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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ภูมิหลัง 
ตาลโตนด (Borassus flabellifer L.) เป็นพืชเศรษฐกิจส าคัญชนิดหนึ่งของจังหวัดสงขลา 

ชาวบ๎านน าสํวนตํางๆ ของตาลโตนดมาใช๎ประโยชน์ได๎หลากหลาย เชํน น้ าตาลสดจากชํอดอก 
เคี่ยวเป็นน้ าตาลปี๊บ น้ าตาลแวํน น้ าตาลปึก น้ าตาลผง เคร่ืองดื่ม และหมักแปรรูปเป็นน้ าส๎มสายชู 
น้ าตาลแอลกอฮอล์ ผลตาลน ามาเป็นอาหาร สกัดสารแคโรทีนอยด์ส าหรับแตํงสีอาหาร เปลือกหุ๎ม
เมล็ดลูกตาลใช๎ท าเชื้อเพลิงทางอุตสาหกรรมและเป็นตัวปรับคําความเป็นกรด – เบสของน้ า เพื่อใช๎
ในการเลี้ยงสัตว์น้ า ชํอดอกเป็นยาสมุนไพรรักษาโรคตานขโมย แก๎พิษตานซาง แก๎อาการร๎อนใน 
ปากเปน็แผล และขับพยาธิ ตากแห๎งเป็นฟืนหรือเชื้อเพลิงส าหรับหุงต๎ม ล าต๎นท าวัสดุสร๎างบ๎านและ
เฟอร์นิเจอร์ โคนต๎นน ามาขุดเป็นเรืออีโปง ใบแกํท าเคร่ืองจักสานตํางๆ เชํน ตะกร๎า หมวก เสื่อ ก๎าน
ใบน ามาควั่นท าเชือกใช๎ท างานฝีมือ เชํน กระดาษ แปรง และไม๎กวาด รากน ามาต๎มเป็นยาขับ
ปัสสาวะ ขับเลือด ยาชูก าลัง เป็นต๎น (ปรัชญา รัศมีธรรมวงศ์. 2537 : 21 - 24) 

การศึกษาเกี่ยวกับตาลโตนดสํวนใหญํ เป็นการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน แตํในการ
ปรับปรุงพันธุ์ จ าเป็นต๎องใช๎ข๎อมูลด๎านเซลล์พันธุศาสตร์ ขณะเดียวกันเกษตรกรต๎องการตาลโตนด
เพศเมียมากกวําเพศผู๎ เนื่องจากต๎นเพศเมียเทํานั้นที่ติดผล เกษตรกรต๎องรอเวลาให๎ตาลโตนดอายุ  
10 – 15 ปี จึงจะทราบเพศ เนื่องจากการปลูกตาลโตนดในระยะแรกจะเจริญเติบโตช๎า โดยเฉลี่ยใน
แตํละปีจะมีใบเพิ่มขึ้น 1 ใบ เมื่ออายุ 5 ปี ล าต๎นมีความสูงประมาณ 1 เมตร หลังจากนั้นความสูงจะ
เพิ่มขึ้นปีละประมาณ 30 เซนติเมตร และจะเร่ิมออกดอกซึ่งบํงบอกเพศของตาลโตนด เมื่ออายุ
ประมาณ 10 – 15 ปี ล าต๎นมีความสูงประมาณ 4 – 5 เมตร และให๎ผลผลิตติดตํอกันเป็นเวลามากกวํา 
80 ปี เกษตรกรมีวิธีการสังเกตเพศตาลโตนด  โดยพิจารณาจากสัดสํวนของล าต๎น คือ ถ๎าล าต๎นโค๎ง
เว๎าเป็นตาลโตนดเพศเมีย สํวนล าต๎นสูงตรงเป็นตาลโตนดเพศผู๎  หรือพิจารณาจากการเวียนของ
ใบตาล ถ๎าเวียนซ๎ายเป็นตาลโตนดเพศผู๎ ถ๎าเวียนขวาเป็นตาลโตนดเพศเมีย หรือพิจารณาจาก
ลักษณะของเมล็ด คือ เมล็ดที่มีปุ่มด๎านในนูนแหลมน๎อยกวําจะเจริญเป็นตาลโตนดเพศเมีย สํวน
เมล็ดที่ปุ่มด๎านในแหลมมากกวําจะเจริญเป็นตาลโตนดเพศผู๎  แตํข๎อมูลพื้นฐานด๎านสัณฐานเหลํานี้ 
ไมํสามารถใช๎ยืนยันเพื่อระบุเพศอยํางถูกต๎องได๎ (พรรณิภา โสตถิพันธุ์, สอาด สินไชย, ทวิช  
ปริศวงศ์, สมปอง ยอดมณี, ไพฑูรย์ ศิริรักษ์ และพรชัย ศรีไพบูลย์. 2547 : 110 - 111) จึงต๎องใช๎
เทคนิคเคร่ืองหมายดีเอ็นเอยืนยันเพศในระยะต๎นกล๎า 
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เทคนิคเอสอาร์เอพี (Sequence – Related Amplified Polymorphism : SRAP) เป็น
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบสุํมพัฒนาขึ้นโดย Li และ Quiros ในปี ค.ศ. 2001 โดยการออกแบบ 
ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ชนิด Forward มีขนาด 17 เบส ประกอบด๎วยล าดับเบส เรียกวํา Filler ยาว 10 
เบส ตํอด๎วยเบส CCGG และชนิด Reverse มีขนาด 18 เบส Filler ยาว 11 เบสและแตกตํางจาก Filler 
ของ forward ตํอด๎วยเบส AATT ที่ต าแหนํงปลาย 3’ มีเบสคัดเลือก (Selective Base) จ านวน 3 เบส 
จากไพรเมอร์ที่ออกแบบ ท าให๎ต าแหนํงที่สามารถเพิ่มปริมาณได๎ในจีโนม มีแนวโน๎มเป็นสํวนของ
ยีนที่สนใจประมาณ 45 เปอร์เซ็นต์ (Li and Quiros. 2001 : 455 – 461) ซึ่งมากกวําเคร่ืองหมาย 
ดีเอ็นเอแบบสุํมชนิดอ่ืน ท าให๎มีโอกาสพบความแตกตํางในลักษณะการเกิดและไมํเกิดแถบดีเอ็นเอ 
ข๎อดีของเทคนิคเอสอาร์เอพี คือ สามารถท าได๎อยํางรวดเร็ว มีความแมํนย า มีแนวโน๎มที่จะพบยีนที่
สนใจคํอนข๎างสูง และราคาคํอนข๎างต่ ากวําเคร่ืองหมายดีเอ็นเอชนิดอ่ืน (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล. 
2552 : 76 – 78) จึงมีแนวโน๎มจะให๎แถบดีเอ็นเอที่บํงชี้เพศตาลโตนด เพื่อเป็นข๎อมูลพื้นฐานในการ
จ าแนกเพศตาลโตนด และชํวยคัดเลือกเพศที่ต๎องการปลูกตํอไป ดังนั้นผู๎วิจัยจึงต๎องการศึกษา
จ านวน ชนิดโครโมโซม จัดคาริโอไทป์ตาลโตนด และน าเทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 
มาใช๎ในการจ าแนกเพศและสายพันธุ์ตาลโตนด  
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.2.1  จัดคาริโอไทป์ตาลโตนด เพื่อเป็นข๎อมูลพื้นฐานทางเซลล์พันธุศาสตร์ 
1.2.2  เพื่อบํงชี้เพศตาลโตนดด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 
1.2.3  ศึกษาความแตกตํางทางพันธุกรรมของสายพันธุ์ของตาลโตนดด๎วยเคร่ืองหมาย 
         โมเลกุลเอสอาร์เอพี 

 

1.3  สมมติฐานงานวิจัย 
 เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพีสามารถบํงชี้ เพศ ความแตกตํางทางพันธุกรรมและ
ความสัมพันธ์ระหวํางสายพันธุ์ของตาลโตนดได๎ 
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1.4  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 
1.4.1  ได๎ข๎อมูลพื้นฐานด๎านเซลล์พันธุศาสตร์ของตาลโตนด 
1.4.2  สามารถบํงชี้เพศตาลโตนดด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพีได๎ 
1.4.3  ทราบความแตกตํางทางพันธุกรรม และความสัมพันธ์ระหวํางสายพันธุ์ตาลโตนด

ด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพีได๎ 
1.4.4  ได๎ข๎อมูลพื้นฐานในการจ าแนกเพศตาลโตนด เพื่อชํวยในการคัดเลือกเพศที่ต๎องการ 

 

1.5  ขอบเขตการวิจัย 

1.5.1  ศึกษาตัวอยํางเมล็ดตาลโตนดที่เก็บมาจาก สวนตาลโตนด ในจังหวัดสงขลา 
เพื่อนับจ านวน ชนิดโครโมโซม และจัดคาริโอไทป์ 

1.5.2   ศึกษาความแตกตํางระหวํางเพศของตาลโตนด ด๎วยเทคนิคเอสอาร์เอพีจากตัวอยําง 
ใบอํอนตาลโตนดจ านวน 17 ตัวอยําง 

1.5.3   วิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของสายพันธุ์ตาลโตนดด๎วยโปรแกรม NTsys 
             Version 2.1 
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บทที ่2 

 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  

2.1  ความรู้ท่ัวไปเกี่ยวกับตาลโตนด 
 ในประเทศไทยมีชื่อเ รียกตาลโตนดที่ แตกตํางกันออกไป เชํน ภาคกลางเรียกวํา  
ต๎นตาลโตนด ภาคใต๎เรียกวําต๎นโหนด ชาวจังหวัดยะลาและปัตตานีเรียกวําปอเก๏าะตา  
จังหวัดเชียงใหมํเรียกวําตาลนาหรือปลีตาล ตาลโตนดมีชื่อสามัญวํา Brab Palm, Butia Palm 
Fan Palm, Lontar Palm หรือ Palmyra Palm ชื่อวิทยาศาสตร์ คือ Borassus flabellifer L. เป็นพืช 
วงศ์ปาล์ม (Arecaceae) วงศ์ยํอยคือ Coryphoideae มีถิ่นก าเนิดอยูํในทวีปแอฟริกาตะวันออก ตํอมา
แพรํพันธุ์เข๎าไปในกลุํมประเทศแถบเอเชีย ได๎แกํ ประเทศอินเดีย ศรีลังกา พมํา กัมพู ชา มาเลเซีย 
อินโดนีเซียและไทย  ในประเทศไทยพบตาลโตนดมากในพื้นที่ภาคกลาง คือ จังหวัดเพชรบุรี สํวน
พื้นที่ภาคใต๎ คือ จังหวัดสงขลา ครอบคลุม 6 อ าเภอ คือ อ าเภอสิงหนคร สทิงพระ กระแสสินธุ์  
ระโนด ควนเนียงและรัตภูมิ (พรรณิภา  โสตถิพันธุ์และคณะ. 2547 : 12) 

ตาลโตนดในภาคกลางมี 3 สายพันธุ์ คือ 1. พันธุ์หม๎อ (ภาพที่ 1ก) มีผลขนาดใหญํ ผิวด า
เป็นมันเรียบไมํมีสีอ่ืนปน ผลแกํมีรอยขีดตามแนวยาวของผล เปลือกหนา มีเมล็ด 2 – 4 เมล็ด  
ใน 1 ทะลายมีผลประมาณ 10 – 20  ผล สํวนใหญํจะให๎ผลเมื่ออายุ 10 ปีขึ้นไป ขึ้นอยูํกับความ 
อุดมสมบูรณ์ของดิน 2. พันธุ์ไขํ (ภาพที่ 1ข) มีผลขนาดเล็ก สีคํอนข๎างเหลือง แบํงออกเป็น 2 สาย
พันธุ์ คือพันธุ์ไขํเล็ก ผลคํอนข๎างเล็ก ใน 1 ทะลาย มีผล 20 – 30 ผล เนื่องจากผลเล็กจึงท าให๎เมล็ดมี
ขนาดเล็กด๎วย พันธุ์ไขํใหญํ ผลมีขนาดใหญํกวําพันธุ์ไขํเล็ก  ใน 1 ทะลายมีผล 10 – 20  ผล เมล็ดมี
ขนาดใหญํกวําพันธุ์ไขํเล็ก ใน 1 ผลมี 2 – 3  เมล็ด จะให๎ผลเมื่ออายุ 10 ปีขึ้นไปและ 3. พันธุ์ลูกผสม 
(ภาพที่ 1ค) มีผลขนาดคํอนข๎างใหญํเกือบเทําตาลโตนดพันธุ์หม๎อ ผลมีสีด าผสมน้ าตาล (เหลือง
ด า) ใน 1 ผลม ี 2 – 3 เมล็ด ให๎ผลประมาณ 15 – 20 ผลตํอทะลาย เป็นตาลโตนดที่มีจ านวนมากที่สุด
ในจังหวัดเพชรบุรี  สํวนใหญํจะไห๎ผลเมื่ออายุ   15  ปีขึ้นไป (ส านักงานเกษตรจังหวัด
เพชรบุร.ี สืบค๎นเมื่อ 18 สิงหาคม 2553, จาก http://www.raisathon.com/otop/otop) 

สํวนในจังหวัดสงขลาตาลโตนดมี 3 สายพันธุ์ คือ 1. พันธุ์กา (ภาพที่ 1ง) มีลักษณะผลรี มีสี
ด าทั้งผล และผิวแตกลายงาโดยรอบ มีผลขนาดใหญํ พบมากที่สุดประมาณร๎อยละ 85 ในพื้นที่ 
ของจังหวัดสงขลา 2. พันธุ์ข๎าว (ภาพที่ 1จ) ผลมีลักษณะกลมป้อม ผิวเรียบเป็นมัน สีน้ าตาลอม
เหลือง เนื้อเมล็ดอํอนมีลักษณะป้อมตามรูปทรงผล มีรสชาติหวานมันกวําสายพันธุ์อ่ืน นิยมน าเนื้อ 
มาท าขนม หัวลูกอํอนมาท าอาหาร ประเภท ย า แกง คั่ว และต๎ม พันธุ์ข๎าวคํอนข๎างหายากพบ
ประมาณร๎อยละ 10 ในพื้นที่ของจังหวัดสงขลา และ 3. พันธุ์ขมิ้น (ภาพที่ 1ฉ) มีลักษณะผลกลม

http://www.raisathon.com/otop/otop
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ป้อมคล๎ายพันธุ์ข๎าว ผิวเปลือกนอกแตกลายงาโดยรอบคล๎ายพันธุ์กา แตํน๎อยกวํา ผิวสีเหลืองอม
น้ าตาลเข๎ม สํวนก๎นมีสีเหลืองเข๎มคล๎ายสีขมิ้นภายในขณะยังไมํสุกมีสีเหมือนสีเนื้อขมิ้น พันธุ์ขมิ้น
พบน๎อยมากประมาณร๎อยละ 5 ในพื้นที่ของจังหวัดสงขลา (ไพฑูรย์ ศิริรักษ์. สืบค๎นเมื่อ 16 สิงหาคม 
2553, จาก http://www.gotoknow.org) 

ตาลโตนดชอบอากาศร๎อนคํอนข๎างแห๎งแล๎ง ชอบดินทรายหรือดินปนทราย และดินเหนียว
ที่เปียกแฉะ โดยเฉพาะดินทรายที่น้ ากรํอยทํวมถึง ตาลโตนดจะเจริญเติบโตเร็ว และมีน้ าหวานมาก 
ตาลโตนดมีวิธีการปลูกดังนี้ วิธีที่ 1 น าผลตาลโตนดสุกมาปอกเปลือกนอกออก ขย าเอาเส๎นใย
ตาลโตนดออกจะได๎เมล็ด จึงน าไปใสํถุงปุ๋ยแชํน้ าทั้งถุง 5 วัน น าขึ้นมากองไว๎บนพื้นดิน ใช๎ฟางข๎าว
มาคลุมทับประมาณ 15 วัน ตาลโตนดจะเร่ิมงอก แล๎วน าไปปลูกในหลุมขนาด 25 x 25 เซนติเมตร 
ใสํปุ๋ยคอกไว๎ที่ก๎นหลุม วางเมล็ดที่เร่ิมงอกลงไป อยําให๎ปลายรากหัก กลบดิน รดน้ า ประมาณ 30 
วัน ต๎นอํอนจะงอกพ๎นดิน วิธีที่ 2 น าผลตาลโตนดทั้งผลไปแชํน้ าประมาณ 30 วัน ไมํควรแชํเกิน 60 
วัน อาจท าให๎เมล็ดเนําได๎ น าขึ้นมาวางกองไว๎บนพื้น ใช๎ฟางคลุมประมาณ 15 วัน เมล็ดจะเร่ิมงอก 
และวิธีที่ 3น าผลตาลโตนดสุกทั้งผลไปวางในต าแหนํงที่ต๎องการปลูก ขุดหลุมฝังป้องกันสัตว์กัด
แทะ วิธีนี้จะใช๎เวลานานกวํา 2 วิธีแรก จึงจะได๎ต๎นตาลโตนดต๎นใหมํ (ปรัชญา รัศมีธรรมวงศ์. 2537 
: 45) 
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ภาพที่ 1  ลักษณะผลตาลโตนด ก. พันธุ์หม๎อ ข. พันธุ์ไขํ  
ค. พันธุ์ผสม ง. พันธุ์กา จ. พันธุ์ข๎าว ฉ. พันธุ์ขมิ้น 

(ที่มา : http://www.raisathon.com/otop/otop_detail.php?otop_id=00000000004  
และ http://www.gotoknow.org) 
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2.2  ลักษณะพฤกษศาสตร์ของตาลโตนด  
  2.2.1  รากมีลักษณะเป็นเสี้ยนกลมยาว เป็นกระจุกคล๎ายมะพร๎าว (ภาพที่ 2ก) แตํ

หยั่งลึกลงไปในดิน ไมํแผํไปตามผิวดินเหมือนรากมะพร๎าว ท าให๎ยึดติดกับดินได๎ดี โอกาสที่ต๎นตาล
จะโคํนล๎มหรือถอนรากจึงเป็นไปได๎ยาก (ภาพที่ 2ข) (พรรณิภา  โสตถิพันธุ์และคณะ. 2547 :  
12– 17) 

2.2.2  ล าต๎นเป็นแบบล าต๎นเดี่ยว (Single Stem) สูงประมาณ 25 – 27 เมตร ไมํมี
หนํอ โคนต๎นมีลักษณะอวบใหญํ และเรียวเล็กลงเมื่อสูงเหนือจากระดับพื้นดินขึ้นไปประมาณ 4 
เมตร (ภาพที่ 3ก) เปลือกล าต๎นขรุขระเป็นวงซ๎อนๆกัน เพราะใบที่หลุดออกไป มีเสี้ยนสีด า แข็งและ
เหนียวมาก (ภาพที่ 3ค และ 3ง) แตํไส๎กลางล าต๎นอํอน (ภาพที่ 3ข) 

2.2.3  ใบเป็นใบประกอบสีเขียวเข๎ม ลักษณะคล๎ายฝ่ามือหรือรูปพัด (Palmate Leaf  
หรือ Fan Leaf) รัศมีประมาณ 4 เมตร ความกว๎างขอบใบ 50 – 70 เซนติเมตร ขอบใบหยักคล๎ายฟัน
เลื่อย ใบยํอยเรียกวําเซกเมนท์ (Segment) (ภาพที่ 4ก และ 4ข) ซึ่งแตกออกจากจุดๆเดียวกันที่ปลาย
ก๎านใบ ยอดตาลโตนดมีใบประมาณ 25 – 40 ใบ ขึ้นอยูํกับอายุของตาลโตนด ถ๎าใบแกํจะมีสีน้ าตาล
อํอน และห๎อยแนบล าต๎นคลุมบริเวณคอตาล (ภาพที่ 4ค) แตํละใบมีอายุไมํเกิน 3 ปี ตาลโตนดต๎น
หนึ่งๆ ให๎ใบตาลได๎ 12 – 15 ใบตํอปี สํวนที่เป็นก๎านใบหรือทางตาลโตนดยาวประมาณ 1 – 2 เมตร 
ก๎านใบมีความแข็งแรง ทางตาลโตนดจะหนาโค๎งตามความยาว และมีหนามแหลม ลักษณะเป็นฟัน
เลื่อย ขนาดไมํสม่ าเสมอกันทั้งสองด๎าน  
 

 

ภาพที่ 2 ลักษณะรากตาลโตนด 

      (ที่มา : http://www.gotoknow.org/blog/palmseed/250420) 
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ภาพที่ 3 ลักษณะล าต๎นตาลโตนด 

 

 

ภาพที่ 4 ลักษณะใบตาลโตนด 
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2.2.4  ดอก ตาลโตนดมีดอกแบบดอกชํอ โดยดอกเพศผู๎และดอกเพศเมียแยกกัน 
คนละต๎น ชํอดอกเพศผู๎เรียกวํางวงตาล ยาวประมาณ 1.5 – 2 เมตร แตกแขนงออกเป็น 2 – 4 งวง 
ตํอก๎านข๎อ (ภาพที่ 5ก) สํวนชํอดอกเพศเมียเรียกวําปลีตาล มีดอกยํอยประมาณ 10 – 15 ดอก  
ชํอดอกของต๎นเพศเมียจะออกชํอดอกหลังต๎นเพศผู๎ แตํชํอดอกต๎นเพศเมียมีขนาดใหญํ ชุํมน้ าหวาน
มากกวําชํอดอกเพศผู๎ และชํอดอกเพศเมียพัฒนาเป็นทะลายติดผล (ภาพที่ 5ข) 

 

 
             ภาพที่ 5 ลักษณะชํอดอกตาลโตนด ก. เพศผู๎ ข. เพศเมีย 

2.2.5  ผลและเมล็ด ตาลโตนดเป็นผลเด่ียว ติดผลเป็นทะลาย ทะลายละ 10 – 15 ผล 
(ภาพที่ 6ก) ขณะที่เป็นผลอํอนมีสีเขียว เมื่อเร่ิมสุกมีสีมํวงและเปลี่ยนเป็นสีน้ าตาลเข๎มจนถึงสีด า 
ขึ้นอยูํกับสายพันธุ์ (ภาพที่ 6ข) สํวนประกอบที่ส าคัญของผลมี 3 สํวนคือ ชั้นนอกสุด เป็นเปลือกมี
ผิวเรียบเป็นมันเรียกวํา Exocarp ชั้นกลาง เป็นสํวนของเส๎นใยสด ละเอียดเรียกวํา Mesocarp และ
ชั้นใน เป็นเปลือกหรือกะลาแข็งหุ๎มเมล็ดเรียกวํา Endocarp (ภาพที่ 6ค) ซึ่งเมล็ดจะมีขนาดและ
รูปรํางสัมพันธ์กับขนาดและรูปรํางของผล 

 

 
 

ภาพที่ 6 ก.และ ข. ผล ค. เมล็ดตาลโตนด 

 

ก ข 

Exocarp 
Mesocarp 
Endocarp 

ก ข ค 

Endosperm 



 
10 

 

2.3  การใช้ประโยชน์จากตาลโตนด 
2.3.1  ประโยชน์ด๎านอาหาร 

 ชํอดอกเพศผู๎แตกแขนงออกเป็นงวงตาล และชํอดอกเพศเมียเรียกวําปลีตาล จะให๎น้ าหวาน
เรียกวําน้ าตาลใสหรือน้ าตาลสด น าไปเคี่ยวไฟจนได๎น้ าตาลเข๎มข๎นในรูปแบบตํางๆ  เชํน น้ าผึ้ง  
น้ าตาลปี๊บ น้ าตาลปึก น้ าตาลแวํน และน้ าตาลผง หากน าน้ าตาลสดไปหมักแปรรูป  จะได๎
น้ าส๎มสายชู ผลตาลอํอนๆ  เน้ือลูกตาลด๎านติดขั้วเรียกวําหัวตาล น ามาปอกเปลือกออกเอาเฉพาะเนื้อ
ข๎างใน ใช๎ท าแกงหัวตาลและผักจิ้มน้ าพริก  ในผลตาล มีเมล็ดเรียกวําลูกตาลสด ใช๎กินสดๆ หรือ
น าไปลอยแก๎วเป็นของหวาน สํวนเนื้อผลตาลมีสีเหลืองสด เมื่อเอาเส๎นใยออก น ามาคั้นจะได๎น้ าสี
เหลือง มีกลิ่นหอม นิยมน ามาใช๎แตํงสีขนมตํางๆ เชํน ขนมตาล ขนมเค๎ก ขนมขี้หนู ไอศกรีม เมล็ด
ตาล หากน าไปเพาะ เมื่อเร่ิมงอก สํวนใบเลี้ยงจะเร่ิมพัฒนาเรียกวําจาวตาล น าไปเชื่อมกับน้ าตาล
ทรายเป็นจาวตาลเชื่อม กินกับข๎าวเหนียวมูน หรือน ามาชุบแป้งทอดเรียกวําโตนดทอด เป็นของกิน
เลํนหรือน าไปแกงส๎ม 

2.3.2  ประโยชน์ด๎านแพทย์แผนโบราณ 
 ชํอดอกต๎มน้ ากินแก๎โรคตานขโมยในเด็ก แก๎พิษตานซาง แก๎อาการร๎อนใน ปากเป็นแผล  
และขับพยาธิ ชํอดอกเพศผู๎ใช๎เป็นยาขับปัสสาวะ เมื่อน ามาตากแห๎ง แล๎วต๎มกับสํวนผสมอ่ืนๆ จะได๎
ยาบ า รุงก าลัง  รากน ามาต๎มน้ า  เป็นยาขับปัสสาวะ ยาชูก าลั ง  ขับเลือด แก๎พิษตานซาง  
ก๎านใบหรือทางตาล น ามายํางไฟและคั้นเอาน้ า ใช๎แก๎อาการท๎องรํวงและแก๎ปวดเมื่อย ลูกตาลแก๎
กระหายน้ า ชํวยลดอุณหภูมิความร๎อนในรํางกาย แก๎ไข๎ตัวร๎อน ละลายเสมหะ บรรเทาอาการไอ
เร้ือรัง 

2.3.3  ประโยชน์ด๎านอุตสาหกรรมกํอสร๎างและเฟอร์นิเจอร์ 
ใบแกํ ใช๎มุงหลังคาบ๎านได๎ดี ล าต๎น ก๎านใบหรือทางตาล น ามาท าเก๎าอ้ี โต๏ะ ฝาบ๎าน  

เฟอร์นิเจอร์ เคร่ืองตกแตํงบ๎าน ท าเชือก ต๎นตาลแกํใช๎ท าเสาบ๎าน โคนต๎นตาลใช๎ท าเรืออีโปง  
ลูกตาลน ามาเผาจนได๎เป็นถํานผลไม๎ดูดกลิ่น 

2.3.4  ประโยชน์ด๎านงานหัตถกรรม 
ใบตาลอํอนน ามาจักสานเป็นตะกร๎า หมวก เสื้อ กระเป๋า พัด เส๎นใยใช๎ท ากระดาษ ไม๎กวาด 

เชือก มุงหลังคา ไม๎ตาลใช๎ท าของใช๎งานในบ๎านและของช ารํวย เชํน กาน้ า ก าไลข๎อมือ แก๎วไวน์ 
พวงกุญแจ กรอบรูป ช๎อนส๎อม ตะเกียบ ที่รองแก๎ว ถ๎วยกาแฟ กลํองตะเกียบ ตะหลิว ทัพพี ที่ปักธูป 
จาน ไม๎เกาหลัง ไม๎ตีพริก ใบตาลแกํใช๎ท าพัดขนาดใหญํเรียกวําตาลปัตร เพื่อถวายพระภิกษุ 
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2.3.5  ประโยชน์ด๎านการเกษตร 
เมล็ดตาลหรือลูกตาลสดใช๎เป็นอาหารเลี้ยงวัว เส๎นใยโคนทางตาลใช๎ท าเชือกลํามสัตว์เลี้ยง 

ก๎านใบใช๎ท ารั้วคอกสัตว์ ใบตาลและทุกสํวนของต๎นตาลใช๎ท าปุ๋ยพืชสด ล าต๎นใช๎ท าทํอระบายน้ าใน
พื้นที่การเกษตร ต๎นตาลเผาเป็นเถ๎าเพิ่มธาตุอาหารให๎แกํดิน ใช๎ท าเสาทําเทียบเรือหรือสะพานปลา 
เพราะล าต๎นแข็งแรง เนื้อไม๎แชํอยูํในน้ าได๎นาน ไมํผุงําย ทนแดด ทนฝนและลดการเสียดสีได๎ดี  
(ไพฑูรย์ ศิริรักษ์. 2551 : 17 - 81) (ภาพที่ 7) 
 

  

  
 

ภาพที่ 7 ผลิตภัณฑ์จากตาลโตนด ก. น้ าตาลสด ข. ขนมตาล ค. เคร่ืองจักสาน ง. ร้ัวคอกสัตว์ 
(ที่มา : http://www.gotoknow.org/blog/kroothoon97/435145) 

 
2.4  โครโมโซมและคาริโอไทป์ 
 โครโมโซม (Chromosome) คือโครงสร๎างที่อยูํในนิวเคลียสของเซลล์ เป็นที่บรรจุของยีน 
มีนิวคลีโอโปรตีน (Nucleoprotein) ซึ่งมีคุณสมบัติติดสีชนิดที่เป็นดําง สามารถตรวจเห็นได๎ชัดเจน
ภายใต๎กล๎องจุลทรรศน์ เมื่อเซลล์อยูํในระยะของการแบํงเซลล์ โครโมโซมของสิ่งมีชีวิตในสปีชีส์
เดียวกันจะมีลักษณะและจ านวนโครโมโซมเหมือนกัน และมีความแตกตํางกันระหวํางสิ่งมีชีวิต
ตํางสปีชีส์ 
 โครโมโซมสามารถจ าแนกได๎ 4 รูปแบบ (อมรา  คัมภิรานนท์. 2546 : 34) โดยใช๎ต าแหนํง
ของเซนโทรเมียร์ (Centromere) เป็นเกณฑ์ในการจ าแนก ดังนี ้(ภาพที่ 8) 

ก ข 

ค ง 
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1. โครโมโซมแบบเมทาเซนทริก (Metacentric Chromosome) คือ โครโมโซมระยะ 
เมทาเฟส (Metaphase) มีต าแหนํงเซนโทรเมียร์อยูํกึ่งกลางของโครโมโซม ท าให๎แขนสองข๎างยาว
เทํากันและปรากฏรูปรํางเหมือนตัววี (V) ในขณะที่โครโมโซมอยูํในระยะแอนาเฟส (Anaphase) 

2. โครโมโซมแบบซับเมทาเซนทริก (Submetacentric Chromosome) คือ โครโมโซมที่มี
ต าแหนํงเซนโทรเมียร์คํอนไปด๎านใดด๎านหนึ่งของโครโมโซม มีผลท าให๎แขนทั้ง 2 ข๎างยาวไมํ
เทํากัน จึงมีการก าหนดสัญลักษณ์ของแขนข๎างสั้น คือ p และแขนข๎างยาว คือ q โครโมโซมแบบนี้
ในระยะแอนเฟสมีรูปรํางเหมือนตัวเจ (J) หรือแอล (L) 

3. โครโมโซมแบบอะโครเซนทริก (Acrocentric Chromosome) คือ โครโมโซมที่มี
ต าแหนํงเซนโทรเมียร์อยูํเกือบปลายสุดของโครโมโซม ท าให๎แขนข๎างยาวมีความยาวมากกวําแขน
ข๎างสั้นมาก  

4. โครโมโซมแบบเทโลเซนทริก (Telocentric Chromosome) คือ โครโมโซมที่มีต าแหนํง
เซนโทรเมียร์ อยูํปลายสุดของโครโมโซม มีผลท าให๎โครโมโซมมีแขนเพียงข๎างเดียว  

 

 
ภาพที่ 8  โครงสร๎างและรูปแบบโครโมโซม 

(ที่มา : Bloggang. Retrieved August18, 2010, fromhttp://www.bloggang.com) 
 
 คาริโอไทป์ (Karyotype) หมายถึง การน าเอาโครโมโซมแตํละแทํง จากเซลล์ในระยะ 
เมทาเฟสเพียงเซลล์เดียว มาจัดเรียงเป็นคูํๆ ของโครโมโซมคูํเหมือน และเรียงล าดับตามขนาด จากคูํ
ที่มีขนาดใหญํจนถึงคูํที่มีขนาดเล็ก การวางโครโมโซมจะวางให๎แขนข๎างสั้นของโครโมโซมตั้งขึ้น
และต าแหนํงของเซนโทรเมียร์ตรงกัน ตัวอยํางเชํน การจัดคาริโอไทป์ของลิงกัง (อลงกลด  
แทนออมทอง, สัมภาษณ์ คุณสุข, วิวรรธน์ แกํนสาและเรืองวิทย์ บรรจงรัตน์. 2005 : 1 - 11 (ภาพที่ 
9)) การศึกษาคาริโอไทป์ต๎องอาศัยเวลาและความอดทน แตํมีประโยชน์ ดังนี ้
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1. ชํวยจัดจ าแนกชนิดของพืช เพราะปกติคาริโอไทป์จะคงที่ในสปีชีส์เดียวกัน แตํอาจมีการ
เปลี่ยนแปลงได๎ระหวํางที่มีวิวัฒนาการ 

2. ชํวยนักอนุกรมวิธานในการหาความสัมพันธ์ และความเป็นมาของสปีชีส์ 
3. ใช๎ในการปรับปรุงพันธุ์พืช  
4.ใช๎ในการศึกษาวิวัฒนาการของพืช (อมรา  คัมภิรานนท์. 2546 : 258 - 259) 
 

 
 

ภาพที่ 9  ตัวอยํางการจัดคาริโอไทป์ของลิงกัง 
(ที่มา : อลงกลด แทนออมทอง, สัมภาษณ์ คุณสุข, วิวรรธน์ แกํนสา 

และเรืองวิทย์ บรรจงรัตน์. 2005 : 1 - 11) 
อัจฉริยา รังษิรุจิ, ฐปวิตรา ผํองแผ๎ว และธวัชดอนสกุล (2549 : 49 – 61) ศึกษาโครโมโซม

ของพืชสกุล  Salacca จ านวน 6  สายพันธุ์  โดย เต รียมโครโมโซมจากปลายราก แชํ ใน  
PDB 9 – 12 ชั่วโมงและย๎อมด๎วยสีกิมซา 1–2 ชั่วโมง พบวําพืชสกุลระก าทั้ง 6 สายพันธุ์ มีจ านวน
โครโมโซม 2n = 2x = 28 โดยมีคาริโอไทป์และจ านวนโครโมโซมพื้นฐาน (Fundamental Number : 
NF) แตกตํางกัน คือ ระก า มีคาริโอไทป์ประกอบด๎วย 10m + 1sm + 1st +2t คูํ จ านวนโครโมโซม
พื้นฐานเทํากับ 52  สํวนสละเนินวง, สละหม๎อ, สละสายน้ าผึ้ง, สละพอนโดะ และสละบาหลี  
มีคาริโอไทป์ประกอบด๎วย 11m + 3sm คูํ ,12m + 1sm + 1st คูํ, 9m + 2sm + 3st คูํ, 13m + 1sm คู ํ
11m + 2sm + 1st คู ํตามล าดับ จ านวนโครโมโซมพื้นฐานเทํากันทั้ง 5 สายพันธุ์ คือ 56 นอกจากนี้ยัง
พบความแตกตํางระหวํางโครโมโซมของสละที่พบในประทศไทยและประเทศอินโดนีเซีย คือ
โครโมโซมของสละพอนโด และสละบาหลี พบแซทแทลไลท์ที่ปลายแขนข๎างสั้นของโครโมโซม  
1 คูํ ซึ่งไมํปรากฏในระก า สละเนินวง สละหม๎อ และสละสายน้ าผึ้ง 
 Maria, Clyde and Cheah (1995 : 122 – 134) ศึกษาจ านวนโครโมโซมของปาล์มน้ ามัน 
(Elaeis guineensis L.) พบวํามีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 32 แบํงโครโมโซมโดยใช๎ขนาดเป็น
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เกณฑ์ได๎ 3 กลุํม คือกลุํมโครโมโซมขนาดใหญํ ได๎แกํ คูํที่ 1 กลุํมโครโมโซมขนาดกลาง ได๎แกํ คูํที่ 
2 – 9 และโครโมโซมขนาดเล็ก ได๎แกํ คูํที่ 10 – 16    

Moro, Silver and Geraldo (1999 : 225 – 228)  ศึกษาจ านวนโครโมโซมของพืชวงศ์ปาล์ม  
5 ชนิด พบวํา Aiphanes acanthophylla  มีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 30, A. aryotaefolia  
มีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 30, Syagrus coronata มีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 32  
S. quinquifalia มีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 32 และ Scheelea lauromuelleriana  มีจ านวน
โครโมโซม 2n = 2x = 32 ซึ่งพบวําพืชทั้ง 5 ชนิดมีจ านวนโครโมโซมใกล๎เคียงกัน อยูํระหวําง  
2n = 2x = 30 และ 2n = 2x = 32 
 Roser (1994: 83 – 122) ศึกษาและเปรียบเทียบจ านวนโครโมโซมและคาริโอไทป์ของพืช
วงศ์ปาล์ม (Arecaceae) จากพืช 56 ตัวอยํางใน 6 Subfamilies พบวําใน Subfamily Coryphoideae 
มีจ านวนโครโมโซมตั้งแตํ 2n = 2x = 28 ถึง 2n = 2x = 36 Subfamily Calamoideae มีจ านวน
โครโมโซมตั้งแตํ 2n = 2x = 26 ถึง 2n = 2x = 36  Subfamily Ceroxyloideae มีจ านวนโครโมโซม
ตั้งแตํ 2n = 2x = 26 ถึง 2n = 2x = 34 และใน Subfamily Arecoideae มีจ านวนโครโมโซมตั้งแตํ  
2n = 2x = 28 ถึง 2n = 2x = 36 

AbdAlla and Abd El-Kawy (2010 : 165 – 170)  ศึกษาโครโมโซมของอินทผาลัม  
(Phoenix dactylifera L.) อยูํใน Subfamily Coryphoideae ซึ่งเป็น Subfamily เดียวกับตาลโตนด  
อินทผาลัมมีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 36  โดยมีโครโมโซม 3 แบบ คือ โครโมโซมชนิด 
เมทาเซนทริก ได๎แกํ โครโมโซมที่ 2 – 6 โครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก ได๎แกํ โครโมโซมคูํที่  
11 – 17  และโครโมโซม Y สํวนโครโมโซมที่ 1, 7 – 10 และโครโมโซม X เป็นโครโมโซม 
ชนิดซับเมทาเซนทริก  
 
2.5  การก าหนดเพศในพืชดอก 

พืชดอกสํวนใหญํประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ เป็นดอกสมบูรณ์เพศ (Perfect Flower หรือ 
Hermaphodrite) คือ ดอกที่มีทั้งโครงสร๎างที่สร๎างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู๎ (Staminate) และสร๎างเซลล์
สืบพันธุ์เพศเมีย (Pistillate) อยูํในดอกเดียวกัน อีกประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ เป็นพืชที่มีดอกแยกเพศ 
(Unisexual Flower) ซึ่งวิวัฒนาการเป็นพืช 2 กลุํมคือ  
กลุํมที่ 1 เป็นพืชที่มีดอกแยกเพศอยูํบนต๎นเดียวกัน (Monoecious) แบํงเป็น 3 รูปแบบคือ  

1. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศ และดอกเพศเมียอยูํบนต๎นเดียวกัน (Gynomonoecy) เชํน  
Poa spp.  
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2. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศและดอกเพศผู๎อยูํบนต๎นเดียวกัน (Andromonoecy) เชํน 
Cucumis melo 

3. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศ ดอกเพศผู๎และเพศเมียอยูํบนต๎นเดียวกัน (Trimonoecy) เชํน 
Dimorphotheca pluvialis 

กลุํมที่ 2 เป็นพืชที่ดอกแยกเพศอยูํคนละต๎น (Dioecious) แบํงเป็น 3 รูปแบบคือ 
1. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศ และดอกเพศเมียอยูํแยกคนละต๎น (Gynodioecy) เชํน  

Plantago coronopus 
2. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศ และดอกเพศผู๎อยูํแยกคนละต๎น (Androdioecy) เชํน 

Datisca glomerata 
3. พืชที่มีดอกสมบูรณ์เพศ ดอกเพศผู๎และเพศเมียอยูํแยกคนละต๎น  (Trioecy หรือ 

Subdioecy) เชํน Pachycereus pringlei  (Ainsworth. 2000 : 211 – 221) 
 
ระบบก าหนดเพศในพืชมีหลายรูปแบบดังนี้ 

1. ระบบโครโมโซม 
1.1  ระบบก าหนดเพศแบบ Male Heterogametic Sex หรือ Female Homogametic 

Sex คือ เพศผู๎สร๎างเซลล์สืบพันธุ์ได๎ 2 ชนิด คือ เซลล์สืบพันธุ์ที่มีโครโมโซมเพศเป็น X และ Y สํวน
เพศเมียสร๎างเซลล์สืบพันธุ์ได๎ 1 ชนิด คือ เซลล์สืบพันธุ์ที่มีโครโมโซมเพศเป็น X เชํน Rumex 
angiocarpus, Silene dioica (Melandrium rubrum), มะละกอ (Carica papaya) และหนํอไม๎ฝร่ัง 
(Asparagus officinalis) (Ming, Wang, Moore and Paterson. 2007 : 141 - 150) 

1.2  ระบบก าหนดเพศแบบ Female Heterogametic Sex หรือ Male Homogametic 
Sex คือ เพศผู๎สร๎างเซลล์สืบพันธุ์ได๎ 1 ชนิด คือ เซลล์สืบพันธุ์ที่มีโครโมโซมเพศเป็น X สํวนเพศเมีย
สร๎างเซลล์สืบพันธุ์ได๎ 2 ชนิด คือ เซลล์สืบพันธุ์ที่มีโครโมโซมเพศเป็น X  และ Y เชํน  
Fragaria elatior (Hardenack and Grant. 1997 : 130 – 136) 

1.3 ระบบก าหนดเพศแบบอัตราสํวนระหวํางจ านวนโครโมโซม X และ
โครโมโซมรํางกาย (X – to – Autosome (A) Balance System) เชํน Humulus lupulus  
Humulus  japonicas และ Cannabis sativa (Ming et al. 2007 : 404 - 408) 
  1.4  ระบบก าหนดเพศโดยจ านวนโครโมโซม  เชํน Phoradendron flavescens และ
Phoradendron villosum เพศผู๎มีจ านวนโครโมโซมมากกวําเพศเมีย (Ainsworth. 2000 : 211 – 221), 
(Ming et al. 2007 : 404 - 408) 
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 2.  ระบบฮอร์โมน คือ ระดับของฮอร์โมนมีผลตํอการแสดงออกของเพศ เชํน ฮอร์โมน 
ออกซินและไซโตไคนินมีผลตํอการแสดงออกของเพศในข๎าวโพด (Zea mays), แตงกวา (Cucumis 
sativa) (Tanurdzic and Banks. 2004 : 561 – 571) ฮอร์โมนจิบเบอเรลลินชักน าให๎เกิดการสร๎างดอก
เพศผู๎ได๎ในข๎าวโพด (Parkinson, Gross and Hollick. 2007 : 462 – 473) 
 3. ก าหนดเพศด๎วยฟีโรโมน เชํน Ceratopteris richardii (Juarez and Banks. 1998 : 
68 – 72) 
 4.  การก าหนดเพศโดยปัจจัยทางสิ่งแวดล๎อม ได๎แกํ ความเข๎มของแสง ชํวงเวลาระหวํางวัน
อุณหภูมิและแรํธาตุ เชํน ข๎าวโพดและแตงกวา (Ming et al. 2007 : 404 - 408) 

5.  การก าหนดเพศด๎วยยีน เชํน มะละกอควบคุมโดยยีน 1 ต าแหนํงแบบมัลติเปิลอัลลีล 
(Multiple Allele) ซึ่งมี 3 อัลลีล คือ M1, M2 และ m โดย Hofmeyr หรือ M, Mh และ m โดย Storey  
Mh คือ อัลลีลที่ควบคุมลักษณะกะเทย (Hermaphrodite Allele) สํวน M และ m คือ อัลลีลที่ควบคุม
ลักษณะเพศผู๎ (Male Allele) และเพศเมีย (Female Allele) ดังนั้น มะละกอเพศผู๎มีจีโนไทป์เป็น Mm 
มะละกอเพศเมียมีจีโนไทป์เป็น mm และมะละกอกะเทยมีจีโนไทป์เป็น Mhm สํวนจีโนไทป์แบบ 
MM, MhMh หรือ M Mh มะละกอจะตาย (Ming, Yu and Moore. 2007 : 401 – 408) ซึ่งต าแหนํงของ
แอลลีลอยูํบนยีนเดียวกันคือ SexI 
 
2.6  เครื่องหมายดีเอ็นเอ (DNA Marker) 
 เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ หมายถึง ล าดับเบสชํวงหนึ่งของดีเอ็นเอที่ใช๎เป็นเคร่ืองหมายบํงชี้ความ
เป็นเอกลักษณ์ของสิ่งมีชีวิต โดยมีต าแหนํงอยูํบนโครโมโซมในนิวเคลียส (Nuclear DNA) หรือใน
ออร์แกเนลล์ คือ ไมโทคอนเดรีย (Mitochondrial DNA) และคลอโรพลาสต์ (Chloroplast DNA) 
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอเหลํานี้สามารถถํายทอดไปสูํรํุนลูกได๎ การใช๎ดีเอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายพันธุกรรม
ได๎ เนื่องจากเกิดความแปรปรวน (Variation) ของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอหรือเกิด 
โพลีมอร์ฟิซึม (Polymorphism) ของล าดับเบสในโมเลกุลของดีเอ็นเอ (สุรินทร์  ปิยะโชคณากุล. 
2545 : 24) 
 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ สามารถแบํงออกเป็นประเภทใหญํๆ ได๎ 2 ประเภท คือ  
1. Hybridization – Based Marker เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ซึ่งพัฒนาขึ้นโดยอาศัยหลักการ 

เข๎าคูํของล าดับเบสดีเอ็นเอที่เป็นคูํสมกันระหวํางดีเอ็นเอตรวจสอบ (Probe) กับดีเอ็นเอที่ต๎องการ
ตรวจสอบ โดยใช๎เทคนิคไฮบริไดเซชัน (Hybridization) ตัวอยํางได๎แกํ เคร่ืองหมายอาร์เอฟแอลพี 
(RFLP Marker ) 
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2. PCR – Based Marker เป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอที่พัฒนาขึ้น โดยอาศัยหลักการ 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยปฏิกิริยาลูกโซํจ าลองตัวดีเอ็นเอ หรือเทคนิคพีซีอาร์ (PCR : Polymerase 
Chain Reaction Technique)   

เทคนิคพีซีอาร์เป็นเทคนิคการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอในหลอดทดลอง ค๎นพบโดย Kary Mullis 
ในปี ค.ศ. 1980 เทคนิคนี้เป็นการจ าลองดีเอ็นเอในสิ่งมีชีวิต  โดยอาศัยเอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรส 
ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ทนตํออุณหภูมิสูงและสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ต๎องการเป็นจ านวนมาก 
ภายในเวลาเพียง 2 – 3 ชั่วโมง เทคนิคพีซีอาร์มี 3 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนการแยกดีเอ็นเอเป็นสายเดี่ยว 
(Denaturation) เป็นขั้นตอนที่ดีเอ็นเอต๎นแบบถูกท าให๎แยกออกจากกันเป็นสายเดี่ยว 2 สาย เพื่อเปิด
โอกาสให๎ไพรเมอร์เข๎าไปจับกับบริเวณที่ต๎องการเพิ่มปริมาณบนสายดีเอ็นเอต๎นแบบ ขั้นตอนการ
จับของไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต๎นแบบ (Annealing) เป็นขั้นตอนที่ไพรเมอร์ซึ่งเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว
ทํอนสั้นๆ จะเข๎าจับกับบริเวณที่เป็นคูํสมกับดีเอ็นเอต๎นแบบ และขั้นตอนการสร๎างดีเอ็นเอสายใหมํ 
(Extension) เป็นขั้นตอนที่เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลีเมอเรสเติมนิวคลีโอไทด์ทั้ง 4 ชนิดเข๎าที่ปลาย 3´
ของไพรเมอร์ โดยมีล าดับการเรียงตัวของนิวคลีโอไทด์ตามเบสที่เป็นคูํสมกับดีเอ็นเอต๎นแบบ  
สายดีเอ็นเอที่ได๎จะยาวขึ้น ปฏิกิริยาทั้ง 3 ขั้นตอนจะด าเนินไปตามโปรแกรมจ านวนรอบของ
อุณหภูมิที่ตั้งคําไว๎ ซึ่งเทคนิคพีซีอาร์ท าให๎เกิดเทคนิคใหมํๆ ทางพันธุศาสตร์โมเลกุล ในการ
วิเคราะห์จีโนม (ปรีชา ประเทพา. 2543 : 45 – 50) เชํน เทคนิคอาร์เอพีดี (RAPD : Random 
Amplified Polymorphic DNA) เทคนิคเอเอฟแอลพี (AFLP : Amplified Fragment Length 
Polymorphism) เทคนิคเอ็มพี พีซีอาร์ (MP – PCR : Microsatellite – Primed PCR) เทคนิคไอเอส
เอสอาร์ (ISSR : Inter Simple Sequence Repeat) เทคนิคเอสอาร์เอพี (SRAP : Sequence – Related 
Amplified Polymorphism) เทคนิคทีอาร์เอพี (TRAP : Target Region Amplification 
Polymorphism) เทคนิคเอสซีเออาร์ (SCAR : Sequence Characterized Amplified Region) (สุรินทร์  
ปิยะโชคณากุล. 2552 : 73 - 80) 
 เทคนิคเคร่ืองหมายโมเลกุลที่สามารถใช๎จ าแนกเพศพืชได๎ เชํน เทคนิคอาร์เอพีดี ใช๎จ าแนก
เพศของมะละกอ (Urasaki, Tokumoto, Tarora, Ban, Kayano, Tanaka, Oku, Chinen  and Terauchi. 
2002 : 281 – 285) พบเคร่ืองหมาย PSDM (Papaya Sex Determination Marker) ที่มีขนาด 450 คูํ
เบสในการระบุเพศของมะละกอ ซึ่งพบในมะละกอเพศผู๎และกะเทยเทํานั้น  เทคนิคอาร์เอพีดียังใช๎
ในการศึกษาพืชอ่ืนอีกหลายชนิด เชํน Pistacia vera (Hormaza, Dollo and Polito. 1994 :  
349 – 358) Cannabis sativa L. (Mandolino, Carboni, Forapani, Faeti and Ranalli. 1999 : 86 – 92)  
ตาลโตนด (Karun, George, Manimekalai, Rajesh and Remya. 2007 : 1075 – 1077)  
Simmondsia chinensis (Agrawal, Sharma, Gupta, Kumar and  Prasad. 2007 : 207 – 210) 
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Commiphora wightii (Samantaray, Geetha, Hidayath and Maiti. 2009 : 95 – 99)  
สํวนเทคนิคเอเอฟแอลพี ใช๎จ าแนกเพศของ Rumex acetosa (Rahman and Ainsworth. 2004 : 160 – 
169) หนํอไม๎ฝร่ัง(Reamon – Buttner, Schondelmaier and Jung. 1998 : 91 – 98)  
Cannabis sativa L. (Peil, Flachowsky, Schumann and Weber. 2003 : 102 – 109)  
นักวิจัยหลายกลุํมใช๎เทคนิคไอเอสเอสอาร์ เพื่อจ าแนกเพศของอินทผาลัม (Phoenix dactylifera) 
(Younis, Ismail and Soliman. 2008 : 278 – 284) Simmondsia chinensis (Sharma, Agrawal, Gupta, 
Kumar and Prasad. 2008 : 239 – 243) เทคนิคเอสซีเออาร์ มีการน าไปใช๎ในการตรวจสอบความ
แตกตํางระหวํางเพศในพืชหลายชนิด เชํน มะละกอ Deputy, Ming, Ma, Liu, Fitch, Wang, 
Manshardt and Stiles (2002 : 107 – 111) พบวําไพรเมอร์ SCAR T12 และ SCAR W11 สามารถ
แยกความแตกตํางของเพศมะละกอได๎ โดยท าให๎เกิดแถบดีเอ็นเอขนาด 800 คูํเบสในมะละกอเพศผู๎
และกะเทย Lemos, Silva and Zaidan (2002 : 179 – 184) พบวํา PKBT-5 สามารถเพิ่มปริมาณ 
ดีเอ็นขนาด 320 คูํ เบสได๎ในเพศผู๎และเพศกะเทย และใช๎ เทคนิคนี้ในพืชอ่ืนๆอีก เชํน  
Pistacia vera L. (Yakubov, Barazani and Golan – Goldhirsh. 2005 : 473 – 478) Salix viminalis L. 
(Gunter, Roberts, Lee, Larimer and Tuskan. 2003 : 185 – 189) Ginkgo biloba L. (Liao, Liu, Dai, 
Li, Xie, Chen, Yin and Qiu. 2009 : 49 - 55) 
 
2.7  เครื่องหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 
 เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบสุํมที่มีแนวโน๎มเป็นสํวนของยีนมากกวําเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ
แบบสุํมชนิดอ่ืน โดยการออกแบบไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ ชนิด Forward มีขนาด 17 เบส และ Reverse 
มีขนาด 18 เบสแตํละไพรเมอร์ประกอบด๎วยล าดับเบสแกน ซึ่งมีความแตกตํางกันระหวําง Forward 
และ Reverse คือ Forward ประกอบด๎วยล าดับเบสปกติ เรียกวํา Filler ยาว 10 เบส ตํอด๎วยเบส 
CCGG เพื่อใช๎จับกับสํวนเอกซอน (Exon) หรือ ORF (Open Reading Frame) ซึ่งเป็นบริเวณที่มี
ล าดับเบส GC สูง (GC Rich) สํวน Reverse มี Filler ยาว 11 เบส และแตกตํางจาก Filler ของ 
Forward ตํอด๎วยเบส AATT เพื่อให๎จับได๎กับดีเอ็นเอในจีโนมบริเวณที่มีล าดับเบส AT สูง (AT 
Rich) มักพบในสํวนของอินทรอน (Intron) และโพรโมเตอร์ (Promoter) ของยีน ที่ปลาย 3’ ของ
ล าดับเบสแกนมีเบสคัดเลือก จ านวน 3 เบสที่เปลี่ยนแปลงได๎ อาศัยหลักการเดียวกับการออกแบบ
ไพรเมอร์ของเคร่ืองหมายโมเลกุลเอเอฟแอลพี จากไพรเมอร์ที่ออกแบบ ท าให๎ต าแหนํงที่สามารถ
เพิ่มปริมาณได๎ในจีโนม 
 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช๎วิธี Step Up PCR คือใช๎อุณหภูมิในขั้นตอนการจับของไพรเมอร์
กับดีเอ็นเอต๎นแบบที่อุณหภูมิระดับต่ า คือ 35 องศาเซลเซียส จ านวน 5 รอบ เพื่อให๎ไพรเมอร์จับกับ
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ดีเอ็นเอเป้าหมายได๎ดี แล๎วจึงเพิ่มอุณหภูมิให๎สูงขึ้นอยูํที่ระดับ 50 องศาเซลเซียสอีก 30 – 35 รอบ 
เพื่อให๎เกิดการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะสํวนที่มาจาก 5 รอบแรกเทํานั้น หลังจากนั้นตรวจสอบผล
ด๎วยเจลโพลิอะครีลาไมด์ (Denaturing Polyacrylamide Gel) และตรวจสอบผลในรูปของการมี
หรือไมํมีแถบดีเอ็นเอในต าแหนํงที่ตรงกัน (สุรินทร์ ปิยะโชคณากุล.2552 : 76 – 78) 

เทคนิคเอสอาร์เอพี น าไปใช๎ในการหาความแตกตํางทางพันธุกรรมในพืชหลายชนิด เชํน 
มันฝร่ัง (Solanum tuberosum), ข๎าว (Oryza sativa), ผักกาด (Lactuca sativa), กะหล่ าปลี (Brassica 
rapa), Rapeseed (Brassica napus), กระเทียม (Allium sativum), แอปเปิ้ล (Malus x domestica) 
และคึ่นฉําย (Apium graveolens) (Li and Quiros. 2001 : 455 – 461) ท าให๎ค๎นพบยีนตํางๆ เชํน ยีนที่
ท าให๎กะหล่ าปลีเพศผู๎เป็นหมันและยีนต๎านทานไวรัสในคึ่นฉําย ดลรัชต์ สุดหล๎า, ปรียา พวงส าลี 
หวังสมนึก, พิเชษฐ์ศักดิ์ ศรีวงศ์, พินิจ หวังสมนึก, สนั่น จอกลอย และอารันต์ พัฒโนทัย (2553 : 
476 – 481) ศึกษาพันธุกรรมแกํนตะวัน จ านวน 47 สายพันธุ์ ด๎วยเคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี  
พบวํามี 9 คูํไพรเมอร์ที่สามารถสังเคราะห์แถบดีเอ็นเอเฉลี่ย 24.33 แถบ มีแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน
เฉลี่ย 21.11 แถบ โดยมีขนาด 95 – 2,000 คูํเบส คํา Polymorphic Information Content (PIC) มี
คําเฉลี่ย 0.955 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมสามารถแบํงแกํนตะวัน 47 พันธุ์ออกเป็น 7 
กลุํม Zhao, Fang, Pan, Yang, Chung and Park. (2009 : 2604 – 2610) ศึกษาความสัมพันธ์ระหวําง
พันธุกรรมของ Mulbery โดยใช๎ไพรเมอร์ 12 คูํไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 83 แถบ มีแถบ 
ดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 59 แถบ คิดเป็น 71.1 เปอร์เซ็นต์ มีคํา PIC เทํากับ 0.1353 มีคําดัชนีความ
เหมือนอยูํระหวําง 0.6905 – 0.9524 เฉลี่ย 0.8330 Uzun, Gulsen, Seday, Bircan and Yilmaz. (2010 
: 5396 – 5404) วิเคราะห์ความหลากหลายทางพันธุกรรมของ Prunus armeniaca L. โดยใช๎ 
ไพรเมอร์ 16 คูํไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 87 แถบ เป็นแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 63 แถบ 
คิดเป็น 73 เปอร์เซ็นต์ มีคําดัชนีความเหมือนระหวําง 0.77 – 0.97  
 Wenshan, Xiaodong and Youling. (2008 : 688 – 691) ใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี
จ าแนกเพศ Ficus pumila L. เพื่อคัดเลือกเพศของพืชชนิดนี้ในระยะต๎นกล๎า ท าให๎ไมํเสียเวลาในการ
จัดการปลูก เพราะ Ficus pumila L. เพศเมียจะให๎ผล ซึ่งมีคุณคําทางเศรษฐกิจ แตํต๎องใช๎ระยะเวลา
ประมาณ 3 – 5 ปี จึงจะทราบเพศ จึงใช๎เทคนิคเอสอาร์เอพี พีซีอาร์ โดยใช๎ไพรเมอร์จ านวน 153 คูํ
ไพรเมอร์ และใช๎ไพรเมอร์แบบ 3 ไพรเมอร์ จ านวน 1,500 ชุด พบวําไพรเมอร์ me1 / em2 / em14 
ให๎แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับเพศเมียขนาดประมาณ 230 คูํเบส จึงให๎ชื่อวํา FPme1 – em2 – em14 
230 นอกจากนี้ยังมีการใช๎เทคนิคเอสอาร์เอพีในการจ าแนกเพศของ Buchloe dactyloides Nuut. โดย
ใช๎ตัวอยํางเพศผู๎ 8 ตัวอยําง เพศเมีย 8 ตัวอยําง ท าเอสอาร์เอพี พีซีอาร์ โดยใช๎ไพรเมอร์ 228 คู ํ
ไพรเมอร์ พบวํามีแถบดีเอ็นเอเกิดขึ้น 2,690 แถบ แถบดีเอ็นเอมีขนาดประมาณ 50 – 1500 คูํเบส 
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และพบแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะกับเพศเมีย มีขนาดประมาณ 240 คูํเบส ซึ่งเกิดจากไพรเมอร์ me9/em2 
(5’-tgagtccaaaccggtag-3’ และ 5’-gactgcgtacgaatttgc-3’) (Zhou, Wang and Zhang. 2011 :  
261 – 266) ดังนั้นเทคนิคเอสอาร์เอพี จึงนําจะเป็นเทคนิคหนึ่งที่เหมาะสมส าหรับการจ าแนกเพศ
ตาลโตนด เพื่อพัฒนาเป็นเคร่ืองหมายจ าเพาะในคัดเลือกเพศและสายพันธุ์ตาลโตนดที่ต๎องการปลูก 
ท าให๎เกษตรกรใช๎ประโยชน์จากตาลโตนดได๎อยํางคุ๎มคํา 
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บทที ่3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1  ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 
 3.1.1    รากตาลโตนดจากการเพาะเมล็ด 

3.1.2    ใบอํอนของตาลโตนดเพศเมีย 3 สายพันธุ์ คือ สายพันธุ์กา, สายพันธุ์ขมิ้น 
และสายพันธุ์ข๎าว สายพันธุ์ละ 3 ตัวอยําง และใบอํอนของตาลโตนดเพศผู๎  
8 ตัวอยําง  

3.2 วัสดุ อุปกรณ์ 
3.2.1 ชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส (Gel Electrophoresis) 
3.2.2 อุปกรณ์ชุดถํายภาพ (Gel Document) 
3.2.3 เคร่ืองวัดคําดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
3.2.4 เคร่ืองเขยํา 
3.2.5 โกรํงบดตัวอยําง 
3.2.6 เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม (PCR Thermocycler) 
3.2.7 อํางน้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) 
3.2.8 ไมโครเวฟ (Microwave) 
3.2.9 หม๎อน่ึงความดัน (Automatic Autoclave) 
3.2.10 ไมโครปิเปต (Micropipette)  
3.2.11   กล๎องจุลทรรศน์ (Compound Light Microscope) 
3.2.12   กล๎องสเตอริโอ (Sterioscope) 
3.2.13   แผํนสไลด์ และกระจกปิดสไลด์ 
3.2.14   กรรไกร พูํกัน เข็มเขี่ย 
3.2.15   กระดาษทิชชู 
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3.3 สารเคมี 
3.3.1 Absolute Alcohol 
3.3.2 Acetocarmine 
3.3.3 Acrylamide  
3.3.4 Agarose 
3.3.5 Ammonium Persulfate 
3.3.6 Bind Silane และ Repel Silane 
3.3.7 Bisacrylamide 
3.3.8 Boric Acid 
3.3.9 Cetyl – Trimethyl Ammonium Bromide (CTAB) 
3.3.10 Chloroform 
3.3.11 Deoxyribonucleotide Triphosphate (dNTPs) 
3.3.12 Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) 
3.3.13 Ethidium Bromide 
3.3.14 Fixative (Absolute Ethanol : Acetic Acid = 3:1) 
3.3.15 Formaldehyde 
3.3.16 Glacial Acetic Acid 
3.3.17 Glycerol 
3.3.18 Isoamyl Alcohol 
3.3.19 Isopropyl Alcohol 
3.3.20 N – Lauroylsarcosine 
3.3.21 N,N,N’,N’ –  Tetramethylethylene Diamine (TEMED) 
3.3.22 Oil Immersion 
3.3.23 Paradichlobenzene (PDB) 
3.3.24 Primers (ตารางที่ 1)  
3.3.25 Silver Nitrate 
3.3.26 Sodium Carbonate 
3.3.27 Sodium Chloride 
3.3.28 Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 
3.3.29 Sodium Thiosulfate 
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3.3.30 Taq DNA Polymerase 
3.3.31 Tris Base 
3.3.32 Urea 
3.3.33 100 bp DNA Ladder 
3.3.34 1 kb DNA Ladder 
3.3.35 1N HCl  

 
ตารางที่ 1  ล าดับเบสของไพรเมอร์ 
ชื่อไพรเมอร์ ล าดับเบส (5’ ----> 3’) 

me1 TGAGTCCAAACCGGATA 
me2 TGAGTCCAAACCGGAGC 
me5 TGAGTCCAAACCGGAAG 
me7 TGAGTCCTTTCCGGTCC 
em2 GACTGCGTACGAATTTGC 
em5 GACTGCGTACGAATTCAA 
em6 GACTGCGTACGAATTCCA 
em8 GACTGCGTACGAATTCAC 
em9 GACTGCGTACGAATTACG 

em14 GACTGCGTACGAATTCAG 
 
3.4 วิธีการ 

3.4.1  การศึกษาคาริโอไทป์ตาลโตนด 
การเตรียมโครโมโซมจากปลายรากตาลโตนด 

เพาะเมล็ดตาลโตนดประมาณ 4 เดือน และตัดปลายรากตาลโตนดให๎มีความยาวประมาณ
0.5 – 1.0 เซนติเมตร ในชํวงเวลา 9.00 – 10.00 นาฬิกา แชํตัวอยํางในสารละลายพาราไดคลอโร 
เบนซีนอ่ิมตัว และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 6 ชั่วโมง เพื่อให๎การแบํงเซลล์หยุดอยูํใน
ระยะเมทาเฟส ใช๎หลอดแก๎วปลายแหลมดูดสารละลายพาราไดคลอโรเบนซีนออกให๎หมด เติม
น้ ายาคงสภาพคาร์นอย  (Carnoy’s Fixative) ให๎ทํวมปลายรากแล๎วเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (สมศักดิ์ อภิสิทธิวาณิช. 2538 : 40 – 50) เปลี่ยนมาแชํในเอทานอล 70 
เปอร์เซ็นต์ น าตัวอยํางปลายรากตาลโตนดที่ได๎แชํในสารละลายไฮโดรคลอริกเข๎มข๎น 1 โมลาร์  



 
24 

 

ตั้งไว๎ที่อุณหภูมิห๎องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ล๎างปลายรากตาลโตนดด๎วยน้ ากลั่นหลายๆ คร้ัง น ามาวาง
บนสไลด์ ย๎อมด๎วยสีอะซีโตคาร์มีนประมาณ 10 นาที ปิดด๎วยแผํนปิดสไลด์ ใช๎ปลายเข็มเคาะเบาๆ 
เพื่อให๎โครโมโซมกระจาย ตรวจผลด๎วยกล๎องจุลทรรศน์ บันทึกภาพ (ภาพที่ 10) 

 

 
 

ภาพที่ 10  ขั้นตอนการศึกษาด๎านเซลล์พันธุศาสตร์ของตาลโตนด 
 
การวิเคราะห์โครโมโซมและการจัดคาริโอไทป์ 

คัดเลือกภาพเซลล์ในระยะเมทาเฟส จ านวน 10 เซลล์ เพื่อนับจ านวนโครโมโซมในแตํละ
เซลล์ โดยความถี่ของจ านวนโครโมโซมที่นับได๎สูงสุด คือจ านวนโครโมโซมแบบดิพลอยด์ (2n)  

การหาความยาวสัมพัทธ์ (RL : Relative Length) โดยการวัดความยาวของโครโมโซม  
แตํละแทํง ทุกแทํงภายใน 1 เซลล์ แล๎วค านวณหาคําความยาวสัมพัทธ์ จากสูตรด๎านลําง แล๎วน ามา
จ าแนกขนาดโครโมโซมตามเกณฑ์ ดังตารางที่ 2 

 
 ความยาวสัมพัทธ์   = ความยาวโครโมโซมแตํละแทํง 

        ความยาวโครโมโซมทั้งหมดในเซลล์นั้น 
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การหาขนาดโครโมโซม โดยการวัดความยาวโครโมโซมแตํละแทํง แล๎วเปรียบเทียบกับ
คําที่ได๎จากการค านวณ โดยใช๎สูตรดังนี ้(อลงกลด แทนออมทองและคณะ. 2005 : 1 – 11)  
คําความยาวโครโมโซมจากการค านวณ  
=  ความยาวสัมพัทธ์ของโครโมโซมแทํงยาวที่สุด + ความยาวสัมพัทธ์ของโครโมโซมแทํงสั้นที่สุด 

          2 
 

ตารางที่ 2  เกณฑ์จัดจ าแนกขนาดโครโมโซม 
 

ขนาดโครโมโซม เกณฑ์ในการพิจารณา 
ขนาดใหญํ ความยาวโครโมโซมที่วัดได๎มากกวําคําที่ได๎จากการค านวณ 
ขนาดกลาง ความยาวโครโมโซมที่วัดได๎น๎อยกวําคําที่ได๎จากการค านวณ 
ขนาดเล็ก ความยาวโครโมโซมที่วัดได๎น๎อยกวําคร่ึงหนึ่งของความยาว

โครโมโซมแทํงที่ยาวที่สุด  
 
การจ าแนกชนิดโครโมโซม โดยการหาคําดัชนีเซนโทรเมียร์ (CI : Centromeric Index) จาก

สูตรด๎านลําง ซึ่งคําดัชนีเซนโทรเมียร์ ที่ได๎ จะใช๎ในการจ าแนกชนิดโครโมโซม (พวงผกา สุนทรชัย
นาคแสง. 2548) ดังตารางที่ 3 

 ดัชนีเซนโทรเมียร์ =         ความยาวของแขนข๎างยาว 
                     ความยาวของโครโมโซมทั้งแทํง 
ตารางที่ 3 เกณฑ์การจ าแนกชนิดโครโมโซม  
 

ดัชนีเซนโทรเมียร์ ชนิดโครโมโซม สัญลักษณ์ 
0.500 – 0.599 เมทาเซนทริก  m 
0.600 – 0.699 ซับเมทาเซนทริก  sm 
0.700 – 0.899 อะโครเซนทริก ac 
0.900 – 1.000 เทโลเซนทริก t 

 
การหาจ านวนโครโมโซมพื้นฐาน  จากการจ าแนกชนิดโครโมโซม ซึ่งโครโมโซมแบบ 

เมทาเซนทริก (m), ซับเมทาเซนทริก (sm) และอะโครเซนทริก (ac) มี 2 แขน สํวนเทโลเซนทริก (t) 
มี 1 แขน ดังนั้น จ านวนโครโมโซมพื้นฐาน จึงหาได๎จากสูตร 
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จ านวนโครโมโซมพื้นฐาน   =   จ านวนโครโมโซมชนิด m, sm และ ac 2 + จ านวน
โครโมโซมชนิด t 1 (สุวนิดา อัญจิรเวโรจน,์ อัจฉริยา รังษิรุจิและธวัช ดอนสกุล. 2551 : 183 – 198) 
 

3.4.2  การศึกษาพันธุกรรมของตาลโตนดโดยใช้เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 
3.4.2.1  การสกัดดีเอ็นเอจากใบตาลโตนด 
ชั่งใบอํอนตาลโตนด 1 กรัม ใสํในโกรํงบดสาร เติมไนโตรเจนเหลวบดให๎ละเอียด  

ปลํอยให๎ไนโตรเจนเหลวระเหยจนหมด เติม Extraction Buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร อุณหภูมิ  
65 องศาเซลเซียส บํมไว๎เป็นเวลา 30 นาที โดยกลับหลอดไปมา 2-3 คร้ังทุกๆ 10 นาที แล๎วเติม 
Chloroform : Isoamyl Alcohol (24:1) ปริมาตร 650 ไมโครลิตร ผสมให๎เป็นเนื้อเดียวกัน โดยกลับ
หลอดไปมาเบาๆ น าหลอดไปเขยําด๎วยเคร่ืองเขยําที่ความเร็ว 30 รอบตํอนาที นาน 3 นาที จากนั้น
น าไปปั่นเหวี่ยงด๎วยความเร็ว 13,000 รอบตํอนาที ที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 3 นาที เพื่อแยกชั้นน้ า
และคลอโรฟอร์มออกจากกัน  ใช๎ไมโครปิเปตดูดสารละลายสํวนบนใสํหลอดใหมํ ปริมาตร 550  
ไมโครลิตร แล๎วเติม 10 เปอร์เซ็นต์ CTAB ปริมาตร 65 ไมโครลิตร ซึ่งมีคุณสมบัติในการเกิด
สารประกอบเชิงซ๎อนกับโปรตีนและสารโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งสามารถชํวยในการก าจัดสาร 
โพลีแซคคาไรด์ที่มีปริมาณมากในพืชออกไปได๎  (ธนากร วงษศา, อภินันท์ ลิ้มมงคลและ 
อนุพันธ์ กงบังเกิด. 2008 : 165 – 175) และ Chloroform : Isoamyl Alcohol (24:1)  ปริมาตร 650 
ไมโครลิตร น าหลอดไปเขยําด๎วยเคร่ืองเขยําที่ความเร็ว 30 รอบตํอนาที นาน 3 นาที  จากนั้นน าไป
ปั่นเหวี่ยงด๎วยความเร็ว13,000 รอบตํอนาทีที่อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 3 นาที ดูดสารละลายดีเอ็นเอ
สํวนบนปริมาตร 500 ไมโครลิตร ใสํหลอดใหมํแล๎วเติม Isopropanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
กลับหลอดไปมาเบาๆ จนเห็นสายดีเอ็นเอ แล๎วน าไปปั่นเหวี่ยงด๎วยความเร็ว14,000 รอบตํอนาทีที่
อุณหภูมิห๎อง เป็นเวลา 3 นาที เทสารละลายสํวนบนทิ้ง เหลือเฉพาะตะกอนดีเอ็นเอ ล๎างดีเอ็นเอด๎วย
เอทานอล 70 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 300 ไมโครลิตร แล๎วเทออก ปลํอยดีเอ็นเอให๎แห๎ง ที่อุณหภูมิห๎อง 
ละลายดีเอ็นเอที่สกัดได๎ด๎วย TE Buffer ปริมาตร 20 – 50ไมโครลิตร เก็บดีเอ็นเอไว๎ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส หรือ -20 องศาเซลเซียส  เพื่อรอใช๎งานตํอไป 
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3.4.2.2  การค านวณหาปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ 
เจือจางสารละลายดีเอ็นเอด๎วย 1X TE Buffer (pH  8) ในอัตราสํวน 1 : 200 น าไปวัดคํา

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร (OD260) และ 280 นาโนเมตร(OD280) ด๎วยเคร่ืองวัดคํา
ดูดกลืนแสง น าคําที่ได๎ไปค านวณหาปริมาณและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอดังนี ้

ปริมาณของดีเอ็นเอ   =  50 x OD260 x จ านวนเทําที่เจือจาง (ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร)  
ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ   =  OD260/OD280 
ดีเอ็นเอที่บริสุทธิ์จะมีคํา OD260/OD280 =  1.8 ถ๎าได๎คํามากกวํา 1.8 แสดงวํามีอาร์เอ็นเอ

ปนเปื้อน ถ๎าคําต่ ากวําแสดงวํามีโปรตีนปนเปื้อน 
ตรวจสอบสภาพสมบูรณ์ของดีเอ็นเอด๎วยการท าอิเล็กโทรโฟรีซิส  
น าสารละลายดีเอ็นเอตัวอยํางละ 0.5 ไมโครกรัม ไปท าอิเล็กโทรโฟรีซิสในเจลอะกาโรส 

เข๎มข๎น 0.8 เปอร์เซ็นต ์ย๎อมเจลด๎วย Ethidium Bromide เข๎มข๎น 0.5 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
3.4.2.3  การออกแบบไพรเมอร์เอสอาร์เอพี 

  3.4.2.3.1  ออกแบบไพรเมอร์สาย Forward ซึ่งมีความยาว 17 นิวคลีโอไทด์
ประกอบด๎วยล าดับนิวคลีโอไทด์แกน 14 นิวคลีโอไทด์ แบํงเป็น Filler Sequence 10 นิวคลีโอไทด์ 
ล าดับนิวคลีโอไทด์จ าเพาะ คือ CCGG และล าดับนิวคลีโอไทด์คัดเลือก 3 นิวคลีโอไทด์ 

3.4.2.3.2  ออกแบบไพรเมอร์สาย Reverse ซึ่งมีความยาว 18 นิวคลีโอไทด์
ประกอบด๎วยล าดับนิวคลีโอไทด์แกน 15 นิวคลีโอไทด์ แบํงเป็น Filler Sequence 11 นิวคลีโอไทด์ 
ซึ่งมีล าดับนิวคลีโอไทด์แตกตํางจาก Filler Sequence ของไพรเมอร์สาย Forward ล าดับ 
นิวคลีโอไทด์จ าเพาะ คือ AATT และล าดับนิวคลีโอไทด์คัดเลือก 3 นิวคลีโอไทด์ (ภาพที่ 11) 

 

  

ภาพที่ 11  ลักษณะของไพรเมอร์ Forward และ Reverse ที่ใช๎ในเทคนิคเอสอาร์เอพี 
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3.4.2.4  การทดสอบไพรเมอร์เอสอาร์เอพี 
ใช๎ดีเอ็นเอต๎นแบบโดยการรวมดีเอ็นเอแตํละเพศ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอปริมาตร 10

ไมโครลิตร ประกอบด๎วย 1xPCR Buffer, dNTP 0.2 มิลลิโมลาร์, MgCl2 2.5 มิลลิโมลาร์, Taq DNA 
Polymerase เข๎มข๎น 0.04 ยูนิต/ไมโครลิตร ไพรเมอร์เข๎มข๎น 0.1 ไมโครโมลาร์ และดีเอ็นเอต๎นแบบ
ประมาณ 50 ไมโครกรัมการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอใช๎ไพรเมอร์ 20 ชุดไพรเมอร์ด๎วยเคร่ืองควบคุม
อุณหภูมิ โดยตั้งโปรแกรมพีซีอาร ์(ดลรัชต์ สุดหล๎าและคณะ, 2553 : 476 – 481) ดังตารางที่ 4 
 
ตารางที่  4  โปรแกรมจ านวนรอบของอุณหภูมิในการท าเอสอาร์เอพี พีซีอาร์  

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) จ านวนรอบ 
Predenaturation 94 3  

Denaturation 94 1  
5 Annealing 35 1 

Extension 72 1 
Denaturation 94 1  

35 Annealing 50 1 
Extension 72 1 

Final Extension 72 5  
แล๎วน าไปตรวจสอบผลโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสโดยใช๎เจลโพลีอะครีลาไมด์เข๎มข๎น  

6 เปอร์เซ็นต ์ซึ่งมีวิธีการดังนี้ 
3.4.2.4.1  เตรียมกระจกส าหรับเทเจล น าแผํนกระจกส าหรับเตรียมเจลมาล๎างให๎

สะอาด แล๎วเช็ดด๎วยเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ เช็ดกระจกแผํนยาวด๎วย Bind Silane (Bind Silane 4 
ไมโครลิตร Glacial Acetic Acid 1 ไมโครลิตร และเอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 995 ไมโครลิตร) 
เพื่อให๎เจลติดกระจก เช็ดกระจกแผํนสั้นด๎วย Repel Silane เพื่อไมํให๎เจลติดกระจก ปลํอยให๎แห๎ง
ประมาณ 5 – 10 นาที แล๎วน ากระจกทั้งสองแผํนประกอบเข๎าชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส 

3.4.2.4.2  เตรียมเจลโพลีอะครีลาไมด์เข๎มข๎น 6 เปอร์เซ็นต ์(ตารางที่ 5) 
 
 
 
 
 



 
29 

 

ตารางที่ 5  องค์ประกอบของเจลโพลีอะครีลาไมด์ 
 

องค์ประกอบ ปริมาตร  
1. 40% Polyacrylamide  (19:1) 5.25      มิลลิลิตร 
2. 10X TBE Buffer 3.50      มิลลิลิตร 
3. Urea  15.75     กรัม 
4. Sterile Distilled Water 10.15    มิลลิลิตร 
5. 10% Ammonium Persulfate* 350.00   ไมโครลิตร 
6. TEMED* 17.50     ไมโครลิตร 

รวม 35.00     มิลลิลิตร 
หมายเหตุ  * เติมกํอนเทเจล 

3.4.2.4.3  เทเจลโพลีอะครีลาไมด์ลงในชํองวํางระหวํางกระจกที่เตรียมไว๎ เสียบหวี
ลงในชํองวํางระหวํางกระจก ปลํอยให๎เจลแข็งตัวประมาณ 2 – 3 ชั่วโมง เมื่อเจลแข็งตัว ล๎างกระจก
ด๎านนอกให๎สะอาด ดึงหวีออกน ามาประกอบเข๎ากับชุดอิเล็กโทรโฟรีซิส 

3.4.2.4.4  เติม 1x TBE Buffer ลงในชํองด๎านบนและด๎านลํางของ Chamber ท าการ 
Pre-run โดยใช๎ความตํางศักย์ 230 โวลต์ นาน 30 นาที เตรียมตัวอยํางสารละลายดีเอ็นเอที่ได๎จากการ
ท า SRAP – PCR โดยผสมกับ Loading Dye ในปริมาตรเทํากับสารละลายดีเอ็นเอ แล๎วให๎ความร๎อน
ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แล๎วฝังกลบในน้ าแข็งทันที หลังจากนั้น จึงหยอดตัวอยําง
ลงในชํองเจลโพลีอะครีลาไมด์ 

3.4.2.4.5 ย๎อมแถบดีเอ็นเอโดยวิธี Silver Staining น ากระจกด๎านที่มีเจลแชํใน
สารละลาย Fixative (Acetic Acid 10 เปอร์เซ็นต์) นาน 30 นาที เขยําเบาๆ บนเคร่ืองเขยํา  
แล๎วล๎างน้ ากลั่น 2 คร้ังๆ ละ 15 นาทีหลังจากนั้นแชํในสารละลายซิลเวอร์ไนเตรท (Silver Nitrate 
0.2 เปอร์เซ็นต์) นาน 30 นาที แล๎วล๎างเจลด๎วยน้ ากลั่นอยํางรวดเร็วประมาณ 10 วินาที น าเจลแชํใน
สารละลาย Developer (Sodium Carbonate 2.5 เปอร์เซ็นต์, Formaldehyde 0.17 เปอร์เซ็นต์  
และ Sodium Thiosulfate 5 เปอร์เซ็นต์) ที่เย็นจัด เขยําอยํางสม่ าเสมอจนกวําจะสังเกตเห็นแถบ 
ดีเอ็นเอชัดเจน หยุดปฏิกิริยาโดยน าเจลแชํในสารละลาย Stop (Acetic Acid 10 เปอร์เซ็นต์)  
นาน 3 – 5 นาที แล๎วล๎างเจลด๎วยน้ ากลั่น ตั้งทิ้งไว๎ให๎แห๎งที่อุณหภูมิห๎อง  

3.4.2.5  การวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดยบันทึกข๎อมูลแถบดีเอ็นเอของตาลโตนดเพศผู๎
และเพศเมีย แถบดีเอ็นเอที่จะใช๎เป็นเคร่ืองหมายบํงชี้เพศตาลโตนดได๎จะต๎องปรากฏขึ้นในตัวอยําง
เพศเดียว สํวนตัวอยํางอีกเพศหนึ่งไมํปรากฏ โดยเกิดขึ้นในต าแหนํงเดียวกัน สํวนแถบดีเอ็นเอที่จะ
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ใช๎เป็นเคร่ืองหมายบํงชี้พันธุ์ จะต๎องมีแถบดีเอ็นเอปรากฏในตัวอยํางสายพันธุ์เดียวกัน สํวนตัวอยําง
สายพันธุ์อ่ืนไมํปรากฏ ค านวณคําเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิก (%PPB : Percent of Polymorphic Bands) 
และคํา PIC (Polymorphic Information Content) จากสูตรดังนี้ 

%PPB   =  จ านวนแถบดีเอ็นเอที่ตํางกัน 
           จ านวนแถบดีเอ็นที่เกิดขึ้นทั้งหมด 
  PIC  =  1 – є (Pij)2   
เมื่อ Pij คือ ความถี่ที่รูปแบบแถบดีเอ็นเอปรากฏจากการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใช๎ไพรเมอร์

แตํละชนิด  
วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยโปรแกรม NTsys Version 2.1 เพื่อหาคําดัชนีความเหมือนและ
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของตาลโตนด  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

X 100 
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บทที ่4 

ผลการวิจัย 

การศึกษาคาริโอไทป์ตาลโตนด 

 การศึกษาจ านวนโครโมโซมปลายรากตาลโตนดที่ย๎อมด๎วยสีอะซีโตคาร์มีน พบวํามีเซลล์
ระยะเมทาเฟสที่กระจายตัวดีจ านวน 10 เซลล์ ตัวอยํางดังภาพที่ 12 

  

  

      

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 12 โครโมโซมปลายรากตาลโตนดระยะเมทาเฟสที่ย๎อมด๎วยสีอะซีโตคาร์มีน 
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จากการนับจ านวนโครโมโซมปลายรากตาลโตนดจ านวน 10 เซลล์ พบวํามีจ านวน 9 เซลล์ที่มี
จ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 36 น าภาพโครโมโซมมาจัดคาริโอไทป์ ได๎ผลดังภาพที่ 13 

 

 

 

ภาพที่ 13 ก. เซลล์ระยะเมทาเฟส ข. คาริโอไทป์ตาลโตนด  

 

 

ก 

ข 
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วัดความยาวของแขนข๎างสั้น แขนข๎างยาว และความยาวทั้งแทํงของโครโมโซมทุกแทํง  
ในเซลล์ทั้งหมด 9 เซลล์ ได๎คําเฉลี่ยดังตารางที่ 6 หลังจากนั้นค านวณหาคําความยาวสัมพัทธ์ และ 
ดัชนีเซนโทรเมียร์  จากคําดัชนีเซนโทรเมียร์ สามารถจ าแนกชนิดของโครโมโซมได๎ดังนี้ 
โครโมโซมเมทาเซนทริกจ านวน 7 คูํ (คูํที่ 1 – 7) โครโมโซมซับเมทาเซนทริกจ านวน 4 คู ํ 
(คูํที่ 8 – 10 และ 13) โครโมโซมอะโครเซนทริกจ านวน 4 คูํ (คูํที่ 11, 12, 14 และ 16)   
และโครโมโซมเทโลเซนทริกจ านวน 3 คูํ (คูํที่ 15, 17 และ 18) ดังตารางที่ 7 และจัดอิดิโอแกรม 
(Idiogram) ดังภาพที่ 14  

จากสูตร (ความยาวสัมพัทธ์ของโครโมโซมแทํงยาวที่สุด  + ความยาวสัมพัทธ์ของ
โครโมโซมแทํงสั้นที่สุด) / 2 ท าให๎ได๎คําจากการค านวณ 0.032 และความยาวสัมพัทธ์ของ
โครโมโซมแทํงยาวที่สุด / 2 ท าให๎ได๎คํา 0.0255 เมื่อน าคําทั้ง 2 ไปพิจารณา เพื่อหาขนาด
โครโมโซม โดยหลักเกณฑ์ คือ ถ๎าความยาวโครโมโซมที่วัดได๎มีคํามากกวํา 0.032 จัดเป็น
โครโมโซมขนาดใหญํ  ความยาวโครโมโซมที่วัดได๎มีคําน๎อยกวํา 0.032 จัดเป็นโครโมโซมขนาด
กลาง ความยาวโครโมโซมที่วัดได๎มีคําน๎อยกวํา 0.0255 จัดเป็นโครโมโซมขนาดเล็กสาสามารถ
จ าแนกโครโมโซมตาลโตนดตามขนาดได๎ดังตารางที่ 7 
 

 

ภาพที่ 14 อิดิโอแกรมตาลโตนด 

 

 

X 

Y 



 
34 

 

ตารางที่ 6 คําเฉลี่ยความยาวแขนโครโมโซมข๎างสั้น ความยาวแขนโครโมโซมข๎างยาว และความ

ยาวโครโมโซมทั้งแทํง  

โครโมโซมคูํที่ คําเฉลี่ยความยาว (ไมโครเมตร) คําเฉลี่ยความยาวทั้ง
แทํง (ไมโครเมตร) แขนข๎างสั้น แขนข๎างยาว 

1 1.500 + 0.350 1.899 + 0.635 3.399 + 0.669 
1.305 + 0.322 1.780 + 0.581 3.086 + 0.633 

2 1.144 + 0.282 1.715 + 0.228 2.859 + 0.304 
1.144 + 0.256 1.586 + 0.295 2.730 + 0.469 

3 1.144 + 0.278 1.446 + 0.245 2.589 + 0.448 
1.090 + 0.159 1.327 + 0.279 2.417 + 0.362 

4 1.014 + 0.266 1.435 + 0.269 2.449 + 0.414 
0.993 + 0.278 1.359 + 0.248 2.352 + 0.408 

5 1.025 + 0.257 1.349 + 0.191 2.374 + 0.364 
1.079 + 0.220 1.338 + 0.227 2.417 + 0.345 

6 0.885 + 0.289 1.381 + 0.251 2.266 + 0.434 
0.960 + 0.293 1.349 + 0.334 2.309 + 0.525 

7 0.885 + 0.263 1.187 + 0.346 2.071 + 0.429 
0.788 + 0.263 1.133 + 0.228 1.920 + 0.388 

8 0.701 + 0.372 1.284 + 0.256 1.985 + 0.380 
0.723 + 0.319 1.262 + 0.233 1.985 + 0.296 

9 0.637 + 0.271 1.230 + 0.206 1.866 + 0.260 
0.637 + 0.262 1.176 + 0.263 1.813 + 0.322 

10 0.518 + 0.287 1.144 + 0.294 1.661 + 0.185 
0.518 + 0.326 1.154 + 0.345 1.672 + 0.180 

11 0.464 + 0.286 1.133 + 0.357 1.597 + 0.243 
0.421 + 0.257 1.144 + 0.356 1.564 + 0.254 

12 0.378 + 0.235 1.187 + 0.346 1.564 + 0.285 
0.356 + 0.233 1.187 + 0.346 1.543 + 0.324 

13 0.507 + 0.174 0.874 + 0.233 1.381 + 0.242 
0.442 + 0.218 0.895 + 0.256 1.338 + 0.159 

14 0.129 + 0.200 1.219 + 0.311 1.349 + 0.203 
0.173 + 0.216 1.154 + 0.316 1.327 + 0.161 

15 0.076 + 0.152 1.165 + 0.161 1.241 + 0.159 
0.065 + 0.128 1.165 + 0.175 1.230 + 0.161 

16 0.248 + 0.296 0.885 + 0.245 1.133 + 0.217 
0.205 + 0.225 0.820 + 0.253 1.025 + 0.169 

17 0.043 + 0.086 0.982 + 0.191 1.025 + 0.138 
0.054 + 0.110 0.928 + 0.138 0.982 + 0.076 

18 0.054 + 0.162 0.842 + 0.128 0.895 + 0.106 

0.052 + 0.162 0.809 + 0.146 0.863 + 0.141 
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ตารางที่ 7 คําความยาวสัมพัทธ์ คําดัชนีเซนโทรเมียร์ และคําเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) จากเซลล์

ปลายรากตาลโตนด ระยะเมทาเฟส จ านวน 9 เซลล์ (ก าลงัขยาย 1,000 เทํา)  

โครโมโซมคูํที่ ความยาวสัมพัทธ ์ คําดัชนีเซนโทรเมียร์ ชนิดของโครโมโซม ขนาดโครโมโซม 
1 0.051 + 0.007 0.551 + 0.092 เมทาเซนทริก ใหญํ 

0.046 + 0.006 0.571 + 0.082 

2 0.043 + 0.004 0.599 + 0.077 เมทาเซนทริก ใหญํ 
0.041 + 0.004 0.581 + 0.058 

3 0.039 + 0.005 0.561 + 0.061 เมทาเซนทริก ใหญํ 
0.037 + 0.004 0.547 + 0.054 

4 0.037 + 0.004 0.587 + 0.072 เมทาเซนทริก ใหญํ 
0.035 + 0.004 0.582 + 0.081 

5 0.036 + 0.006 0.572 + 0.067 เมทาเซนทริก ใหญํ 
0.037 + 0.006 0.554 + 0.061 

6 0.034 + 0.003 0.599 + 0.076 เมทาเซนทริก ใหญํ 
0.035 + 0.005 0.586 + 0.073 

7 0.031 + 0.006 0.568 + 0.100 เมทาเซนทริก กลาง 
0.029 + 0.004 0.594 + 0.083 

8 0.030 + 0.003 0.657 + 0.152 ซับเมทาเซนทริก กลาง 
0.030 + 0.002 0.644 + 0.145 

9 0.028 + 0.002 0.669 + 0.143 ซับเมทาเซนทริก กลาง 
0.027 + 0.003 0.665 + 0.144 

10 0.025 + 0.002 0.690 + 0.154 ซับเมทาเซนทริก เล็ก 
0.025 + 0.002 0.689 + 0.184 

11 0.024 + 0.002 0.704 + 0.180 อะโครเซนทริก เล็ก 
0.024 + 0.002  0.723 + 0.173 

12 0.024 + 0.003 0.755 + 0.154 อะโครเซนทริก เล็ก 
0.023 + 0.003 0.767 + 0.153 

13 0.021 + 0.003 0.630 + 0.122 ซับเมทาเซนทริก เล็ก 
0.020 + 0.002 0.667 + 0.170 

14 0.020 + 0.002 0.898 + 0.153 อะโครเซนทริก เล็ก 
0.020 + 0.002 0.862 + 0.170 

15 0.019 + 0.002 0.945 + 0.110 เทโลเซนทริก เล็ก 
0.019 + 0.002 0.950 + 0.100 

16 0.017 + 0.003 0.798 + 0.220 อะโครเซนทริก เล็ก 
0.016 + 0.003 0.805 + 0.213 

17 0.016 + 0.003 0.953 + 0.093 เทโลเซนทริก เล็ก 
0.015 + 0.002 0.944 + 0.113 

18 0.014 + 0.002 0.949 + 0.152 เทโลเซนทริก เล็ก 
0.013 + 0.002 0.949 + 0.152 
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การสกัดดีเอ็นเอจากใบตาลโตนด 
 การสกัดดีเอ็นเอจากใบตาลโตนดเพศผู๎ (ตัวอยํางที่  1 – 8) และเพศเมีย ซึ่งแบํงเป็น 3 สาย
พันธุ์ คือ พันธุ์ข๎าว (ตัวอยํางที่ 9 – 11) พันธุ์กา (ตัวอยํางที่ 12 – 14) พันธุ์ขมิ้น (ตัวอยํางที่ 15 – 17) 
รวมเป็น 17 ตัวอยําง เมื่อน าไปตรวจสอบด๎วยวิธีวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร มีคําอัตราสํวน OD 260/OD 280 อยูํระหวําง 1.73 – 1.98  ดีเอ็นเอมีความเข๎มข๎นประมาณ
692.5 – 1,865 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร ดังตารางที่ 8 และเมื่อน าไปตรวจสอบด๎วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟรีซิส ได๎ผลดังภาพที่ 15 

ตารางที่ 8 คําการดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอตาลโตนดที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  

ตัวอยําง OD 260 OD 280 OD 260/OD 280 ความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอ 
(ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร) 

 
 
 

ตาลโตนด
เพศผู๎ 

1 0.452 0.228 1.98 1,130 
2 0.502 0.271 1.85 1,255 
3 0.543 0.294 1.85 1,357.5 
4 0.392 0.212 1.85 980 
5 0.402 0.204 1.97 1,005 
6 0.397 0.217 1.83 992.5 
7 0.353 0.196 1.8 882.5 
8 0.277 0.149 1.85 692.5 

ตาลโตนด
เพศเมีย 
พันธุ์ข๎าว 

9 0.488 0.277 1.76 1,220 
10   0.746 0.422 1.77 1,865 
11 0.353 0.192 1.84 882.5 

ตาลโตนด
เพศเมีย 
พันธุ์กา 

12 0.303 0.162 1.86 757.5 
13 0.469 0.271 1.73 1,172.5 
14 0.461 0.253 1.82 1,152.5 

ตาลโตนด
เพศเมีย 
พันธุ์ขมิ้น 

15 0.495 0.272 1.82 1,237.5 
16 0.650 0.376 1.73 1,625 
17 0.622 0.349 1.78  1,555 
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ภาพที่ 15 แถบดีเอ็นเอของตาลโตนดที่ตรวจสอบโดยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรสความ 
เข๎มข๎น 0.8 เปอร์เซ็นต์ (M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 – 11 คือ 
ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย พันธุ์ข๎าว; 12 – 14 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย พันธุ์กา; 15 – 17 คือ 
ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย พันธุ์ขมิ้น; m คือ 100 bp DNA Ladder ) 

เครื่องหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี  

ผลการทดลองที่ได๎จากการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี จ านวน 20 รูปแบบไพรเมอร์ 
ในตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎และเพศเมียจ านวน 19 ตัวอยําง ได๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 342 แถบ  
เฉลี่ย 17.1 แถบตํอชุดไพรเมอร์ มีแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน (Monomorphic Band) 210 แถบ คิดเป็น 
ร๎อยละ 61.4 และมีแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน (Polymorphic Band) 132 แถบ คิดเป็นร๎อยละ 38.6  
ไพรเมอร์ me2/em5em9 ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอมากที่สุดคือ 35 แถบ และให๎แถบดีเอ็นเอที่แตกตําง
กันมากที่สุด คือ 16 แถบ รองลงมาคือ ไพรเมอร์ me2/em5em6 และ me5/em5em14 จ านวน 15 แถบ
ดังตารางที่ 9 และไพรเมอร์ทั้ง 20 รูปแบบไพรเมอร์สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได๎ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
ดังภาพที่ 16 – 35 เมื่อน ามาค านวณหาคําเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิก (PPB% : Percent of Polymorphic 
Bands) และคํา PIC (Polymorphic Information Content) ได๎คําอยูํระหวําง 0 – 60 และ 0 – 0.941 
ตามล าดับ ดังตารางที่ 9 

 

 

M     1     2      3     4     5     6     7      8      9   10   11   12    13   14   15   16   17    m 

3,000 bp 

1,500 bp 

 500 bp 

3,000 bp 

1,000 bp 
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ตารางที่ 9 แถบดีเอ็นเอจากไพรเมอร์จ านวน 20 แบบ คํา PIC และคําเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิก 

รูปแบบ 
ไพรเมอร์ 

แถบ 
ดีเอ็นเอ
ทั้งหมด 

แถบ 
ดีเอ็นเอที่
เหมือนกัน 

แถบ 
ดีเอ็นเอที่
ตํางกัน 

คํา PIC  เปอร์เซ็นต์ 
โพลีมอร์ฟิก 

ขนาดแถบ 
ดีเอ็นเอ  
(คูํเบส) 

me2/ em5 em9 35 19 16 0.914 45.71 230 – 10,000 
me1/ em5 em8 11 5 6 0.893 54.55 250 – 3,000 

me1/ em5 em14 19 8 11 0.900 57.90 100 – 5,000 
me2/ em5 em2 11 10 1 0.457 9.09 200 – 5,500 
me2/ em5 em6 26 11 15 0.914 57.69 120 – 10,000 
me5/ em2 em9 23 14 9 0.914 39.13 100 – 10,000 
me5/ em5 em6 11 10 1 0.300 9.09 100 – 5,000 
me5/ em5 em8 6 4 2 0.727 33.33 130 – 1,000 
me7/ em2 em6 6 3 3 0.360 50.00 150 – 10,000 
me7/ em2 em9 5 5 - 0.000 0.00 200 – 3,000 
me5/em5em14 25 10 15 0.941 60.00 300 – 10,000 
me5/ em5 em9 12 5 7 0.788 58.33 250 – 4,000 
me2/ em5 em8 17 12 5 0.600 29.41 130 – 7,000 
me7/ em2 em8 10 7 3 0.457 30.00 140 – 3,000 

me7/ em2 6 5 1 0.112 16.67 200 – 3,000 
me7/ em8 17 8 9 0.906 52.94 100 – 3,000 
me5/ em8 28 20 8 0.941 28.57 150 – 7,000 
me7/ em5 26 21 5 0.900 19.23 250 – 7,000 
me5/ em5 33 25 8 0.941 24.24 100 – 7,000 
me1/ em8 15 8 7 0.913 46.67 100 – 3,000 

รวม 342 210 
(61.4 

เปอร์เซ็นต์) 

132 
(38.6 

เปอร์เซ็นต์) 

 
0.694+0.305 

 
36.13 + 18.85 
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ไพรเมอร์ me2 / em5 em9 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 35 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  230 – 10,000 คูํเบส  
โดยพบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 19 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 16 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอ
ขนาดประมาณ 250, 300, 350, 420, 450, 1,200, 1,300, 1,400, 1,420, 1,500, 1,550, 1,750, 3,500, 
4,000 4,800 และ 7,500  คูํเบส (ภาพที่ 16) 

   

 

ภาพที่ 16  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2 / em5 em9                           
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 M   1    2   3   4   5   6    7    8   9   m 10  11  12 13  14 15  16  17 18  19    

250 bp 

500 bp 

700 bp 

1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me1 / em5 em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 11 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  250 – 3,000 คูํเบส โดย

พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน5 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 6 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 300, 350, 400, 420, 480 และ 500 คูํเบส (ภาพที่ 17)   

 

ภาพที่ 17  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2 / em5 em8                           
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

250 bp 

500 bp 

700 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 
3,000 bp 

   1    2    3   4    5   6    7    8   9   m  10  11  12  13  14  15  16  17 18  19   M 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me1 / em5 em14 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 19 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  100 – 5,000 คูํเบส โดย
พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 8 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 11 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 180, 200, 220, 350, 500, 750, 900, 1,500, 1,800, 4,200 และ 5,000 คูํเบส (ภาพที่ 18)  

  

 

ภาพที่ 18  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me1 / em5 em14                           
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2   3   4    5   6    7    8   9   m  10  11  12  13 14 15  16 17  18  19   

M 

250 bp 

1,000 bp 

3,000 bp 
1,500 bp 

500 bp 

700 bp 

500 bp 

1,500 bp 

10,000 bp 5,000 bp 
4,200 bp 
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ไพรเมอร์ me2 / em5 em2 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 11 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  200 – 5,500 คูํเบส โดย
พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 10 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 1 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 250 คูํเบส (ภาพที่ 19)     

 

 

ภาพที่ 19  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2 / em5 em2                             
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2   3   4    5   6    7    8   9   m   10  11  12  13 14 15  16  17  18  19   

M 

250 bp 

1,000 bp 
1,500 bp 
3,000 bp 

500 bp 

1,000 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me2 / em5 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 26 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  120 – 10,000 คูํเบส โดย
พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 11 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 15 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 200, 230,350, 450, 600, 1,500, 3,800, 4,000, 5,000, 5,400, 5,500, 6,000, 8,000, 9,000 
และ 10,000 คูํเบส (ภาพที่ 20)   

 

ภาพที่ 20  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2 / em5 em6                             
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2   3    4    5   6    7    8   9   m   10  11 12  13 14  15  16 17  18  19   

M 

250 bp 

500 bp 

700 bp 
1,000 bp 

1,500 bp
3,000 bp

300 bp 

500 bp 

1,500 bp 

10,000 bp

3,800 bp
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ไพรเมอร์ me5 / em2 em9 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 23 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  100 – 10,000 คูํเบส โดย

พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 14 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 9 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด

ประมาณ 100, 130, 500, 680, 700, 1,800, 2,200, 4,000 และ 5,000 คูํเบส (ภาพที่ 21)   

 

ภาพที่ 21  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5 / em2 em9                             
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2   3   4    5   6   7    8   9   m  10 11 12  13 14  15 16  17 18  19   

250 bp 

500 bp 

700 bp 

1,000 bp 
1,500 bp 
3,000 bp 

500 bp 

700 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me5/ em5 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 11 แถบ มีขนาดตั้งแตํ 100 – 5,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 10 แถบและแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 1 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 400 คูํเบส (ภาพที่ 22)   

 

ภาพที่ 22  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/ em5 em6                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

   M   1    2   3   4    5   6   7    8   9   m  10 11 12  13 14  15 16  17 18  19   

250 bp 

500 bp 

700 bp 
1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

300 bp 

500 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me5/ em5 em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  130 – 1,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 4 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 2 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 450 และ 1,000 คูํเบส (ภาพที่ 23)   

 

 

ภาพที่ 23  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/ em5 em8                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

   M   1    2   3   4    5   6   7    8   9   m  10 11 12  13 14  15 16  17 18  19   

250 bp 

500 bp 

700 bp 
1,000 bp 
1,500 bp 
3,000 bp 

500 bp 

1,500 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me7/ em2 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  200 – 3,000 คูํเบส โดยพบแถบ 

ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 6 แถบ (ภาพที่ 24)   

 

ภาพที่ 24  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/ em2                                        
(1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎รวม;  
m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

 

   1    2   3   4    5   6   7    8   9   m  10 11 12  13 14  15 16  17 18  19   

1,500 bp 

500 bp 

200 bp 
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ไพรเมอร์ me7/ em2 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 6 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  150 – 10,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 3 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 3 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 3,000, 6,000 และ 8,000 คูํเบส (ภาพที่ 25)   

 

 

ภาพที่ 25  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/ em2 em6                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

   M   1    2   3   4    5   6   7   8   9   m  10 11 12  13 14  15 16  17 18  19   

500 bp 

700 bp 

1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

1,500 bp 

10,000 bp 

3,000 bp 

6,000 bp 
8,000 bp 
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ไพรเมอร์ me7/ em2 em9 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 5 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  200 – 3,000 คูํเบส โดยพบ

แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 5 แถบ (ภาพที่ 26)   

 

ภาพที่ 26 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/ em2 em9                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

 

   M   1    2   3   4    5   6   7   8   9   m  10 11 12  13 14 15 16  17 18 19    

250 bp 

1,500 bp 

500 bp 500 bp 

700 bp 

1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me7/ em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 17 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  100 – 3,000 คูํเบส โดยพบแถบ
ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 8 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 9 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
180, 320, 500, 600, 730, 800, 1,100, 1,500 และ 3,000 คูํเบส (ภาพที่ 27)   

 

 

ภาพที่ 27  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/em8                                         
(1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎รวม;  
m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   1    2   3   4    5   6    7    8   9   m   10  11  12  13 14  15  16  17  18  19   

1,500 bp 

500 bp 
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ไพรเมอร์ me5/em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 28 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  150 – 7,000 คูํเบส โดยพบแถบ
ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 20 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 8 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
220, 250, 280, 350, 400, 500, 800 และ 1,000 คูํเบส (ภาพที่ 28)   

 

 

ภาพที่ 28  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/em8                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder ; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

 

 

   M   1    2    3    4    5    6    7    8   9    m   10  11  12  13 14  15  16  17  18  19   

2,072 bp 
1,500 bp 

600 bp 

100 bp 

700 bp 

1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me7/em5 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 26 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  250 – 7,000 คูํเบส โดยพบแถบ
ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 21 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 5 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
280, 320, 350, 380 และ 460 คูํเบส (ภาพที่ 29) 

   

  

ภาพที่ 29 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/em5                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder ; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2   3   4    5    6    7    8   9   m  10  11  12  13 14  15 16  17  18  19   

100 bp 

600 bp 

1,500 bp 
2,072 bp 

10,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

1,000 bp 
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ไพรเมอร์ me5/em5 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 33 แถบ มีขนาดตั้งแตํต่ ากวํา 100  – 7,000 คูเํบส โดย
พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 25 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 8 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 180, 320, 400, 550, 600, 800, 1,100 และ 1,400 คูํเบส (ภาพที่ 30)  

  

  

ภาพที่ 30  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/em5                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder ; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1   2   3    4    5    6   7   8    9   m 10  11  12  13 14  15  16   17  18 19   

600 bp 

100 bp 

1,500 bp 
2,072 bp 

10,000 bp 

3,000 bp 
1,500 bp 

1,000 bp 
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ไพรเมอร์ me5/em5 em14 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 25 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  300 – 10,000 คูํเบส โดย
พบแถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 10 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 15 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 300, 360, 370, 480, 500, 550, 580, 600, 750, 800, 1,000, 1,100, 1,200, 1,300, 1,400 และ 
3,000 คูํเบส (ภาพที่ 31)   

 

 

ภาพที่ 31  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/ em5 em14                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1   2    3   4    5   6     7    8    9   m   10  11 12  13 14  15  16  17  18  19   

M 

250 bp 

500 bp 

700 bp 

1,000 bp 

1,500 bp 
3,000 bp 

1,500 bp 

 500 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me5/ em5 em9 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 12 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  250 – 4,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 5 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 7 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 400, 500, 600, 700, 800, 900 และ 1,500 คูํเบส (ภาพที่ 32)  

  

 

ภาพที่ 32  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me5/ em5 em9                              
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1   2    3   4    5    6     7    8   9   m   10  11 12  13 14  15  16  17  18  19   

M 

1,500 bp 

600 bp 

2,072 bp 

200 bp 
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ไพรเมอร์ me1/ em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 15 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  100 – 3,000 คูํเบส โดยพบแถบ
ดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 8 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 7 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
400, 450, 500, 550, 1,250, 1,500 และ 1,750 คูํเบส (ภาพที่ 33)  

  

 

ภาพที่ 33  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me1/ em8                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

3,000 bp 
1,500 bp 

1,000 bp 

700 bp 

500 bp 

1,500 bp 

500 bp 

   M   1    2    3    4    5    6   7    8   9   m   10  11 12  13 14  15 16  17 18  19   

M 

250 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me2/ em5 em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 17 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  130 – 7,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 12 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 5 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 220, 4,000, 5,000, 6,000 และ 7,000 คูํเบส (ภาพที่ 34)  

 

ภาพที่ 34  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2/ em5 em8                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

   M   1    2    3   4    5   6     7    8    9  m  10  11  12  13  14 15  16  17  18   19    

3,000 bp 

1,000 bp 
1,500 bp 

700 bp 

500 bp 

250 bp 

1,500 bp 

500 bp 

10,000 bp 
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ไพรเมอร์ me7/ em2 em8 ให๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 10 แถบ มีขนาดตั้งแตํ  140 – 3,000 คูํเบส โดยพบ
แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 7 แถบ และแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกัน 3 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 350, 600 และ 700 คูํเบส (ภาพที่ 35)   

 

ภาพที่ 35  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me7/ em2 em8                                         
(M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนด
เพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม;  
11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 – 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

   M   1    2    3    4     5   6     7    8    9    m   10  11  12  13  14  15  16  17  18  19   

M 

3,000 bp 

1,000 bp 
1,500 bp 

700 bp 

500 bp 

250 bp 

1,500 bp 

500 bp 

10,000 bp 
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บันทึกข๎อมูลแถบดีเอ็นเอของตาลโตนดเพศผู๎ และเพศเมีย  จากการท า เอสอาร์เอพี  
จ านวน 20 รูปแบบไพรเมอร์ แล๎วน ามาวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ค านวณหาคําดัชนีความเหมือน 
(Similarity Index) โดยใช๎ Jaccard’s Coefficient ด๎วยโปรแกรม NTsys Version 2.1 ได๎คําเฉลี่ย
เทํากับ 0.830 + 0.07 โดยมีคําอยูํระหวําง 0.738 – 0.930 ดังตารางที่ 10  และน ามาจัดกลุํมทาง
พันธุกรรมของตาลโตนดด๎วยวิธีวิเคราะห์ Unweighted Pair – Group Method with Arithmetic 
Average (UPGMA) โดยใช๎ Jaccard’s Coefficient ด๎วยโปรแกรม NTsys Version 2.1 สามารถ
จ าแนกตาลโตนดออกเป็น 3 กลุํม คือ  

กลุํมที่ 1 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎ตัวอยํางที่ 1 – 3 
กลุํมที่ 2 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม และเพศเมียตัวอยํางที่ 1 – 9 แบํงเป็น 2 กลุํม

ยํอย คือ   
กลุํมยํอยที่ 1 ได๎แกํ เพศเมียรวม พันธุ์ข๎าวตัวอยํางที่ 1 – 3   

 กลุํมยํอยที่ 2 ได๎แกํ เพศเมียพันธุ์กาตัวอยํางที่ 1 – 3 และพนัธุ์ขมิ้นตัวอยํางที่ 1 – 3   
กลุํมที่ 3 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎รวม และเพศผู๎ตัวอยํางที่ 4 – 8 ดังภาพที่ 36 
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ตารางที่ 10 คําดัชนีความใกล๎ชิดทางพันธุกรรมของตาลโตนด 
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ภาพที่ 36 Cladogram ของตาลโตนด 19 ตัวอยําง โดยโปรแกรม NTsys Version 2.1
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จากแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นทั้งหมด 342 แถบ ปรากฏวําไพรเมอร์ me2 / em5 em6 ให๎แถบ 
ดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,800 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศผู๎ แตํไมํพบในเพศเมีย ซึ่งอาจจะเป็นแถบ 
ดีเอ็นเอที่บํงชี้ความแตกตํางระหวํางเพศในตาลโตนดได๎ (ภาพที่ 37) ไพรเมอร์ me7/ em2 em6 ให๎
แถบดีเอ็นเอ 3 แถบ คือ แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,000, 6,000 และ 8,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะใน
เพศเมียสายพันธุ์ข๎าว (ภาพที่ 38) และไพรเมอร์ me1 / em5 em14 ให๎แถบดีเอ็นเอ 2 แถบ คือ  
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4,200 และ 5,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศเมียสายพันธุ์ขมิ้น (ภาพที่ 
39)  ซึ่งอาจจะเป็นแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดสายพันธุ์ข๎าวและสายพันธุ์ขมิ้น ตามล าดับ 

 

 

ภาพที่ 37 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ได๎จากเทคนิคเอสอาร์เอพี ไพรเมอร์ me2 / em5 em6 ซึ่งพบแถบ 
ดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดเพศผู๎ (M คือ 1 Kb DNA Ladder; 1 – 8 คือ ตัวอยําง
ตาลโตนดเพศผู๎; 9 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศผู๎รวม; m คือ 100 bp DNA Ladder; 10 
คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม; 11 – 13 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 14 
– 16 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์กา; 17 – 19 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมีย
พันธุ์ขมิ้น) 

 

 

 

 

 

3,800 bp 
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ภาพที่ 38  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดสายพันธุ์ข๎าว ไพรเมอร์ me7/ em2 em6  
(M คือ 100 bp DNA Ladder; 1 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม; 2 – 4 คือ ตัวอยําง
ตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 5 – 7 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์กา; 8 – 10 คือ 
ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 

 

 

ภาพที่ 39 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดสายพันธุ์ขมิ้น ไพรเมอร์ me1 / em5 em14 
(M คือ 100 bp DNA Ladder; 1 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม; 2 – 4 คือ ตัวอยําง
ตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ข๎าว; 5 – 7 คือ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์กา; 8 – 10 คือ 
ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียพันธุ์ขมิ้น) 
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บทที ่5 

บทย่อ สรุปผล อภิปรายผลกและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการศึกษา 
 คาริโอไทป์ตาลโตนด 

จ านวนโครโมโซมตาลโตนด คือ  2n = 2x = 36  โครโมโซมขนาดใหญํมีความยาวสัมพัทธ์ 
คือ 0.034 + 0.003 ถึง 0.051 + 0.007 ได๎แกํโครโมโซมคูํที่ 1 – 6  โครโมโซมขนาดกลางมี ความยาว
สัมพัทธ์ คือ 0.027 + 0.003 ถึง 0.031 + 0.006 ได๎แกํโครโมโซมคูํที่ 7 – 9  และโครโมโซมขนาดเล็ก
มีความยาวสัมพัทธ์ คือ 0.013 + 0.002 ถึง 0.025 + 0.002 ได๎แกํโครโมโซมคูํที่ 10 – 18 

ชนิดของโครโมโซม คือ โครโมโซมเมทาเซนทริกจ านวน 7 คูํ (คูํที่ 1 – 7) โครโมโซม 
ซับเมทาเซนทริกจ านวน 4 คูํ (คูํที่ 8 – 10 และ 13) โครโมโซมอะโครเซนทริกจ านวน 4 คู ํ 
(คูํที่ 11, 12, 14 และ16) และโครโมโซมเทโลเซนทริกจ านวน 3 คู ํ(คูํที่ 15, 17 และ18)  

สูตรคาริโอไทป์ของตาลโตนด คือ 2n = 2x = 36 ประกอบด๎วย Lm12 + Mm2 + Msm4 + 
Ssm4 + Sac8 + St6 และ NF = 66 

 

เครื่องหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 
ผลการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี จ านวน 20 รูปแบบไพรเมอร์ ในตัวอยําง

ตาลโตนดเพศผู๎และเพศเมียจ านวน 19 ตัวอยําง ได๎แถบดีเอ็นเอทั้งหมด 342 แถบ เฉลี่ย 17.1 แถบตํอ 
ชุดไพรเมอร์ ให๎แถบดีเอ็นเอที่เหมือนกัน 210 แถบ คิดเป็นร๎อยละ 61.4 และให๎แถบดีเอ็นเอที่
แตกตํางกัน 132 แถบ คิดเป็นร๎อยละ 38.6 ไพรเมอร์ me2/em5 em9 ให๎จ านวนแถบดีเอ็นเอมากที่สุด
คือ 35 แถบ และให๎แถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกันมากที่สุด คือ 16 แถบ  ไพรเมอร์ me2 / em5 em6 ให๎
แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,800 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศผู๎ แตํไมํพบในเพศเมีย ซึ่งอาจจะเป็น
แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดเพศผู๎ ไพรเมอร์ me7/ em2 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 
3,000 6,000 และ 8,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศเมียสายพันธุ์ข๎าว และไพรเมอร์ me1 / em5 em14 
ให๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4,200 และ 5,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศเมียสายพันธุ์ขมิ้น ซึ่งแถบ
ดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากไพรเมอร์ทั้ง 2 รูปแบบ อาจจะเป็นแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดสายพันธุ์
ข๎าวและสายพันธุ์ขมิ้น ตามล าดับ 
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ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของตาลโตนด วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยโปรแกรม 
NTsys version 2.1 ตาลโตนด 19 ตัวอยําง แบํงเป็น 3 กลุํม คือ กลุํมที่ 1 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศ
ผู๎ตัวอยํางที่ 1 – 3 กลุํมที่ 2 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม และเพศเมียตัวอยํางที่ 1 – 9 
แบํงเป็น 2 กลุํมยํอย คือกลุํมยํอยที่ 1 ได๎แกํ เพศเมียรวม พันธุ์ข๎าวตัวอยํางที่ 1 – 3  กลุํมยํอยที่ 2 
ได๎แกํ พันธุ์กาตัวอยํางที่ 1 – 3 และพันธุ์ขมิ้นตัวอยํางที่ 1 – 3  กลุํมที่ 3 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศ
ผู๎รวม และเพศผู๎ตัวอยํางที่  4 – 8 (ภาพที่ 36) 

 

อภิปรายผลการศึกษา 

 คาริโอไทป์ตาลโตนด 
 การเตรียมโครโมโซมจากปลายรากตาลโตนด เนื่องจากการเพาะเมล็ดตาลโตนด ต๎องใช๎
ระยะเวลานานประมาณ 4 – 5 เดือน จึงจะงอกราก เนื้อเยื่อของรากตาลโตนดคํอนข๎างแข็ง  
จึงต๎องผําซีกของรากตาลโตนดออก เพื่อให๎สารละลายพาราไดคลอโรเบนซีน สามารถซึมผํานเข๎าสูํ
เซลล์ได๎ดียิ่งขึ้น ท าให๎เซลล์หยุดอยูํในระยะเมทาเฟส ซึ่งเป็นระยะที่เหมาะส าหรับนับจ านวน
โครโมโซม เพราะสารละลายพาราไดคลอโรเบนซีน ท าหน๎าที่ยับยั้งการสร๎างสายสปินเดิล ท าให๎
เห็นรอยคอดของโครโมโซมชัดเจน และท าให๎โครโมโซมหดสั้น น้ ายาคงสภาพคาร์นอย เป็นสารที่
ท าให๎เซลล์หยุดอยูํในระยะการแบํงเซลล์ โดยเอทานอล ท าให๎กรดนิวคลีอิคตกตะกอน เพราะ  
เอทานอลมีคุณสมบัติดึงน้ าออกจากเซลล์ ท าให๎พันธะไฮโดรเจนสลายและเกลือที่เชื่อมกับโปรตีน
ขาดออกจากกัน สํวนกรดอะซิติค ท าให๎นิวคลีโอโปรตีนตกตะกอน และสํงผลให๎เอทานอลมี
ประสิทธิภาพในการคงสภาพเซลล์ยิ่งขึ้น (สมศักดิ์ อภิสิทธิวาณิช. 2538 : 40 – 50) 

ผลการศึกษาจ านวนโครโมโซมของตาลโตนด โดยการศึกษาจากเซลล์ปลายรากด๎วยวิธีการ
ย๎อมสีอะซีโตคาร์มีน พบวํามีจ านวนโครโมโซม 2n = 2x = 36 ใกล๎เคียงกับพืชวงศ์ปาล์มชนิดอ่ืนซึ่ง
จากงานวิจัยของ Moro et al. (1995) ศึกษาจ านวนโครโมโซมของพืชวงศ์ปาล์ม 5 ชนิด โดยศึกษา
จากปลายรากในระยะเมทาเฟส พบวําจ านวนโครโมโซมของ Aiphanes acanthophylla  
2n = 2x = 30, A. caryotaefolia 2n = 2x = 30, Syagrus coronata 2n = 2x = 32, Syagrus quinquifalia 
2n = 2x = 32 และ Scheelea lauromuelleriana 2n = 2x = 32 ซึ่งพบวําจ านวนโครโมโซมของพืชทั้ง   
5 ชนิดมีโครโมโซมใกล๎เคียงกันอยูํระหวําง 2n = 2x = 30 ถึง 2n = 2x = 32 และงานวิจัยของ Roser 
(1994)  ศึกษาเปรียบเทียบจ านวนโครโมโซมและคาริโอไทป์ของพืชวงศ์ปาล์ม (Arecaceae) จากพืช 
56 ตัวอยํางใน 6 Subfamilies พบวําโครโมโซมของพืชใน Subfamily Coryphoideae ได๎แกํ 
Trithrinax brasiliensis,  T. campestris, Cryosophila argentea, Itaya amicorum, Schippia concolor, 
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Coccothrinax litoralis, Zombia antillarum, Rhapis subtilis, Livistona rotundifolia และ Phoenix 
theophrasti ซึ่งเป็น Subfamily เดียวกับตาลโตนด มีจ านวนโครโมโซมเทํากับ 2n = 2x  = 36 

ผลการศึกษาชนิดโครโมโซมของตาลโตนด พบวําตาลโตนดมีโครโมโซมครบทั้ง 4 ชนิด 
คือ โครโมโซมเมทาเซนทริกจ านวน 7 คูํ (คูํที่ 1 – 7) โครโมโซมซับเมทาเซนทริกจ านวน 4 คู ํ 
(คูํที่ 8 – 10 และ 13) โครโมโซมอะโครเซนทริกจ านวน 4 คูํ (คูํที่ 11, 12, 14 และ16) และ
โครโมโซมเทโลเซนทริกจ านวน 3 คูํ (คูํที่ 15, 17 และ18) แตกตํางจากชนิดโครโมโซมของ 
อินทผาลัม (Phoenix dactylifera L.) ซึ่งเป็นพืชใน Sumfamily เดียวกัน โดยอินทผาลัมมีโครโมโซม 
3 แบบ คือ โครโมโซมคูํที่ 2 – 6 เป็นโครโมโซมชนิดเมทาเซนทริก โครโมโซมคูํที่ 11 – 17  และ
โครโมโซม Y เป็นโครโมโซมชนิดอะโครเซนทริก ที่เหลือเป็นโครโมโซมชนิดซับเมทาเซนทริก 
(AbdAlla and Abd El-Kawy. 2010 : 165 – 170)   
 

 เครื่องหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี 

 การเก็บตัวอยํางใบอํอนของตาลโตนดเพื่อน ามาสกัดดีเอ็นเอ งานวิจัยคร้ังนี้ใช๎ตัวอยํางเพศผู๎ 8 
ตัวอยําง เพศเมีย 9 ตัวอยําง แยกตามสายพันธุ์ คือ สายพันธุ์ข๎าว สายพันธุ์กา และสายพันธุ์ขมิ้น  
สายพันธุ์ละ 3 ตัวอยําง เพศเมียสามารถเก็บตัวอยํางใบอํอนตามสายพันธุ์ได๎ เนื่องจาก เพศเมียติดผล 
ท าให๎สามารถสังเกตลักษณะสีของผล คือ สายพันธุ์ข๎าว ผลมีสีน้ าตาลอมเหลือง สายพันธุ์กา ผลมีสี
ด า มีรอยแตกลายงาทั่วทั้งผล และสายพันธุ์ขมิ้น ผลมีสีเหลืองอมน้ าตาล มีรอยแตกลายงาเล็กน๎อย 
สํวนก๎นมีสีเหลืองเข๎มคล๎ายสีขมิ้น ในขณะที่เพศผู๎ไมํติดผล จึงไมํสามารถระบุพันธุ์ สํวนลักษณะ
ทางสัณฐานอ่ืนๆ ของตาลโตนดเพศผู๎ ไมํสามารถใช๎จ าแนกสายพันธุ์ได๎ จึงเก็บตัวอยํางใบอํอน
ตาลโตนดเพศผู๎ โดยไมํทราบสายพันธุ์ 

 การสกัดดีเอ็นเอจากใบอํอนตาลโตนดด๎วยวิธี Microprep DNA Extraction Buffer (ดัดแปลง
จากวิธีของ Fulton, Chunzoongse and Tanksley. 1995 : 207 – 209)โดยใช๎การบดตัวอยํางด๎วย
ไนโตรเจนเหลว เนื่องจากใบตาลโตนดมีลักษณะเหนียวและมีปริมาณเส๎นใยสูงมาก จึงไมํสามารถ
บดให๎ละเอียดได๎เหมือนพืชชนิดอ่ืน ระยะการเจริญของใบที่น ามาใช๎เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่มีผลตํอ
คุณภาพและปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดได๎ เชํน การใช๎ใบที่อํอนเกินไป พบวําดีเอ็นเอที่ได๎มีสีน้ าตาล 
เนื่องจากมีสาร Phenolic Compound ปนเปื้อน สํวนใบที่แกํเกินไป ดีเอ็นเอที่ได๎จะมีปริมาณน๎อย 
เน่ืองจากใน 1 หนํวยพื้นที่ของใบมีเซลล์จ านวนน๎อยและมีปริมาณเส๎นใยมาก ดังนั้นการเลือกระยะ
การเจริญของใบที่เหมาะสมเป็นปัจจัยส าคัญที่ท าให๎ได๎ดีเอ็นเอที่มีปริมาณมากและคุณภาพดี  
แม๎วําจะเลือกใบระยะที่เหมาะสม แตํใบของตาลโตนดมีความเหนียวและมีโพลีแซคคาไรด์ปนเปื้อน 
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ดังนั้นจึงใช๎สาร CTAB ซึ่งมีคุณสมบัติในการเกิดสารประกอบเชิงซ๎อนกับโปรตีนและ 
สารโพลีแซคคาไรด์ ซึ่งสามารถชํวยในการก าจัดสารโพลีแซคคาไรด์ที่มีปริมาณมากในพืชออกไป
ได๎ (ธนากร วงษศา, อภินันท์ ลิ้มมงคลและอนุพันธ์ กงบังเกิด. 2008 : 165 – 175) ชํวยท าให๎ดีเอ็นเอ
ที่สกัดได๎มีคุณภาพดีขึ้น 

 เมื่อน าดีเอ็นเอตาลโตนดที่สกัดได๎ ไปวัดคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 
นาโนเมตร ได๎คําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ระหวําง 0.277 – 0.746 สํวนคํา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร มีคําระหวําง 0.149 – 0.422 อัตราสํวนระหวํางคํา
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร มีคําระหวําง 1.73 – 1.98 คําเฉลี่ย  
1.83 + 0.069 ซึ่งเป็นคําที่แสดงวําดีเอ็นเอมีคุณภาพดี แตํถ๎ามีคําต่ ากวํา 1.8  หรือสูงกวํา 1.8 แสดงวํา
มีโปรตีนหรืออาร์เอ็นเอปนเปื้อน ดังน้ันดีเอ็นเอที่สกัดได๎จากตัวอยํางใบตาลโตนดในการศึกษาคร้ัง
นี้ ถ๎าพิจารณาจากอัตราสํวนระหวํางคําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร  
ดีเอ็นเอตาลโตนดบางตัวอยํางมีโปรตีนหรืออาร์เอ็นเอปนเปื้อน อาจมีสาเหตุมาจากขั้นตอนการสกัด
ดีเอ็นเอ เมื่อน าดีเอ็นเอซึ่งเก็บไว๎ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 วันไปตรวจสอบปริมาณและ
คุณภาพด๎วยวิธีอิเล็กโทรโฟรีซิสบนเจลอะกาโรส ความเข๎มข๎น 0.8 เปอร์เซ็นต์ พบวําแถบดีเอ็นเอที่
เกิดขึ้นมีขนาดใหญํ และแถบดีเอ็นเอเป็นแถบเดียว แตํมีความหนามาก ซึ่งหากมีอาร์เอ็นเอหรือ
โปรตีนปนเปื้อนตามคําอัตราสํวนระหวําง คําการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280  
นาโนเมตร แถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจะไมํเป็นแถบเดียว อาจเนื่องมาจากการเก็บดีเอ็นเอที่สกัดได๎ไว๎
หลายวัน จึงท าให๎อาร์เอ็นเอเสียสภาพ เมื่อน ามาค านวณหาคําความเข๎มข๎นของดีเอ็นเอปรากฏวํามีคํา
ระหวําง 692.5 – 1,865 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร คําเฉลี่ย 1,163 + 0.31 ไมโครกรัมตํอมิลลิลิตร 
ดังนั้นดีเอ็นเอที่สกัดได๎ ซึ่งมีปริมาณมากและคุณภาพคํอนข๎างดี จึงมีความเหมาะสมในการศึกษา
ขั้นตอนตํอไป  
 ผลการใช๎เคร่ืองหมายโมเลกุลเอสอาร์เอพี เพื่อศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรมของ
ตาลโตนด ซึ่งมีตัวอยํางดีเอ็นเอจากใบตาลโตนด 19 ตัวอยําง คือ เพศผู๎ 8 ตัวอยําง เพศเมีย 9 ตัวอยําง
จ าแนกตามสายพันธุ์ ตัวอยํางเพศผู๎รวมและเพศเมียรวมอยํางละ 1 ตัวอยําง ใช๎ไพรเมอร์ทดสอบ
เบื้องต๎นจ านวน 10 ไพรเมอร์ คือ me 1, 2, 5, 7 และ em 2, 5, 6, 8, 9, 14 (Li and Quiros. 2001 :  
455 – 461)  โดยทดสอบไพรเมอร์แบบคูํ และแบบ 3 ไพรเมอร์ จ านวน 20 ชุดไพรเมอร์ พบวําทั้ง 20 
ชุดไพรเมอร์ ให๎แถบดีเอ็นเออยูํระหวําง 5 – 35 แถบ รวม 342 แถบ เฉลี่ย 17.1 แถบตํอชุดไพรเมอร์ 
ซึ่งมีคําต่ ากวําการศึกษาความหลากหลายของแกํนตะวันด๎วยเทคนิคเอสอาร์เอพี (ดลรัชต์ สุดหล๎า
และคณะ. 2553 : 476 – 481) โดยใช๎ไพรเมอร์เพียง 9 คูํไพรเมอร์ ปรากฏแถบดีเอ็นเอระหวําง  
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12 – 37 แถบ มีคําเฉลี่ย 24.33 แถบ แตํใช๎ตัวอยํางแกํนตะวัน 47 สายพันธุ์ ซึ่งตัวอยํางมากกวํา
ตัวอยํางที่ใช๎ในการศึกษาครั้งน้ี จึงมีโอกาสท าให๎เกิดแถบดีเอ็นเอได๎มากกวํา 
 ผลการวิเคราะห์คําเปอร์เซ็นต์โพลีมอร์ฟิก มีคําระหวําง 0 – 60 เปอร์เซ็นต์ คําเฉลี่ย คือ 
36.13 เปอร์เซ็นต์ และคํา PIC มีคํา 0 – 0.941 คําเฉลี่ย คือ 0.694 + 0.305 ซึ่งเป็นคําที่คํอนข๎างสูง 
แสดงวําตาลโตนดที่น ามาศึกษาในคร้ังนี้มีความแตกตํางมากพอที่จะวิเคราะห์ความหลากหลายทาง
พันธุกรรมด๎วยเทคนิคเอสอาร์เอพี สํวนคําดัชนีความเหมือนในงานวิจัยคร้ังนี้มีคําระหวําง 0.738 – 
0.930 เฉลี่ย 0.830 + 0.07 ซึ่งเป็นคําที่คํอนข๎างสูง แสดงวําตัวอยํางตาลโตนดที่น ามาศึกษาในคร้ังนี้ 
นําจะมีพันธุกรรมใกล๎เคียงกันหรือมีฐานพันธุกรรมคํอนข๎างแคบ 

ผลการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ พบวําไพรเมอร์ me2 / em5 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอขนาด
ประมาณ 3,800 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศผู๎ แตํไมํพบในเพศเมีย ซึ่งอาจจะเป็นแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะ
ตํอตาลโตนดเพศผู๎ สอดคล๎องกับงานวิจัยของ Wenshan, Xiaodong and Youling. (2008 :  
688 – 691) และ Zhou, Wang and Zhang. (2011 : 261 – 266) ใช๎เทคนิคเอสอาร์เอพี เพื่อคัดเลือก
แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอเพศใน Ficus pumila L. และ Buchloe dactyloides Nuut. ตามล าดับ และ
พบแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอเพศ แตํงานวิจัยทั้ง 2 งานวิจัยข๎างต๎น พบแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอเพศ
เมีย และแถบดีเอ็นเอที่พบมีขนาดสั้นเพียงประมาณ 230 และ 240 คูํเบส นอกจากนี้ยังพบวํา 
ไพรเมอร์ me7/ em2 em6 ให๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 3,000, 6,000 และ 8,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะ
ในเพศเมียสายพันธุ์ข๎าว และไพรเมอร์ me1 / em5 em14 ให๎แถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 4,200 และ 
5,000 คูํเบส ที่พบเฉพาะในเพศเมียสายพันธุ์ขมิ้น ซึ่งแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นจากไพรเมอร์ทั้ง 2 
รูปแบบ อาจจะเป็นแถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอตาลโตนดสายพันธุ์ข๎าวและสายพันธุ์ขมิ้น  แตํใน
ตัวอยํางเพศเมียรวม ไมํพบแถบดีเอ็นเอขนาดดังกลําว อาจเนื่องมาจากปริมาณดีเอ็นเอสายพันธุ์ข๎าว
และสายพันธุ์ขมิ้นมีปริมาณน๎อยมาก จึงท าให๎ไมํสามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขนาดดังกลําวด๎วย  
ไพรเมอร์ทั้งสองได๎ แถบดีเอ็นเอที่พบควรน าไปหาล าดับเบส เพื่อพัฒนาเป็นเคร่ืองหมายโมเลกุลที่
ใช๎ในการจ าแนกเพศ เชํนเดียวกับการพัฒนาเคร่ืองหมายเอสซีเออาร์ เพื่อจ าแนกเพศใน Ginkgo 
biloba L. (Liao et al. 2009 : 49 - 55) 

ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของตาลโตนด วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด๎วยโปรแกรม 
NTsys version 2.1 ตาลโตนด 19 ตัวอยําง แบํงเป็น 3 กลุํม คือ กลุํมที่ 1 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศ
ผู๎ตัวอยํางที่ 1 – 3 กลุํมที่ 2 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศเมียรวม และเพศเมียตัวอยํางที่ 1 – 9 
แบํงเป็น 2 กลุํมยํอย คือกลุํมยํอยที่ 1 ได๎แกํ เพศเมียรวม พันธุ์ข๎าวตัวอยํางที่ 1 – 3  กลุํมยํอยที่ 2 
ได๎แกํ พันธุ์กาตัวอยํางที่ 1 – 3 และพันธุ์ขมิ้นตัวอยํางที่ 1 – 3  กลุํมที่ 3 ได๎แกํ ตัวอยํางตาลโตนดเพศ
ผู๎รวม และเพศผู๎ตัวอยํางที่  4 – 8 ซึ่งจากการวิเคราะห์ สามารถจ าแนกเพศของตาลโตนดออกเป็น
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กลุํมได๎ชัดเจน ดังนั้นเทคนิคเอสอาร์เอพี จึงมีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะใช๎ในการจ าแนกเพศของ
ตาลโตนดได ๎ 
 

ข้อเสนอแนะ 

1. ข๎อเสนอแนะในการน าผลการวิจัยไปใช๎ประโยชน์  
1.1 ข๎อมูลเกี่ยวกับคาริโอไทป์ของตาลโตนด ใช๎เป็นข๎อมูลพื้นฐานในการปรับปรุงสาย

พันธุ์ของตาลโตนด 
1.2 แถบดีเอ็นเอที่จ าเพาะตํอเพศและสายพันธุ์ของตาลโตนด ใช๎เป็นเคร่ืองหมายเพื่อ

คัดเลือกเพศและสายพันธุ์ของตาลโตนดในระยะต๎นกล๎า 
2. ข๎อเสนอแนะในการท าวิจัยตํอไป 

2.1 การศึกษาเกี่ยวกับคาริโอไทป์ ควรใช๎เทคนิคการย๎อมแถบโครโมโซม เพื่อให๎งํายตํอ
การจัดคาริโอไทป์ 

2.2 ควรศึกษาแถบดีเอ็นเอที่แตกตํางกันระหวํางเพศตาลโตนด ไปวิเคราะห์หาล าดับเบส  
เพื่อพัฒนาเป็นเคร่ืองหมายเอสซีเออาร์ ส าหรับใช๎ในการจ าแนกเพศตาลโตนด 
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ภาคผนวก 
สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
DNA Extraction Buffer 

1 M Tris (pH 8.0)     0.5  ml 
0.5 M EDTA (pH 8.0)     0.5  ml 
5 M NaCl      0.6  ml 
10% SDS      1.0  ml 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร    10  ml 

Nuclelysis Buffer 
Tris Base      24.20  g 
EDTA       18.60  g 
NaCl       116.9  g 
CTAB       20.0  g 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร 100 mL 

5% Sarkosyl 
N-Lauroylsarcosine     5  g 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร    100  ml 

Microprep Buffer 
DNA Extraction Buffer     125  ml 
Nuclelysis Buffer     125  ml 
5% Sarcosyl        50  ml 
Sodium Bisulfate     2.5 g (เติมกํอนการใช๎งาน) 

Chloroform : lsoamyl (24:1) 
Chloroform      24  ml 
Isoamyl      1  ml 

5 M NaCl 
Sodium Chloride     29.2  g 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร    100  ml 
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0.5 M EDTA (pH 8.0) 
EDTA        18.612  g 
ละลายในน้ ากลั่นเล็กน๎อยปรับ pH 8.0 
ปรับปริมาตรสุดท๎ายให๎ได๎ปริมาตร    100  ml 

10% CTAB 
CTAB        2.5  g 
5 M NaCl       3.5  ml 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร     25  ml 

TE Buffer (pH 8.0)  
1 M Tris (pH 8.0)       0.5  ml 
0.5 M EDTA (pH 8.0)      0.1  ml 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร     50  ml 

10X TBE 
Tris Base       54  g 
Boric Acid       27.5  g 
0.5 M EDTA pH 8.0      20  ml 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร     500  ml 

1X TBE 
10X TBE       100  ml 
เติมน้ ากลั่นปริมาตร      900  ml 

0.8 % Agarose Gel 
Agarose        0.4  g 
1x TBE Buffer       50  ml 

40 % Acrylamide (19:1) 
Acrylamide       38  g 
Bis – acrylamide         2  g 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร     100  ml 

10 % Ammonium Persulfate (APS) 
Ammonium Persulfate     1 g 
เติมน้ ากลั่นจนครบปริมาตร     10  ml 
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Fix/Stop 
10 % Acetic Acid      50  ml 
เติมน้ ากลั่นปริมาตร      450  ml 

0.2 % Silver Nitrate 
Silver Nitrate       1  g 
น้ ากลั่นปริมาตร       500  ml 

Developer 
Sodium Thiosulfate      12.5  g 
น้ ากลั่นปริมาตร       500  ml 
37 % Formaldehyde      625  µl 
10 mg/ml Sodium Thiosulfate     250  µl 
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