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               ได้ท  าการปรบัปรุงพนัธ์สบูด่ าโดยการผสมขา้มชนิด (interspecific hybridization) ระหวา่งพืชในสกลุ 
Jatropha ทีม่ีอยู่ในประเทศไทย ไดแ้ก ่สบูด่ า (J. curcus L.) สบูแ่ดง (J. gossypifolia L.) ฝ่ินตน้ (J. multifida L.)   
หนุมานนั่งแทน่ (J. podagrica Hook.) และเข็มปัตตาเวยี (J. integerrima Jacq.) ท ัง้สายตรงและสลับพ่อแม่ และ
ยืนยนัความเป็นลูกผสมทีไ่ดโ้ดยใชไ้พรเมอร์ที ่ตรวจสอบลูกผสมได้รวม 20 คูไ่พรเมอร์ ไดลู้กผสม F1 ท ัง้หมด 
12 ตน้เป็นลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี 8 ตน้ ระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินตน้ 2 ตน้และระหวา่งสบูด่ ากบัหนุ
มานนั่งแทน่ 2 ตน้ ลูกผสม F1 ท ัง้หมดมีลกัษณะระหวา่งพ่อและแม่ ลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีออก
ดอกบอ่ยตอ่เน่ือง ดอกมีท ัง้สีขาวหรือชมพู มีกลีบดอก 5 กลีบและติดเมล็ด ลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินตน้มีใบ
หยกั 7 พู ในขณะทีลู่กผสมระหวา่งสบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่มีใบหยกั 3-5 พูและลกัษณะการเชือ่มของแผน่ใบ
และกา้นใบเหมือนหนุมานนั่งแทน่ ลูกผสมท ัง้ 2 คู ่มีใบสีเขยีวและมีดอกสีชมพู แตไ่ม่สมบรูณ์ไม่ตดิเมล็ด แต่
ไม่ไดลู้กผสมระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง จากการศึกษาน้ี ความเหมือนทางพนัธุกรรมโดยอาศยัลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
จากเทคนิค AFLP ระหวา่งสบูด่ าและเข็มปัตตาเวยี สบูด่ าและหนุมานนั่งแทน่ สบูด่ าและสบูแ่ดง สบู่ด าและ
ฝ่ินตน้ คอื 65 %, 56%, 54%และ53% ตามล าดบั ผลการยอ้มเรณลููกผสม F1 ดว้ยสีคาร์มีน ให้ผลการยอ้มตดิสีเขม้
และเรณรููปทรงดีเหมือนพ่อแม่ แสดงความมีชีวติของเรณลููกผสมสูง การศึกษาการงอกของเรณโูดยใช ้
fluorescence microscopy พบวา่ หลอดเรณเูจริญถึงรงัไขใ่ชเ้วลาประมาณ 2-4 ช ัว่โมง ไม่พบการบดิเกลียวของ
หลอดเรณ ูไดท้  าการผสมกลับ (backcross) ลูกผสม F1 ทีไ่ดจ้ากสบูด่ าและเข็มปัตตาเวยีไปทีส่บูด่ าตามล าดบั ผล
การผสมได ้BC1  18 ตน้ BC2 100 ตน้และ BC3 20 ตน้ จากการประเมินลกัษณะตา่งๆ ของลูกผสมกลบัทีไ่ดแ้ละลูก
จากการผสมเปิด (open pollination) จ านวน 134 ตน้ และลูกจาก BC1xF1 2 ตน้ พบลูกผสมบางตน้มีแนวโน้มให้
ผลผลิตสูง มีลักษณะล าตน้เตี้ย ออกดอกบ่อยตอ่เน่ืองหรือแสดงแนวโน้มของการตา้นทานศตัรูพืช ส่วนการ
วเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนัในเมล็ดลูกผสมบางตน้ พบว่า ลูกผสมกลบั BC1196* ซึ่งมีน ้ าหนักเมล็ดเบา มีน ้ ามนัใน
เฉพาะส่วนเน้ือในเมล็ด (kernel) เพียง 29.92 % และ BC2202* ให้ปริมาณน ้ ามนัในเน้ือในเมล็ดสูงสุด คอื  
50.93 % การศึกษาเบือ้งตน้การตอบสนองของลูกผสมตอ่การให้ BA พบวา่ ลูกผสมตอบสนองดีตอ่การให้ BA ที ่
160  ppm โดยพบจ านวนชอ่ดอก จ านวนดอกต่อช่อดอก จ านวนดอกเพศเมยี จ านวนดอกสมบรูณ์เพศ เพิ่มมาก
ขึ้นอย่างชดัเจน ลูกผสมทีม่ีลักษณะดี จะเป็นประโยชน์ตอ่การปรบัปรุงพนัธ์ุสบูด่ าในอนาคต 
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                Variety  improvement in Jatropha curcas L. by interspecific hybridization was performed between 
plants in the genus Jatropha available in Thailand, which were J. curcus L., J. gossypifolia L., J. multifida L., 
J. podagrica Hook. and J. integerrima Jacq. Direct and reciprocal crosses between J. curcas L. and the other 
Jatropha plants were conducted and the derived F1 hybrids were then confirmed using 20 hybrid detecting 
primer pairs. Twelve F1 hybrids were obtained; 8 hybrids from  J. curcas - J. integerrima crossing, 2 hybrids    
from J. curcas - J. multifida crossing and 2 hybrids from  J. curcas - J. podagrica crossing. All the confirmed 
hybrids had morphological characters between their parents. Hybrids from J. curcas L. and J. integerrima 
Jacq. continuously produced flowers with 5 petals of white or pink color and set seeds. Hybrids from  

J. curcas L. and J. multifida L. had leaves with 7  lobes, whereas hybrids from J. curcas L. and J. podagrica 
Hook. had leaves with 3-5 lobes and joining site between petiole and leaf blade as same as  J. podagrica Hook. 
The hybrids of both pairs had green leaves and pink flowers, but were not fertile. No hybrid from the cross 
between J. curcas L. and J. gossypifolia L. was obtained from this study. Genetic similarities based on AFLP 
DNA fingerprints between J. curcas L. and J. integerrima Jacq./ J. podagrica Hook./ J. gossypifolia L./  
J. multifida L. were 65%, 56%, 54% and 53%, respectively. The carmine staining of the F1 pollens resulted in 
dark-stained and well-formed pollens, indicating high pollen viability of  F1 hybrids. Pollen germination study 
using fluorescence microscopy showed that the pollen tube reached the ovary  within 2-4 hours. No twisted      
pollen was observed. Serial backcrossing of  F1 hybrids from J. curcas L. and J. integerrima Jacq. to J. curcas 
L. was performed resulting 18 BC1, 100 BC2 and 20 BC3 were obtained. Morphological characters of all the 
derived backcross plants were evaluated in 134 plants from open pollination and 2 hybrids from  BC1xF1 and 
the results indicated that some plants showed potential for high yield. In addition, plants with continuous 
flower production or with resistance to pests were also observed. For seed oil contents evaluation in some 
hybrids, BC1196* with light seed weight contained only 29.92% oil content in kernel, while BC1202* gave 
the highest oil content at 50.93%. Preliminary study of the hybrid response to BA application was performed 
and found that the hybrids gave a good response to BA at 160 ppm. The number of inflorescence, female 
flowers and perfect flowers were  significantly increased in the BA treated plants. The hybrids with good 
performance will be useful for J. curcas L. improvement project in the future. 
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10 ลูกผสมกลับ (BC 1) ระหวา่ง F1 (สบูด่ า-เข็มปัตตาเวีย) (แม)่ กบั สบูด่ า (พอ่)                  56 
11 การตรวจสอบความเป็นลูกผสมกลบัระหวา่งสบูด่ า (แม)่  กบั F1                              

สบูด่ า-เข็มปัตตาเวีย (พอ่) และ F1 สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี (แม)่  สบูด่ า (พอ่) 
จากการใช ้SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA                                                            57 

12 การตรวจสอบความเป็นลูกผสมจากการผสมกลับ (backcross)                              
ระหวา่งสบูด่ า (แม)่ กบั F1 สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี (พอ่)โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบั
สบูด่ า JC 63-1 และ JC 2-1                                                  58 

13 ลูกผสมกลับ (BC2) ระหวา่ง สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี 61 
14 การตรวจสอบความเป็นลูกผสมของตัวอยา่งลูกจากการผสมกลบั (BC2)  
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29 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในรูป phylogenetic tree ของพืชท่ีน ามาผสมและ              
ลูกผสมท่ีได้ ได้แก ่สบูด่ า สบูแ่ดง ฝ่ินตน้ หนุมานนั่งแทน่ เข็มปัตตาเวยี และ
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การปรับปรุงพันธ์ุสบู่ด าโดยการผสมข้ามชนิด 
 

Variety Improvement in Jatropha curcas L. by Interspecific Hybridization  

 
ค าน า 

   
 ประเทศไทยตอ้งน าเขา้พลงังานเชื้อเพลิงท่ีใชเ้กอืบทั้งหมดท าให้ต้องสูญเสียเงินตราในการ
น าเขา้น ้ ามนัดิบปีละหลายแสนลา้นบาทและเพิ่มข้ึนทุกปี ถา้ลดปริมาณน าเขา้น ้ ามนั กจ็ะประหยดั
เงินตราของประเทศและท าให้การขาดดุลการคา้ลดลงและลดการเพิ่มราคาของสินคา้ ซ่ึงมกัจะ
เพิ่มข้ึนเมื่อราคาน ้ ามนัเพิ่มข้ึนและจะไมล่ดลงเมื่อราคาน ้ ามนัลดลง วกิฤตการณ์น้ีมีมาอยา่งตอ่เน่ือง
โดยเฉพาะอยา่งย่ิงน ้ ามนัดีเซล กองทุนน ้ ามนัเชื้อเพลิงตอ้งใชเ้งินกองทุนตรึงราคาไว ้เพื่อไมใ่ห้
ผูบ้ริโภคเดือดร้อนมากนัก นอกจากน้ี เชื้อเพลิงจากพลงังานท่ีได้จากการทับถมของพืชและสัตว ์
นับวนัจะลดน้อยลงและคาดวา่อาจจะหมดไปจากโลก ตลอดจนการใชน้ ้ ามนัเชื้อเพลิงจากการเผา
ไหมข้องฟอสซิล สง่ผลกระทบตอ่สภาพแวดล้อม และบรรยากาศเกดิภาวะเรือนกระจก (ช  านาญ 
และคณะ, 2549)  
 
 สบูด่ าเป็นพืชน ้ ามนัชนิดหน่ึงท่ีมสีรรพคุณหลายดา้น มีการปลูกกนัอยา่งแพรห่ลายในหลาย
ภาคของประเทศไทย และเน่ืองจากปัจจุบนัน้ีมคีวามต้องการใชน้ ้ ามนัเป็นพลงังานอยา่งมากและ
ประเทศไทยเองก็ไมส่ามารถผลิตน ้ ามนัไดต้้องน าเขา้น ้ ามนัดิบจากตา่งประเทศซ่ึงมีการปรับตัว
สูงข้ึนอยา่งตอ่เน่ือง รัฐบาลจึงสง่เสริมให้มกีารผลิต และใชไ้บโอดีเซลท่ีเป็นผลผลิตการเกษตร
ทดแทนน ้ ามนัดิบท่ีตอ้งน าเขา้  สบูด่ าจึงเป็นอีกพลงังานทางเลือกหน่ึง   ซ่ึงมศีกัยภาพในการใชเ้ป็น
พลงังานทดแทน (Sirisomboon et al., 2007; Ranade et al ., 2008) เน่ืองจากมคีุณสมบติัทางเชื้อเพลิง
ใกลเ้คียงกบัดีเซลหลายประการ ใชเ้ดินเคร่ืองยนต์ท่ีให้การเผาไหมส้มบูรณ์ สะอาด ไมพ่บซลัเฟอร์
ไดออกไซด์ในการเผาไหม ้และไมเ่กดิผลกระทบตอ่ส่ิงแวดล้อมและมขี้อไดเ้ปรียบเหนือพืชน ามนั
ชนิดอ่ืนเชน่ปาล์มน ้ ามนัในดา้นระยะเวลาในการให้ผลผลิตโดยสบูด่ าจะให้ผลผลิตตั้งแตปี่แรก
ขณะท่ีปาล์มน ้ ามนัจะใชเ้วลานานกวา่ ราคาสบูด่ านั้นกไ็มผ่นัผวนมากนัก เพราะไมไ่ด้ข้ึนอยูก่บั
ราคาตลาดโลกเหมือนปาล์มน ้ ามนัและน ้ ามนัปาลมย์งัใชบ้ริโภคเป็นอาหาร ปัญหาใหญข่องสบูด่ า 
คือ ให้ผลผลิตคอ่นขา้งต ่าและการสุกแกข่องผลสบูด่ าไมพ่ร้อมกนั จึงเป็นเหตุผลให้มีการวจิัยเพื่อ
พฒันาพนัธ์ุสบูด่ าให้มผีลผลิตมากข้ึน จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดบั
โมเลกลุของสบูด่ าเ บ้ืองตน้ พบวา่สบูด่ ามีความหลากหลายทางพนัธุกรรมคอ่นขา้งต ่า (ศิริศักด์ิและ
คณะ, 2550; Kaushik et al ., 2007; Pamidiamarri et al ., 2008; Ram et al ., 2007; Ranade et al., 
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2008) ท าให้เกดิแนวคิดวา่สบูด่ าอาจมฐีานพนัธุกรรมแคบ จึงอาจสง่ผลให้แนวทางการปรับปรุง
พนัธ์ุสบูด่ าด้วยวิธีดั้งเดิม (conventional breeding) อาจประสบความส าเร็จได้ยาก เน่ืองจากหาก
พนัธุกรรมของสบูด่ ามีความใกลเ้คียงกนัมากโอกาสท่ีจะไดล้ักษณะใหม ่ๆ จากการผสมกจ็ะน้อย
มากตามไปดว้ย จากเหตุผลดงักลา่วจึงนา่จะพิจารณาแนวทางการพฒันาสายพนัธ์ุสบูด่ าให้มผีลผลิต
สูงโดยการขยายฐานพนัธุกรรมของสบูด่ าให้กวา้งข้ึนเชน่ การชกัน าให้เกดิการกลายพนัธ์ุโดยวธีิ
ตา่งๆรวมทั้ง การผสมขา้มกบัพืชในกลุม่อ่ืนทั้งขา้มชนิด (interspecif ic hybridization) และขา้มสกุล 
(intergeneric hybridization)  
 

 ในการศึกษาน้ีจะไดผ้สมพืชขา้มชนิดในสกลุ Jatropha ท่ีมใีนประเทศไทย ระหวา่งสบูด่ า 
(J.curcus L.) กบั สบูแ่ดง (J. gossypifolia L.) สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ (J. multifida L.)  สบูด่ ากบัหนุมานนั่ง
แทน่ (J. podagrica Hook.) และสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวีย (J. integerrima Jacq.) ทั้งผสมสายตรงและ
สายสลบัพอ่แมเ่เละผสมกลับเพื่อขยายฐานพนัธุกรรมสบูด่ า ปลูกตรวจสอบลูกผสม ยืนยนัความ
เป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกุล (molecular marker ) และศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรม
ระหวา่งพืชสกลุ Jatropha ลูกผสม F1 และลูกผสมกลบัด้วยเทคนิค AFLP เพื่อสร้าง phylogenetic 
tree แล้วคัดเลือกสายพนัธ์ุดีท่ีมแีนวโน้มให้ผลผลิตสูง และ/หรือมลีักษณะเต้ีย น าไปวเิคราะห์
เปรียบเทียบปริมาณน ้ ามนั  ศึกษาความมชีีวิตและการงอกของหลอดเรณู เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุและ
พฒันาสายพนัธ์ุสบูด่ าโดยการใชส้ารเคมเีพิ่มจ านวนโครโมโซมกรณีเป็นหมนัหรือการผสมกลับ
ตอ่ไป 
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วัตถุประสงค์ 
 

              1. ผสมขา้มชนิด ( interspecific hybridization) ระหวา่งสบูด่ า (Jatropha curcas L.) กบั 
สบูแ่ดง (Jatropha gossypifolia  L.) สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ (Jatropha multifida L.) สบูด่ ากบัหนุมานนั่ง
แทน่ (Jatropha podagrica Hook.)  และสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวีย (Jatropha integerrima Jacq.)  
ทั้งผสมสายตรงและสลับพอ่แม ่ 
 

2. ตรวจสอบความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ DFLP และ  SSCP markers  
 

              3. การศึกษาความมชีีวติของเรณู (pollen viability) และ การเจริญของหลอดเรณู 
(pollen tube growth/germination)  
 

4. ปรับปรุงพนัธ์ลูกผสมท่ีไดโ้ดยการผสมกลบั (backcross) ไปยงัสบูด่ า ตรวจสอบความ
เป็นลูกผสมกลับโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอและศึกษาลักษณะลูกผสมกลบั เปรียบเทียบกบัลูก F1 
และพอ่แม ่

 
5. ศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชท่ีน ามาผสม ไดแ้ก ่สบูด่ า สบูแ่ดง ฝ่ินตน้  

หนุมานนั่งแทน่ เข็มปัตตาเวยี ลูก F1 และลูกจากการผสมกลับ โดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ AFLP 
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ประวัติความเป็นมาของสบู่ด า  

 
สบูด่ า เป็นพืชท่ีน าเขา้มาสูป่ระเทศไทยในสมยัปลายกรุงศรีอยุธยาโดยชาวโปรตุเกส และ

ยงัแพรห่ลายไปสู่ประเทศอ่ืนๆในเอเชีย ซ่ึงแตล่ะประเทศก็จะเรียกชื่อตา่งกนั อยา่งชาวมาลายู  
จะเรียกวา่ Dutch castor oil ตามประวติัศาสตร์ท่ีสมยันั้นฮอลนัดาเขา้ครอบครองมาลายู ส่วนท่ีเกาะ
ชวานั้นรู้จกักนัในชื่อของ Chinese castor oil ตรงค าวา่ oil น่ีเองท่ีท าให้เห็นวา่ สบูด่ าในยุคนั้นปลูก
เพื่อใชป้ระโยชน์ ในการน าเมล็ดไปบีบอัดน ้ ามนัและจุดไฟให้แสงสวา่งในเวลากลางคืนในขณะ
สงครามโลกคร้ังท่ี 2 นั้นชาวบา้นเกดิความล าบากมากด้วยวา่มเีงินกไ็มส่ามารถหาซ้ือน ้ ามนักา๊ซได้ 
ชาวบา้นในชนบทจึงแกปั้ญหาดว้ยการน าเมล็ดสบูด่ ามาแกะเอาเน้ือสีขาวขา้งในเสียบเรียงกนัดว้ย
กา้นมะพร้าว หรือ ไมไ้ผเ่หลาแหลม ใชจุ้ดไฟให้แสงสวา่งหรือต าเมล็ดให้ละเอียดใสก่ระบอกไมไ้ผ ่
ใชเ้ส้นดา้ยดิบเป็นไส้ จุดเ ทียนไขไดเ้ ป็นอยา่งดีหรือท าเป็นเทียนพรรษาตามเทศการตา่งๆ (ช  านาญ 
และคณะ, 2549) 

 
เมล็ดสบูด่ ามีปริมาณน ้ ามนัร้อยละ 35 ของน ้ าหนักเมล็ด น ้ ามนัท่ีสกดัไดจ้ากเมล็ดสบูด่ า 

สามารถใชท้ดแทนน ้ ามนัดีเซลกบัเคร่ืองจกัรกลทางการเกษตรไดอ้ยา่งดี โดยไมต่้องใชส้ว่นผสม
และไมท่ าให้เคร่ืองยนต์เสียหายและยงัสามารถผสมกบัน ้ ามนัเบนซินตามอตัราสว่นท่ีพอเหมาะ ใช ้
เดินเคร่ืองยนต์เบนซิลได้ (จเร, 2527)  เมล็ดสบูด่ า 4 กโิลกรัมสามารถสกดัน ้ ามนัได ้1 ลิตร กาก
เมล็ดสบูด่ าท่ีเหลือจากการสกดัน ้ ามนัมีปริมาณไนโตรเจนสูง ซ่ึงเป็นธาตุอาหารท่ีพืชตอ้งการ จึง
สามารถน าไปเป็นปุ๋ยอินทรีย์ของพืชไดส้ว่นล าตน้ ผล และเมล็ดจะมกีรด hydrocyanic และมี
สารพิษ curcin ในเมล็ด สบูด่ าสามารถขยายพนัธ์ุได้โดยการเพาะเมล็ด ปักช  าและเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ  

 
 ส าหรับประเทศไทย เร่ืองของไบโอดีเซล โดยเฉพาะ สบูด่ า ไดม้ีการวจิัยกนัมาตลอด

ชว่งเวลา 20 ปีท่ีผา่นมา แมจ้ะสะดุดเพราะความท่ียงัไมเ่ห็นถึงความส าคญัในยามท่ีราคาน ้ ามนัยงัอยู ่
ในภาวะท่ีรับมอืไหว ถึงแมจ้ะยอมรับกนัแล้ววา่สบูด่ าสามารถน ามาเป็นไบโอดีเซลได้  กระทัง่
ปี  2543  ราคาน ้ ามนัเร่ิมขยับตัวสูงข้ึน สบูด่ า จึงถูกจบัมาปัดฝุ่นอีกคร้ัง แตใ่นระยะแรกน้ีมีตน้สบูด่ า
เหลืออยูน่้อย  จึงตอ้งพยายามสง่เสริมให้มีการปลูกตามท่ีวา่งเปลา่  หรือท่ีท่ีปลูกพืชแล้วให้ผลผลิต
น้อย ทั้งคนันา ริมรัวบา้น หัวไร่ปลายนา สองขา้งถนนระหวา่งหมูบ่า้น   ขอให้เป็นกลางแจง้แดด
จดั  ไมอ่ยูใ่ต้ร ่มเงาไมใ้หญ ่(ระพีพนัธ์ และ สุขสันต์, 2525)   
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2. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ของพชืสกุล Jatropha ในประเทศไทย 
 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสบูด่ า   
 
สบูด่ า (Jatropha curcas L.)  หรือ physic nut/ purging nut อยูใ่นวงศ์ Euphorbiaceae พืชใน

วงศ์ ( family) น้ีมปีระมาณ 321 สกลุ 8,000 ชนิด (species) มพีืชเศรษฐกจิ เชน่ยางพารา hevea 
(Hevea brasiliensis Muell Arig.)  มนัส าปะหลงั cassava (Manihot esculentas Crantz.)  และละหุง่ 
castor bean (Ricinus communis L.) ไมผ้ล เชน่มะยม star goodsberry (Phyllanthus acidus L.) และ
มะไฟ mafia (Buccaurea ramflio Lour.)  และพืชพลงังานท่ีเป็นพืชน ้ ามนั เชน่ มะเยา tung trees 
(Aleurite sp.) ไชนีสแทลโล Chinese tallow tree (Sapium sebiferum) และสบูด่ า  physic nut 
(Jatropha curcas L.)  (พรชยั, 2549)  

 
สบูด่ า (Jatropha curcas L.)  มชีื่อเรียกแตกตา่งกนัไปตามภูมภิาค ภาคเหนือเรียก มะหุง่ฮ ั้ว 

ภาคอีสาน เรียก หมากเยา มะเยา และภาคใตเ้รียก มะหุง่เทศหรือละหุง่เทศ มถ่ิีนก  าเนิดใน เม็กซิโก 
และอเมริกากลาง มีจ านวนโครโมโซม 2n = 22 (Soontornchainaksaeng and Jenjittikul, 2003) มี
ลกัษณะทัว่ไปดงัน้ี  เป็นไมพ้ ุม่ขนาดใหญ ่(large shrub) หรือยืนตน้ขนาดเล็ก (small tree) ชอบ
แสงแดดจดั อายุมากกวา่ 20 ปี อาจถึง 50 ปี เป็นพืชท้ิงใบในฤดูแลง้ ทนทานตอ่อากาศร้อน แห้งแลง้
และดินเลว ชอบดินทรายท่ีมีการระบายน ้ าดี ไมช่อบท่ีลุม่น ้ าขงั ล าตน้เมื่อยงัออ่นมเีปลือกบางสี
คอ่นขา้งเขียว ล าตน้เมือ่แกเ่ป็นปลอ้ง  (articulated growth) เปลือกหนาสีน ้ าตาล มรีอยตา (leaf scar) 
ปรากฏตามส่วนยาวของล าตน้ ล าตน้ออ่น กิง่  และกา้นใบมนี ้ ายางสีขาวขุน่  ล าตน้แกม่นี ้ ายาง
เฉพาะท่ีเปลือก (bark) น ้ ายางเมื่อละลายน ้ าเกดิเป็นฟองคลา้ยสบู ่ใบเป็นใบเ ด่ียว เรียงสลบั รูปหัวใจ
กวา้งถึงรูปโล ่คลา้ยๆใบฝ้ายและใบพฒุตาลแตห่นากวา่ เพราะมีไข (cutin) เคลือบอยูท่ี่ผิวใบ ขอบ
ใบเรียบ มีรอยหยกัเวา้เ ป็น 5 พ ูพขูา้งปลายมน พปูลายหรือพกูลางรูปหัวใจปลายแหลม การจดัเรียง
ตวัของเส้นใบเป็นแบบรา่งแห (palmataly netted venation) ขนาดของใบมคีวามกวา้งประมาณ 18 
เซนติเมตร มีความยาวประมาณ 16 เซนติเมตร กา้นใบยาวประมาณ 24 เซนติเมตร สบูด่ ามกัท้ิงใบ
ในฤดูร้อน ถา้แห้งแลง้มากจะท้ิงใบทั้งตน้ ออกดอกบริเวณซอกใบใกล้ปลายกิง่ ลกัษณะเป็นชอ่
คลา้ยชอ่เชิงหลัน่ มกัออกเป็นคู ่ๆ  ชอ่ยาวไดถึ้ง 12 เซนติเมตร กา้นชอ่ยาวประมาณ 6 เซนติเมตร 
ดอกยอ่ยแยกเพศ ดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมยีอยูแ่ยกกนั แตอ่ยูภ่ายในชอ่เดียวกนั เ ป็นดอกไมส่มบูรณ์
เพศ ดอกเพศผู้มกีลีบเล้ียงเชื่อมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉก รูปไข ่แกมขอบขนาน สีเหลืองแกมเขียว 
กวา้ง 1.5 มิลลิเมตร ยาว 3 มิลลิเมตรโดยประมาณ ปลายกลม ดา้นในมขีนยาวหา่ง มีตอ่มน ้ าหวานท่ี
โคนกลีบดา้นใน เกสรเพศผู้มี 10 อนั แบง่ออกเป็น 2 วง วงนอกแยกจากกนั วงในเชื่อมติดกนัอับ



6 

เรณยูาว 1.5 มลิลิเมตร สีเหลือง ดอกเพศเมียมขีนาดใหญก่วา่ดอกเพศผูอ้ยูก่ลางของชอ่ยอ่ย กลีบ
เล้ียงเชื่อมติดกนั ปลายแยกเป็นแฉกยาวประมาณ 4 มิลลิเมตร ลกัษณะอ่ืนคลา้ยดอกตัวผู ้กลีบดอก 
รูปขอบขนานแกมรี สีเขียวออ่น มเีกสรตวัผูท่ี้เป็นหมนั 10 อนั สีขาว รังไขรู่ปกระสวยมี 3 พ ู ปลาย
กา้นมียอดเกสรเพศเมยีแยกเป็น 2 แฉก อัตราสว่นดอกเพศผู ้: ดอกเพศเมีย ประมาณ 7:1 ปริมาณ
ดอกยอ่ยประมาณ 70-100 ดอกตอ่ชอ่ แตจ่ะติดผล 7-15 ผลเทา่นั้น ผลคอ่นขา้งป้อมหรือเป็นรูป
กระสวย กวา้ง 2-3 เซนติเมตร ยาว 2.5-3.5 เซนติเมตร ลกัษณะเป็นแบบเปลือกแข็ง (nut) มี 3 พ ู 
(lobe) ผลออ่นสีเขียวและเมือ่แกจ่ะเปล่ียนเป็นสีเหลืองและเมือ่แกจ่ัดผลนอกท่ีเป็นสีเหลืองจะ
เปล่ียนเป็นสีด า  ผลแห้งท่ียงั ติดอยูบ่นตน้จะไมแ่ตกออก แตเ่มื่อผลรว่งลงสู่บนพื้นดินอาจแตกได ้
ผลสดหน่ึงผลมนี ้ าหนักประมาณ 15 กรัม ผลแห้งน ้ าหนักจะลดลงเหลือ 2.6 กรัม ผลเมือ่แกะผนัง
ดา้นนอก (exocarp) และผนังช ั้นกลาง (mesocarp)ออก จะพบผนังช ั้นใน (endocarp) สานกนัเป็นช ั้น
หุ้มเมล็ดภายในไว ้หน่ึงผลมจี านวนเมล็ด 2-3 เมล็ด แตส่ว่นมากพบวา่ม ี3 เมล็ด เมล็ดรูปรา่งป้อม
ยาว (oblong) รูปกระสวยแกมขอบขนานแบนขา้งกวา้ง 1 เซนติเมตร ยาว 1.7 เซนติเมตร เปลือกหุ้ม
เมล็ดสีด า จดัเป็นพวกมเีย่ือหุ้มเมล็ด (albuminous seed) โดยเย่ือ (albumin) บุอยูภ่ายใน เป็นท่ีเกบ็
สะสมน ้ ามนั (oil) และสารเคอร์ซิน (curcin) สว่นของเน้ือใน (endosperm) และคพัภะ (embryo) มสีี
ขาว แตล่ะเมล็ดมนี ้ าหนักประมาณ 0.6 กรัม (ช  านาญ, 2549; ปรัชญา, 2537; พิชยั และ วฒันา, 2552; 
Augustus et al ., 2002; Kaushik et  al ., 2007; Openshaw, 2000; Sir isomboon et al., 2007)   

 
ประโยชน์ สบูด่ าเป็นพืชท่ีมปีระโยชน์ใชส้อยมากท่ีสุดในพืชสกลุน้ี ประโยชน์หลกัคือ

น ้ ามนัเชื้อเพลิงใชใ้นการหุงต้มและเดินเคร่ืองยนต์ดีเซล เมล็ดสบูด่ า มนี ้ ามนัประมาณ 30-50 
เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นน ้ ามนัจากเน้ือในเมล็ด (kernel) ประมาณ 45-60 เปอร์เซ็นต์ น ้ ามนัสบูด่ ามี
องค์ประกอบเป็นกรดไขมนัท่ีอ่ิมตัว (saturated fatty acid)  ประมาณ 21.14 เปอร์เซ็นต์ และกรด
ไขมนัไมอ่ิ่มตวั (unsaturated fatty acid) 78.86 เปอร์เซ็นต์ กรดไขมนัท่ีอ่ิมตวัส่วนใหญเ่ป็นกรด 
Palmitic (14:0) และ Stearic (18:0) กรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัสว่นใหญเ่ป็นกรด Oleic (18:1) และ 
Linoleic (18:2) น ้ ามนัสบูด่ ามคีา่ความร้อนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ของน ้ ามนัดีเซล No. 1 และมคีา่ 
ซีเทน (cetane) ใกลเ้คียงคา่ต ่าสุดของน ้ ามนัดีเซล มีคา่ความหนืด (viscosity) ท่ี 40 องศาเซลเซียส 
ประมาณ 41.87 เปอร์เซ็นต์ ขณะท่ีน ้ าดีเซลมี 3.06 หรือสูงกวา่ประมาณ 13.68 เทา่ของน ้ ามนัดีเซล 
ปัญหาหลักของน ้ ามนัสบูด่ าจึงข้ึนอยูก่บัความหนืด การลดคา่ความหนืดลงสามารถท าให้น ้ ามนัสบู ่
ด าใชก้บัเคร่ืองจกัรกลการเกษตรไดโ้ดยตรง การเปล่ียนรูปน ้ ามนัโดยวธีิ transesterif ication เป็นรูป 
methyl หรือ methyl ester  สามารถลดขนาดของโมเลกุลน ้ ามนัสบูด่ าลงได้มาก ท าให้การเผาไหมใ้น
กระบอกสูบเกดิได้สมบูรณ์ข้ึน โดยท่ีน ้ ามนัสบูด่ าประกอบด้วยกรดไขมนัท่ีเป็นไฮโดรคาร์บอนท่ี
เป็นโซต่รงและยาวเหมอืนสารประกอบไฮโดรคาร์บอนท่ีเป็นโซต่รงยาวและอ่ิมตวัในน ้ ามนัดีเซล 
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จึงท าให้น ้ ามนัสบูด่ าเหมาะสมท่ีจะใชท้ดแทนน ้ ามนัดีเซลได้ ประโยชน์อ่ืนๆของสบูด่ ายงัมีอีก
มากมาย ทั้งประโยชน์โดยตรงและท่ีเป็นผลพลอยได ้เชน่ ใชเ้ป็นสมนุไพรรักษาโรค โดยใชเ้ป็นยา
ระบายหรือยาถา่ย ใชท้ารักษาโรคผิวหนังหรือปวดตามข้อ  กากสบูด่ าท่ีเหลือจากการบีบน ้ ามนัแลว้ 
มสีารประกอบไนโตรเจนสูง เชน่เดียวกบักากละหุง่ท่ีบีบน ้ ามนัออกแลว้ หรือมูลไก ่จึงท าปุ๋ย
อินทรีย์ได้ดี นอกจากน้ีตน้ กิง่  กา้น เปลือก ใบ และราก สบูด่ ายงัใชท้ าปุ๋ยอินทรีย์ไดเ้ชน่เดียวกบักาก  
สว่นกากหรือเมล็ด กรณีผา่นกระบวนการก  าจัดพิษแล้ว น ามาท าเป็นอาหารสัตวไ์ด้ ปัจจุบนัมพีนัธ์ุ
สบูด่ าท่ีปราศจากสารพิษในประเทศเมก็ซิโกและได้มีการน ามาปลูกในประเทศไทยแลว้ นอกจากน้ี
ยงัสามารถใชส้บูด่ าเป็นสารป้องกนัก  าจัดโรคและแมลงศัครูพืช น ้ ายางสบูด่ าน าไปท าน ้ ามนัทาสี ท า
หมกึพิมพ์  ตน้สบูด่ าใชป้ลูกเป็นร้ัวกนัสัตว์ ป้องกนัลม และป้องกนัการชะลา้งหน้าดิน  ล าตน้ กิง่
กา้น ใชเ้ป็นเชื้อเพลิงชีวมวล และประโยชน์อ่ืนๆ เชน่ท าเย่ือกระดาษ ไมอ้ัด ท าน ้ าส้มควนัไม ้เป็น
ตน้(ช  านาญ, 2549; ปรัชญา, 2537; พิชยั และวฒันา, 2552) 

 
ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของสบูแ่ดง   
 
สบูแ่ดง (Jatropha gossypifolia  L.) หรือ belly-ache bush ภาคกลางเรียกอีกชื่อวา่ ละหุง่แดง 

ภาคใตม้กัเรียกวา่ สบูเ่ลือด สีหลอด และหงษ์เทศ มถ่ิีนก  าเนิดในอเมริกากลางไปจนถึงอเมริกาใต้
และคาริบเบียน มีจ านวนโครโมโซม 2n = 22  (Soontornchainaksaeng and Jenjittikul, 2003) มี
ลกัษณะโดยทั่วไปดงัน้ี เป็นไมพ้ ุม่ยืนตน้ขนาดกลาง เล็กกวา่สบูด่ า ไมท้ิ่งใบ (evergreen) ล าตน้
โดยทัว่ไปทั้งความสูงและความกวา้งของทรงพุม่มขีนาดไลเ่ล่ียกนั เส้นผา่ศูนย์กลางทรงพุม่เฉล่ีย
ประมาณ 1.5 เมตร  สีเปลือกของล าตน้เมือ่อายุยงัน้อยมสีีแดงอมมว่งเป็นมนัเงา ผิวเรียบและอวบน ้ า 
เมือ่แกม่ีสีน ้ าตาล ล าตน้และกิง่มนี ้ ายาง ล าตน้แกจ่ะมนี ้ ายางเฉพาะท่ีเปลือกเชน่เดียวกบัสบูด่ า ใบ
เมือ่แกเ่ ป็นแผน่ใบรวม (palmately compound leaf) มรีอยหยกั (lobe)  ลึกประมาณ 3-5 หยกั รอย
หยกัลึกกวา่ในสบูด่ า มีขนเล็กๆ ละเอียด (ciliate) ข้ึนปกคลุมตามแนวขอบใบ โคนใบเป็นรูปหัวใจ 
(cordate) ปลายใบแหลม (acute) ใบออ่นมีสีมว่งแดง  เป็นมนัเงา เมือ่เจริญเต็มท่ีใบเปล่ียนเป็นสีมว่ง
อมเขียว และสีเขียวใบไมใ้นท่ีสุด เส้นใบมสีีมว่งอมแดง (red purple) เห็นชดัเจนดา้นหน้าใบ
มากกวา่ดา้นหลงัใบ เส้นใบมกีารจัดเรียงแบบ palmately netted venation ขนาดใบยาวเฉล่ีย 16-18 
เซนติเมตร และกวา้งประมาณ 12-15 เซนติเมตร ใบของสบูแ่ดงมีสว่นของกา้นใบยาวเชื่อมติดกบั
สว่นของล าตน้หรือกิง่คลา้ยสบูด่ า กา้นใบยาวเฉล่ียประมาณ 15-16 เซนติเมตร ขนาดเส้นผา่ศูนย์ 
กลางยาวประมาณ 0.4-0.5 เซนติเมตร  กา้นใบสบูแ่ดงจะมีขน (ciliate) ตลอดความยาว ต าแหนง่ท่ี
อยูข่องใบจะอยูส่ลับกนั (alternate) คลา้ยสบูด่ าออกดอกบริเวณปลายกิง่ หรือขา้งๆ ยอดเชน่เดียวกบั
สบูด่ า ลกัษณะชอ่ดอกเป็นชอ่ประกอบแบบกระจุก (compound dichasium) เชน่เดียวกบัสบูด่ า เป็น
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ดอกไมส่มบูรณ์เพศ (imperfect flower) มดีอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมียแยกกนัแตอ่ยูใ่นตน้เดียวกนั 
(monoecious) กลีบเล้ียงมีสีเขียวออ่นมีจ านวน 5 กลีบ กลีบดอกมีสีแดงสดมจี านวน 5 กลีบเทา่กนั 
ดอกเพศผู้มอีับเรณเูป็นสีเหลือง 8 อบั แบง่เป็น 2 วง วงนอกมี 5 อบั วงในมี 3 อบั ดอกเพศเมยี
ประกอบดว้ย รังไขแ่ละเกสรเพศเมยี รังไขเ่ป็นแบบ superior ovary รังไขแ่บง่เป็น 3 ห้อง  กา้นชอ่
ดอกหน่ึงมจี านวนดอก 10-15 ดอก ติดผล 2-4 ผล ผลรูปรา่งยาวรี (oblong) เปลือกบาง ภายในผลมี 3 
ห้อง เชน่เดียวกบัสบูด่ า แตม่ีขนาดเล็กกวา่ ความยาวประมาณ 1.4 เซนติเมตร เส้นผา่ศูนย์กลางเฉล่ีย 
1.3 เซนติเมตร โดยทั่วไปผลมีขนาดเล็กและจ านวนติดผลตอ่ชอ่มากกวา่สบูด่ า ผลแกจ่ัดสีของ
เปลือกจะเปล่ียนเป็นสีเขียวอมน ้ าตาล ผลแห้งมนี ้ าหนักประมาณ 0.4 กรัม จดัเป็นผลแบบแตก 
(dehiscent fruit) เมือ่ผลแกจ่ะแตกดีดออกจากเมล็ดไดเ้อง รากเป็นระบบรากแกว้  หรือรากปฐมภูมิ
รว่มกบัรากแขนงเชน่เดียวกบัสบูด่ า มกัใชเ้ป็นไมป้ระดับ ผลมขีนาดเล็กกวา่สบูด่ า ขนาดไลเ่ล่ียกบั
ละหุง่ เมล็ดมสีีน ้ าตาลออ่นสลบัขาว ขนาดเส้นผา่ศูนย์กลางประมาณ 0.5 เซนติเมตร ยาวประมาณ 
0.8 เซนติเมตร (พิชยั และ วฒันา, 2552) 
 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของ ฝ่ินตน้ 
 
ฝ่ินตน้ (Jatropha multifida  L.) หรือ coral bush ภาคกลางเรียกอีกชื่อวา่ มะละกอฝร่ัง 

ภาคเหนือเรียก มะหุง่แดง มีถ่ินก  าเนิดในเม็กซิโก ถึงบราซิล มจี านวนโครโมโซม 2n = 22  
(Soontornchainaksaeng and Jenjittikul, 2003) มีลกัษณะโดยทั่วไปดงัน้ี เป็นไมพ้ ุม่ยืนตน้ขนาด
กลาง เล็กกวา่สบูด่ า ไมท้ิ่งใบ (evergreen) หรือกึ่งท้ิงใบ (semi-deciduous) สูงประมาณ 1.8-6 เมตร 
ทนแลง้ปานกลาง  ล าตน้มีสีเขียว เปลือกบางเมื่อยงัออ่น เมือ่แกจ่ัดมสีีเขียวปนน ้ าตาล จนถึงสีน ้ าตาล 
เปลือกหนา ใบเมือ่แกเ่ ป็นแผน่ใบรวมแยกเป็นแฉกๆ ตัด 9 แฉก (palmately cut leaf) ปลายแหลม
ยาว 7-11 เซนติเมตร แตล่ะแฉกยงัแยกเป็นแฉกยอ่ยๆ ใตใ้บมสีีขาว ดอกเป็นชอ่สีแดงสดใส (blight 
coral red) กลีบแผเ่มื่อบาน กา้นดอกส้ันแตก่า้นชอ่ดอกยาว ชอ่ดอกทรงแฟลททอป (flat topped 
cluster) ออกดอกบริเวณปลายกา้น ลกัษณะชอ่ดอกเป็นชอ่ประกอบแบบกระจุก (compound 
dichasium) เป็นดอกไมส่มบูรณ์เพศ มดีอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมียแยกกนัแตอ่ยูใ่นชอ่ดอกเดียวกนั 
(monoecious) ดอกเพศผูแ้ละเพศเมยีมีกลีบเล้ียงและกลีบดอก 5 กลีบเทา่ๆ กนั  กลีบเล้ียงมีสีแดง
ออ่น  กลีบดอกมสีีแดงเขม้  ดอกเพศผู้มอีับเรณูสีเหลือง 8 อบั แบง่เป็น 2 วง วงนอกมี 5 อบั วงในม ี
3 อบั ดอกเพศเมยีมรัีงไขเ่หนือวงกลีบ (superior ovary) ท่ีปลายรังไขม่ยีอดเกสรเพศเมยี (stigma) 
แยกออกเป็นแฉกๆ มีลกัษณะผลเป็นสามเหล่ียม แบง่ป็น 3 พ ูผลเร่ิมแกม่สีีเหลือง และเปล่ียนเป็นสี
ด า ผลมขีนาดใหญเ่ทา่ๆ สบูด่ าหรือใหญก่วา่ รากเป็นระบบรากแกว้ หรือรากปฐมภูมริ ่วมกบัราก
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แขนงเชน่เดียวกบัสบูด่ า มกัใชเ้ป็นเป็นไมป้ระดับ เมล็ดเมื่อแกด่า้นนอกมเีปลือกสีด า ดา้นในมเีน้ือสี
ขาว ขนาดใกลเ้คียงกบัสบูด่ า  (พิชยั และ วฒันา, 2552) 
 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของหนุมานนั่งแทน่ 
 
หนุมานนั่งแทน่ (Jatropha podagrica  Hook.) หรือ buddha belly plant มชีื่อเรียกอ่ืนอีกวา่ 

วา่นเลือด และ หัวละมานนั่งแทน่ มถ่ิีนก  าเนิดในอเมริกากลาง ฮอนดูรัส นิคารากวั มจี านวน
โครโมโซม 2n = 22  (Soontornchainaksaeng and Jenjittikul, 2003) มีลกัษณะโดยทั่วไปดงัน้ี เ ป็น
ไมพ้ ุม่ยืนตน้ขนาดกลาง เป็นพืชไมท้ิ่งใบ (evergreen) ล าตน้ป่องตรงกลางหรือโคน (caudiciform 
bush) สูงประมาณ 1.5  เมตร ชอบแสงแดดจดัถึงมรี่มเงา ทนแลง้ปานกลาง  ใบเมือ่แกม่กัมขีนาด
ใหญก่วา่สบูด่ า เป็นแผน่ใบรวม (palmately compound leaf) แบง่เป็น 5 แฉก แตล่ะแฉกมปีลาย
แหลมเป็นต่ิง (cuspidate) ออกดอกตลอดปี ดอกจะดกในฤดูร้อน ดอกเป็นชอ่สีแดงจดั กลีบแผเ่มื่อ
บาน กา้นดอกส้ันแตก่า้นชอ่ดอกยาวพอๆ กบักา้นใบ ชอ่ดอกทรงแฟลททอป (flat topped cluster) 
คลา้ยๆ ฝ่ินตน้ ออกดอกบริเวณปลายกา้น ลกัษณะชอ่ดอกเป็นชอ่ประกอบแบบชอ่กระจุกซ้อน 
(compound dichasium) เป็นดอกไมส่มบูรณ์เพศ มีดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมยีแยกกนัแตอ่ยูใ่นชอ่
ดอกเดียวกนั (monoecious) ดอกเพศผูแ้ละเพศเมียมีลกัษณะคลา้ยดอกฝ่ินตน้  ดอกเพศผู้มอีับเรณสีู
เหลือง 8 อบั แบง่เป็น 2 วง วงนอกม ี5 อบั วงในมี 3 อบั ดอกเพศเมยีมรัีงไขเ่หนือวงกลีบ (superior 
ovary) ท่ีปลายรังไขม่ยีอดเกสรเพศเมยี (stigma) แยกออกเป็นแฉกๆ สว่นผลคอ่นขา้งกลมมขีนาด
ใกลเ้คียงผลสบูแ่ดง มี 3 ห้อง เปลือกผลบางเมล็ดมขีนาดเล็กใกลเ้คียงผลสบูแ่ดง เปลือกสีน ้ าตาล 
เน้ือสีขาว รากเป็นระบบรากแกว้ หรือรากปฐมภูมริ ่วมกบัรากแขนงเชน่เดียวกบัสบูด่ า น ้ ายางสีขาว
ขน้ (ขุน่) พบมากในสว่นของล าตน้ออ่นและใบเชน่เดียวกบัสบูด่ า ประโยชน์ท่ีใชท้ าสีแดงใน
เมก็ซิโก และสหรัฐอเมริกาตะวนัตก น าไปปลูกเป็นไมป้ระดับ (พิชยั และ วฒันา, 2552) 
 

ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ของเข็มปัตตาเวีย 
 
เข็มปัตตาเวยี (Jatropha integerrima  Jacq.) หรือปัตตาเวีย หรือ peregrina/ spicy Jatropha  

มถ่ิีนก  าเนิดในเวสท์อินดีส (West Indies)  เป็นท่ีรู้จักดีในประเทศคิวบา และรัฐฟลอริดาตอนใต ้มี
จ านวนโครโมโซม 2n = 22 (Soontornchainaksaeng and Jenjittikul, 2003) มีความตา้นทานตอ่การ
กดักนิของศัตรูพืช (Lakshminarayana and Sujatha, 2001) ทนแลง้ และมีปริมาณกรด Linoleic สูง 
(Rao and Lakshminarayana, 1987) เป็นพืชท่ีมีแนวโน้มวา่เป็นตัวเชื่อมระหวา่งสกุล Jatropha  และ
สกลุ Ricinus (Sujatha, 1996) มลีักษณะโดยทั่วไปดงัน้ี  เป็นไมพ้ ุม่ยืนตน้ขนาดเล็ก (small tree)  เป็น
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พืชไมท้ิ่งใบ (evergreen) ล าตน้กลม เปลือกเมือ่ยงัออ่นมสีีเขียว เมือ่แกม่สีีน ้ าตาลหรือน ้ าตาลปนด า 
มเีน้ือไมแ้ข็ง ไมม่นี ้ ายาง ล าตน้สูงประมาณ 3 เมตร มขีนาดเล็กกวา่สบูด่ า ทนแลง้ ใบเป็นมนัเงา 
รูปรา่งแตกตา่งกนั สว่นใหญเ่ป็นรูปขอบขนานแกมรูปไข ่ (ovate-oblong) หรือรูปรี (elliptic)  ปลาย
ใบแหลม (acute) ขอบใบเรียบ ดอกเป็นชอ่ เมื่อบานแผเ่ป็นรูปดาว (star shaped) ออกดอกตลอดทั้ง
ปีม ี2 พนัธ์ุ (พนัธ์ุดอกสีแดง และพนัธ์ุดอกสีชมพู) ออกดอกท่ีปลายยอด ปลายกิง่ หรือระหวา่งกิง่
กบัใบเชน่เดียวกบัสบูด่ า ดอกเป็นชอ่แบบกระจุก (compound dichasium) เป็นดอกไมส่มบูรณ์เพศ 
ดอกเพศผูแ้ละดอกเพศเมียแยกกนัแตอ่ยูใ่นชอ่ดอกเดียวกนั (monoecious) ดอกเพศผูแ้ละเพศเมยีมี
ลกัษณะคลา้ยหนุมานนั่งแทน่หรือฝ่ินตน้ แตม่ชีอ่ดอกตา่งกนัตรงท่ีมกีา้นดอกยาวกวา่และมชีว่งการ
จดัเรียงหา่งกวา่ชอ่ดอก จึงไมเ่ ป็นทรงแฟลททอป ดอกเพศผู้มอีับเรณู 8 อบั จัดเรียงคลา้ยหนุมานนั่ง
แทน่ หรือฝ่ินตน้ แตช่ข้ึูนมาในระดับสูงกวา่ ผลคอ่นข้างกลมมีขนาดเล็กกวา่สบูด่ า แตใ่กลเ้คียงสบู ่
แดง ม ี3 ห้อง เปลือกผลบาง รากเป็นระบบรากแกว้ หรือรากปฐมภูมริ ่วมกบัรากแขนงเชน่เดียวกบั
สบูด่ า ใชเ้ป็นไมป้ระดบั (พิชยั และ วฒันา, 2552) 
 

สบูด่ าเป็นพืชพลงังานท่ีมีศกัยภาพในการใชเ้ป็น พลงังานทดแทน (Sirisomboon et al., 
2007; Ranade et al ., 2008) และมีขอ้ไดเ้ปรียบเหนือพืชน ามนัชนิดอ่ืนเชน่ปาล์มน ้ ามนัในดา้น
ระยะเวลาในการให้ผลผลิตโดยสบูด่ าจะให้ผลผลิตตั้งแตปี่แรก และปลูกไดแ้มใ้นพื้นท่ีไมอุ่ดม
สมบูรณ์ แห้งแลง้  ขณะท่ีปาล์มน ้ ามนัจะใชเ้วลานานกวา่จะเกบ็ผลผลิตได้ และเป็นพืชท่ีตอ้งการน ้ า
ท่ีพอเพียง นอกจากน้ีน ้ ามนัปาลม์ยงัใชบ้ริโภคเป็นอาหาร หากน าน ้ ามนัปาลม์มาใชเ้ป็นพลงังาน
ทดแทน จะเป็นการแยง่ตลาดน ้ ามนัเพื่อการบริโภค สบูด่ ามขี้อเสียคือให้ผลผลิตต ่า การสุกแกข่อง
เมล็ดไมพ่ร้อมกนัเป็นปัญหาตอ่การเก็บเกีย่วผลผลิต  จึงเป็นเหตุผลให้มกีารวิจยัเพื่อพฒันาพนัธ์ุสบู ่
ด าให้มผีลผลิตมากข้ึน  จากการศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในระดับโมเลกุลของสบูด่ า
เบ้ืองตน้ พบวา่สบูด่ ามคีวามหลากหลายทางพนัธุกรรมคอ่นขา้งต ่า (ศิริศกัด์ิและคณะ, 2550; 
Kaushik et al ., 2007; Pamidiamarri et al ., 2008; Ram et al ., 2007; Ranade et  al ., 2008) ท าให้เกดิ
แนวคิดวา่สบูด่ าอาจมฐีานพนัธุกรรมแคบ จึงอาจสง่ผลให้แนวทางการปรับปรุงพนัธ์ุสบูด่ าดว้ยวธีิ
ดั้งเดิม (conventional breeding) อาจประสบความส าเร็จไดย้าก เน่ืองจากหากพนัธุกรรมของสบูด่ ามี
ความใกลเ้คียงกนัมากโอกาสท่ีจะไดล้ักษณะใหม ่ๆ  จากการผสมก็จะน้อยมากตามไปดว้ย จาก
เหตุผลดงักลา่วจึงนา่จะพิจารณาแนวทางการพฒันาสายพนัธ์ุสบูด่ าให้มผีลผลิตสูงโดยการขยายฐาน
พนัธุกรรมของสบูด่ าให้กวา้งข้ึนเชน่ การผสมขา้มกบัพืชในกลุม่อ่ืน รวมทั้งการชกัน าให้เกดิการ
กลายพนัธ์ุโดยวธีิตา่งๆ 
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3. การผสมพนัธุ์ พืช  (hybridization) 
 

การผสมพนัธ์ุพืชมวีตัถุประสงค์ เพื่อสร้างความแปรปรวนทางพนัธุกรรมให้เกดิข้ึนใน
ประชากรพืช เปิดโอกาสให้นักปรับปรุงพนัธ์ุได้คดัเลือกตน้ท่ีมลีักษณะดีท่ีสุดจากการรวม 
(recombination) ยีนท่ีมลีักษณะดีเขา้ไวด้้วยกนั การผสมพนัธ์ุพืชอาจแบง่ไดเ้ ป็น 3 ประเภท คือ 

 
  การผสมภายในพืชชนิดเดียวกนั ( intraspecif ic hybridization)  เป็นการผสมภายในพืชสปี
ชีส์เดียวกนั เชน่ การผสมระหวา่งถัว่เหลือง พนัธ์ุ จ.5  กบั  Williams และการผสมระหวา่งขา้วพนัธ์ุ 
พวงนาค 16 กบั ชิกาดีส เป็นตน้ ซ่ึงเป็นการผสมระหวา่งถั่วเหลือง (Glycine max) และระหวา่งขา้ว 
(Oryza sativa)  ชนิดเดียวกนัแตม่ีลกัษณะทางพนัธุกรรมแตกตา่งกนัเทา่นั้น  
 

 การผสมขา้มชนิด ( interspecific hybridization) เป็นการผสมขา้มสปีซีส เชน่ การผสมพนัธ์ุ
ระหวา่ง Gossypium herbaceum กบั G. raimondii หรือการผสมพนัธ์ุผักสกลุ กะหล ่า  เชน่ Brassica 
oleracea   กบั B. campestris เป็นตน้ การผสมพนัธ์ุประเภทน้ีส่วนใหญม่ีวตัถุประสงค์  เพื่อปรับปรุง
พนัธ์ุพืชให้มลีกัษณะพิเศษ เชน่ ตา้นทานโรคและแมลง หรือทนทานตอ่สภาพแวดลอ้มตา่งๆ ซ่ึง
ความส าเร็จของการสร้างลูกผสมขา้มชนิดเหลา่น้ีจะข้ึนอยูก่บัจ านวนโครโมโซมของพืชท่ีใชเ้ป็น
คูผ่สม  ถา้มคีวามแตกตา่งกนัมากก็จะย่ิงผสมได้ยากข้ึน อยา่งไรกต็ามความกา้วหน้าทางวิทยาการท่ี
ทนัสมยัตา่งๆ เชน่  การเพาะเล้ียงอบัเรณ ูการเพาะเล้ียงคพัภะ การหลอมรวมเซลล์ และการใชพ้นัธุ
วศิวกรรม จะมีสว่นชว่ยให้ประสบผลส าเร็จได้มากข้ึน 
 

 การผสมขา้มสกุล ( intergeneric hybridization) เป็นการผสมขา้มสกุล (genus) ของพืช  
เชน่ การผสมระหวา่ง ขา้วสาลีกบัข้าวไรย์ (Triticum aestivum  X  Secale cereale) การผสมขา้มสกลุ
น้ีจะยากกวา่การผสมขา้มชนิด เพราะจ านวนและขนาดของโครโมโซมท่ีแตกตา่งกนัมาก  อยา่งไรก็
ตามพืชท่ีมวีิวฒันาการร่วมกนัมา หรือพืชท่ีมีความสัมพนัธ์ใกลช้ิดกนัทางสายเลือด (related species) 
จะประสบความส าเร็จได้มากกวา่ นอกจากน้ีแลว้การน าความรู้ทางด้านเทคโนโลยีชีวภาพขั้นสูง  
เชน่  การใชเ้ทคนิคพนัธุวิศวกรรมกเ็ป็นอีกแนวทางหน่ึงในการสร้างลูกผสมชนิดน้ีให้ประสบ
ผลส าเร็จได้มากข้ึน (ไพศาล เหลา่สุวรรณ, 2527) 
 
 การผสมขา้มชนิด (interspecif ic hybridization) ในพืชสกลุ Jatropha  โดยธรรมชาติ ได้ถูก
รายงานโดย Prabakaran and Sujatha (1999) พบใน รัฐทมลินาดู (Tamil Nadu State)  ประเทศอินเดีย 
โดยลูกผสม J. tanjorensis Ellis & Saroja ซ่ึงเกดิจากการผสมระหวา่ง J. curcas L. and   
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J. gossypifolia L. ลกัษณะของลูกผสมท่ีไดอ้ยูร่ะหวา่งพอ่และแม ่ทั้งสีดอก สีล าตน้ และรูปรา่งใบ 
และมีการเจริญเติบโตเร็ว รวมทั้งถูกยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชข้อ้มูลรูปแบบของเอนไซม์ 
Peroxidase การผสมระหวา่ง  J. curcas L. และ J. gossypifolia L. แสดงระดับการไมเ่ขา้กนั 
(incompatibility) สูง การศึกษาโครโมโซมในการแบง่เซลล์แบบไมโอซิสในลูกผสม แสดงการแบง่
เซลล์ผิดปกติ พบ trivalents และunivalents ในระยะ metaphase I และการแบง่โครโมโซมท่ีไม ่
เทา่กนัในระยะ anaphase รวมทั้งพบ sporads ท่ีผิดปกติดว้ยขนาดท่ีไมเ่ทา่กนั ซ่ึงแสดงถึงการแบง่
เซลล์แบบไมโอซิสท่ีผิดปกติ จากการยอ้มเรณู (pollen) แสดงความหลากหลายของรูปแบบ 
(polymorphism) และแสดงความเป็นหมนั ลูกผสมท่ีได้ไมติ่ดเมล็ดแตม่คีวามสวยงามใชป้ลูกเป็นร้ัว
และไมป้ระดับ  ตอ่มา Sujatha and Prabakaran (2003) สร้างลูกผสมขา้มชนิดระหวา่ง J. curcas L. 
และ J. integerrima  Jacq. ท่ีมลีักษณะระหวา่งลกัษณะพอ่และแม ่แตแ่นวโน้มไปทางลักษณะของแม ่
และมสีีดอกท่ีแตกตา่งกนัเดน่ชดัคือ ชมพเูขม้ ชมพูออ่น และขาว ลูกผสมท่ีได้สามารถให้ผล แตก่าร
พฒันาของเมล็ดไมเ่ ป็นปกติ  เมือ่น าลูกผสมท่ีไดไ้ปผสมกลับ (backcross) กบั J. curcas L. พบการ
กระจายของสีดอกตั้งแตสี่แดงเขม้ เขียว ไปถึงขาว และเพิ่มความสมบูรณ์ของ pollen เพิ่มการติดผล 
นอกเหนือจากการเพิ่มคุณคา่ในการเป็นไมป้ระดบัด้วยสีดอกท่ีสวยงามสดใส ความเป็นลูกผสมยงั
ไดถู้กยืนยนัโดยใชเ้ทคนิค RAPD (Random Amplif ied Polymorphic DNA) Dhillon et al. (2009) 
ไดผ้สมสบูด่ า กบั เข็มแดง ทั้งแบบผสมแบบตรงและแบบสลับ จากการใชส้บูด่ าเป็นเเมแ่ละเข็มแดง
เป็นพอ่พบวา่ลกัษณะของล าตน้ ขนาดและรูปรา่งของใบลูกผสมนั้น มีความคลา้ยคลึงกบัแมส่ว่นสี
ของใบและดอก ขนาดของผลและเมล็ดมคีวามโน้มเอียงไปทางพอ่ พอ่แมแ่ละลูกผสมทั้งหมดถูก
น าไปตรวจสอบโดยเทคนิค RAPD เพื่อยืนยนัความเป็นลูกผสม  ปัจจุบนันิยมยืนยนัความเป็น
ลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ ประกอบลักษณะฟีโนไทป์ท่ีปรากฏ เน่ืองจากให้ผลแมน่ย าเ ป็น
การยืนยนัในระดับดีเอ็นเอซ่ึงเป็นตวัการควบคุมลักษณะท่ีปรากฏทั้งหมด และไมผ่นัแปรไปตาม
สภาพแวดลอ้ม Gedil et al. (2009) ใชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุหลายชนิด ไดแ้ก ่RAPD, SSR (Simple 
Sequence Repeat), AFLP (Amplif ied Fragment Length Polymorphism) และ STS (Sequence Tag 
Site) ท่ีจ าเพาะกบัจีโนมออ้ย (cassava, Manihot esculenta  Crantz)  และจีโนมละหุง่ (castor bean, 
Ricinus communis L.)  เพื่อการตรวจสอบลูกผสมระหวา่ง อ้อย และ ละหุง่  รวมกบัการเปรียบเทียบ
ปริมาณดีเอ็นเอในนิวเคลียส (nuclear DNA content)  ดว้ย flow cytometry สามารถยืนยนัไดว้า่ลูกท่ี
ไดเ้ป็นลูกผสมหรือไม ่Basha and Sujatha (2009) ไดส้ร้างลูกผสมและใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ
จ าเพาะกบันิวเคลียสและออร์แกเนล (nuclear and organelle specif ic markers) ยืนยนัความเป็นลูก 
ผสมระหวา่งพืชในสกลุ Jatropha 
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ในการศึกษาน้ีจะได้ผสมพืชขา้มชนิด (interspecif ic hybridization) ในสกลุ Jatropha ท่ีมี
ในประเทศไทย ระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ สบูด่ าหนุมานนั่งแทน่ และสบูด่ ากบัเข็ม
ปัตตาเวยี ทั้งผสมสายตรงและสายสลับพอ่แม ่เพื่อขยายฐานพนัธุกรรมสบูด่ า ระหวา่งพืชทั้งหมดใน
สกลุ Jatropha ท่ีมใีนประเทศไทย Pamidiamarri et al. (2008) รายงานความเหมอืนทางพนัธุกรรม 
(genetic similar ity) จากเทคนิค RAPD  ระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง  สบูด่ ากบัฝ่ินตน้  สบูด่ ากบัหนุ
มานนั่งแทน่  สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี คือ 0.46, 0.46, 0.49 และ 0.63 ตามล าดบั และเมือ่ใชเ้ทคนิค 
AFLP ไดค้า่ความเหมอืนทางพนัธุกรรมท่ี 0.45, 0.44, 0.42 และ 0.55 ตามล าดบั จะเห็นไดว้า่ สบูด่ า
กบัเข็มปัตตาเวยีมีความเหมอืนทางพนัธุกรรมมากท่ีสุด นา่จะประสบความส าเร็จในการผสมขา้ม
พนัธ์ุมากท่ีสุด ประกอบกบัขอ้มูลการศึกษาของ Parthiban et al . (2009) รายงานการงอกของเรณ ู
(pollen germination) ภายหลงัการป้าย pollens ของสบูด่ า  สบูแ่ดง  ฝ่ินตน้  หนุมานนั่งแทน่  และ
เข็มปัตตาเวยี บน stigmas ของสบูด่ า และตรวจสอบการงอกของ pollen tubes ภายใตก้ล้อง
จุลทรรศน์ พบเปอร์เซ็นต์การงอกของ pollens ระหวา่ง สบูด่ ากบัสบูด่ า สบูด่ ากบัสบูแ่ดง สบูด่ ากบั
ฝ่ินตน้ สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี คือ 82.4, 48.59, 15.60, 32.96 และ 50.02 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ โดย pollen tubes ในบางคูไ่มส่ามารถงอกไปถึง ovary ไดอ้ยา่งไรก็ตามหาก
ท าการผสมในปริมาณมากนา่จะมีโอกาสไดลู้กผสมจากการผสมคูต่า่งๆ โดยลักษณะเดน่ท่ีเป็นท่ี
ตอ้งการ (desirable traits) จากพืชแตล่ะชนิด (Basha and Sujatha, 2009; Parthiban et al., 2009)  
พอสรุปได้ดงัน้ี  

 
สบูด่ า  คณุคา่ทางเชื้อเพลิง (fuel rating/ energy value)  39.6-41.8 MJ/kg  
  มีปริมาณน ้ ามนัสูง  (30-50 เปอร์เซ็นต์, เฉพาะ kernel 45-60 เปอร์เซ็นต์)

   ทนความแห้งแลง้ (drought resistant)  
สบูแ่ดง  มรีะยะตั้งทอ้งส้ัน ผลแกเ่ร็ว (short gestation period) 
  คณุคา่ทางพลงังาน 42.2  MJ/kg  
  ตา้นทานตอ่เพล้ียหอย เพล้ียแป้ง ไรศัตรูพืช และหนอนกนิใบ 
  ทนเค็ม (tolerant to salinity)  ทนความแห้งแลง้ ไมผ่ลัดใบ ให้ผลดก 

 ฝ่ินตน้  มีปริมาณน ้ ามนัสูง คุณคา่ทางพลงังานสูงสุด 57.1  MJ/kg 
   ไมไ่วแสง ไมผ่ลัดใบ 
   ผลแกไ่มแ่ตกระเบิด ( non-dehiscent  capsules)  เกบ็เมล็ดไดไ้มสู่ญเสีย  

หนุมานนั่งแทน่ เป็นไมด้อกไมป้ระดับ ปรับตัวเขา้กบัสภาพแห้งแลง้ได้ดี  
  ไมไ่วแสง ไมผ่ลัดใบ  ตา้นทานตอ่โรคโคนเนา่   
                            (resistance to fusarial  wilt)  
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           เข็มปัตตาเวยี ปรับตัวเขา้กบัสภาพแห้งแลง้ไดดี้  ตา้นทานตอ่ศตัรูพืช หนอนกนิใบ 
    ไมไ่วแสง ไมผ่ลัดใบ ล าตน้ลักษณะกึ่งไมเ้น้ือแข็ง (semi-hard wood stem)             

 
4. การติดผลและปัจจัยทีเ่กี่ยวข้อง 

 
ถา้ไมม่เีรณูตกลงบนยอดเกสรเพศเมยีหรือมนี้อยมาก ท าให้พืชไมม่กีระบวนการงอกของ

หลอดเรณเูขา้ไปผสมกบัออวลุ (ovule) เมือ่ไมม่ีกระบวนการถา่ยเรณจึูงไมม่ีการติดผลเกดิข้ึน ดอกท่ี
ไดรั้บการถา่ยเรณตูามธรรมชาติพบวา่มีการติดผลน้อยมากเมือ่เทียบกบัดอกท่ีไดรั้บการชว่ยถา่ยเรณ ู
(รมย์ริญ, 2537ก) การงอกของเรณเูป็นการน าน ้ าเชื้อเพศผูเ้ขา้ผสมกบัออวลุและเกดิการปฏิสนธิข้ึน
พบวา่ อุณหภูมิท่ีสูงหรือต ่าเกนิไปจะมีผลท าให้การติดผลลดลงได ้ความสามารถในการงอกจะ
ลดลงมากถา้อยูใ่นสภาพท่ีมอุีณหภูมสูิงกกวา่ 37-38 องศา หรือต ่ากวา่ 5 องศาเซลเซียส (พีรเดช, 
2529) สาเหตุท่ีการงอกเรณูข้ึนอยูก่บัอุณหภูมขิณะท่ีงอกนั้น เน่ืองจากมีกระบวนการท างานของ
เอนไซม ์มกีารสังเคราะห์  RNA และโปรตีนเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว มีการหายใจสูงข้ึน และเกดิการ
สังเคราะห์สารประกอบตา่งๆ (Leopold and Kreidemann, 1975) ดงันั้นถา้อุณหภูมไิมเ่หมาะสมตอ่
การท างานของเอนไซม์จะมีผลตอ่ประสิทธิภาพของการงอกของเรณ ูนอกจากอุณหภูมท่ีิสูงหรือต ่า
เกนิไปจะมผีลตอ่การท างานของแมลงท่ีชว่ยถา่ยเรณอีูกด้วย การมีความชื้นสัมพัทธ์สูงอบัเรณูมีการ
แตกต ่าลง เน่ืองจากมกีารสูญเสียน ้ าจากเซลล์น้อย (รัตนาวรรณ, 2532) ซ่ึงใน faba bean การถา่ยเรณู
และการปฏิสนธิ มีความแปรปรวนมากเน่ืองจากอิทธิพลของฤดูกาล สภาพพื้นท่ีและ genotype ท่ี
ตา่งกนั สภาพเกสรเพศเมียมชีว่งเวลาท่ีพร้อมจะรับการถา่ยเรณเูป็นระยะเวลาส้ันหรือพร้อมท่ีจะรับ
การถา่ยเรณกูอ่นท่ีอบัเรณจูะแตกเป็นสาเหตุให้ประสิทธิภาพการถา่ยเรณูลดลง การติดผลน้อย 
(Spencer and Kennard, 1956) ออวลุท่ีไมส่มบูรณ์ในรังไขท่ าให้ไมส่ามารถรับการปฏิสนธิเป็นผล
ให้ ไมม่ีการพฒันาและเจริญเติบโตเป็นผลท่ีสมบูรณ์ (ศูนย์วจิัยพืชสวนจนัทบุรี, 2539) ความเขา้กนั
ได ้(compatibility) ระหวา่งเกสรเพศผูแ้ละเพศเมยี กเ็ ป็นอีกหน่ึงปัจจัย โดยในพืชบางชนิดแมจ้ะมี
เกสรเพศผูแ้ละเพศเมียอยูใ่นดอกเดียวกนัหรือตน้เดียวกนัก็ตาม แตไ่มอ่าจเกิดการถา่ยเรณภูายในตน้
เดียวกนัได้ เน่ืองจากธรรมชาติของพืชนั้นมรีะบบป้องกนัการผสมตัวเอง ตอ้งผสมขา้มเทา่นั้น
เพื่อท่ีจะไดลู้กท่ีมีความแข็งแรง (พีระเดช,  2529) ความสมบูรณ์ของตน้ ถา้ตน้ท่ีมคีวามสมบูรณ์สูงก็
ยอ่มมกีารติดผลท่ีดีกวา่ตน้ท่ีไมส่มบูรณ์และมคีาร์โบไฮเดรตเพียงพอตอ่การเจริญของผล 
(Schneider , 1977) เมือ่อยูใ่นระยะออกดอกและติดผล ทิศทางการเคล่ือนท่ีของอาหารจะยา้ยไปอยูท่ี่
ดอกและผลมากข้ึน (Hanson and Breen, 1985) 
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5. การศึกษาการเจริญของหลอดเรณ ู
 
การงอกของหลอดเรณแูละการเจริญของหลอดเรณูมีความจ าเป็นส าหรับกระบวนการ

ปฏิสนธิของพืช และเทคนิคย้อมแสงเรืองสีเป็นเทคนิคท่ีนิยมใชม้าหลายปีเพื่อศึกษาปัญหาการถา่ย
เรณท่ีูเกีย่วข้องกบัการปรับปรุงพนัธ์ุ โดย Martin (1959) เป็นคนแรกท่ีใชเ้ทคนิคยอ้มสีเรืองแสง 
ศึกษาการเจริญของหลอดเรณภูายในกา้นเกสรเพศเมยีในพืชหลายชนิด เทคนิคท่ีใชข้ึ้นอยูก่บั
ต าแหนง่ท่ีม ีcallose ภายในหลอดเรณู ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของผนังเรณ ู(Heslop-Harrison, 1968) 
และเป็นคาร์โบไฮเดรตชนิดหน่ึงท่ีไมพ่บในเกสรเพศเมีย สามารถยอ้มติดสี aniline blue แล้ว
สามารถเรืองแสงเมือ่สอ่งด้วยแสงสีน ้ าเงินหรือแสงอุลตร้าไวโอเลตโดยมกีารเรืองแสงเป็นระยะ
หรือเป็นเส้นยาวสีเหลืองหรือเขียวอมเหลือง ตัดกบักา้นเกสรเพศเมยีท่ีทึบแสงท าให้สามารถติดตาม
การเจริญของหลอดเรณไูดจ้นถึงการปฏิสนธิ 

 
เทคนิคการย้อมสีเรืองแสงน้ีใชศึ้กษาในดา้นตา่งๆ Ravestijn (1969) ศึกษาการติดผลของ

มะเขือเทศ  พริกและสตรอเบอร่ี ใชศึ้กษาการการผสมตวัเองไมติ่ดของกะหล ่า (Brassica oleracea  
L.)  เกดิจากหลอดเรณูไมส่ามารถเจริญลงไปในกา้นเกสรเพศเมียได้ (Kho and Baer, 1968) ใช ้
การศึกษาความเขา้กนัไมไ่ดร้ะหวา่ง Rhododendron 2 สายพนัธ์ุ พบการเกดิหลอดเรณเูมือ่ถึงรังไข ่
แลว้ปลายจะมา้นงอไมเ่ขา้ไปถึงออวลุ ใชศึ้กษาการผสมตัวเองไมติ่ดของ Acacoa retioses 
Schles.var uncifolia จะเกดิข้ึนเมือ่หลอดเรณหูยุดการเจริญเมือ่ไปถึงเน้ือเย่ือช ั้นท่ี 1 หรือช ั้นท่ี 2 ของ 
nucellus (Kho and Baer, 1970) ใชศึ้กษาการผสมตัวเองไมติ่ดของ sour cherry (Prunus ceracus L.) 
เกดิจากการเจริญของหลอดเรณูถูกยบัยั้งในบริเวณของกา้นเกสรเพศเมยี (Lansati and Lezzoni, 
1990) เชน่เดียวกบัการผสมตวัเองไมติ่ดของ white clover (Trifolium repens L.) และสามารถใช ้
ตรวจสอบ white clover ท่ีเกิดการผสมตวัเองไมติ่ด (Babik et al., 1982) การผสมตัวเองไมติ่ดของ 
spinach พบวา่เกดิจากการไมม่ีการปฏิสนธิเน่ืองจากหลอดเรณเูจริญแตกเป็นกิง่กา้น (Ramana, 
1975) เชน่เดียวกบัการผสมตวัเองของมะมว่งเขียวเสวย พบวา่หลอดเรณูมกัแตกเมื่อเจริญถึงกา้น
ของเกสรเพศเมยีท าให้ไมเ่กดิการปฏิสนธิข้ึน (ศกัรี, 2536) ใน almond (Prunus dulcis (Mill) D.A. 
Webb syn.) (P. amygdalus Batsch.) ท่ีผสมตัวเองและผสมขา้มแล้วพบวา่ หลอดเรณูสามารถเจริญ
ลงไปในกา้นเกสรเพศเมยีได้ 2 แบบ โดยการผสมตัวเองพบ การเจริญของหลอดเรณเูกิดข้ึนไดช้า้
มากหลงัเขา้ไปใน ovarian locule เขา้ออวลุ (Pimienta et al., 1983) ในส้มพบวา่การเจริญของหลอด
เรณใูนเพศเมยีสัมพนัธ์กบัอุณหภูมิ (Williams et al ., 1984) การงอกของหลอดเรณแูละการเจริญผา่น
เกสรเพศเมยีของ  Fagopyrum  แบบ interspecif ic cross เหมอืนกบั intraspecif ic cross แตม่หีลอด
เรณเูจริญใน interspecific cross น้อยกวา่ (Minami et al ., 1992) ในผกักาดหัวมกีารศึกษาการถา่ย



16 

เรณท่ีูเกดิแบบผสมขา้มพบวา่ หลอดเรณูจะผา่นเขา้ในกา้นชเูกสรตัวเมยีหลงัจากการผสม 2-4 
ช ัว่โมง และเกดิปฎิสนธิระหวา่ง 20-24 ช ัว่โมง (กญัญ์ชลี, 2532) 
 

6. การขยายพนัธุ์  
 

  ตน้สบูด่ าเป็นพืชท่ีทนและปรับตวัเขา้กบัสภาพแห้งแลง้ไดดี้ แมม้ปีริมาณน ้ าฝนต ่าเพียง 
300-1,000 มลิลิเมตร ตอ่ปี ท าให้เจริญไดดี้ในแถบเขตร้อน หรือในพื้นท่ีท่ีมีความสูงจนถึง 1,000 
เมตรจากระดับน ้ าทะเล หรือพื้นท่ีท่ีมคีวามอุดมสมบูรณ์ของดินต ่า (Joker and Jepsen, 2003) จึงท า
ให้ตน้สบูด่ าสามารถเจริญได้อยา่งแพรห่ลาย แมใ้นพื้นท่ีมสีภาพไมเ่หมาะสม ตน้สบูด่ าสามารถให้
ผลผลิตได้ตลอดปีประมาณ 2-4 กโิลกรัม/ตน้/ปี อยา่งไรก็ตาม ตน้สบูด่ าอาจให้ผลผลิตสูงกวา่น้ี  
ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัพนัธ์ุ อายุ สภาพแวดลอ้ม การจัดการ และวธีิการปลูก โดยสามารถให้ผลผลิตได้ตั้งแต ่
ปีแรก และให้ผลผลิตสูงสุดเมื่ออายุประมาณ 3-5 ปี (Becker and Francis, 2000) ทั้งน้ีสายพนัธ์ุท่ีพบ
ในประเทศไทยมลีักษณะของผล 3 ลกัษณะ คือ พนัธ์ุท่ีมผีลกลมขนาดปานกลาง ผลกลมรีขนาดเล็ก 
และผลกลมขนาดปานกลางและเปลือกหนา (จเร, 2527) การปรับปรุงพนัธ์ุอาจท าไดโ้ดยใชว้ธีิฉาย
รังสีแกมมาให้กบัเมล็ดสบูด่ า ซ่ึงท าให้ตน้สบูด่ ามีลกัษณะตน้เต้ีย ระยะเวลาออกดอกเร็วข้ึน และ
ปริมาณผลผลิตตอ่ตน้สูง แตม่ขีนาดของเมล็ดเล็กกวา่การไมฉ่ายรังสี (วิมลรัตน์ และคณะ, 2533) 
ส าหรับวธีิขยายพนัธ์ุ  (สมบัติ, 2548) อาจท าไดห้ลายวธีิ ดงัน้ี  
 

การเพาะเมล็ด วธีิการขยายพนัธ์ุโดยการเพาะเมล็ดสามารถท าไดโ้ดย เลือกเมล็ดจากฝักท่ีมี
สีเหลืองแกแ่กมสีน ้ าตาล ซ่ึงเป็นระยะแกเ่ต็มท่ี ไมม่ีระยะพกัตัว จึงงอกได้ทนัทีภายใน 10 วนั 
หลงัจากเพาะในดิน ทั้งน้ี เมล็ดสบูด่ าท่ีแกเ่ต็มท่ีหรืออยูใ่นสภาพเมล็ดแห้งจะพน้จากระยะพกัตัว
ในชว่งผลสุกจึงสามารถน าไปปลูกไดท้นัที ซ่ึงควรปลูกในชว่งฤดูฝน ประมาณตน้เดือนพฤษภาคม
ถึงกนัยายน ซ่ึงเป็นชว่งท่ีดินมีความชื้นเหมาะแกก่ารงอกของเมล็ด (ช  านาญ และคณะ, 2549) การ
งอกจะมสี่วนของใบเล้ียงคู ่2 ใบโผลพ่น้ดินโดยการยืดตวัของส่วนใตข้้อใบเล้ียง หลงัจากนั้น ตน้
กลา้จะเจริญเติบโตอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงควรอนุบาลตน้กลา้ให้มอีายุประมาณ 2-3 เดือน หรือมีความสูง
ประมาณ 30-40 เซนติเมตร กอ่นน าไปปลูกในแปลง เพราะจะชว่ยให้ตน้กลา้สามารถปรับตัวกบั
สภาพแปลงไดดี้และเจริญเติบโตไดอ้ยา่งรวดเร็ว ซ่ึงเร่ิมให้ผลผลิตประมาณ 8–10 เดือน หลงัปลูก 
ส าหรับถุงเพาะหรือกระบะทรายใชอ้ตัราส่วน ดิน:ทราย:แกลบ:ปุ๋ยคอก เทา่กบั 3:3:3:1  

 
การปักช  า ควรใชท้อ่นพนัธ์ุท่ีมสีีเขียวปนน ้ าตาลเล็กน้อย ซ่ึงเป็นกิง่ท่ีไมอ่อ่นและแกเ่กนิไป 

ท าให้สามารถแตกรากไดง้า่ย ส าหรับความยาวกิง่ปักช  าท่ีเหมาะสม คือ ประมาณ 30 เซนติเมตร โดย
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ปักลงในถุงเพาะหรือกระบะทรายอัตราส่วนเชน่เดียวกบัดินผสมเพาะเมล็ด และใชเ้วลาปักช  า
ประมาณ 2 เดือน จึงสามารถน าไปปลูกและให้ผลผลิตหลงัปลูกประมาณ 6 – 8 เดือน 
 

การเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ การขยายพนัธ์ุโดยวธีิการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือ สามารถเลือกใช ้จากส่วน
ของยอดออ่น ใบ และกา้นใบของตน้สบูด่ า ปลูกเ ล้ียงในอาหารสังเคราะห์และช ักน าได้ต้นออ่น
จ านวนหลายๆ ตน้ จึงท าให้สามารถขยายพนัธ์ุไดจ้ านวนมาก 

 

7. การสกัดน ้ามัน 

 
 ในเมล็ดสบูด่ าท่ีเกบ็ผลผลิตมาประมาณ 4 กโิลกรัม จะสกดัน ้ ามนัได้ 1 ลิตร หรือประมาณ  

25-30 เปอร์เซ็นต์ ของผลผลิต การสกดัน ้ ามนัอาจท าไดห้ลายวธีิ ซ่ึงแตล่ะวธีิจะให้ปริมาณน ้ ามนั
แตกตา่งกนั เชน่ ในห้องปฏิบติัการ ใชว้ธีิบดให้ละเอียด แลว้สกดัด้วยตวัท าละลาย ปิโตรเลียม
อีเทอร์ จะไดน้ ้ ามนั 34.96 เปอร์เซ็นต์ จากเมล็ดรวมเปลือก และ 54.68 เปอร์เซ็นต์ จากเน้ือเมล็ด
เชน่เดียวกบัการสกดัดว้ยระบบไฮดรอริคและระบบอดัเกลียว จะไดน้ ้ ามนัใกลเ้ คียงกนั คือ ประมาณ 
25-30 เปอร์เซ็นต์ และมนี ้ ามนัตกค้างในกาก 10-15 เปอร์เซ็นต์ ในการสกดัต้องใชผ้ลสบูด่ าแห้ง  
(ผลสีเหลืองถึงสีด า) ท่ีแกจ่ากตน้ น ามากะเทาะเปลือกออกให้เหลือเฉพาะเมล็ด น าไปลา้งน ้ าท า
ความสะอาดและผ่ึงลมให้เมล็ดแห้ง กอ่นการสกดัน ้ ามนัด้วยระบบไฮดรอริกและระบบอัดเกลียว 
จะตอ้งน าเมล็ดมาทุบให้แตกหรือบดหยาบ แลว้น าไปเพิ่มความร้อน โดยการน าไปตากแดด หรือน่ึง 
หรือน าเขา้ตู้อบกอ่นน าเขา้เคร่ืองสกดั เพื่อให้การสกดัน ้ ามนักระท าไดง้ายข้ึน ทั้งน้ี น ้ ามนั ท่ีได้จาก
การสกดัจะตอ้งกรองส่ิงสกปรกออก หรือท้ิงให้ตกตะกอนกอ่นน าไปใชง้าน และสามารถใชก้บั
เคร่ืองยนต์ดีเซลโดยไมต่้องใชน้ ้ ามนัชนิดอ่ืนผสมอีก ซ่ึงเป็นคณุสมบัติพิเศษของน ้ ามนัสบูด่ า ท าให้
เกษตรกรใชง้านไดส้ะดวกและไมม่คีวามยุง่ยาก (สมบติั, 2548)  

 
8.  เทคนิคพซีีอาร์ (PCR, polymerase chain reaction) 
 

ปฏิกริิยาลูกโซพ่อลิเมอเรส (polymerase chain reaction) หรือพีซีอาร์พฒันาข้ึนโดย Gary 
Mullis ใน ปี ค.ศ. 1983 เป็นเทคนิคท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมาย ซ่ึงอยูใ่นสารละลาย รวมกบัดี
เอ็นเออ่ืน โดยไมจ่ าเป็นต้องท าให้ชิ้นดีเอ็นเอดงักลา่วบริสุทธ์ิกอ่น สามารถแยกสว่นของดีเอ็นเอท่ี
สนใจโดยไมต่้องน าไปขยายเพิ่มปริมาณในเซลล์ หรือ น าไปโคลน การท าพีซีอาร์ เป็นการ
สังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยใชเ้อนไซม์ดีเอ็นเอพอลิเมอเรสซ ้ากนัหลายๆ รอบ เพื่อให้ไดดี้เอ็นเอปริมาณ
เพิ่มข้ึนเป็นทวคีูณ การสังเคราะห์ดีเอ็นเอจะเกดิข้ึนได ้จ าเป็นต้องใชไ้พรเมอร์ 2 ชนิด ท่ีมเีบสคูส่ม
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กบัปลายทั้ง 2 ด้านของดีเอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ โดยไพรเมอร์จะเกาะกบัดีเอ็นแตล่ะ
สาย และมีปลาย 3' ในทิศทางเขา้หากนั ดงันั้นขอ้ก  าหนดในการท าพีซีอาร์ คือตอ้งทราบล าดับเบส
ของดีเอ็นเอบริเวณท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณ ซ่ึงอาจทราบล าดบัเบสทั้งหมด หรือ ทราบเฉพาะสว่น
ปลายกไ็ด ้บริเวณหรือชิ้นส่วนดีเอ็นเอท่ีเกดิการสังเคราะห์เพิ่มปริมาณข้ึน จะมขีนาดความยาว
เทา่กบั ชิ้นดีเอ็นเอจากปลาย 5' ของไพรเมอร์หน่ึงถึงปลาย 5' ของไพรเมอร์อีกชนิดหน่ึงนั่นเอง  
ไพรเมอร์ท่ีใชเ้ป็นโอลิโกนิวคลีโอไทด์ความยาวประมาณ 20-35 เบส วธีิท าคือสกดัดีเอ็นเอออกจาก
เซลล์ น ามาใส่รวมกบัไพรเมอร์ บฟัเฟอร์ ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซด์ไตรฟอสเฟต (dNTP) ทั้ง 4 
ชนิด ท าให้ดีเอ็นเอตน้แบบแยกเป็นสายเด่ียว (denaturation) โดยใชค้วามร้อน แล้วลดอุณหภูมิลง
อยา่งรวดเร็ว เพื่อให้ไพรเมอร์ท่ีมเีบสเป็นคูส่มกบัสว่นปลายของชิ้นดีเอ็นเอเป้าหมาย เขา้มาจบัคูก่บั
สว่นของดีเอ็นเอท่ีตอ้งการ (annealing)  ขั้นสุดทา้ยจึงเปล่ียนอุณหภูมใิห้พอเหมาะกบัการท างานของ
เอนไซมดี์เอ็นเอพอลิเมอเรสท่ีใส่ลงในปฏิกริิยา เอนไซมจ์ะท าหน้าท่ีสังเคราะห์ดีเอ็นเอตอ่จากไพร
เมอร์ (primer  extension) โดยมดีีเอ็นเอเป้าหมายเดิมเป็นตน้แบบ เมือ่ปฏิกริิยาด าเนินไปครบทั้ง  
3 ขั้นตอน โมเลกลุดีเอ็นเอเป้าหมายจะเพิ่มข้ึนเป็น 2 เทา่ ดงันั้นถา้ด าเนินปฏิกริิยาซ ้ากนัหลายๆ รอบ 
ปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายจะเพิ่มข้ึนจนถึง 2n เทา่ เมื่อปฏิกริิยาผา่นไป n รอบ (สุรินทร์, 2552) 
 

9. เคร่ืองหมายโมเลกุล 

 
 เคร่ืองหมาย (marker) ใช ้เพื่อบง่ชี้ ความแตกตา่ง  หลากหลายทางพันธุกรรม (genetic 
diversity) ของส่ิงมชีีวติทั้งทางปริมาณ และคณุภาพ อาจเป็นการจ าแนกความแตกตา่งระหวา่ง และ
ภายในสปีชีส์ ประชากร หรือ แตล่ะตวัอยา่ง (สุรินทร์, 2552; Kumar, 1999) ม ี2 ประเภท ไดแ้ก ่
 
 1. เคร่ืองหมายทางสัณฐานวทิยา (morphological marker) เป็นเคร่ืองหมายท่ีจ าแนกความ
แตกตา่งของส่ิงมชีีวิตโดยใชว้ธีิเปรียบเทียบจากลกัษณะภายนอกทางสัณฐานวิทยา เชน่ ลกัษณะใบ 
ล าตน้ และจ านวนเกสรเพศผู้ เป็นตน้ ซ่ึงลักษณะท่ีตรวจสอบน้ี อาจข้ึนกบัสภาพแวดลอ้ม ท าให้
ตรวจสอบผิดพลาด บางคร้ังต้องใชผู้ท่ี้มีความช  านาญเป็นพิเศษ แตอ่ยา่งไรก็ตามลักษณะทาง
สัณฐานวิทยายงัคงมคีวามส าคญัเน่ืองจากมีราคาถูก และใชพ้ิจารณาประกอบเคร่ืองหมายโมเลกลุ
อ่ืนได้ 
 
 2. เคร่ืองหมายทางโมเลกุล (molecular  markers) เคร่ืองหมายทางโมเลกุลม ี2 ระดบั คือ 
ระดบัโปรตีน เป็นการตรวจสอบโมเลกุลของโปรตีนชนิดตา่งๆ และระดับดีเอ็นเอ ซ่ึงตรวจสอบ
ความแตกตา่งของล าดับนิวคลีโอไทด์ในโมเลกุลของดีเอ็นเอ  
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  เคร่ืองหมายโปรตีน (protein marker) เป็นการตรวจสอบโดยใชค้วามแตกตา่งของโมเลกุล
ของโปรตีน โดยแยกโมเลกุลของโปรตีนดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอริซิส และยอ้มดูแถบโปรตีนด้วย
สารท่ีจ าเพาะ ข้อดีของเคร่ืองหมายโปรตีน คือ คา่ใชจ้า่ยไมสู่งมาก และแถบของโปรตีนท่ีปรากฏ
แสดงการขม่ร่วมกนั (codominance)  สามารถแยกความแตกตา่งระหวา่งแถบโปรตีนแบบฮอโม
ไซกสั  และเฮเทอโรไซกสัได ้แตก่็มีขอ้จ ากดั คือ จ านวนยีนท่ีตรวจสอบได้มไีมม่ากนัก และการ
แสดงออกของยีนท่ีศึกษาข้ึนอยูก่บั ชนิดเน้ือเย่ือ ระยะเวลา ระยะการเจริญเติบโต และอิทธิพลของ
ส่ิงแวดลอ้ม นอกจากน้ีโปรตีนยงัสูญเสียสภาพไดง้า่ย ไมส่ามารถเก็บตัวอยา่งไดน้าน จึงต้อง
วเิคราะห์ผลในระยะเวลาจ ากดั อีกทั้งการตรวจสอบความแตกตา่งในระดบัโปรตีนยงัมีระดบัต ่า  
เมือ่เทียบกบัระดบัดีเอ็นเอ เน่ืองจากนิวคลีโอไทด์ท่ีแตกตา่งกนัอาจไมม่ผีลตอ่การเปล่ียนแปลง
กรดอะมิโน และการเปล่ียนกรดอะมโินท่ีต าแหนง่ใดต าแหนง่หน่ึง อาจไมม่ีผลตอ่ระยะการ
เคล่ือนท่ีของโมเลกลุโปรตีนเมื่อท าอิเล็กโทรฟอรีซิส ท าให้ไมส่ามารถตรวจสอบความแตกตา่งได้ 
 

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA markers) เป็นการตรวจสอบความแตกตา่งของล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ในโมเลกลุของดีเอ็นเอ มีขอ้ดีกวา่การตรวจสอบดว้ยโปรตีน คือ โมเลกลุของดีเอ็นเอ มคีวาม
เสถียรมากกวา่จึงเก็บไวไ้ดน้านกวา่เคร่ืองหมายโปรตีน สามารถวเิคราะห์จากตวัอยา่งท่ีถูกเก็บไว ้
เป็นเวลายาวนานได้ ตรวจสอบไดใ้นเน้ือเย่ือใดๆ ท่ีมกีารเจริญเติบโต ไมข้ึ่นกบัสภาพแวดลอ้ม 
ตรวจสอบได้ทั้งในสว่นท่ีเป็นยีน และไมใ่ชยี่น หรือ สว่นท่ีมกีารแสดงออก หรือไมก่ไ็ด้ และ
ครอบคลุมทั้ง จีโนม มีวธีิการตรวจสอบมากมาย 

 
10.  เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (DNA marker) 
  

เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ หมายถึง ดีเอ็นเอท่ีใชเ้ป็นเคร่ืองหมายบง่ชี้ความจ าเพาะของส่ิงมชีีวติ    
ตวัหน่ึง สายพนัธ์ุหน่ึง สปีชีส์หน่ึง และในระดบัตา่งสปีชีส์ เป็นดีเอ็นเอท่ีอยูท่ี่ต าแหนง่หน่ึง ๆ บน
โครโมโซม หรือ ดีเอ็นเอในออร์แกเนลล์ การท่ีสามารถใชดี้เอ็นเอเป็นเคร่ืองหมายได ้เน่ืองจากเกิด
ความแปรปรวน (variation) ของนิวคลีโอไทด์ในโมเลกลุของดีเอ็นเอ หรือ เกิดภาวะพหุสัณฐาน 
(polymorphism) ของล าดบัเบสในโมเลกลุดีเอ็นเอ วธีิตรวจสอบภาวะพหุสัณฐานของดีเอ็นเอท าได้
โดยหาล าดับเบสในโมเลกลุของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) (สุรินทร์, 2552) หรือ ตรวจสอบโดยใช ้
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ซ่ึงแสดงออกในรูปของลายพิมพ์ดีเอ็นเอ อาจท าไดโ้ดยใชว้ธีิไฮบริไดเซชนั 
(Hybridization-based DNA markers) เชน่ RFLP (Restr iction Fragment Length Polymorphism) ซ่ึง
พฒันาข้ึนโดยอาศัยหลกัการเขา้คูข่องล าดบัเบสท่ีเ ป็นคูส่มกนัระหวา่งดีเอ็นเอตรวจสอบ (probe) กบั
ดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบ โดยใชเ้ทคนิคไฮบริไดเซชนั (Tanksley et al ., 1989)  หรือ วธีิเพิ่ม
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ปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR-based DNA markers)  เชน่ RAPDs (Random Amplified 
Polymorphic DNA) (William et al ., 1990) เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีพฒันาข้ึน เพื่อใชต้รวจสอบ
ความแตกตา่งของส่ิงมชีีวิต โดยอาศัยหลักการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแบบสุ่มโดยใชไ้พรเมอร์สายส้ัน 
ๆ และ AFLPs (Amplif ied Fragment Length- Polymorphism) มกีารพฒันาข้ึนโดย Zabeau และ 
Vos นักวิจยัของบริษทั Keygene N.V. ประเทศเนเธอร์แลนด์ และไดจ้ดสิทธิบตัร  ในปี ค.ศ. 1993 
เป็นเคร่ืองหมายท่ีตรวจสอบความแตกตา่งของชิ้นดีเอ็นเอท่ีได้จากการยอ่ยดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 
แลว้น ามาเพิ่มปริมาณโดยอาศยัหลักการพีซีอาร์ เ ป็นตน้ (Vos et al., 1995) นอกจากน้ียงัสามารถ
แบง่เคร่ืองหมายดีเอ็นเอตามลกัษณะการขม่ เชน่ เคร่ืองหมายท่ีมีการขม่สมบูรณ์ แสดงลกัษณะม ี
และไมม่แีถบดีเอ็นเอท่ีต าแหนง่หน่ึงๆ โดยแถบดีเอ็นเอท่ีเกดิข้ึนจะแสดงการขม่ตอ่การไมเ่กิดแถบ 
ดีเอ็นเอ จึงไมส่ามารถจ าแนกความแตกตา่งระหวา่งส่ิงมชีีวติ ท่ีเ ป็นฮอโมไซโกต และเฮเทอโรไซ
โกตได้ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในกลุม่น้ี ไดแ้ก ่RAPD และ AFLP เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีใชศึ้กษา
โดยไมม่ีความจ าเป็นตอ้งรู้ขอ้มลูจีโนมของส่ิงมชีีวิตนั้น ๆ มากอ่น และศึกษาไดค้ร้ังละหลาย
ต าแหนง่ (multilocus detection) สว่นเคร่ืองหมายท่ีมีการขม่ร่วม เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีแสดง
การขม่รว่มกนั จึงสามารถจ าแนกความแตกตา่งระหวา่งส่ิงมชีีวิตท่ีเป็นฮอโมไซโกต และ เฮเทอโร
ไซโกตได ้ เคร่ืองหมายดีเอ็นเอในกลุม่น้ี ไดแ้ก ่RFLP, SSR (Simple Sequence Repeat) หรือ 
microsatellites และ SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) ซ่ึงจ าเป็นตอ้งมขี้อมูล
จีโนมของส่ิงมชีีวตินั้น ๆ มาพฒันาเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ ให้จ าเพาะกบัต าแหนง่ใดต าแหนง่หน่ึงใน 
จีโนม (singlelocus detection)  เคร่ืองหมายโมเลกุลเหลา่น้ีได้ถูกน ามาศึกษาความหลากหลายทาง
พนัธุกรรม และ สร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอในพืช และสัตว์อยา่งกวา้งขวาง 

 
11. ลายพมิพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprints)  

 
เป็นวธีิการท่ีท าให้เกดิลายพิมพ์หรือแบบแผนของดีเอ็นเอเท่ีจ าเพาะ สามารถตรวจสอบ  

พอลิมอฟิซึมได้จากการน าดีเอ็นเอทั้งหมดในเซลล์ (genomic DNA) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
แยกขนาดดีเอ็นเอดว้ยวธีิการอิเล็กโทรโฟริซิส แล้วยา้ยดีเอ็นเอจากบนแผน่เจลไปบนแผน่เมมเบรน
ฟิลเตอร์ (membrane filter ) ไฮบริไดซ์กบัโพรบ (probe) ซ่ึงโพรบน้ีมาจากดีเอ็นเอส่วนท่ีจ าเพาะกบั
ยีนหรือท่ีเ ป็นมนิิแซทเทลไลท์ (minisatellite) สามารถตรวจสอบดีเอ็นเอไดห้ลายต าแหนง่พร้อมกนั 
(multi- locus)แลว้เกดิเป็นลายพิมพ์ท่ีมีความจ าเพาะ (Jeffry et al., 1985) มีความหมายเดียวกบั DNA 
profiling หรือ DNA typing ในปัจจุบนัยงัหมายรวมถึง วธีิการตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอโดยวธีิพีซี
อาร์ โดยการเพิ่มปริมาณดว้ยเทคนิคพีซีอาร์แบบหลายต าแหนง่พร้อมกนั  (multi-locus PCR)  



21 

เพราะท าให้ไดแ้บบแผนดีเอ็นเอเชน่เดียวกนั ส าหรับ การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอของมนุษย์ในทาง
การแพทย์ จะใชว้ธีิเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ท่ีเป็นแบบเฉพาะคร้ังละ 1 ต าแหนง่  
(single locus PCR) แตท่ าหลายต าแหนง่โดยใชไ้พรเมอร์หลายคูม่าวเิคราะห์ร่วมกนั ก็สามารถน ามา
วเิคราะห์ความแตกตา่งของแตล่ะบุคคลได ้(สุรินทร์, 2552) 
 
12. Single strand conformational polymorphism (SSCP)  
 

เอสเอสซีพีเป็นวธีิตรวจหาพอลิมอฟิซึมจากดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณโดยเทคนิค PCR ซ่ึง
สามารถตรวจสอบความแตกตา่งระดบั 1 นิวคลีโอไทด์ หรือ point mutation ได้ ในกรณีท่ีเบสท่ี
แตกตา่งกนัเป็นส่วนของเบสในบริเวณจดจ าของเอนไซม์ตดัจ าเพาะ สามารถบอกความแตกตา่งโดย
ใชเ้อนไซมต์ัดดีเอ็นเอ แตถ่า้เป็นการเปล่ียนแปลงของเบสในบริเวณท่ีไมม่ผีลตอ่การตัดของเอนไซม ์
หรือเป็นการเปล่ียนแปลงในต าแหนง่ท่ีไมท่ราบแนช่ดั สามารถตรวจสอบพอลิมอฟิซึมได ้โดยใช ้
เทคนิค SSCP โดยอาศยัหลกัท่ีวา่ดีเอ็นเอสายเ ด่ียวในสภาพธรรมชาติ (native condition) จะมกีารขด
หรือพนักนัภายในโมเลกลุเกิดเป็นโครงสร้างจ าเพาะข้ึนกบัองค์ประกอบของเบสของดีเอ็นเอสาย
นั้น หรือมโีครงรูป (conformation) ท่ีจ าเพาะ ซ่ึงจะมผีลตอ่การเคล่ือนท่ีในระหวา่งการท าอิเล็กโทร
ฟอรีซิสใน non-denaturing polyacrylamide gel โมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีมเีบสแตกตา่งกนัแมเ้พียงเบส
เดียวก็สามารถท าให้เกดิโครงรูปแตกตา่งกนั ซ่ึงจะสง่ผลให้การเคล่ือนท่ีในระหวา่งการท าอิเล็กโทร
ฟอรีซิสเร็วชา้ตา่งกนั  ความไวของการตรวจ SSCP ข้ึนกบัความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีต้องการ
ตรวจสอบ เน่ืองจากเป็นการตรวจหาความแตกตา่งของ ดีเอ็นเอท่ีมลี าดับเบสตา่งกนัเพียง  1 เบส ถา้
ความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบเป็นสายดีเอ็นเอท่ีมีความยาวมาก โอกาสตรวจพบ
ความแตกตา่งโดยเทคนิค SSCP มนี้อย ย่ิงสายดีเอ็นเอมคีวามยาวมากข้ึนเทา่ใด ความไวในการตรวจ
พบความแตกตา่งโดยเทคนิค SSCP กย่ิ็งน้อยลงเทา่นั้นขนาดความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีจะตรวจหา
พอลิมอฟิซึม คือ ไมค่วรเกนิ 200 นิวคลีโอไทด์ ถ้าสายดีเอ็นเอท่ีตอ้งการตรวจสอบมีขนาดใหญ ่อาจ
ใชว้ธีิการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR แลว้น ามาตัดด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะกอ่น เพื่อให้ได้
ขนาดความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีเหมาะสม เรียกวา่ restriction endonuclease f ingerpr inting SSCP 
(Ref-SSCP) (สุรินทร์, 2552) เทคนิค SSCP ไดพ้ฒันาข้ึนมาเพื่อใชต้รวจสอบพอลิมอฟิซึมของดีเอ็น
เอมนุษย์เป็นคร้ังแรก (Orita et al ., 1989)  อีกทั้งยงัน าไปใชต้รวจสอบความหลากหลายทาง
พนัธุกรรมของ Aegilops mutica  (Ohsako et al.,1996) และบวัหลวง (กนกวรรณ, 2551) รวมทั้ง
ประยุกต์ใชต้รวจหาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของเชื้อรา  Cronartium ribicola  ซ่ึงกอ่โรค  
white pine blister rust ในพืชตะกลูสน (Joly et al., 2006 ) 
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13. Sequence characterized amplified region (SCAR) 
 

SCAR เป็นเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบจ าเพาะ ท่ีพฒันามาจากเคร่ืองหมายดีเอ็นเอท่ีไดจ้าก
การเพิ่มปริมาณโดย PCR แบบสุ่มหลายต าแหนง่ เชน่ RAPD หรือ AFLP โดยการท า RAPD มี
ขอ้ด้อยในเร่ืองความคงตัวของแถบดีเอ็นเอท่ีเกดิข้ึน ส่วน AFLP มีขอ้ดอ้ยท่ีมหีลายขั้นตอน วธีิการ
ท าซับซอ้น ดงันั้นถา้ตรวจสอบดีเอ็นเอตวัอยา่งแล้วพบแถบดีเอ็นท่ีแตกตา่งกนัท่ีสามารถใชเ้ป็น
เคร่ืองหมายบง่ชี้ได ้จึงนิยมเปล่ียนแถบดีเอ็นเอ หรือเคร่ืองหมายนั้นให้สามารถตรวจสอบได้ด้วย
เทคนิคพีซีอาร์แบบจ าเพาะ โดยการตัดแถบดีเอ็นเอดงักลา่ว แยกน ามาโคลนแลว้หาล าดับเบส 
จากนั้นจึงออกแบบไพรเมอร์คูใ่หมจ่ากล าดับเบสท่ีได้ โดยตัดส่วนปลายท่ีเป็นส่วนของไพรเมอร์
จากเคร่ืองหมายเดิมออกกอ่น จะไดไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะและเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอไดเ้พียงต าแหนง่เดียว 
น าไพรเมอร์ท่ีสังเคราะห์ใหมม่าใชต้รวจสอบโดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจากตวัอยา่งเดิม จะพบความ
แตกตา่งในลกัษณะการเกดิและไมเ่กดิแถบดีเอ็นเอแบบเดียวกบัเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเดิม แตเ่ป็นการ
เพิ่มปริมาณโดยเทคนิค PCR แบบจ าเพาะเพียง 1 ต าแหนง่ ซ่ึงมีความแมน่ย าและท าไดร้วดเร็วกวา่  
ได้มกีารน าไปใชก้ารระบุพนัธ์ุล าไย ปทุมมา กวาวเครือ และมะเด่ือ (สุปราณี, 2549) ระบุชนิดของ
พืชสกลุหมอ้ขา้วหมอ้แกงลิง (อารีย์, 2552) อีกทั้งยงัน าไปใชใ้นการคดัเลือกยูคาลิปตสัลูกผสม 
(เรวดี และคณะ, 2549) บางคร้ังอาจพบวา่เคร่ืองหมาย SCAR ท่ีออกแบบไพรเมอร์ใหมอ่าจไมใ่ห้
ความแตกตา่งระหวา่งตัวอยา่ง คือ ปรากฎแถบดีเอ็นเอในทุกตัวอยา่งกไ็ด ้เน่ืองจากความแตกตา่ง
อาจอยูท่ี่ต าแหนง่ท่ีไพรเมอร์ของเคร่ืองหมายเ ดิมจับกบัดีเอ็นเอตน้แบบ (priming site) ในบาง
ตวัอยา่งเกดิการเปล่ียนแปลงท่ีต าแหนง่น้ีจึงไมส่ามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอนั้นได ้เมือ่ออกแบบไพร
เมอร์คูใ่หมจ่ากล าดับเบสท่ีอยูถ่ัดมา จึงไมพ่บความแตกตา่งระหวา่งแตล่ะตวัอยา่ง จึงไมส่ามารถใช ้
เคร่ืองหมาย SCAR นั้นได ้(สุรินทร์, 2552)  

 
14. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)  
 

เอเอฟแอลพี  เป็นเทคนิคของเคร่ืองหมายดีเอ็นเอแบบหน่ึง  พื้นฐาน คือการตรวจสอบชิ้นดี
เอ็นเอท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ (restriction enzyme) โดยการเพิ่มปริมาณดว้ยปฏิกริิยาพีซีอาร์ 
ดงันั้นจึงรวมเอาความนา่เชื่อถือของเทคนิคอาร์เอฟแอลพี  และประสิทธิภาพของพีซีอาร์เขา้ด้วยกนั 
การเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอท่ีมาจากการตดัดว้ยเอนไซม์ตดัจ าเพาะท าไดโ้ดยการเชื่อมตอ่  adapter  เขา้
ท่ีปลายของชิ้นดีเอ็นเอตอ่จากต าแหนง่ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ โดย adapter เป็นดีเอ็นเอสายคูช่ิ้น
ส้ันๆ ท่ีมีปลายดา้นหน่ึงเป็นปลายเหนียวเหมอืนกบัปลายโมเลกุลของดีเอ็นเอท่ีตัดด้วยเอนไซม์  
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ตดัจ าเพาะท่ีเลือกใช ้ ท าหน้าท่ีเป็นต าแหนง่ท่ีจบัของไพรเมอร์ในการท าพีซีอาร์ ตอ่ไป ดว้ยวธีิการ
ดงักลา่วน้ีชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดจ้ากการตัดด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะกจ็ะสามารถเพิ่มปริมาณข้ึนไดโ้ดยใช ้
ไพรเมอร์ซ่ึงมลี าดับเบสตรงกบัส่วนของ  adapter  รวมกบัสว่นของเบสท่ีต าแหนง่ตดัจ าเพาะของ
เอนไซม์ อยา่งไรกต็ามจ านวนชิ้นดีเอ็นเอท่ีสามารถเพิ่มปริมาณไดใ้นคราวเดียวกนัมีมากและไม ่
สามารถจะแยกจากกนัหรือตรวจสอบโดยวิธีทั่วๆ ไป การสังเคราะห์ไพรเมอร์ในการท าเอเอฟแอล
พีจึงเพิ่มเบสเพื่อคดัเลือกเขา้ท่ีปลาย 3´ ตอ่จากเบสท่ีต าแหนง่ตัดจ าเพาะของเอนไซม์ เพื่อให้เลือกจับ
กบัชิ้นดีเอ็นเอท่ีมีล าดับเบสส่วนท่ีอยูต่อ่จากบริเวณตดัจ าเพาะ สอดคลอ้งกบัเบสท่ีเพิ่มเขา้ไปท่ีปลาย 
3´ ของไพรเมอร์นั้นเทา่นั้น ท าให้เกดิการเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอเพียงบางส่วนและสามารถก  าหนด
จ านวนชิ้นดีเอ็นเอท่ีตอ้งการเพิ่มปริมาณได้โดยจ านวนเบสท่ีเพิ่มเขา้ไป แบบของแถบดีเอ็นเอท่ี
เกดิข้ึนจากการท าพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์คูห่น่ึง  เรียกวา่ ลายพิมพ์เอเอฟแอลพี  (AFLP fingerprint) 
ดงันั้นเทคนิคเอเอฟแอลพีจึงเป็นวิธีตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอวิธีหน่ึง แถบดีเอ็นเอในลายพิมพ์ของ
แตล่ะตัวอยา่งบง่บอกถึงความแตกตา่งของชิ้นดีเอ็นเอท่ีตัดไดด้้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ  จึงสามารถใช ้
เป็นเคร่ืองหมายโมเลกลุ เรียกวา่ เคร่ืองหมาย เอเอฟแอลพี (AFLP marker) ใชศึ้กษาความ
หลากหลายของส่ิงมชีีวติ ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการท าเอเอฟแอลพีมีลกัษณะเป็นลายพิมพ์แบบ
สุม่ (random fingerprint)  ซ่ึงใชก้บัดีเอ็นเอใดๆ กไ็ด้ ไมข้ึ่นกบัขนาดและความซับซอ้นของจีโนม 
สามารถปรับให้เกดิลายพิมพ์ท่ีเหมาะสมไดโ้ดยปรับจ านวนเบสคัดเลือกท่ีปลาย 3´ ของไพรเมอร์ท่ี
ใช ้แมว้า่วธีิการท าเอเอฟแอลพีจะคอ่นขา้งยุง่ยาก แตผ่ลท่ีไดส้ามารถท าซ ้าไดผ้ลคงเดิม
(reproducible) และสามารถเลือกคูผ่สมของไพรเมอร์ไดห้ลายแบบ ท าให้เกดิลายพิมพ์ท่ีแตกตา่งกนั
จ านวนมาก ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยไพรเมอร์คูห่น่ึงนั้นจะเกดิแถบดีเอ็นเอจ านวนมากใน
เวลาเดียวกนั  แบบของแถบดีเอ็นเอท่ีแตกตา่งกนัในแตล่ะตวัอยา่งท่ีเกิดข้ึนมาจากการเปล่ียนแปลง
เบส (point mutation)  ท่ีต าแหนง่จดจ าของเอนไซม์ท าให้ต าแหนง่จดจ าของเอนไซมห์ายไปหรือ
เกดิข้ึนใหม ่หรือการเปล่ียนแปลงของเบสท่ีต าแหนง่ติดกบัต าแหนง่จดจ าของเอนไซม์ตรงส่วนท่ีมี
การเพิ่มเบสเพื่อคัดเลือกของไพรเมอร์ท่ีใช ้ท าให้สามารถหรือไมส่ามารถเพิ่มปริมาณชิ้นดีเอ็นเอ 
ดงักลา่วแล้วแตก่รณี หรืออาจเกดิจากมชีิ้นดีเอ็นเอส้ันๆ ขาดหายไป หรือสอดแทรกเขา้มาใน
ระหวา่งต าแหนง่ตัดจ าเพาะของเอนไซมก์ไ็ด้ ผลท่ีเกดิข้ึนคือการมแีถบดีเอ็นเอ หรือไมม่แีถบดีเอ็น
เอท่ีต าแหนง่นั้น ๆ หรือชิ้นดีเอ็นเอท่ีเพิ่มปริมาณได้มีขนาดเปล่ียนไป การถา่ยทอดลักษณะของแถบ
ดีเอ็นเอจากการท าเอเอฟแอลพีจึงมีทั้งแบบท่ีแสดงลักษณะเดน่  (dominance) โดยปรากฏเป็นการมี
หรือไมม่แีถบดีเอ็นเอ และแบบท่ีแสดงลกัษณะขม่รว่มกนั (codominance) โดยปรากฏเป็นแถบดี
เอ็นเอท่ีมีขนาดตา่งกนั  โดยทั่วไปจะพบเคร่ืองหมายเอเอฟแอลพี  แบบท่ีเ ป็นลกัษณะขม่มากกวา่ 
(สุรินทร์, 2552) การใชป้ระโยชน์จากเทคนิคเอเอฟแอลพี มีการน าเทคนิคเอเอฟแอลพีมาใช ้
ประโยชน์กนัอยา่งกวา้งขวาง  เน่ืองจากเทคนิคเอเอฟแอลพีมขี้อไดเ้ปรียบกวา่เทคนิคอ่ืนๆ คือ  



24 

การวเิคราะห์ดีเอ็นเอโดยเทคนิคเอเอฟแอลพีไมต่อ้งการขอ้มูลล าดบัเบสของดีเอ็นเอ เชน่เดียวกบั
เทคนิคอาร์เอพีดี จึงท าไดอ้ยา่งกวา้งขวาง  ท าไดร้วดเร็วและใชป้ริมาณดีเอ็นเอเร่ิมตน้จ านวนน้อย 
ท าให้เกดิ polymorphism ไดจ้ านวนมาก จึงสามารถใชบ้อกความแตกตา่งของส่ิงมชีีวิตแตล่ะ
ตวัอยา่งไดดี้ เชน่วเิคราะห์ความหลากหลายทางพนัธุกรรมและการจ าแนกสายพนัธ์ุยางพาราพนัธ์ุ
ปลูก (สุนิดา, 2549) ใชใ้นการศึกษาเอกลักษณ์ของส่ิงมชีีวติ บง่ชี้ลักษณะเพศและความหลากหลาย
ทางชีวภาพของปรงสกลุ Cycas และ Zamia (สจี, 2547) การจดทะเบียนลิขสิทธ์ิ  การตรวจสอบ
ความเป็นลูกผสม 
 
15.  การสังเคราะห์กรดไขมัน และยีนทีเ่กี่ยวข้องในการสังเคราะห์กรดไขมัน  

 
กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมนัของพืชเป็นวถีิเมแทบอลิซึมปฐมภูม ิ (primary metabolic 

pathway) ท่ีเกดิข้ึนในพลาสติดของเซลล์พืชทุกเซลล์ (Ohlrogge and Browse, 1995;  
Ohlrogge et al ., 1979; Schmid and Ohlrogge, 1996) ประกอบด้วย 2 กระบวนการ 
 

1.prokaryotic pathway เกดิข้ึนภายในผนังดา้นในของคลอโรพลาสต์ได้ผลิตภณัฑ์สุดท้าย
เป็น 16:0-ACP (Acyl carr ier protein) และ 18:1-ACP 

 
2. eukaryotic pathway เกดิข้ึนท่ี ER (endoplasmic reticulum) โดยมกีารน ากรดไขมนัออก

จากคลอโรพลาสต์  ไปสร้างเป็นกรดไขมนัไมอ่ิ่มตัวอ่ืน ๆ และรวมกบั acyl glyceral-3-phosphate 
เพื่อสร้างเป็นไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบตา่ง ๆ ของพืช เชน่ ผนังเซลล์ หรือเป็นไขมนัสะสมไวท่ี้
เมล็ด เป็นตน้ ไขมนัท่ีเป็นองค์ประกอบในผนังเซลล์จะอยูใ่นรูป DAG (diacylglycerol) เป็น lipid 
bilayer  ท าหน้าท่ีหอ่หุ้มเซลล์ ป้องกนัอนัตรายจากการเปล่ียนแปลงของสภาพแวดลอ้มภายนอก
เซลล์ และยงัมีบทบาทใน signal transduction pathway  ส่วนไขมนัท่ีเก็บสะสมในเมล็ดนั้นจะอยูใ่น
รูปของ TAG (triacylglycerol)  สะสมในรูปแบบของ oil body  มีสว่นของโปรตีนท่ีเป็นผนังช ั้นเดียว
หอ่หุ้มเรียกวา่ oleosin ท าหน้าท่ีเป็นไขมนัสะสม เก็บไวใ้ห้พลงังานในการงอกของเมล็ด และการ
ถา่ยเกสร  
 

ปฏิกริิยาการสังเคราะห์กรดไขมนั เกิดข้ึนในคลอโรพลาสต์โดยเร่ิมตน้จาก acetyl-CoA ถูก
น าเขา้มาในคลอโรพลาสต์ แลว้สร้างสร้าง malonyl-CoA จาก acetyl-CoA ในพลาสติดโดยปฏิกิริยา 
carboxylation ท่ีเรง่โดยเอนไซม ์acetyl-CoA carboxylase (ACCase)  เปล่ียน malonyl-CoA  เป็น 
malonyl-ACP โดยเอนไซม์ malonyl CoA: ACP trans acylase แล้วเกดิเป็นปฏิกิริยาการรวม 
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(condensation) acetyl-CoA และ malonyl-ACPไดเ้ป็น acetoacetyl-ACP (3-ketobutyryl-ACP) โดย
เอนไซม ์KASIII (ketoacyl-ACP synthase III) ปฏิกิริยาน้ีเป็นการรวมสาร C-2 และสาร C-3 ได้สาร 
acetoacetyl-ACP (C-4) และปลอ่ยคาร์บอนไดออกไซด์ออก (CO2) 1 โมเลกลุ ตอ่มาเกดิการ 
reduced กลุม่ Keto (-C=O) ในต าแหนง่คาร์บอนท่ี 3 ของ 3-ketobutyryl-ACP ให้เป็นกลุม่ของ 
hydroxyl (-OH) ไดเ้ป็น 3-hydroxylbutyryl-ACP ดว้ยเอนไซม ์ketoacyl-ACP reductase โดยใช ้
NADPH เป็น coenzyme เรียก ปฏิกริิยา reduction จากนั้นเกดิปฏิกริิยา dehydration ท่ีมกีารดึงหมู ่ 
-OH ท่ีต าแหนง่คาร์บอนท่ี 3 ของ 3- hydroxylbutyryl-ACP ออก ท าให้เกดิพนัธะคูท่ี่ต าแหนง่
คาร์บอนท่ี 2 ไดเ้ป็น Trans-Δ2-butenoyl-ACP ด้วยเอนไซม์ 3-hydroxyacyl-ACP dehydrase แลว้ 
reduction พนัธะคูท่ี่ต าแหนง่คาร์บอนท่ี 2 ให้เป็นพนัธะเด่ียวด้วยเอนไซม ์enoyl-ACP reductase 
โดยใช ้NADPH เป็น coenzyme ไดเ้ป็น Butyryl-ACP ซ่ึง เป็นรอบแรกในการสังเคราะห์กรดไขมนั  
ในรอบท่ีสองของการสังเคราะห์กรดไขมนั butyryl-ACP จะถูกเติมคาร์บอนเพิ่มอีก 2 อะตอมใน
ปฏิกริิยา condensation โดยน าคาร์บอนมาจาก malonyl-ACP การตอ่สายยาวของคาร์บอนในรอบ
ตอ่ๆ ไปโดยปฏิกริิยา condensation ดว้ยเอนไซม ์KAS (ketoacyl-ACP synthase) จะใชเ้อนไซมต์า่ง
ชนิดจากรอบแรก เน่ืองจาก KAS มคีวามจ าเพาะตอ่สารตั้งตน้ ท่ีมีความยาวของสายคาร์บอนตา่งกนั
ดงัน้ี KASIII จ าเพาะตอ่สารตั้งตน้ท่ีมีความยาวคาร์บอน 2 อะตอม KASI จ าเพาะตอ่สารตั้งตน้ ท่ีมี
ความยาวของสายคาร์บอน 4-14 อะตอม  และ KASII จ าเพาะตอ่สารตั้งตน้ ท่ีมคีาร์บอน 16 อะตอม 
 
 ในการสร้างกรดไขมนัชนิดตา่งๆ มเีอนไซมห์ลายชนิดเขา้มาเกีย่วข้อง จากการวเิคราะห์
ล าดับกรดอะมโิน (amino acid)  และความจ าเพาะตอ่สารตั้งตน้สามารถจ าแนกเอนไซม ์FAT ในพชื
ไดเ้ป็น 2 ชนิด คือ FATA และ FATB ซ่ึงมีวิวฒันาการแยกออกจากกนั FATA ท่ีรู้จักกนัดี ไดแ้ก ่
Oleoyl-ACP thioesterase และเน่ืองจากกรดไขมนัท่ีพบมากในพืชคือ Oleic acid  เอนไซม์ FATA 
จึงจดัอยูใ่นกลุม่ house keeping enzyme ส าหรับ FATB จะคอ่นขา้งจ าเพาะกบั saturated acyl-ACP 
(Hawkings and Kridl, 1998; Kridl et al., 1992)  พบวา่ปลายทางดา้น N-terminal ของเอนไซม์ 
FATA และ FATB เป็นตัวบง่ชี้ความจ าเพาะตอ่สารตั้งตน้  (Salas and Ohlrogge, 2002) เอนไซม์ ER 
linoleate desaturase หรือ FAD3 เป็นเอนไซมท่ี์อยูใ่นกลุม่ของเอนไซม์ ω-3 fatty acid desaturase มี
ต าแหนง่อยูท่ี่เมมเบรน (membrane bound enzyme) โปรตีน FAD3 พบอยูท่ี่ ER ท าหน้าท่ีเรง่
ปฏิกริิยาการเปล่ียน Linoleic acid (18:2) เป็น Linolenic acid (18:3) ท่ีต าแหนง่ ω-3 ส่วน ER 
linoleate desaturase (FAD6) พบในคลอโรพลาสต์ ท าหน้าท่ีเรง่ปฏิกริิยาการเปล่ียน Oleic acid 
(18:1) เป็น Linoleic acid (18:2) ท่ีต าแหนง่ ω-6 (Mazliak, 1994) 

 

 



26 

                                                    อุปกรณ์และวิธีการ 
 

อุปกรณ์ 

 
1. พชืทีน่ ามาใช้เป็นพ่อแม่พนัธุ์  
  

พืชในสกลุ Jatropha ท่ีใชผ้สมพนัธ์ุ ประกอบด้วย สบูด่ าทั้งในและตา่งประเทศ สบูด่ าพนัธ์ุ
ดีจากโครงการ KU Biodiesel (KUBP)  สบูแ่ดง  หนุมานนั่งแทน่  ฝ่ินตน้ และเข็มปัตตาเวยี 
(ตารางท่ี 1) 
 

ตารางที่ 1 รายชื่อพนัธ์ุพอ่แมท่ี่ใชผ้สมพนัธ์ุ  จ านวน 43 ตวัอยา่ง 
 
ตวัอยา่งท่ี หมายเลข รายชื่อ 

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

      18 

2 
3 
4 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

สบูแ่ดง 1 
หนุมานนั่งแทน่ 1 
สบูด่ า สหรัฐ 8.45 kr 
สบูด่ า สุขสันต์ หัวหิน (ไมม่พีิษ)  
เข็มปัตตาเวยีดอกสีแดง 
สบูด่ า จีน 
สบูด่ า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง) 
เข็มปัตตาเวยีดอกแดงใบแฉก 
สบูด่ า มุกดาหาร 10kr 
สบูด่ า ดินเค็ม (ต. หนองสรวง อ. ขามทะเลสอ จ. นครราชสีมา)  
สบูด่ า KUBP 16 (อ. ยางกราด จ. กาฬสินธ์ุ) 
สบูด่ า สุขสันต์ 1 (ไมม่พีิษ)    
สบูด่ า KUBP 78-9     
เข็มปัตตาเวยีดอกสีชมพ ู1     
สบูด่ า FF25       
สบูแ่ดง 2       
สบูด่ า EL23 
สบูด่ า ศรีลงักา                                                         
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ตารางที่ 1 (ตอ่)  
                                               
ตวัอยา่งท่ี หมายเลข รายชื่อ 

     19 
 20 
  21 

22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 

       21 
22 
23 
24 
25 
26 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 
42 
43 
44 
45 
46 
47 
50 
51 
53 
54 

สบูด่ า D1 อินเดีย 
สบูด่ า KUBP 78-9 
สบูด่ า Suriname   
สบูด่ า อินเดีย Chennai  
สบูด่ า รังสฤษฏ์ 3/4 
สบูด่ า ลาว   
ฝ่ินตน้ 1              
สบูด่ า อินเดีย สุขสันต์         
สบูด่ า รังสฤษฏ์ 10/1 
สบูด่ า 72 
หนุมานนั่งแทน่ 2 (ใบ & ดอก) 
สบูด่ า สุขสันต์ #6 
หนุมานนั่งแทน่ 3 
สบูด่ า รังสฤษฏ์ 10/3 
สบูด่ า อินเดีย 39 
สบูด่ า วชิาญ เมล็ด 1 (ไมม่พีิษ)  
สบูแ่ดง 3 
หนุมานนั่งแทน่ 4 
สบูด่ า JD 
เข็มปัตตาเวยีดอกสีชมพ ู2 (ดอก) 
สบูแ่ดง 4 (ดอก) 
สบูด่ ามาดากาสกา้ (เปลือกบาง) 
เข็มปัตตาเวยีดอกแดง ไตห้วนั  
สบูด่ าผลแดง                                         
สบูด่ าพระยาพิชยัตน้เต้ีย                                             
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2. อุปกรณ์ทีใ่ช้ทดลอง 
 

2.1 อุปกรณ์การผสมพนัธ์ุสบูด่ า  เชน่ ปากคีบ กรรไกร ถุงตาขา่ย ป้ายชื่อ 
2.2 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการปลูกสบูด่ า  เชน่ กระถาง ดิน ปุ๋ย 
2.3 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ 
      2.3.1 โกรง่บดตัวอยา่ง 
      2.3.2 เคร่ืองแกว้ เชน่ กระบอกตวง และบิกเกอร์ขนาดตา่ง  ๆ เป็นตน้ 
      2.3.3 เคร่ืองเขยา่ (shaker) รุน่ KS 125B บริษทั IKA LAbortechnick Stufen, Germany  
      2.3.4 เคร่ืองคอมพิวเตอร์ท่ีเชื่อมตอ่กบั internet 
      2.3.5 เคร่ืองฉายแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet) และภาพถา่ย (gel documentation) 

รุน่ DOC-PRINT-1000/26M บริษัท Vilber  Lourmat, France 
      2.3.6 เคร่ืองช ัง่ทศนิยม 3 ต าแหนง่ รุน่ AR 2130 บริษัท AdventurerTM, USA 
      2.3.7 เคร่ืองสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (PCR) รุน่ PTC-100TM บริษัท MJ Research, USA 
      2.3.8 เคร่ืองหมนุเหวี่ยงความเร็วสูง  (refrigerated centrifuge)  รุน่ 3K20 บริษัท Sigma, 

Germany, เคร่ืองหมนุเหวีย่งความเร็วต ่า  (microcentrifuge) รุน่  1010 บริษัท Century Scientif ic, 
England 

      2.3.9 เคร่ือง spectrophotometer รุน่ Lamda UV/VIS spectrophotometer บริษทั Perkin 
Elmer, USA 

     2.3.10 ชดุเคร่ืองมอื agarose gel electrophoresis 
     2.3.11 ชดุเคร่ืองมอื acrylamide gel electrophoresis รุน่ Protein®II xi cell บริษัท 

Biorad, USA 
     2.3.12 ตูเ้ย็น รุน่ TH-890 บริษัท Sharp ตูเ้ย็น -20 องศาเซลเซียส บริษัท Mirage และ

ตูเ้ย็น -80 องศาเซลเซียส รุน่ 8558 S/N 86939-206 Bio-freezer® บริษัท Forma Scientific, USA 
     2.3.13 ตูอ้บท่ีปรับอุณหภูมไิด้ (oven) บริษทั Gallenkamp, Japan 
     2.3.14 ไมโครปิเปตชนิดปรับปริมาตรได้ บริษัท Gilson, France พร้อม tip ขนาด 10,200       

และ 1,000 ไมโครลิตร 
     2.3.15 หมอ้น่ึงความดนัสูง  (autoclave) รุน่ SS-325 บริษัท Tommy Seiko, Japan 
     2.3.16 หลอดพลาสติก (microcentr ifuge tube)  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ml)  และหลอดใส่ 

สารขนาด 15 ml 
     2.3.17 อา่งควบคุมอุณหภูมิ (water bath) บริษัท Memmert, Germany 
     2.3.18 หลอดส าหรับสังเคราะห์ดีเอ็นเอ (PCR tube)  
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     2.3.19 อุปกรณ์อ่ืน ๆ เชน่ กระดาษช ัง่สาร ชอ้นตกัสาร ปากคีบ ถุงมอื ถุงพลาสติกใส 
แผน่พลาสติกใส แผน่อลูมเินียมฟอยด์ ถาดพลาสติก และแผน่  cellophane เป็นตน้ 
 

3. สารเคมีและเอนไซม์ 

 
3.1 สารเคมแีละเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสกดัดีเอ็นเอ  
      3.1.1 ไนโตรเจนเหลว 

                    3.1.2 3X CTAB buffer (3 เปอร์เซ็นต์ CTAB, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM 
Tris-HCl pH 8.0 และ 1% polyvinylpyrrolidone: PVP)  

      3.1.3 beta-mercaptoethanol 
      3.1.4 10 เปอร์เซ็นต์ CTABใน 0.7 M NaCl 
      3.1.5 คลอโรฟอร์ม: ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (24:1) โดยปริมาตร 
      3.1.6 เอทานอล 70 และ 90 เปอร์เซ็นต์ และ เอทานอลสัมบูรณ์ 
      3.1.7 10 mg/ml RNase A บริษทั US Biological, USA 
      3.1.8 TE buffer (10:0.1 = 10 mM Tris pH 8.0 : 0.1 mM EDTA) 
3.2 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า  agarose gel electrophoresis 

       3.2.1 เจลอะกาโรส (Research Organic) 
       3.2.2 loading dye (0.15 เปอร์เซ็นต์ bromphenol blue ใน 50 เปอร์เซ็นต์ glycerol)  
                   3.2.3 1X TBE buffer (tris base 10.8 กรัม, bor ic acid 5.5 กรัม และ 500 mM EDTA pH 
8.0 4 มลิลิลิตร) 
      3.2.4 0.5 mg/ml เอธิเดียมโบรไมด์ (Bio Basic) 
      3.2.5 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA ladder mix)  บริษัท GeneRulerTM, USA 
  
 3.3 สารเคมแีละเอนไซมท่ี์ใชใ้นการสังเคราะห์ดีเอ็นเอโดยวธีิพีซีอาร์  

     3.3.1 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4 และ 500 mM KCl) 
      3.3.2 50 mM MgCl2 
      3.3.3 2 mM dNTP บริษัท Fermentas, USA 
      3.3.4 เอนไซม ์Taq DNA Polymerase บริษัท Invitrogen Life Technology, Brazil 
      3.3.5 5 pmol pr imer  
                   3.3.6 ultra pure water  
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3.4 สารเคมสี าหรับ denaturing และ non denatur ing polyacrylamide gel electrophoresis   
                   3.4.1 acrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden 

     3.4.2 methylene bisacrylamide บริษัท Pharmacia Biotech, Sweden 
     3.4.3 10% ammonium persulphate (APS) 
     3.4.4 TEMED (N', N', N', N' ,-tetramethyl ethylenediamine)  
     3.4.5 1X TBE buffer  
     3.4.6 urea (USB)  
    3.4.7 bind silane (Plusone)  
    3.4.8 repel silane (Plusone)  
    3.4.9 ซิลเวอร์ไนเตรต 
    3.4.10 1 N และ 10 N NaOH 
    3.4.11 เอธานอล 95 เปอร์เซ็นต์ 
     3.4.12 formamide 
     3.4.13 formaldehyde 
     3.4.14 bromophenol blue 
     3.4.15 xylene cyanol 
     3.4.16 glacial acetic acid 
     3.4.17 restriction enzyme บริษทั Fermentas, USA 
 

 3.5 สารเคมีท่ีใชใ้นการศึกษาการเจริญของหลอดเรณแูละความมชีีวิตของเรณู 
       3.5.1 50 เปอร์เซ็นต์ FAA  (Formalin-Acetic-Alcohol 18:1:1, 70 เปอร์เซ็นต์ 
ethanol/glacial acetic acid/formaldehyde)  
                   3.5.2 1 N NaOH 

     3.5.3 aniline blue 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
     3.5.4 acetocamine 1 เปอร์เซ็นต์ 

 

4. โปรแกรมทีใ่ช้วิเคราะห์ข้อมูลทางอณชีูววิทยาบนเครือข่ายอินเตอร์เนต 
 

โปรแกรม NTSYSpc-2.20k ใชใ้นการสร้าง phylogenetic tree จากข้อมลูการใช ้ 
เคร่ืองหมายโมเลกลุเอเอฟแอลพี  
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วิธีการ 
 

1.  การผสมพนัธุ์พชื  

 
 1.1 ปลูกสบูด่ าพนัธ์ุตา่งๆและพืชในสกลุ Jatropha ตาม ตารางท่ี 1  
 
     1.2 ผสมพนัธ์ุสบูด่ ากบัสบูแ่ดง สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ และสบูด่ ากบัเข็ม 
 ปัตตาเวยีดอกสีแดงและดอกสีชมพู ทั้งสายตรง และสลับพอ่แม ่โดยมีขั้นตอนการผสม  
พนัธ์ุ ดงัน้ี               
      1.2.1 emasculation ตดัดอกเพศผูท้ั้งหมดออกจากชอ่ดอกของต้นแม ่ ท าในชว่งดอกตูม 
คงเหลือไวแ้ตด่อกเพศเมยี โดยอาศยัประสบการณ์จากต าแหน่งดอกเพศเมีย โดย emasculation กอ่น
ดอกบาน 1-2 วนั คลุมดอกเพศเมยีดว้ยถุงผา้ตาขา่ย ป้องกนัแมลงมาชว่ยผสมพนัธ์ุ 
                1.2.2 เกบ็เรณู (pollen grains) เมื่ออับเรณู (anther) บานเต็มท่ี จากต้นพอ่ท่ีต้องการน ามา
ผสมพนัธ์ุ  ใชพ้ ูก่นัแตะเรณไูปป้ายท่ียอดเกสรเพศเมยี (stigma) ของดอกเพศเมียท่ีเตรียมไว ้การถา่ย
เรณทู าในชว่งเชา้เวลาประมาณ 8-10 น. ท่ีมีแสงแดดจ้า สังเกตุ stigma มีความพร้อมท่ีจะรับเรณ ู
(receptive)  

    1.2.3 หอ่หุ้มดอกท่ีไดรั้บการถา่ยเรณแูล้ว ดว้ยถุงผา้ตาขา่ย เพื่อป้องกนัแมลง รอจนติด
เมล็ด เมือ่เมล็ดลูกผสมแก ่เก็บเมล็ดมาปลูก เมือ่ลูกผสมเจริญจนมใีบงอกออกมา เก็บใบมาเพื่อ
ตรวจสอบความเป็นลูกผสมในระดับดีเอ็นเอโดยใชเ้คร่ืองหมายโมเลกลุตอ่ไป 

    1.2.4 เมื่อไดลู้กผสมท่ีท าการตรวจสอบโดยเคร่ืองหมายโมเลกุลเพื่อยืนยนัความเป็ลูก
ผสมแล้ว กจ็ะน าไปท าการผสมกลบัไปยงัสบูด่ า  
 

2.  การสกัดดีเอ็นเอจากใบสบู่ด า สบู่แดง ฝ่ินต้น หนุมานนั่งแท่น เข็มปัตตาเวีย ลู กผสม F1และ
ลูกผสมกลับ โดยวิธีประยุกต์จาก Doyle and Doyle (1987) 

 
เตรียมสารละลาย 3X CTAB [2% hexadecyltrimethylammonium bromide (CTAB: Sigma 

H-5882), 1.4 M NaCl, , 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl, pH 8.0]  ใสห่ลอดขนาด 15 ml ปริมาตร 
5 ml เติม β-mercaptoethanol 5 µl จากนั้นบดตัวอยา่งในโกรง่ดว้ยไนโตรเจนเหลว จนตัวอยา่งมี
ลกัษณะเหมอืนผงแป้ง ตกัตวัอยา่งประมาณ 2 กรัม ใสห่ลอดเขยา่ให้เขา้กนัเป็นเน้ือเดียว บม่ท่ี 65 
องศาเซลเซียส นาน45 นาที เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24:1) หลอดละ 5 ml นาที 
กลบัหลอดไปมาเบาๆให้เขา้กนั น ามาป่ันเหวีย่ง ท่ีความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที นาน 15 นาที จากนั้น
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ดูดสารละลายตอนบนใสห่ลอด 15 ml หลอดใหมห่ลอดละ 5 ml เติมสารละลาย 10 เปอร์เซ็นต์ 
CTAB ปริมาตร 500 µl เติมสารละลาย chloroform: isoamyl alcohol (24:1) หลอดละ 5 ml กลบั
หลอดไปมาเบาๆให้เขา้กนั ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 3,000 รอบตอ่นาที นาน 20 นาทีจะได้สารละลาย
สองสว่นแยกกนั ดูดสารละลายใสตอนบนหลอดละ 300 µl ใสห่ลอดใหมแ่ล้วเติม absolute alcohol 
300 µl เพื่อตกตะกอนดีเอ็นเอ กลบัหลอดไปมาเบาๆ ถา้ตะกอนดีเอ็นเอท่ีได้มาก เกีย่วดีเอ็นเอดว้ย
แทง่แกว้ปลายงอ แตถ่า้ตะกอนดีเอ็นเอท่ีไดน้้อย ให้ป่ันเหวีย่ง 12,000 รอบตอ่นาที นาน 10 นาทีลา้ง
ตะกอนด้วย 70 เปอร์เซ็นต์ และ 90เปอร์เซ็นต์ ethanol ตามล าดับ ปลอ่ยให้ตะกอนแห้งและละลายดี
เอ็นเอดว้ย TE buffer (10: 0.1) 100 µl และเติมเอนไซม์ RNase A ความเข้มขน้หลอดละ 2 µl บม่ไว ้
ท่ี 37 องศาเซลเซียส ขา้มคืน ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดว้ยวธีิการอิเ ล็คโทรฟอริซิสใช ้ 
0.8 เปอร์เซ็นต์ agarose gel และโดยการวดัการดูดกลืนแสงอลัตราไวโอเลต (UV) ท่ีความยาวคล่ืน 
260 และ 280 นาโนเมตรดว้ยเคร่ือง spectrophotometer  ถา้อัตราส่วนของ A260/A280 อยูร่ะหวา่ง  
1.6 - 1.8 แสดงวา่สารละลายดีเอ็นเอคอ่นขา้งบริสุทธ์ิ หากมตี ่ากวา่ 1.6 แสดงวา่มกีารปนเป้ือนของ
โปรตีน แตถ่า้คา่สูงกวา่ 1.8 แสดงวา่มกีารปนเป้ือนของอาร์เอ็นเอ วเิคราะห์ปริมาณดีเอ็นเอจากคา่
การดูดกลืนคล่ืนแสงอลัตราไวโอเลตของกรดนิวคลีอิกในชว่งความยาวคล่ือนท่ี 260 นาโนเมตร 
โดยสารละลายดีเอ็นเอเข้มขน้ 1 mg / ml จะมีคา่การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร
เทา่กบั 20 หนว่ย (A260) ดงันั้นสามารถค านวณปริมาณของกรดนิวคลีอิกได้จาก  
 
 ปริมาณกรดนิวคลีอิก (mg/ml)      = A260 x 1/20 
 ปริมาณกรดนิวคลีอิก (ng/µl)        = A260 x 1/20 x 1000  = A260 x 50 
 
 กรณีใชส้ารละลายดีเอ็นเอเจือจาง 100 เทา่ (ดีเอ็นเอ 3 µl ตอ่น ้ ากลัน่ 297 µl)ในการ
ตรวจสอบดว้ยเคร่ือง spectrophotometer จะสามารถค านวณปริมาณกรดนิวคลีอิกในหนว่ยนาโน
กรัมตอ่ไมโครลิตรได้โดยคณูดว้ย dilution factor (A260 x 50 x 100 ng/µl )  
 
3.  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมโดยใช้เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
 

3.1. เคร่ืองหมายจ าเพาะกบัยีนท่ีเกี่ยวขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนัในสบูด่ า   
 
                  ใชเ้คร่ืองหมายจ าเพาะกบัยีนท่ีเกีย่วข้องกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั 2 ยีนท่ีพฒันาโดย 
ญาตวี (2552) ไดแ้ก ่KASII (3-ketoacyl-ACP synthase II) และ FATA (Acyl-ACP thioesterase  A) 
ดงัตารางท่ี 2 ท าปฏิกริิยาพีซีอาร์กบัดีเอ็นเอของตวัอยา่งพอ่แม ่และลูกผสม โดยในปฏิกริิยาพีซีอาร์  
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25 µl ประกอบ ด้วย จีโนมิกดีเอ็นเอ (50 ng/µl)  2 µl, forward และ reverse primers (5pmol) ชนิดละ 
2 µl, 10X PCR buffer 2.5 µl, MgCl2 (50 mM) 1 µl, dNTP mix (2.5 mM)  1 µl  Taq  DNA 
polymerase (5 u/µl) 0.2 µl และน ้ ากลัน่ 14.3 µl  โปรแกรมการท าพีซีอาร์ ประกอบดว้ย 1 รอบ
ส าหรับการคลายเกลียวและแยกสายดีเอ็นเอ ท่ีอุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที  35 รอบ
ส าหรับปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ ซ่ึงประกอบด้วยอุณหภูม ิ94 องศาเซลเซียส นาน 30 วนิาที  
อุณหภูม ิannealing temperature (ประมาณ 52-62 องศาเซลเซียส ข้ึนกบัชนิดของไพรเมอร์) นาน  
1 นาที และอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที รอบสุดทา้ยเพื่อให้การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ 
สมบูรณ์ท่ีอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  62 องศาเซลเซียส ข้ึนกบัชนิดของไพรเมอร์) 
นาน 1 นาที และอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที รอบสุดท้ายเพื่อให้การสังเคราะห์ดีเอ็นเอ
สมบูรณ์ท่ีอุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 
 
ตารางที่ 2 ไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีนท่ีเกีย่วขอ้งกบัการสังเคราะห์กรดไขมนั   

 

ช่ือไพรเมอร์ ล าดับเบสของไพรเมอร์ (5´-3´) Ta (C) ความยาว (~bp) 

         KASII 
 

FATA 
 

F: GCTTAGCGTTTGAGCCTTGTAG 
R: CAACACCCATTCCAGTGACAAC  
F: ACTGCTACCGTTGAGACTATCG 
R: GAATCCAGTCACGTCTAGTTCC 

62 
 

61 

800 
 

1,100 

 
3.2 เคร่ืองหมายจ าเพาะกบัพนัธ์ุพืชสกุล Jatropha  
         
                  ใชเ้คร่ืองหมายจ าเพาะกบัพนัธ์ุพืชสกลุ Jatropha  ท่ีพฒันาโดย ศิรินันท์ (2554) จาก
ล าดับเบสของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค AFLP ท่ีจ าเพาะกบัสายพนัธ์ุพืช โดยในสายพนัธ์ุอ่ืนไม ่
ปรากฏแถบดีเอ็นเอ เพื่อติดตามแอลลีลของพอ่แมใ่นตวัอยา่งลูกท่ีได้จากการผสมกลบั จ านวน 
18 คู ่ไพรเมอร์ (ตารางท่ี 3) เป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัสบูด่ า 5 คูไ่พรเมอร์ (JC 63-1, JC 2-1,   
JC 167, JC 33W2 และ JC 137) จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวีย 9 คูไ่พรเมอร์ (JI 1.1B3, JI  30-1,  
JI 62-1, JI 83-1, JI 161, JI  163,  JI 254, JI 250 และ JI 252)  จ าเพาะกบัฝ่ินตน้ 2 คูไ่พรเมอร์ (JM 
4.2 W3, JM 64) จ าเพาะกบัหนุมานนั่งแทน่ 1 คูไ่พรเมอร์ (JP 102-1) และจ าเพาะกบัสบูแ่ดง 1 คู ่
ไพรเมอร์ (JG 177)  องค์ประกอบในการท าปฏิกริิยาพีซีอาร์ ประกอบด้วยจีโนมกิดีเอ็นเอ  
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(50 ng/µl)  1.0 µl, forward และ reverse primers (5pmol) ชนิดละ 0.5 µl, dNTP (2mM) 0.5 µl, 
10×PCR buffer 1.25 µl, MgCl2 (50mM) 0.375 µl, Taq DNA polymerase (5 u/µl) 0.1µl และน ้ า
กลัน่บริสุทธ์ิ 8.275 µl โปรแกรมในการท าปฏิกริิยาพีซีอาร์  ประกอบดว้ยอุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที, 35 รอบของ อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที อุณหภูมิ 
48-65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  45 วนิาที และ 
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
 
ตารางที ่3 ไพรเมอร์จ าเพาะกบัพนัธ์ุพืชในสกลุ Jatropha  ท่ีพฒันาจากการวเิคราะห์ล าดบัเบส 
      ของแถบดีเอ็นเอจากเทคนิค AFLP  
 
ชื่อไพรเมอร์             ล าดับเบสของไพรเมอร์ (5´-3´) Ta (oC) ความยาว

(bp) 

JC 63-1 F: TTTGCTTTTGTTTCGGAGTGTTACC 
R: GTGACCATAAGTGCCATGACAAAAA 

57 400 
 

JC 2-1 F: AGAGCTATTGAGGGACTTG 
R: CAAAGTCGGTCTAAAACGGCT 

53 400 

JC 167  F: TATTGAGGGACTTGAGCTG 
R: GCTCTATCAAAGTCGGTCTAAA 

62 400 

JC 33W2 F: TCATTGTCTTTACTGCATGGAGAG 
R: CACTGATGAGGTAGAAAGTGAGA 

53 400 

JC 137   F: TCTATCCCTTTACCTTGGG 
R: GTCATTAGTGCAATGGCT 

55 400 

JG 177 F: ACCCACTATGACTGATATAG 
R: CATTGGGAACTTGGCATAT 

53 350 

JI 1.1B3   
 
JI 30-1 

F: TGCAGATCGCTATAAAACAGCC 
R: GGACAAAGGCCTGGTATGAATA  
F: AGATGTCCTTTTACCGACTTG 
R: CAAGCCTATCAACTCTCTA 

65 
 

52 

500 
 

700 
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ตารางที ่3 (ตอ่) 
 

ช่ือไพรเมอร์                 ล าดับเบสของไพรเมอร์ (5′-3′) Ta (oC) ความยาว

(bp) 

JI 62-1   F: AAGGATTGTGGTGGTTTGGG 
R: CGAGATTTGTAAAGCCAA 

56 500 

JI 83-1 
 
JI 161 
 
JI 163 
 
JI 254 
 
JI 250 
 
JI 252 
 
JP 102-1   
 
JM 4.2W3 
 
JM 64  

F: ATCTGGGTAAACCCTTGAGCACAG 
R: GCTGCCTTTCTCACTTTCGATCCT 
F: ATGCACTTCTCTTCTTGGTAC 
R: CTGGTATCGTGGTGAAAAGAT 
F: ACTTGGGTAAACCTTTGAGC 
R: CAAGATCGAGAGCTTGTTCAAT 
F: TTGAGATGCTTTGGGATGGG 
R: CTTACCAAGACCACTTGAGCA 
F: TACTTACGTGTGTGGCATTTTC 
R: CAGGTGATCAGGTATATTCGTCT 
F: TATGCTCAATTTGCATTCCC 
R: GAACACAATGGAGGATTCTT 
F: ACTATGCCAAGGTGGCATCTAC 
R: CCCATTTTGCCCTCCCATCTCTAT 
F: AAACAGTGCCAAAACGGTCAC 
R: GCTGAAACAGATACGGTCAAACACT 
F: ATCAAAGTTCAAGCCTTTTTCG 
R: GAAAAATAAAGCACGCAAAGCA 

56 
 

60 
 

59 
 

60 
 

63 
 

54 
       

57 
 

54 
 

57 

500 
 

400 
 

300 
 

400 
 

300 
 

500 
 

400 
 

700 
 

400 

 
น าผลผลิตพีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการเพิ่มปริมาณมาท าอิเล็กโทรโฟรีซิสใน  agarose gel 1เปอร์เซ็นต์ เพื่อ
ตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอ (DFLP marker) หรือตดัผลผลิตพีซีอาร์ท่ีได้ดว้ย เอนไซม์ตัดจ าเพาะ
กอ่นตรวจสอบโดยวธีิอิเล็กโทรโฟรีซิสใน  1-1.5 เปอร์เซ็นต์ agarose gel (PCR-RFLP marker) ใน 
1XTBE buffer ท่ีกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์  นานประมาณ 45 นาที แลว้ย้อมเจลดว้ยเอธิเดียมโบรไมด์  
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3.5 การตรวจสอบโดยเทคนิค SSCP 
 

                 น าผลผลิตพีซีอาร์ จ านวน 3 -5 µl loading buffer (95 เปอร์เซ็น formamide, 0.01M 
NaOH, 0.05 เปอร์เซ็น bromphenol blue และ 0.05 เปอร์เซ็น zylene cyanol 9 µl ผสมให้เขา้กนั 
น าไปท าให้ร้อนท่ีอุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แล้วแชน่ ้ าแข็งทนัทีเพื่อให้ดีเอ็นเอคงอยู ่
ในสภาพสายเด่ียว กอ่นท าอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 6 เปอร์เซ็น non-denaturing polyacrylamide gel  
(SSCP marker) โดยใน 45 ml ของเจล ประกอบดว้ย 30 เปอร์เซ็นต์ acrylamide จ านวน 9 ml  
6X TBE buffer (stock 10XTBE: Tris base 108 g , boric acid 55 g และ 500 mM EDTA pH 8.0 40 
ml)  จ านวน 4.5 ml 10 เปอร์เซ็น ammonium persulphate จ านวน180 µl TEMED (N,N,N’,N’- 
tetramethyenediamine) จ านวน 36 µl และน ้ ากลัน่ จ านวน 31.5 ml ท าอิเล็กโทโฟรีซิสใน  1XTBE 
buffer ท่ีกระแสไฟฟ้า 300 โวลต์  นาน 3-7 ช ัว่โมง ทั้งน้ีระยะเวลาข้ึนอยูก่บัความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ  
แลว้ย้อมเจลดว้ยซิลเวอร์ไนเตรตตามวธีิการท่ีดดัแปลงมาจากวธีิการของ Caetano-Anolles (1997)  
 
3.  การปลูกทดสอบประเมินผลผลิตในแปลงทดลอง 

 
 ลูกผสม F1  ลูกผสมกลับ (BC) ท่ีไดรั้บการยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ
แลว้ และลูกท่ีได้จากการผสมเปิด (OP) น าไปปลูกท่ี อ. บา้นแพว้ จ. สมุทรสาคร ซ่ึงมลีักษณะเป็น
ดินเหนียว โดยปลูกหา่งกนั 2 x 2 เมตร เพื่อคัดเลือกและน าผลผลิตไปวเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนั 
 
4.  การหาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพชืทีน่ ามาผสม ลูก F1  ลูกผสมกลับ (BC) และลูกทีไ่ด้

จากการผสมเปิด (OP) โดยเทคนิค AFLP (Vos et  al., 1995) 
 
 4.1 ยอ่ยดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิดพร้อมกนั คือ EcoRI  ซ่ึงเป็นเอนไซม์ตดั
จ าเพาะ ท่ีมคีวามถ่ีในการตัดต ่า มตี าแหนง่จดจ าขนาด 6 คูเ่บส  และเอนไซม ์ MseI ซ่ึงมีความถ่ีใน
การตัดสูง มตี าแหนง่จดจ าขนาด 4 คูเ่บสแล้วเชื่อมตอ่ปลายดีเอ็นเอด้วย adapter 2 ชนิด  คือ EcoRI 
adapter และ MseI adapter (ตารางท่ี 4) 
 

4.2 preselective amplif ication ท าการเจือจางดีเอ็นเอท่ีเชื่อมตอ่กบั adapter แลว้ลง 10 เทา่ 
ดว้ย TE buffer จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเฉพาะชิ้นท่ีเชื่อมตอ่กบั adapter ท่ีถูกตอ้งทั้ง  2 ดา้น (ดา้น
หน่ึงเชื่อมตอ่กบั EcoRI adapter และดา้นท่ีเหลือเชื่อมตอ่กบั MseI  adapter) โดยการน าดีเอ็นเอน้ีมา
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ ดว้ย EcoRI ไพรเมอร์ และ MseI ไพรเมอร์ 
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ท่ีตอ่อยูก่บัเบส1 ตัวท่ีปลาย 3  (Primer +1)  
  
 4.3 Selective amplification เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช ้ EcoRI ไพร
เมอร์ และ MseI ไพรเมอร์ท่ีตอ่อยูก่บัเบส 3 ตวัท่ีปลาย 3  (primer +3) โดยใช ้ไพรเมอร์ดังตารางท่ี3 
แลว้น าผลผลิตพีซีอาร์มาเติม AFLP loading buffer (formamide 98 เปอร์เซ็นต์, 10 mM EDTA,  
0.1 เปอร์เซ็นต์ bromophenal และ xylene cyanol 0.1 เปอร์เซ็นต์) จ านวน 20 µl น าไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 
90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที แล้วแชใ่นน ้ าแข็งทนัที จะได้สารละลายดีเอ็นเอท่ีพร้อมส าหรับ
เทคนิคอิเล็กโทรฟอรีซิสในเจล อะคริลาไมด์   
 
ตารางที่ 4 ล าดับเบสของไพรเมอร์และ  adapter ท่ีใชใ้นการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ AFLP เพื่อใช ้

                           ศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมของพืชท่ีใชเ้ป็นพอ่แม ่ลูกผสม F1 และลูกผสมกลับ 
 
 

    ช่ือไพรเมอร์/ adapter                                                                     ล าดับเบสของ ไพรเมอร์/ adapter  

 

                     EcoRI adaptor     5' -CTCGTAGACTGCGTACC- 3'  
       3'-CATCTGACGCATGGTTAA- 5' 
       MseI adaptor     5' -GACGATGAGTCCTGAG- 3' 
                           3'-TACTCAGGACTCAT- 5 
 Primer E+1 (E-A)    5' GACTGCGTACCAATTCA 3'  

Primer M+1 (M-C)    5' GACTGCGTACCAATTCC 3' 
Primer E+3 (E-AAC)    5' GACTGCGTACCAATTCAAC 3'  
Primer E+3 (E-ACA)    5' GACTGCGTACCAATTCACA 3'  
Primer E+3 (E-AGG)    5' GACTGCGTACCAATTCAGG 3' 

                     Primer M+3 (M-CAA)    5' GATGAGTCCTGAGTAACAA 3'  
     Primer M+3 (M-CAC)   5' GATGAGTCCTGAGTAACAC 3' 
       Primer M+3 (M-CAG)    5' GATGAGTCCTGAGTAACAG 3'  

             Primer M+3 (M-CAT)    5' GATGAGTCCTGAGTAACAT 3' 
             Primer M+3 (M-CTG)                5' GATGAGTCCTGAGTAACTG 3'
        Primer M+3 (M-CTT)    5' GATGAGTCCTGAGTAACTT 3'  
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 4.4 เตรียม  non-denatur ing polyacrylamide gel 6 เปอร์เซ็นต์โดยใน 45 ml ของเจล 
ประกอบดว้ย acrylamide 30 เปอร์เซ็นต์จ านวน 9 ml 6X TBE buffer   จ านวน 4.5 ml ammonium 
persulphate 10 เปอร์เซ็นต์ จ านวน 180 µl TEMED จ านวน 36 ml  และน ้ ากลัน่  จ านวน 31.5 ml 
ท าอิเล็กโทรโฟรีซิสใน 1XTBE buffer ท่ีกระแสไฟฟ้า 1500 โวลต์  โดยท าการ pre-run โดยใช ้
แรงเคล่ือนไฟฟ้า 1500 โวลต์ เป็นเวลา 20-30 นาทีแล้วปิดเคร่ือง ใชเ้ข็มฉีดยาดูดบฟัเฟอร์มาล้าง
ผิวหน้าของเจลหยอดตวัอยา่งดีเอ็นเอ 3-5 µl ในแตล่ะชอ่ง เปิดเคร่ืองโดยใชแ้รงเคล่ือนเทา่เดิม คือ 
1500 โวลต์  เป็นเวลา 3 ช ั่วโมง ทั้งน้ีระยะเวลาข้ึนอยูก่บัความยาวของชิ้นดีเอ็นเอ แล้วย้อมเจลดว้ย
ซิลเวอร์ไนเตรตตามวธีิการท่ีดัดแปลงมาจากวธีิการของ Caetano-Anolles (1997)  โดยแชแ่ผน่เจลท่ี
ติดกระจกด้วย fixative (acetic acid 10 เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 20 นาที แล้วลา้งน ้ ากลัน่เป็นเวลา 30 
นาที ล้างซ ้าอีกคร้ัง 5 นาที น าแผน่กระจกมาย้อมด้วยสารละลายซิลเวอร์ไนเตรตความเข้มขน้  
0.2 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจุม่ลงในน ้ ากลัน่อยา่งรวดเร็ว เพื่อลา้งซิลเวอร์ไนเตรต
สว่นเกนิออก ยา้ยแผน่เจลมาเขยา่ในสารละลาย developer (sodium carbonate 2.5 เปอร์เซ็นต์, 
formaldehyde 0.02 เปอร์เซ็นต์ และ sodium thiosulfate 0.002 เปอร์เซ็นต์) เมือ่แถบดีเอ็นเอปรากฏ
ชดัเจน หยุดปฏิกริิยาโดยน าแผน่เจลใสใ่น stop solution (acetic 5 เปอร์เซ็นต์ และ glycerol 3 
เปอร์เซ็นต์) เป็นเวลา 3-5 นาที ลา้งคร้ังสุดทา้ยด้วยน ้ ากลัน่เป็นเวลา 2 นาที ผ่ึงให้แห้งในอากาศ เพื่อ
น าไปวเิคราะห์ผลตอ่ไป 
 
 4.5 บนัทึกแถบดีเอ็นเอของสบูด่ า สบูแ่ดง ฝ่ินตน้ หนุมานนั่งแทน่ เ ข็มปัตตาเวีย ลูก F1 และ
ลูกผสมกลบัท่ีปรากฏบนแผน่เจลแลว้บนัทึกเป็นสัญลักษณ์ “1”  กบัการเกิดแถบดีเ อ็นเอ และ ”0”  
กบัการไมเ่กดิแถบดีเอ็นเอ เปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนทั้งหมดโดยใช ้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System ( NTSYS)  pc version 2.20 K ซ่ึ ง จะ
ค านวณความสัมพนัธ์แตล่ะตัวอยา่งแล้วสร้างเ ป็น dendrogram เพื่อวิเคราะห์การจัดกลุม่ (clustal 
analysis) วเิคราะห์แถบดีเอ็นเอของลูก F1 และลูกผสมกลับเปรียบเทียบกบัแถบดีเ อ็นเอของสบูด่ า 
เพื่อประเมนิจีโนมของสบูด่ าท่ีมีในลูก F1 และลูกผสมกลับ โดยการค าณวนคา่ความเหมือนทาง
พนัธุกรรม (genetic similarlity) ใชว้ธีิของ Sneath และ Sokal (1973) ดงัสมการ  
 

Sij = a+d/(a+b+c+d)  
  
เมือ่  Sij= คา่ similarity ระหวา่งพนัธ์ุ i และพนัธ์ุ j  
   a = จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกดิข้ึนทั้ง 2 พนัธ์ุ  
   b = จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดข้ึนในพนัธุ i แตไ่มพ่บในพนัธ์ุ j  
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   c = จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีเกดิข้ึนในพนัธุ j แตไ่มพ่บในพนัธ์ุ i  
   d = จ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีไมเ่กดิข้ึนในทั้ง 2 พนัธ์ุ  
  
 น าคา่ความเหมอืนทางพนัธุกรรมดงักลา่วมาสร้างเป็น phylogenetic tree โดยวธีิ UPGMA 
(Unweighted Paired Group Method with Arithmetic Means) ทดสอบความนา่เชื่อถือในการจัดกลุม่
โดยวเิคราะห์ Mentel’s test โดยใชโ้ปรแกรม NTSYSpc. ค านวณคา่ bootstrap จ านวน 10,000 คร้ัง
โดยใชโ้ปรแกรม FreeTree และ ค านวนคา่ Polymorphic Information Contents (PICs) ของแตล่ะ
แถบดีเอ็นเอ หรือแตล่ะ marker จากสูตร   

PIC = 1 -  ∑ Pi2 
 โดย Pi คือความถ่ีของแอลลีลท่ี i ซ่ึง Pi ประกอบดว้ย Pa (absent allele)  และ Pp (present 
allele)  คา่ PICs เป็นคา่ท่ีบอกโอกาสท่ีจะพบความแตกตา่งระหวา่งตวัอยา่ง 2 ตวัอยา่ง ท่ีเลือกมา
แบบสุ่ม และวเิคราะห์การจัดกลุม่ด้วยวธีิ Principal Component Analysis (PCA) เปรียบเทียบกบั
การสร้าง phylogenetic tree 
 
 5.  การศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen viability) ของพชืทนี ามาผสมและ ลูกผสม (F1)  

 
 เกบ็ดอกพืชท่ีจะศึกษาท่ีบานวนัแรก เกบ็เรณู (pollen) จากดอกเพศผูน้ ามา ย้อมสีดว้ย 
อะซีโตคาร์มนี 1 เปอร์เซ็นต์ บนแผน่สไลด์ ใชไ้มเ้ล็กๆคนให้เรณกูระจายให้ทั่วสียอ้มปิดกระจก 
cover slide น ามาส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ บนัทึกขอ้มลูโดยการสุ่มนับจ านวนเรณใูน 10 fields และ
หาคา่เฉล่ียของเรณูท่ีติดสีและไมติ่ดสีภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก  าลงัขยาย 100 เทา่ เรณท่ีูยอ้มติดสีแดง
เขม้สม า่เสมอบริเวณสว่นไซโตพลาสซึมและมรูีปรา่งกลมไมปิ่ดเบ้ียวจะเป็นเรณท่ีูมชีีวิต ส่วนเรณท่ีู
ยอ้มไมติ่ดสีหรือย้อมติดสีจาง ติดสีไมส่ม  า่เสมอ จะเป็นเรณท่ีูไมม่ชีีวติ (ผอ่งพรรณ, 2538) วเิคราะห์
เปอร์เซ็นต์ความมชีีวติของเรณู 
  
เปอร์เซ็นต์ความมชีีวติของเรณ ู=                                                  X 100 
                                                   
6.  การศึกษาการเจริญของหลอดเรณ ู(pollen tube growth/germination)  
 
 น าเกสรเพศเมยีท่ีท ากรถา่ยเรณูแลว้มาคงสภาพใน 50 เปอร์เซ็นต์ FAA (formalin-acetic-
alcohol 18:1:1, ethanol 70 เปอร์เซ็นต์/glacial acetic acid/formaldehyde)  ท่ีเตรียมไว ้จากนั้นน ามา
ลา้งดว้ยน ้ ากลัน่  แล้วแช ่1 N NaOH เป็นเวลา 1 ช ัว่โมง (เพื่อให้เน้ือเย่ือออ่นนุ ่มและสีซึมเขา้ไปได)้ 

จ านวนเรณูท่ีมชีีวติ   

            
จ านวนเรณทูั้งหมดท่ีสุม่นับ 
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ยา้ยเกสรเพศเมยีจาก 1N NaOH มาแชใ่นน ้ ากลัน่อยา่งน้อย 1 ช ัว่โมง ยอ้มสีด้วย aniline blue 0.1 
เปอร์เซ็นต์ นาน 5-10 นาที จากนั้นน าตวัอยา่งมาปิดด้วยกระจกสไลด์แลว้กดเบาๆเพื่อให้เน้ือเย่ือ
ของเกสรเพศเมยีแยกออกจากกนั น าไปส่องดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescent 
microscope) มีความยาวคล่ืนแสง 356 มิลลิไมครอน (รมย์ริญ, 2542ข) 
 

7.  การวิเคราะห์ปริมาณน ้ามัน   
 
 น าผลของสบูด่ าท่ีแกจ่ดัมาแกะเมล็ดออก แล้วน าเมล็ดไปช ัง่ให้ไดป้ระมาณ 100-200 g 
น าไปตากแดดให้แห้งแลว้น าเมล็ดสง่ไปวเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนัท่ีโครงการภายใต้ ความรว่มมือ
ระหวา่ง บริษัท ปตท. จ ากดั (มหาชน) และมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ (KU Biodiesel-PTT) โดยมี
วธีิการดงัน้ี  
 

การเตรียมตวัอยา่ง (AOAC, 2000) 
 
 ตวัอยา่งท่ีจะน ามาผา่นกระบวนการ hydrolysis นั้นตอ้งเป็นเน้ือเดียวกนัตลอด และต้องผา่น
การบดให้มขีนาดตวัอยา่ง < 1mm และช ัง่น ้ าหนักถูกตอ้ง 0.1 mg 
 

ขั้นตอนการหาปริมาณไขมนั โดยการยอ่ย (hydrolysis) ดว้ยระบบ Soxtec System 2047 
SoxCap 
 

เตรียมกรด hydrochloric 37 เปอร์เซ็นต์  246 ml  ผสมกบัน ้ า 754 ml ใส ่flask ขนาด 1,000 
ml แลว้น าเมล็ดสบูด่ ามากระเทาะเปลือก ช ัง่น ้ าหนักเปลือก (g) และช ัง่น ้ าหนักเน้ือใน (g) แล้วบด
เน้ือในดว้ยเคร่ืองบด น า polyester f ilter ใสใ่น SoxCap capsule ช ัง่เมล็ดสบูด่ าท่ีบดแลว้ใส่ SoxCap 
capsule ทั้งหมด 6 capsule แตล่ะ capsules น ้ าหนัก 1.5 g เติม celite 545 ช ัง่ใส ่SoxCap capsule 
ทั้งหมด 6 capsule แตล่ะ capsules น ้ าหนัก 1 g น า capsule ไปวางท่ี boiling stand เติม acid solution 
ปริมาตรประมาณ 800 ml น า boiling stand ท่ีมี capsule ใสใ่น beaker แลว้น า condenser มาวางบน 
beaker เปิดระบบน ้ า cooling ต้ม reagent ให้เดือดแล้วเร่ิมจับเวลาตาม ประมาณ 60 นาที เมื่อยอ่ย
ตวัอยา่งเสร็จแล้วปิด hot plate และเอา hydrolysis solution ออก โดยใชร้ะบบ vacuum และลา้ง
ตวัอยา่งด้วยน ้ าจ านวน6-7 คร้ัง โดยใชร้ะบบ rinsing water  น า boiling stand ท่ีมี capsule มาวางบน
กระดาษทิชชเูพื่อซบัน ้ า น าส าลีท่ีปราศจากไขมนัมาใส่ดา้นบน capsule ยา้ย capsule tray ไปยงั 
drying stand  น าไปอบในไมโครเวฟ ไฟปานกลาง ประมาณ 30 นาที น า paper thimble มาสวมกบั
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ปากของ capsule ใชแ้ทง่แกว้เข่ียให้ filter ลงไปใน paper thimble น า adapter มาสวมกบั capsule 
แลว้น าเขา้เคร่ืองสกดัน ้ ามนั (2050 Soxtec Automatic Extraction) 
 
วิธีการ สกัด Total fat & oil โดยใช้เคร่ือง 2050 Soxtec Automatic Extraction (AOCS, Ba 3-38) 
 

1.  เปิดน ้ า cooling ไวก้อ่นการวเิคราะห์ ให้มอุีณหภูมิไมเ่กิน 20 องศาเซลเซียส อัตราการ
ไหล 2 ลิตร/นาที และจะเปิดปิดอตัโนมติัเมือ่เปิด hot plate 

 
2.  ช ั่งน ้ าหนัก extraction cup aluminium (extraction cup weight = W2)  กอ่นใส่ solvent 

(Petroleum ether)  
 
3.   น า adapter มาสวมกบั capsule ท่ีได้จากการอบไมโครเวฟในวิธีการ hydrolysis เข้า

เคร่ืองสกดัน ้ ามนั ทั้งหมด 6 cup แลว้น าเขา้เคร่ืองสกดัน ้ ามนั (2050 Soxtec Automatic Extraction) 
 
4. จากนั้ นน า extraction cup aluminium ทั้งหมด 6 cup น าเข้าไปใน extraction unit แล้ว

เติม solvent (Petroleum ether) 40 ml ลงใน extraction cup aluminium ทั้งหมด 6 cup  
 
5.  หลงัจากนั้น สารท่ีละลายได้จะถูกสกดัลงใน solvent ตามขบวนการ 3 ขั้นตอน โดย

ขั้นตอนท่ี 1 ใชเ้วลา 20 นาที ขั้นตอนท่ี 2 ใช ้เวลานาน 40 นาที และขั้นตอนท่ี 3 ใช ้เวลา 10 นาที 
รวมถึงการท า solvent recovery 1 นาที โดยใช ้อุณหภูมิของ  extraction cup aluminium ไมเ่กิน 210 
องศาเซลเซียส และติดตั้งอุณหภูมขิองเคร่ืองสกดัน ้ ามนั (2050 Soxtec Automatic Extraction)  ท่ี 135 
องศาเซลเซียส 

6.  ขั้นตอนสุดทา้ย น า extraction cup aluminium ทั้งหมด 6 cup ไปอบในตู้อบ (autoclave) 
ท่ีอุณหภูม ิ103-105 องศาเซลเซียส และช ัง่น ้ าหนัก (extraction cup + residue weight = W3)    
 
หลักการค านวณ (calculation) (AOCS, Am 5-04)  

 

 
 
 
 

%Fat = W3 –W2 

 
W1 
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 W1   =   น ้ าหนักตัวอยา่ง  Sample weight  (g) 
  W2   =   extraction cup weight (g) 
  W3   =   extraction cup + residue weight (g) 
 

8.  สถานทีท่ าการทดลอง 
  

-ห้องปฏิบัติการภาควชิาพนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์   วทิยา
เขตบางเขน จตุจักร กรุงเทพฯ 

-แปลงปลูกสบูด่ า อ าเภอบา้นแพว้ จงัหวดั สมุทรสาคร  
 
9.  ระยะเวลาในการทดลอง 
  

เร่ิมการทดลอง ตั้งแตเ่ดือนมกราคม 2552 ส้ินสุดการทดลองเดือนเมษายน 2555 
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ผลและวิจารณ์ 
 

การผสมพนัธุ์พชืในสกุล  Jatropha  ทมีีอยู่ในประเทศไทย 
 
 ผสมขา้มชนิด (interspecif ic hybridization) ระหวา่งพืชในสกลุ Jatropha   ท่ีมีอยูใ่น
ประเทศไทย (ภาพท่ี 1 และตารางท่ี 1) ประกอบดว้ยการผสมสบูด่ ากบัสบูแ่ดง  สบูด่ ากบัฝ่ินตน้  
สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่  สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีดอกสีแดง/ ดอกสีชมพู โดยไดผ้สมแบบสายตรง 
(direct cross) โดยใชส้บูด่ าเ ป็นแม ่และผสมสลบัพอ่แม ่(reciprocal cross)  และผสมกลับ 
(backcross) จดบนัทึกรายละเอียดของการผสม วนัท่ีผสม จ านวนดอกท่ีใชผ้สม 
 

 
 
 

ภาพที ่1  ตวัอยา่งพืชในสกลุ  Jatropha  ท่ีใชใ้นการผสมขา้มชนิด 
 

การสกัดดีเอ็นเอจากใบสบู่ด า  
 

สกดัดีเอ็นเอจากใบออ่นของพืชทั้งตวัอยา่งท่ีเ ป็นพอ่ แม ่และลูกท่ีได้จากการผสม จากนั้น
น ามาตรวจสอบคณุภาพ และปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ดว้ยเทคนิคอิเล็กโทรฟอรี ซิสในเจลอะกาโรส 
ความเข้มขน้ 0.8 เปอร์เซ็นต์ เทียบกบัแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน และวดัการดูดกลืนแสง UV ท่ีความยาว
คล่ืน 260/280 nm (A260/A280) โดยตัวอยา่งทั้งหมดมีคา่ A260/A280อยูร่ะหวา่ง 1.8- 1.9  (ภาพท่ี 2)   

 

            สบู่ ด า (J. curcas L.)              สบู่ แดง (J. gossy pifolia L.)        ฝ่ินตน้ (J. multifida L.)   หนุมานนั่งแท่น (J. podagrica Hook)  เขม็ปัตตาเวีย (J. intege rrima Jacq)  
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ภาพที่ 2  genomic DNA ท่ีสกดัจากใบออ่นพืชท่ีศึกษา  
 
ลูกทีไ่ด้จากการผสมและการตรวจสอบความเป็นลูกผสม 
 

น าเมล็ดท่ีไดจ้ากการผสมไปเพาะโดยเลือกเมล็ดจากฝักท่ีมสีีเหลืองแกแ่กมสีน ้ าตาล ซ่ึงเป็น
ระยะแกเ่ต็มท่ี ไมม่รีะยะพกัตวั แล้วน าไปเพาะในถาดเพาะปลูก เมือ่เร่ิมงอกส่วนของใบเล้ียงคู ่2 ใบ
โผลพ่น้ดินโดยการยืดตวัของส่วนใตข้อ้ใบเล้ียง แลว้จึงยา้ยลงปลูกในกระถาง เก็บใบออ่นมาสกดัดี
เอ็นเอและตรวจสอบโดยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอเพื่อยืนยนัความเป็นลูกผสมกอ่นน าไปปลูกในแปลง
ทดสอบท่ีอ าเภอบา้นแพว้ จงัหวดัสมทุรสาครเพื่อศึกษาลักษณะและการติดผล สรุปจ านวนดอกท่ีใช ้
ผสมและลูกผสม F1 ท่ีไดจ้ากการผสมทั้งสายตรงและสายสลบั ดงัตารางท่ี 5-6 และภาพท่ี 3-6 โดย
การตรวจสอบความเป็นลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี สบูด่ ากบัฝ่ินตน้  สบูด่ ากบัหนุมาน
นั่งแทน่ ใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัยีน FATA (Fatty acid thioesterase A) ซ่ึงจะไดผ้ลผลิตพีซีอาร์ขนาด
ประมาณ 1,100 คูเ่บส สว่นการตรวจลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดงใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัยีน 
KASII  (3-Ketoacyl ACP synthase II) โดยจะได้ผลผลิตพีซีอาร์ขนาดประมาณ 850 คูเ่บส ผลผลิต
พีซีอาร์ท่ีไดจ้ากการใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัยีน FATA และ KAS II น าไปตรวจใน non-denaturing 
polyacrylamide gel ความเข้มขน้ 6 เปอร์เซ็นต์ เพื่อเปรียบเทียบดีเอ็นเอสภาพสายเด่ียว (SSCP 
marker) ไดแ้ถบดีเอ็นเอท่ีให้ความแตกตา่งระหวา่ง สบูด่ ากบัเ ข็มปัตตาเวีย สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ สบูด่ า
กบัหนุมานนั่งแทน่ โดยทั้งสบูด่ า เข็มปัตตาเวยี ฝ่ินตน้ และหนุมานนั่งแทน่ มแีถบดีเอ็นเอเพียง 2 
แถบ แสดงวา่แอลลีลท่ีต าแหนง่น้ีนา่จะอยูใ่นสภาพ homozygote ยงัไมไ่ดลู้กผสมระหวา่งสบูด่ ากบั
สบูแ่ดงจากการตรวจสอบความเป็นลูกผสมของลูกท่ีได้จากการผสมทั้งสายตรงและสายสลับโดยใช ้
ไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีน KASII  (ภาพท่ี 7) และไพรเมอร์จ าเพาะกบัสบูด่ า เพื่อติดตามส่วนจีโนมของ
สบูด่ าในลูกท่ีได้จากการใชส้บูแ่ดงเป็นแมแ่ละสบูด่ าเ ป็นพอ่ (ภาพท่ี 8)   

 
 

 

แถบดีเอ็นเอมาตรฐาน  

1,000 bp 

500 bp 
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ลูกผสม F1 
 
 ลูกผสม F1 ทั้ง 12 ตน้ซ่ึงได้จากการผสมสายตรง (direct cross) 11 ตน้ (ตารางท่ี 5) และ 
จากการผสมสายสลับ (reciprocal cross) 1 ตน้ (ตารางท่ี 6) และได้ยืนยนัความเป็นลูกผสมโดย
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแลว้ ประกอบด้วยลูกผสมระหวา่งสบูด่ าก ับเข็มปัตตาเวยีขอบใบรี เรียบดอกสี
แดง 8 ตน้ (ภาพท่ี 3-4) ลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินตน้ 1 ตน้ ลูกผสมระหวา่งฝ่ินตน้กบัสบูด่ า 1 ตน้ 
และลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ 2 ตน้ (ภาพท่ี 5-6) ลกัษณะเดน่ของลูกผสมระหวา่ง
สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี คือ สีดอกมสีีขาว และสีชมพแูดง โดยท่ีสบูด่ ากลีบดอกมสีีเหลืองแกมเขียว 
เข็มปัตตาเวยีกลีบดอกมีสีแดง กลีบดอกของลูกผสมมี 5 กลีบเชน่เดียวกบัสบูด่ าและเข็มปัตตาเวยี 
ขนาดของดอกอยูร่ะหวา่งดอกสบูด่ าท่ีใชเ้ป็นแม ่และเข็มปัตตาเวียดอกสีแดงท่ีใชเ้ป็นพอ่ เชน่เดียว 
กบัขนาดใบท่ีมขีนาดอยูร่ะหวา่งขนาดของสบูด่ าท่ีมีขนาดใหญก่วา่และใบของเข็มปัตตาเวยีท่ีมี
ขนาดเล็กกวา่ ลูกผสมท่ีได้ รูปแบบของใบมีลกัษณะเป็น 3-5 หยกั ท่ีฐานใบมลีกัษณะตัดเดน่ชดั ใบ
มสีีเขียว ลูกผสมบางตน้ดา้นลา่งใบจะมี pigment สีแดงเห็นชดัเจน ซ่ึงเป็นลกัษณะท่ีคลา้ยกบัเข็ม
ปัตตาเวยีท่ีใบดา้นลา่งม ีpigment สีแดง ลักษณะของล าตน้ลูกผสมสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีท่ีได้
ทั้งหมดมลีักษณะและสีคลา้ยกึ่งไมเ้น้ือแข็ง  ลูกผสมจะออกดอกเมือ่อายุประมาณ 4-6 เดือน ยกเวน้
ลูกผสม #137* จากแมส่บูด่ าหัวหิน ไมม่พีิษ กบัพอ่เข็มปัตตาเวยี ท่ีออกดอกเร็ว อายุประมาณ  
3 เดือน และ ลูกผสม #13* จากแมส่บูด่ าสหรัฐ 8.45 kr  กบัพอ่เข็มปัตตาเวยี ออกดอกชา้ อายุ
ประมาณ 7 เดือน ลูกผสมสว่นใหญจ่ะให้ชอ่ดอกตอ่เน่ืองเร่ือยๆ ดอกเพศเมยีจะบานกอ่น ในวนัท่ี  
1-3 แลว้ดอกเพศผูจึ้งบานในวนัท่ี 3 หรือ 4 เป็นตน้ไป ในแตล่ะชอ่ดอก ดอกจะบานเป็นเวลาหลาย
วนั ตั้งแต ่9-34 วนั เฉล่ียประมาณ 14 วนั ลูกผสมทั้ง 8 ตน้มีอตัราส่วนเฉล่ียดอกเพศเมยี: ดอกเพศผู้ 
= 1:12.2 (580:7086 จาก 73 ชอ่ดอกท่ีศึกษา) เมือ่เปรียบเทียบในเบ้ืองตน้กบัอตัราส่วนดอกเพศเมีย : 
ดอกเพศผู ้ของสบูด่ า  = 1:16.3 (36:587) และ เข็มปัตตาเวยีดอกแดง = 1:7 (5:35)  ใน 1 ชอ่ดอกจะมี
ดอกเพศเมยี 5-10 ดอก การติดผลของลูกผสม F1 คอ่นขา้งต ่า ในแตล่ะชอ่ติดผลเพียง 1-2 ผล สว่น
ใหญผ่ลจะฟ่อและร่วงไป ซ่ึงนา่จะเป็นผลจากโครโมโซมตา่งชนิดในลูกผสม ขนาดของผลลูกผสม
เล็กกวา่สบูด่ า ผลแกข่อง ลูกผสม F1 มีลกัษณะแตกและเมล็ดดีดไปไกล (violently dehiscent 
capsules) เหมอืนท่ีพบในเข็มปัตตาเวยี Pathiban et al. (2009)  รายงานการผสมระหวา่งสบูด่ าและ
เข็มปัตตาเวยีพบวา่ลูก F1 ให้ผลผลิตต ่า เมือ่ผสมกลบั (backcross) หลายๆช ัว่ (generation) ท าให้ได้
ลูกผสมท่ีมีลกัษณะเดน่ ผลผลิตมแีนวโน้มสูงข้ึน  
 ลูกผสม F1 สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ 2 ตน้มีลกัษณะท่ี คลา้ยกนั คือมลีักษณะใบหยกั 3-5 
พ ูสีเขียว ลกัษณะระหวา่งสบูด่ าและหนุมานนั่งแทน่ ต าแหนง่กา้นใบเชื่อมกบัแผน่ใบอยูเ่ย้ืองไป
ทางกลางใบเหมอืนหนุมานนั่งแทน่และมลี าตน้เต้ีย มดีอกสีชมพ ูออกดอกแตล่ักษณะของดอกไม ่
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สมบูรณ์ร่วงงา่ยและไมติ่ดเมล็ด  แตเ่มือ่น าตามาติดบนตน้สบูด่ าท่ีมรีากและตอใหญ ่การเจริญเร็ว
และสมบูรณ์กวา่ตน้ท่ีมรีากเดิม ออกดอกบอ่ยข้ึนและไดผ้สมกลับไปท่ีสบูด่ า ยงัไมติ่ดผล  ลูกผสม 
F1 สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ 2 ตน้มีลกัษณะท่ีคลา้ยกนั คือมีลกัษณะใบหยกั 7 พลึูก สีเขียว ลกัษณะระหวา่ง
สบูด่ าและฝ่ินตน้  มีดอกสีชมพ ูออกดอกแตด่อกไมส่มบูรณ์ร่วงงา่ยและไมติ่ดเมล็ดเชน่เดียวกบัลูก 
F1 สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่  เมือ่น าตามาติดบนตน้สบูด่ า การเจริญเร็วข้ึนและออกดอกบอ่ยข้ึน ได้
ผสมกลบัไปท่ีสบูด่ า แตย่งัไมติ่ดผล   สว่นคูผ่สมระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง ยงัไมไ่ด้ลูกผสมท่ีได้รับ
การยืนยนัโดยลกัษณะทางสัณฐานวิทยาและเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (ภาพท่ึ 7-8)   
 
ตารางที ่5  สรุปผลการผสมสายตรง (direct cross)  ขา้มชนิด ระหวา่งสบูด่ ากบัเ ข็มปัตตาเวีย /  
                   หนุมานนั่งแทน่/ สบูแ่ดง/ ฝ่ินตน้ และลูกผสมท่ีได้   
 

การผสมระหว่าง 
(direct cross) 

จ านวน  จ านวนผล 
ดอกที ่      ทีไ่ด้  

ใช้ผสม         

จ านวน    จ านวนเมล็ด 
เมล็ดทีไ่ด้     ทีง่อก                     

จ านวนลูกผสม 
ทีย่ืนยันแล้ว 

สบูด่ า x เข็มปัตตาเวยี  
 
สบูด่ า x หนุมานนั่งแทน่                  
สบูด่ า x สบูแ่ดง  
สบูด่ า x ฝ่ินตน้                                                    

148     36 (24.3%)             
 
156     23 (14.7%) 
  65      15 (23.1%)                   
  63      6 (9.5%)              
 

 71           34 (47.9%)                      
 
 35          29 (82.8%) 
 34          13 (38.2%)  
  9             7 (77.8%)                                           

8(#5*,12*,13*,21* 
,35*,36*,47*,137*) 
2 (#242*, 253*) 

- 
1 (#192*) 

* ลูกผสมแสดงลักษณะระหวา่งพอ่กบัแม ่และได้รับการยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมาย      
   ดีเอ็นเอ 
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ตารางที ่6  สรุปผลการผสมสายสลบัพอ่แม ่(reciprocal cross) ขา้มชนิด ระหวา่งสบูด่ ากบั 
                  เข็มปัตตาเวีย/ หนุมานนั่งแทน่/ สบูแ่ดง/ ฝ่ินตน้ และลูกผสมท่ีได้ 
 

การผสมระหว่าง 
(reciprocal cross) 

จ านวน     จ านวน 
ดอกที ่      ผลทีไ่ด้  

ใช้ผสม 

 จ านวน        จ านวน 
เมล็ดทีไ่ด้   เมล็ดทีง่อก 

จ านวนลูกผสม 
ทีย่ืนยันแล้ว 

เข็มปัตตาเวยี x สบูด่ า  
หนุมานนั่งแทน่ x สบูด่ า                  
สบูแ่ดง x สบูด่ า 
ฝ่ินตน้ x สบูด่ า                                 
 

234                -  
73                  -  
323         10 (3.1%) 
22          1 (4.5%) 
 

    -                       - 
    -                       - 
22               7 (31.8%) 
1                 1 (100%) 

- 
- 
- 

1 (#189*) 

* ลูกผสมแสดงลักษณะระหวา่งพอ่กบัแม ่และได้รับการยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมาย  
   ดีเอ็นเอ 
 

             
                     5* (สบูด่ าดินเค็ม X เข็มแดง)                         12*(สบูด่ าUS 8.45 X เข็มแดง 

             
                    13* (สบุด่ าUS 8.45 x เข็มแดง)                            21* (KUBP80/3 x เข็มแดง) 

ภาพที่ 3  ลูกผสม F1 สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวียจ านวน 8 ตน้ 
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                35* (สบูด่ ามุกดาหาร 10 x เข็มแดง)                  36* (สบูด่ ามกุดาหาร 10 x เข็มแดง 

             
                   47*(สบูด่ าKUBP16 X เข็มแดง)         137* (สบูด่ า สุขสันต์หัวหิน ไมม่พีิษ x เข็มแดง)  
 

 ภาพที ่3  (ตอ่)  

 
 
 
 
 

ภาพที่ 4  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมระหวา่งสบูด่ า (แม)่ กบั เข็มปัตตาเวยี (พอ่) จากการใช ้
  SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA (*  เป็นลูกผสมจริงเมือ่มแีถบดีเอ็นเอของทั้งพอ่และ    
  แมร่วมกนั และไมใ่ชลู่กผสมเมื่อมเีฉพาะแถบดีเอ็นเอจากแม)่ 
     
 

M = DNA ladder                    14 = สบูด่ า สุขสนัต ์                              136*  (มุกดาหาร 10kr x เข็มแดง)            

     4 = สบูด่ า  สหรฐั 8.45 kr      12*  (สบูด่ าสหรฐั 8.45 kr x  เข็มแดง)   168 (สุขสนัต ์1 x เข็มแดง) 

7 = เข็มแดง                     13* (สบูด่ าสหรฐั 8.45 kr x  เข็มแดง)    169 (สุขสนัต ์1 x เขม็แดง) 

9 = สบูด่ า KUBP 80-3            21* (KUBP 80-3 x เข็มแดง)                  170 (สุขสนัต ์1 x เข็มแดง) 

11 = สบู่ด า มุกดาหาร 10kr     35*  (มุกดาหาร 10kr x เข็มแดง)            

 
  

                    

  

 

         M       4       7       13*    12*   11       7      36*    35*     9        7     21*    14      7      170    169    168       
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ภาพที่ 4  (ตอ่) 
 
 
 
 
 

        M       8       10       179   171   172    173   174    175   177   178     180   181     8       10     179    171       

65    67   66     7    17      M    M       161    10    9   M     5*     7   12     47 

  67 (สบูด่ า FF25 x เข็มแดง) 

  66 (สบูด่ า FF25 x เข็มแดง) 

 137*  (หัวหินไม่มพีิษ x เขม็แดง)  

 161 (KUBP  80-3 x เข็มแดงใบแฉก) 

 
 

 

17 = สบู่ด า FF25 

5*  (สบู่ด า ดินเคม็  x เขม็แดง)  

12 = สบู่ด า ดินเคม็ 

47* (สบูด่ า KUBP 16 x เข็มแดง) 

 65 (สบู่ด า FF25 x เข็มแดง) 

 

  M    137*    7       6 

M = DNA ladder 

6 = สบูด่ า หัวหินไม่มพีิษ  

7 = เข็มแดง 

9 = สบูด่ า KUBP  80-3 

10 = เข็มแดงใบแฉก 

 

 
 

            M = DNA ladder                          172 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก)     177 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก)     

          8 = สบูด่ าจีน   173 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก)      178 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก) 

        10 = เข็มแดงใบแฉก                 174 (สบูด่ าจีน x เขม็แดงใบแฉก)      179 (สบู่ด าจีน x เข็มแดงใบแฉก)       

         171 (สบู่ด าจีน x เข็มแดงใบแฉก) 175 (สบู่ด าจีน x เข็มแดงใบแฉก)      180 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก) 

                                                                                                                         181 (สบูด่ าจีน x เข็มแดงใบแฉก) 
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ภาพที่ 5  ลูกผสม F1 สบูด่ ากบัฝ่ินตน้และฝ่ินตน้กบัสบูด่ า (บน) ลูกผสม F1 สบูด่ ากบั 
               หนุมานนั่งแทน่ (ลา่ง)  
 
         M       33      35   189* 192*    34    308   307   15   15   33     35   M       257  256  255 254  33    34     M  

               
 
 
                                                       
 
   
 
 

ภาพที่ 6  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมระหวา่งสบูด่ า (แม)่ กบัหนุมานนั่งแทน่ (พอ่)  สบูด่ า (แม)่     
   กบั ฝ่ินตน้ (พอ่) และ  ฝ่ินตน้(แม)่  กบั สบูด่ า(พอ่) จากการใช ้SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบั  
   ยีน FATA (* เป็นลูกผสมจริงเมื่อมแีถบดีเอ็นเอของทั้งพอ่และแมร่วมกนั และไมใ่ช ่ 
   ลูกผสมเมื่อมเีฉพาะแถบดีเอ็นเอจากแม)่  

189* ( ฝ่ินตน้ x อินเดียสุขสันต์)  
 

        192*  (สบูด่ ารังสฤษฏ์ 10/1 x ฝ่ินตน้) 
                     

242* (สบูด่ า 72   x  หนุมาน2) 
 

253*  (สุขสันต์ #6 x หนุมาน 
3) 
 

256 (อินเดียสุขสนัต ์x ฝ่ินตน้1) 

257 (อินเดียสุขสนัต ์x ฝ่ินตน้1)  

307 (KUBP78-9 x F1192*)   

308 (KUBP78-9 x F1192*)  

 

M = DNA ladder 

33 = ฝ่ินตน้1 

34 = สบู่ด า อินเดียสุขสนัต ์ 

35 = สบู่ด ารงัสฤษฎ ์10/1 

 

189* ( ฝ่ินตน้ x อินเดียสุขสนัต)์ 

192*  (สบูด่ ารงัสฤษฏ ์10/1 x ฝ่ินตน้) 

254 (อินเดียสุขสนัต ์x ฝ่ินตน้1) 

255 (อินเดียสุขสนัต ์x ฝ่ินตน้1) 
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  M          3       17       116  119    121      M      38       39    261       20   127    128   126     129   130     M  

     
 
 

 M = DNA ladder              38 = สบูด่ า สุขสนัต ์#6                     121 (สบูด่ าศรีลงักา  x  หนุมาน 1)                      
  3 = หนุมานนั่งแทน่           39 = หนุมาน 3                                  126 (สบูด่ า FF25 x  หนุมาน 1)   
17 = สบู่ด า FF25               116 (สบูด่ า D1 อินเดีย  x  หนุมาน 1)  261 (สบูด่ าสุขสนัต ์#6 ไม่มีพิษ   x  หนุมาน3)                                                                                                    
20 สบูด่ า ศรีลงักา              119 (สบูด่ าศรีลงักา  x  หนุมาน 1)                        

 
ภาพที่ 6  (ตอ่)   
 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

 
 

  38     253*  242*  3      M      M     36   44   252         45   44  258  259 260  38  39   261  36   44  250 251  M 

 

M = DNA ladder    

38 = สบู่ด าสุขสนัต ์#6    

  3 = หนุมาน3   

36 = สบู่ด า 72 

39 = หนุมาน 3 

44 =  หนุมาน 4 

45 =  สบูด่ า JD 

252 ( สบูด่ า 72   x  หนุมาน4) 

253*  (สุขสนัต์ #6 x หนุมาน 3) 

257 (อินเดียสุขสนัต ์x ฝ่ินตน้1) 
258 (สบูด่ า JD   x  หนุมาน4)  

259 (สบู่ด า JD   x  หนุมาน4)   

260 (สบูด่ า JD   x  หนุมาน4) 

261 (สบูด่ าสุขสนัต ์#6 ไรพ้ิษ   x  หนุมาน3)
  

  

127 (สบูด่ า FF25 x  หนุมาน 1)   

128 (สบูด่ า FF25 x  หนุมาน 1)   

129 (สบูด่ า FF25 x  หนุมาน 1)   

130 (สบูด่ า FF25 x  หนุมาน 1) 

242* (สบูด่ า 72   x  หนุมาน2) 
250 (สบูด่ า 72   x  หนุมาน4) 

(251) 132-3/2  72   x  หนุมาน4 
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       M   238  237  236 43 34  151 150 145 148 149 146  18 13  134   2     9       M     40     43   262  263  264   

                 
 

 

 M = DNA ladder  43 = สบูแ่ดง 3                     151 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2) 
  2 = สบูแ่ดง 1                        134 (KUBP 80-3   x  สบูแ่ดง 1)       236 ( อินเดีย สุขสนัต ์  x  สบูแ่ดง 3)     
  9  =  สบูด่ า KUBP 80-3       145 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2)           237 ( อินเดีย สุขสนัต ์  x  สบูแ่ดง 3) 
  13 =  สบูด่ า                          146 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2)            238 ( อินเดีย สุขสนัต ์  x  สบูแ่ดง 3 
  18 =  สบูแ่ดง 2                    148 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2)            262  (สบูด่ า 10-3   x  สบูแ่ดง)                              
  34 = สบูด่ า อินเดีย สุขสนัต ์149 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2)            263 (สบูด่ า 10-3   x  สบูแ่ดง 3) 
  40 = สบูด่ า รงัสฤษฏ ์          150 (KUBP 16  x  สบูแ่ดง 2)            264 (สบู่ด า 10-3   x  สบูแ่ดง 3)              
  

                          303   302   47    15       9    2      443   444  446   447   449     M  

                       
 
    

 
 

 
 

 
 

ภาพที่ 7  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมระหวา่ง  สบูด่ า (แม)่ กบั สบูแ่ดง (พอ่)  และ สบูแ่ดง (แม)่   
   กบั สบูด่ า (พอ่) โดยใช ้SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบัยีน KAS II (* เป็นลูกผสมจริงเมื่อมี 
  แถบดีเอ็นเอของทั้งพอ่และแมร่วมกนั และไมใ่ชลู่กผสมเมือ่มเีฉพาะแถบดีเอ็นเอจากแม)่  
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

303 (สบูแ่ดง  4 x KUBP 78-9) 

443 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3) 

444 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3)  

446 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3)   

447 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3)  

449 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3) 
 

M = DNA ladder  

2 สบูแ่ดง 1  

9 สบูด่ า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง)  

15=  สบู่ด า KUBP78/9  

47=  สบูแ่ดง 4    

 302 (สบูแ่ดง  4 x KUBP 78-9)   
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                       M     443   444    446 447    9       9       2       M    443  444   446   447    9       9        2 

                           

 
 
             2 สบูแ่ดง 1                                       446 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3) 

9 สบูด่ า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง)      447 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3) 
   443 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3)        449 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3) 

444 (สบูแ่ดง x สบูด่ า KUBP 80-3)   
  

ภาพที่ 8   แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตวัอยา่งลูกจากการผสมระหวา่งสบูแ่ดง (แม)่ กบัสบูด่ า (พอ่)  
                  โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัสบูด่ า  JC 63-1 (ซา้ย) และ JC 2-1 (ขวา)  

 

ลูกผสมกลับ BC1 

 
 ลูกผสม F1 ระหวา่งสบูด่ าและเข็มปัตตาเวยีให้ดอกดกแตก่ารติดผลน้อย ไดผ้สมกลบัโดย
ใชลู้ก F1 เป็นแมก่บัสบูด่ าเป็นพอ่ และ  สบูด่ าเป็นแมก่บัลูก F1 เป็นพอ่ ไดลู้กจากการผสมกลับ (BC1) 
18 ตน้ (ตารางท่ี 7) เป็นลูกผสมกลบั (BC1) ท่ีได้จากการผสมสบูด่ ากบัลูกผสม F1 (สบูด่ า-เข็ม
ปัตตาเวยี) 15 ตน้ (ภาพท่ี 9) และ F1 (สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี)  ผสมกบัสบูด่ า 3 ตน้ (ภาพท่ี10) ลูกผสม
ออกดอกและติดผลดีข้ึน ลูกผสมกลับ BC1(201)* อายุประมาณ 4 เดือนเร่ิมออกดอก เป็นลูก  BC1 ท่ี
ออกดอกเร็วท่ีสุด ดอกมสีีขาวปนชมพอูอ่นรูประฆงั ลูกผสมกลบั BC1(202)* ออกดอกดก ลักษณะ
ดอกมีสีเขียวออ่นรูประฆงั ลูกผสม BC1 สว่นใหญส่ามารถติดผลไดเ้มื่อปลอ่ยผสมเปิด  แต ่
BC1(201)* และ BC1(202)* ออกดอกบอ่ยตอ่เน่ือง ลูกผสม BC1 295* ได้จาก  F1 35* x สบูด่ าพิชยั
ไมม่พีิษ ให้ผลท่ีมกีา้นยาวคลา้ยพนัธ์ุท่ีใชเ้ป็นพอ่ ลูกผสม BC1197* ออกดอกดกแตติ่ดผลน้อย 
ลูกผสม BC1 ท่ีมีผลดก ไดแ้ก ่BC1(202*), BC1(196) และ BC1(217*) แต ่BC1(196) และ BC1(217*) 
ผลมนี ้ าหนักเบา ผลของลูก BC1 ทุกตน้เหมือนสบูด่ า คือผลแตกแตเ่มล็ดไมดี่ดออกจากผล   
 
 ในการตรวจสอบยืนยนัความเป็นลูกผสมกลับโดยเฉพาะท่ีใชส้บูด่ าเป็นแมก่บัลู ก F1 เป็น
พอ่ซ่ึงจ าเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอยืนยนัความเป็นลูกผสมกลับ จะใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ 
SSCP ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA (ภาพท่ี 11) และเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ DFLP ท่ีจ าเพาะกบัพนัธ์ุเข็ม
ปัตตาเวยี (ภาพท่ี 12) เคร่ืองหมายดีเอ็นเอ SSCP ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA เป็น co-dominant marker 
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ถา้มีรูปแบบของยีนหรือแอลลีลท่ีตา่งกนัระหวา่งพอ่และแม ่จะสามารถใชใ้นการตรวจสอบยืนยนั
ความเป็นลูกผสม F1ได้ดี แตอ่าจไมส่ามารถใชยื้นยนัความป็นลูกผสมกลบั (BC1, BC2, …) ได้
เน่ืองจากเป็นการติดตามยีนเพียงต าแหนง่เดียวในจีโนม การผสม F1 (สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี)  หรือ BC1 
กบัสบูด่ า จึงมีโอกาสเป็นไปได้ท่ีจะพบเฉพาะแอลลีลของสบูด่ าแบบเดียวในลูกผสมกลบั (BC1, 
BC2,…) โดยเฉพาะใน generation หลงัๆของการผสมกลับ  (BC2, BC3,…) เน่ืองจากจีโนมของเข็ม
ปัตตาเวยีจะเหลือน้อยไปเร่ือยๆ เชน่สมมติุให้ท่ีต าแหนง่ท่ีตรวจสอบในสบูด่ าม ีgenotype เป็น AA 
สว่นเข็มปัตตาเวยีเป็น aa ท าให้เห็นแถบดีเอ็นเอมขีนาดไมเ่ทา่กนัภายหลงัการท าอิเล็กโทรโฟรีซีส
ทั้งโดยเทคนิค DFLP ซ่ึงเปรียบเทียบขนาดดีเอ็นเอใน agarose gel หรือโดยเทคนิค SSCP ซ่ึง
เปรียบเทียบทั้งขนาดและล าดับเบสของดีเอ็นเอสภาพสายเด่ียวใน non-denaturing polyacrylamide 
gel ลูกผสมจากพอ่แมคู่น้ี่จะมี genotype เป็น Aa และเมือ่ผสมกลับไปท่ีสบูด่ า AA ผลการผสมกลับ 
(BC1)  กจ็ะได ้AA และ Aa  ในอตัรา 1:1 จึงมีโอกาสไดลู้กผสมกลับ (BC1) ท่ีมีทั้ง 2 แอลลีลเหมอืน
สบูด่ า และลูกผสมกลบัท่ีมแีอลลีลหน่ึงเหมอืนสบูด่ าและอีกแอลลีลหน่ึงเหมือนเข็มปัตตาเวีย 
อยา่งไรกต็ามเน่ืองจากการผสมกลับ (BC1) น้ีมีการใชท้ั้งลูกผสม F1 เป็นแม ่และสบูด่ าเ ป็นแม ่หาก
ใชส้บูด่ าเป็นแมเ่มื่อเกดิการผสมตัวเองในตน้แม ่ก็จะท าให้ไดท้ั้ง  2 แอลลีลเป็นเหมือนสบูด่ าดว้ย ท า
ให้การตรวจสอบลูกผสมกลับแท้จริงไมช่ ัดเจนโดยเฉพาะเมือ่ตรวจสอบโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ
เพียงต าแหนง่เดียว เพื่อให้มคีวามชดัเจนในการยืนยนัความเป็นลูกผสมกลบัจึงต้องใชเ้คร่ืองหมายดี
เอ็นอหลายต าแหนง่ในการตรวจสอบ ดงัเชน่การใชเ้คร่ืองหมาย DFLP จ าเพาะกบัพนัธ์ุเข็มปัตตาเวยี
หลายๆ ต าแหนง่เพื่อชว่ยยืนยนัความเป็นลูกผสมกลบัรว่มกบัการดูลักษณะ (phenotype) ของ
ลูกผสมกลับท่ีได ้ 
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ตารางที ่7  สรุปผลการผสมกลับ (backcross)  รุน่ท่ี 1 
 

การผสมระหว่าง 
(backcross) 

จ านวนดอก จ านวน
ที ่ใช้ผสม     ผลทีไ่ด้ 

จ านวน     จ านวนเมล็ด 
เมล็ดทีไ่ด้     ทีง่อก                           

  จ านวนลูกผสม 
    ทีย่ืนยันแล้ว 

สบูด่ า  x F1(สบูด่ า-เข็ม)             
 
 
 
 
 
F1 (สบูด่ า-เข็ม)  x สบูด่ า  

162         32 (19.8%) 
    
   
 
 
 
465         10 (2.1%)   

 74           58 (78.4%) 
     
  
 
 
 
10             3 (30%) 
                                                                                  

15 (#195*, 196, 
 197*, 198*, 
199*, 200, 201*, 
202*, 217*, 
270*, 616, 635*, 
651, 652, 653)   
3 (#271, 279*, 
295*)  

* ลูกผสมแสดงลักษณะระหวา่งพอ่กบัแม ่และได้รับการยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมาย
ดีเอ็นเอ 
 

                  
 
         
ภาพที่ 9  ลูกผสมกลับ (BC1) ระหวา่ง สบูด่ า (แม)่ กบั F1 (สบูด่ า – เข็มปัตตาเวีย) (พอ่)  
 
 
 
 
 

195* ( KUBP 78-9   x  F 112*)  196 ( KUBP 78-9   x  F112*)
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ภาพที่ 9  (ตอ่) 

 

 
 
 

ภาพที่ 10  ลูกผสมกลบั (BC1) ระหวา่ง F1 (สบูด่ า – เข็มปัตตาเวยี) (แม)่ กบั สบูด่ า (พอ่)  

198* (สบูด่ า72   x  F1137*)

  

200 (สบูด่ า72   x  F1137*)  

201* (สบูด่ า72   x  F1137*) 202* (สบูด่ า72   x  F1137*) 

 

217* (KUBP 80-3  x  F112*)   270* (KUBP80-3  x  F1137*)

     

 271 (F121* x  สบูด่ าสุขสันต์ 1)     279* ( F121* x  Suriname)  295* (F135* x  วชิาญเมล็ด 2 ไร้พิษ)             
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 M    22   4    7   195  196  36   6    7  198* 199 200 201 202* 9    4    7     217      22       4       7    197*                               

 
 
 
 

 
 
 

 
 

              
 

 
 
 

 

 

 
 

ภาพที่ 11  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมกลบัระหวา่งสบูด่ า (แม)่ กบั F1 สบูด่ า – เข็มปัตตาเวยี  
   (พอ่) และ F1 สบูด่ า – เข็มปัตตาเวีย (แม)่ สบูด่ า (พอ่) จากการใช ้SSCP marker ท่ีจ าเพาะ  
  กบัยีน FATA (*  มแีอลลีลของสบูด่ าและเข็มปัตตาเวีย) 

 
 
 
 
 
 
 

M = DNA ladder    

22 = สบู่ด า KUBP 78-9   

4 = สบูด่ าสหรฐั 8.45 Kr  

6 = สบูด่ า สุขสนัต ์หัวหิน (ไรพ้ิษ) 

7 = เข็มแดง    

9 = สบูด่ า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง) 

22 = สบู่ด า KUBP 78/9 

36 = สบู่ด า 72                     
    

    

   

 

 

   

 

                  

 

   

 

                     M  270* 14  9   7  271  23  9     7  279*       M   295*  7      11 

 

 23 = สบูด่ า Suriname 

270* (KUBP80-3  x  F1137*)  

271   (F121*  x  สบู่ด าสุขสนัต์ 1) 

279* (F121*  x  Suriname)  

295* (F135*  x  วิชาญเมล็ด 2 ไรพ้ิษ) 
 

 

 

M = DNA ladder 

 7  =  เข็มปัตตาเวยีดอกแดง 

11 =  สบู่ด า มุกดาหาร 10kr 

9   =  สบู่ด า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง) 

14 =  สบูด่ า สุขสนัต ์1 (ไม่มีพิษ)   
 

195 (KUBP 78-9 x  F112*) 

196 (KUBP 78/9 x  F112*) 

197* (KUBP 78/9 x  F112*) 

198* (สบูด่ า 72 x  F1137*)    

199 (สบู่ด า 72 x  F1137*)    

200 (สบู่ด า 72 x  F1137*)    

201 (สบูด่ า 72 x  F1137*)    

202*(สบูด่ า 72 x  F1137*)    

217* (KUBP 80-3  x  F112*) 

     

 

  

 

 

                         

(137)*   
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    M  195*196199*200 201*271 7  10   20   8     4     M  M  195 196 199 200  201 271  7  10  20   8   4    M 

 
 
 
 

 
 

 
 

 
ภาพที่ 12  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมจากการผสมกลับ (backcross) ระหวา่งสบูด่ า (แม)่ กบั 
   ลูกผสม F1 สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี (พอ่) โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวยี JI 1.1B3  
   (ซา้ย) และ JI 62-1 (ขวา)  (* ยงัคงมแีอลลีลของเข็มปัตตาเวีย) 
 
ลูกผสมกลับ BC2 และ BC3 
 
 ท าการผสมลูกผสมกลบั BC1 กบัสบูด่ าไดลู้กผสมกลับ BC2 100 ตน้ (ตารางท่ี 8 ภาพท่ี 
13) ตรวจสอบยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยเคร่ืองหมายดีเอ็นเอ (ภาพท่ี 14-17) กอ่นน าไปปลูกท่ี
แปลงทดสอบท่ีอ าเภอบา้นแพว้ จงัหวดัสมทุรสาคร บางตน้เร่ิมออกดอกและมชีอ่ดอกดก และเร่ิม
ติดผล เป็นลูกผสมระหวา่ง BC1 (สบูด่ า-เข็ม)  x สบูด่ า จ านวน 70 ตน้ (#401*, 402, 403, 409, 410, 
411, 412*, 413, 414, 415, 416, 417, 418, 452*, 453, 454, 523, 524, 525, 526, 529, 532, 533, 537, 
538, 539, 556, 558, 559, 560, 561, 571, 581,582, 584, 585, 587, 590, 592, 594, 688, 737, 738, 
741, 742, 743, 747, 762, 768, 774, 778, 779, 781, 782, 783, 784, 785, 803, 811, 842, 843, 867, 
868, 869, 877, 878, 903, 917, 924, 926) และสบูด่ า  x BC1 (สบูด่ า-เข็ม)  จ านวน 30 ตน้ (#420*, 
421*, 423*, 429* 432*, 441*, 456*, 457*, 458*, 461*, 462*, 465*,466*,467*, 468*, 469*, 470*, 
471, 475*, 476*, 477*, 478*, 481*, 482*, 505*, 506*, 507*, 511*, 512*,  513*) ลูกผสมกลับ BC2 

(417)* มีตน้เต้ียปานกลาง BC2 409*, BC2 421* และ BC2 526* มีตน้เต้ีย ผลดก ดอกสีเขียวรูประฆงั 
ผลใหญ ่ BC2 467 มผีลขนาดใหญป่านกลาง  BC2 561 ดอกดกและไมเ่ป็นโรค และ BC2 539  

M= DNA Ladder                                                         195* (KUBP 78/9   x  F112*)                         
4    สบู่ด า สหรฐั 8.45 kr                                              196 (KUBP 78-9   x  F112*)   
7   เข็มแดง                                                                   199* (สบู่ด า 72   x  F1137*)  
8    สบู่ด า จีน                                                               200 (สบูด่ า 72   x  F1137*)  
10  เข็มแดงใบแฉก                             201* (สบู่ด า 72   x  F1137*)    
20  สบู่ด า ศรีลงักา                                    271 (F121*x  สบูด่ าสุขสนัต์1)                  
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มีตน้เต้ีย กา้นใบแดง  เร่ิมได้ลูกจากการผสมกลบัรุน่ท่ี 3 (BC3)  20 ตน้ (ตารางท่ี 8) การผสมติดเมล็ด
เร่ิมมากข้ึนใน generation หลงัๆ ของการผสมกลับ 
 
ตารางที่ 8  สรุปผลการผสมกลับ รุน่ ท่ี 2 และ 3 (BC2 และ BC3)  
 

การผสมระหว่าง 

(backcross) 

จ านวน   จ านวน   

 ดอกที่    ผลทีไ่ด้  
ใช้ผสม         

 จ านวน       จ านวน     

เมล็ดทีไ่ด้  เมล็ดทีง่อก                                          
     

จ านวนลูกผสม 

ทีย่ืนยันแล้ว 

 BC1 (สบูด่ า-เข็ม)  x สบูด่ า 
 
 
 
 
 
 
 
 

494     71(14.3%)           
  
 
 
  
 
 
  
 

162           70 (43.2%) 
   
 
 
 
 
 
      
 

70 (#401*, 402, 403, 
 409, 410, 411, 
412*, 413, 414, 415, 
416, 417, 418, 452*, 
453, 454, 523, 524, 
525, 526, 529, 532, 
533, 537, 538, 539, 
556, 558, 559, 560, 
561, 571, 581,582, 
584, 585, 587, 590, 
592, 594, 688, 737, 
738, 741, 742, 743, 
747, 762, 768, 774, 
778, 779, 781, 782, 
783,784, 785, 803, 
811, 842, 843, 867, 
868, 869, 877, 878, 
903, 917, 924, 926 
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ตารางที่ 8  (ตอ่)  
 

การผสมระหว่าง 
(backcross) 

จ านวน     จ านวน   
 ดอกที่      ผลทีไ่ด้  

ใช้ผสม         

 จ านวน        จ านวน     
เมล็ดทีไ่ด้  เมล็ดทีง่อก                                         

จ านวนลูกผสม 
ทีย่ืนยันแล้ว 

สบูด่ า x BC1 (สบูด่ า-เข็ม)   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BC2 (สบูด่ า-เข็ม) x สบูด่ า 
 

28         22(78.5%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
25           11 (44%) 

61             42 (68.8%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
27                20 (74%) 
 

30 (#420*, 421*, 
423*, 429* 432*, 
441*,456*, 457*, 
458*,461*,462*, 
465*, 466*,467* 
468*, 469*, 470*, 
471, 475*, 476*, 
477*,478*,481*, 
505*, 506*,507*, 
511*, 512*,  513*)  
20 (# 690, 691, 692, 
693, 695, 786, 787, 
788, 827, 828, 830, 
831, 833, 834, 836, 
837, 838, 839, 915, 
916) 

* ลูกผสมแสดงลักษณะระหวา่งพอ่กบัแม ่และได้รับการยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมาย     
   ดีเอ็นเอ 
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  409 (BC1202* x KUBP 73) 417 (BC1202* x อินเดียสุขสันต์)422 (อินเดียสุขสันต์ x BC1202*) 

 
462*(KUBP 80-3 x BC1202*) 526 (BC1202* x สบูด่ าวชิาญไร้พิษ)561 (BC1202*x มกุดาหาร10kr) 
 
ภาพที่ 13  ลูกผสมกลบั (BC2) ระหวา่ง สบูด่ า – เข็มปัตตาเวยี 
 
 6    7  420*423*426 429 432*435 438 441455 457*M 478 504 506 508 511    M     6     7   407* 412*414 452*  

 
 
 

 

         
         
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14  การตรวจสอบความเป็นลูกผสมของตัวอยา่งลูกจากการผสมกลบั (BC2) สบูด่ า ( แม)่ กบั  
    BC1 (พอ่) และ BC1 (แม)่ กบั สบูด่ า ( พอ่) โดยใช ้SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA 
   (* ยงัคงมแีอลลีลของเข็มปัตตาเวยี)   
 
 
 

455  (อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
457* (อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
478  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
504  (KUBP 73 x BC1198*) 
506  (KUBP 73 x BC1198*) 
508  (KUBP 73 x BC1198*)  
511  (KUBP 73 x BC1198*) 
 

M= DNA Ladder 
6 สบูด่ า อินเดียสุขสนัต ์ 
7 เข็มแดง 
9 สบูด่ า KUBP 80-3 (อ. เมือง จ. พทัลุง)  
407* (BC1202* x KUBP 73)  
412* (KUBP 80-3 x BC1202*)  
414  (BC1202* x อินเดียสุขสนัต)์  
420* (KUBP 80-3 x BC1202*)  

 

 

423* (KUBP 80-3 x BC1202*)  
426  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
429  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
432* (KUBP 80-3 x BC1202*)  
435  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
438  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
441  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
452* (BC1202* x KUBP 80-3) 
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            M     15        7      421*   424     429    456    458      461    462*  464     465   466     467*   468     469  

         

  

 
 
 
 
  

 
 

 
 

  

 15   7     52     53    505   482         479  477   476   474   471  470  M  513 512 510 507 481*460 7  15   M 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 ภาพที่ 14  (ตอ่)   
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

M= DNA Ladder 
15 สบูด่ า KUBP 78-9 
7  เข็มแดง  
421* (KUBP 80-3 x BC1202*)  
424 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
429 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
456 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
458 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

           * มีแอลลลีลของเข็มปัตตาเวีย 

 

 

461 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
462* (KUBP 80-3 x BC1202*)    
464 (KUBP 80-3 x BC1202*)    
465 (KUBP 80-3 x BC1202*)   
466 (KUBP 80-3 x BC1202*)    
467* (KUBP 80-3 x BC1202*)   
468 (KUBP 80-3 x BC1202*)    
469 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
 

M= DNA Ladder 
15  สบู่ด า KUBP 78-9 
7    เข็มแดง  
52  Jatropha mahafalensis  
53 สบูด่ าพิชยัลูกแดง 
460 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
  

470 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
471 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
474 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
476 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
477 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
479 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
 
  

 

481* (KUBP 80-3 x BC1202*)  
482 (KUBP 80-3 x BC1202*)  
505  ( KUBP 73 x BC1198*) 
507 ( KUBP 73 x BC1198*) 
510 ( KUBP 73 x BC1198*) 
512 ( KUBP 73 x BC1198*)  
513 ( KUBP 73 x BC1198*) 
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 M     420  423 426    429   432 435  438  441 455     6    7    M  457 460 463 466 469 472 475 478 481 504 506 508 511 6    7    

 

          
 
 

 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

  

ภาพที่ 15   แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตวัอยา่งลูกจากการผสมกลับ (backcross) ระหวา่งสบูด่ า (แม)่  
     กบัลูกผสม BC1 สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี (พอ่)  โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวยี  
                  JI 1.1B3 (* ยงัคงมแีอลลีลของเข็มปัตตาเวยี)  
   
 
 
 
 
 
 
 
 

M= DNA Ladder 
       6 สบูด่ า สุขสนัต ์หัวหิน (ไม่มีพิษ) 

                       7  เข็มแดง 
         (420) 227-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 

(423) 228-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)*  
(426) 229-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(429) 230-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(432) 231-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(435) 232-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(438) 233-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(441) 234-2/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)*  
(455) 240-2/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 
(457) 241-3/1   อินเดียสุขสนัต ์x BC1 (202)* 

 

 

 

 

           (460) 242-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)*111-3/2 

 

 

(460) 242-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(463) 243-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(466) 244-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(469) 245-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(472) 246-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(475) 247-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(478) 248-3/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(481) 249-2/1   KUBP 80-3 x BC1 (202)* 
(504) 260-2/1   KUBP 73 x BC1 (198)* 
(506) 261-2/1   KUBP 73 x BC1 (198)* 
(508) 262-3/1   KUBP 73 x BC1 (198)* 
(511) 263-3/1   KUBP 73 x BC1 (198)* 
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M    20    53   7   423* 423* 426 429 438  441 455 429 456 M  458 460  461* 463 464 465*466*469*470* 7       

 

 
 
  

 

    
 
  
 
 
 
 
ภาพที่ 16  แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอยา่งลูกจากการผสมกลบั (backcross) ระหวา่งสบูด่ า (แม)่  
   กบั BC1 สบูด่ า-เข็มปัตตาเวีย (พอ่) โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวยี  JI250 ( ซา้ย)   
   และ JI161 (ขวา)  (*ยงัคงมแีอลลีลของเข็มปัตตาเวยี)  
 

  M    426  429   435  438    441   455  456  458  463 464   468    471  472   474  20    7        M   475  476   477   478  479   482   505     506   507  508    511512   513 52 2 0   7  

 
   M     426   429   435  438    441   455  456  458  463 464   468    471  472   474  20    7      M   475  476   477   478  479   482   505     506   507  508    511512   513 52 2 0    7  

 
 
 
 

ภาพที่ 17  แถบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของตัวอยา่งลูกจากการผสมกลบั (backcross) ระหวา่งสบูด่ า (แม)่   
      กบัลูกผสม BC1 สบูด่ า-เข็มแดง (พอ่) โดยใชไ้พรเมอร์จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวยีตา่งๆ  
                (* ยงัคงมแีอลลีลของเข็มปัตตาเวีย)  
 
 

M = DNA Ladder 
7     เข็มแดง  
20   สบูด่ า ศรีลงักา 
53   สบูด่ าพิชยัลูกแดง 
423* ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
426 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
429 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
438 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
441 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
455 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
 

456 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
458 ( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*) 
460 ( KUBP 80-3 x BC1202*)   
461* ( KUBP 80-3 x BC1202*) 
463 ( KUBP 80-3 x BC1202*)   
464 ( KUBP 80-3 x BC1202*) 
465* ( KUBP 80-3 x BC1202*) 
466* ( KUBP 80-3 x BC1202*)  
469* ( KUBP 80-3 x BC1202*) 
470* ( KUBP 80-3 x BC1202*) 
   

 

JI 1.1B3  

 

JI 30-1  
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 M    426    429   435  438    441   455  456  458  463 464   468    471  472   474  20    7       M   475  476   477   478  479   482   505     506   507  508    511512   513 52    20   7  

 
                            M   426  429*  435*438 441*  455  456*  458  463   464 468   471*   472  474   20    7     M    475  476  477   478  479 482  505*  506   507  508  511 512 *  513  52   20   7  

 
  M   426   429   435  438   441  455  456  458 *   463   464    468    471  472  474 20   7    M    475  476  477  478 479  482    505 *   506  507   508   511   512  513   52  20   7  

 
   M    426  429  435  438    441   455  456  458  463 464   468    471  472   474  20    7      M   475  476   477   478  479   482   505     506   507  508    511  512   513 52 20    7  

 
   M    426    429   435  438    441   455  456  458  463 464   468    471  472   474  20   7     M   475  476   477   478  479   482   505*     506   507  508    511 512   513 52 20    7  

 
                               M    426   429*  435  438  441  455 456*  458   463 464  468*   471  4 72  474   20    7   M  475* 476* 477* 478* 479  482* 505* 506* 507* 508  511* 512* 513*  52  20   7  

 
 

  

ภาพที่ 17  (ตอ่)  
 
 
 

 
 

 

JI 62-1  

 

JI 161  

 

JI 83-1  

 

JI 254  

 

JI 250  

 

JI 252  
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ลูกทีไ่ด้จากการผสมเปิด (open pollination, OP) และคูผ่สมอ่ืน 
 

นอกจากน้ีได้รวบรวมลูกท่ีได้จาการปลอ่ยผสมเปิดของลูกช ั่วตา่งๆ และคูผ่สมอ่ืน (ภาพท่ี 
18) จ านวน 136  ตน้ โดยไดต้รวจสอบความเป็นลูกผสมในบางตัวอยา่ง (ภาพท่ี 19) ซ่ึงแบง่เป็น  

 
ลูกผสมเปิดจาก  F1 (O.P.F1)  6 ตน้  

O.P.F1 (5)* #266*, 267 
O.P.F1 (12)* #937 
O.P.F1 (13)* #574 
O.P.F1 (36)* #391* 

  O.P.F1 (137)* #604 
 
ลูกผสมเปิดจาก  BC1 (O.P.BC1) 78 ตน้  

O.P.BC1(195)* #319, 940  
O.P.BC1(198)* #357*, 379, 380, 381, 382, 404, 406*  

  O.P.BC1(199)* #359, 515 
O.P.BC1(201)* #662 

        O.P.BC1(202)* #312, 313, 314*, 367, 368, 369, 371, 372*, 374*, 375, 387, 388*, 483, 
                 484, 485, 486, 487, 489, 490, 492*, 493, 494, 495, 496, 499, 500, 501, 
                 502, 514, 540, 541, 544, 545, 546, 548, 549, 550, 553, 554, 555, 575, 
    577, 578, 629, 630, 631, 632, 633, 634, 656, 657, 659, 660 

7  เข็มแดง   
20 สบูด่ า ศรีลงักา   
52 Jatropha mahafalensis  
426  (อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*)  
429*(อินเดียสุขสนัต ์x BC1 202*)  
435 *( อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*)  
438   (อินเดียสุขสนัต ์x BC1202*)  
441* (อินเดียสุขสนัต ์x BC1 202*)  
455   (อินเดียสุขสนัต ์x BC1 202*)  
456 *(อินเดียสุขสนัต ์x BC1 202*)  
458* (อินเดียสุขสนัต ์x BC1 202*) 
 

463 ( KUBP 80-3 x BC1 202*)  
464 ( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
468*( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
471*( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
472 ( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
474 ( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
475* ( KUBP 80-3 x BC1 202*)  
476 *( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
477 *( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
478* ( KUBP 80-3 x BC1 202*) 
 
 
 
 

 479  (KUBP 80-3 x BC1202*)  
482* (KUBP 80-3 x BC1202*) 
505* (KUBP 80-3 x BC1202*) 
506  (KUBP 80-3 x BC1202*) 
507 *(KUBP 80-3 x BC1202*) 
508  (KUBP 80-3 x BC1202*) 
511 *(KUBP 80-3 x BC1202*) 
512* (KUBP 80-3 x BC1202*) 
513* (KUBP 80-3 x BC1202*) 
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              O.P.BC1(271) #952,953, 954, 955, 956, 957, 958, 959,960, 962    
  O.P.BC1(295)* #968, 969, 970 
 
ลูกผสมเปิดจาก  BC2 (O.P.BC2) 10 ตน้  

O.P.BC2(417)* #941, 942, 944, 945 
  O.P.BC2(556) #986, 987, 988, 989, 990, 991 
 
ลูกผสมเปิดผลแดง (O.P.ผลแดง) 8 ตน้  
   O.P.ผลแดง (53) #563, 564, 565, 566, 567, 568, 569, 570  
 
ลูกผสมเปิดอ่ืนๆ  (O.P.อ่ืนๆ) 32 ตน้  
  O.P. (สบูด่ า#5) #964, 965, 966, 967 
  O.P. (265) #399, 400* 
  O.P. (266)* #394* 
  O.P. (267) #324, 325, 326 
  O.P. (371) #676, 677, 679 
  O.P. (367) #946, 947, 948, 949, 950, 951 
  O.P. (495) #928, 931 
  O.P. (549) #971, 972, 973, 974, 975, 976 
  O.P. (565) #993, 994, 995, 996 
  O.P. (568) #977 
 
ลูกผสมจาก BC1202* x F1 5*    2 ตน้ #385, 386* 
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             267 (O.P. F15*)               312* (O.P.BC1202*)                         313 (O.P.BC1202*)             

     
         314* (O.P.BC1202*)                    319 (O.P.BC1195*)                        324 (O.P.267)                                 

 

               325 (O.P.267)                              326 (O.P.267)                           359 (O.P.BC1199*) 

 
         367 (O.P.BC1202*)         368 (O.P.BC1202*)                       381 (O.P.BC1198*)                           

 
            388* (O.P.BC1202*)       484 (O.P. BC1202*)                      489 (O.P. BC1202*)                        
 
ภาพที่ 18  ลูกท่ีได้จากการผสมเปิด (open pollination) 
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          495 (O.P. BC1202*)                  500 (O.P. BC1202*)                    501 (O.P. BC1202*)                            

 
               563 (O.P. ผลแดง)                 565 (O.P. ผลแดง)                            566 (O.P. ผลแดง)  

 
                                         568 (O.P. ผลแดง)                          569 (O.P. ผลแดง)  
 

ภาพที่ 18  (ตอ่) 
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                                                      M   326  325  324  7    12  319   7      4   15  314*313 312*  7     4       6     

 
 

 
                    
 

 
 

 
 

 
 

387 388*382 381 372*371 369 368 36  359  7   6   36   M     M      36   6      7    357* 374* 375 379 380   394 

 
 

 
 

 

 
 
 
 

 

ภาพที่ 19  การตรวจสอบลูกผสมท่ีได้จากการผสมเปิด (OP) ของ BC1 และอ่ืนๆ จากการใช ้ 
                 SSCP marker ท่ีจ าเพาะกบัยีน FATA (* มแีอลลีลของเข็มปัตตาเวีย) 
 
สรุปลักษณะเด่นของลูกผสม 
 
 ลูกผสมท่ีได้ทั้งหมดม ี286 ตน้ ประกอบด้วยลูกผสม F1 ท่ีได้ยืนยนัความเป็นลูกผสมโดย
เคร่ืองหมายดีเอ็นเอแลว้ 12 ตน้ ลูกผสม BC1 18 ตน้  BC2 100 ตน้  BC3 20 ตน้ ลูกผสมเปิดของ

M = DNA ladder 
 6 = สบูด่ า สุขสนัต ์หัวหิน (ไม่มพีิษ)                   
 7 = เข็มปัตตาเวยีคอกแดง                             
 4 = สบูด่ า สหรฐั 8.45 kr          
12 = สบู่ด า ดินเคม็ (หนองสรวง อ. ขามทะเลสอ จ. นครราชสีมา)            
15 = สบู่ด า KUBP 78-9 
                              
                                              
   

 

6  สบูด่ า สุขสนัต ์หัวหิน(ไม่มพีิษ)  
7  เข็มแดง   
36  สบู่ด า 72      
357* (O.P. BC1198*)  
359  (O.P. BC1199*)    
367  (O.P. BC1202*)      
     

 

379 (O.P. BC1198*)  
380 (O.P. BC1198*) 
381 (O.P. BC1198*) 
382 (O.P. BC1198*) 
387 (O.P. BC1202*)  
388 (O.P. BC1202*) 
394 (O.P. F2266*) 
 

 368  (O.P. BC1202*) 
 369   (O.P. BC1202*) 
 371   (O.P. BC1202*) 
 372* (O.P. BC1202*)  
 374* (O.P. BC1202*) 
 375   (O.P. BC1202*)  
 
  
 

312* (O.P. BC1202*) 
313   (O.P. BC1202 *)   
314* (O.P. BC1202*) 
319   (O.P. BC1195)  
324   (O.P.267)  
325   (O.P.267) 
326   (O.P.267) 
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ลูกผสมช ัว่ตา่งๆ (OP) 134 ตน้  และลูกจากคูผ่สม BC1x F1 2 ตน้ พบลกัษณะเดน่ของลูกผสมตา่งๆ 
เชน่ ให้ผลดก ผลใหญ ่ดอกดกตอ่เน่ือง ตน้เต้ีย และแสดงแนวโน้มตา้นทานโรค ดงัตารางท่ี 9  
ภาพท่ี 20 พนัธ์ุท่ีดีจะถูกคัดเลือกไว ้เพื่อน าไปปรับปรุงพนัธ์ุหรือขยายพนัธ์ุเพื่อเพิ่มปริมาณตอ่ไป 
สรุปไดพ้นัธ์ุลูกผสมลกัษณะตา่งๆดงัน้ี 
 
ตารางที ่9  ลกัษณะสบูด่ าและลูกผสมท่ีมลีักษณะท่ีดี  
 

ต้นที ่ ได้จาก ลักษณะ 
#367* OP BC1202* ดอกสีเขียวออ่นรูประฆงั ผลดกใหญ ่ผล BA 80 x 1 = 21  

ผลตอ่ชอ่ + ผลเล็ก 12 ผล 
#359 OP BC1199* ตน้สูงปานกลาง ดอกสีเขียวออ่นรูประฆงั ผลดกใหญ ่

#526* BC1202* xวชิาญไร้พิษ ตน้เต้ีย กา้นชอ่ผลยาว ผลใหญป่านกลาง ผลดก  
ดอกสีเขียวออ่นรูประฆงั 

#495 OP BC1202* ตน้เต้ีย ดอกดกมาก ตอบสนอง BA ดี  ผลเล็ก (ติดผลน้อย) 

#319 OP BC1195  ตน้เต้ีย แตกกิง่ดี ไมเ่ป็นโรค (ดอกดกแตผ่ลไมด่ก) 

#467* KUBP80-3 x BC1202* ดอกและผลดก 

#196 
 

KUBP 78-9 x F112* ดอกและผลดก ตน้สูงปานกลาง ใบสีเขียว ดอกสีเขียว 
อมขาวรูประฆงั ตอบสนอง BA ดี (เมล็ดน ้ าหนักเบา)  

#217* KUBP 80-3 x F112*  ดอกและผลดก ดอกสีเขียวอมขาวรูปดาว ตอบสนอง BA 
ดี (เมล็ดน ้ าหนักเบา) 

#388* OP BC1202*  ตน้เต้ียมาก ผลไมด่ก ดอกสีเขียวออ่นรูประฆงั  
 ดอกดกปานกลาง 

#386* BC1202* x F1 5*  ตน้เต้ีย แตกกิง่กา้นดี  ดอกสีขาวรูประฆงั กา้นชอ่ผลยาว  
ผลเล็ก ไมเ่ป็นโรค 

#385 BC1202* x F1 5*  ตน้สูง ดอกสีขาวรูประฆงั กา้นชอ่ผลยาว ผลเล็ก  

#197* KUBP 78-9 x F112* ดอกดก (ติดผลน้อยมาก) 
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ตารางที ่9  (ตอ่)  
 

ต้นที ่ ได้จาก ลักษณะ 
#201* 72 x F1137* ตน้สูงปานกลาง ดอกดกสีชมพอูมขาว กา้นดอกยาว  

ไมเ่ป็นโรค 

#417*  BC1202* x มุกดาฯ ตน้สูงปานกลาง ดอกดกปานกลาง (มเีพล้ียแป้ง ผลสุกไม ่
พร้อมกนั) 

#563 OP ผลแดง  ตน้สูง ไมเ่ ป็นโรค (ผลสุกไมพ่ร้อมกนั) 
#565 
 

OP ผลแดง ตน้เต้ีย แตกกิง่กา้นดี ไมเ่ป็นโรค ผลสีเขียว ดอกเขียวออ่น 
ใบเล็ก ผลใหญป่านกลาง  

#566 OP ผลแดง ตน้เต้ีย ไมเ่ป็นโรค ผลสีมว่ง ดอกชมพูออ่น ล าตน้ออ่นกา้น
ใบสีแดง ใบเล็ก ผลเล็ก 

#568 OP ผลแดง  ตน้เต้ีย ไมเ่ป็นโรค ผลสีมว่ง ดอกชมพู ล าตน้ออ่นกา้นใบสี
แดง ใบเล็ก ผลเล็ก  

#569 OP ผลแดง  ตน้เต้ีย ไมเ่ป็นโรค ผลสีมว่ง ดอกชมพู ล าตน้ออ่นกา้นใบสี
แดง ใบเล็ก ผลเล็ก 

#295* F135* x วชิาญไร้พิษ ผลยาวมเีหล่ียม กา้นชอ่ยาว  
#267 OP F15*  ผลยาวรี ลกัษณะตน้ดี 
#312* OP BC1202*  ตน้สูงปานกลาง ดอก (ไมต่า้นทานโรค ติดผลน้อย) 

#313 OP BC1202* ตน้สูงปานกลาง ดอกดก (ไมต่า้นทานโรค ติดผลน้อย) 
#314* OP BC1202* ตน้สูงปานกลาง ดอกดก (ไมต่า้นทานโรค ติดผลน้อย)  

#324 OP 267  ตน้เต้ีย ดอกรูประฆงั ผลใหญป่านกลาง  
#409 BC1202* x 73  ตน้สูงปานกลาง  ดอกสีเขียวรูประฆงั  ผลใหญป่านกลาง  
#561 BC1202* x มุกดาฯ ตน้สูง ผลใหญด่ก  ไมเ่ป็นโรค  
#324 OP 267  ตน้เต้ีย ดอกรูประฆงั ผลใหญป่านกลาง  

#409 BC1202* x 73  ตน้สูงปานกลาง  ดอกสีเขียวรูประฆงั  ผลใหญป่านกลาง  

#561 BC1202* x มุกดาฯ ตน้สูง ผลใหญด่ก  ไมเ่ป็นโรค  

#489 OP BC1202* ตน้เต้ีย  ผลเล็ก  ตอบสนอง BA ดี                                                     
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ตารางที ่9  (ตอ่)  

ต้นที ่ ได้จาก ลักษณะ 

#501 OP BC1202* ตน้เต้ีย ดอกดก (เหมอืน #495) (ติดผลน้อย) 

#500 OP BC1202* ตน้เต้ีย ดอกสีเขียวออ่นรูประฆงั ดอกดก (เหมอืน #495)  
ผลใหญ ่ต้านทานโรค 

#368 OP BC1202* ตน้เต้ีย แตกกิง่กา้นดี ดอกดกปานกลาง ผลใหญป่านกลาง  
#616 KUBP20 x F113*  ไมเ่ป็นโรค ใบสีแดง  
#490 OPBC1202*  ไมเ่ป็นโรค 
ผลแดง คณุพิชยั ตน้เต้ีย ไมเ่ป็นโรค ดอกและผลดก ผลแดงมว่ง 

 
สรุปพนัธุ์สบู่ด า ท่ีไดจ้ากการผสมกลับและผสมเปิดตามลักษณะได้ดงัน้ี 

 
ผลดก  #367* (OPBC1 202*), #BC2467* (KUBP 80-3 x BC1202*),  
  # 359 (OPBC1199*), #  BC2526 (BC1202* x วชิาญ),  
                           # BC1196* (KUBP 78-9 x F112*), BC1217* (KUBP 80-3 x F112*)  
ตน้เต้ีย  #388 (OPBC1 202*), #319 (OPBC1 195*), #386 (BC1202* x F15*), 
   # BC2526 (BC1202* x วชิาญ), #495 (OPBC1 202*), #569 (OP ผลแดง),  
ไมเ่ป็นโรค #490 (OPBC1 202*), #386 (BC1202* x F15*), #569 (OP ผลแดง),  
  #319 (OPBC1 195*),  
ดอกดก               # BC1197* (KUBP 78-9 x F112*) , #495 (OPBC1 202*), #312 (OPBC1202*), 
                           #313 (OPBC1 202*), # BC1202* (72 x F1137*), # BC1201* (72 x F1137*)  
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    196* (KUBP 78-9   x  F112*)   197* (KUBP 78-9   x  F112*)      201* (สบูด่ า 72   x  F1137*) 

 
 202* (สบูด่ า  72   x  F1 137*)    217* (KUBP 80-3  x  F112*) 295* (F135* x  วชิาญเมล็ด 2 ไร้พิษ)            

 
             319 (O.P.BC1195*)              325 (O.P.267)                         359 (O.P.BC1199*) 

 
            367 (O.P.BC1202*)              386* (BC1 202* x F1 5*)                388* (O.P.BC1202*)  

 
         495 (O.P. BC1202*)          526 (BC1202* x สบูด่ าวชิาญไร้พิษ)           569 (O.P.ผลแดง)  
 

ภาพที่ 20  ลูกผสมกลบั (BC) และลูกผสมเปิด (OP) ท่ีมลีักษณะเดน่  
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การวิเคราะห์ปริมาณน ้ามัน 
 
 คดัเลือกตัวอยา่งจ านวน 14 ตวัอยา่ง ท่ีมลีักษณะดีจากแปลงทดสอบ เป็นลูกท่ีได้จากการ
ผสมกลบั (BC1 ) ลูกท่ีได้จากการผสมเปิด (O.P.BC1) และสบูด่ าพนัธ์ุ KUBP 78-9   พนัธ์ุผลดก
จากโครงการ KU Biodiesel เป็นตวัเปรียบเทียบ น ามาวเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนั ความชื้น และ
อตัราสว่นเน้ือในตอ่เปลือก (ตารางท่ี 10) โดยในทุกตัวอยา่งมีอตัราส่วนน ้ าหนักของเน้ือใน
มากกวา่เปลือก ยกเวน้ตวัอยา่ง ท่ี BC1196 ท่ีอตัราส่วนน ้ าหนักเน้ือในน้อยกวา่เปลือกมาก ซ่ึงมี
ผลท าให้ปริมาณน ้ ามนั ท่ีไดน้้อยกวา่ตวัอยา่งอ่ืนคือ 29.92 เปอร์เซ็นต์ ในส่วน kernel โดยใน
ตวัอยา่งท่ี BC1202* พบวา่มปีริมาณน ้ ามนัมากท่ีสุดคือ 50.93 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงมีปริมาณมากกวา่
สบูด่ าพนัธ์ุ KUBP 78-9 ท่ีมีปริมาณน ้ ามนัเทา่กบั 49.12 เปอร์เซ็นต์ เล็กน้อย ปริมาณน ้ ามนัเฉล่ีย
ท่ีพบในตัวอยา่งทั้ง 14 ตวัอยา่ง คือ 43.90 เปอร์เซ็นต์ ใน kernel Adebowale และ Adedine 
(2006)ไดศึ้กษาเกีย่วกบัองค์ประกอบทางเคมขีองสบูด่ า พบวา่มปีริมาณน ้ ามนัในเมล็ด 66.4 
เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงมากกวา่ในสบูด่ าท่ีเคยรายงานโดย De Oliveiva et al .  (2009) ไดศึ้กษาลักษณะ
และองค์ประกอบของน ้ ามนัสบูด่ าและสบูแ่ดง พบวา่สบูด่ ามีปริมาณน ้ ามนั 31.6 เปอร์เซ็นต์ 
สว่นสบูแ่ดงมีปริมาณน ้ ามนั 23.9 เปอร์เซ็นต์ ฝ่ินตน้เป็นพืชท่ีมีปริมาณน ้ ามนัมากท่ีสุดคือ 
ประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เปรียบเทียบกบัสบูด่ าท่ีมปีริมาณน ้ ามนั 23-38 เปอร์เซ็นต์  
(Banerji et al ., 1985; Sujatha et al., 1996) Subramanian et al . (2005) พบวา่ปริมาณน ้ ามนัใน 
kernel นั้นจะมมีากกวา่ คือ 46-58 เปอร์เซ็นต์  แตป่ริมาณน ้ ามนัทั้งเมล็ดจะอยูท่ี่ 30-40
เปอร์เซ็นต์ Raja et al. (2011) ศึกษาเกี่ยวกบักระบวนการผลิตไบโอดีเซลจากสบูด่ า พบวา่สบู ่
ด า 12 กโิลกรัม จะไดน้ ้ ามนั 3 ลิตร ท่ีความชื้น 6.2 เปอร์เซ็นต์ โปรตีน 18 เปอร์เซ็นต์ ไขมนั  
38 เปอร์เซ็นต์ คาร์โบไฮเดรต 17 เปอร์เซ็นต์ ไฟเบอร์ 15.5 เปอร์เซ็นต์ ข้ีเถ้า 5.3 เปอร์เซ็นต์ 
และมนี ้ ามนัประมาณ 25-30 เปอร์เซ็นต์ในเมล็ดซ่ึงเป็นไขมนัอ่ิมตัว 21 เปอร์เซ็นต์ ไขมนัไม ่
อ่ิมตวัถึง 79 เปอร์เซ็นต์  
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ตารางที ่10  ผลการวเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนัจ านวน 14 ตวัอยา่ง* 
 

รายช่ือ 
 

อัตราส่วน 
100 กรัม 

เนื้อใน:เปลือก 

ความช้ืน   
(%) 

 

% Total 
Fat&Oil 

(เนื้อใน 
+เปลือก) 

% Total 
Fat&Oil 

(เนื้อใน) 

BC1196  (KUBP 78-9   x F112*)   38.47:61.53 11.08 12.74 29.92 
BC1202*(สบูด่ า72   x  F1137*)   64.72:35.28 7.49 33.67 50.93 
#367*     (O.P.BC1202*) 64.35:35.65 7.18 32.59 49.54 
สบูด่ า KUBP 78-9  60.12:39.88 8.49 30.33 49.12 
สบูด่ าผลแดง 60.30:39.70 10.36 28.04 45.18 
สบูด่ า#6 57.78:42.22 9.36 26.87 45.04 
BC1217* (KUBP 80-3  x  F112*) 52.88:47.12 9.09 22.80 41.34 
#267       (O.P.F15*)  51.25:48.75 8.72 19.64 36.43 
BC1295* (F135* x วชิาญไร้พิษ)          60.04:39.96 8.54 26.66 43.07 
#314*      (O.P.BC1202*)  65.15:34.85 8.34 29.65 44.44 
#319        (O.P.BC1195*)  55.19:44.81 8.90 24.75 43.23 
#359        (O.P.BC1199*)  57.03:42.97 8.69 26.40 44.78 
BC2403   (BC1199* x อินเดียสุขสันต์) 60.44:39.56 8.66 28.49 45.83 
BC2467* (KUBP 80-3 x BC1202*) 63.08:36.92 8.99 29.60 45.76 
*ไดรั้บความอนุเคราะห์วเิคราะห์ตวัอยา่ง โดยโครงการ KU Biodiesel 
 
การศึกษาผลการให้สาร BA  (N6- Benzyladenine) แก่สบู่ด าเบ้ืองต้น 

 
N6- Benzyladenine (BA) เ ป็นฮอร์โมนสัง เคราะห์ ประเภท cytokinin มีคุณสมบัติชว่ย

กระตุน้การแบง่เซลล์ เรง่การเจริญและการพฒันาของพืช เร่งดอกและเพิ่มการติดผล  มีรายงานวา่ 
BA ชว่ย เพิ่ มจ าน วนดอกของ  Lilium speciosum (Ohkawa, 1979) และ  jojoba (Simmondsia 
chinensis) (Ravetta and Palzkill, 1992; Prat et. al., 2008) และยงัชว่ยเพิ่มจ านวนดอกตอ่ชอ่ของสบู ่
ด าอยา่งมนีัยส าคญัเมือ่ไดรั้บสาร BA ท่ีความเข้มข้น 160 มิลลิกรัมตอ่ลิตร (ppm) นอกจากน้ี BA ยัง
กระตุน้ให้สบูด่ าเกดิดอกแบบกระเทย (bisexual flower) และเพิ่มอัตราส่วนดอกเพศเมีย: ดอกเพศผู ้
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เป็นผลให้จ านวนผลเพิ่มข้ึน 4.5 เทา่ และผลผลิตโดยรวมเพิ่มข้ึน 3.3 เทา่ (Pan and Xu, 2011) จาก
ขอ้มลูดงักลา่ว จึงไดท้ดลองให้สาร BA แกส่บูด่ าและลูกผสมเ บ้ืองต้น  รวม 4 การทดลอง เพื่อดูการ
ตอบสนองตอ่สาร BA ของสบูด่ าและลูกผสม เพื่อการเพิ่มผลผลิตในอนาคต  การให้สาร BA ใช ้
วธีิการพน่สารผสมสารจบัใบอตัรา 4 ml/ 20 L ดว้ยกระบอกฉีดน ้ าท่ีชอ่ดอกและบริเวณโดยรอบชอ่
ดอกขนาดประมาณ 0.5 เซนติเมตร ชอ่ดอกละประมาณ 5 ml ได้ทดลองพน่สาร 4 การทดลองและ
เช็คผลการตอบสนองจากขนาดชอ่ดอกเบ้ืองตน้โดยการประเมนิดว้ยสายตาโดยไดท้ดลองดงัน้ี  
 

การทดลองท่ี 1   ให้ BA  80 ppm 1 และ 2 คร้ัง และการให้ BA 160 ppm 1 และ 2 คร้ัง 
  โดยฉีดวนัละคร้ังชว่งเชา้ (9-10 น) รวมจ านวน 19 ตน้       
การทดลองท่ี 2 ให้ BA  80 ppm และ 160 ppm ชว่ง เชา้ กลางวนั เย็น รวม 3 คร้ัง เป็นเวลา  
   1 วนั รวมจ านวน 12 ตน้ 
การทดลองท่ี 3 ให้ BA  160 ppm ฉีดเย็น 1 คร้ัง รวมจ านวน 7 ตน้  
การทดลองท่ี 4 ฉีดพน่ BA  ทั้งตน้ 1 คร้ัง ท่ี 160 ppm รวมจ านวน 6 ตน้  
               และฉีดพน่ BA ทั้งตน้ 1 คร้ัง ท่ี 80 ppm รวมจ านวน 3 ตน้ 

      
การประเมนิผลโดยสายตาเบ้ืองตน้ ประกอบภาพท่ี 21 
1. กรณีฉีดท่ีชอ่ดอกพบชอ่ดอกมขีนาดใหญข้ึ่น จ านวนดอกเพิ่มข้ึน  ดอกเพศเมยีเพิ่มข้ึน ชอ่

ดอกท่ีฉีด BA เจริญเร็วกวา่ชอ่ท่ีไมไ่ด้รับ BA หากตน้มคีวามสมบูรณ์ผลผลิตกน็า่จะสูง ข้ึน 
2. พบดอกกระเทยท่ีมีทั้งเกสรเพศผูแ้ละเพศมยีในบางพนัธ์ุท่ีไดรั้บสาร BA เชน่ BC1217* 

เชน่เดียวกบัท่ีรายงานโดย Pan and Xu (2011)  
3. สบูด่ าแสดงการตอบสนองตอ่การให้สาร BA ท่ีความเข้มขน้ 160 ppm มากกวา่ 80 ppm 

เชน่เดียวกบัท่ีรายงานโดย Pan and Xu (2011)  
4. กรณีฉีดทั้งตน้พบจ านวนชอ่ดอกเพิ่มขน้ แตก่ารติดผลยงัไมม่ากในแตล่ะชอ่ โดยเฉพาะ 

มีตน้ขนาดเล็ก ทั้งน้ีหากตน้มีความสมบูรณ์ผลผลิตกน็า่จะสูงข้ึน  
        โดยสรุปพบวา่ สาร BA ชว่ยเพิ่มจ านวนดอกและดอกเพศเมีย ชอ่ดอกท่ีฉีด BA เจริญเร็วกวา่
ชอ่ท่ีไมไ่ดรั้บ BA พบดอกกระเทยในบางพนัธ์ุท่ีได้รับสาร BA สบูด่ าแสดงการตอบสนองตอ่การให้
สาร BA ท่ีความเข้มขน้ 160 ppm มากกวา่ 80 ppm  
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ภาพที่ 21  ผลการให้สาร BA แกพ่ืชเบ้ืองตน้  

 
การศึกษาความมีชีวิตของเรณู (pollen viability)  

 
 เกบ็เรณ ู(pollen)  จากดอกท่ีบานเต็มท่ี น ามายอ้มดว้ยอะซีโตคาร์มนี 1 เปอร์เซ็นต์ บนแผน่
สไลด์ ใชไ้มเ้ล็กๆขย้ีเพื่อให้เรณกูระจายทัว่ในสีย้อม ปิดดว้ย cover slide น ามาสอ่งด้วยกลอ้ง
จุลทรรศน์ ก  าลงัขยาย 100 และ 400 เทา่ เรณูท่ีย้อมติดสีแดงเขม้สม า่เสมอบริเวณส่วนไซโตพลา
สซึมและมรูีปรา่งกลมไมบิ่ดเบ้ียวเป็นเรณูท่ีมชีีวิต สว่นเรณูท่ีย้อมไมติ่ดสีหรือย้อมติดสีจาง ติดสีไม ่
สม า่เสมอ เป็นเรณท่ีูไมม่ชีี วติ (ภาพท่ี 22-25) ได้ศึกษาเรณขูองเข็มปัตตาเวียดอกสีชมพแูละแดง หนุ
มานนั่งแทน่ สบูด่ า และลูกผสม F1 (สบูด่ า-เข็มปัตตาเวีย) #12* และ #36* พบความมชีีวติของเรณู
เข็มปัตตาเวยีเฉล่ีย 94.08 เปอร์เซ็นต์ หนุมานนั่งแทน่ 96.95 เปอร์เซ็นต์  สบูด่ า  92.71 เปอร์เซ็นต์ 
และลูกผสม F1 (สบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี) #12* และ #36* เฉล่ีย 95.49 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 11 ภาพท่ี 
22-25) สอดคล้องกบังานวจิัยของ Parthiban et al. (2009) รายงานการงอกของเรณ ู 

#313 OPBC1 BA 160 

ppm ท ัง้ตน้ 

#489 OPBC1  BA 160 ppm 

ทั้งตน้  

#495 OPBC1 BA 160 ppm ทั้งตน้ 

 

ทัง้ต้นฉีด  

 

#217 BC1 เชา้ กลางวนั เย็น 80 ppm ดอก

กระเทย 
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(pollen germination) ภายหลงัการป้าย pollens ของสบูด่ า  สบูแ่ดง  ฝ่ินตน้  หนุมานนั่งแทน่  และ
เข็มปัตตาเวยี บน stigmas ของสบูด่ า และตรวจสอบการงอกของ pollen tubes ภายใตก้ล้อง
จุลทรรศน์ พบเปอร์เซ็นต์การงอกของ pollens ระหวา่ง สบูด่ ากบัสบูด่ า สบูด่ ากบัสบูแ่ดง สบูด่ ากบั
ฝ่ินตน้  สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี คือ 82.46, 48.59, 15.60, 32.96 และ 50.02 
เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ เชน่เดียวกบั Sasikala et al . (2009) ท่ีศึกษาความมชีีวติของเรณพูืชสกุล  

Jatropha 10 ชนิด และลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี โดยใช ้ potassium iodide (KI) ยอ้ม 
พบ 9 ชนิดมคีวามมชีีวติของเรณู มากกวา่ 84 เปอร์เซ็นต์ และลูกผสมมคีวามมชีีวิตของเรณูมากกวา่  
97 เปอร์เซ็นต์ โดยในสบูด่ าพบเปอร์เซ็นค์ความมชีีวิตของเรณูมากภายใน 9 ช ัว่โมง หลงัจากดอก
บาน (Luo, 2007) เชน่เดียวกบังานวิจยัของ  Aloka (2009) ท่ีศึกษาความมชีีวิตของเรณใูน 
Trichosanthes dioica ซ่ึงเป็นพืชในสกลุแตงพบวา่ภายในวนัแรกมเีปอร์เซ็นต์ความมชีีวิตของเรณู
มากถึง  96.95 เปอร์เซ็นต์และลดลงตามล าดบัในวนัตอ่ๆมา เชน่เดียวกบังานวจิัยของผอ่งพรรณ 
(2538) ท่ีศึกษาเร่ืองความมชีีวิตของเรณใูนบวั พบวา่ในวนัแรกเปอร์เซ็นต์ความมชีีวติจะสูง ถึง 
82.73 เปอร์เซ็นต์ และลดลงเร่ือยๆเชน่กนั โดยความมชีีวิตของเรณน้ีูอาจไมสั่มพนัธ์กบัการผสมติด  
 

 
 
ภาพที่ 22  เรณเูข็มปัตตาเวีย ภายหลงัการยอ้มดว้ยอะซีโตคาร์มนี 1 เปอร์เซ็นต์ 
                 ก)  เรณท่ีูมชีีวติ (VP) ท่ีก  าลงัขยาย        ข) เรณูท่ีมชีีวิต (VP) และไมม่ชีีวติ (NVP) 
                      100 เทา่                                               ท่ีก  าลงัขยาย 400 เทา่ 
                                      

 
 

NVP 

VP 

ก ข 



80 

 
 

ภาพที่ 23  เรณหูนุมานนั่งแทน่ ภายหลงัการยอ้มดว้ยอะซีโตคาร์มนี 1 เปอร์เซ็นต์   
                 ก)  เรณท่ีูมชีีวติ (VP) ท่ีก  าลงัขยาย          ข) เรณูท่ีมชีีวิต (VP) และไมม่ชีีวติ (NVP) 
                     100 เทา่                                                   ท่ีก  าลงัขยาย 400 เทา่ 
 

 
 
ภาพที่ 24  เรณูสบูด่ า ภายหลงัการยอ้มดว้ยอะซีโตคาร์มนี 1 เปอร์เซ็นต์  
                 ก) เรณูท่ีมชีีวิต (VP) ท่ีก  าลงัขยาย           ข) เรณูท่ีมชีีวิต (VP) และไมม่ชีีวติ (NVP) 
                    100 เทา่                                                    ท่ีก  าลงัขยาย 400 เทา่ 
 
 
 
 

NVP 

VP 

VP 

NVP 

ก ข 

ก ข 
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ภาพที่ 25  เรณูลูกผสมF1 ระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวีย ภายหลงัการยอ้มดว้ยอะซีโตคาร์มนี  
                 1เปอร์เซ็นต์  
                 ก)  เรณท่ีูมชีีวติ (VP) ท่ีก  าลงัขยาย            ข) เรณูท่ีมชีีวิต (VP) และไมม่ชีีวติ (NVP) 
                     100 เทา่                                                    ท่ีก  าลงัขยาย 400 เทา่ 
 
ตารางที ่ 11  เปอร์เซ็นต์ความมชีีวติของเรณพูอ่ แม ่และลูกผสม  
 

                           ตัวอย่าง จ านวน
เรณู

ทั้งหมดที่
สุ่มนับ 

จ านวนเรณทูี่
มีชีวิต 

% ความมี
ชีวิตของ

เรณู 

เข็มปัตตาเวยี (ชมพ)ู   
เข็มปัตตาเวยี (แดง)   
       เฉลี่ยความมีชีวิตของเรณเูข็มปัตตาเวีย 
หนุมานนั่งแทน่         
สบูด่ า                        
F112* สหรัฐ 8.45 kr  x เข็มปัตตาเวยี 
F136* มกุดาหาร 10 kr x เข็มปัตตาเวยี  
      เฉลี่ยความมีชีวิตของลูกผสม F1 

(สบู่ด าxเข็มปัตตาเวีย) 
 

65 
273 
338 
295 
192 
282 
139 
421 

60 
258 
318 
286 
178 
272 
130 

          402 

92.31 
94.50 
94.08 
96.95 
92.71 
96.45 
93.52 
95.49  

 
 

VP 

NVP 

ก ข 
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การศึกษาการเจริญของหลอดเรณู (pollen tube growth/ germination) 
 
 การเจริญของหลอดเรณไูปตามกา้นเกสรเพศเมยี (style) โดยได้ท าการทดลองใน 10 
คูผ่สม ทั้งการผสมแบบตรงและแบบสลบั (ตารางท่ี 12) เกสรตวัเมยีและตัวผูท่ี้ใชป้ระกอบไปด้วย 
สบูด่ า เข็มปัตตาเวยี ลูก F1 และลูกผสมกลับ BC1โดยใชเ้ทคนิคการยอ้มดว้ยสี aniline blue 0.1 % 
ภายใตก้ล้อง fluorescence พบวา่บริเวณปลายยอดของเกสรตวัเมยีมีทั้งเรณท่ีูงอกและไมง่อกหลอด
เรณ ูเรณูท่ีมชีีวติและสามารถงอกหลอดเรณอูอกมาทาง  germ pore ได้ตามปกติ จะเห็นเป็นหลอด
เรณสีูฟ้าเรืองแสง ตดักบัสีของกา้นเกสรตัวเมียซ่ึงจะเห็นเป็นสีเขียว หลงัการถา่ยเรณู 30 นาที พบวา่
เรณมูีการงอก (ภาพท่ี 26) และเน่ืองจาก stigma มหีลายแฉก ท าให้เห็นหลอดเรณงูอกจ านวนมาก 
หลอดเรณเูจริญมาถึงรังไขด่ว้ยระยะเวลา 2-4 ช ัว่โมง (ภาพท่ี 27) ซ่ึงจะเห็นเป็นสีฟ้าท่ีจางลง พบวา่มี
จ านวนหลอดเรณเูพียงจ านวนน้อยเทา่นั้นท่ีสามารถเขา้มาถึงรังไข ่เพื่อน าเชื้อเพศผูเ้ขา้ไปผสมกบั 
egg และ polar nuclei เมือ่หลอดเรณเูพียง 1 อนัเขา้ไปในออวุล หลอดเรณอูนัอ่ืนจะถูกป้องกนัไมใ่ห้
เขา้ไป โดยจะมกีารสร้างสารประกอบบางอยา่ง ข้ึนเพื่อยบัยั้งการเจริญของหลอดเรณ ูพร้อมกบัการ
เกดิปฏิสนธิ (Yano et al., 1975) Parthiban (2009) ศึกษาการงอกของหลอดเรณใูนพืชสกลุ Jatropha 
และพบวา่หลอดเรณขูองสบูด่ าสามารถเจริญเขา้ไปในรังไขข่องสบูด่ าภายใน 1 ช ัว่โมงสว่นหลอด
เรณเูข็มปัตตาเวียสามารถเจริญเขา้ไปถึงรังไขข่องเข็มปัตตาเวยีในเวลา 2 ช ัว่โมง ชว่งเวลาจากเรณู 
เร่ิมงอกหลอดเรณูจนเขา้ถึงออวุลแตกตา่งกนัไปตามสายพนัธ์ุ เชน่ขา้วโพด (Zea mays) ใชเ้วลา 8 
ช ัว่โมง ( Reger and Jame, 1982) spinach ( Spinacia oleracea  L.) ใชเ้วลาประมาณ 10-14 ช ัว่โมง 
(Ramanna and Mutsaerts, 1971 ;  Wilm, 1974) การถา่ยเรณูของระก  าให้แกส่ละเนินวงศ์ ใชเ้วลา  14 
ช ัว่โมง (รมย์ริญ, 2542ข) แอปเ ป้ิล (Malus pumila  L.) ถา้ผสมขา้มใชเ้วลา 4 วนั ถา้ผสมตัวเองใช ้
เวลา 8-12 วนั (Stott, 1972) นอกจากน้ีอัตราการเจริญของหลอดเรณแูปรผนัตามความยาวของกา้น
เกสรเพศเมยี คือ หลอดเรณูจะเจริญไดช้า้ในกา้นเกสรเพศเมียท่ีส้ันมากกวา่ท่ียาว ซ่ึงอาจเป็นไปได้ท่ี
กา้นเกสรเพศเมียท่ีส้ันจะมชี ั้นท่ีผนึกแนน่ท าให้หลอดเรณูมกีารเจริญชา้ลง (Bassir i et al., 1987) 
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ตารางที ่12  รายชื่อตวัอยา่งคูผ่สมท่ีใชใ้นการศึกษาการเจริญของหลอดเรณู 
 

สบูด่ า x เข็มปัตตาเวยีดอกแดง   เข็มปัตตาเวยีดอกแดง  x  สบูด่ า  

สบูด่ า x F1 21* (KUBP 80-3 x เข็มแดงขอบ
ใบเรียบ)  

F1 21* (KUBP 80-3 x  เข็มแดงขอบใบเรียบ) 
 x  สบูด่ า  

สบูด่ า x F1 35* (มุกดาหาร 10 Kr x  เข็มแดง
ขอบใบเรียบ)  

F1 35* (มกุดาหาร 10 Kr x  เข็มแดงขอบใบ
เรียบ) x  สบูด่ า  

สบูด่ า x BC1 196 (KUBP 78-9  x  F1 12*)   F1 196 (KUBP 78-9  x  F1 12*) x  สบูด่ า  

สบูด่ า x  BC1 217* (KUBP 80-3  x  F1 12*)  BC1 217* (KUBP 80-3  x  F1 12*) x  สบูด่ า  
 

 
 
ภาพที่ 26   เรณูจ านวนมากบน stigma เร่ิมงอกหลอดเรณภูายหลงัจากการผสมประมาณ 30 นาที 
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ภาพที่ 27   หลอดเรณงูอกลงมาใน style และรังไข ่ใชเ้วลาประมาณ 2-4 ช ัว่โมง 
 
 

 

 
 

ST = style     OV = ovary  
 

การศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพชืทีน่ ามาผสม ลูก F1 ลูกผสมกลับ  (BC1) และลูกทีไ่ด้

จากการผสมเปิด โดยเทคนิค AFLP  
 

จากการทดสอบ AFLP ไพรเมอร์ระหวา่ง  E+3 และ M+3 กบัดีเอ็นเอสบูด่ าได้คดัเลือกคู ่
ไพรเมอร์ท่ีให้แถบดีเอ็นเอท่ีชดัเจนจ านวน  11 คู ่ (ตารางท่ี 13) เป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบั EcoRI 
adapter 3 ไพรเมอร์ และ MseI adapter 6 ไพรเมอร์ น ามาใชศึ้กษาความหลากหลายทางพนัธุกรรม
ในตวัอยา่งดีเอ็นเอจากสบูด่ า เข็มปัตตาเวยี สบูแ่ดง หนุมานนั่งแทน่ ฝ่ินตน้ ลูก F1 ลูกผสมกลับ 
(BC1) และลูกท่ีได้จากการผสมเปิดรวมจ านวน 29 ตวัอยา่ง  (ตารางท่ี 14) แตล่ะคูไ่พรเมอร์ท่ีศึกษา

(ก) สบู่ด า x เขม็ปัตตาเวีย 
(ข) เขม็ปัตตาเวยี x  สบู่ด า  
(ค) สบู่ด า x  F121* (KUBP 80-3  x  เขม็แดงขอบใบเรียบ) 
(ง) สบู่ด า x F136* (มุกดาหาร 10 Kr  x  เขม็แดงขอบใบเรียบ) 
(จ) F121* (KUBP 80-3  x  เขม็แดงขอบใบเรียบ) x  สบู่ด า                                                                                       

 

(ฉ) F136* (มุกดาหาร 10 Kr  x  เขม็แดงขอบใบเรียบ) x  สบู่ด า 
(ช) สบู่ด า x BC1196 (KUBP 78-9   x  F112*)  
(ซ) สบู่ด า x  BC1217* (KUBP 80-3  x  F112*) 
(ฌ) BC1 196 (KUBP 78-9   x  F112*) x  สบู่ด า 
(ญ) BC1 217* (KUBP 80-3  x  F112*) x  สบู่ด า 
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พบแถบดีเอ็นเออยูร่ะหวา่ง 32-84 แถบ (ภาพท่ี 28) ได้จ านวนแถบดีเอ็นทั้งหมด 622 แถบ เฉล่ีย 
56.54 แถบตอ่คูไ่พรเมอร์ เป็น polymorphic markers จ านวน 607 แถบ และ monomorphic markers 
จ านวน 15 แถบ คิดเป็น 97.59 และ 2.41 เปอร์เซ็น ตามล าดับ ไพรเมอร์ E-ACA/M-CAG ให้จ านวน
แถบดีเอ็นเอมากท่ีสุดคือ 84 แถบ และไพรเมอร์ E-ACA/M-CAA ให้แถบดีเอ็นเอน้อยท่ีสุดคือ 32 
แถบ เปอร์เซ็นต์ polymorphic band ของแตล่ะคูไ่พรเมอร์อยูร่ะหวา่ง 88.23-100 เปอร์เซ็นต์ เฉล่ีย 
97.16 เปอร์เซ็นต์ ตอ่คูไ่พรเมอร์ โดยไพรเมอร์ E-AAC/M-CAT,  E-AAC/M-CTG,  E-ACA/M-
CAA และ E-ACA/M-CAG ให้เปอร์เซ็นต์ Polymorphic band 100 เปอร์เซ็นต์ (ตารางท่ี 13)  
 คา่ PICs ของแถบดีเอ็นเอทั้งหมด 622 แถบหรือ markers จากการวเิคราะห์ด้วยเทคนิค
เอเอฟแอลพี มีคา่อยูใ่นชว่ง  0.00-0.49 คา่ PIC เฉล่ียเทา่กบั 0.1973 เมือ่ค านวณคา่ความเหมือนทาง
พนัธุกรรมโดยวธีิ  Simple Matching ของ Sneath และ Sokal (1973 ) และน ามาสร้าง phylogenetic 
tree โดยวธีิ UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ NTSYSpc–2.20k (ภาพท่ี 29) พบวา่มคีา่ความ
เหมอืนทางพนัธุกรรมอยูใ่นชว่ง 0.41-0.99 โดยท่ีคา่ความเหมอืนทางพนัธุกรรมท่ี 0.52  สามารถ
แยกออกไดเ้ป็น 2 กลุม่ คือกลุม่ของหนุมานนั่งแทน่ ฝ่ินตน้และสบูแ่ดงกบักลุม่ของสบูด่ า เข็ม
ปัตตาเวยีและลูกผสมตา่งๆ โดยมีคา่ bootstrap สนับสนุนการแบง่เป็นสองกลุม่ 100 เปอร์เซ็นต์ และ
มคีา่ r ซ่ึงเป็นคา่ท่ีบง่ชี้ความนา่เชื่อถือในการจดักลุม่มีคา่เทา่กบั 0.98 และท่ีความเหมอืนทาง
พนัธุกรรม 0.76 ยงัสามารถแยกสบูด่ าและลูกผสม ลูกผสมกลับและลูกผสมเปิดออกจากพืชชนิดอ่ืน
โดยพบวา่ สบูด่ ากบัเ ข็มปัตตาเวียมคีวามเหมือนทางพนัธุกรรมมากกวา่ สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ 
สบูด่ ากบัสบูแ่ดง  และสบูด่ ากบัฝ่ินตน้ โดยพืชแตล่ะชนิดมีความเหมอืนกนัทางพนัธุกรรมกบัสบูด่ า 
65, 56, 54 และ 53 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั พบวา่สามารถจ าแนกตวัอยา่งออกไดเ้ป็น  9 กลุม่ยอ่ย คือ 
กลุม่ท่ี 1 สบูด่ า (#4, #20) กลุม่ท่ี 2 ลูกผสม op  F2, op BC1 สบูด่ า-เข็ม (#319, #325, #348, #359) 
กลุม่ท่ี 3 ลูกผสม BC1, op BC1 สบูด่ า-เข็ม (#202*, #217*, #312*, #314*) กลุม่ท่ี 4 ลูกผสม BC1, op 
BC1, op F1 สบูด่ า-เข็ม (#197*, #198*, #266*, #270*, #357*) กลุม่ท่ี 5 ลูกผสม F1 สบูด่ า-เข็ม 
(#13*, #21*, #36*) กลุม่ท่ี 6 ลูกผสม BC1, op F1 สบูด่ า-เข็ม (#275, #279*, #295*) กลุม่ท่ี 7 ลูกผสม 
F1 สบูด่ า-หนุมานนั่งแทน่, สบูด่ า-ฝ่ินตน้ (#189*, #192*, #253*) กลุม่ท่ี 8 เข็มปัตตาเวยี (#7, #10) 
กลุม่ท่ี 9 สบูแ่ดง ฝ่ินตน้ หนุมานนั่งแทน่ (#2, #3, #33) โดยพบวา่ลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็ม
ปัตตาเวยีอยูใ่นกลุม่เดียวกบัพอ่และแม ่การวเิคราะห์การจัดกลุม่ด้วยวิธี Principal Component 
Analysis (PCA) ให้ผลท่ีชดัเจนสอดคล้องกบั phylogenetic tree โดยท่ีสบูด่ าและลูกผสม ลูกผสม
กลบัและลูกท่ีได้จากการผสมเปิดอยูก่ลุม่เดียวกนัและมีลูกผสมสบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ สบูด่ ากบั
ฝ่ินตน้ เข็มปัตตาเวยี หนุมานนั่งแทน่และฝ่ินตน้ กระจายตวัออกมาอยา่งชดัเจนโดยมีคา่ PCA 1, 2 
และ 3 เทา่กบั 35.86, 20.08 และ 14.05 ซ่ึงครอบคลุมความแปรปรวนของตัวอยา่งท่ีศึกษาทั้งหมด 
69.99 เปอร์เซ็นต์ของความแปรปรวนทั้งหมด (ภาพท่ี 30) 
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  Pamidiamarri et al. (2008a) รายงานความเหมอืนทางพนัธุกรรม (genetic similar ity) 
จากเทคนิค RAPD  ระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง  สบูด่ ากบัฝ่ินตน้  สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่  สบูด่ ากบั
เข็มปัตตาเวยี คือ 0.46, 0.46, 0.49 และ 0.63 ตามล าดับ และเมื่อใชเ้ทคนิค AFLP ได้คา่ความเหมือน
ทางพนัธุกรรมท่ี 0.45, 0.44, 0.42 และ 0.55 ตามล าดับ จะเห็นไดว้า่ สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีมีความ
เหมอืนทางพนัธุกรรมมากท่ีสุด นา่จะประสบความส าเร็จในการผสมขา้มพนัธ์ุมากท่ีสุด ซ่ึงกใ็ห้ผล
สอดคล้องกบัผลการผสมจริง พบคา่ฉล่ียของภาวะพหุสัณฐาน ระหวา่งแตล่ะสายพนัธ์ุ 68.48 และ 
71.33 เปอร์เซ็นต์โดยเทคนิค RAPDและ AFLP ตามล าดับ ตอ่มา Pamidiamarri et al. (2008b) ไดใ้ช ้
ล าดับเบส ในสว่นของ ITS ของยีน rRNA เพื่อศึกษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชในสกลุ 
Jatropha กพ็บวา่ผลการทดลองท่ีไดส้อดคลอ้งกบัเทคนิค RAPD และ AFLP โดยท่ีเข็มปัตตาเวีย
และสบูด่ ามคีวามสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกลเ้คียงกนัมากท่ีสุด แตม่ีขอ้แตกตา่งท่ีหนุมานนั่งแทน่ถูก
จดัอยูก่ลุม่เดียวกบัสบูด่ า โดยกอ่นหน้าน้ีหนุมานนั่งแทน่ถูกจดัอยูก่ลุม่เดียวกบัฝ่ินตน้ Dhillon et al. 
(2009) ท าการผสมพนัธ์ุสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี พบคา่ความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่งทั้งสอง
สายพนัธ์ุเทา่กบั 41.4 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงน้อยกวา่คา่ความเหมือนทางพนัธุกรรมระหวา่งลูกผสมกบัพอ่
แม ่จากการศึกษาของ Vijayanand et al. (2009)โดยใชเ้ทคนิค ISSR  กพ็บวา่สามารถแยกพืชสกุล 
Jatropha ออกเป็น 8 กลุม่โดยให้แอลลีลจ าเพาะตอ่แตล่ะสายพนัธ์ุ  โดยกลุม่ท่ี1 ประกอบดว้ยสบูด่ า
สายพนัธ์ุตา่งๆ กลุม่ท่ี 2, 3, 4, 5, 6, 7 และ8 ประกอบดว้ย J. tanjorensis, J. gossypiifolia,  
J. glandulifera, J. podagrica , J. ramanadensis, J. villosa, และ J. integerrima  ตามล าดับ 
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ตารางที ่13  ไพรเมอร์ท่ีใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมของพืชท่ีน ามาผสม ลูก F1  ลูกผสม  
                    กลับ และลูกท่ีได้จากการผสมเปิด โดยเทคนิค AFLP และจ านวนแถบดีเอ็นเอท่ีให้    

       polymorphism จากแตล่ะคูไ่พรเมอร์ 
 
คู่ไพรเมอร์                 จ านวน bands            จ านวน Polymorphic bands          %polymorphism 

E-AAC/M-CAA       78   77    98.71 
E-AAC/M-CAC       67   66    98.51 
E-AAC/M-CAG       75   74    98.67 
E-AAC/M-CAT       34   34    100.00 
E-AAC/M-CTG       61   61    100.00 
E-AAC/M-CTT       47   44    93.62 
E-ACA/M-CAA       32   32    100.00 
E-ACA/M-CAG       84   84    100.00 
E-ACA/M-CAT       47   45    95.74 
E-ACA/M-CTT       34   30    88.23 
E-AGG/M-CAG      63   60    95.24 
      รวม                                  622                                   607                                 เฉล่ีย = 97.16     
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ตารางที ่14  รายชื่อพืชท่ีใชศึ้กษาความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมโดยเทคนิค AFLP 
  
หมายเลข ชื่อ หมายเลข ชื่อ 
#2 
#3 
#4 
#7 
#10 
#20 
#33 
#13* 
   
#21* 
 
#36* 
 
#189* 
#192* 
#197* 
#198* 
#202* 

สบูแ่ดง 1 
หนุมานนั่งแทน่1 
สบูด่ า สหรัฐ 8.45 kr  
เข็มปัตตาเวยีดอกแดง  
เข็มปัตตาเวยีดอกแดงใบ 3 แฉก 
สบูด่ า ศรีลงักา    
ฝ่ินตน้ 1 
F1 (สหรัฐ 8.45 kr  x เข็มแดงขอบใบ 
เรียบ) 
F1 (KUBP 80-  x เข็มแดงขอบใบ 
เรียบ) 
F1 (มกุดาหาร 10 kr x เข็มแดงขอบ
ใบเรียบ) 
F1 (ฝ่ินตน้ x สบูด่ า อินเดีย สุขสันต์) 
F1 (สบูด่ า 10/1 x ฝ่ินตน้) 
BC1 (KUBP 78-9 x F1 12*) 
BC1 (สบูด่ า 72 x F1 137*)  
BC1 (สบูด่ า 72 x F1 137*)  

#217* 
#253* 
 
#266* 
#270* 
#275 
#279* 
#295* 
#312* 
#314* 
#319 
#325 
#348 
#357* 
#359 

F1 (KUBP 80-3  x  F112*)  
F1 (สบูด่ า สุขสันต์  x หนุมานนั่ง 
แทน่3) 
op F1 5* 
BC1 (KUBP80-3  x  F1137*) 
op F113* 
BC1 (F121* x  Suriname)  
BC1 (F135* x วชิาญไร้พิษ) 
op BC1202* 
op BC1202* 
op BC1195* 
op F2 267    
op F2 265                  
op BC1198* 
op BC1199* 
 

* ตรวจสอบยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชเ้คร่ืองหมายดีเอ็นเอ          op = open pollinated 
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E-AAC และ M-CAT 
 

ภาพที่ 28  ตวัอยา่งลายพิมพ์ดีเอ็นเอของพืชท่ีน ามาผสมและลูกผสมท่ีได้ 
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ภาพที่ 29 ความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมในรูป phylogenetic tree ของพืชท่ีน ามาผสมและลูกผสมท่ี 
   ได ้ไดแ้ก ่สบูด่ า สบูแ่ดง ฝ่ินตน้ หนุมานนั่งแทน่ เข็มปัตตาเวยี และลูกผสม F1, BC1, op   
   BC1, op F1, op F2 ของสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี  โดยใช ้UPGMA ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์  
   NTSYSpc–2.20 โดยอาศยัขอ้มูลลายพิมพ์ดีเอ็นเอจากเทคนิค AFLP   

 
 ภาพที ่30  การกระจายของตัวอยา่งในรูป 3 มิติจากการวเิคราะห์ Principal Component Analysis  
     ของพืชท่ีน ามาผสม ไดแ้ก ่สบูด่ า สบูแ่ดง ฝ่ินตน้ หนุมานนั่งแทน่ เข็มปัตตาเวยี และ  
     ลูกผสม F1, BC1, op BC1, op F1,  op F2 ของสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี ท่ีวเิคราะห์ด้วย 
     โปรแกรม NTSYSpc-2.20k โดยอาศัยข้อมลูจากเทคนิค AFLP   
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

 1. ได้ท าการผสมขา้มชนิด (interspecific hybridization) ระหวา่งสบูด่ ากบัสบูแ่ดง สบูด่ ากบั
หนุมานนั่งแทน่ สบูด่ ากบัฝ่ินตน้  สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีดอกสีแดงและดอกสีชมพ ูทั้งสายตรงและ
สลบัพอ่แม ่และยืนยนัความเป็นลูกผสมโดยใชไ้พรเมอร์ท่ีตรวจสอบลูกผสมไดร้วม 20 คูไ่พรเมอร์ 
เป็นไพรเมอร์จ าเพาะกบัยีน 2 ยีน (FATA & KAS II โดยใชเ้ทคนิค SSCP) และไพรเมอร์จ าเพาะกบั
พนัธ์ุ (โดยใชเ้ทคนิค DFLP) เป็นไพรเมอร์จ าเพาะกบัเข็มปัตตาเวีย 9 คู ่จ าเพาะกบัสบูด่ า 5 คู ่จ าเพาะ
กบัหนุมานนั่งแทน่ 1 คู ่จ าเพาะกบัฝ่ินตน้ 2 คู ่และจ าเพาะกบัสบูแ่ดง 1 คู ่ร ่วมกบัการประเมนิ 
phenotype ของลูกผสมท่ีได ้สรุปไดลู้กผสม F1 ทั้งหมด 12 ตน้เป็นลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็ม
ปัตตาเวยี 8 ตน้ ลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินตน้ 2 ตน้ และลูกผสมระหวา่งสบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ 
2 ตน้ สว่นใหญเ่ป็นลูกผสมท่ีได้จากคูผ่สมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี ยงัไมไ่ด้ลูกผสมระหวา่ง
สบูด่ ากบัสบูแ่ดง ลูกผสมมลีักษณะระหวา่งพอ่และแม ่ผลการจดักลุม่โดยใชล้ายพิมพ์ดีเอ็นเอ AFLP 
บง่ชี้วา่สบูด่ ามีความสัมพนัธ์ทางพนัธุกรรมใกลช้ิดกบัเข็มปัตตาเวียมากท่ีสุด ซ่ึงนา่จะเป็นการอธิบาย
การท่ีคูผ่สมระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยีประสบความส าเร็จจากการผสมพนัธ์ุและไดลู้กผสมมาก
ท่ีสุด ความเหมอืนทางพนัธุกรรมระหวา่ง สบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี สบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ สบูด่ ากบั
สบูแ่ดง  สบูด่ ากบัฝ่ินตน้ และมีคา่ 65, 56, 54 และ 53 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั    
 
 2.  ลูกผสม F1 ระหวา่งสบูด่ ากบัเข็มปัตตาเวยี 8 ตน้ออกดอกดก มดีอกสีขาว และสีชมพแูดง 
โดยท่ีสบูด่ ากลีบดอกมีสีเหลืองแกมเขียว เข็มปัตตาเวยีกลีบดอกมสีีแดง กลีบดอกของลูกผสมมี 5 
กลีบเชน่เดียวกบัสบูด่ าและเข็มปัตตาเวีย ขนาดของดอกและใบอยูร่ะหวา่งสบูด่ าท่ีใชเ้ป็นแมแ่ละเข็ม
ปัตตาเวยีดอกสีแดงท่ีใชเ้ป็นพอ่ ใบมรูีปรา่งเป็นหยัก 3-5 พ ูฐานใบตดั ใบมสีีเขียว แตบ่างตน้ดา้นลา่ง
ใบจะมี pigment สีแดงคลา้ยกบัเข็มปัตตาเวยี ล าตน้ลูกผสมทั้งหมดมลีักษณะและสีคลา้ยกึ่งไมเ้น้ือ
แข็ง ออกดอกเมือ่อายุ 4-6  เดือน ให้ชอ่ดอกตอ่เน่ืองเร่ือยๆ การติดผลของลูกผสม F1 คอ่นขา้งต ่า ใน
แตล่ะชอ่ติดผลเพียง 1-2 ผล สว่นใหญผ่ลจะฝ่อ ขนาดของผลลูกผสมเล็กกวา่สบูด่ า ผลแกข่อง
ลูกผสม F1 มีลกัษณะแตกและเมล็ดดีดไปไกล (violently dehiscent capsules) เหมอืนท่ีพบในเข็ม
ปัตตาเวยี   
 
 3.  ลูกผสม F1 ระหวา่งสบูด่ ากบัฝ่ินตน้ 2 ตน้ มลีักษณะใบหยัก 7 พลึูก สว่นลูกผสม F1 
ระหวา่งสบูด่ ากบัหนุมานนั่งแทน่ 2 ตน้ มลีกัษณะใบหยัก 3-5 พ ูต าแหนง่กา้นใบเชื่อมกบัใบอยูเ่ย้ือง
ไปทางกลางใบคลา้ยหนุมานนั่งแทน่ ลูกผสมจากทั้ง 2 คู ่มใีบสีเขียว ดอกสีขมพ ูออกดอกแตด่อก
ไมส่มบูรณ์ร่วงงา่ยและไมติ่ดเมล็ด 
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 4. ไดผ้สมกลบัระหวา่งสบูด่ ากบัลูก F1 ของสบูด่ า-ฝ่ินตน้ และ สบูด่ า-หนุมานนั่งแทน่ แต ่
ไมติ่ดผล อยา่งไรก็ตามการผสมกลับระหวา่งสบูด่ ากบัลูก F1 ของสบูด่ า-เข็มปัตตาเวยี ประสบ
ความส าเร็จ ได้ลูกผสมกลบั (BC1) 18 ตน้ ลูกผสมกลบั # BC1201* เร่ิมออกดอกอายุประมาณ 4 
เดือน ดอกมีสีขาวปนชมพอูอ่นรูประฆงั ลูกผสมกลับ # BC1202* ออกดอกดก ดอกสีเขียวออ่นรูป
ระฆงั  # BC1201* และ # BC1202* ออกดอกบอ่ยตอ่เน่ือง ลูกผสม # BC1197* ออกดอกดกแตติ่ดผล
น้อย ลูกผสม BC1 สว่นใหญส่ามารถติดผลไดเ้มือ่ปลอ่ยผสมเปิด  ลูกผสม BC1 ท่ีมผีลดก ไดแ้ก ่
# BC1202*, # BC1196 และ # BC1217*  แต ่# BC1196 และ # BC1217* ผลมนี ้ าหนักเบา ผลของลูก 
BC1 ทุกตน้เหมอืนสบูด่ า คือผลแตกแตเ่มล็ดไมดี่ดออกจากผล   
 

5.  ลูกผสมกลับ (BC2) มี 100 ตน้ บางตน้เร่ิมออกดอกและมชีอ่ดอกดก และเร่ิมติดผล 
ลูกผสมกลับ (BC3) มี 20 ตน้ มีลูกท่ีไดจ้ากการปลอ่ยผสมเปิด (OP) ของลูกช ัว่ตา่งๆ จ านวน 134 ตน้ 
และลูกจาก BC1 x F1 จ านวน 2 ตน้ พบบางตน้มชีอ่ดอกดก มีดอกสีชมพ ูดอกสีเขียวอมขาว ดอกสี
ขาว ดอกมีทั้งรูปดาวคลา้ยเข็มปัตตาเวยี และรูประฆงัคลา้ยสบูด่ า มคีวามหลากหลายในลกัษณะของ
ลูกผสมกลับ และปลอ่ยผสมเปิดมาก บางตน้ให้ผลดก ไดแ้ก  ่# 367* (op BC1 202*), # BC2467* 
(KUBP 80-3 x BC1202*), # 359 (OPBC1199*), # BC2526 (BC1202* x วชิาญ), # BC1196 (KUBP 
78-9 x F112*), # BC1217* (KUBP 80-3 x F112*)  บางตน้เต้ีย ไดแ้ก ่# 388* (OPBC1 202*), # 319 
(OPBC1 195*), # 386 (BC1202* x F15*), #  BC2526 (BC1202* x วชิาญ), # 495 (OPBC1 202*), 
# 569 (OP ผลแดง)  บางตน้ไมเ่ ป็นโรค ไดแ้ก ่# 490 (OPBC1 202*), # 386 (BC1202* x F15*), 
# 569 (OP ผลแดง), # 319 (OPBC1 195*)  บางตน้ตอบสนองตอ่ BA ดี ไดแ้ก ่# 489 (op BC1 202*), 
# BC1196 (KUBP 78-9 x F112*) และบางตน้ให้ดอกดก ไดแ้ก ่# BC1197* (KUBP 78-9 x F112*),  
# 495 (OPBC1 202*), # 312* (OPBC1 202*), # 313 (OPBC1 202*), # BC1202* (72 x F1137*),  
# BC1201* (72 x F1137*) ลูกผสมท่ีมีลกัษณะดีเหลา่น้ีจะเป็นประโยชน์เพื่อการเผยแพร่ และ
ปรับปรุงพนัธ์ุตอ่ไป 
 
 6.  ผลการยอ้มเรณูลูก F1 ติดสียอ้มดีเหมือนกบัเรณขูองพอ่แม ่แสดงลกัษณะความมชีีวติ
สูง การศึกษาการงอกของเรณภูายใต้ fluorescence microscopy พบวา่เรณเูร่ิมมีการงอก หลงัการถา่ย
เรณ ู30 นาที และหลอดเรณเูจริญถึงรังไขใ่ชร้ะยะเวลาประมาณ 2-4 ช ัว่โมง พบหลอดเรณูจ านวน
มากในคูผ่สมส่วนใหญโ่ดยเฉพาะในคูผ่สมท่ีใช ้ลูกผสม F1 เป็นแม ่และสบูด่ าเป็นพอ่ ไมพ่บการบิด
เกลียวของหลอดเรณู ไมน่า่จะมอุีปสรรคในการผสมกลบั เพื่อการปรับปรุงพนัธ์ุต ่อไป 
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 7.  การวเิคราะห์ปริมาณน ้ ามนัในลูกผสมบางตน้พบวา่ลูกผสมท่ีมนี ้ าหนักผลและเมล็ดเบามี
ปริมาณน ้ ามนัน้อย  ลูกผสม # BC1196 ให้ผลดกน ้ าหนักเผลละเมล็ดเบา มนี ้ ามนัในเน้ือในเมล็ดเพียง 
29.92 เปอร์เซ็นต์ ส่วนลูกผสมท่ีให้ปริมาณน ้ ามนัมากคือ ลูกผสม # BC1202* และ ลูกผสม 
# OPBC1367* มนี ้ ามนัในเน้ือในเมล็ดท่ี 50.93เปอร์เซ็นต์ และ 49.54 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบัใกลเ้คียง
กบัพนัธ์ุเช็ค KUBP78-9 ซ่ึงเป็นพนัธ์ุท่ีให้ผลผลิตดี คดัเลือกโดยโครงการ KU Biodiesel มนี ้ ามนัใน
เน้ิอในเมล็ด 49.12 เปอร์เซ็นต์ 
  
 8.  การทดลองให้สาร BA แกส่บูด่ า และลูกผสมเ บ้ืองตน้เพื่อเป็นแนวทางในการใชเ้พิ่ม
ผลผลิตสบูด่ า พบวา่ สาร BA ชว่ยเพิ่มจ านวนดอกและดอกเพศเมียอยา่งชดัเจน ชอ่ดอกท่ีฉีด BA 
เจริญเร็วกวา่ชอ่ท่ีไมไ่ดรั้บ BA พบดอกกระเทยในบางพนัธ์ุท่ีได้รับสาร BA สบูด่ าแสดงการ
ตอบสนองตอ่การให้สาร BA ท่ีความเข้มขน้ 160 ppm มากกวา่ 80 ppm  
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