5)  ชุดสกดัดีเอ็นเอ E.N.Z.A. Plant DNA Kit 
(Omega Bio-tek, USA) จากนั้นน าวิธีท่ีสกดัดีเอ็นเอจากแก่นตะวนัได้ดีท่ีสุดมาใช้ตลอดการ
ศึกษาวิจยัน้ี จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอบริสุทธ์ิดว้ย TE buffer (ประกอบดว้ย 10  มิลลิโมลาร์ 
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Tris-HCl pH 8 และ 1 มิลลิโมลาร์ EDTA pH 8) ท าการยอ่ยอาร์เอ็นเอดว้ยเอนไซม ์RNase A (ความ
เขม้ขน้ 2 ไมโครกรัม ต่อ 1 มิลลิลิตร, US biological) 0.5 ไมโครลิตร บ่มในอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 30 นาที  
 วดัปริมาณและคุณภาพของสารละลายดีเอ็นเอ โดยเจือจางสารละลายดีเอ็นเอ ดว้ยน ้ ากลัน่ท่ี
ฆ่าเช้ือแลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) 
น าผลท่ีไดม้าค านวณความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอจากสูตร  

ค่าความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัได ้= 50 µg/ml × A260 × dilution factor 
 เก็บตวัอย่างดีเอ็นเอไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน าไปใช้เป็นดีเอ็นเอตน้แบบใน
ปฏิกิริยา TRAP-PCR เจือจางดีเอน็เอใหไ้ดป้ระมาณ 50 นาโนกรัม ส าหรับเป็นตน้แบบของปฏิกิริยา
พีซีอาร์  
 
3.3 กำรตรวจสอบปริมำณของดีเอ็นเอที่เหมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอของแก่นตะวันด้วย
เทคนิค TRAP-PCR  
 ตรวจสอบหาปริมาณของดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้ดีเอ็นเอของ
แก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL 278 เป็นดีเอ็นเอตน้แบบและใช้ไพรเมอร์ FC1(R) (ตารางท่ี 3.4) กบั 
WNKK(F) (ตารางท่ี 3.5) ในการท าปฎิกิริยา TRAP-PCR โดยเตรียมสารละลายเพื่อสังเคราะห์        
ดีเอน็เอปริมาตร 10 ไมโครลิตรต่อหน่ึงหน่วยตวัอยา่ง ประกอบดว้ย 
1. ดีเอ็นเอตน้แบบของแก่นตะวนัท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 25 50 75 และ 100 นาโนกรัม ปริมาตร 
1.0 ไมโครลิตร 
2. 10X buffer S ประกอบดว้ย ((NH4)2 SO4 ความเขม้ขน้ 160 มิลลิโมลาร์ Tris-HCl ความเขม้ขน้ 
500 มิลลิโมลาร์ pH 9.2 ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส MgCl2 ความเขม้ขน้ 17.5 มิลลิโมลาร์ และ 0.1 
เปอร์เซ็นต ์TritonTM X-100) ปริมาตร 1.6 ไมโครลิตร  
3. dNTP mix ความเขม้ขน้ 2 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
4. น ้ากลัน่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 4.32 ไมโครลิตร  
5. ไพรเมอร์ WNKK (Forward) ความเขม้ขน้ 2.5 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร 
6. ไพรเมอร์ FC1 (Reverse) ความเขม้ขน้ 2.0 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 1.0 ไมโครลิตร  
7.  Taq DNA polymerase (Vivantis) ความเขม้ขน้ 5 ยนิูต ต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.08 ไมโครลิตร 
 ผสมใหเ้ขา้กนัโดยน าไปป่ันเหวีย่งแบบ Quick centrifuge เพื่อรวบรวมสารละลายท่ีติดอยูข่า้ง
หลอดและ ฝาปิด จากนั้นน าหลอดเขา้เคร่ืองพีซีอาร์ (Corbett Research, Germany) โดยก าหนดการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิตามเวลาดงัต่อไปน้ี ขั้นท่ี 1 ท่ีอุณหภูมิ 94 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 นาที 
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ขั้นท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 94 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 นาที อุณหภูมิ 35 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 
1 นาที และอุณหภูมิ 72 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 2 นาที โดยท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 2 จ านวน 5 รอบ 
ขั้นท่ี 3 อุณหภูมิ 94 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 นาที อุณหภูมิ 50 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 
นาที และ 72 องซาเซลเซียส เป็นเวลานาน 1 นาที โดยท าซ ้ าขั้นตอนท่ี 3 จ านวน 35 รอบ และขั้น
สุดทา้ย ท่ีอุณหภูมิ 72 องซาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 25 องซาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
หลังจากนั้นน าผลผลิตดีเอ็นเอท่ีได้มาตรวจสอบด้วยเทคนิคอิเล็คโทรโพริซีสในวุน้อะกาโรส      
ความเขม้ขน้ 1.0 เปอร์เซ็นต ์ใน TBE buffer ความเขม้ขน้ 0.5 เท่า แลว้ยอ้มดว้ยเอธิเดียมโบรไมด ์
ส่องดูภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต เปรียบเทียบกบัดีเอ็นเอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, 
Vivantis)  
 
3.4 กำรตรวจสอบควำมเข้มข้นไพรเมอร์ที่เหมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอแก่นตะวัน โดยใช้
เทคนิค TRAP-PCR 
 ตรวจสอบความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอน็เอของแก่นตะวนัโดย
ใช้ดีเอ็นเอของแก่นตะวนัพนัธ์ุ HEL 278 เป็นดีเอ็นเอตน้แบบและใช้ไพรเมอร์ FC1(R) (ตารางท่ี 
3.4) กับ WNKK(F) (ตารางท่ี 3.5) ในการตรวจสอบหาความเขม้ขน้ของดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม 
สารละลายในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอมีส่วนประกอบเช่นเดียวกบัขอ้ 3.3 ใชไ้พรเมอร์ความเขม้ขน้ 1 
2 3 4 หรือ 5 ไมโครโมลาร์ ในการสังเคราะห์ดีเอน็เอดว้ยปฏิกิริยา TRAP-PCR 
 
3.5 กำรตรวจสอบไพรเมอร์ที่เหมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอแก่นตะวัน โดยใช้เทคนิค TRAP-
PCR 
 ตรวจสอบประสิทธิภาพของคู่ไพรเมอร์ระหว่างไพรเมอร์แบบสุ่มกบัไพรเมอร์แบบจ าเพาะ
กบัยนีโดยใชไ้พรเมอร์แบบสุ่มขนาด 17 ถึง 21 คู่เบสจ านวน 10 ชนิด (ตารางท่ี 3.4) กบัไพรเมอร์ท่ีมี
ความจ าเพาะกบัยนีตา้นทานโรคในแก่นตะวนัจ านวน 9 ชนิด (ตารางท่ี 3.5) โดยใชดี้เอ็นเอรวมของ
แก่นตะวนัเป็นดีเอ็นเอตน้แบบ ทั้งน้ีจากแก่นตะวนัจ านวน 8 สายพนัธ์ุ แบ่งออกเป็นดีเอ็นเอรวม 2 
กลุ่ม ดงัตารางท่ี 3.3  
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ตำรำงที ่3.2 สายพนัธ์ุแก่นตะวนัในแต่ละชุดดีเอน็เอรวม 

 
ตำรำงที ่3.3 ไพรเมอร์แบบสุ่มออกแบบโดย Ziqin et al. (2009) จ านวน 10 ชนิด 
 
ล ำดบัที ่ ไพรเมอร์ ล ำดบัเบส (5’-->3’) Tm (ºC ) Ta (ºC ) CG% 

1 FC1 TCAAGGGCAGGTAAGAACAA 58.4 50.0 45 
2 SA7 CGCAAGACCCACCACAA 54.6 50.0 59 
3 BG23 ATTCAAGGAGAGTGCGTGG 60.0 50.0 53 
4 ODD20 TCGTTGTTATGGCTGGAGA 58.0 50.0 47 
5 ODD4 AGGGTAGCGTCTGAGGA 58.4 50.0 59 
6 BG39 AACAACAAAGACTACCTCCC 58.4 50.0 45 
7 BG92 AGGTGAGTAAGTTCGGACAT 56.4 50.0 45 
8 BG66 GATTTTGATTTACAGGAGAGA 56.4 50.0 30 
9 BG56 GAGAAAGGTATGAGTTGAAC 56.3 50.0 40 
10 BG68 AAAGGGAGACAGATATTTACA 54.8 50.0 33 

 
ตำรำงที ่3.4 ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัยนีตา้นทานโรคในแก่นตะวนั จ านวน 9 ชนิด ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา TRAP-PCRs  
 

Accession numbers Conserved domains Primer name 

Heli_tube.EL436736 NBS HEL436736 
Heli_tube.EL438367 NBS WNKK 
Heli_tube.EL438755 NBS WTNP 
Heli_tube.EL440001 NBS HEL440001 
Heli_tube.EL444590 NBS CAN 
Heli_tube.EL446443 NBS HEL446443 
Heli_tube.EL449466 TIR HEL449466 
Heli_tube.EL455346 NBS HEL455346 
Heli_tube.EL472778 NBS NLA 

 

 

ดเีอน็เอรวม จ ำนวนสำยพนัธ์ุแก่นตะวนั (สำยพนัธ์ุ) สำยพนัธ์ุแก่นตะวนัในชุดดเีอน็เอรวม 
ชุดท่ี 1 5 HEL246, HEL278, HEL280, HEL293, JA98 
ชุดท่ี 2 3 JA6, JA37, JA102 
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3.6 กำรสังเครำะห์แถบดีเอน็เอของแก่นตะวนัด้วยเทคนิค TRAP-PCR 
 ท าการสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค TRAP-PCR โดยเตรียมสารละลายเพื่อสังเคราะห์ดีเอ็น
เอท่ีมีส่วนประกอบเช่นเดียวกบัขอ้ 3.3 ใชค้วามเขม้ขน้ของดีเอ็นเอและไพรเมอร์ชนิดของไพรเมอร์
ท่ีเหมาะสมท่ีคดัเลือกไดใ้นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอแก่นตะวนัจากผลการทดลองในขอ้ 3.3, 3.4 และ 
3.5 โดยแบ่งเป็นสองชุด  การทดลอง คือ ชุดท่ี 1 สังเคราะห์ดีเอ็นเอจ านวน 9 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 
4.2) โดยใชคู้่ไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 4.2 และชุดท่ี 2 เพิ่มจ านวนแก่นตะวนัเป็น 13 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 
3.1) โดยใชคู้่ไพรเมอร์จากตารางท่ี 4.4  และ  4.5  ตามล าดบั เม่ือเสร็จส้ินปฏิกิริยาแลว้น ามา
ตรวจสอบผลโดยเทคนิคอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโทรโฟริซีสและวิเคราะห์ขนาดแถบดีเอ็นเอโดยใช้
โปรแกรม PhotoCaptMw (Villber Lourmat, France) 
 
3.7 กำรวเิครำะห์พนัธุกรรมของแก่นตะวนัด้วยเทคนิค TRAP-PCR 
 วิเคราะห์ความแตกต่างทางพนัธุกรรมของยีนตา้นทานโรคในแก่นตะวนัจากผลผลิตของ
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ในกรณีท่ีแถบดีเอ็นเอมีขนาดเดียวกนัในทุกตวัอยา่งท่ีศึกษา (monomorphic DNA) 
นบัเป็น 1 แถบเท่านั้น ค านวณจ านวนแถบและเปอร์เซ็นตแ์ถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัตวัอยา่งท่ีศึกษา 
เปรียบเทียบความเหมือนและความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอท่ีเป็นผลมาจากเทคนิค TRAP-PCR 
โดยแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏมีค่าเท่ากบั 1 และไม่ปรากฏมีค่าเท่ากบั 0 ในกรณีท่ีปฏิกิริยาท่ีให้ผลผลิต  
ดีเอ็นเอท่ีไม่สม ่าเสมอจะไม่น าผลการทดลองมาใชใ้นการวิเคราะห์ค านวณค่า PIC (Polymorphic 
information content) ตามวธีิของ Botstein et al. (1980) ซ่ึงมีสมการดงัน้ี  
 PIC = 1-£(PIJ)

2 เม่ือ Pij คือ ความถ่ีท่ีแถบดีเอ็นเอปรากฏจากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช้  
ไพรเมอร์แต่ละชนิด ค านวณหาค่าดชันีความเหมือน (Similarity index, S.I.) ตามวิธีของ Nei และ Li 
(1979) ซ่ึงมีสมการดงัน้ี  
 S.I. = 2nab/(na+nb) เม่ือ na และ nb แทนจ านวนแถบดีเอ็นเอทั้งหมดท่ีพบในตวัอยา่ง a และ b 
ตามล าดับ และ nab คือ จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีพบเหมือนกนัทั้ง 2 ตวัอย่าง โดยใช้ Jaccard’ s 
coefficient และน ามาจดักลุ่มทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัด้วยวิธีวิเคราะห์ Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic Average (UPGMA) โดยใชโ้ปรแกรม PC-ORD 5.1 (MjM 
software Design, Glenden Beach, OR, USA) 
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3.8 กำรศึกษำกำรแสดงออกของยนี 
            3.8.1 การสกดัอาร์เอ็นเอในเน้ือเยือ่ของแก่นตะวนั 
            น าเน้ือเยื่อ ใบอ่อน ปลอ้ง ราก และล าตน้สะสมอาหารของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 มา
ท าการสกดัอาร์เอ็นเอดว้ยวิธี TRIZOL Extraction (Invitrogen) ละลายอาร์เอ็นเอดว้ยน ้ าท่ีปราศจาก
เอนไซม์อาร์เอ็นเอส (RNase-free water) น าอาร์เอ็นเอท่ีไดไ้ปตรวจสอบดว้ยอะกาโรสเจลอิเล็ค-
โตรโฟรีซีสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์เก็บอาร์เอน็เอไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
            3.8.2 ท าปฏิกิริยา Reverse transcription เพื่อสังเคราะห์ดีเอน็เอจากอารอน็เอ 
            ท าการสังเคราะห์ Frist strand cDNAs โดยใชส้ารละลายดงัต่อไปน้ี 
             5x VILOTM  Reaction Mix ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (Invitrogen) 
             10x superscript enzyme mix 1 ไมโครลิตร (Invitrogen) 
             RNA (1.25 ไมโครกรัม) 2.5 ไมโครลิตร 
              DEPC- treated H2O ปริมาตร 4.5 ไมโครลิตร 
           ใช้อาร์เอ็นเอ 1.25 ไมโครกรัม, 5x VILOTM  Reaction Mix 2 ไมโครลิตร และ 10x 
superscript enzyme mix 1 ไมโครลิตร จากนั้นเติมน ้ าท่ีปราศจากเอนไซมดี์เอ็นเอส (DNase-free 
water) บ่มท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ขั้นต่อไปบ่มท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
90 นาที และขั้นสุดทา้ยบ่มท่ี 85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 5 นาที เจือจาง Frist - strand cDNAs ดว้ย
น ้าท่ีปราศจากเอนไซมดี์เอน็เอส 5 เท่า เม่ือน าไปใชใ้นปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
           3.8.3 การสังเคราะห์ second cDNAs           
           น า Frist strand cDNAs ท่ีไดม้าท าการสังเคราะห์ให้ได ้Double strand และเพิ่มปริมาณดีเอ็น
ดว้ยปฏิกิริยาพีซีอาร์โดยไพรเมอร์แบบจ าเพาะต่อยีนตา้นทานทั้ง 16 ยีน (ตารางท่ี 3.5) ซ่ึงออกแบบ
มาจากฐานขอ้มูล Compositae Genome Database เป็นยีนในกลุ่มยอ่ย NBS-LRR, CC-NBS-LRR, 
TIR-NBS-LRR และ EDS1 จ านวน 5, 5, 5 และ 1 ตามล าดบัโดยเตรียมสารละลายปริมาตร 10 
ไมโครลิตรต่อ 1 ปฏิกิริยา ประกอบด้วย ดีเอ็นเอของแก่นตะวนั 50 นาโนกรัม 10X buffer S 
(ประกอบดว้ย 160 mM (NH4)2 SO4 500 mM Tris-HCl (pH 9.2 ท่ี 20oC) 17.5 mM MgCl2 และ 0.1 
% TritonTM X-100) (Vivantis) ปริมาตร 1.6 ไมโครลิตร dNTP mix ความเขม้ขน้ 2 mM ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร น ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ ปริมาตร 2.32 ไมโครลิตร ไพรเมอร์ ความเขม้ขน้ 0.2 ไมโครโมลาร์ 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร (forward primer 2 ไมโครลิตร และ reverse primer 2 ไมโครลิตร) และ Taq 
DNA polymerase (Vivantis) 5 ยูนิตต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.08 ไมโครลิตร ท าการสังเคราะห์       
ดีเอ็นเอในเคร่ือง Thermal cycler (Corbett Research, Germany) โดยใชโ้ปรแกรมดงัน้ี ขั้นแรก ท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที ขั้นท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
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55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 50 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ท าซ ้ าในขั้นท่ี 2 เป็น
จ านวน 35 รอบ ขั้นท่ี 3 ท่ีท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ท าซ ้ าในขั้นท่ี 3 เป็นจ านวน 35 รอบ ขั้นสุดทา้ยท่ี 
72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3นาที จากนั้นน าผลผลิตจาก
ปฏิกิริยาพีซีอาร์ไปตรวจดว้ยเจลอะกาโรสอิเล็กโตรโฟรีซีสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ใชดี้เอ็นเอ
มาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) เป็นตวัเปรียบเทียบขนาด 
            3.8.4 การแสดงออกของยีนตา้นทานโรคของแก่นตะวนัในเน้ือเยื่อใบในสภาพปกติและ
สภาพท่ีไดรั้บเช้ือSclerotium rolfsii บริเวณล าตน้ของแก่นตะวนัอาย ุ22 วนั 
             ในการศึกษาคร้ังน้ีใช้ตวัอย่างแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 ท่ีมีอายุ 22 วนั แบ่งต้น        
แก่นตะวนัเป็น 2 กลุ่ม คือกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง โดยกลุ่มทดลองจะท าการปลูกเช้ือ 
Sclerotium rolfsii ท่ีบริเวณโคนตน้เก็บตวัอย่างใบแก่นตะวนัทั้ง 2 กลุ่มทดลองไปท าการสกดั      
อาร์เอ็นเอหลงัการปลูกเช้ือ 1 วนั จากนั้นท าการสกดัอาร์เอ็นเอและสังเคราะห์ Frist-strand c DNA 
แลว้น าไปเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกิริยา Real – Time PCR ซ่ึงมีส่วนประกอบของปฏิกิริยาดงัน้ี cDNAs  
50 นาโนกรัม ไพรเมอร์ Forward และ Reverse ความเขม้ขน้ 0.4 ไมโครโมล่าร์ ชนิดละ 1 
ไมโครลิตร น ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 2 ไมโครลิตร และ SYBR Green I Master Mix (Roche) ปริมาตร 5 
ไมโครลิตร ขั้นตอนในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ของ cDNAs มีดั้ งน้ี ขั้นแรก ท่ีอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ขั้นท่ี 2 ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที 55 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 25 วนิาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที ท าซ ้ าในขั้นท่ี 2  เป็นจ านวน 
35 รอบ ขั้นท่ี 3 ท่ีท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที 
และ 95 องศาเซลเซียส continuous โดยใช้ยีน Actin เป็นตวัควบคุมเพื่อเปรียบเทียบระดบัการ
แสดงออกของยนี 
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ตำรำงที ่3.5   ยนีตา้นทานโรคในแก่นตะวนัท่ีท าการศึกษาการแสดงออกของยนีและการคดัแยกเคร่ืองหมาย            
โมเลกลุ SSR 
 

Accession numbers Class of R gene SSR motif Primer name 
Heli_tube.EL436736 CC-NBS-LRR (TGATG)2 HEL436736 
Heli_tube.EL440001 NBS-LRR  

(GTTAT)2 HEL440001 
Heli_tube.EL440872 CC-NBS-LRR  

(TCAAT)2 HEL440872 
Heli_tube.EL444841 NBS-LRR  

(TTGTGA)2 HEL444841 
Heli_tube.EL446443 NBS-LRR  

(TCCCAG)2 HEL446443 
Heli_tube.EL447036 TIR-NBS-LRR  

(AGCTT)2 HEL447036 
Heli_tube.EL449110 EDS1  

(AAAGC)2 HEL449110 
Heli_tube.EL449466 TIR-NBS-LRR  

(GATACT)2 HEL449466 
Heli_tube.EL450929 TIR-NBS-LRR  

(ACA)4 HEL450929 
Heli_tube.EL451666 CC-NBS-LRR  

(TCAGAT)2 HEL451666 
Heli_tube.EL453765 TIR-NBS-LRR  

(AAAAT)2 HEL453765 
Heli_tube.EL454403 NBS-LRR  

(CACCA)2 HEL454403 
Heli_tube.EL455346 CC-NBS-LRR  

(ATGAT)2 HEL455346 
Heli_tube.EL457326 NBS-LRR  

(GACAT)2 HEL455346 
Heli_tube.EL465866 TIR-NBS-LRR  

(TATTT)2 HEL465866 
Heli_tube.EL471160 TIR-NBS-LRR  

(TATTT)2 HEL471160 
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บทที ่4 ผลกำรวจิัย  
 
4.1  กำรเปรียบเทยีบประสิทธิภำพของกำรสกดัดีเอน็เอจำกใบและเมลด็แก่นตะวนั  
        การศึกษาพนัธุกรรมจ าเป็นตอ้งเร่ิมตน้จากดีเอน็เอท่ีมีอยูใ่นจีโนมของแก่นตะวนั ซ่ึง Seiler 
and Brothers (1999)  ไดร้ายงานวา่ เน้ือเยือ่แก่นตะวนัมีสารโพลิแซคคาไรด ์สารประกอบฟีนอลิก 
แทนนินและสารทุติยภูมิอยูใ่นปริมาณมาก ในเมล็ดแก่นตะวนัมีลิปิดอยูถึ่ง  49%  ถึงแมจ้ะพบวา่มี
รายงานวธีิการสกดัดีเอน็เอจากพืชหลากหลายวธีิ แต่การสกดัดีเอ็นเอใหไ้ดดี้เอ็นเอท่ีมีคุณภาพและ
ปริมาณส าหรับพืชแต่ละชนิดนั้นเป็นปัจจยัท่ีส าคญัยิง่ต่อความส าเร็จของงานวิจยัในล าดบัต่อไป 
องคค์วามรู้เก่ียวกบัชีววทิยาระดบัโมเลกุลและพนัธุศาสตร์ของแก่นตะวนัท่ีพบจากผลงานวจิยัท่ีมี
การตีพิมพย์งัมีอยูจ่  านวนนอ้ย ในการสร้างแก่นตะวนัพนัธ์ุใหม่จ  าเป็นตอ้งวเิคราะห์พนัธุกรรมของ
แก่นตะวนัในแหล่งพนัธุกรรมท่ีรวบรวมไวท่ี้มหาวทิยาลยัขอนแก่น การคดัเลือกและสร้างลูกผสม
รุ่น F1 ท่ีมีลกัษณะดีเด่นกวา่พอ่แม่พนัธ์ุ การชกัน าให้เมล็ด  F1 งอก การตรวจสอบเมล็ดลูกผสมรุ่น
ท่ี 1 การสร้าง seed tuber เพื่อใชใ้นการขยายพนัธ์ุตน้ลูกผสมรุ่นท่ี 1 ตลอดจนการเก็บรักษาตน้พนัธ์ุ 
ลว้นแต่มีความส าคญัต่อการปรับปรุงพนัธ์ุแก่นตะวนัทั้งส้ิน      
  งานวจิยัน้ีไดท้  าการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของวธีิการสกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนและ
เมล็ดของแก่นตะวนั เพื่อใหไ้ดดี้เอน็เอท่ีมีคุณภาพและปริมาณมากพอส าหรับการวจิยั โดยใชก้าร
สกดัดีเอน็เอจ านวน 5 วธีิ ไดแ้ก่  (1) ดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) (2) CTAB DNA 
extraction methods (3) Modified CTAB with high NaCl concentration (4) ดดัแปลงจาก Štorchová 
et al. (2000) และ (5) E.N.Z.A. plant DNA extraction kit พบวา่ ถึงแมว้ธีิการสกดัดีเอ็นเอท่ี
ดดัแปลงจาก Štorchová et al. (2000) จะสกดัดีเอน็เอจากใบอ่อนแก่นตะวนัไดป้ริมาณมากกวา่วธีิท่ี

ดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990)   และ Doyle and Doyle (1990) แต่ความบริสุทธ์ิของ           
ดีเอ็นเอท่ีไดย้งัต ่ากวา่ดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากทั้งสองวธีิดงักล่าว วิธีของŠtorchová et al. (2000) ใชส้กดั     
ดีเอ็นเอจากใบของพืชสกุล Hieracium  โดยมีการน าไปประยกุตใ์ชก้บัพืชในสกลุ Juncaceae 
(Drábkova et al., 2002) เม่ือใชว้ธีิของ Doyle and Doyle (1990) พบวา่ สามารถสกดัดีเอ็นเอจากใบ
สดแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ JA102 ได ้61.27 ไมโครกรัมต่อกรัมน ้าหนกัสด แต่ไม่สามารถสกดัดีเอ็นเอ
จากเมล็ดแก่นตะวนัได ้มีวธีิการสกดัดีเอ็นเอเพียงสองวธีิไดแ้ก่  วธีิท่ีดดัแปลงจาก Tai and Tanksley 
และชุด E.N.Z.A. plant DNA extraction kit (Omega Bio-tek, USA) ท่ีสามารถใชเ้พื่อสกดัดีเอ็นเอ
จากเมล็ดแก่นตะวนัได ้ดีเอน็เอท่ีสกดัจากใบและเมล็ดแก่นตะวนัดว้ยวธีิท่ีดดัแปลงจาก Tai and 
Tanksley (1990) ซ่ึงเป็นวธีิท่ี Tai and Tanksley (1990) ไดใ้ชส้กดัดีเอน็เอจากตวัอยา่งแหง้ของพืช 
เป็นวธีิท่ีสามารถน ามาสกดัดีเอน็เอจากแก่นตะวนัไดดี้โดยท่ีมีทั้งคุณภาพและปริมาณดีกวา่ผลท่ีได้
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จากการใชว้ธีิอ่ืนๆท่ีไดท้ดสอบ ปริมาณดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากใบสดของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ JA 102 
และเมล็ดแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ  CN52867 X JA6 เฉล่ีย 63.44 และ  148.60 ไมโครกรัม ตามล าดบั ดงั
ภาพท่ี 4.1 และตารางท่ี 4.1 จึงไดใ้ชว้ธีิดงักล่าวในการสกดัดีเอ็นเอทั้งจากใบและเมล็ดเพื่อการศึกษา
ต่อไป  

 

ภำพที ่4.1     แสดงอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟริซิสจากดีเอ็นเอท่ีสกดัไดจ้ากใบ (A) และเมล็ด (B) ของแก่นตะวนั 
ดว้ยวิธีการทั้ง 5 วิธี ไดแ้ก่ (1) ดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) (2) CTAB DNA extraction 
methods (3) Modified CTAB with high NaCl concentration (4) ดดัแปลงจาก Štorchová et al. 
(2000) และ (5) E.N.Z.A. plant DNA extraction kit 

 
ตำรำงที ่ 4.1 แสดงปริมาณและคุณภาพดีเอน็เอท่ีสกดัจากใบของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ JA 102 และเมล็ดแก่นตะวนั

สายพนัธ์ุ  CN52867 X JA6 

วธีิการสกดั 
ใบ เมลด็ 

DNA Conc. 
(mg/g tissue) (1) 

Absorption ratio (260 
nm/280 nm) (1) 

DNA Conc. (mg/g 
tissue) (1) 

Absorption ratio (260 
nm/280 nm) (1) 

ดดัแปลงจาก Tai 
and Tanksley 

63.44
ab 1.98

a 148.60
a 1.93a 

CTAB  61.27
ab 1.96

ab - - 
CTAB with NaCl 20.84

c 1.90
b - - 

Modified method 
of Štorchová 

73.37
a 1.83

c - - 

E.N.Z.A. Plant 
DNA kit 

53.70
b 1.79

c 56b 1.92b 

LSD
(2) * * * ns 

(1)
 Values with different letters within column are significantly different at p ≤ 0.05 by LSD.  

(2)
 **, ns for significance at the p ≤ 0.05, p>0.05 probability level, respectively.  
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ทั้งน้ีจากจากการตรวจสอบในโครงการ ‘ปรับปรุงพนัธ์ุแก่นตะวนัเพื่อความตา้นทานต่อโรค       
โคนเน่า’ ของชุดโครงการ ‘การเพิ่มศกัยภาพและเสถียรภาพการผลิตแก่นตะวนัเพื่อการคา้และ
อุตสาหกรรม’ พบวา่สายพนัธ์ุ HEL 278 HEL 280 HEL 293 HEL 246  JA 98 เป็นพนัธ์ุตา้นทาน
โรคโคนเน่า สายพนัธ์ุCN52867 มีระดบัความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าไดป้านกลาง 
และสายพนัธ์ุ JA6 JA102 และ JA 37 ตา้นทานโรคโดคนเน่าไดใ้นระดบัต ่า (ตารางท่ี 4.2)   
 
ตำรำงที ่4.2 สายพนัธ์ุของแก่นตะวนัท่ีมีความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าไดต้่างกนั 

 
ระดบัความ
ตา้นทานโรค 

สายพนัธ์ุ แหล่งท่ีมาของเช้ือพนัธุกรรม 

สูง JA 98 Plant Gene Resources of Canada 
สูง HEL 246 Gatersleben Genebank, Germany 
สูง HEL 278 Gatersleben Genebank, Germany 
สูง HEL 280 Gatersleben Genebank, Germany 
สูง HEL 293 Gatersleben Genebank, Germany 
ต ่า JA 37 Plant Gene Resources of Canada 
ต ่า JA 6 Plant Gene Resources of Canada 
ต ่า 

ปานกลาง 
JA 102 
CN52867 

Plant Gene Resources of Canada 
Plant Gene Resources of Canada 

   

 เม่ือท าสกดัจีโนมิกดีเอ็นเอจากใบอ่อนของแก่นตะวนัจ านวน 13 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 3.1) 
น ้ าหนกัสด 0.15 กรัม ดว้ยวิธีท่ีดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) พบวา่ สามารถสกดัจีโนมิก  
ดีเอ็นเอจากใบอ่อนแก่นตะวนัได ้38.4 ถึง 232.8 ไมโครกรัมต่อน ้ าหนกัตน้อ่อน 1 กรัม (ตารางท่ี 
4.3) โดยมีอตัราส่วนระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 (A260) นาโนเมตร กบั 280 
(A280) นาโนเมตร อยูร่ะหว่าง 1.23 ถึง 1.80 โดยดีเอ็นเอท่ีสกดัไดมี้คุณภาพดีและปริมาณมากพอ
ส าหรับใชเ้ป็นตน้แบบในการสังเคราะห์ดว้ย TRAP-PCR ต่อไป  
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ตำรำงที่ 4.3 ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 และ 280 นาโนเมตร อตัราส่วน A260/ A280 และปริมาณ          
จีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากใบแก่นตะวนัจ านวน 13 สายพนัธ์ุ  

 
Line/Species A260 A280 A260 /A280 Etracted DNA/young leaf (µg/g) 
CN052867 0.239 0.150 1.59 191.2 

JA-6 0.153 0.105 1.46 122.4 
JA-37 0.198 0.110 1.80 158.4 
JA-89 0.195 0.119 1.64 156.0 
JA-98 0.177 0.106 1.67 141.6 
JA-102 0.487 0.291 1.63 232.8 
HEL65 0.141 0.095 1.48 112.8 
HEL246 0.149 0.094 1.59 119.2 
HEL257 0.254 0.151 1.68 203.2 
HEL278 0.179 0.113 1.58 143.2 
HEL280 0.221 0.145 1.52 176.8 
HEL286 0.048 0.039 1.23 38.4 
HEL293 0.204 0.134 1.52 163.2 

 

                     

  
 
ภำพที ่4.2      จีโนมิกดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากใบแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ  
                       M : ดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp ladder plus, Vivantis)  
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4.2 สภำวะทีเ่หมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอน็เอของแก่นตะวนัด้วยเทคนิค TRAP-PCR 
 การตรวจสอบสภาวะท่ีเหมาะสมในการสังเคราะห์ดีเอ็นเอดว้ยเทคนิค TRAP-PCR ในคร้ังน้ี
ท าการทดสอบปริมาณของดีเอน็เอและความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ พบวา่ในแต่ละปฏิกิริยาท่ีทดสอบ
ดีเอน็เอตน้แบบท่ีความเขม้ขน้ 5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร เหมาะสมกวา่ความเขม้ขน้ 1 2.5 7.5 และ 
10 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร โดยพบวา่เม่ือใชค้วามเขม้ขน้ของดีเอน็เอตน้แบบดงักล่าวให้แถบดีเอ็น
เอท่ีคมชดัท่ีสุด และไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 0.3 ไมโครโมลาร์ เหมาะสมกวา่ความเขม้ขน้ 0.1 0.2 0.4 
และ 0.5 ไมโครโมลาร์ ดงันั้นในการศึกษาพนัธุกรรมของแก่นตะวนั จึงใชดี้เอน็เอตน้แบบปริมาณ 5 
นาโนกรัม และไพรเมอร์ความเขม้ขน้ 0.3 ไมโครโมลาร์ ในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอในหน่ึง
ปฏิกิริยาของแก่นตะวนัทั้ง 13 สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค TRAP-PCR  
 
4.3 ไพรเมอร์ทีเ่หมำะสมในกำรสังเครำะห์ดีเอ็นเอแก่นตะวนัด้วยเทคนิค TRAP-PCR 
 การศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรมของยีนตา้นทานโรคในแก่นตะวนัดว้ยเทคนิค TRAP-
PCR ได้ตรวจสอบไพรเมอร์ท่ีสามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอของแก่นตะวนั จากการใช้คู่ไพรเมอร์
ระหว่างไพรเมอร์แบบสุ่มจ านวน 10 ชนิด และไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกบัยีนจ านวน 9 ชนิด 
พบวา่ไพรเมอร์จ านวน 60 คู่ (ภาพท่ี  4.3  และ  4.4) สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอรวมของสายพนัธ์ุ
แก่นตะวนัทั้ง 2 ชุด ท่ีใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบได ้จึงไดท้  าการคดัเลือกไพรเมอร์ท่ีสามารถสังเคราะห์
แถบดีเอ็นเอท่ีมีความคมชัดและมีจ านวนมากมาใช้ในการสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอเพื่อศึกษาความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนั 13 และ  9 สายพนัธ์ุ  (ดงัตารางท่ี  3.1  และ  4. 2) ต่อไป 
(ตารางท่ี 4.4 และตารางท่ี 4.5) 
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ตำรำงที ่4. 4 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของแก่นตะวนั 9 สายพนัธ์ุ ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR จ านวน 

16 คู่ 
 

คู่ที ่ คู่ไพรเมอร์ คู่ที ่ คู่ไพรเมอร์ 

1 HEL449466(F) กบั FC1(R) 2 HEL449466(F) กบั BG56(R) 

3 HEL449466(F) กบั BG 23(R) 4 HEL449466(F) กบั BG68(R) 

5 HEL449466(F) กบั ODD20(R) 6 HEL449466(F) กบั BG92(R) 

7 HEL449466(F) กบั ODD4(R) 8 HEL449466(F) กบั BG66(R) 

9 HEL436736(F) กบั BG92(R) 10 CAN(F) กบั BG23(R) 

11 WNKK(F) กบั ODD4(R) 12 HEL455346(F) กบั FC1(R) 

13 WNTP(F) กบั ODD20(R) 14 HEL446443(F) กบั BG23(R) 

15 HEL40001(F) กบั BG66(R) 16 NLA(F) กบั BG39(R) 

 
 
ตำรำงที ่4.5 ไพรเมอร์ท่ีใชใ้นการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอของแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR จ านวน 

8 คู่ 

 
คู่ที ่ คู่ไพรเมอร์ คู่ที ่ คู่ไพรเมอร์ 

1 HEL436736(F) กบั BG92(R) 2 CAN(F) กบั BG23(R) 

3 WNKK(F) กบั ODD4(R) 4 HEL455346(F) กบั FC1(R) 

5 WNTP(F) กบั ODD20(R) 6 HEL446443(F) กบั BG23(R) 

7 HEL40001(F) กบั BG66(R) 8 NLA(F) กบั BG39(R) 
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ภำพที ่4.3  แถบดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์จากไพรเมอร์ 60 ชนิด ท่ีใชดี้เอน็เอรวมของแก่นตะวนัทั้ง 2 ชุด (ตารางท่ี 3.2) 

ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR  

     M : ดีเอน็แอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) 
     1 และ  2 : ดีเอน็เอรวมของสายพนัธ์ุแก่นตะวนัชุดท่ี 1  และ  2 ตามล าดบั 
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ภำพที ่4.4   แถบดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์จากไพรเมอร์ 60 ชนิด ท่ีใชดี้เอน็เอรวมของแก่นตะวนัทั้ง 2 ชุด (ตารางท่ี 3.2)

ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR 
      M : ดีเอน็แอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) 
      1 และ  2 : ดีเอน็เอรวมของสายพนัธ์ุแก่นตะวนัชุดท่ี 1  และ  2 ตามล าดบั 
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4.4 กำรวเิครำะห์ควำมแปรผนัทำงพนัธุกรรมของยนีต้ำนทำนโรคในแก่นตะวนัจ ำนวน 13 สำยพันธ์ุ 
จำกแถบดีเอน็เอทีสั่งเครำะห์ได้จำกเทคนิค TRAP-PCR 
 เม่ือน าผลจากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอของแก่นตะวนัทั้ง 13 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 3.1) ด้วย
เทคนิค TRAP-PCR ดว้ยไพรเมอร์จ านวน 7 คู่ จากทั้งหมด 8 คู่ (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึงสามารถสังเคราะห์
แถบดีเอน็เอไดจ้  านวนมากและมีความคมชดั โดยสามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอไดท้ั้งหมดจ านวน 
233 แถบ อยูร่ะหวา่ง 28 ถึง 43 แถบ มีค่าเฉล่ีย เท่ากบั 33.29 แถบ มีขนาดดีเอ็นเออยูร่ะหวา่ง 104 ถึง 
2,000   คู่เบส โดยคู่ไพรเมอร์ WNTP(F)/ODD20(R) และ HEL40001(F)/BG66(R) สังเคราะห์แถบดี
เอ็นเอมากท่ีสุดจ านวน  43 แถบ และคู่ไพรเมอร์ CAN(F)/BG23(R) สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอไดน้อ้ย
ท่ีสุดจ านวน 28 แถบ คู่    ไพรเมอร์ท่ีให้ค่าโพลิมอร์ฟิกมากท่ีสุดคือ NLA(F)/BG39(R) คิดเป็น 
96.67 เปอร์เซนต ์และคู่ไพรเมอร์ HEL436736(F)/BG92(R) ให้ผลผลิตท่ีมีค่าโพลิมอร์ฟิกนอ้ยท่ีสุด
คือ 72.41 เปอร์เซ็นต ์ค่า PIC ของแถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากแก่นตะวนัมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.96 ถึง 
0.97  และพบค่าเฉล่ียของแถบดีเอ็นเอต่อไพรเมอร์มีค่าอยูร่ะหวา่ง 14.15 ถึง 21.23 โดยคู่ไพรเมอร์
WNKK(F)/ODD4(R) มีค่าเฉล่ียจ านวนแถบดีเอ็นเอต ่าสุด เท่ากับ 14.15 แถบ และคู่ไพรเมอร์ 
HEL446443(F)/BG23(R) มีค่าเฉล่ียจ านวนแถบดีเอ็นเอมากท่ีสุด เท่ากบั 21.23 แถบ จากการ
วิเคราะห์ค่าเฉล่ียความถ่ีของอลัลีลต่อไพรเมอร์มีค่าอยู่ระหว่าง 0.48 ถึง 0.70 โดยไพรเมอร์ 
HEL40001(F)/BG66(R)  มีค่าเฉล่ียความถ่ีต ่าสุด 0.48 คิดเป็น 48 เปอร์เซ็นต์ และไพรเมอร์ 
HEL436736(F)/BG92(R) มีค่าเฉล่ียความถ่ีสูงสุด 0.70 คิดเป็น 70 เปอร์เซ็นต ์(ตารางท่ี 4.6) 
 เม่ือน าขอ้มูลแถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา TRAP-PCR ดว้ยไพรเมอร์จ านวน 7 คู่ 
มาวเิคราะห์หาค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรม ดงัตารางท่ี 4.7 และสร้างเดนโดรแกรมแสดง
ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยใช ้UPGMA โดยใชโ้ปรแกรม PC-ORD 5.1 (ภาพท่ี 4.11A) พบวา่
ค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่งแก่นตะวนั มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.38 ถึง 0.65 โดยแก่นตะวนั
สายพนัธ์ุ HEL246 ซ่ึงไม่ทราบแหล่งท่ีมา กบั HEL293 ซ่ึงมีแหล่งก าเนิดจากประเทศโปแลนด์ มีค่า
ดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรมสูงท่ีสุด เท่ากบั 0.65 แสดงวา่แก่นตะวนัสายพนัธ์ุดงักล่าวมีความ
ใกลชิ้ดทางพนัธุกรรมมากท่ีสุดในขณะท่ีแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL278 จากประเทศสหรัฐอเมริกา 
กบั HEL65 จากประเทศรัสเซียมีความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมนอ้ยท่ีสุดโดยมีค่าดชันีความเหมือน
ทางพนัธุกรรมอยูท่ี่ 0.38 ซ่ึงผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่ล าดบันิวคลีโอไทดข์องสายพนัธ์ุแก่นตะวนั
ทั้ง 13 สายพนัธ์ุมีความแตกต่างกนั                                                                                                                                                    
 
4.5 กำรวเิครำะห์ควำมแปรผันทำงพนัธุกรรมของยีนต้ำนทำนโรคในแก่นตะวนัจ ำนวน 9 สำยพนัธ์ุ 
จำกแถบดีเอน็เอทีสั่งเครำะห์ได้จำกเทคนิค TRAP-PCR 

24 



 

 
 

               จากการทดลองเพื่อศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรมของยนีตา้นทานโรคในแก่นตะวนั
จ านวน 9 สายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 4.2) ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชย้นีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการตา้นทานโรค
ท่ีมีล าดบัเบสจ าเพาะกบัยนีจ านวน 9 ชนิดและยนีท่ีมีล าเบสแบบสุ่ม จ านวน 10 ชนิด ดว้ยเทคนิค 
TRAP-PCR พบวา่พบวา่ไดแ้ถบดีเอน็เอทั้งหมดจ านวน 320 แถบ อยูร่ะหวา่ง 26 ถึง 43 แถบ มีค่าแฉ
ล่ียเท่ากบั 32.0 แถบ โดยมีขนาดดีเอน็เออยูร่ะหวา่ง 104 ถึง 3,000 คู่เบส โดยคู่ไพรเมอร์ 
WNTP(F)/ODD20(R) สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอมากท่ีสุดจ านวน 43 แถบ และคู่ไพรเมอร์ HEL449466(F) 

/BG66(R)  สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอไดน้อ้ยท่ีสุดจ านวน 26 แถบ คู่ไพรเมอร์ WNKK(F)/ODD4(R) คิด
เป็นสัดส่วนค่าโพลิมอร์ฟิกมากท่ีสุด คือ 96.30 เปอร์เซนต ์และคู่ไพรเมอร์ HEL449466(F)/BG68(R) 

คิดเป็นสัดส่วนค่าโพลิมอร์ฟิกนอ้ยท่ีสุดคือ 57.14  เปอร์เซ็นต ์ค่า PIC (Polymorphic information 
content) ของแถบดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากแก่นตะวนัมีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.95 ถึง 0.97 ซ่ึงเป็นค่าท่ี
สามารถบ่งบอกถึงประสิทธิภาพของไพรเมอร์ท่ีสามารถใหค้วามแตกต่างกนัในแต่ละสายพนัธ์ุ และ
ค่าเฉล่ียของแถบดีเอน็เอต่อไพรเมอร์ (Maen band per primer) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 11.78 ถึง 26.0 โดยคู่
ไพรเมอร์ WNKK(F)/ODD4(R) มีค่าเฉล่ียแถบดีเอน็เอต ่าสุดเท่ากบั 11.78 แถบ แสดงถึงอลัลีลโดยเฉล่ีย
ในแต่ล่ะตวัอยา่งท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากไพรเมอร์นั้นๆ คู่ไพรเมอร์ HEL449466(F)/BG68(R) มีค่าเฉล่ีย
แถบดีเอ็นเอมากท่ีสุดเท่ากบั 26.0 แถบ และจากการวเิคราะห์ค่าเฉล่ียความถ่ีของอลัลีลต่อไพรเมอร์ 
(Mean band frequcncy per primer) มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.44 ถึง 0.74 โดยไพรเมอร์ WNKK(F)/ODD4(R) 
มีค่าเฉล่ียความถ่ีต ่าสุด 0.44 คิดเป็น 44 เปอร์เซ็นต ์และ    ไพรเมอร์ HEL449466(F)/BG68(R)  มี
ค่าเฉล่ียความถ่ีสูงสุด 0.74 คิดเป็น 74 เปอร์เซ็นต ์แสดงถึงประสิทธิภาพของไพรเมอร์ท่ีสามารถ
สังเคราะห์ความถ่ีอลัลีล ถา้มีค่าใกล ้1.00 คิดเป็น 100 เปอร์เซ็นต ์แสดงวา่ไพรเมอร์นั้นมีอลัลีลท่ี
เหมือนกนัมาก  

เม่ือน าขอ้มูลแถบดีเอน็เอท่ีสังเคราะห์ไดจ้ากปฏิกิริยา TRAP-PCR ดว้ยไพรเมอร์จ านวน 10 
คู่ มาวเิคราะห์หาค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรม (Similar matrix, S.I) ดงัตารางท่ี 4.6 และสร้าง
เดนโดรแกรมแสดงความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยใช ้UPGMA โดยใชโ้ปรแกรม PC-ORD 5.1 
(ภาพท่ี 4.12A) พบวา่ค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่งแก่นตะวนั มีค่าอยูร่ะหวา่ง 0.45 
ถึง 0.69 (ตารางท่ี 4.9) โดยแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 ซ่ึงไม่ทราบแหล่งท่ีมา กบั HEL293 ซ่ึงมี
แหล่งก าเนิดจากประเทศโปแลนด ์มีค่าดชันีความเหมือนทางพนัธุกรรมสูงท่ีสุดเท่ากบั 0.69 
ในขณะท่ีแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 กบั CN52867 จากประเทศรัสเซีย มีความสัมพนัธ์ทาง
พนัธุกรรมนอ้ยท่ีสุดโดยมีค่าดชันีความเหมือนอยูท่ี่ 0.45 ซ่ึงสะทอ้นใหเ้ห็นวา่ล าดบันิวคลีโอไทด์
ของแก่นตะวนัทั้ง 9 สายพนัธ์ุท่ีมีระดบัความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าต่างกนัมีความ
แตกต่างกนัทางพนัธุกรรม 
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ภำพที ่4.5 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์  

 A: HEL436736(F)/BG92(R) และ B: WNKK(F)/ODD4(R)  

                M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด: 
               : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.6 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์  

             A: WTNP(F)/ODD20(R) และ B: HEL440001(F)/BG66(R)  

             M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด:  

            : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.7 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์  

              A: CAN(F)/BG23(R)  และ B: HEL455346(F)/FC1(R)  

              M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด:  

            : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.8 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์        

              A: HEL446443(F)- BG23(R) และ B: NLA(F) - BG39(R) 

             M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด:  

            : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.9 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 9 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์     
              A: HEL449466(F)/FC1(R), HEL449466(F)/BG23(R) และ B: HEL449466(F)/ODD20 (R),  
              HEL449466(F)/ODD4(R)  
              M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด:  

              : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.10 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอแก่นตะวนั 9 สายพนัธ์ุ โดยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชไ้พรเมอร์   

                   A: HEL449466(F)/BG56 , HEL449466(F)/BG68(R) และ B: HEL449466(F)/BG92(R),  

                   HEL449466(F)/BG66(R) 

                  M : แถบดีเอน็เอมาตรฐาน (100 bp DNA ladder plus, Vivantis) สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด:  

                : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.11 A เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัจ านวน 13 สายพนัธ์ุ  

    B  แสดงการจดักลุ่มทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัจ านวน 13 สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค TRAP-PCR 

     สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด: : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada,  

     : Germany,  : USSR 
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ภำพที ่4.12 A เดนโดรแกรมแสดงความสมัพนัธ์ทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัจ านวน 9 สายพนัธ์ุ  

    B  แสดงการจดักลุ่มทางพนัธุกรรมของแก่นตะวนัจ านวน 9 สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค TRAP-PCR 

     สญัลกัษณ์แทนแหล่งก าเนิด: : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada,  

     : Germany,  : USSR 
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 ตำรำงที ่4.6 การประเมินแถบของแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากการใชเ้ทคนิค TRAP-PCR  
 

ล ำดบัที ่ primer Total number 
of  bands 

Number of 
polymorphic       

bands (PPB%) 

Polymorphic               
information 

content (PIC) 

Size of PCR                    
fragment (bp) 

Mean band 
per primer 

Mean band 
frequency per 

primer 

1 HEL436736(F) - BG92(R)  29 72.41 0.96 105-555 20.31 0.70 
2 WNKK(F) - ODD4(R)  29 96.55 0.96 105-1,100 14.15 0.49 
3 WNTP(F) - ODD20(R)  43 95.35 0.97 105-2,000 21.54 0.50 
4 HEL40001(F) - BG66(R)  40 93.02 0.97 104-1,150 20.61 0.48 
5 CAN(F) - BG23(R)  28 96.43 0.96 118-950 16.69 0.60 
6 HEL446443(F) - BG23(R)  31 77.42 0.96 120-1,500 21.23 0.68 
7 NLA(F) - BG39(R)  30 96.67 0.96 105-600 14.85 0.49 

  
  
 
 
 
 

34 



 

 
 

            ตำรำงที ่4.7 ค่า similarity matrix จากค่าสมัประสิทธ์ิของ Jaccard ของแก่นตะวนั 13 สายพนัธ์ุ จากการศึกษาดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกลุ TRAP 
 

สายพนัธ์ุ HEL246 

 

HEL278 

 

HEL280 

 

HEL293 

 

JA98 

 

JA6 

 

JA37 

 

JA102 

 

CN52867 

 

HEL65 

 

JA89 

 

HEL257 

 

HEL286 

 
HEL246   1.00             
HEL278   0.50 1.00            
HEL280   0.61 0.49 1.00           
HEL293   0.65 0.48 0.60 1.00          
JA98         0.48 0.42 0.55 0.48 1.00         
JA6          0.47 0.39 0.48 0.51 0.42 1.00        
JA37        0.46 0.46 0.51 0.54 0.52 0.57 1.00       
JA102      0.56 0.45 0.55 0.51 0.51 0.49 0.43 1.00      
CN52867  0.40 0.42 0.43 0.46 0.43 0.44 0.54 0.45 1.00     
HEL65      0.49 0.38 0.52 0.52 0.58 0.46 0.49 0.51 0.47 1.00    
JA89         0.53 0.45 0.56 0.53 0.47 0.48 0.48 0.53 0.41 0.43 1.00   
HEL257   0.46 0.44 0.49 0.48 0.49 0.46 0.48 0.47 0.41 0.45 0.59 1.00  
HEL286   0.49 0.47 0.54 0.49 0.48 0.48 0.46 0.49 0.38 0.47 0.61 0.54 1.00 

 

  หมายเหต:ุ สญัลกัษณ์แสดงแหล่งก าเนิด : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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ตำรำงที ่4.8 การประเมินแถบของแก่นตะวนั 9 สายพนัธ์ุ ท่ีไดจ้ากการใชเ้ทคนิค TRAP-PCR  
 

ล ำดบัที่ primer Total number of  
bands 

Number of 
polymorphic       

bands (%PPB) 

Polymorphic               
information content 

(PIC) 

Size of PCR                    
fragment (bp) 

Mean band per 
primer 

Mean band 
frequency per 

primer 

1 HEL449466(F) - BG56(R)  32 81.25 0.97 105-3,000 21.56 0.67 
2 HEL449466(F) - BG68(R)  35 57.14 0.97 115-3,000 26.0 0.74 
3 HEL449466(F) - BG66(R)  26 84.62 0.96 100-1,200 16.67 0.64 
4 HEL436736(F) - BG92(R) 29 72.41 0.96 105-555 19.78 0.68 
5 WNKK(F) - ODD4(R) 27 96.30 0.95 105-1,100 11.78 0.44 
6 WNTP(F) - ODD20(R) 43 90.70 0.97 105-2,000 22.67 0.53 
7 HEL40001(F) - BG66(R) 39 92.31 0.97 104-1,150 18.44 0.47 
8 CAN(F) - BG23(R) 28 92.86 0.96 118-950 16.89 0.60 
9 HEL446443(F) - BG23(R) 31 70.97 0.96 120-1,500 21.22 0.68 

10 NLA(F) - BG39(R) 30 93.33 0.96 105-600 15.0 0.50 
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                ตำรำงที่ 4.9 ค่า similarity matrix จากค่าสมัประสิทธ์ิของ Jaccard  ของแก่นตะวนั  9 สายพนัธ์ุ จากการศึกษาดว้ยเคร่ืองหมายโมเลกลุ TRAP 
 

สายพนัธ์ุ HEL246 

 

HEL278 

 

HEL280 

 

HEL293 

 

JA98 

 

JA6 

 

JA37 

 

JA102 

 

CN52867 

 
HEL246     1.00         
HEL278     0.58 1.00        
HEL280     0.64 0.57 1.00       
HEL293    0.69 0.54 0.62 1.00      
JA98          0.51 0.48 0.56 0.51 1.00     
JA6            0.54 0.51 0.55 0.54 0.49 1.00    
JA37          0.51 0.53 0.56 0.56 0.54 0.60 1.00   
JA102        0.58 0.51 0.59 0.52 0.54 0.57 0.51 1.00  
CN52867   0.45 0.46 0.46 0.50 0.47 0.47 0.58 0.48 1.00 

 
 หมายเหต:ุ สญัลกัษณ์แสดงแหล่งก าเนิด : Unknown, : USA, : Poland,  : France, : Canada, : Germany,  : USSR 
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4.6. การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลช่วยคดัเลือกแบบ co-dominant เพื่อใชต้รวจสอบเมล็ดลูกผสม
รุ่นท่ี 1  
 จากผลการศึกษาในขอ้  4.4  และ  4.5  พบว่า สายพนัธ์ุท่ีมีระดบัความสามารถในการ
ตา้นทานโรคโคนเน่าต่างกัน ล้วนมีความแตกต่างทางพนัธุกรรมเม่ือวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองหมาย
โมเลกุล  TRAP ซ่ึงเป็น  multilocus marker  ในการวิจยัน้ีผูว้ิจยัไดพ้ฒันาเคร่ืองหมายซ่ึงมีการ
ถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ  co-dominant  เพื่อช่วยคดัเลือกแก่นตะวนัลูกผสม  F1 ท่ีสร้างข้ึนจาก
พ่อและแม่พนัธ์ุท่ีมีความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าไดใ้นระดบัท่ีต่างกนั หลงัจากท่ีได้
ตรวจสอบความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของ  R-genes เม่ือแก่นตะวนัไดรั้บเช้ือ  Sclerotia rolfsii  
ในเบ้ืองตน้ไดต้รวจสอบการแสดงออกของ  R-genes  จ  านวน 16  ยีน (ตารางท่ี 3.6) จาก Expressed 
sequence taqs ของแก่นตะวนัจาก  Compositae Genome Database   (ซ่ึงมีทั้งหมดจ านวน 10,656 
เลขหมาย) ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่มยอ่ย NBS-LRR,   CC-NBS-LRR, TIR-NBS-LRR และ EDS1 จ านวน 
5, 5, 5 และ 1 ยนีตามล าดบั ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเน้ือเยื่อใบ ปลอ้ง ราก และล า
ตน้สะสมอาหาร ดว้นเทคนิค  semiquantitative RT-PCR พบยีนจ านวน 2 ยนีท่ีไม่มีการแสดงออก
ในเน้ือเยื่อทั้ง 4 ชนิด ไดแ้ก่ ยีน HEL457326 และ HEL471160 ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม NBS-LRR และ 
TIR-NBS-LRR ตามล าดบั ส าหรับยีน HEL440872 ซ่ึงอยูใ่นกลุ่ม CC-NBS-LRR มีการแสดงออก
เฉพาะในรากเท่านั้น ในขณะท่ียีน HEL449466 ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม TIR-NBS-LRR แสดงออกทั้งใน
เน้ือเยือ่ใบและราก โดยยนีนอกเหนือจากท่ีกล่าวแลว้อีกจ านวน 12 ยนี มีการแสดงออกทั้งในเน้ือเยื่อ
ใบ ปลอ้ง ราก และล าตน้สะสมอาหาร (ตารางท่ี 4.10)  

นอกจากการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในสภาพปกติ ยงัได้ท าการศึกษาการ
แสดงออกของยีนในสภาวะท่ีได้รับเช้ือ S. rolfsii ซ่ึงเป็นสาเหตุของโรคโคนเน่าในแก่นตะวนั 
หลงัจากไดรั้บเช้ือดงักล่าว เป็นเวลา 24  ชัว่โมงเปรียบเทียบกบัสภาวะปกติในแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ 
HEL246 โดยใชเ้ทคนิค Real-time PCR พบวา่ มียีนท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึนเม่ือแก่นตะวนัไดรั้บเช้ือ
ดงักล่าวจ านวน 4 ยีน (ภาพท่ี 4.13, 4.14 และ ตารางท่ี 4.11) ไดแ้ก่ HEL436736, HEL455346 ซ่ึง
เป็นยีนในกลุ่ม CC-NBS-LRR, ยีน HEL449110ในกลุ่ม EDS1 และ ยีน HEL449466 ในกลุ่ม TIR-
NBS-LRR โดยมียีนท่ีมีการแสดงออกลดลงมีจ านวน 9 ยีน ได้แก่ HEL440001, HEL444841, 
HEL446443, ยีนHEL454403 ในกลุ่ม NBS-LRR, ยีน HEL447036, HEL450929, HEL453765, 
HEL465866 ซ่ึงเป็นยนีในกลุ่ม TIR-NBS-LRR และ ยนี HEL451666 ในกลุ่ม CC-NBS-LRR  
มีการแสดงออกท่ีเปล่ียนไป ดงัตารางท่ี 4.12 จึงไดพ้ฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุล SSR ท่ีจ  าเพาะกบั R-
genes  ดงักล่าว โดยออกแบบไพรเมอร์และสังเคราะห์ไพรเมอร์ท่ีจ  าเพาะต่อต าแหน่ง SSR ของยีน
ในแก่นตะวนั มาใชเ้พื่อสร้างเคร่ืองหมายโมเลกุลแบบ co-dominant 
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ตำรำงที ่4.10 การแสดงออกของยนีตา้นทานโรคในแต่ละเน้ือเยือ่ของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 
 

 
หมำยเหตุ + คือ มีการแสดงออก, - คือ ไม่มีการแสดงออก 

 
 
  

Primer (Internode) (Young leaf) (Tuber) (Root) 

HEL436736 + + + + 

HEL440001 + + + + 

HEL440872 - - - + 

HEL444841 + + + + 

HEL446443 + + + + 

HEL447036 + + + + 

HEL449110 + + + + 

HEL449466 - + - + 

HEL450929 + + + + 

HEL451666 + + + + 

HEL453765 + + + + 

HEL454403 + + + + 

HEL455346 + + + + 

HEL457326 - - - - 

HEL465866 + + + + 

HEL471160 - - - - 
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ภำพที ่4.13 ตวัอยา่งการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคในเน้ือเยือ่ใบของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 
                HEL436736 (A), HEL440001 (B), HEL446443 (C), HEL447036 (D) และ HEL448441 
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ภำพที ่4.14 ตวัอยา่งการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคในเน้ือเยือ่ใบของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246  
                     HEL444841 (E), HEL449110 (F), HEL449466 (G) และ HEL450929 (H)  
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ตำรำงที ่4.11 ระดบัการแสดงออกของยนีตา้นทานโรคของแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL246 ในเน้ือเยือ่ใบเม่ือแก่น  
                      ตะวนัไดรั้บเช้ือและไม่ไดรั้บเช้ือ S. rolfsii เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

หมำยเหตุ – ไม่พบการแสดงออกของยนี 

 
4.7 กำรวเิครำะห์เพือ่พัฒนำเคร่ืองหมำยช่วยคัดเลอืกจำกยนีทีเ่กี่ยวข้องกบัควำมสำมำรถในกำร
ต้ำนทำนโรคในแก่นตะวนั 
            จากการใชไ้พรเมอรท่ีจ าเพาะกบัต าแหน่ง  simple sequence repeats (SSRs) ของยีนในกลุ่ม 
NBS-LRR, CC-NBS-LRR, TIR-NBS-LRR และ EDS1 ซ่ึงพบว่ามีการเปล่ียนแปลงระดบัการ
แสดงออกเม่ือแก่นตะวนัไดรั้บเช้ือ  Sclerotium rolfsii  สาเหตุของโรคโคนเน่า จ านวน 16 ยีน มา
สังเคราะห์ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์เพื่อตรวจหาอัลลีลของยีนดังกล่าวในแก่นตะวันท่ีมีระดับ
ความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าต่างกนัจ านวน 8 สายพนัธ์ุไดแ้ก่ HEL246, HEL278, 
HEL280,HEL293, JA6, JA37,JA98 และ JA102 เม่ือวิเคราะห์ผลท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
ดว้ยพอลิอะคริลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟริซิสความเขม้ขน้ 6 เปอร์เซ็นต ์พบวา่สามารถสังเคราะห์แถบ

Primer 

Normolized Ratio Up (    ) /Down (   )    
regulation 

ไม่ได้รับ S. rolfsii ได้รับ S. rolfsii 

HEL436736 1.00 7.410  
HEL440001 1.00 0.302  

HEL440872 - - - 

HEL444841 1.00 0.003  

HEL446443 1.00 0.495  

HEL447036 1.00 0.604  

HEL449110 1.00 7.722  

HEL449466 1.00 5.527  

HEL450929 1.00 0.434  

HEL451666 1.00 0.234  

HEL453765 1.00 0.143  

HEL454403 1.00 0.109  

HEL455346 1.00 4.350  

HEL457326 - - - 

HEL465866 1.00 0.254  

HEL471160 - - - 
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ดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัยีนตา้นทานโรคจากแก่นตะวนัทั้ง 8 สายพนัธ์ุไดจ้  านวน 1 ถึง 11 อลัลีล มี
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 3.88 แถบ ซ่ึงมีแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัอยู่ระหว่าง 0 ถึง 11 แถบ คิดเฉล่ียเป็น 
79.03 เปอร์เซ็นต ์โดยมีแถบดีเอ็นเออยูร่ะหวา่ง 103 ถึง 324 คู่เบส ซ่ึงผลการศึกษา (ภาพท่ี 4.15, 
4.16 และ ตารางท่ี 4.12) 
         

 
 
ภำพที ่4.15 ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอจากแก่นตะวนั 8 สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค SSR โดยใชไ้พรเมอร์  

(A) HEL436736 (B) HEL440001 (C) HEL440872 (D) HEL444841 (E) HEL446443 (F) 
HEL447036 (G) HEL449110 (H) HEL449466 M: 100 bp DNA ladder plus (Vivantis) 

43 



 

 
 

 
 

ภำพที ่4.16   ผลการสงัเคราะห์ดีเอน็เอจากแก่นตะวนั 8 สายพนัธ์ุดว้ยเทคนิค SSR โดยใชไ้พรเมอร์                       
(I) HEL450929 (J) HEL451666 (K) HEL453765 (L) HEL454403 (M) HEL455346 (N) HEL457326                       
(O) HEL465866 (P) HEL471160 M: 100 bp DNA ladder plus, (Vivantis)  
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ตำรำงที ่4.12 แสดงขนาดของแถบดีเอน็เอท่ีสงัเคราะห์จากส่วนของยนีตา้นทานโรคในแก่นตะวนัแต่ละสายพนัธ์ุ 

 

Primer 
name  

HEL246 
 (bp) 

HEL278 
(bp) 

HEL 280  
(bp) 

HEL293 
(bp) 

JA98 
(bp) 

JA6 
(bp) 

JA37 
(bp) 

JA102 
(bp) 

Number of 
bands Monomorphic Polymorphic  

HEL436736 155 155 155 155 155 155 155 155 1 1 (155) - 

HEL440001 181 181 181 181 155,181 135, 181 181 181 3 1 (181) 2 

HEL440872 180 180 180 180 145, 180 180 - 180 2 - 2 

HEL444841 112,121 112,119 107,116 107,116 107,116 107,116 131, 119, 107 112,121 6 - 6 

HEL446443 142, 151 142, 154 145, 157 145,154, 165 145, 154, 165 145, 154 147, 157 147, 157 7 - 7 

HEL447036 103 103 103 103 103 103 103 103 1 1(103) - 

HEL449110 - 189 189 189 189 189 189 189 1 - 1 

HEL449466 105, 131, 141 133 103, 129, 139 103, 129, 139 129, 141 133, 144 133 133, 141 8 - 8 

HEL450929 103,125, 136 103,125, 136 103,125, 136 103,125, 136 103,136 103, 125, 136 103, 125, 136 103, 125, 136, 154 4 2 (103, 136 ) 2 

HEL451666 160, 172 160, 172 160, 172 160, 172 160, 172 160, 172 160, 172 160, 172 2 2 (160, 172) - 

HEL453765 186 184 184 186 189 194 194 198 5 - 5 

HEL454403 162,181 162,181 162,181 162,181 162,181, 200 162,181 162,181 162,181 3 2 (162, 181) 1 

HEL455346 165 163 163 163 163 165 165 165 2 - 2 

HEL457326 192, 212 184, 210, 221 184, 210 197, 212 - 189, 210 172, 216 200,214 11 - 11 

HEL465866 167,182 167,182 167,182 167,182 167,182 167,182 167,182 167,182 2 2 (167, 182) - 

HEL471160 193, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 271, 239, 324 193, 239 4 2 (193, 239,) 2 
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 จากการผสมแก่นตะวนัสายพนัธ์ุพอ่แม่ท่ีมีความสามารถในการตา้นทานโรคโคนเน่าสูง 
(R) และกลุ่มตา้นทานโรคโคนเน่าไดใ้นระดบัต ่า (S) แลว้น าเมล็ดรุ่นลูกผสมของแก่นตะวนั F1 มา
สกดัดีเอน็เอโดยใชว้ธีิดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) ซ่ึงไดท้ดสอบประสิทธิภาพแลว้พบวา่
วธีิการดงักล่าวใหดี้เอน็เอท่ีมีคุณภาพดีและปริมาณมากเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิอ่ืนๆ ดงัขอ้ 4.1 เม่ือ
ตรวจสอบเมล็ดท่ีไดจ้ากการผสมเป็นลูกผสมระหวา่งพอ่แม่พนัธ์ุท่ีไดเ้ลือกมาใชเ้ป็นคู่ผสมจาก
โครงการท่ี 1 ของชุดโครงการน้ี โดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล SSR ดงัท่ีกล่าวมาแลว้ในขอ้ 4.7 พบวา่
สามารถระบุวา่ลูกผสมเกิดจากการผสมกนัระหวา่งแก่นตะวนัพอ่แม่พนัธ์ุท่ีไดเ้ลือกมาใชเ้ป็นคู่ผสม
จริง  
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บทที ่5  
สรุปและอภิปรำยผลกำรวิจัย 

 

จำกผลกำรศึกษำสำมำรถสรุปได้ดังนี ้
  
 5.1 วิธีการสกดัดีเอ็นเอท่ีดดัแปลงจาก Tai and Tanksley (1990) สามารถใชเ้พื่อสกดัดีเอ็น
เอจากใบและเมล็ดแก่นตะวนัไดดี้ท่ีสุด จึงใชว้ธีิดงักล่าวตลอดการศึกษาวจิยัน้ี 
 5.2 สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรมของยีนตา้นทานโรค
ในแก่นตะวนัดว้ยเทคนิค TRAP-PCR โดยใชป้ริมาณดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม และใชไ้พรเมอร์ความ
เขม้ขน้ 3 ไมโครโมลาร์ต่อหน่ึงหน่วยปฏิกิริยา ซ่ึงเหมือนกบัการทดลองของ Palumbo et al. (2007) 
ท่ีท าการศึกษาความแปรผนัทางพนัธุกรรมของพืชในสกุล Pelagonium ดว้ยเทคนิค TRAP-PCR 
โดยใช้ปริมาณของดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม แต่ใช้ความเขม้ขน้ของไพรเมอร์แตกต่างกนัเน่ืองจาก 
Palumbo et al. (2007)  ใชไ้พรเมอร์ท่ีมีล าดบัเบสท่ีจ าเพาะกบัยีน 1 pmol และไพรเมอร์ท่ีมีล าดบั
เบสแบบสุ่มท่ีติดฉลากดว้ยสารกมัมนัตรังสี 0.3 pmol ซ่ึงเป็นความเขม้ขน้ท่ีสามารถสังเคราะห์แถบ
ดีเอน็เอไดดี้  
 5.3 เคร่ืองหมายโมเลกุล TRAP-PCR สามารถวิเคราะห์ความแปรผนัทางพนัธุกรรมของยีน
ตา้นทานโรคในแก่นตะวนัทั้ง 13 สายพนัธ์ุได ้จากไพรเมอร์จ านวน 16 คู่ เม่ือน ามาสังเคราะห์ดีเอ็น
เอจากดีเอ็นเอตน้แบบของแก่นตะวนัจ านวน 9 และ 13 สายพนัธ์ุ พบวา่ไพรเมอร์จ านวน 10 และ 7 
คู่ สามารถสังเคราะห์ดีเอ็นเอจากแก่นตะวนัทั้ง 9 และ 13 สายพนัธ์ุ ไดจ้  านวน 320 และ 233 แถบ 
โดยมีขนาดของแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 104 ถึง 3,000 คู่เบส และ104 ถึง 2,000 คู่เบส มีค่า 
polymorphism information content (PIC) ตั้งแต่ 0.95 ถึง 0.97 และ 0.96 ถึง 0.97 และมีค่าดชันี
ความเหมือนทางพนัธุกรรมอยูร่ะหวา่ง 0.45 ถึง 0.69 และ 0.38 ถึง 0.65 ตามล าดบั 
 5.4 แก่นตะวนัท่ีมาจากแหล่งก าเนิดต่างกนัมีความแตกต่างของยีนตา้นทานโรคในกลุ่มของ
ยีนท่ีน ามาศึกษา และยงัพบวา่แก่นตะวนัสายพนัธ์ุ JA6 และ JA37 ซ่ึงมีแหล่งก าเนิดมาจากประเทศ
แคนาดามีความใกล้ชิดทางพนัธุกรรมของยีนในกลุ่มท่ีน ามาศึกษาซ่ึงสอดคล้องกับข้อมูลของ 
Wangsomnuk et al. (2011) ท่ีไดศึ้กษาความหลากหลายของทางพนัธุกรรมแก่นตะวนัท่ีมาจากแหล่ง
เช้ือพนัธุกรรมจ านวน 147 สายพนัธ์ุ โดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุล RAPD พบว่า สายพนัธ์ุท่ีมี
แหล่งก าเนิดจากแหล่งแคนาดาจะถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกนั แต่แก่นตะวนัสายพนัธ์ุ HEL 278 กบั 
HEL 280 ซ่ึงมีแหล่งก าเนิดจากประเทศสหรัฐอเมริกาถูกจดัอยู่ต่างกลุ่มกนัเน่ืองจากแก่นตะวนัใน
ประเทศดงักล่าวมีความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง 
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       5.5 การแสดงออกของยีนตา้นทานโรคในแก่นตะวนัทั้ง 16 ยีน ในเน้ือเยื่อใบ ปลอ้ง หวั และ
ราก โดยใชต้วัอยา่ง first-stranded cDNAs จากแก่นตะวนัสายพนัธ์ุ JA102 พบวา่มียีนจ านวน 2 ยีน 

ท่ีไม่มีการแสดงออกในทุกเน้ือเยือ่คือ HEL457326 และ HEL471160  
      5.6 เม่ือศึกษาการแสดงออกของยีนในสภาพปกติและสภาวะรับเช้ือ S. rolfsii โดยใช้ตวัอยา่ง
สายพนัธ์ุ HEL246 พบวา่ มียนีท่ีแสดงออกเพิ่มข้ึน 4 ยนี ไดแ้ก่ HEL436736, HEL455346 ซ่ึงเป็นยีน
ในกลุ่ม CC-NBS-LRR, HEL449110 ซ่ึงเป็นยนีในกลุ่ม EDS1 และ HEL449466 อยูย่นีในกลุ่ม TIR-
NBS-LRR โดยมียีนท่ีมีการแสดงออกลดลงมีจ านวน 9 ยีน ไดแ้ก่ HEL440001, HEL444841, 
HEL446443, ยีนHEL454403 ในกลุ่ม NBS-LRR, ยีน HEL447036, HEL450929, HEL453765, 
HEL465866  อยูใ่นกลุ่ม  TIR-NBS-LRR และ ยีน HEL451666 อยูใ่นกลุ่ม CC-NBS-LRR ทั้งน้ีการ
แสดงออกของยีนท่ีลดลงหรือเพิ่มข้ึนล้วนมีส่วนเก่ียวขอ้งกบัความสามารถในการตา้นทานโรค 
ความสามารถในการท าให้เกิดโรคของเช้ือ S. rolfsii ยงัข้ึนอยูก่บัไอโซเลตของเช้ือดว้ย (Farr et al., 
1989) ยนีตา้นทานโรคจะมีความจ าเพาะต่อการตา้นเช้ือโรคไดบ้างสายพนัธ์ุเท่านั้น (McDowell and 
Woffenden, 2003) ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีเป็นขอ้มูลเยื้องตน้ ควรศึกษากลไกและหนา้ท่ีของยีน
แต่ละยีนเพื่อให้สามารถอธิบายความตา้นทานของพืชต่อเช้ือก่อโรค และสามารถน าขอ้มูลน้ีไป
พฒันาสายพนัธ์ุพืชใหมี้ประสิทธิภาพในการตา้นทานต่อโรคและใหผ้ลผลิตในทางท่ีดีข้ึนต่อไป 
      5.7 การคดัแยกส่วนของยีนตา้นทานโรคจากแก่นตะวนัทั้ง 8 สายพนัธ์ุ พบวา่สามารถสามารถ
สังเคราะห์แถบดีเอ็นเอท่ีจ าเพาะกบัยีนตา้นทานโรค (R-genes) ไดร้ะหว่าง 1 ถึง 11 แถบ มีค่า
ค่าเฉล่ียเท่ากบั 3.88 แถบ ซ่ึงมีแถบดีเอ็นเอท่ีแตกต่างกนัอยู่ระหว่าง 0 ถึง 11 แถบ คิดเฉล่ียเป็น 
79.03 เปอร์เซ็นต์ โดยมีแถบดีเอ็นเออยู่ระหว่าง 103 ถึง 324 คู่เบส ยีนตา้นทานโรคท่ีมีจ านวน       
อลัลีลนอ้ยท่ีสุดมี 3 ยีน ไดแ้ก่ ยีน HEL436736, HEL447036 และ HEL449110 ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม 
CC-NBS-LRR, TIR-NBS-LRR และ EDS1 ตามล าดบั ส าหรับยีนท่ีมีจ านวนอลัลีลมากท่ีสุดคือ ยีน 
HEL457326 ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม NBS-LRR มีทั้งหมด 11 อลัลีล จ านวนอลัลีลท่ีปรากฏอาจเก่ียวขอ้ง
กบัความสามารถในการตา้นทานโรค โดยท าให้มีความสามารถในการตา้นทานเพิ่มข้ึนหรือลดลง
หรืออาจไม่มีส่วนเก่ียวขอ้งเลยเน่ืองจากยนีนั้นๆไม่มีการแสดงออก นอกจากน้ีการเพิ่มข้ึนหรือลดลง
ของเบสซ ้ าอาจมีผลต่อการอ่านรหสัของ  open reading frame ซ่ึงอาจเปล่ียนรหสัของกรดอะมิโนใน
โปรตีนเป็นตวัอ่ืนแลว้มีผลต่อการท าหนา้ท่ีของยนีได ้ 
           5.8 ผลจากการวิเคราะห์ล าดบัเบสซ ้ าในยีนตา้นทานโรคของแก่นตะวนัท่ีมีความสามารถ
ตา้นทานโรคโคนเน่าไดใ้นระดบัต่างกนั ท าให้ทราบถึงความแตกต่างของอลัลีลของยีนดงักล่าวซ่ึง
ไดน้ ามาใชเ้ป็นเคร่ืองหมายช่วยคดัเลือกในการวิเคราะห์ลูกผสมรุ่นท่ี 1 ท่ีไดจ้ากคู่ผสมระหวา่งพ่อ
แม่พนัธ์ุในโครงการปรับปรุงพนัธ์ุแก่นตะวนั 
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